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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Alilgemeine Aspekte von Krebs

Krebs rangiert als Todesursache weltweit nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen an
zweiter Stelle. In den USA als Beispiel flr ein industrialisiertes Land sollten 2013 laut
pradiktiver Statistik und Berechnungen 1.660.290 Menschen neu erkranken und
580.350 an Krebs sterben. Geschlechtsspezifisch gesehen ist mit 29 % bei Frauen
das Mamma- und bei Mannern mit 28 % das Prostatakarzinom der haufigste diag-
nostizierte Tumor, wobei sowohl bei Mannern als auch Frauen der Lungen- und
Bronchialkrebs die haufigste Todesursache darstellt (28 % flr Manner und 26 % flr
Frauen). Kolorektalkarzinome stehen bei beiden Geschlechtern sowohl in der Inzi-
denz als auch in der Mortalitat mit je 9 % an dritter Stelle. Trotzdem ist Uber die letz-
ten Jahre ein leichter Rickgang in der Todesrate und der Inzidenz zu verzeichnen
(Siegel et. al., 2013). In Entwicklungslédndern sieht die Rangfolge der weitverbreiteten
und tédlichen Tumorarten anders aus: Bei Mannern folgen sowohl in Inzidenz als
auch Todesursache dem Lungenkrebs als zweites Magen- und als drittes Leberkar-
zinome. Bei den Frauen steht an erster Stelle Brustkrebs, gefolgt von Gebarmutter-
hals- und Lungen- bzw. Bronchialkrebs (Jemal et al., 2011).

Risikofaktoren fiir Krebs sind das Alter, Rauchen, Alkohol, Ubergewicht, karzinogene
Noxen (z.B. UV-Strahlung, Radioaktivitat), familidre Disposition sowie bakterielle und
virale Infektionen. Das Bakterium Helicobacter pylori wird flir Magenkarzinome und
das MALT-Lymphom (mucosa associated lymphoid tissue) verantwortlich gemacht.
Es gibt eine Reihe von bekannten Onkoviren, die eine Krebserkrankung verursachen
kénnen. Dazu zahlen neben dem Humanen Herpesvirus 8, welches das Kaposi-
Sarkom mit verursacht, auch das Hepatitis-B&C-, das Eppstein-Barr- und das Huma-

ne Papillomavirus.

Krebs ist das Resultat der Akkumulation von Defekten und Mutationen in Genstruk-
tur, -funktion und -regulation innerhalb einer Zelle, die durch chemische oder biologi-
sche Karzinogene induziert werden kénnen. Dieses stort das feinregulierte Gleich-
gewicht zwischen Wachstum, Differenzierung und Zelltod (Apoptose oder Nekrose),
so dass die Zellen sich unkontrolliert vermehren und wachsen (Echmoll et al., 1997).
Der so entstehende Tumor ist zellular gesehen sehr heterogen und umfasst eine
Zellpopulation so genannter Krebsstammzellen, die vermutlich fir Entstehung und

Metastasierung verantwortlich sind. Im weiteren Verlauf infiltrieren und invadieren die
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Tumorzellen Nachbargewebe und breiten sich via Lymph- und Blutbahn auf anderen

Kdrperregionen aus, wo sie Metastasen bilden, was schlieBBlich zum Exitus fuhrt.

Therapeutische Optionen zur Behandlung von Neoplasien beinhalten chirurgische
Interventionen, den Einsatz von Zytostatika, ionisierende Bestrahlung und Immunthe-
rapie mit Antikdrpern. Zusatzlich zu diesen traditionellen Therapieformen gewann in
neuerer Zeit die Gentherapie in Forschung und Klinik mehr an Bedeutung. Die Che-
motherapie ist immer noch die am haufigsten angewandte Therapieform. Allerdings
bleibt das Uberleben Chemotherapierefraktarer Tumorzellen nach einer Zytostatika-
behandlung ein ernstes Problem in der Onkologie, denn die Chemotherapierefrakta-
ren Tumore bilden multiple Resistenz- und Kreuzresistenzmechanismen aus, die kli-
nisch gesehen nicht mehr kontrollierbar sind. Daher ist es unabdingbar, neue Medi-
kamente und Substanzen zu entwickeln, die sowohl in der First Line Therapy fur
noch nicht behandelte Tumore als auch in der Second Line Therapy fir schon be-
handelte Tumore eingesetzt werden kénnen. Gegenwartige Strategien in der Zytosta-
tikaentwicklung fokussieren sich auf Substanzen, die spezifisch auf Krebsstammzel-

len zielen und diese bekampfen.

1.2. Krebsstammzellen innerhalb der Tumorzellheterogenitat

Die Existenz von Krebsstammzellen (KSZ) wurde zum ersten Mal von dem deut-
schen Pathologen Dr. Rudolf Ludwig Karl Virchow postuliert (Virchow 1858 und
Wagner 1999) und war seitdem lange umstritten. Erste zeitgendssische Hinweise auf
Krebsstammzellen in menschlichen Tumoren ergaben sich aus Studien an der Aku-
ten Myeloischen Leukdamie (Bonnet et al., 1997) und spater auch an soliden sowie
anderen hamatologische Krebsentitaten. Krebsstammzellen zeichnen sich durch fol-
gende inharente Eigenschaften aus: (a) Autarkie/Selbsterneuerung, (b) Pluripotenz
und unbegrenzte Fahigkeit zur Proliferation, (c) Dormanz, (d) geringe Empfindlichkeit
gegenlber Chemotherapeutika, Radiotherapie und Wachstumsinhibitoren, (e) Ver-
meidung von Apoptose, (f) Migration, Invasion und Metastasierung (Cheng et al.,
2006; Reya et al., 2001; Weissman et al., 2002; Weissman et al., 2005a; Weissman
et al., 2005b; Rossi et al., 2008 und Rosen et al., 2009)

Die Dormanz ist einer der wichtigen Schutzmechanismen der Stammzellen, durch die
sie ihr Erbgut vor Genveranderungen bewahren, die sich vor allem wahrend der Zell-
teilung ereignen. Diese Dauerschlafseigenschaft ist vermutlich eine der Ursachen
von Metastasen und Rezidiven, die erst nach langer Zeit wieder auftreten. Darlber
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hinaus entgehen sie in diesem Zustand auch der Attacke vieler Zellgifte, die nur auf
proliferierende Zellen wirken. Krebsstammzellen bleiben in dem geeigneten Mikro-
ambiente ihrer Nische so lange latent, bis weitere Veranderungen in ihnen selbst
oder in ihrer Nische dazu fUhren, dass die Zellen die Umgebung verlassen oder lokal

das angrenzende Gewebe infiltrieren.

Die Krebsstammzelltheorie beruhen auf folgenden zwei Befunden: zum einen ist zur
Generierung von Xenograftmodellen, d.h. zu Tumorinitiation, -wachstum und -
differenzierung in die jeweiligen tumorspezifischen Zelltypen, eine grofBBe Zellzahl
notwendig; zum anderen behalten viele Tumore die phanotypischen Eigenschaften
des Ursprungsgewebes bei. Demzufolge existieren laut Theorie nur wenigen robuste
tumorinitierende KSZ-Klone, die die nétigen ginstigen biologischen Eigenschaften
aufweisen, um nach der Transplantation weiterzuwachsen und einen Tumor zu ent-
wickeln (Visvader et al., 2008 und Gangemi et al., 2009).

AuBerdem berichten aktuelle Studien, dass Tumorzellen ohne Stammzelleigenschaf-
ten durch Stimulierung verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren in Krebs-
stammzellen transformiert werden und so einen Tumor mit seiner charakteristischen

Zellheterogenitat initiieren kdnnen (Oshima et al., 2014).

Ein wichtiger, aber bis dato nicht vollkommen geklarter Aspekt der Krebsstammzell-

theorie ist, ob Krebs aus malignisierten normalen Stammzellen entsteht.

Hinsichtlich spezifischer Tumorstammzellmarker wurde inzwischen eine Reihe von
membrangebundene und zytoplasmatische Proteinen identifiziert, die eine biochemi-
sche und morphologische Typisierung der KSZ erlauben kénnen. Hierbei sind flir die
.eindeutige” Charakterisierung der jeweiligen KSZ vielmehr eine Kombination von
Markern anstatt ein einzelnes exprimiertes Antigen notwendig. Bei dieser Kombinati-
on von Markern handelt es sich um solche, die die physiologische Norm oder ausge-
wahlte deregulierte Proteine betreffen und so in erster Linie die histologische Her-
kunft bzw. physiologischen Prozesse der normalen Zellen widerspiegeln (Klonisch et
al., 2008).

Die Identifizierung und Validierung der KSZ-Marker ist zweifellos ein im Entstehen
begriffener Forschungszweig und hat noch einen langen Weg vor sich. Denn streng
genommen beschrénkt sich die Forschung auf Sets von Antigenen, deren Expression
sich in normalen Tumorzellen und KSZ unterscheidet. Die Forschung an robusten

und verlasslichen tumorspezifischen KSZ-Markern, wie sie schon fir normale
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Stammzellen existieren, beschéaftigt gegenwartig Onkologen weltweit und befindet
sich in einem stetigen aber langsamen Fluss. Daher gestaltet sich die Erforschung
der KSZ und die damit verbundene Heterogenitat von Tumorzellpopulationen auBerst
schwierig.

Der Goldstandard fir KSZ-Experimente ist die hetero- und orthotope Transplantation
von in Matrigel eingebetteten selektierten Tumorzellen in immundefizienten M&usen,
wobei haufig ein vollwertiges Matrigel, d.h. mit diversen Wachstumsfaktoren einge-
setzt wird (Hendrix et al., 1987; Hendrix et al., 1989 und Klarmann et al., 2009). Die
Erfahrungen haben gezeigt, dass dieses Verfahren mit Vorsicht zu genieBen ist, da
es die Genese der KSZ mehr oder weniger durch eine Transition von Nicht-KSZ zu
KSZ mittels Wachstumsfaktoren aus dem Matrigel induzieren kann.

Die Zellheterogenitat von KSZ beruht im wesentlichen auf i) stochastischen geneti-
schen und/oder epigenetischen Anderungen, ii) Differenzierungsgraden in Abhéngig-
keit von der Mikroumgebung und somit auch iii) vom jeweiligen Krebsstammzellmo-

dell mit seinen heterogenen Zellpopulationen.

Wie wichtig genaue Kenntnisse Uber diese Aspekte der Tumorheterogenitat fir die
Diagnose, Therapie und den Verlauf von onkologischen Erkrankungen sind, lasst
sich ideal am Beispiel des Neuroblastoms zeigen. Beim Neuroblastom gilt: je diffe-
renzierter ein Tumor, desto besser seine Prognose. Im Umkehrschluss bedeutet
dies, dass je undifferenzierter bzw. heterogener ein Tumor in Hinblick auf seine Zell-
zusammensetzung ist, desto maligner, aggressiver und Chemorefraktarer ist er. Die-
se aberrante Heterogenitat-Malignitat-Aggressivitat-Achse lasst sich in verschiede-
nen Auspragungen auch in anderen Tumorentitaten beobachten.

1.2.1. Chemotherapieresistenz bei Krebsstammzellen

Sowohl solide als auch hamatologische Neoplasien sprechen, insbesondere wah-
rend der Initialphase der Erkrankung, auf verschiedene Modalitaten einer Standard-
therapie an. Bis heute ist die Chemotherapie eine der besten Behandlungsmethoden
in der Onkologie; jedoch bleibt ein langfristiger Erfolg bei den meisten Tumorformen
aus, da nach Monaten oder Jahren einer scheinbar erfolgreichen Behandlung Rezi-
dive auftreten kdnnen. Der Grund fir das Auftreten dieser hoch Chemorefraktaren
Rezidive am Primérort oder in Form eines Sekundartumors lasst sich nach gangiger
Meinung auf das Uberleben der KSZ zurlickfiihren.
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Die molekularen Mechanismen der Resistenz von KSZ sind multifaktoriell und ahneln
jenen normaler Stammzellen oder spezifischer normaler Zellen in Geweben, bei de-
nen eine physiologische Detoxifikation zum Schutz vor xenobiotisch bzw. physika-
lisch induzierten Schaden stattfindet. Hierzu zahlen i) eine erhdhte Expression von
MDR-Phanotypen und ii) verminderte Substanzaufnahme Uber die Membran, iii) En-
zyme, die eine bedeutende Rolle in der intrazellularen Entgiftung spielen, iv) ver-
starkte Aktivierung von DNA-Reparatur-Kontrollpunkten und v) Aktivierung von anti-
apoptotischen Signalkaskaden (Wong et al., 2012 und Hawley et al., 2013). Der Grad
der Resistenz ist dabei abhangig von dem verabreichten Medikament, der individuel-
len Reaktion des Patienten und der Biologie bzw. Heterogenitat des Tumors. Die
multiplen Resistenzmechanismen flihren neben einer Panresistenz zu einer zusatzli-
chen biologischen Besonderheit von KSZ, namlich der simultanen Chemo- und Be-
strahlungsresistenz.

Diese Aspekte wurden ungllicklicherweise in den letzten Jahren in der Onkologie
nicht angemessen berlcksichtigt. Wahrend sich z. B. die meisten vergleichenden
Studien Uber den MDR-Phéanotyp mit ABC-Transportern befassen, konnten aus die-
sen Studien keine effektiven Therapien abgeleitet werden. MDR-Modulatoren, die
sich gegen diesen Typ von Transportern richten, haben fiir die klinische Behandlung
maligner Erkrankung keinen oder nur einen sehr limitierten Nutzen, da ABC-
Transporter zum Teil auch in verschiedenen normalen Geweben und Organtrakten
vorkommen und dort ebenfalls flr den Efflux von exo- und endogenen Xenobiotika
verantwortlich sind (Gangemi et al., 2009 und Amiri-Kordestani et al., 2012). Somit ist
die Chemotherapieresistenz von Tumoren trotz intensiver Forschung weiterhin ein

groBBes Problem.

1.2.2. Targeting der Krebsstammzellen

Die Eliminierung eines Tumors durch Chemotherapie ist in der Regel nicht dauerhaft.
Die Resistenz von KSZ gegenliber herkdmmlichen Krebstherapien hat zu einer Su-
che nach neuen zelluldren Angriffspunkten fir die Behandlung geflhrt.

Obwohl die genauen Mechanismen, welche die KSZ-Selbsterneuerung regulieren,
noch nicht vollstandig aufgeklart sind, kommen hierbei die Steuerelemente zur Regu-
lation normaler physiologischer Prozesse der Stammzellen oder der differenzierten
Gewebszellen als Hilfe fir eine gezielte Therapie in Frage. Diese Steuerelemente
umfassen Signaltransduktionskaskaden und Transducer wie z.B. Hedgehog, Notch
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und Wnt, aber auch Transkriptionsfaktoren wie Sox(s), Oct(s) etc. und Oberflachen-
rezeptoren, die bereits mit der Pathogenese unterschiedlichster Krebstypen in Ver-
bindung gebracht wurden und eine wichtige Rolle in der KSZ-Physiologie spielen
kénnten. Die Kontrolle bzw. Modulierung dieser deregulierten Mechanismen beruht
aktuell in erster Linie auf der Gentherapie, spezifischen Inhibitoren und auf therapeu-
tischen Antikdrpern. Das Problem dabei ist, dass diese Elemente nicht nur in den
KSZ vorhanden sind, sondern auch in der normalen Embryonalentwicklung und bei
der Reparatur bzw. Regeneration von verletztem adultem Gewebe eine wichtige
physiologische Rolle spielen. Dementsprechend besteht die Herausforderung bei
diesen therapeutischen Ansatzen darin, normale Gewebsstammzellen, die ebenfalls
diese Pfade nutzen, nicht zu schadigen und mdglichst intakt zu erhalten.

Mehrere therapeutische Strategien gegen KSZ befinden sich zurzeit in den frihen
Phasen der klinischen Erprobung. In AML hemmen anscheinend kleine Molekulle wie
die Parthenolide und deren Derivate die NFxB-SignalUbermittlung in KSZ, nicht je-
doch in normalen Stammzellen (Pei et al., 2012 und Diamandi et al., 2013). Neben
den Signaltransduktionskaskaden wie den oben erwahnten Hedgehog-, Notch- und
Whnt-Pfaden sollten auch charakteristische molekulare und physiologische Deregulie-
rungen, die offenbar eine entscheidende Rolle in der Genese menschlicher KSZ
spielen (z. B. das BCR-ABL-Fusionsprotein in CML, die TMPRSS2-ERG-Genfusion
im Prostatakarzinom, FIt3-Mutationen bei akuten Leuk&mien und die Her2/neu-
Uberexpression beim Mammakarzinom), als mdgliche therapeutische Angriffspunkte
untersucht werden. Substanzen, die sich gezielt gegen diese pathologischen Ele-
mente richten, kdnnten die Regenerationsféhigkeit der KSZ aufheben und ihre Diffe-
renzierung induzieren. Jedoch kann es sich als schwierig erweisen, die klinische Wir-
kung derartiger Substanzen zu erforschen, wenn diese tatsachlich nur eine kleine
Subpopulation von Zellen angreifen. Normalerweise erfassen klinische Untersuchun-
gen in erster Linie schnelle Veranderungen im Tumor-Hauptteil anhand radiologi-
scher oder labortechnischer MessgréBen. Demgegentber kdnnten neue Biomarker
und Labormethoden, die eine routineméaBige Bestimmung der Krebsstammzellen er-
lauben, spezifischere Anhaltspunkte bei der klinischen Untersuchung entsprechender
Substanzen liefern.

Neue Strategien gegen KSZ wie z.B. interferierende RNA (einschlieBlich shRNA und
miRNA), blockierende Peptide, spezifische Antikdrper und Antagonisten der krebs-

spezifisch Uberexprimierten Elemente der Signaltransduktionskaskade bzw. Rezepto-
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ren sind Teil intensiver Forschungsbemuihung weltweit und haben das Ziel den Hei-
lungserfolg bereits etablierter Verfahren wie Polychemo- und Bestrahlungstherapie

zu verbessern.

Das langfristige Ziel sollte die Férderung von Therapien bleiben, die vorwiegend auf
die spezifische molekulare Signatur der KSZ und nicht auf diejenige der normalen
Stammzellen und differenzierten Gewebe wirken. In den vergangenen Jahren haben
Naturstoffe wie Salinomycin, Curcumin, Sulforaphane, ein neues Vitamin-D-Analogon
(BXL0124) etc. aufgrund ihrer Selektivitdt gegen KSZ groBBes Interesse innerhalb der
wissenschaftlichen Gemeinschaft erregt (Gupta et al., 2009 und Parajuli et al., 2013).

1.2.3. Screening von Stoffen gegen KSZ

Zurzeit gibt es immer noch wenige Veroffentlichungen, die sich mit einem Programm
zur Entwicklung spezifischer Anti-KSZ-Agenzien beschéaftigen, und diesbezlgliche
Richtlinien sind in der onkologischen Forschung wenig bekannt. Doch Studien Uber
natdrliche oder synthetische Stoffe mit diesen Eigenschaften erscheinen zunehmend
auf wissenschaftlichen Tagungen (Gupta et al., 2009).

Aus dieser naszierenden Forschungsrichtung sind bislang nur sehr wenige Stoffe
hervorgegangen, die bereits in die préklinische bzw. klinische Phase eingetreten
sind. Demzufolge besteht in der Onkologie immer noch die absolute Notwendigkeit,
Zytostatika zu entwickeln oder weiterzuentwickeln, welche eine spezifische Aktivitat
gegen hoch metastasierende resistente KSZ aufweisen. Ferner ist es ein Fakt, dass
die Erforschung der Chemotherapieresistenz in den vergangenen Jahren bedauerli-
cherweise stark abgenommen hat, obwohl die Resistenz immer noch eines der wich-

tigsten Probleme in der Therapie des onkologischen Patienten ist.

1.3. Propolis im Alilgemeinen

Propolis — in Deutschland unter anderem auch als Bienenharz oder Kittharz bekannt
— ist ein weiteres Bienenprodukt neben Wachs, Gelee Royale und Honig. Der Name
Propolis setzt sich aus den griechischen Wértern ,pro* (gr: po) far fur® und “pélis®
(gr: OAIg) fir ,Stadt” zusammen. Im Ubertragenden Sinn lasst sich Propolis mit fir
die Verteidigung des Bienenstaates” Ubersetzen. Die Bienen sammelt selektiv Harz
von Rissen in der Baumborke, von Bliten und Knospen. Das zusammengetragene

Material wird zerkaut und mit Speichelenzymen und Wachs vermischt. Propolis ist
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eine harzige braun bis gelbe Masse mit aromatischem Geruch. Bei niedrigen Tempe-
raturen ist es brlichig, wird aber bei héheren Temperaturen z&hflissig. Propolis erfillt
mehrere Zwecke: zum einen werden damit kleine Offnungen versiegelt, daher der
Name Kittharz, zu anderem wird damit der Bienenstock hygienisch sauber gehalten,
denn es herrschen dort bei hoher Temperatur und Luftfeuchtigkeit gute Bedingungen
fir die Ausbreitung von Krankheitserregern. Indem aber die Bienen unter anderem
ihre Waben mit einem dinnen Film aus Propolis bedecken, kénnen so schadlichen
Organismen in ihrer Entwicklung gehemmt oder abgetdtet werden. Da Propolis also
evolutionar vor allem als Abwehrmittel gegen Pathogene entstanden ist, liegt es na-
he, dieses Material auf sein pharmakologisches Potenzial hin zu untersuchen, zumal
seit alters her Uber eine medizinische Nutzung von Propolis berichtet wird. Sie wird
heute in einer Vielzahl von Produkten wie Seife oder Zahnpasta eingesetzt und unter
anderem in Tablettenform gepresst oder als Tinktur verkauft.

Abbildung 1: Makroskopische Aufnahmen von Propolis. In der Nahaufnahme von unverarbeite-
tem Propolis erkennt man kleine Brikett-&hnliche Ausscheidungsprodukte der Bienen (rechtes Foto).
AuBerdem sind noch wachsartige Substanzen, Harze und Insektenteile zu sehen. VergréBerung links
10x und rechts 20x. Der MaBstabsbalken entspricht 2 mm.

1.3.1. Einige Aspekte von Propolis

Die Phytochemie hat in der Vergangenheit zahlreiche antitumoral wirkende Naturstof-
fe hervorgebracht, die bereits als Chemotherapeutika im klinischen Gebrauch sind,
wie z. B. Vinca-Alkaloide (Vincristin, Vinblastin), Texane (Paclitaxel) und Odophyllo-
toxine (Etoposid). Die Fachrichtung der Pharmakognosie benutzt in der Regel aktive
Naturstoffe als Leitsubstanzen, um daraus weniger toxische oder systemisch an-
wendbare Derivate herzustellen. Langjahrige Forschungsarbeiten unserer Arbeits-
gruppe Uber die biologische Aktivitat von Naturstoffen unterschiedlicher Herkunft
(Pflanzenextrakte, Propolis, marine Organismen u. a.) haben umfangreiche Beweise
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fir die Existenz nicht-zytotoxischer, hoch komplexer Substanzen erbracht, die anti-
tumorale, immunmodulatorische und auch radioprotektive Wirkungen zeigen. Von
besonderem Interesse sind dabei die bisherigen Befunde zu karibischer Propolis
(Kuba und Florida), deren Inhaltsstoffe die genannten biologischen Aktivitaten so-
wohl in vitro als auch in vivo aufweisen (Popolo A et al., 2009 und Popolo A et al.,
2011).

1.3.1.1. Chemische Zusammensetzung

Die chemische Komposition von Propolis spiegelt in ihrer Verschiedenartigkeit die
jeweilige 6kologische Herkunft wider und ist auBerdem auch an die Jahreszeiten ge-
bunden. So ergeben sich fir Klimazonen und Jahreszeiten typisch Propolissorten.
Die bei weitem umfangreichste Stoffgruppe, die man identifiziert hat, sind die Flavo-
noide, welche im Pflanzenreich allgegenwartig sind; sie sind vermutlich ein Teil der
Abwehrmechanismen der Pflanzen.

Propolis besteht grundsatzlich aus ca. 50 % Harzen, 30 % Wachsen, 10 % essentiel-
len Olen und 5 % Pollen (Greenaway et al., 1990 und Tomas-Barberan et al., 1993).
Bisher konnten Uber 300 einzelne Inhaltsstoffe identifiziert werden (Lotfy 2006), die
zu unterschiedlichen Stoffklassen gehéren wie etwa den Alkoholen (z.B. Zimtalkohol,
Glycerin, Hydrochinon), Aldehyden (z.B. Vanillin, Benzaldehyd), aliphatischen S&u-
ren und Estern (z.B. Essigsaure, Crotonsaure), Aminosauren (z.B. Tyrosin, Glycin,
Serin), aromatischen Sauren und Estern (z.B. Kaffeesaure, Ferulasdure, Gallussau-
re), Chalkone und Hydroxychalkone, Flavonen und Flavonoiden (z.B. Naringenin,
Pinocembrin, Kaempferol), Hydrocarbonestern, Ethern, Hydroxy- und Ketowachsen,
Wachssauren (z.B. Palmitinsaure, Stearinsdure, Olsdure), Ketonen (z.B. Acetophe-
non, Methylacetophenon), Terpenoiden (z.B. Naphthalin, P-Cymol, Xylitol), Steroiden
(z.B. Ergosterol), Zuckern (z.B. Fructofuranose, Glucopyranose), Mineralien (z.B.
Aluminium, Silber, Kupfer) und sonstigen Verbindungen (Seifer et al., 1989; Seifer et
al., 1991; Greenaway et al., 1991; Marcucci, 1995; Bankova et al., 2002 und Popova
et al., 2010).

1.3.1.1.1 Flavonoide
Flavonoide gehéren zu den haufigen Inhaltsstoffen in Propolis. Sie sind eine ubiqui-
tar in Pflanzen vorkommende Gruppe von sekundaren Stoffen und machen einen

Grof3teil der pflanzlichen Nahrung des Menschen aus. Sie dienen als Ausgangstoffe
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fir die Biosynthese verschiedener Verbindungen. Das chemische Grundgeriist — das
Flavan - besteht aus zwei aromatischen Ringen, die durch einen Tetrahydropyran-
Ring verbunden sind. Von diesem Gerist leiten sich durch verschiedene Modifikatio-
nen wie unterschiedliche Substitutionen an den aromatischen Ringen und das An-
hangen von Zuckern Uber 8000 bekannte Verbindungen ab. Es gibt sechs gro3e Un-
tergruppen der Flavonoide: Chalkone, Flavone, Flavonole, Flavandiole, Anthocyani-
dine und kondensierte Tannine.

Pflanzen bilden die Flavone als Sekundarprodukte tGber den Shikimisdureweg, der in
erster Linie der Synthese der proteinogenen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan dient. Die Pflanzen nutzen die Flavonoide als Blltenfarbstoffe und damit
zur Anlockung von bestaubenden Insekten. Andere Flavonoide werden als FraB-
schutz eingesetzt und schrecken potentielle Herbivoren ab. Besonders Flavone und
Flavonole fungieren als Schutz gegen UV-Strahlung und kurzwelliges Licht. Manche
Flavonoide haben aber auch direkt eine antivirale, antibakterielle und antifungale
Wirkung (Friedmann, 2007; Orhan et al., 2010).

N

)
0o

C

Abbildung 2: Grundgeriist der Flavonoide. Das Flavan bildet die Grundstruktur dieser Stoffklasse.
Es besteht aus den zwei aromatischen Ringen A und B und dem heterozyklischen Ring C.

Die antitumorale Wirkung der Flavonoide wurde in verschiedenen Tumorentitaten
untersucht (Chahar et al., 2011). So scheinen Isoflavone aus Sojabohnen in ostasia-
tischen Landern eine protektive Wirkung gegen Krebs zu haben. Viele dieser Isofla-
vone wirken wie Phytodstrogene und haben einen Einfluss auf Mamma- und Prosta-
takarzinome. In Mammakarzinomen sind die Isoflavone Genistein, Daidzein und Gly-
citein wirksam, in Prostatakrebs sind es Silibinin, Quercetin und Luteolin (Chahar et
al., 2011). Zu bedenken ist jedoch, dass die Flavonoide im Kérper schnell metaboli-
siert werden und daher pharmakologisch wenig effektiv sind.
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1.3.1.1.2. Polyprenylierte Polyzyklische Akylphloroglukinole

Die Polyprenylierten Polyzyklischen Akylphloroglukinole (engl: polyprenylated acylph-
loroglucinols oder polyprenylated polycyclic acylphloroglucinols, kurz PPAP) sind ei-
ne Gruppe sekundarer Pflanzenmetaboliten, die bisher nur in der Pflanzenfamilie
Clusiaceae nachgewiesen worden sind. Die Clusiaceae-Familie besteht aus Uber
1600 Arten, die von den Tropen bis in die gemaBigten Zonen vorkommen (Gustafs-
son et al., 2002). Das PPAP-GrundgerUst ist das Bicyclo-[3.3.1.]-nonan-2,4,9-trion-
Motiv, dass mit verschiedene Seitenketten wie Prenyl oder Geranyl verbunden ist.
Ausgehend von dieser Grundstruktur lassen sich drei Klassen an PPAP unterschei-
den. Einige PPAP besitzen durch einen Ringschluss zwischen dem B-Diketon und
einem Alken einen dritten Ring. Auf diese Weise kénnen diese PPAP Adaman-
tanstrukturen enthalten. Bisher wurden knapp Uber hundert PPAP-Verbindungen
identifiziert, von denen lediglich drei zu Klasse C gehéren (Ciochina 2006).

Abbildung 3: Klassifizierung der PPAP. Neben dem Grundgerist unterscheiden sich die drei Klas-
sen durch ihre Substituenten und die Position der Acylgruppe, die in der Klasse A bei C1, bei Klasse B
bei C3 und bei Klasse C bei C5 sitzt (Abbildung nach Ciochina 2006 S. 2 modifiziert).

Die Biosynthese der PPAP erfolgt aus den weniger komplexen Monozyklischen Po-
lyprenylierten Akylphloroglukinolen (MPAP), die wiederum aus der enzymatischen
Kondensation von drei Malonyl-CoA mit einem Acyl-CoA wie z.B. Isobutyryl-CoA und
anschlieBender Zyklisierung und Geranylisierung bzw. Prenylisierung entstehen (Da-
kanali und Theodorakis, 2011).

PPAP sind zweifellos aufgrund ihrer hohen antitumoralen Aktivitat und geringen Zyto-
toxizitat gegentiber normalen Zellen bzw. in vivo exzellente Kandidaten fir Krebsme-
dikamente. Gegenwartig arbeiten zahlreiche Gruppen in der synthetischen Chemie
intensiv an der Herstellung verschiedener Vertreter dieser Stoffklasse (Zhang et al.,
2010; Zhang et al., 2011 und Biber et al., 2011).
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1.3.1.2. Antibakterielle Wirkung von Propolis

Propolis dient vor allem als Biozid gegen Bakterien, Viren, Pilze und andere Patho-
gene. Daneben wirkt es auch anti-inflammatorisch, antiparasitar und zytotoxisch.

Es gibt viele Studien Uber die antibakterielle Aktivitdt. So hemmt Propolis das Wachs-
tum von Paenibacillus larvae, welches Bienenkolonien befallen kann (Mihai et al.,
2012). Drago et al. testeten 320 Bakterienstdmme auf ihre Sensitivitat gegen europa-
ische Propolis und erzielten gute Ergebnisse gegen Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis (Drago et al., 2000). Andere Arbei-
ten zeigten, dass Propolis das Wachstum von Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis und Streptococcus B-haemolyticus hemmen kann (Grange et al., 1990). Die
antibakterielle Wirkung lief3 sich in den Untersuchungen hauptséchlich auf den Effekt
der Flavonoide zurlckfiihren. Am effektivsten stellten sich dabei die Flavonoide Ga-

langin, Pinocembrin und Pinostrobin heraus (Grange et al., 1990).

1.3.1.3. Fungizide Wirkung von Propolis

Mehrere Forschergruppen untersuchten die Wirkung von Propolis auf verschiedene
pathogene Pilzarten und konnten eine toxische Wirkung auf Candida-Arten und an-
deren Dermatophyten nachweisen (Fernandes Junior et al., 1994 und Cafarchia et
al., 1999).

1.3.1.4. Antivirale Wirkung von Propolis

Wie oben erwahnt, wirkt Propolis auch antiviral. Amoros et al. untersuchten den Ef-
fekt von Propolis auf DNA- und RNA-Viren, darunter Herpes simplex Typ 1 und Typ
2, Adenovirus Typ 2, vesikulares Stomatitis-Virus und Poliovirus Typ 2. Eine deutli-
che Inhibition konnte bei dem Poliovirus beobachtet werde, wahrend die Adeno- und
Stomatitisviren unempfindlicher waren (Amoros et al., 1992 und Amoros et al., 1994).
Es wurde auch eine Aktivitdt von Propolis gegen HIV | erwahnt. Der Effekt auf die
Infektiositat des Virus wurde mittels Messung der Expression des p24-Antigens be-
stimmt (Harish et al., 1997). Unsere Arbeitsgruppe um Diaz-Carballo konnte mit kari-
bischer Propolis die Replikation des HI-Virus als auch die Aktivitat der Reversen
Transkriptase des HTL-Virus || hemmen (Diaz-Carballo et al., 2010).
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1.3.1.5. Antiparasitare Wirkung von Propolis

Propolis wirkt auch gegen Parasiten wie Leishmania amazonensis und Trichomonas
vaginalis (Ayres et al., 2007 und Monzote Fidalgo et al., 2011). Mit Hilfe von Propolis
konnten David et al. die Proliferation des Dinndarmparasiten Giardia duodenalis in-
hibieren (David et al., 2012). Bulgarische Propolis konnte durch einen Effekt auf Mi-
tochondrien und Reservosome die Ausbreitung von Trypanosoma cruzi in menschli-
chen Muskelzellen stark einschranken (Dantas et al., 2006). Weitere Arbeiten zeigen
eine Wirkung gegen die parasitdre Amoébenart Acanthamoeba castellanii (Topalkara
et al., 2007).

1.3.1.6. Inmunmodulatorische Eigenschaften von Propolis

Propolisextrakt wirkte bei Ratten mit Arthritis entzindungshemmend und schmerzlin-
dernd. Der analgetische Effekt lieB sich dabei mit Schmerzmitteln wie Prednisolon
und Acetylsalicylsaure vergleichen (Park und Kahng, 1999). Kaffeesaurephenylethy-
lester (englische Abklrzung: CAPE) hat anti-inflammatorische Eigenschaften und
inhibiert die Aktivierung der T-Zellen, die in der Entzindungsentwicklung eine grof3e
Rolle spielen (Marquez et al., 2004). CAPE an sich scheint noch andere Eigenschaf-
ten zu haben: Es relaxiert GefaBBe (Cicala et al., 2003) und ist neuroprotektiv (Wei et
al., 2004). Weitere Erkenntnisse zu der antiinflammatorischen und immunmodulatori-
schen Wirkung von Propolis lieferten unter anderem Volpert und Elstner (1996),
Frenkel et al. (1993), Miyataka et al. (1997) und Menezes et al. (1999).

1.3.1.7. Antitumorale Wirkung von Propolis

Neben all diesen Pathogenen, die die Bienenstdcke und damit auch die Bienen sel-
ber befallen kbnnen, wurde die Wirkung von Propolis in zahlreichen Untersuchungen
auch auf Tumorzelllinien untersucht. So wurde die zytostatische Wirkung von Propo-
lisextrakten auf menschlichen Tumorzelllinien HelLa (Zervixkarzinom) und KB (Na-
sopharynxkarzinom) geprift (Hladon et al., 1980). Grunberger et al. beschrieben
CAPE als den Bestandteil, der hauptséachlich fir die antitumorale Aktivitat gegen ver-
schiedene Krebszelllinie wie CREF-, MCF- (Mammakarzinom) und SK-MEL-28 (Me-
lanom) verantwortlich ist (Grunberger et al., 1988). Einige Kaffeesaurederivate wie
Methylkoffeat, Phenethylkoffeat und Pentylethyldiphenylkoffeat sind von der For-
schergruppe um Rao in HT29 und HCT116 — beides Kolonkarzinome — geprift wor-
den (Rao et al., 1992). Ergebnisse der Versuche mit brasilianischer Propolis an
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menschlichen HuH- (hepatozellulares Karzinom), HLC2- (Lungenkarzinom) sowie
HelLa-, KB- und W3Y-Zelllinien sind von Matsuno et al. verdffentlich worden (Matsu-
no et al., 1997). Schneller et al. zeigten eine antitumorale Aktivitat von ethanolischem
Propolisextrakt in Mausen, die einen Ehrlichs-Aszites-Tumor trugen (Scheller et al.,
1989). Orsolics Forschergruppe demonstrierte einen antimetastatischen Effekt von
wassrigem Propolisextrakt in tumortragenden Mausen (Orsolic et al., 2003 und Orso-
lic et al., 2005). Zwei Phenylallylflavone aus mexikanischer Propolis konnten das
Wachstum von PanC1 (Pankreaskarzinom) inhibieren (Li et al., 2011). Artepillin C
aus brasilianischer Propolis erwies sich als wirksames Mittel gegen solide Tumore
und Leukadmien. Neben seiner direkten Auswirkungen auf die Tumorzellen (Einleitung
der Apoptose und Nekrose) stimulierte es anscheinend auch das Immunsystem (Ki-
moto et al., 1998)

In-vivo-Studien an Mausen haben gezeigt, dass Propolissorten aus dem karibischen
Raum eine erhebliche antitumorale Aktivitat haben (Diaz-Carballo et al., 2010). Aus
der komplexen Stoffmischung karibischer Propolis, die aus ca. 300 bis 400 verschie-
denen chemischen Verbindungen besteht, konnte die Arbeitsgruppe im Rahmen ei-
nes langfristigen Durchmusterungsprojekts einige antitumoral wirksame Einzelsub-

stanzen in Reinform isolieren.

Drei Hauptstoffklassen mit hoher Aktivitat sind in karibischen Propolissorten in relativ
niedriger Menge zu finden: Flavonoide, Isoflavone und Polyprenylierte Polyzyklische
Akylphloroglukine (PPAP), eine Stoffklasse, die erstmals von unserer Arbeitsgruppe
als Wirkstoffe fur die Onkologie diskutiert wurde. Zu den PPAP gehdren z.B. Nemo-
roson (ein Klasse-A-PPAP) und seine zahlreichen Derivate, welche urspringlich aus
der Pflanzenfamilie der Clusiaceae (Clusia rosea, Clusia nemorosa oder Clusia
grandiflora) isoliert wurden (Diaz-Carballo et al., 2003; Diaz-Carballo et al., 2008a;
Diaz-Carballo et al., 2008b; Diaz-Carballo et al., 2010 und Diaz-Carballo et al.,
2012).

Die Liste lieBe sich noch weiter fortfihren, aber man erkennt, dass Propolis als Na-
turquelle von medizinisch relevanten und aktiven Substanzen ein groBes Potential
hat. Durch die weltweit existierenden Propolissorten, die ein spezifisches klimati-
sches und 6kologisches Profil reprasentieren, ist es mdglich neue Medikamente fur
die Therapie von Krebs zu entdecken.
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1.4. Ziel der Arbeit

Aktuell widmet sich die weltweite onkologische Forschung der Entwicklung antine-
oplastischer Substanzen spezifisch gegen Krebsstammzellen, weil diese mutmaglich
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und Metastasierung von Tumoren spie-
len. Auch unsere Arbeitsgruppe hat sich in den letzten Jahren auf dieses Thema
konzentriert und dabei gezielt nach Substanzen aus Naturquellen gesucht, die Anti-
KSZ-Aktivitat besitzen. Neben der Erforschung von Extrakten aus marinen Organis-
men und Pflanzen ist die Untersuchung von Propolis aus verschiedenen Regionen
der Welt ein weiterer Schwerpunkt der Arbeitsgruppe. Propolis als hochkomplexes
Stoffgemisch bietet sich als exzellente Quelle fir die Isolierung und Identifizierung
unbekannter antitumoraler Substanzen an. Vorherige Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass kubanische Propolis eine antitumorale Aktivitat in vivo aufweist. Die che-
mische Zusammensetzung dieses Bienenharzes ist auBerordenlicht vielfaltig, und
eine vollstdndige Analyse seiner biologischen Aktivitdt wurde noch nie durchgeflhrt.
Unsere Gruppe hat als erste in dieser Propolissorte Vertreter einer neuen Stoffklasse
mit antitumoraler Aktivitat identifiziert und ndher charakterisiert: es handelt sich dabei
um Nemoroson aus der Gruppe der Polyprenylierten Polyzyklischen Akylphlorogluki-
ne (PPAP). Von dieser Stoffklasse wurden bis jetzt mehr als 100 Verbindungen aus
verschiedenen Pflanzen und Baumarten der Familie Clusiaceae chemisch analysiert;
sie zeichnet sich durch eine komplexe chemische Architektur und reiche biologische
Aktivitat aus.

Neben den schon bekannten PPAP enthalt die kubanische Propolisspezies noch ein
breites Spektrum nicht identifizierter verwandter Stoffe mit zytotoxischer Aktivitat, die
im Rahmen dieser Dissertation identifiziert und biochemisch mdglichst gut charakte-
risiert werden sollten.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Durchmusterung kubanischer Propolis auf neue und
noch nicht charakterisierte antitumoral wirkende Substanzen mit Fokus auf jenen, die

spezifisch gegen Tumorzellen mit einem KSZ-Phanotyp wirken.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

HPLC-Anlage:

2695 Separationsmodul
2995 Photodiodenarray (PDA)
BioFrac™ Collector
Nucleodur 250/4 ¢18 Saule
Nucleodur 250/10 c18 Séaule

Mikroskope:
Nikon eclipse TS100 Lichtmikroskop

¢ Digital Sight DS-Vi1 Farbkamera

¢ Digital Sight DS-U3 USB-Schnittstelle
Nikon eclipse 50i Fluoreszenzmikroskop

¢ Intensilight c-HGFI Lichtquelle

e Digital Sight DS-Fi1c Kamera

¢ Digital Sight DS-U3 USB-Schnittstelle

Rotationsverdampferanlage:
RV10 basic Verdampfer
HB10 basic Wasserbad

RV10 digital Verdampfer
HB10 digital Wasserbad
Minichiller-NR Umwalzkahler
PM2 0404-820.3 Pumpe

Vakuumkonzentrator:

miVac Duo Konzentrator
Festwinkelrotor
miVac Kihlfalle

Waters, USA
Waters, USA
BioRad, USA
Machery-Nagel, Diren
Machery-Nagel, Diren

Nikon, Japan
Nikon, Japan
Nikon, Japan
Nikon, Japan
Nikon, Japan
Nikon, Japan
Nikon, Japan

IKA, Staufer

IKA, Staufer

IKA, Staufer

IKA, Staufer
Huber, Offenburg
VWR, USA

GeneVac, USA
GeneVac, USA
GeneVac, USA
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miVac Duo Pumpe

Zellkulturausristung:

Hera safe Typ HS12/2 Sterilbank

Hera Cell Brutschrank
Typ 1004 Wasserbad

TC10™ Automated Cell Counter

Warmeschrank

Zentrifugen:
Centrifuge 5810 R

Centrifuge 5415 R
Centrifuge 5430
Centrifuge 5702
MiniSpin
Rotixa/RP
Rotixa/TR
MiniStar Silverline

Weitere Geréte:

BioSpectrometer

Captair Bio Arbeitsbank
ChemiDoc XRS+
Dampfgarer DG1218CB
DSG 304/M4 Plattenschdttler
FC500 Durchflusszytometer
Feinwaage A200S

Infinite M200 ELISA-Reader
iQ5 Thermocycler
Mastercycler gradient
Microson™ XL2007

MR Hei-Standard Magnetrihrer
Pantak X Réntgenstrahler
PCB 1000-2 Waage

GeneVac, USA

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

GFL, Burgwedel
BioRad, USA
Memmert, Schwabach

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen
VWR, USA

Eppendorf, Hamburg
erlab, Frankreich
BioRad, USA
Bomann, Kempen
Heidolph, Schwabach
Beckman Coulter, USA
Sartorius, Géttingen
Tecan, Schweiz
BioRad, USA
Eppendorf, Hamburg
Misonix, USA
Heidolph, Schwabach
Pantak, USA

Kern, Balingen
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Protean IEF Cell
PowerPac Basic
PowerPac HC
RMS-01 Magnetrihrer
Seven easy pH-Meter
SRT9D Rollmischer
Thermomixer comfort
VF2 Vortexer
Vortex-Genie 2

WT16 Schittler

2.1.2. Analysesoftware

CXP Version 2.0

i-control Version 1.6
NIS-Elements Advanced
NIS-Elements Basic Research
Image Lab Version 2.0.1
Empower Version 2.0

iQ5 Software Version 2.1
SigmaPlot® 12

2.1.3. Pipetten

Pipetus

fir Zytometrie

fir ELISA-Reader
fir Mikroskope

fur Mikroskope

fir ChemiDoc XRS+
fur HPLC

far gPCR

fOr Statistik

Research plus Set (0,1 pl bis 5 ml)

Eppendorf Xplorer Set (10 pl bis 1 ml)

Eppendorf Xplorer Multikanal 1200 pl

Ripette

2.1.4. Verbrauchsmaterialen

Deckglaser (18x18 mm und 24x40 mm)

FACS Test Tubes 4 ml

BioRad, USA

BioRad, USA

BioRad, USA

Phoenix

Mettler Toledo, GieBBen
Stuart

Eppendorf, Hamburg
Janke & Kunkel IKA-Werk
Scientific Industries

Biometra

Beckman Coulter,
USA

Tecan, Schweiz
Nikon, Japan
Nikon, Japan
BioRad, USA
Waters, USA
BioRad, USA
Systat Inc., USA

Hirschmann, Eberstadt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Ritter, Schwabminchen

Thermo Scientific, GB
Beckman Coulter, USA
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FP30 Sterilfilter (0,20 und 0,45 um Porengréi3e)
Glaspasteurpipetten 230 mm

Kanulen 100 Sterican (0,55x25 mm)

Kanulen BD Microlance 3 (0,90x40 mm)
Mikroschraubréhre (0,5 bis 2,0 ml)
MinireagiergefaBe (0,5 bis 2,0 ml)
Mini-Protean TGX Precast Fertiggel (4-15 %)
Objekttrager Superfrost (25x75 mm)

Omnifix F Spritzen 1 ml

Petrischalen (6 und 10 cm O)

Petrischalen (100x100x20 mm)

Pipettenspitze (10 bis 1000 pl)

Protran BA83 0,2 um @ Nitrozellulosemembran
Réhren 5 ml, 75x12 mm

Safeseal Tips (10 bis 1000 pl)
Schraubréhrchen Spitzboden (15 und 50 ml)
Serologische Pipette (5 bis 25 ml)

Spitzen ritips professional 2,5 ml

Spitzen ritips professional 5,0 ml

TC10 System Counting Slides, Dual Chamber
UV-Kivetten (12,5x12,5x45 mm)
Zellkulturflaschen (25 bis 150 cm?)
Zellkulturtestplatten flach (6 bis 96 well)
Verschiedene Einwegskalpelle

2.1.5. Kits

RNeasy Mini Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA
Tubulinassay

Pierce BCA Protein Assay Kit

Whatman, GB

VWR, USA

B.Braun, Melsungen
BD, USA

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
BioRad, USA

Thermo Scientific, GB
B.Braun, Melsungen
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Whatman, GB

Sarstedt, Numbrecht
Biozym, Hess. Oldendorf
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Numbrecht
Ritter, Schwabmuinchen
Ritter, Schwabmiinchen
BioRad, USA

Sarstedt, Numbrecht
TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

B.Braun, Melsungen

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Roche, Schweiz
Cytoskeleton Inc, USA
Thermo Scientific, GB
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2.1.6. Chemikalien

Acetonitril fiir HPLC (ACN)

Agarose LE

Albumin Fraktion V pH7
Ammoniumformiat (AF)
Ammoniumperoxodisulfat = 98% TLC
Beta-Mercaptoethanol 99,9%

Bis-Benzimid-Trihydrochlorid (Hoechst 33258)

Borsaure

Bromdesoxyuridin (BrdU) > 99% HPLC

Brilliant Blue R250
Bromophenolblau
CHAPS Pufferan = 98%

Complete Mini EDTA free Proteaseinhibitor

Coulter Clenz cleaning agent
1,4-Dithiothreitol (DTT) fir Mol Bio
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco modified Eagle's
minimal essential medium (DMEM)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure 100% (Eisessig) pa
Ethanol 99,8% pa
Ethidiumbromidlésung 1%

Fetale Bovine Serum (FBS) Superior
Formaldehyd 4,5 %

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder
Glycerin 99,5% pa wasserfrei
Glycin 2 99%

Harnstoff = 99,5% Ultra Qualitat
lodacetamid Sigma Ultra

Isoflow™ Sheat Fluid

Isofluran

Kaliumchlorid

JTBaker, Niederlande
Biozym, Hess. Oldendorf
AppliChem, Gatersleben
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Schweiz
Beckman Coulter, USA
AppliChem, Gatersleben
JTBaker, Niederlande

Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Fermentas, USA
Fermentas, USA
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
Actavis, Munchen
Roth, Karlsruhe
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Magermilchpulver
Magnesiumchlorid-Hexahydrat = 99% cellpure
Methanol fir HPLC (MeOH)
Natriumdeoxycholat
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat = 99% pa
Natriumhydroxid = 99% pa I1SO

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyd 4,5%

Phosphate buffered saline (PBS)™~
Propidiumiodid 95%

PhosSTOP (Phosphatase Inhibitor)
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

RNase AWAY

Salzs&ure 37-38%

Salzsaure (2N)

SDS Natriumlaurylsulfat

Serva blue G tablets (Brillant Blau G 250)
Sulforhodamine B Sodium salt

SYBER® Green Supermix

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide approx 98%

Thiazolylblau

Thioharnstoff pa

Trichloressigsaure

Tris 2 99,9% pa

Tris Pufferan = 99,3% pa
Tris-Hydrochlorid = 99%

Triton X100

TRIzol®

Trypanblau

Trypsin/EDTA (0,05 %, 0,02 % (w/v))
Tween 20

TEMED (NNNN-Tetramethylethylendiamin)
Western Lightning Plus-ECL
Xylencyanol FF

AppliChem, Gatersleben
Roth, Karlsruhe
JTBaker, Niederlande
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, GB
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Roth, Karlsruhe
Roche, Schweiz
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
JTBaker, Niederlande
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, USA
BioRad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Gatersleben
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, USA
Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
AppliChem, Gatersleben
Merck, Darmstadt
Perkin Elmer, USA
Serva, Heidelberg
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Xylol-Ersatz-Lésung Thermo Scientific, GB
2.1.7. Enzyme

Topoisomerase | (Rekombinant, human) TopoGEN, USA
Topoisomerase Il a (Rekombinant, human) TopoGEN, USA
Reverse Transkriptase Qiagen, Hilden
Tag-DNA-Polymerase NEB, USA

2.1.8. Nukleotide

pBR322 DNA TopoGEN, USA
Kinetoplast DNA TopoGEN, USA
2.1.9. Primer

Die Primer wurden mit Hilfe der Software Primer3 (www.frodo.wi.mit.edu) basierend
auf den Gensequenzen der Datenbank der National Center for Biotechnology Infor-
mation NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov; Maryland, USA) entworfen. Die gewlnschte
Annealingtemperatur wurde auf 60 °C festgelegt; die Lange der Primer sollte héchs-
tens 20 Nukleotide und die GréBe der PCR-Produkte um die 220 Basenpaare betra-
gen. Die Primer wurden dann bei der Firma Operon/Eurofins in Auftrag gegeben. Die
Sequenzen und Polaritat der Primer sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 1: Verwendete Primer fiir die PCR-Experimente. s = sense und as = antisense.

Primername Sequenz 5’-3’ und Polaritat (s/as)

tag ctg cag cga cta ccg ¢
Androgen Rezeptor
ctg gat cac ttc gcg cac g

cct ccc agt gac ctt cge t

BAD
ttc aca cgc acc gga agg g

BAX atg att gcc gec gtg gac a
gat ggt cac ggt ctg cca c

B-Aktin gga ctt cga gca aga gat gg

agc act gtg ttg gcg tac ag
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gct acg agt ggg atg cgg g

BCL2
gcg gcg gga gaa gtc gtc
caa gcg ctg agg gag gca
BOLXL gcg Clg agg gag gca g
gct geg atc cga ctc acc a
cc agc ctc aga cag aaa ac
CD133 J J J J
cca agc ctt agg agc atc tg
aaa acg tgt tgc ctt gaa cc
CD34 v1 2L 2
tgg ccc cag aga gac tag aa
ca agc cac cag agc tat tc
CD34 v2 9 J 948
tgc atg tgc aga ctc ctt tc
agc aac caa gag gca aag aaa
CD44 v1 < gle <
otg tgg ttg aaa tgg tgc ctg
aag gtg gag caa aca caa cc
CD44 v2 991994
agc ttt ttc ttc tgc cca ca
i ggt gct gga get ttc ggg a
c-ki
cag ggt ggg ccc tcc aat g
gga aaa gat ggg gag gag ag
c-myc
cac ttc caa ttc agc aag ca
a aaa gat ag gag a
CXCR4 v g9 gat ggg gag gag ag
cac ttc caa ttc agc aag ca
t ggt cta tgt tgg cgt ct
CXCR4 v2 ggtgg gtigg cg
tgg agt gtg aca gct tgg ag
ac att ctg cgg geg tcc a
Erki g g €gg gcg
gat cgg caa tcc ggg cca
tcc atg gca ccg tca agg ¢
GaPDH 99 J 99
cca cga cgt act cag cgc ¢
tcg ctc tct ttg cca ca
MDR1 - g S
tcc ttg gaa cgg cca cag g
acg ttt aaa gct ggc
MDR3 g 1t ggg gctgac g
tcc ttg gac ttg ggc agce a
ccg ggc cgc aga tct taa a
MRP1 g ggc cgc ag

ggc agt gac aaa cag cag ¢
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acc tccggagag gac acc ¢
n-myc
gcg ttc ttg gga cgc aca g
_ aac agc gac gga ggt ctc ta
Nestin
ttc tct tgt ccc gea gac tt
agg atg aga cga ct c
075 NTR gg aig aga cga ctg ggc g
acc gtg taa tccaac ggc ¢
acg agt cc at
090 g agt ccg 99
cct cag gcg cca ca
ctg agc ctg ccg aga tic
RAE g agc cig ccg ag
ctc ttt gtg ctg gca cgg g
tga gag ctc gct ttg agt ga
SDE1 v1 gagag cic gcttig agt g
cac cag gac ctt ctg tgg at
cta gtc aag tgc gtc cac ga
SDF1 v2 J I1e9 J
gga cac acc aca gca caa ac
_ tct cgg gec cac agt cac ¢
Topoisomerase |
gtg ccg gtg ttc teg ate t
. cgc gtc tgt gga gaa gcg g
Topoisomerase Il a
cca tgg tga cgg tcg tga a
_ tgc tgc cat tac ctt ggc a
Topoisomerase |l B
ctt tcc get gge cag gtt t

2.1.10. Antikorper

2.1.10.1. Nicht konjugierte primare Antiképer

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete priméare Antikérper

Name Spezies | Katalognr. Firma

ABCG Mouse MAB995 R&D, Minneapolis, USA

Akt Rabbit 9272 Cell Signaling, Danvers, USA
Androgen Receptor | Rabbit | 3202 Cell Signaling, Danvers, USA
Anti-BrdU Mouse 347583 BD, San Jose, USA
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B-Aktin Rabbit 4970 Cell Signaling, Danvers, USA
B-Catenin Rabbit 9582 Cell Signaling, Danvers, USA
Bad Rabbit 9239 Cell Signaling, Danvers, USA
Bax Rabbit 5023 Cell Signaling, Danvers, USA
BCL-2 Rabbit 2870 Cell Signaling, Danvers, USA
BCL-XL Rabbit 2764 Cell Signaling, Danvers, USA
CD34 Rabbit ab81289 abcam, Cambridge, UK
CD44 Mouse ABIN94121 AOL, Aachen, BRD

CD44 Variante 3 Rabbit ab78962 abcam, Cambridge, UK
CD44 Variante 5 Mouse ab34235 abcam, Cambridge, UK
CD44 Variante 6 Rabbit ab78691 abcam, Cambridge, UK
CD44 Variante 7 Rabbit ab78469 abcam, Cambridge, UK
CD44 Variante 10 Mouse ab30442 abcam, Cambridge, UK
CD133 Rabbit orb18124 biorbyt, Cambridge, UK
CDH13 Rabbit | NB100-92444 | Novus Biologicals, Cambridge, UK
CDK1 Mouse ab18 abcam, Cambridge, UK
CDK4 Mouse 2906 Cell Signaling, Danvers, USA
CDKe6 Mouse 3136 Cell Signaling, Danvers, USA
c-kit Mouse 3308 Cell Signaling, Danvers, USA
c-myc Rabbit 5605 Cell Signaling, Danvers, USA
c-raf Rabbit 9422 Cell Signaling, Danvers, USA
CXCR4 Rabbit MAB172 R&D, Minneapolis, USA
Cyclin A Mouse 4656 Cell Signaling, Danvers, USA
Cyclin B1 Rabbit 4138 Cell Signaling, Danvers, USA
Cyclin D1 Rabbit 2978 Cell Signaling, Danvers, USA
Cyclin D2 Rabbit 3741 Cell Signaling, Danvers, USA
Cyclin D3 Mouse 2936 Cell Signaling, Danvers, USA
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Cyclin E Mouse 4129 Cell Signaling, Danvers, USA
E-Cadherin Rabbit 3195 Cell Signaling, Danvers, USA
EGF-Rezeptor Rabbit 2085 Cell Signaling, Danvers, USA
Erk1/2 Rabbit 4695 Cell Signaling, Danvers, USA
FAK Mouse MAB4467 R&D, Minneapolis, USA

FLIP Rabbit orb18031 biorbyt, Cambridge, UK

GSK-3p Rabbit 9315 Cell Signaling, Danvers, USA
Integrin a6 Rabbit 3750 Cell Signaling, Danvers, USA
Integrin B1 Rabbit 4706 Cell Signaling, Danvers, USA
Ki67 Rabbit ab15580 abcam, Cambridge, UK

MEK1/2 Mouse 4694 Cell Signaling, Danvers, USA
MRP1 Mouse ab21402 abcam, Cambridge, UK

MRP2 Rabbit 4446 Cell Signaling, Danvers, USA
Nestin Mouse ab22035 abcam, Cambridge, UK

N-Myc Rabbit 9405 Cell Signaling, Danvers, USA
P-Glykoprotein Mouse ab3364 abcam, Cambridge, UK

p21 Rabbit 2947 Cell Signaling, Danvers, USA
p27 Rabbit 3686 Cell Signaling, Danvers, USA
p53 Rabbit 2527 Cell Signaling, Danvers, USA
p75NFG-Rezeptor Mouse MAB367 R&D, Minneapolis, USA

Pan-Cadherin Rabbit 4068 Cell Signaling, Danvers, USA
PCNA Mouse 2586 Cell Signaling, Danvers, USA
Phospho-MEK1/2 Rabbit 9121 Cell Signaling, Danvers, USA
Phospho-c-raf Rabbit 9431 Cell Signaling, Danvers, USA
Phospho-GSK-3a/8 | Rabbit 9331 Cell Signaling, Danvers, USA
Phospho-Erk1/2 Rabbit 4370 Cell Signaling, Danvers, USA
PTCH1 Rabbit 2468 Cell Signaling, Danvers, USA
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PTCH2 Rabbit 2464 Cell Signaling, Danvers, USA
Rb Rabbit ab6075 abcam, Cambridge, UK

SDFA1 Rabbit 3530 Cell Signaling, Danvers, USA
SUZ12 Rabbit 3737 Cell Signaling, Danvers, USA
Telomerase Mouse ab5181 abcam, Cambridge, UK

Topoisomerase | Rabbit 2012-2 TopoGEN, Port Orange, USA
Topoisomerase Il a | Rabbit 2011-1 TopoGEN, Port Orange, USA
Topoisomerase || B | Rabbit 2010-3 TopoGEN, Port Orange, USA
TRA-1-60(s) Mouse 4746 Cell Signaling, Danvers, USA
TrkB Rabbit ab51190 abcam, Cambridge, UK

Vimentin Rabbit 5741 Cell Signaling, Danvers, USA

2.1.10.2. Konjugierte Antikorper

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete konjugierte Antikérper

Name Spezies | Katalognr. | Firma
Anti-BrdU-FITC gekoppelt Mouse 347583 BD, USA
Anti-mouse IgG Alexa 555 Rabbit 4409 Cell Signaling, USA
Anti-mouse IgG-HRP gekoppelt Rabbit 7076 Cell Signaling, USA
Anti-rabbit IgG Alexa 488 Goat 4412 Cell Signaling, USA
Anti-rabbit IgG Alexa 555 Goat 4413 Cell Signaling, USA
Anti-rabbit IgG HRP gekoppelt Mouse 7074 Cell Signaling, USA
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2.1.11. Zytostatika:

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Zytostatika

Name Wirkstoffklasse Konz. Stisg. | Firma

5-Fluoruracil | Antimetabolit 50 mg/ml Medac, Wedel

Cisplatin Interkalant 1 mg/ml TEVA, Israel
Doxorubicin | Antibiotikum 50 mg/ml NeoCorp AG

Etoposid Topoisomerasehemmer | 20 mg/ml TEVA, lsrael

Paclitaxel Taxan 6 mg/ml Fresinius, Bad Homburg
Vinblastin Vinca-Alkaloid 1 mg/ml TEVA, Israel

2.1.12. Antibiotika

Doxycyclin SF
Ciprofloxacin

(20 mg/ml)
(2 mg/ml)

2.1.13. Puffer und Lé6sungen

Zellkulturmedium:

e DMEM-Medium
e 10 % FBS (30 min bei 56 °C Hitzeinaktiviert)
e 10 pg/ml Ciprofloxacin

e DMEM Medium:

o NaHCO; 3,7¢g/L

o D-Glukose 4,5¢g/L

o Na-Pyruvat

o Glutamin

SDS -PAGE-Laufpuffer:

e Glycin 20 mM
e Tris-Base 2,5mM
e SDS 0,1 %

Hexal, Holzkirchen
Bayer, Leverkusen

500 ml
50 ml
3 mi

Biochrom, Berlin
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Western Blot Transferpuffer:

e Gilycin 192 mM
e Tris 25 mM
e Methanol 10 %

Lammlipuffer flir Gelelektrophorese:

e Bromphenolblau 0,02 %
e Tris 125 mM
e SDS 4 %
e Gilycerin 20 %

Vor Gebrauch 1:20 DTT hinzugeben

DNA-Ladepuffer flir Agarosegele:

e Bromphenolblau 0,025 %
e EDTA 100 mM
e Xylencyanol 0,025 %

TBE-Puffer fir Interkalierungsexperimente:

e Tris 89 mM
e EDTA 2,6 mM
e Borsaure 89 mM

RIPA-Puffer fiir Proteinisolierung:

e TrisHCIpH 7,4 50 mM
e NaCl 150 mM
e EDTA 1mM

e Triton-x-100 1%

e Natriumdeoxycholat 1%

10 ml des RIPA-Puffers werden mit je einer Tablette CompleteMiniEDTAfree (Pro-

teaseinhibitor) und PhosSTOP (Phosphataseinhibitor) versetzt
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Reaktionspuffer fiir Topoisomerase I:

e TrisCl,pH 7,9 100 mM
e NaCl 1,5M

e EDTA 10 mM
e BSA 1%

e Spermidin 1mM

e Glycerin 50 %

Reaktionspuffer fiir Topoisomerase Il:

e TrisCl, pH 8,0 50 mM
e NaCl 150 mM
e MgCl 10 mM
e ATP 2mM

e Dithiothreitol 0,5 mM
e BSA 3%

Stoppldsung fur Topoisomeraseexperimente:

e Sarkosyl 5%
e Bromophenolblau 0,0025 %
e Gilycerin 25 %

Acrylamidgel ohne denaturierendes SDS fiir Interkalierungsexperimente:

e Acrylamid (30 %) 3 ml
e TBE-Puffer 1x

e APS 150 pl

e TEMED 20 ul

2.1.14. Verwendete Zelllinien

Bei unseren Studien wurde ein Panel von Zelllinien gewahlt, das méglichst verschie-

dene und haufige Tumorarten représentiert. So kann man neben allgemein wirksa-

men antitumoralen Substanzen auch Substanzen finden, die nur spezifisch bei einer

Tumorart wirken. Neben Tumorzelllinien wurden auch normale nicht tumorale Zellli-

nien benutzt. Die Zelllinien stammen teilweise aus der Zell- und Tumorbank des
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Westdeutschen Krebszentrums in Essen/NRW und dem Institut fir Zellbiologie der

Universitatsklinik Essen. Zelllinien wie REC wurden unsererseits etabliert.

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien. Aufgelistet sind die in dieser Arbeit benutzten Zelllinien. Neben
verschiedenen Tumorzelllinien wurden zur Kontrolle auch normale nicht tumorale Zelllinien benutzt
(die letzten vier).

Zellliniebezeichnung | Histologische Herkunft ATCC Nummer
79HF6 Glioblastom Nicht vorhanden
A549 Lungenkarzinom CCL 185

HCT8 kolorektales Adenokarzinom | CCL 244

HT29 Kolonkarzinom HTB 38

LAN1 Neuroblastom Nicht vorhanden
MCF7 Mammakarzinom HTB22

Pan C1 Pankreaskarzinom CRL 1469

PC3 Prostatakarzinom CRL 1435
Amnion humane Amnionzellen Nicht vorhanden
HUVEC humane Epithelzellen PCS 100-010
REC Rattenepithelzellen Nicht vorhanden

2.2. Methoden

2.2.1. Etablierung eines geeigneten In-vitro-Zellsystems zum Screening antitu-
moraler Substanzen

Die Identifikation zytotoxischer und antitumoraler Substanzen aus Naturquellen er-
fordert die Durchmusterung der Reinsubstanzen mit Hilfe eines breiten Panels aus
verschiedenen haufigen Tumorzelllinien. Zu dem Panel gehéren auch chemothera-
pierefraktdre Sublinien, die gegen die in der Klinik gebrauchlichen Zytostatika resis-
tent sind. Die Absicht dahinter ist es, von Anfang an Substanzen zu identifizieren, die
in der Klinik sowohl als First-Line- als auch als Second-Line-Medikament eingesetzt
werden kdénnen. Ferner enthalten solche Panels normale nicht tumorale Zelllinien zur

Untersuchung einer mdglichen Toxizitat gegentber normalen Geweben.
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Das System hat sich in der Vergangenheit bei der Entwicklung neuer antineoplasti-
scher Substanzen bewahrt. Allerdings richten sich die in der Klinik gebrauchlichen
Zytostatika nur gegen die hoch teilungsaktiven Zellpopulationen, nicht jedoch gegen
die Krebsstammzellen, welche aufgrund aktueller klinischer Beobachtungen und For-
schungen fir die Entstehung und Metastasierung eines Tumors verantwortlich ge-
macht werden.

Zurzeit verschiebt sich sowohl in der universitaren Forschung als auch in der Phar-
maindustrie der Schwerpunkt der Suche nach Pharmaka auf jene mit Anti-
Krebsstammzell-Eigenschaften. Um solche Substanzen testen zu kénnen, muss man
entweder Krebsstammzellen isolieren oder induzieren. Die Isolierung von Krebs-
stammzellen direkt aus dem Tumor ist aufgrund ihrer begrenzten Zahl wenig prakti-
kabel fur solche Durchmusterungen. Daher ging man dazu Uber, induzierte Krebs-
stammzellen in die Studien einzubinden. Eine Methode zur Gewinnung induzierter
Krebsstammzellen, die sich in letzter Zeit durchgesetzt hat, beruht auf der Induzie-
rung solcher Zellentitaten mittels Zytostatika. Zytostatika beseitigen wie oben schon
erwahnt den GroBteil der Tumorzellen und lassen nur die resistenten Populationen
mit Krebsstammzelleigenschaften Gbrig.

Unsere Arbeitsgruppe hat in den letzten Jahren eine effiziente Methodik entwickelt
und etabliert, um resistente Krebsstammzell-dhnliche Subtypen verschiedener Tu-
morentitaten im Labor zu induzieren und zu kultivieren. Dadurch ist es mdglich, eine
ausreichende Zahl von Krebsstammzellen fiir das langwierige Screeningverfahren zu

erhalten.

2.2.1.1. Induzierung der Krebsstammzellen mittels Zytostatika

Fir die Entwicklung resistenter Tumorzellen wurden zwei Methoden angewendet: i)
eine Zytostatikaexposition mit stufenweise ansteigenden Konzentrationen und ii) zyk-
lische Zytostatikaexposition bei gleichbleibender Konzentration. Beide Methoden er-
geben mittels Induzierung stabil resistente Tumorzelllinien. Der Prozess der Resis-
tenzentwicklung bendtigt mehrere Monate und simuliert bei beiden Methoden die
Chemotherapiebehandlung beim Patienten. Fir unsere Studien wurde das Zytostati-
kum Etoposid eingesetzt.

42



Materialien und Methoden

Durch die Behandlung mit ansteigenden Zytostatikakonzentrationen wurde in allen
Zelllinien eine erworbene Resistenz entwickelt. Vor der Etoposidbehandlung wurde

der ICso-Wert der Zelllinien bestimmt.

i) Exponentiell wachsende Zellen wurden dann 24 Stunden der zweifachen ICsy aus-
gesetzt. Danach folgte eine Erholungsphase flr die Zellen, in dem das zytostatika-
haltige Medium gegen normales Medium ausgetauscht wurde. Nachdem die Zellen
wieder eine gewisse Dichte erreicht hatten, wurde die Zytostatikakonzentration ver-
doppelt. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis das 64-fache des ICso-Wertes
erreicht wurde. Die Uberlebenden Zellen wurden einer Resistenzselektion ausge-
setzt, indem sie flr 24 Stunden mit einer Konzentrationsreihe (16-fach bis 512-fach)
der Zytostatika inkubiert wurden. Diejenigen Zellen, die unter hohen Zytostatikakon-
zentrationen weiterhin proliferierten, galten als chemorefraktdare und wurden an-
schlieBend mit Zellmedium kultiviert, das die zehnfache ICsy enthielt. Nach einigen
Wochen wurde dann der Resistenzfaktor (RF) als Quotient aus 1Cso-Resistent und
ICs0-Wildtyp bestimmit.

i) Exponentiell wachsende Zellen wurden 24 Stunden der zweifachen ICsy ausge-
setzt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gegen zytostatikafreies Medium ausge-
tauscht. Sobald die Zellen eine gewisse Konfluenz erreichten, startete ein neuer 24-
Stundenzyklus mit der zweifachen ICso. Dieser Vorgang wurde sukzessiv acht bis
zehnmal wiederholt, und anschlieBend verblieben die Zellen in zytostatikafreiem Me-

dium.

Zusétzlich zum Resistenzfaktor wurden noch die 1Cso-Werte fur Adriamycin, Cisplatin
und 5FU mit Hilfe des MTT-Assays bestimmt, um eine eventuelle Kreuzresistenz

nachzuweisen

2.2.2. Propolisverarbeitung

Propolis als Rohstoff ist eine zédhe harzige Masse. Zum Aufschluss wurden 200 g
Propolis zerkleinert und in 800 ml 100 % Ethanol fir mindestens zwei Wochen inku-
biert. Nach der Inkubation wurde der Uberstand mit geldster Propolis abgenommen,
und die unléslichen Partikel wurden mit Filterpapier entfernt. AnschlieBend wurde die
Konzentration des Extraktes bestimmt. Dazu wurden 0,5 ml der Lésung in einem
vorher gewogenen Minireagiergefal3 komplett eingetrocknet und gewogen. Die Tro-
ckenmasse wurde durch die Differenz zwischen beladenem und nicht beladenem
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Minireagiergefa3 bestimmt. Der nicht geléste Bodensatz wurde dann noch fir zwei
Wochen in 75 % Ethanol aufgenommen, um mehr hydrophile Substanzen herauszu-
I6sen. Am Ende der Extraktion blieben unlésliche Stoffe wie Wachse oder Pollen zu-
rick. Alle nachfolgenden Arbeiten wurden mit diesen ethanolischen Extrakten durch-
gefuhrt. Die in dieser Arbeit verwendeten Propolissorten stammen aus verschiede-

nen Landern und damit verschiedenen Okosystemen und Klimazonen.

Abbildung 4: Herkunft der verschiedenen Propolissorten. Die in dieser Studie benutzen Propolis-
sorten stammen aus verschiedenen Landern (grau markiert), die in unterschiedlichen Klimazonen lie-
gen und verschiedene Floren beherbergen.

2.2.2.1. Separation mit der High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
Propolis ist ein hochkomplexes Gemisch aus unterschiedlichen unbekannten Stoffen.
Um die einzelnen Substanzen zu isolieren, bedienten wir uns der Reverse Phase
High Pressure Liquid Chromatography, kurz RP-HPLC. Mit dieser Technik und einer
geeigneten Saule ist es mdglich, einzelne Substanzen in einem Gemisch aufgrund
chemo-physikalischer Eigenschaften und Verhalten voneinander zu trennen. Das
Prinzip beruht auf den Eigenschaften der stationaren und mobilen Phasen.

Als stationare Phase wurden die Saulen Nucleodur 250/4 C18 und Nucleodur 250/10
C18 und als mobile Phase eine Mischung aus Ammoniumformiat, Acetonitril und Me-
thanol entweder als Gradient oder als isokratisches System verwendet. Die Saulen
wurden konstant auf 40 °C gehalten. Das HPLC-System bestand aus einem Separa-
tor ,Alliance e2250“ und dem 2998 Photodiodenarray-Detektor (Fa. Waters), der die
Absorption im UV-Bereich (A 200 bis 400 nm) messen kann. Das HPLC-System wur-
de mit der Empower2-Software der Fa. Waters gesteuert. Die Analysen der Spektren

und Chromatogramme wurden ebenfalls mit der Software durchgefihrt.
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Die verschiedenen Propolissorten wurden mit dem Standardprotokoll Propolis1 ana-
lysiert. Dazu wurden zwischen 30 und 40 mg Propolisextrakt pro Lauf injiziert. Die
Flussrate des Protokolls Propolis1 betrug 2 ml/min und die Lange 120 min; die Pro-
polis wurde mit Hilfe des Fraktionssammlers BioLogic der Fa. BioRad in Dreiminuten-
Fraktionen aufgetrennt.

Tabelle 6: Protokoll zur Auftrennung von Propolis. Das ethanolische Propolisextrakt wurde mit
einem Gradientensystem aufgetrennt. Bis Minute 90 steigt der Methanolanteil linear an. Hydrophile
Substanzen eluieren in diesem System friih. Zwischen Minute 90 und 100 gibt es eine Plateauphase,
um noch gebundene Substanzen auszuwaschen. In den letzten 20 Minuten findet die Regenerations-
phase statt, in der die Anfangsbedingungen wiederhergestellt werden.

Zeitpunkt (min) | AF (%) | MeOH (%) | ACN (%)
0 60 30 10
90 10 80 10
100 10 80 10
110 5 85 10
120 60 30 10

FUr weitere Aufreinigungsschritte wurden verschiedene isokratische Protokolle ent-
wickelt, die in der nachfolgenden Tabelle beschrieben werden.
Tabelle 7: Verwendete isokratische Systeme. Firr die Gewinnung einzelner Reinsubstanzen wur-

den verschiedene isokratische Protokolle entwickelt. Die groBe Saule ist die Nucleodur 250/10 c18
und die mittlere die Nucleodur 250/4 c18.

System H.0 MeOH ACN Flussrate Laufzeit | o o
(%) (%) (%) (ml/min) (min)

A3+A4 55 45 0 2 110 GroB
A3-2 35 0 65 1 5 Mittel
A4 65 0 35 2 30 GroB
AS 50 0 50 2 15 GroB
A6 10 30 60 2 15 GroB
C4-1 25 0 75 1 1025 | Mittel
C4-2 20 0 80 2 12 GroB
Cz4 35 0 65 2 44 GroB
CZ4-1 25 0 75 1 30 Mittel
CZ5 25 0 75 2 40 GroB
Cz6 25 0 75 2 100 GroB

FOr andere Aufreinigungsschritte waren jedoch Gradientensysteme notwendig, die
nachfolgend aufgelistet werden.
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Tabelle 8: System Areal A+C. Gradientensystem fiir Areal A und Areal C firr beide Propolissorten

PK1 und PK1 pool. Die GroBe Saule ist die Nucleodur 250/10 c18.

Minuten AF MeOH ACN
(%) (%) (%)
0 60 30 10
60 30 10
50 40 10
70 10 80 10
80 5 85 10
100 0 85 15
110 60 30 10
120 60 30 10
Flussrate (ml/min) 2
Laufzeit (min) 120
Séule Grof3

Tabelle 9: Gradientensystem A2 und A2-3. System flr Areal A2 (links) und Areal A2-3 (rechts) flr
beide Propolissorten PK1 und PK1 pool. Die mittlere Saule ist die Nucleodur 250/4 c18.

Minuten AF/ HO | MeOH ACN Minuten AF/ HO | MeOH ACN
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 65 35 0 0 90 0 10
120 65 35 0 32 40 0 60
130 5 85 10 33 10 0 90
140 5 85 10 38 10 0 90
150 65 35 0 40 90 0 10
160 65 35 0 45 90 0 10
Flussrate (ml/min) 1 Flussrate (ml/min) 1
Laufzeit (min) 160 Laufzeit (min) 45
Séule Mittel Saule Mittel

Tabelle 10: Gradientensystem A3-2 und C4. System firr Areal A3-2 (links) und Areal C4 (rechts) fir
die Propolissorte PK1. Die mittlere Saule ist die Nucleodur 250/4 c18.

Minuten | AF MeOH | ACN Minuten | HO | MeOH | ACN
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 90 0 10 0 25 65 10

5 90 0 10 55 25 65 10

6 20 0 80 60 0 85 10

10 20 0 80 70 0 85 10

11 90 0 10 75 25 65 10
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18 90 0 10 80 25 65 10
Flussrate (ml/min) 1 Flussrate (ml/min) 1
Laufzeit (min) 18 Laufzeit (min) 80
Saule Mittel Séaule Mittel

Far die Toxizitatstests wurden von den Fraktionen einer Produktion aus zehn Laufen
2 ml abgenommen und in 4-ml-Réhrchen in einem Vakuumkonzentrator eingetrock-
net. Die eingetrockneten Fraktionen wurden in 200 pl Methanol (100 %) gelést und in
500 pl groBe Schraubréhrchen Gberflhrt. Nach nochmaligem Eintrocknen wurden die
Fraktionen in 100 pl Methanol (100 %) geldst. Diese Fraktionen konnten nun fir wei-

tere chemische oder biochemische Studien und Experimente genutzt werden.
2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. RNA Isolierung mittels TRIzol™

Zellen in exponentieller Wachstumsphase wurden bei einer Konfluenz von circa 70 %
geerntet, indem man sie 5 min mit 3 ml Trypsin-EDTA (bei 75 cm? Flache) inkubierte.
AnschlieBend wurden die Zellen abgespilt und 3 min bei 300 g zentrifugiert. Das
Pellet wurde dann in 1 ml TRIzol™ aufgenommen und resuspendiert. Nach 5 min In-
kubation bei RT wurden pro 1 ml TRIzol™ 200 pl Chloroform hinzugegeben. Nach 15
Sekunden manuellen Schittelns wurde der Ansatz 3 min stehen gelassen. Danach
erfolgte eine Zentrifugation bei 10.000 g fir 5 min bei 4 °C. Nach der Zentrifugation
erhielt man eine untere Chloroformphase, eine Interphase und eine wassrige obere
Phase mit der RNA. Diese wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Minirea-
giergefaB Uberfiihrt. Nun wurden pro 1 ml eingesetztem TRIzol™ 500 ul eiskaltes
Isopropanol hinzugefiigt und der Ansatz 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wur-
de der Ansatz 10 min bei 4 °C und 10.000 g zentrifugiert. Die RNA setzte sich dabei
als Pellet ab. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das RNA-Pellet mit 1 ml Etha-
nol (75 %) gewaschen. Das Ethanol wurde durch Zentrifugation bei 7.500 g und
5 min entfernt. Das RNA-Pellet wurde luftgetrocknet und dann in 50 ul RNase freiem
Wasser aufgenommen.

Sowohl die Qualitdt anhand der Ratioseoso als auch die Konzentration der isolierten
RNA wurde mit dem BioSpektrometer bestimmt. Zusétzlich wurde die Integritat mit

einem 1,7-prozentigen Agarosegel Uberpruft.
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2.2.3.2. cDNA-Synthese aus der isolierten RNA

Die RNA wurde mittels des QuantiTec-Reverse-Transcription-Kits der Firma Qiagen
nach Herstellerangaben in zwei Schritten in copyDNA (kurz cDNA) umgeschrieben.
Im ersten Schritt wurden 2 ug RNA mit gDNA Wipeout Puffer (Eliminierung restlicher
genomischer DNA) 2 min bei 42 °C inkubiert. Im zweiten Schritt wurde die RNA mit
der Reversen Transkriptase und den nétigen Komponenten 15 min bei 42 °C inku-
biert. AnschlieBend wurde die Reverse Transkriptase durch eine 3-minttige Inkubati-
on bei 95 °C deaktiviert.

2.2.3.3. DNA-Amplifikation mittels Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ist eine Standardmethode, um DNA-Abschnitte von Interesse zu vervielfalti-
gen und nachzuweisen. Dadurch wird es unter anderem mdglich, die genetischen
Expressionsmuster unterschiedlicher Zelltypen miteinander zu vergleichen. Grundla-
ge der PCR ist die zyklische Amplifikation von Gensequenzen mit der thermoresis-
tenten Tag-DNA-Polymerase. Die Primer fir die relevanten Gene wurden nach den
Datenbanken des NCBI und dem Softwareprogramm Primer3 modelliert (Siehe
Punkt 2.1.9.). Die Template-cDNA wird mit Nukleotiden, Primern und der Tag-

Polymerase zusammenpipettiert:

Endkonzentration
Puffer mit MgCl, 1,5 mmol
Primer forward 500 nmol
Primer reverse 500 nmol
dNTP 50 pmol
cDNA 0,50 pl (aus der umgeschriebenen RNA)
Tag-Polymerase 0,65 Units

Der Ansatz wurde mit Wasser auf 20 ul aufgefulit.
Das zu untersuchende Gen wurde dann in mehreren Zyklen von Denaturierung, An-
nealing und Elongation amplifiziert. Das genaue Programm sah wie folgt aus:

Schritt Name Dauer Temperatur

1) Denaturierung 60 sec 94 °C

2) Annealing 60 sec 60 °C 39 mal
3) Elongation 60 sec 72 °C
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4) Finale Elongation 420 sec 72 °C
5) Pause o0 8°C

2.2.3.4. Quantitave Real-Time-PCR

Die quantitave Real-Time-PCR (kurz: gPCR) ermdglicht eine Quantifizierung der ent-
standenen PCR-Produkte und so auch eine genauerer Charakterisierung der Unter-
schiede zwischen den WT- und den iCSC-Subzelllinien. Die Quantifizierung gelingt
Uber die Messung der Fluoreszenz des Farbstoffes SYBR-Green, der an dop-
pelstrangige DNA bindet. Fiir die Versuche wurde der iQ™ SYBER® Green Super-
mix der Fa. BioRad nach Herstellerangabe verwendet. Der Versuchsansatz fir eine
gPCR sah wie folgt aus:

o cDNA 0,5 pl (aus der umgeschriebenen RNA)
o SYBR-GreenMix  1x
o Fw Primer 500 nmol
o Rv Primer 500 nmol
Endvolumen 25 ul

Der Versuch wurde in Tripletts ausgefihrt. Neben einen Triplett mit Wasser anstatt
cDNA als Negativkontrolle wurde auch eine Eichkurve erstellt. Die Eichkurve bestand
aus 4 Punkten mit definierten Mengen an B-Aktin-cDNA (0,1; 1; 10 und 100 pg). Alle
Ansatze wurden in einer 96-well-Platte angesetzt und mit einer Folie zugeklebt. Als
Thermocycler wurde der iQ5 der Firma BioRad benutzt. Als PCR-Programm wurde
das gleiche Protokoll wie bei der RT-PCR genommen. Nach Ablauf des Programms
wurde noch eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um eventuelle Kontaminatio-
nen auszuschlieBen. Die Quantifizierung der PCR-Produkte wurde mit Hilfe der iQ5
Software Version 2.1 durchgefuhrt.

2.2.4. Zellbiologische Methoden

2.2.4.1. Zellkultur

Die Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Das Medium
bestand aus DMEM mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS und dem Breitbandantibiotikum
Doxycyclin  (Endkonzentration 20 pg/ml) oder Ciprofloxacin (Endkonzentration
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10 pg/ml). Erreichten die Zellen eine bestimmte Konfluenz oder wurden sie fir Expe-
rimente gebraucht, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen fir 5 Minuten mit
3 ml Trypsin pro 75 cm? inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit Medium
abgespdlt und in ein Réhrchen Uberflhrt. Dann erfolgte eine Zentrifugation bei 300 g
fir 3 Minuten. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 5 ml

Medium resuspendiert.

2.2.4.2. MTT-Assay fir Zytotoxizitatsanalysen

Die zytotoxische Aktivitat von Propolissubstanzen wurde in einem MTT-Assay be-
stimmt. MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) ist eine ge-
lbe Substanz, die durch die Succinat-Dehydrogenase der Mitochondrien lebender
Zellen zu violetten wasserunléslichem Formazan umgewandelt wird. Durch diesen

Farbumschlag ist es mdglich, die Rate der tberlebenden Zellen zu ermitteln.
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Abbildung 5: Reaktion des MTT-Assays. Durch eine Reduktion des positiv geladenen Stickstoff-
atoms im zentralen Ring entsteht aus dem gelben MTT das violette Formazan.

Zellen wurden trypsiniert und geerntet. Dann wurde mit dem Cellcounter TC10 der
Firma BioRad die Zellzahl bestimmt, und die Zellen wurden gemal ihrer Wachs-
tumskinetik in 100ul DMEM in 96-Well-Plates ausplattiert. Nach 24 Stunden wurde
die zu testende Substanz auf die Zellen gegeben. Sollten Propolisfraktionen getestet
werden, so wurden diese in einer Endverdinnung von 1:100 in zwei Wells aufgetra-
gen (Duplett). Sollte aber der ICso-Wert einer Reinsubstanz bestimmt werden, so
wurde die Substanz in einer Verdinnungsreihe (1:2 ab 100 pg/ml) in 100 pl auf 8
Wells gegeben, die einer Spalte der Platte entsprechen.

Nach 72 Stunden Inkubation wurden in jedes Well 50 pl einer 5Smg/ml MTT-Lésung
gegeben. Die MTT-Endkonzentration in den Wells betrug 1mg/ml. Nach einer Inku-
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bationszeit von drei Stunden bei 37 °C im Brutschrank wurde der Uberstand der Zel-
len abgesaugt. Als nachstes kamen 100 pl einer DMSO-SDS-Lésung (10 % SDS mit
0,6 % Essigsaure in DMSO) zum Ldsen der violetten Formazankristalle auf die Plat-
te. Nach 5 min Schitteln und einer 30-mindtigen Inkubation in einem Warmeschrank
bei 37 °C wurde die Formazanmenge mit dem Infinite M200 ELISA-Reader bei einer
Wellenldnge von 570 nm gemessen.

Die Ergebnisse wurden in Form eines Diagramms Extinktion ODs7¢ gegen die Uber-
lebende Zellzahl in Prozent aufgetragen. Diese Diagramme stellten dann ein Aktivi-
tatsprofil der Propolisfraktionen dar.

2.2.4.3. SRB-Assay fiir Zytotoxizitatsanalysen

Sulforhodamin B farbt im Gegensatz zu MTT alle Proteine der Zellen. Durch die
Menge an gefarbten Proteinen kann so auch der Prozentanteil der noch lebenden
Zellen bestimmt werden. Nach der Inkubation der Zellen mit den Substanzen wurde
das Medium abgesaugt, und die Zellen wurden mit 50 pl kaltem TCA (10 %) fur eine
Stunde bei 4 °C fixiert. Nach der Inkubation wurde das TCA durch dreimaliges Wa-
schen mit 200 pl Aqua dest. ausgespllt. Das Anfarben der Proteine geschah durch
eine Inkubation mit 50 pul einer 0,4-prozentigen SRB-L&sung pro Well flir 30 Minuten
bei RT. Danach wurden die Zellen dreimal 10 Minuten mit 1 % Essigsaure gewa-
schen. Durch Zugabe von 50 pl 10 mM Tris (pH 10,5) wurde das SRB in Lésung ge-
bracht. Die Zellen wurden 5 Minuten geschuttelt. Zum Schluss wurde die Intensitat
der Farbung mit dem Infinite M200 ELISA-Reader bei 570 nm gemessen.

2.2.4.4 Histochemische, immunhistochemische (IHC) und immunzyto-
chemische (ICC) Farbungen

Die IHC- und ICC-Féarbungen wurden nach den Standardprotokollen mit geringen
Modifikationen durchgefihrt. Fir ICC wurden die Zellen auf runden Glaspléttchen bis
zu einer gewissen Dichte kultiviert, mit 1x PBS gewaschen, mit 4 % Formaldehyd fr
20 min fixiert und danach zweimal mit PBS fiir 5 min gewaschen. AnschlieBend er-
folgte eine Blockierung mit 10 % Normal Goat Serum (AbD Serotech, England) bei
RT fir 60 min. Fur die IHC wurden Gewebe mit 4 % Formaldehyd fixiert und in Pa-
raffin eingebettet. Vier Mikrometer dicke Schnitte des Paraffinblockes wurden nach
dem Aufziehen auf die Objekttrager Gber Nacht bei 60 °C gebacken. Nach dem Ba-
cken wurden die Schnitte entparaffiniert, indem sie zweimal in Xylol-Ersatz-Lésung
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(Thermo Scientific, England) flr 10-15 min inkubiert und dann in einer absteigenden
Ethanolreihe rehydriert wurden (100%, 100%, 95%, 70%, 50% flr je 3 min). Hamato-
xylin-Eosin-Farbungen wurden mit den konventionellen Methoden durchgefiihrt. Far
die IHC wurden die Antigene demaskiert, indem die Schnitte in Natriumcitratpuffer
(10 mM, pH 9) fir 30 min bei 95 °C in einem haushaltsiblichen Dampfgarer erhitzt
werden. Die Schnitte wurden dann zweimal je 5 min in PBS gewaschen und an-
schlieBend mit 10 % Normal Goat Serum (AbD Serotec, England) bei RT fir 60 min
blockiert. Alle primaren Antikérper wurden nach Herstellerangaben oder anhand ei-
gener Erfahrung mit dem jeweiligen Antikérper verwendet. Die Schnitte wurden Gber
Nacht mit den priméren Antikérpern in PBS mit 0,05 % Tween 20 und 1,5 % Goat
Serum inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Praparate dreimal in PBST (PBS mit
0,05 % Tween 20) 10 min gewaschen. Der konjugierte Sekundarantikdrper wurde in
PBS-T mit 2,5 % Goat Serum verdinnt und fir 120 min mit den Schnitten bei RT in-
kubiert. Nach diesem Schritt wurden die Proben zur Markierung der Zellkerne mit 10
ug/ml Propidiumiodid oder Hoechst 33258, welche in PBS verdiinnt waren, fir 15
min inkubiert. Die Schnitte wurden dann dreimal fir 5 min in PBST gewaschen und
mit Mounting-Medium eingedeckelt. Die so gefarbten Schnitte wurden mit dem Mik-
roskopsystem Nikon Eclipse 50i mit DS-Fi1c Kamera untersucht sowie mit der Soft-

ware NIS-Elements dokumentiert und ggf. bearbeitet.

2.2.4.5. Bestrahlung von Zellen

Krebsstammzellen besitzen neben ihrer Resistenz gegen Zytostatika auch eine Re-
sistenz gegen Bestrahlung. Ob die iCSC-Sublinien auch eine héhere Toleranz gegen
Bestrahlung haben, sollte mit diesem Versuch geklart werden. Dazu wurden Zellen
der WT- und iCSC-Sublinien in den Zellzahlen 250, 500 und 1.000 auf einer 96-Well-
Platte ausgeséat. Nach 24 Stunden wurden die Platten mit dem Pantak X Réntgen-
strahler (Pantak, Connecticut, USA) aus einer Entfernung von 75 cm bestrahlt. Die
Strahlendosis betrug 5 und 20 Gray (2,7 Gray/min). Die dritte Platte wurde nicht be-
strahlt und diente als Kontrolle (0 Gray). Nach 96 Stunden Ruhezeit wurden die Plat-
ten mit MTT versetzt und wie oben beschrieben ausgewertet. Die Ergebnisse wurden
in Form von Balkendiagrammen dargestellt.
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Abbildung 6: Plattenbelegung fiir das Strahlenexperiment. Die WT- und iCSC-Sublinien wurden in
unterschiedlicher Zellzahl ausgebracht.

2.2.5. Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1. Proteinisolierung mit RIPA-Puffer

Zu 70 % konfluente Zellen wurden geerntet, indem sie mit 3 ml Trypsin 5 min bei
37 °C inkubiert wurden. Nach dem Ablésen der Zellen durch Spulen mit 5 ml Medium
wurden die Zellen 3 min lang bei 300 g pelletiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit
5 ml PBS gewaschen, um alle Proteine aus dem Kulturmedium zu beseitigen. Das
gewaschene Pellet wurde in 1 ml RIPA-Puffer resuspendiert und in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal3 Gberfihrt. Die Lésung wurde 30 min lang auf Eis inkubiert und jede
zehnte Minute mit dem Vortexter aufgeruttelt. Nach der Inkubation wurde die Lésung
mit 5 Ultraschallpulsen (je Puls mit einer Leistung von 22 KHz und 2 sec lang) aus
dem Microson™ XL2007 beschallt. Das Zelllysat wurde danach weitere 10 min auf
Eis gelassen und dann 15 min bei 14.000 g und 4 °C zentrifugiert. Zellreste setzten
sich als Pellet ab, Lipide und Membranreste schwammen an der Oberflache und die
Proteine befanden sich in Lésung. Der Uberstand wurde méglichst ohne das Pellet
aufzuwirbeln in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefaf tberflhrt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit der
Firma Thermo Scientific. Daflir wurde das Lysat 1 zu 20 in Wasser verdiinnt und je
25 ul der Verdinnung auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Dazu kamen die 200 pl der
Reagenzien A und B aus dem Kit, gemischt in einem Verhéltnis 1:50. Der Ansatz

wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend einige Minuten bei Raumtempe-
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ratur stehen gelassen. Die Proteinquantifzierung geschah durch die Vernetzung und
Verfarbung von Bicinchoninsadure (L6sung B) mit reduzierten Kupferionen (Lésung
A), die an Proteine gebunden waren. Danach wurde die Absorption bei einer Wellen-
lange von 562 nm im Infinite M200 ELISA-Reader gemessen. Die Errechnung der
Konzentration erfolgte Uber eine Eichkurve, die vorher mit BSA erstellt worden war.

2.2.5.2. SDS-PAGE und Westernblotanalyse

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedin-
gungen wurden SDS-Polyacrylamid-Gele nach Laemmli (1970) verwendet. Die Elekt-
rophorese erfolgte in einer Mini-Protean Il Zelle (Biorad) nach Herstellerangaben. Je
nach der gesuchten Proteingré3e wurden kommerzielle Gele der Fa. Biorad in unter-
schiedlichen Konzentrationen von 4 bis 12 % verwendet. Die Proteinlysate wurden
1:4 mit denaturierendem Ladepuffer versetzt und 5 min bei 95 °C inkubiert, um alle
Proteine zu denaturieren. Pro Tasche wurden dann maximal 30 ug Proteinlysat auf-
getragen, und das Gel wurde bei 80 Volt laufen gelassen. Erreichte die Farbfront das
Trenngel, wurde die Spannung auf 100 Volt gesteigert.

Proteintransfer und -detektion

Die Proteine wurden aus der SDS-PAGE unter Verwendung eines gekuhlten Criteri-
on Blotter-Nasstanks der Fa. BioRad auf Nitrozellulosefolie (PorengréBe 0,45 um
oder 0,2 um) transferiert. Der Transfer erfolgte fir 60 min bei 100 Volt. Nach dem
Transfer wurden die freien Bindestellen auf der Membran mit 5 % (w/v) Milchpulver in
PBST (PBS mit 0,05 % Tween 20) geblockt, bevor die Membran mit den primaren
Antikérpern und den von den Herstellern empfohlenen Verdinnungen in 2,5 % (w/v)
Milchpulver in PBST Uber Nacht bei 4 °C inkubiert wurde. Am nachsten Tag wurde
die Membran dreimal 10 min mit PBST gewaschen. Der sekundére Antikérper wurde
1:2.000 in 1,25 % (w/v) Milchpulver in PBST fir 2 Stunden bei Raumtemperatur zu-
sammen mit der Membran inkubiert. Danach folgten wie bei dem Primarantikérper
drei Waschschritte mit PBST fir 10 Minuten. Die Membran wurde mit dem Kit Wes-
tern Lightning Plus ECL der Firma PerkinElmer entwickelt. Das Prinzip beruht auf der
Oxidierung des Luminols durch die HRP-Peroxidase. Das so aktivierte Luminol fluo-
resziert unter UV-Licht (Chemilumineszenz). Die Membran wurde daflir auf eine
Klarsichtfolie gelegt und 1 min lang mit der Entwicklerlésung (1:1 Enhanced Luminol
Reagent Plus und Oxidizing Reagent Plus) aus dem Kit inkubiert. Dann wurde die
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Membran mit einer anderen Klarsichtfolie abgedeckt und mit dem ChemiDoc XRS+
fotografiert. Weitere Analysen wurden mit der ImagelLab-Software der Fa. BioRad

durchgefihrt.

2.2.5.3. Globale Proteinexpressionsanalyse mittels Dot Blot-Technik

Diese Technik eignet sich gut fir eine schnelle Analyse der Proteinexpression in ver-
schiedenen Zelllinien. Dazu wurde Proteinlysat — Proteine gel6st in RIPA - in den
Konzentrationen 2 und 1 pg in 2 pul groBe Tropfen auf Nitrocellulosemembran aufge-
bracht. Zusatzlich kamen noch zwei je 2 ul groBe Tropfen RIPA als Kontrolle hinzu.
Nachdem die Tropfen eingetrocknet waren, wurde die Membran in einem Reaktions-
gefaB mit 10 ml BSA (3 %) fur 30 min inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit
dem primaren Antikdrper (1:1.000 in 1 % BSA geldst) Uber Nacht bei 4 °C. Am néach-
sten Tag wurde die Membran dreimal 10 min mit PBST gewaschen. Der mit HRT ge-
koppelte sekundare Antikdrper wurde 1:2000 in 2 % BSA gel6ést und zusammen mit
der Membran flir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgten wieder
drei Waschschritte mit PBST far 10 Minuten.

Die Membran wurde mit dem Kit Western Lightning Plus ECL der Firma PerkinElmer
entwickelt: dafir wurde sie auf eine Klarsichtfolie gelegt und 1 min lang mit der Ent-
wicklerlésung aus dem Kit inkubiert. Dann wurde die Chemilumineszenz mit Hilfe des
ChemiDoc XRS+ und der dazugehdérigen Software dokumentiert und die Signalinten-
sitét analysiert.

2.2.6. Aufklarung des Wirkmechanismus der Reinsubstanzen

2.2.6.1. Nachweis der DNA-Interkalierung der Substanz

Diese von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode ist eine einfache und schnelle
Méglichkeit, um festzustellen, ob eine Substanz interkaliert oder nicht. Interkalieren-
de Substanzen kdnnen die Replikation unterbrechen, indem sie Enzyme des Repli-
kationsapparates wie die DNA-Polymerase oder die Topoisomerasen daran hindern,
an die DNA zu binden.

Im ersten Schritt wurde mittels PCR das Gen fir GAPDH amplifiziert, das als Sub-
strat zur Testung der Substanzen diente. In einer absteigenden Verdinnungsreihe
beginnend bei 100 ug/ml Substanz wurden 8 ul GAPDH-DNA und 2 pul der Substanz

zusammenpipettiert.
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Die Versuchsansétze setzten sich so zusammen:
e Verdlnnungsreihe mit 5 Schritten ab 100 pg/ml in 1:2-Schritten bis auf
6,25 pg/ml.
e Vehikelkontrolle mit 8 ul GAPDH-DNA und 2 pl Methanol
e Positivkontrolle mit 8 ul GAPDH-DNA und 2 pl Doxorubicin (Endkonzentration
0,3 pg/ml)

Alle Ansatze wurden auf Eis zusammenpipettiert und anschlieBend 2 Stunden bei
37 °C in einem Thermoblock inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Proben
auf ein modifiziertes 6-prozentiges PAGE-Gel ohne SDS aufgetragen, da das dena-
turiende SDS die interkalierten Substanzen eventuell wieder herausgelést hatte. Die
Proben wurden mit 2,5 ul HO und 2,5 ul Ladepuffer versetzt, danach kurz gevortex-
tet und abzentrifugiert. 12 ul des Ansatzes wurden auf das Gel aufgetragen. In die
erste und letzte Tasche wurden je 6 pl des PageRuler™ Proteinsmarkers pipettiert.
Das Gel wurde bei 80 Volt laufen gelassen. Sobald die Farbfront das untere Ende
erreichte, wurde der Lauf gestoppt. Um die DNA auf dem Gel sichtbar zu machen,
wurde das Gel in einer Schale mit einer Ethidiumbromidlésung [5 pl Ethidiumbromid
(10 mg/ml) auf 100 ml TBE-Puffer] fir 30 Minuten auf einem Schattler inkubiert. Da-
nach folgten drei Waschschritte mit Aqua dest. fur je 10 Minuten. Am Ende wurde mit
dem Chemidoc XRS+ das Gel unter UV-Licht dokumentiert.

2.2.6.2. Inhibierung der DNA-Polymerase

Mit diesem Test lasst sich eine moégliche DNA-Polymerase-Inhibierung durch eine
Verbindung nachweisen. Dazu wurden acht PCR-Anséatze mit Primern fir das Gen
GAPDH angesetzt. Die zu testenden Substanzen wurden in einer absteigenden Kon-
zentrationsreihe in 1:2-Schritten von 100 bis 3,125 ug eingesetzt. Neben einer Vehi-

kelkontrolle wurde noch eine Negativkontrolle ohne cDNA gemacht.

Endkonzentration
Puffer mit MgCl, 1,5 mmol
Primer forward 500 nmol
Primer reverse 500 nmol
dNTP 50 pmol
cDNA 0,50 pl (aus der umgeschriebenen RNA)
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Tag-Polymerase 0,65 Units
Gesamtvolumen 15 ul
Substanz oder Vehikel 5ul

Die Ansatze wurden mit dem unter Punkt 2.2.5. aufgefihrten PCR-Programm ampli-
fiziert. Die Proben wurden dann mit Probenpuffer versetzt, auf ein 1,5-prozentiges

Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen und mit 80 Volt gefahren.

2.2.6.3. Inhibierung der Topoisomerase | und Il

Topoisomerasehemmer werden in der Onkologie als Zytostatika eingesetzt. Beispie-
le daflir sind Topotecan und Etoposid. Neu entwickelte antitumorale Stoffe mit einem
unbekannten Wirkmechanismus sollten auf mdégliche Topoisomerasehemmereigen-
schaften hin untersucht werden. Mechanistisch gesehen bilden sich bei einer Inhibie-
rung der Topoisomerasen ein Cleavagekomplex mit der DNA und dadurch ein Ver-
hinderung der nachfolgenden Replikationsschritte, was in sich teilenden Zellen zu
apoptotischen Prozesse flihrt. Solche kiinstliche Screeningverfahren sollten immer
im Zusammenhang mit einer direkten Interkalierung der Substanz mit der DNA be-
trachtet werden.

In-vitro-Inhibierung der Topoisomerase |

Topoisomerase | Gberflhrt durch Einzelnstrangbriiche supercoiled DNA in eine topo-
logisch relaxierte Form und erméglicht dadurch den Beginn des Replikationsprozes-
ses. Um den Einfluss von Substanzen auf die Aktivitat der Topoisomerase | in vitro
zu erforschen, wurde der Einfluss der Substanzen auf die Relaxierung eines super-
coiled Plasmids (pBR322) untersucht. Die Isoformen des Plasmids wurden auf einem
Agarosegel verfolgt.

Die Reinsubstanz wurde in einer Reihe aus 1:2-Schritten von 100 bis 3,125 ug/ml
Endkonzentration in Anwesenheit der Topoisomerase und pBR322 eingesetzt. Als
Kontrollen dienten das supercoiled Plasmid ohne Topoisomerase | (Plasmidkontrol-
le), das supercoiled Plasmid mit 2 Einheiten humaner Topoisomerase | und dem L6-
sungsmittel der Reinsubstanzen (Vehikelkontrolle) und das supercoiled Plasmid mit 2
Einheiten humaner Topoisomerase und Doxorubicin (0,3 pg/ml) als Positivkontrolle
far die Inhibierung.
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Plasmidkontrolle: Vehikelkontrolle:
e 5y Plasmid (pBR322) J 5ul  Plasmid (pBR322)
e 5ul Puffer o 5ul  Puffer
o 10 uIl Wasser o 5ul  Topoisomerase | (4 u/ul)

J 5ul  Vehikel

Doxorubicinkontrolle: Ansatz fir Reinsubstanz:
e 5y Plasmid (pBR322) J 5ul  Plasmid (pBR322)
e 5yl Puffer J 5ul  Puffer
e 5ul  Topoisomerase | (4 u/ul) o 5ul  Topoisomerase | (4 u/ul)
e 5ul Doxorubicin (10 pg/ml) o 5ul  Substanz

In-vitro-Inhibierung der Topoisomerase |l

Die Topoisomerase Il induziert Doppelstrangbriiche bendtigt aber dafiir im Gegen-
satz zu Topoisomerase | Energie in Form von ATP. Fir die Untersuchung des Ein-
flusses einer Reinsubstanz auf die Aktivitat der Topoisomerase Il wird Kinetoplast
DNA (kDNA) als Substrat benutzt, das durch die Topoisomerase Il in einzelne Plas-
mide aufgebrochen wird. Die Substanzen wurden in den gleichen Konzentrationen
wie oben aufgeflhrt eingesetzt. Als Kontrollen dienten kDNA ohne Topoisomerase Il
(kDNA-Kontrolle), KDNA mit 2 Units humane Topoisomerase Il und Vehikel (Vehikel-
kontrolle) und als dritte Kontrolle kDNA mit 2 Units humaner Topoisomerase Il und
Doxorubicin (0,3 pug/ml) als Positivkontrolle. Alle Ansatze wurden im spezifischen da-
zugehdrigen ATP-haltigen Puffer angesetzt.

kDNA-Kontrolle: Vehikelkontrolle:
e 5pul kDNA J 5ul  kDNA
e 5ul Puffer o 5ul  Puffer
e 10 pul Wasser J 5ul  Topoisomerase Il (10 u/ul)

J 5ul  Vehikel

Doxorubicinkontrolle: Ansatz fir Reinsubstanz:
e 5ul kDNA J 5ul  kDNA
e 5ul Puffer o S5ul  Puffer
e 5ul Topoisomerase Il (10 u/ul) 5ul  Topoisomerase Il (10 u/ul)
e 5ul  Doxorubicin (10 pug/ml) o 5ul  Substanz
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Alle Ansatze wurden auf Eis angesetzt und dann 30 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Anséatze auf Eis gestellt und die Enzymreaktion
durch Hinzufligen von 5 pl Stopplésung, die Sarkosyl und Ladepuffer enthielt, ge-
stoppt.

Die Ansatze wurden auf einem 1,7-prozentigen Agarosegel bei 80 Volt aufgetrennt.
AnschlieBend wurde das Gel 30 Minuten lang in eine TAE-Puffer-Lésung mit 5 pl
Ethidiumbromid pro 100 ml unter Schitteln eingelegt. Das nun gefarbte Gel wurde
unter UV-Licht mit dem ChemiDoc XRS+ dokumentiert.

2.2.6.4. Einfluss auf die Tubulinpolymerisierung

Das Zytoskelett einer Zelle erfillt neben der Formgabe, Motilitdt und Stabilitat auch
die Aufgabe, dass die Mitose korrekt ablauft. Insbesondere Tubulin ist wichtig, da es
den Spindelapparat formt, der fir die Separierung der Chromatiden notwendig ist.
Tubulin existiert in zwei Isoformen (Tubulin a und Tubulin B). Beide Formen polyme-
risieren und bilden Mikrotubuli aus. Medikamente wie Vinblastin oder Paclitaxel grei-
fen in diesen Prozess ein und verhindern den Aufbau (Vinblastin) oder den Abbau
(Paclitaxel) des Spindelapparates. In diesem Ansatz wurde die Polymerisierung der
Mikrotubuli unter dem Einfluss der Reinsubstanzen beobachtet. Benutzt wurde das
Tubulin Polymerization Assay Kit der Firma Cytoskeleton, welches auf dem Prinzip
von Bonne et al. basiert. Der Nachweis der Polymerisation erfolgte durch den Einbau
eines Fluoreszenzsreporters in die Mikrotubuli. Die Anregung erfolgte bei 360 nm
und die Emission bei 420 nm. Die Anséatze wurden auf einer 96-Well-Platte zusam-
menpipettiert. Die Polymerisierung erfolgte fir 60 min und 37 °C im Tecan Infinite
M200 ELISA-Reader. Die Emission wurde jede Minute gemessen und der Verlauf
der Polymerisierung graphisch dargestellt. Ein Ansatz enthielt 55 pl und setzte sich

wie folgt zusammen:

Reinsubstanz 200 pg/ml
Puffer | 1x
Tubulin-Glycerin-Puffer 1x
GTP-Stock 1 mM
Tubulin-Stock 2 pug/ul
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Zusatzlich wurden als Kontrollen anstatt einer Reinsubstanz Vinblastin, Paclitaxel
und Wasser eingesetzt.

2.2.6.5. Einfluss der Reinsubstanzen auf die Zellzyklusdistribution

Die einzelnen Elemente der Zellzyklusmaschinerie dienen als Angriffspunkte vieler
Gifte und Zytostatika. Die Distribution des Zellzyklus nach Inkubation mit einer Rein-
substanz liefert globale Informationen dartber, wo mdglicherweise die Angriffspunkte
einer Substanz liegen. Dartber hinaus liefert die Analyse Informationen zum Replika-
tionsstatus einer bestimmten Zellpopulation.

Die Zellzyklusanalysen erfolgten mit einem Durchflusszytometer nach einem modifi-
zierten Protokoll von Tsugita et al von 1991. Im Einzelnen wurden Zellen in einer 25-
cm?-Kulturflasche 24 Stunden mit einer Reinsubstanz inkubiert. Mindestens zwei
Stunden vor Ende der Inkubation wurde dem Medium 50 pl BrdU — ein Thymidin-
Analogon — zugegeben (Endkonzentration 10 umol). Das BrdU wird von den Zellen
wahrend der Mitose in die DNA eingebaut und kann spater mit einem Antikérper
markiert werden.

Nach dem Ende der Inkubation wurden die Zellen geerntet und einmal mit kaltem
PBS gewaschen. Danach wurde das PBS komplett abgesaugt und das Pellet mit
1 ml kaltem Methanol Uber Nacht bei 4 °C fixiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen
5 min bei 500 g zentrifugiert und das Methanol abgenommen. Dann folgte ein
Waschschritt mit 1 ml Waschlésung (1 % BSA und 0,5 % Tween 20 in PBS). Die L6-
sung wurde dann wieder 5 min bei 500 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Als nachstes wurde das Pellet mit 1 ml 2 N HCI mit 0,5 % Triton zwischen 30 und 60
min bei RT inkubiert. Dieser Schritt sorgte fir die Denaturierung der DNA-Strange
und Permeabilisierung der Membranen. Nach der Inkubation folgte die Neutralisie-
rung der Saure durch zweimaliges Waschen mit 1 ml der Waschlésung. Als nachstes
wurde das Pellet mit 20 pl pro 50 pl Ansatz einer RNase-A-Lésung (1 mg/ml) fir 60
min bei 37 °C inkubiert, um die RNA in den Proben zu eliminieren. AnschlieBend
wurde die RNase A in 1 ml Waschlésung verdinnt und die Lésung 5 min bei 500 g
zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in zwei Teile aufgeteilt, wobei ein Aliquot nicht
mit dem Anti-BrdU-Antikdrper inkubiert wurde und so als Negativkontrolle flr die spa-
tere Messung diente. Auf das restliche Pellet wurden 30 ul eines FITC-konjugierten
Anti-BrdU-Antikérpers (1:10 in 1:10 verdlnnter Waschlésung) gegeben. Die Inkuba-
tion geschah im Dunkeln und dauerte 60 min. AnschlieBend wurde der Antikérper mit
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1 ml Waschlésung verdiinnt und 5 min bei 500 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1
ml PBS aufgenommen. Zuletzt wurden pro ml 5 pl Propidiumiodid zum Anfarben der
gesamten DNA hinzugegeben (Endkonzentration 1 pg/ml). Die Messung mit dem
Durchflusszytometer konnte nach 10 min Inkubation mit dem Propidiumiodid starten.

Far die Zellzyklusanalysen wurden das Durchflusszytometer FC500 der Firma Beck-
man Coulter benutzt. Das Gerét besitzt einen Argon-Laser mit einer Anregungswel-
lenlange von 488 nm. Die Zellen werden in einem Mantelstrom durch eine Messku-
vette geleitet und mit dem Laser bestrahlt. Das Streulicht und das Fluoreszenzlicht
werden durch fanf optische Filter mit je einem Detektor geleitet, so dass theoretisch
eine funffache Markierung mdglich ist. Seitwértsstreulicht (eng: side scatter, SSC)
und Vorwartsstreulicht (eng: forward scatter, FSC) liefern Informationen Uber die
Granularitat und GréBe der Zellen.

Der BrdU-FITC-Antikérper hat sein Emissionsmaximum bei 520 nm und Propidiumi-
odid bei 620 nm. Daher wird man das beste Signal fir den Antikdrper in Kanal 2 und
fur Propidiumiodid in Kanal 4 sehen. Der BrdU-Antikérper gibt Informationen Gber
den Anteil der sich teilenden Zellen innerhalb der Population, wahrend das Propidiu-
miodid eine globale Ubersicht des DNA-Gehalts liefert.

2.2.7. Tumor-Xenograftstudien

Zur Beobachtung des Metastasierungs- bzw. Disseminierungspotentials des Tumors
wurden 8-10 Wochen alte weibliche pathogenfreie und immuninkompetente Mause
des Stammes NMRI nu/nu benutzt. Die Tiere wurden in semisterilen pathogenfreien
Kafigen mit einem zwdélfstiindigen Rhythmus von Licht und Dunkelheit sowie Wasser
und Nahrung ad libitum gehalten. 1 x 10° Tumorzellen, suspendiert in 100 pl Medi-
um, wurden unter Narkose im retrookkularen Raum deponiert. Nach einer Woche
waren Metastasen in Lunge nachweisbar. Die Tiere wurden mit Isofluran (Actavis)
narkotisiert, und es wurde zuerst das Blut entnommen. Danach wurden sie durch
zervikale Dislokation getotet und die Organe zur Untersuchungen anschlieBend ext-
rahiert. Gewebe wurden fixiert oder fir eine spatere Verwendung eingefroren.

Far die Haltung und Gewinnung von Tumormassen wurden die Zellen subkutan im-
plantiert und nach dem oben beschrieben Verfahren extrahiert. Alle Tierexperimente
wurden im Rahmen des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und beruhen
auf dem Tierantrag mit dem Aktenzeichen AZ 87-51.04.2010.A210.
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2.2.8. Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung erfolgte in Kooperation mit den Arbeitsgruppen von Prof. Ra-
phael Stoll der Abteilung Biochemie IlI: AG Biomolekulare Spektroskopie der Ruhr-
Universitat Bochum und Prof. John Porco des Departments of Chemistry der Univer-
sity of Boston in den USA. Sie hatten die Aufgabe, mittels spektroskopischer Techni-
ken wie 2D-NMR und Massenspektrometrie die endgultige Struktur der isolierten ak-

tiven Verbindungen aufzuklaren und zu rekonstruieren.
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines geeigneten In-vitro-Zellsystems zum Screening antitu-
moraler Substanzen

Mittels der auf Punkt 2.2.1.1. basierenden Methode haben wir ein kleines Panel ver-
schiedene Tumorzellentitdten aufgebaut, die Krebsstammzelleigenschaften besitzen.
Diese induzierten Krebsstammzellsubklone (kurz iCSC) wurden fir die Durchmuste-
rung der Propolisfraktionen auf Anti-Krebsstammzell-Wirkstoffe eingesetzt. Die selek-
tierten Tumorzellen wurden sowohl morphologisch als auch molekularbiologisch
grundlich charakterisiert, um die Stabilitdt des Prifverfahrens zu gewéhrleisten. In
den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten Merkmale und Charakteristika der

induzierten Krebsstammzellen dargestellt.

3.1.1. Morphologische Veranderungen wahrend der Resistenzentwicklung

Die Inkubation mit Etoposid Uber einen langeren Zeitraum fihrt schon nach kurzer
Zeit zu morphologischen Veranderungen in den Tumorzellpopulationen. In der ersten
Phase treten hypertrophe Zellen mit vergréBerten Vesikeln und Vakuolen auf. In der
Regel kann man in allen Zelllinien eine metaplastische Phase beobachten. Nach ei-
ner Gewdhnungsphase gehen die meisten dieser Zellen zu Grunde, wahrend sich
andere, die morphologisch eher unauffallig sind, durchsetzen. Abhangig vom Zelltyp
kann es zudem zu einer Anderung des Wachstumsverhaltens kommen. So ver-
schwindet bei manchen Zelltypen z.B. das gleichmaBige Flachenwachstum der WT-
Zellen zugunsten netzwerkartiger Strukturen, es kdnnen Zellhaufen entstehen, die
durch Zellauslaufer miteinander verbunden zu sein scheinen. In neuronalen Zelllinien
wie 79HF6 oder LAN1 wurde zudem die Bildung von Neurosphéaren beobachtet. Die
folgenden Abbildungen 7 bis 9 zeigen eine Auswahl der transienten und permanen-

ten Veranderungen in der Morphologie.

63



Ergebnisse

Abbildung 7: Vergleich von A549 WT und iCSC - friihe Phase der Resistenzentstehung. Die
A549 iCSC-Zellen sind stark vergréBert und enthalten viele Vakuolen; die Nukleoli sind deutlich zu
erkennen, was auf héhere rRNA-Produktion hindeutet. Weniger gut zu erkennen ist die erhéhte Zahl

an Mitochondrien, was ein Anzeichen fiir gesteigerten Metabolismus ist. VergréBerung: 100fach,
MaBstab = 100 pm.

Abbildung 8: Vergleich von PC3 WT und iCSC - verandertes Zellwachstum. Das Wachstumsver-
halten ist nicht mehr flachig und gleichmé&Big wie beim WT, der iCSC-Subtyp wéchst in isolierten Hau-
fen, die netzartig untereinander verbunden sind. PC3 iCSC sind nun spindelférmig, wie es typisch fur
neuronale Zellen ist. VergréBerung: 100fach, MaBstab = 100 um.

LANT WT 52 s ORERERH || AN1 iCSC

Abbildung 9: Vergleich von LAN1 WT und iCSC . LAN1 iCSC zeigen eine Bildung von Neurospha-
ren. VergréBerung: 100fach, MaBstab = 100 pm.
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Die GréBenzunahme des Kernes und der Zellen selbst wurde in den Zelllinien 79HF6
und LAN1 Uber einen langen Zeitraum vermessen und statistisch ausgewertet. Man
erkennt eine Phase signifikanter GréBenzunahme und -abnahme.
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Abbildung 10: Globale Anderung der Kernfliche in LAN1-Neuroblastomzelllinien. Nach Behand-
lung mit bis zu 2 pg/ml Etoposid ist eine Flachenzunahme der KerngrdBe innerhalb der Zelllinien zu
beobachten. Dieses Phanomen stellt allerdings auf langere Sicht ein transientes Ereignis dar, da die
Uber viele Generationen stabil Etoposid-resistenten (iCSC) Subtypen, gesehen auf die Gesamtpopula-
tion, weitgehend zur Ursprungsflache der Wildtyp(WT)-Zelllinie zurlickkehrt. Fir die Messreihe ergab
der Kruskal-Wallis-Test (ANOVA on Ranks) einen hoch signifikanten Unterschied zwischen den ein-
zelnen Gruppen (p<0,001). Alle Resistenzstadien der Analyse sind bezogen auf den jeweiligen WT in
den paarweisen Vergleichen mittels Dunn's Test signifikant unterschiedlich (p<0,05). WT: Wildtyp,
iCSC: induzierte Krebsstammzellen.

3.1.2. Analyse der Etoposid-Resistenzcharakteristika

Nach Auspragung der Resistenz gegen Etoposid wurden die Zelllinien auf ihr Resis-
tenzverhalten untersucht. Typischerweise liegt der Resistenzfaktor eines WT/iCSC-
Paars zwischen 6 und 70 (s. Abb. 11). Die resistenten Zellen zeigen auch eine héhe-
re Toleranz gegenlber Zytostatika anderer Wirkstoffklassen (Tab. 11). Dieses als
Kreuzresistenz bekannte Phanomen wird durch die erhdhte Expression der klassi-
schen ,Multi drug resistance“-Gene — kurz MDR-Gene — ermdglicht. Diese Gene
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exprimieren ATP-getriebene Membranpumpen, die Zytostatika und andere Toxine

aus der Zelle beférdern. Zu dieser Klasse gehéren die Proteine MDR1, MDR3 und
MRP.

Resistenz gegen Etoposid in PC3 Resistenz gegen Etoposid in LAN1
125 125
——PC3WT ——LANT WT
100 4 —=—PC3iCSC 100 —=—LAN1iCSC
g 75 1 S 751
2 2
§ %0 ki g 501 \!\!\
S 5] R 251 r
0 ‘ ‘ : ) 0 w w
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Etoposid (ug/pl) Etoposid (ug/pl)

Abbildung 11: Resistenzverhalten verschiedener Zelllinien. Die iCSC-Zelllinien tolerieren gréBere
Mengen an Etoposid, einem Topoisomerasehemmer und oft benutzten Krebsmedikament. Der 1C5o-
Wert der LAN1 iCSC betragt 6,17 gegentber 0,57 ug/ml (Resistenzfaktor RF: 10,8). Der |Cso-Wert der
LAN1 iCSC betragt 3,04 gegeniiber 0,31 pg/ml (Resistenzfaktor RF: 9,8).

Tabelle 11: Kreuzresistenz. Resistenzverhalten der iCSC-Zelllinien gegeniiber anderen gebrauchli-
che Zytostatika verschiedener Substanzklassen. Gezeigt sind die Resistenzfaktoren (RF). Je nach
Zellart und Wirkungsweise der Zytostatika entstehen unterschiedlich starke Kreuzresistenzen.

79HF6 HCT8 LAN1 PC3
iCSC/WT iCSC/WT iCSC/WT iCSC/WT

5-Fluoruracil 58,8 2,2 0,2 1,3
Cisplatin 1,3 6,5 0,2 1,2
Doxorubicin 37,3 103 27,2 52

Etoposid 69,6 14,5 6,2 54,8
Paclitaxel 142,2 38,4 35,8 48
Vinblastin 384,6 7,5 1,2 1,5
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3.1.3. Vergleich der Zellteilungs- und Wachstumsraten von WT- und iCSC-
Zelllinien

Vergleicht man die Teilungsraten von WT- und iCSC-Zelllinien in vitro, so findet man
fir alle Krebsarten, dass sich die resistenten Zelllinien langsamer teilen (Abb. 6).
Daher miissen von den iCSC-Zellen bei den Zelltoxizitdtsassays entsprechend mehr
Zellen zu Beginn des Experiments ausplattiert werden, um zum Zeitpunkt der Mes-
sung vergleichbare Werte zu erhalten. Auch in vivo im Maus-Xenograft-Modell wach-
sen die iCSC-Zellen langsamer (Abb. 13); dabei zeigten die iCSC-basierten Tumo-
ren eine deutlich erhéhte Zelldichte bei geringerer Stroma-Entwicklung (Abb. 14). In
Abbildung 15 ist zu erkennen, dass die iCSC-Zellen im Xenograft-Modell ein héhe-
res Metastasierungspotenzial besitzen als die WT-Zellen.

Wachstumsverhalten nach 96 Stunden

0,8

—— LAN1 WT

0,7 - ,
—=—LAN1iCSC

0,6
0,5 A
0,4

OD 570 nm

0,3 T
0,2 A
0,1 A

0,0 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zellzahl

Abbildung 12: Wachstumsverhalten. MTT-Assay von LAN1 WT- und iCSC-Zellen 96 Std. nach
Aussaat. Zu Beginn des Experiments wurden unterschiedliche Zellzahlen ausplattiert. Die iCSC-
Zelllinien zeigen ein verlangsamtes Wachstum.

67



Ergebnisse

Tumorwachstum PC3 in NMRI nu/nu
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Abbildung 13: Vergleich des Tumorgewichts von LAN1 WT und iCSC. Das In-vivo-Wachstum der
iCSC-Zelllinie ist deutlich langsamer als das des WTs. Zur Erzeugung des Tumors wurden pro im-
mundefizienter NMRI nu/nu-Maus 20 Millionen Tumorzellen subkutan gespritzt. Nach dem Sichtbar-
werden wurden alle Tumore entnommen, gewogen und gemessen. Die Mittelwerte waren beim WT
10,84£0,18 g und beim iCSC 7,2210,34 g. Der Unterschied ist hoch signifikant (p-Wert = 0,0009).

Abbildung 14: Vergleich von PC3 WT- und iCSC-Primartumoren im Xenograftmodell. Histologi-
scher Schnitt durch das Tumorgewebe nach Etablierung von Tumoren der Prostatakarzinomzelllinien
LNCap WT und iCSC. Die Zelldichte der iCSC-basierten Tumoren ist gegeniber den WT-basierten
Tumoren deutlich erhéht, die Entwicklung von Stroma ist dagegen schwéacher. VergréBerung: 40fach,
MaBstab = 200 um. (Reprasentative Aufnahme).
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Abbildung 15: Vergleich des Metastasierungspotenzials von PC3 WT- und iCSC-Zellen. Histolo-
gischer Schnitt durch Lungengewebe von Mausen nach Etablierung von Tumoren aus der Prostata-
karzinomzelllinie PC3. Die iCSC-basierten Tumoren zeigen ein deutlich erhéhtes Metastasierungspo-
tenzial gegeniber den WT-Tumoren. VergréBerung: 40fach, MaBstab = 200 um. (Reprasentative Auf-
nahme).

3.1.4. Strahlensensitivitat der WT- und iCSC-Zelllinien

Neben ihrer Widerstandsfahigkeit gegen Zytostatika zeigte sich als weitere Eigen-
schaft der iCSC-Zelllinien eine erhéhte Resistenz gegeniber Bestrahlung, ein Merk-
mal, das auch bei KSZ zu beobachten ist. Abbildung 16 und 17 zeigen 96 Std. nach
Bestrahlung héhere Uberlebensraten bei LNCaP und LAN1 iCSC als bei der WT-
Parentalzelllinie. Ahnliche Ergebnisse lieBen sich auch bei den anderen iCSC-
Zelllinien wie PC3, 79HF6 und MCF7 zeigen.

Uberlebende Zellen nach 20 Gray und 96 Stunden
40

- @ PC3 WT
K e Eii i ittty W PC3 iCSC|-
30 - *%

Uberlebende Zellen in Prozent

250 500 1000

Eingesetzte Zellzahl

Abbildung 16: Bestrahlungsresistenz von PC3 bei 20 Gray. Dargestellt ist der Anteil der Uberle-
benden Zellen 96 Stunden nach Bestrahlung mit 20 Gray. Bei dieser héheren Strahlendosis Uberleben
signifikant mehr iCSC- als WT-Zellen. Die einzelnen Werte sind: 250 Zellen = 10,85+2,60 % (WT)
gegen 33,06+1,87 % (iCSC) mit einem p-Wert=0,01. 500 Zellen = 14,28+3,04 % (WT) gegen
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24,77+0,95 % (iCSC) mit einem p-Wert=0,01. 1000 Zellen = 11,981£2,15 % (WT) gegen 26,52+1,74 %
(iCSC) mit einem p-Wert=0,02. Die Prozentwerte beziehen sich auf unbestrahlte Kontrollzellen (n=3).

Uberlebende Zellen nach 20 Gray und 96 Stunden

60

* @LANT WT
mLAN1 iCSC|

Uberlebende Zellen in Prozent

250 500 1000
Eingesetzte Zellzahl

Abbildung 17: Bestrahlungsresistenz von LAN1 bei 20 Gray. Dargestellt ist der Anteil der Uberle-
benden Zellen 96 Stunden nach Bestrahlung mit 20 Gray. Bei dieser Strahlendosis Uberleben doppelt
so viele iCSC- wie WT-Zellen. Die einzelnen Werte sind: 250 Zellen = 20,68+3,99 % (WT) gegen
43,91+6,96 % (iCSC) mit einem p-Wert=0,01. 500 Zellen = 14,75+3,57 % (WT) gegen 31,48+7,87 %
(iCSC) mit einem p-Wert=0,05. 1000 Zellen = 12,29+2,76 % (WT) gegen 22,01£3,84 % (iCSC) mit
einem p-Wert=0,03. Die Prozentwerte beziehen sich auf unbestrahlte Kontrollzellen (n=3).

3.1.5. Unterschiede in der Marker-Expression auf RNA-Ebene

Zur weiteren Charakterisierung der WT- und iCSC-Zelllinien wurde die Expressions-
starke verschiedener Marker auf RNA- und auf Proteinebene untersucht. Bei der
Analyse von Markern, deren Expression auf mdgliche Stammzelleigenschaften der
Zellen hindeuten, konnte eine differentielle Expression auf RNA-Ebene nachgewie-
sen werden. Zunachst wurde die Expression von MDR1 Uberprift. Das Genprodukt
von MDR1 ist eine Membranpumpe, die in der Lage ist, Zellgifte aus der Zelle zu be-
fordern. Die Expression von MDR1 ist bei den meisten Chemotherapierefraktaren
Krebszellen erhéht. Wie zu erwarten, war die Expression von MDR1 in den iCSC-
Zellen stark erhéht (Abb. 18). Als andere Mechanismen fir die Resistenzentwicklung
kommen verdnderte Stoffwechselwege, Anderung der Permeabilitat der Zellmembran
oder Mutationen an den Bindestellen der Zytostatika in Frage.
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Expression von MDR1 in LAN1
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Abbildung 18: Expression von MDR1-mRNA in LAN1 WT und iCSC. Mittels Real-Time-PCR konn-
te die Uberexpression des MDR1-Genes gezeigt werden. Diagramm repréasentativ fur drei unabhangi-
ge Experimente mit p-Wert=0,00016 (WT: 0,000086+0,000014 gegen iCSC: 0,001578+0,00031).

Lo s

WT iCSC WT iCSC

p75 NTR  B-Aktin

WT iCSC WT iCsC

CD34 V-1
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Abbildung 19: RT-PCR von Stammzellmarkern bei LAN1 WT und iCSC. Deutlich erkennbar ist die
differentielle Expression einiger Stammzellmarker in LAN1 WT und iCSC. Erstmal konnten wir eine
Uberexpression des Neutrophinrezeptors p75 NTR in resistenten LAN1 iCSC nachweisen. Diese de-
skriptiven Gelfotos sind repréasentativ fir drei Versuche.
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Expression von p75""" in LAN1
0,0012
* %

0,0010
<
zZ
3
S 0,0008 |
3
=
30,0006 |
ﬁ.t
o
& 0,0004 |
o
g

0,0002

0,0000

LAN1T WT LAN1iCSC
N,
Foxg
LAN1 WT LAN1iCSC
— - —

Abbildung 20: Expression des Stammzellmarkers p75" " in LAN-1 WT- und iCSC-Modellen. Die
In-vitro-Selektion von KSZ-dhnlichen Populationen induziert eine hohe Expression von p75™"" (oben),
welche auch in Xenograftmodellen deutlich erkennbar ist (unten). gPCR (n = 3) aus verschiedenen
biologischen Replikaten mit p-Wert=0,000066. IHC, deskriptives Bild (n = 4). VergrdBerung: 40fach,
MaBstab = 200 pm.

Bei der Analyse von Markern, deren Expression auf mdgliche Stammzelleigenschaf-
ten der Zellen hindeutet, konnte eine differentielle Expression auf RNA-Ebene nach-
gewiesen werden. So zeigte sich das Expressionslevel der Oberflachenmarker
CXCR4 und p75"™ in LAN1 iCSC erhdht, wahrend SDF1, der Ligand von CXCR4,
weniger stark exprimiert wurde. Im Fall des Rezeptors p75""" konnte das Anschalten
der Expression durch die Etablierung der Etoposidresistenz beobachtet werden, ein

Vorgang, der hier zum ersten Mal nachgewiesen wurde (Abb. 20).
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3.1.6. Nachweis von Veranderungen im Proteinexpressionsprofil

Zum Nachweis von Unterschieden in der Expressionsstarke von Proteinen wurden
mehrere Methoden angewendet. Um einen groben Uberblick Giber differentielle Ex-
pressionsmuster zu erhalten, wurde zunachst mittels Dot-Blot-Technik eine Charak-
terisierung der Zelllinien auf Proteinebene vorgenommen. Diese Methode erlaubt, mit
wenig Aufwand eine Vielzahl von Proteinen gleichzeitig zu untersuchen. Dieser An-
satz beinhaltete 58 Proteine, die bei Apoptose, Signaltransduktion, Zellzyklus, Resis-
tenz und/oder Zelladhasion eine Rolle spielen. Zudem wurde die Expression der
Stammzellmarker CD44 und CXCR4 sowie des CXCR4-Liganden SDF1 untersucht.

Tabelle 12: Liste der untersuchten Proteine — Die Liste enthalt 58 Proteine, die grundlegende Me-
chanismen und Prozesse innerhalb der Zelle steuern.

Zellzyklus | Signaltransduktion| Adhésion Apoptose Zytokine Resistenz
CDK1 Akt CDH13 Bad CD44 Pan ABCG2
CDK4 B-Catenin E-Cadherin Bax CD44v3 MDR1
CDK®6 CD133 EGF-Rezeptor BCL-2 CD44v5 MRP1

Cyclin A CXCR4 FAK BCL-XL CD44v6 MRP2

Cyclin B1 c-Raf Integrin a6 c-Myc CD44v7

Cyclin D1 GSK-3B Integrin B1 Flip CD44v10

Cyclin D2 MEK 1/2 Pan-Cadherin N-Myc

Cyclin D3 p44/42 PTCH1

Cyclin E P-c-Raf PTCH2
Kie7 P-GSK-3a/B Tra-1-60s

p21 P-MEK 1/2 Vimentin
p27 P-p44/42
p53 SDF1
PCNA TrkB
Rb
Suzi12
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Abbildung 21: Proteinexpressionsanalyse von MDR1 in iCSC- und WT-Zelllinien mittels Dot
Blot-Technik. Dargestellt ist die Expression des MDR1-Proteins in verschiedenen Zelllinien. Das Re-
sistenzprotein wird in den iCSC-Zellen deutlich starker exprimiert. Reprasentatives Blotfoto.

Mit Hilfe der Image Lab-Software wurde die Intensitat der Signale gemessen und die
Veranderung der Expression in Prozent angegeben. Abbildung 22 zeigt die Expres-
sion von MDR1 in allen iCSC-Zelllinien im Vergleich zur jeweiligen WT-Zelllinie. Alle
iCSC-Zelllinien exprimieren MDR1 starker als die zugehdérigen WT-Zellen, wobei die
Uberexpression im Fall von HT29 relativ schwach ist. Dies kdnnte ein Hinweis darauf
sein, dass andere Membranpumpen aus der MDR-Familie Uberexprimiert sind oder
andere nicht klassische Resistenzmechanismen zugrunde liegen. Die Abbildungen
23 und 24 zeigen in einer Zusammenfassung die Expressionsunterschiede fir die
verschiedenen Proteine in den getesteten Tumoren. Dabei wurden signifikante Her-
unter- oder Hinaufregulierungen in den iCSC-Sublinien in Bezug zum WT in Prozent
dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber wurden sehr groBe Werte gestaucht. Die Er-
gebnisse zeigen far die Zelllinien individuelle Muster, so dass man bei der Bekamp-
fung des Krebses stets die Expressionsmuster der jeweiligen Tumore analysieren
sollte. Der Dot Blot liefert wertvolle Hinweise auf deregulierte Proteine, die man dann
mit weiterflhrenden Methoden untersuchen kann. Aus den durchgefihrten Experi-
menten lassen sich Proteine herauslesen, die in allen analysierten Zelllinien deregu-
liert sind. Die hoch regulierten Proteine sind das Resistenzprotein MDR1, der
Stammzellmarker CD133, die CD44 Varianten 3 und 6, Cyclin B1, der Tumorsupres-
sor p53, das Rezeptorprotein TrkB und die Kinase p44/42 (ERK1/2). Proteine, die im
GrofB3teil der Linien reguliert waren, sind der Transkriptionsfaktor N-Myc, der CDK-
Inhibitor p21 und die Cyline D1 und E. Diese Ergebnisse waren Uber verschiedene
biologische Replikate hinweg stabil.
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Abbildung 22: Proteinexpressionsanalyse von MDR1 in iCSC- und WT-Zelllinien. Dargestellt ist
die Expression des MDR1-Proteins in verschiedenen iCSC-Zelllinien in Prozent, wobei WT = 100 %
(rote Linie); (n=3)

Auch immunzytochemische Untersuchungen (ICC) an den resistenten Tumorzellli-
nien sowie immunhistochemische Analysen (IHC) an Xenograftmodellen zeigten eine
differentielle Proteinexpression flr verschiedenen Stammzellmarker (Abb. 25 und
26). Ferner wurden diese Expressionsmuster einiger verwendeter Marker in IHCs
von Patientenmaterial nachgewiesen. Die Untersuchungen zeigen, dass die iCSC-
Zelllinien sowohl molekulare als auch biologische Charakteristika von KSZ aufwei-
sen. Damit steht nun ein geeignetes Screening-System fir die Identifizierung von
Verbindungen zur Verfligung, die als Kandidaten fiir die Entwicklung von Chemothe-

rapeutika der zweiten Generation in Frage kommen.
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Proteinexpressionsunterschiede in LAN1 iCSC
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Abbildung 23: Unterschiede in der Proteinexpression zwischen LAN1 iCSC und WT. Dargestellt

ist die mittlere Abweichung der Proteinexpression im iCSC gegeniiber dem WT in Prozent (n
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Proteinexpressionsunterschiede in PC3 iCSC
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Abbildung 24: Unterschiede in der Proteinexpression zwischen PC3 iCSC und WT. Dargestellt

ist die mittlere Abweichung der Proteinexpression in iCSC gegeniiber dem WT in Prozent (n
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CXCR4 CD117
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LAN1iCSC LAN1 iCSC

Abbildung 25: Proteinexpressionsanalyse von CXCR4 und CD117 in LAN1 mittels Inmunzyto-
chemie (ICC). Beide Proteine sind in LAN1 iCSC (berexprimiert. Sekundérantikérperfarbung mit
FITC. VergroBerung: 100fach, MaBstab = 100 um.

CXCR4 SDF-1a

PC3iCSC PC3iCSC

Abbildung 26: Differenzielle Expression von CXCR4 und dessen Liganden SDF-1a im Prostata-
karzinom PC3 WT und dessen iCSC Subklon. Die Ergebnisse korrelieren mit den Ergebnissen der

RNA- und Western Blot Analysen. ICC, deskriptive Bild (n = 3). VergréBerung: 100fach, MaBstab =
100 pm.
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3.1.7. Resuimee der Charakterisierung der iCSC-Sublinien

Durch verschiedene Experimente konnten wir bei den Etoposid-resistenten Zelllinien
mehrere Eigenschaften von Krebsstammzellen nachweisen. Dazu gehérten veran-
derte Eigenschaften, wie verlangsamtes Wachstum in vitro und in vivo, veranderte
Zellmorphologie, Kreuzresistenz gegen Zytostatika verschiedener Stoffklassen, er-
hdhte Toleranz gegentber ionisierender Strahlung und Veranderungen der Expres-
sion auf Gen- und Proteinebene. All diese Charakteristika zeigen, dass die resisten-
ten Zelllinien sich als Modell fir Krebsstammzellen eignen und bei der Durchmuste-

rung von Propolis auf antitumorale Substanzen eingesetzt werden kdnnen.

3.2. Analyse von Propolis

Die Erforschung von Propolis auf antitumoral wirksame Substanzen lauft bereits seit
mehreren Jahren. Einige Propolissorten, so z.B. die deutschen und die brasiliani-
schen, sind bereits teilweise analysiert. Daher konzentriert sich unsere Arbeitsgruppe
auf die Untersuchung von Propolissorten, die bislang wenig untersucht wurden. Dazu
wurden Zellen in bestimmten Zellzahlen auf 96er-Mikrotiterplatten ausgebracht und
nach 24 Stunden mit Propolisextrakten in einer absteigenden Konzentrationsreihe ab
100 pg/ml fir 72 Stunden inkubiert. Mit Hilfe des MTT-Assays wurden die |Csp-Werte
verschiedener Propolissorten in den Zelllinien LAN1, LNCaP und PC3 bestimmt. Als
Kontrolle bzw. Vergleich zu nicht tumoralen Zelllinien wurden humane Amnion- und
REC-Zellen eingesetzt. Entscheidend fir die Auswahl der Propolissorte waren eine
hohe antitumorale Aktivitdt und damit einhergehend niedrige ICso-Werte von unter
25 pug/ml. ldealerweise sollte auch schon eine In-vivo-Aktivitat im Tiermodell vorlie-

gen und gendgend viel Rohsubstanz (mehr als 1 kg) vorliegen.
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Tabelle 13: Verschiedene Propolissorten mit ICso-Werten. 10 Propolissorten aus unterschiedlichen
Regionen der Welt wurden auf ihre Toxizitat hin untersucht. Als vielversprechende Kandidaten stellte
sich neben den kubanischen Sorten auch Propolis aus der Tlrkei und Chile heraus. Die MW-Werte
sind in pg/ml angegeben und représentieren n=3 Experimente (MW = Mittelwert; SD = Standardab-
weichung).

Ursprungsland LAN1 WT LAN1iCSC LNCaP WT LNCaP iCSC

MW SD MW SD MW SD MW SD
Chile 17 3,89 | 57,63 0,53 66,25 10,96 | 79,75 3,18
Florida/USA 33,38 1,24 70 11,67 | 32,63 0,88 39,38 5,48
Indonesien 16,75 2,83 | 56,88 0,18 15,38 5,13 58,1 19,94
Kroatien 38,58 9,63 36,5 3,89 16,63 2,3 19,95 3,61
Kuba schwarz 4,7 2,19 | 25,25 2,47 13,88 3,36 16,75 3,18
Kuba rot 23 1,41 56,13 7,6 22,35 7,99 20,25 6,72
Siidafrika 56,13 9,37 55 7,07 33,63 5,13 44,88 8,31
Siidkorea 23 2,83 | 36,75 1,89 55 0 48 9,19
Tirkei 58,75 2,47 53,5 28,71 27,5 3,54 20,88 0,53
Uruguay 31,75 1,41 30,25 4,6 15,23 0,04 24,4 0,85

PC3 WT PC3iCSC Amnion REC

Ursprungsland

MW SD MW SD MW SD MW SD
Chile 22,63 0,53 | 54,25 1,77 20,6 2,13 39 11,31
Florida/USA 37,5 1,41 62,88 0,18 30,88 3,01 62,13 5,13
Indonesien 8,65 4,45 42 0 13,25 2,12 31 0,71
Kroatien 10,84 1,61 24,5 6,36 20,77 1,34 26,27 1,62
Kuba rot 21,88 1,59 | 59,38 0,18 19,7 1,84 41 14,14
Kuba schwarz | 16,25 1,06 | 2325 11,67 | 18,88 1,59 22,38 1,59
Siudafrika 37,75 1,77 41,5 3,5 30 0,71 41,75 1,06
Sudkorea 18,75 1,77 | 35,75 7,42 19,92 0,88 17,38 0,18
Turkei 12,13 0,53 | 22,25 1,77 21,75 1,06 11,63 1,59
Uruguay 12,17 2,02 15 3,54 21,38 2,3 22,33 3,18

3.2.1. Analyse kubanischer Propolis

Unter den Proben, die diesen Kriterien genlgten, fiel die Wahl auf verschiedene Pro-
polissorten aus Kuba, da sie die Kriterien erflillte: Hohe Aktivitat, genligend Masse
und in vivo Wirksamkeit (Diaz-Carballo et al., 2008c). Zudem zeigte das HPLC
Chromatogramm der ausgewahlten kubanischen Propolis, eine Komplexitat, die die
Identifizierung und Isolierung von neuen Substanzen wahrscheinlich machte (Abb.
27). Die verwendeten Propolissorten werden im Folgenden als PK1 und PK1 pool
(fir Propolis aus Kuba; bei PK1 pool handelt es sich um ein Gemisch von zwei kuba-
nischen Propolissorten aus der gleichen Region, aber zu unterschiedlichen Jahres-
zeiten gesammelt) bezeichnet. Zur ldentifizierung und Isolierung antitumoraler Sub-

stanzen wurden ethanolische Propolisextrakte mit Hilfe der reversen HPLC geman
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Protokoll 1 nach Polaritat fraktioniert. Aus vorherigen Analysen unserer Arbeitsgrup-
pe war bereits bekannt, dass bei Minute 58-70 Nemoroson eluiert und daher als Re-
ferenzpunkt des Chromatogramms diente. So wurden die Fraktionen in drei Bereiche
aufgeteilt: Areal A (0-57 Min.) fur alle Fraktionen, die vor Nemoroson eluieren, Areal
B (58-70 Min.) fir Nemoroson und Nemoroson-ahnliche Substanzen und Areal C
(71-120 Min.) fir die Fraktionen, die nach Nemoroson eluieren. Vor Durchflihrung der
Zytotoxizitatstests wurden die 1Cso-Werte der Fraktionen in WT- und iCSC-Zelllinien
sowie bei Kontrollzelllinien nicht tumoralen Ursprungs bestimmt. Abbildung 28 zeigt
beispielhaft ein Zytotoxizitatsprofil fir PC3 WT und iCSC.

Nemoroson und 7-epi-Nemoroson aus Bereich B wurden nach den etablierten Ver-
fahren (Diaz-Carballo et al., 2008a) aufgereinigt und fir Derivatisierungsstudien zur
Verbesserung der Wasserldslichkeit und Steigerung der Aktivitdt im Mausmodell zu
unserem Kooperationspartner John Porco nach Boston, USA, geschickt. Dieser stell-
te bei seiner Analyse fest, dass PK1 Areal B neben 7-epi-Nemoroson zwei neue mit
Nemoroson verwandte (eventuell Zwischenprodukte aus der Nemorosonbiosynthese)
Substanzen enthalt, die wir als Red Nemorosone (RN) und als Red Nemorosone
Pigment (RNP) bezeichnen. Die Areale A und C wurden schrittweise bis zur Isolie-
rung von antitumoral wirksamen Einzelsubstanzen analysiert: PK1 Bereich A z.B.
enthalt finf interessante Areale A0 bis A4 (Abb. 29). Deren Analyse ergab die Unter-
bereiche A4-3 und A4-5 bis A4-7, aus denen sich vier Einzelsubstanzen isolieren
lieBen (Abb. 30). Mit diesem Verfahren, also durch sukzessive Runden von HPLC-
Fraktionierungen und zytotoxische Untersuchungen an Tumorzelllinien, gelang es
uns, aus dem komplexen Stoffgemischen PK1 und PK1 pool insgesamt 18 bisher
von unserer Gruppe noch nicht identifizierte neue antitumoral wirksame Einzelsub-
stanzen zu isolieren: acht aus Areal A, zwei aus Areal B und acht aus Areal C. Die
Abbildungen 31 bis 34 geben einen Uberblick iiber die Vorgehensweise zur Isolie-

rung der Substanzen bis zur Reinform.
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HPLC-Chromatogramm von PK1

k| L 60
z.ofx /
E 50 o
AU 161

0.4 \/”’ 1o
Fo

0 10 20 30 4‘0””5(‘)””6‘0‘H‘?‘DHHB(‘)”"9‘0””1(‘)0””11‘0””120

Minuten

Abbildung 27: HPLC-Chromatogramm kubanischer Propolis. Ein ethanolisches Extrakt kubani-
scher Propolis wurde mittels HPLC-Gradientensystem aufgetrennt und bei 254 nm gemessen. Die
Linien geben die Mengenverhaltnisse der Lésungsmittel — Wasser (hellblau), Methanol (dunkelblau)
und Acetonitril (grin) — wahrend der Auftrennung wieder.
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Abbildung 28: Toxizitatsprofil vs. Fraktionierung von PK1-Fraktionen. Dargestellt ist das Uberle-
ben der PC3-Zellen relativ zur Kontrolle (blaue Linie), Angaben in Prozent. Dieses Profil wurde mit
dem HPLC-Chromatogramm (Fraktionierung nach Dauer in Minuten) hinterlegt. Die Profile von PC3
WT und PC3 iCSC verlaufen ahnlich; das Chromatogramm diente als Grundlage fir die Aufteilung von
PK1 in die Bereiche A (3-57 Min.), B (57-70 Min.) und C (70-120 Min.).
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PC3 mit PK1 Areal A
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Abbildung 29: Toxizitatsprofil vs. Fraktionierung von PK1 Areal A. Es wurden fiinf Unterbereiche
A0 (6-9), A1 (12-15), A2 (18-25,5), A3 (27-30) und A4 (31,5-37,5) definiert. Nicht jeder chroma-
tographische Peak ist einer zytotoxischen Aktivitat zuzuordnen (s. A2). Zudem ist erkennbar, dass es

Fraktionen gibt, die starker auf PC3 WT wirken als auf PC3 iCSC (A1 und A2); n=3
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Abbildung 30: Toxizitatsprofil vs. Fraktionierung von PK1 A4. Dargestellt ist die Auftrennung von
A4 in die Unterbereiche A4-3 und A4-5 bis A4-7, von denen jeder einer zytotoxisch aktiven Reinsub-

stanz entspricht.

83



Ergebnisse

1bY 9-vv ohv &by ey
usInuiy usnuipy usinuip usjnuy usinug
0E 0 0L 0 0€E 0Z Ol 0g o oL O GL €L Ll 6 owm € 1t o
[Lf pm—y O 0 e 000 0 000 5N
o] | fleoo g : s00 0T ,, w0 02 ;\ 500 14 I
I | | or'0
ov : s, O _, oo or _ a0, O : 0o > oy | z
09 < 09 09 SLo = 09
5 _ - J MMM c NM _ s o g 2 2-€V |10)0]01d = : 080
001 0oL 00t "0 oy S0 oy
e w0 7y Y Sr-lp eV
j q - - 2tV IMd bunjisuny
reTTT——
PV lIod0j0id Sig : LB &
LT-G'8lL (LbYe & e s
SLLLGL O PVe g <w;L r. = \> 3 g £-2V lioojold
GL-EL Gy - w3 s
ZL-G°0L Ehve d = i §'82-82 ‘€-2V-
¥V IXd bunjisuny PV 1)d NW gL Z°£V 1Did 4W 1OH €27 I¥id W BLOH €2V IL)d bunjiayny
A Y 2ev 4 -V
usInuI Uy usuoRY eIy usInulp ul usuoyely
PY+EVY ll0%0301d . e
g 5
] ] 2V 11040104d
16— G'€8 Ve @ =8 -8
G'eL - 69 'E-EVe . 5 AR A8 ZrL-8ZL €TV
§'G9— 09 'TEVe il =t . BT ZLL-P6 T2
— Jp - S~ T = A -
OSi—=LVRLEN: " =5 26708 :L-gv-
7V+EV LMd bunjisuny PYHEY LM AW £2d . 2V 1d UW 81OH TV IXd bunjisyny
ﬁ PY+EY 4 tAY
o (B2 03010 e re—
%, E
G'LEVE Y =%
G'LE-G'8T eV -8
§'GT-6'2T [TV -2
STk by
6= 9 :0V+ -t
¥V ealy Lyd UCJ__mt:< V[e3ly yd dw £0d < _mm.h<
,— Vv [281Y | Md
IMd
| sijodoid -%
1 lloxol01d g
0T1-69 0+ H
69-1G ‘G- .3
150 ||, ° ap v -
T>1d DUNannyY o W £0d
jwesab | Md

Abbildung 31: Analyse von PK1 Areal A mittels HPLC und Zytotoxizitatstests mit PC3 WT und

iCSC. Insgesamt konnten fiinf Einzelsubstanzen isoliert werden: A2-3, A4-3, A4-5, A4-6 und A4-7,

wobei A4-5, A4-6 und A4-7 sich auch in der Analyse von PK1 pool Bereich A wiederfindet (Abb. 29).
Grau unterlegte Fraktionen wurden bislang wegen zu geringer Substanzausbeute oder wegen zu gro-

Ber Strukturkomplexitat nicht weiter untersucht.
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Abbildung 32: Analyse von PK1 Areal C mittels HPLC und Zytotoxizitatstests mit PC3 WT und

iCSC. Insgesamt konnten zwei Einzelsubstanzen isoliert werden: C4-2-1 und C4-2-2. Grau unterlegte

Fraktionen wurden bislang wegen zu geringer Substanzausbeute oder wegen zu groBer Strukturkom-

plexitat nicht weiter untersucht.
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Abbildung 33: Analyse von PK1 pool Areal A mittels HPLC und Zytotoxizitatstests mit PC3 WT
und iCSC. Es wurden sechs Einzelsubstanzen isoliert. A4-5, A4-6 und A4-7 waren bereits von Analy-

se von PK1 Areal A bekannt (Abb. 27). Neu sind A3-2, A5-3 und A6. Grau unterlegte Fraktionen wur-

den bislang wegen zu geringer Substanzausbeute oder wegen zu groBer Strukturkomplexitat nicht

weiter untersucht.
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Abbildung 34: Analyse von PK1 pool Areal C mittels HPLC und Zytotoxizitatstests mit PC3 WT
und iCSC. Es wurden bis zum gegenwartigen Zeitpunkt sechs Reinsubstanzen (CZ4-1-1, CZ4-1-2,

CZ4-2, CZ4-3, CZ5 und CZ6) isoliert. Grau unterlegte Fraktionen wurden bislang wegen zu geringer

Substanzausbeute oder wegen zu groBer Strukturkomplexitét nicht weiter untersucht.
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Zur Charakterisierung der isolierten Substanzen und der Bestimmung ihres Rein-

heitsgrades wurden spektroskopische Analysen vorgenommen (Abb. 35 bis 42).
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Abbildung 35: Reinsubstanzen PK1 A2-3 und PK1 pool A3-2. Dargestellt sind von links nach
rechts Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektirogramm. Protokolle: Fir A2-3 A2-3 (Gra-
dient) und fir A3-2 H,O: 35%, MetOH: 65%
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Abbildung 36: Reinsubstanzen PK1 pool A5-3 und PK1 pool A6. Dargestellt sind von links nach
rechts Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektrogramm. Protokolle: A5-3 = H,O: 50%,
MetOH: 50% und A6 = H,0:10%, MetOH: 80%, ACN: 10%
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Abbildung 37: Reinsubstanzen PK1 A4-3 und PK1 A4-5. Dargestellt sind von links nach rechts

Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektrogramm. Protokolle: A4-3= H,O: 65%, ACN: 35%
und A4-5 = H,0: 65%, ACN: 35%
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Abbildung 38: Reinsubstanzen PK1 A4-6 und PK1 A4-7. Dargestellt sind von links nach rechts

Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektrogramm. Protokolle: A4-6= H,O: 65%, ACN: 35%
und A4-7 = H,0: 65%, ACN: 35%

89



Ergebnisse

CZ4-1-1

23.391 Extracted

k100 1 o 2472
140 1 2100m 300 - 140 N
| [\ 2733
290 ] '\ A
1.20 [ s 1204 \/
280
1.00
270 4
t 60
0.80 - Pl
2 E 2601 2
060 - Lao 2501 0.60 4
0.40 240 5 0.40 | \
[ 20 \
230 4 \
0.20 7 0.20 ] \
220 4 N
0.00 0 0.00 —
T T T T 210 L T T 7 T T : 0 L
250 300 350
18 20 22 24 26 28 22.80 23.00 23.20 2340 23.60 23.80 24.00 am
Minuten Minuten
CZ4'1 '2 24.388 Extracted
1.20 - 100 2472
4 2o r 1.20 Ia\
] 300 | [\
1.00 [ 8o /
0.80 | 280
] [ 60
=] 7 E 2
X 060 FoS g0 ] 2
] [ 40 \
040 [ 040 \
] 240 \ \
b t 20 \
020 0.20 \
] 220 o \\x
0.00 | [ o 0.00 S
B e S T T T B o B

N
3

T
24
Minuten

LB e iy B B B T T
24.00 2420 24.40 2460 24.80 25.00
Minuten

220 240 260 280 300 320 340 360 380

Abbildung 39: Reinsubstanzen PK1 pool CZ4-1-1 und PK1 CZ4-1-2. Dargestellt sind von links
nach rechts Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektrogramm. Protokolle: CZ4-1-1= H,0:
25%, ACN: 75% und CZ4-1-2 = H,0: 25%, ACN: 75%
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Abbildung 40: Reinsubstanzen PK1 pool CZ4-2 und PK1 pool CZ4-3. Dargestellt sind von links
nach rechts Chromatogramm, 3D-Spekirogramm und 2D-Spektrogramm. CZ4-2= H,O: 25%, ACN:
75% und CZ4-3 = H,0: 25%, ACN: 75%
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Abbildung 41: Reinsubstanzen PK1 pool CZ5 und PK1 pool CZ6. Dargestellt sind von links nach
rechts Chromatogramm, 3D-Spektirogramm und 2D-Spektrogramm. CZ5= H,O: 25%, ACN: 75% und
CZ6 = H,0: 25%, ACN: 75%

C4-2-1 9.360 Extracted
E 300
E 100 -~
070 4 2100m
060
E F80 2804
050
] 60 \
0.40 260 5 \
2 ] g < |
0.30 L a0
240 \
0.20 \ 020
] 20 VAN
0.10 - 0.104 \
] 201 ) ) N
0.00 0 J / 0.00 —_—
R . . . : WIS T T T T T T T
7 8 9 10 11 12 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Minuten nm
C4-2-2 9.893 Extracted
| |- 2472
0.60 210nm 100 300 4 = 276.9
[\ N
290
050 Lo
280 4 \
0.40 7 270 \
Leo \
> 260 4 \
< 030 £ \ \
L4 250\ \‘
N\ \
020 240 37\ \
20 E \
0.10 230 \
220 \.
0.00 ] o . == > -
— — 210 s . : — R R R RS TR e
8 10 12 960 980  10.00 1020  10.40 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Minuten Minuten nm

Abbildung 42: Reinsubstanzen PK1 C4-2-1 und PK1 C4-2-2. Dargestellt sind von links nach rechts
Chromatogramm, 3D-Spektrogramm und 2D-Spektrogramm. C4-2-1= H,0: 20%, ACN: 80% und C4-
2-2 = H,0: 20%, ACN: 80%
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Die Strukturaufklarung der Propolissubstanzen wird im Rahmen einer Kooperation
mit Prof. Raphael Stoll vom Lehrstuhl fir Biomolekulare NMR der Ruhr-Universitat-
Bochum vorgenommen. Die dazu erforderlichen Mengen konnten per praparativer
HPLC gewonnen werden. Die bislang erhaltenen Resultate sind in 3.3 dargestellt
(Abb. 45 und 47). Die aufgeklarten Strukturen der anderen Substanzen lagen beim
Abschluss dieser Arbeit noch nicht vor, wobei einige Substanzen aus Areal C auf-
grund ihrer héheren Komplexitat bisher nur mit ca. 80-prozentiger Wahrscheinlichkeit
vorhergesagt werden kénnen. Parallel zur Strukturaufklarung wurde der 1Cso-Wert
der Reinsubstanzen mittels Toxizitatstests ermittelt.

3.2.2. Bestimmung der IC5p-Werte der Reinsubstanzen

Nach der Isolierung der Reinsubstanzen wurden ihre 1Csp-Werte in verschiedenen
iICSC/WT-Krebszelllinien und normalen Kontrollzelllinien nach 72 Std. Inkubation be-
stimmt. Dabei zeigte sich, dass einige Substanzen unterschiedlich stark auf die WT-
und iCSC-Zelllinien wirken. Die Abbildungen 43 bis 44 zeigen Beispiele fur Dosis-
Wirkkurven einiger Propolissubstanzen in verschiedenen WT- und iCSC-
Krebszelllinien. Interessant sind insbesondere diejenigen Substanzen, deren [Cso-
Werte in den iCSC-Zelllinien niedriger als in den parentalen WT-Zellen sind, denn die
differentielle Toxizitdt der Substanzen und ihre Spezifitat kdnnte die Grundlage flr
die Entwicklung von Therapeutika bilden, die gegen klinisch austherapierte Chemo-
therapierefraktare Rezidive wirksam sind. Die gemessenen ICsp-Werte der Reinsub-
stanzen sind in den Tabellen 14 und 15 aufgefihrt, wobei diejenigen 1Cso-Werte fett
hervorgehoben sind, bei denen die iCSC-Zellen sensibler als die entsprechenden
WT-Zellen reagieren. Es sei noch angemerkt, dass die hier ermittelten 1Cso-Werte
eher héher als die tatsachlichen Werte ausfallen, da die Substanzen méglicherweise
beim schonenden Trocknen bei 35°C nach der Reinigung nicht restlos von Flissig-
keit befreit werden konnten.
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Abbildung 43: Dosis-Wirkkurven von Propolissubstanzen aus Areal A in verschiedenen Zellli-
nien. Die Zellen wurden jeweils 72 Std. mit den Reinsubstanzen inkubiert. Die Beispiele zeigen die
differentielle Wirkung der Substanzen auf die Krebszelllinien.
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Abbildung 44: Dosis-Wirkkurven von Propolissubstanzen aus Areal C in verschiedenen Zellli-
nien. Die Zellen wurden jeweils 72 Std. mit den Reinsubstanzen inkubiert. Die Beispiele zeigen die
differentielle Wirkung der Substanzen auf die Krebszelllinien. Die 1Cso-Werte von CZ4-2, CZ4-3 und
C4-2-2 sind bei LAN1 iCSC niedriger als bei LAN1 WT.
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Tabelle 14: IC5o-Werte und Kreuzresistenz der Substanzen aus Areal A. ICso-Werte in ug/ml; KR:
Kreuzresistenz (mehr als 10 %); kA = keine Angabe (aufgrund fehlender Werte); fett = IC5o-Werte, die
flr iCSC deutlich kleiner sind als fir WT; n=3. (Wegen der Knappheit der Reinsubstanzen konnten bei
einigen Zelllinien keine oder nicht gentigend Experimente durchgefihrt werden. Der Vollstdndigkeit
halber sind diese Ergebnisse mit aufgefiihrt).

PK1 und PK1 pool Areal A A3-2 A4-6 A4-7 A5-3 A6
WT 5,70+£0,28 | 9,90+0,74 | 21,90+121 |  ------ 10,31 £0,76
79HF6 iCSC 31,4+382|3280+1,66 | 23,35+£0,78 |  -------- 4,43 £ 0,21
KR Mehr Mehr Gleich | = -------- Weniger
WT 1,43+0,61 | 10,97 +1,41 | 21,15+1,77 | 3,15+0,92 | 2,93 £ 0,21
HCT8 iCSC 2,67+0,21 | 943+1,34 | 28,10+£2,83 | 0,98 +0,60 | 12,07 + 2,45
KR Mehr Weniger Mehr Weniger Mehr
WT 424+1,06 | 503+0,59 | 11,28 +0,93 6,80 6,81 £ 0,90
LAN1 iCSC 5,07+0,71 | 12,10+0,32 | 34,87 +1,33 | 3,97 +1,75 | 6,49 +0,27
KR Mehr Mehr Mehr kA Gleich
WT | e 18,33+0,21 | 4413+150 | - |  --m-mee-
MCF7 iCSC 480+0,28 | 875+0,49 | 23,20+3,39 | - |  ----meee-
KR kA Weniger Weniger | - | -
WT 353+098 | 6,30+1,53 | 11,54+0,69 | - | -
PanC1 iCSC 350+092 | 765+1,46 | 19,20+1,44 | - |  --momee-
KR Gleich Mehr Mehr | - [ -
WT 2,02+0,40 | 9,17+0,07 | 11,15+£0,65 | 5,35+1,34 | 9,65+ 0,49
PC3 iCSC 266+049 | 498+0,96 | 12,28+2,82 | 5,70+x2,12 | 7,90 £0,52
KR Mehr Weniger Mehr Gleich Weniger
Amnion transformiert | 1,94 +0,30 | 3,94+0,22 | 23,16+1,24 | 890+1,23 | -
HuVEC normal 337090 | 9,10+2,43 | 47,07+3,74 (11,30+0,42 |  ---------
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Tabelle 15: ICso-Werte und Kreuzresistenz der Substanzen aus Areal C. ICso-Werte in ug/ml; KR:
Kreuzresistenz (mehr als 10 %); kA = keine Angabe (aufgrund fehlender Werte); fett = ICso-Werte, die
flr iCSC deutlich kleiner sind als fir WT; n=3. (Wegen der Knappheit der Reinsubstanzen konnten bei

einigen Zelllinien keine oder nicht gentigend Experimente durchgefihrt werden. Der Vollstdndigkeit
halber sind diese Ergebnisse mit aufgefiihrt).

s ‘X‘r‘i:l'g Pooll cz4-1-1 | cza-1-2 | cza2 | cza-3 | cz5 | cze | ca-2-1 | ca22
123+ 50+
WT 11 [10206[110208| '35 25 o
79HF6 | iCcsc 20,1 21,7 19,8 21,8 25 956’541'
KR KA KA KA KA kA | Mehr
170+ | 2402 | 392¢
WT |92+07 95205 |116+03| '() AT 05| 148 | 45
HCT8 | icsc [106+11|84+07 |11,0:16]|96+1.9 29;’21' 5‘:‘3’981' 162 | 90
KR Mehr Weniger Gleich Gleich [ Gleich | Mehr kA kA
WT [112+09(155+30[207+12| 182% | o5 |2290%1 5 | 959
0.6 157
LAN1 | icSC |4,8:05|38%04 21202 6921,4 | 1372192721 4, 26
03 | 236
KR Weniger | Weniger [ Weniger | Weniger kA | Weniger kA kA
33.60 %
WT 11,0 VR [—— Soe | 144 | 94
MCF7 | icsc 7,6 54 9,1 9,7 |- 18,3 22,8 30,8
KR KA KA KA W KA KA KA
52.00 £
WT 28,4 21 48,8 42,8 |- 3,66
Pal’lc1 |CSC 5 2’4 2’3 26,8 _________ 321,49'%i
KR kA kA kA kA |- Weniger
WT |22+05|20+02|14202 34411 |-mm 8605soi 6.1 1.1
PC3 | icSC |33+11| 21207 | 13401 [2720,6 |- (1)49’23 *| 115 | 38
KR Mehr Gleich Gleich | Weniger | --------- Mehr kA kA
Amnion | transf | 28+04 | 20+04 | 13+02| 13 3698i 2%’%1
HUVEC | normal | 76 +1.8 | 90+02 |104+14| 25 1%’? 45;’%771
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3.3. Strukturaufklarung

3.3.1.Strukturaufklarung der Substanzen aus Areal A

Die Substanzen, die bei der Bestimmung der ICso-Werte am vielversprechendsten
erschienen und in ausreichende Mengen isoliert werden konnten, wurden zur Struk-
turaufklarung mittels NMR und Massenspektroskopie im Rahmen einer Kooperation
an Prof. Raphael Stoll vom Lehrstuhl fir Biomolekulare NMR an der Ruhr-Universitat
Bochum gesendet. Bisher konnten die Strukturen von flnf Substanzen aus Areal A
aufgeklart (Abb. 45).

Interne Bezeichnung:

HO 0
A e A3-2
O Trivialname:
e Laxifloran
O Molekularmasse:
? OH e 302,11 Da
CH; :

0 Molekularformel:
e GCy7H1g0s

IUPAC: 3-(4-hydroxy-2,3- d|methoxyphenyl )-3,4- dlhydro -2H-chromen-7-ol

Interne Bezeichnung:

HO
B e A4-6
O Trivialname:
e Conferol A
Molekularmasse:
e 288,30 Da

Molekularformel:
e CiHiOs

IUPAC: 3-(4-hydroxy-2-methoxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromene-4,7-diol

Interne Bezeichnung:
C o A4-7

0 OH Trivialname:
[ )
Molekularmasse:
o 244,29 Da

H,C CH
0™ 3 Molekularformel:
e CisHieOs

IUPAC: 3-hydroxy-1,1-dimethyl-1,2,3,9a-tetrahydro-9H-xanthen-9-on

Interne Bezeichnung:

D HO 0 O/CH3 . A53
O Trivialname:
e Sativan
O Molekularmasse:
o e 286,12 Da
&hy

Molekularformel:
o Cy7H1504

IUPAC: 3-(2,4-dimethoxyphenyl)-3,4-dihydro-2H-chromen-ol
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Interne Bezeichnung:
e A6
Trivialname:
e Medicarpin
Molekularmasse:

e 270,27 Da
Molekularformel:
o GCiHi1404

IUPAC: 9-Methoxy-6a,11a-dihydro-6H-[1]benzofuro[3,2-c]Jchromen-3-ol

Abbildung 45: Strukturvorschlage fiir die Substanzen aus Areal A. Abgebildet sind die Strukturen
der Substanzen A3-2, A4-6, A4-7, A5-3 und AG6.

Von den fiinf aufgeklarten Strukturen konnten vier (A3-2, A4-6, A5-3 und A6) einem
Namen zugeordnet werden. A4-7 kann eine noch nicht benannte und daher neue
Substanz darstellen. A3-2, A4-6 und A5-3 gehdren zur Gruppe der Flavonoide, A4-7
zur Gruppe der Xanthone, die als Farb-, Duft- und Geschmacksstoffe von Pflanzen
synthetisiert werden. Die Substanz A6 ist ein Derivat der Isoflavonoide und gehért zu
den Pterocarpanen.

3.3.2. Strukturaufklarung der Substanzen aus Areal B

Areal B aus PK1 und PK1 pool enthielt 7-epi-Nemoroson (siehe Abb. 46). Seine anti-
tumoralen Eigenschaften wurden in den vergangenen Jahren bereits durch unsere
AG eingehend untersucht. Neben 7-epi-Nemoroson konnten aber auch eine rétliche
Fraktion, die wir Red Nemoroson (RN) nannten. isoliert werden. Unser Kooperati-
onspartner John Porco in Boston, USA hat das Red Nemoroson naher untersucht
und daraus ein weitere Unterfraktion — das Red Nemoroson Pigment (kurz RNP) iso-
liert. RN ist mit 522 Dalton schwerer als das 7-epi-Nemoroson (503 Dalton).

Interne Bezeichnung:

A e Bi1
Trivialname:
e 7-epi-
Nemoroson
Molekularmasse:
e 502,68 Da
Molekularformel:
*  Cg3H404

IUPAC: (1R,5R,7R)-1-Benzoyl-4-hydroxy-8,8-dimethyl-3,5,7-tris(3-methyl-2-
buten-1-yl)bicyclo[3.3.1]non-3-ene-2,9-dione
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Interne Bezeichnung:

e RNP
Trivialname:

e Retusapurpurin

Molekularmasse:

e 522,54 Da
Molekularformel:
*  CsoHx607

IUPAC: 2'-(4-Hydroxy-2-methoxy-phenyl)-4'-(4-hydroxy-phenyl)-7-methoxy-
3,4-dihydro-2H-[3,6'lbichromenyl-7'-one

Abbildung 46: Identifizierte Substanzen aus Areal B. Aus Areal B wurde im groBen MaBstab 7-epi-
Nemoroson isoliert. Das rote Pigment wurde als das Isoflavan Retusapurpurin A identifiziert.

3.3.3. Strukturaufklarung der Substanzen aus Areal C

Aus dem Bereich C wurden die Substanzen C4-2-1, CZ4-1-1, CZ4-1-2, CZ4-2, CZ4-3
und CZ6 zur Strukturaufklarung gegeben. Die Mengenausbeute der CZ4-Substanzen
war gering, sodass sich die Strukturaufklarung, fir die mindestens 10 mg bendtigt
werden, schwierig gestaltete. Erste Messungen zeigten allerdings, dass die CZ4-
Strukturen zur Klasse der polyzyklischen polyprenylierten Acylphloroglucinolen
(PPAP) gehdéren. Daher sind sie weitaus komplexer als die Substanzen aus Areal A,
was wiederum die Modellierung der Struktur komplizierter macht. An der Strukturauf-
klarung dieser Stoffe war neben Prof. Stoll auch Prof. Porco beteiligt. Einzig von C4-
2-1 lag eine Struktur vor, die namentlich als Propolon A identifiziert wurde. Substanz
CZ6 oder Bis(2-ethylhexyl)benzen-1,2-dicarboxylat, auch unter der Abklirzung DEHP
bekannt, ist ein Pflanzeninhaltsstoff, der als Weichmacher in der Kunststoffindustrie
Verwendung findet.

Interne Bezeichnung:
e C4-2-1
Trivialname:
e Propolon A
Molekularmasse:

e 502,31 Da
Molekularformel:
e Cg3Hi04

HC

IUPAC: (1R,5R,7R)-1-Benzoyl-4-hydroxy-8,8-dimethyl-3,5,7-tris(3-
methyl-2-buten-1-yl)bicyclo[3.3.1]non-3-ene-2,9-dione
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Interne Bezeichnung:
e CZ4-1-1
Trivialname:
[ ]

Molekularmasse:

e 547,71 Da
Molekularformel:
e Cs35Hs7Os

IUPAC: unbekannt

Interne Bezeichnung:

e (CZ4-2 & CZ4-3
Trivialname:

[ ]

Molekularmasse:

C

e 562,47 Da
Molekularformel:
e Cs5H406

IUPAC: unbekannt

Interne Bezeichnung:

D e CZ6
Trivialname:
H,C CH3 e DEHP
0O Q Molekularmasse:
0 0 e 390,28 Da
HaC CHs Molekularformel:
®  Co4H304

IUPAC: Bis(2-ethylhexyl)benzen-1,2-dicarboxylat

Abbildung 47: Strukturvorschlage fiir die Substanzen aus Areal C. Abgebildet sind die wahr-
scheinlichen Strukturen der Substanzen aus Bereich C, von denen vier zur Klasse der PPAP gehdren.
Namentlich Propolon A gehért wie 7-epi-Nemoroson zur Stoffklasse der PPAP. Die Verbindungen
CZ4-2 und CZ4-3 eluieren sehr dicht hintereinander und sind Konformationsisomere. Der genaue
Unterschied konnte aus Mangel an Reinsubstanz nicht ermittelt werden. CZ6 gehért zur Klasse der
Phthalsdureester.

3.4. Aufklarung der Wirkmechanismen

Die Aufklarung der Wirkmechanismus und Targets ist ein wichtiger Schritt in der
Entwicklung einer Substanz zu einem Medikament. Um erste Anhaltspunkte zur Wir-
kung der einzelnen Substanzen zu gewinnen, wurden zytotoxische Studien an ver-
schiedenen Zelllinien durchgefihrt und die berechneten ICso-Werte als Referenz-
punkte flr weitere molekularbiologische Experimente in Zellen und in vitro genutzt.

Dazu gehdrte die In-vitro-Untersuchung des Einflusses der Propolissubstanzen auf
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die Aktivitat der DNA-Polymerase, der Topoisomerasen | und I, der Tubulinformation
(Aufbau des Spindelapparates), ebenso wie die Fahigkeit der Substanzen, in die
DNA zu interkalieren. Zusatzlich wurden in Zellexperimenten Schlisselelemente der
Signaltransduktion und die Zellzyklusdistribution naher untersucht.

Grundlage der molekularbiologischen Zellexperimente war die 24-stiindige Inkubati-
on der Zellen mit unterschiedlichen Vielfachen (zweifach und dreifach) des 1Cso-
Wertes und die anschlieBende Extraktion von RNA und Proteinen aus den Zellen.

3.4.1. Inhibition der Enzyme des Replikationsapparates

3.4.1.1. Inhibition der Tag-DNA-Polymerase

Da das aktive Zentrum sémtlicher DNA-Polymerasen evolutiondr nur wenig Variation
aufweist, lassen sich mit einer PCR mittels Tag-DNA-Polymerase auf einfache Art
Hinweise auf die Fahigkeit der Propolissubstanzen gewinnen, die DNA-Synthese zu
inhibieren. Dazu gibt man die zu untersuchenden Substanz in steigenden Konzentra-
tionen zu PCR-Ansétzen und trennt die PCR-Produkte auf einem Agarosegel auf. Die
Intensitat der Fragmente, die unter dem Einfluss der Propolissubstanzen im Ver-
gleich zu den unbehandelten Kontrollen entstanden sind, gibt dann Aufschluss Uber

die inhibitorische Wirkung der jeweiligen Substanz (Abb. 48).

Polymeraseinhibition mit CZ6

120

100 4

Polymeraseaktivitat in Prozent
B [e2] [e0)
o o o

N
o

*

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Hg/ml

Abbildung 48: Inhibition der Taq-DNA-Polymerase. Die Substanz CZ6 inhibiert die DNA-
Polymerase bei einer Konzentration von 12,50 ug/ml zu beinahe 50 % (reprasentative Darstellung aus
n=3).
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3.4.1.2. Inhibition von Topoisomerase | und Il

Topoisomeraseinhibitoren wie Etoposid und Adriamycin finden breite Anwendung in
der Tumortherapie. Demzufolge ist die Suche nach weiteren Inhibitoren dieser Art
immer noch aktuell in der Entwicklung neuer Zytostatika. Daflir existiert ein standar-
disiertes Assay zur Detektion der Inhibition der Topoisomerasen durch Stoffe. Zur
Untersuchung wurde humane Topoisomerase | oder Il in Anwesenheit der jeweiligen
Substraten (pBR322-Plasmid fir Topoisomerase | und Kinetoplast-DNA fir Topoi-
somerase Il) in Gegenwart steigender Konzentrationen der Wirksubstanzen durchge-
fuhrt. Die Abbildungen 49 und 50 zeigen beispielhaft einen Topoisomeraseinhibition
durch die Substanz CZ6. Bei extrazellularen Untersuchungen wie dem Topoisomera-
se-Assay zeigten Erfahrungen mit den etablierten Topoisomeraseinhibitoren einen
hemmenden Effekt bei Stoffkonzentrationen, die bis zu 200fach héher als die ICso-
Werte in den Zelllinien sind. Unsere Substanzen hingegen zeigen in Relation zu ih-
ren 1Cso-Werten schon bei viel niedrigeren Konzentrationen einen hemmenden Ef-
fekt.

| e S |

-

oL Ll

[—

pBR322 Positiv- Negativ- 6,25 12,5 25 50 100 200 pg/ml
kontrolle kontrolle 5

Abbildung 49: Inhibierung der humanen Topoisomerase | mit Substanz CZ6. Das Plasmid
pBR322 kann in gewundener und in relaxierter Form vorliegen. Die relaxierte Form ist gréBer und
wandert langsamer. Wird das Plasmid durch Topoisomerase | relaxiert, legt es also eine kirzere Stre-
cke im Gel zurlick. Positivkontrolle: Plasmid plus aktive Topoisomerase |; Negativkontrolle: Plasmid +
Topoisomerase | + Topoisomerasehemmer Doxorubicin (5 pg/ml). CZ6 inhibiert Topoisomerase | bei
einer Konzentration von 200 pg/ml fast vollstandig (Gelektrophorese in 1,8-prozentiger Agarose). Re-
prasentative Darstellung aus n=3.
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Abbildung 50: Inhibierung der humanen Topoisomerase Il mit Substanz CZ6. Substrat fir die
Topoisomerase Il ist kDNA, die in nativer Form Konkatemere bildet. Topoisomerase |l 16st die Konka-
temere auf, so dass die kDNA im Agarosegel schneller migrieren kann (siehe Positivkontrolle). Nega-
tivkontrolle: kDNA + Topoisomerase Il + Topoisomerasehemmer Doxorubicin (5 pg/ml). Doxorubicin
verhindert das Einwandern der hochmolekularen kDNA ins Gel. CZ6 inhibiert Topoisomerase |l ab
einer Konzentration von 25 pg/ml (Gelektrophorese in 1,8-prozentigerAgarose). Reprasentative Dar-
stellung aus n=3.

3.4.2. Einfluss der Propolissubstanzen auf die Tubulinpolymerisierung
Tubulinpolymerisationsinhibitoren wie Vinblastin werden in der Tumortherapie als
Tumorwachstumshemmer eingesetzt. Um zu Uberprifen, ob die antitumoral wirksa-
men Propolissubstanzen die Fahigkeit besitzen, die Tubulinpolymerisierung zu inhi-
bieren, wurde ein In-vitro-Tubulipolymerisierungsassay in Gegenwart von 20 pg/ml
der jeweiligen Substanz durchgefihrt. Die eingesetzte Substanzmenge ist ein
Schatzwert und entspricht dem zwei- oder dreifachen der entsprechenden 1Cso-
Werte. Als Inhibitor der Polymerisierung wurde Vinblastin und als Aktivator der Poly-
merisierung Paclitaxel benutzt. Die Substanzen A3-2 und A4-6 aus Bereich A hem-
men die Tubulinpolymerisierung starker als die Kontrollsubstanz Vinblastin, wahrend
die Substanzen aus Bereich C keine Aktivitat aufweisen (Abb. 51 und 52).
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Abbildung 51: Tubulin-Polymerisierungsassay in Gegenwart verschiedener Propolissubstan-
zen aus Bereich A. Es wurden jeweils 20 ug/ml der Substanzen fir den Assay eingesetzt; die Mes-
sung erfolgte alle 5 Minuten Uber eine Stunde hinweg. Paclitaxel (3 uM): Aktivator der Tubulinsynthe-
se; Vinblastin (3 uM): Inhibitor der Tubulinsynthese; H,O als Negativkontrolle. (Reprasentatives Er-

gebnis).
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Abbildung 52: Tubulin-Polymerisierunsassay in Gegenwart verschiedener Propolissubstanzen
aus Bereich C. Es wurde jeweils 20 pg/ml der Substanzen fir den Assay eingesetzt; die Messung
erfolgte mindtlich Ober eine Stunde hinweg. Paclitaxel (3 pM): Aktivator der Tubulinsynthese;
Vinblastin (3 uM): Inhibitor der Tubulinsynthese; H,O als Negativkontrolle. (Repréasentatives Ergebnis).
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3.4.3. Einfluss der Propolissubstanzen auf Expression und Phosphorylie-
rungsstatus von Signaltransduktionselementen

Da die Menge an Substanzen begrenzt war, wurden diese Untersuchungen in erster
Linie an PC3 WT und iCSC durchgeflhrt. In vivo weist die iCSC dieser Prostatakar-
zinomzelllinie im Vergleich zum WT ein deutlich starkeres Metastasierungspotenzial
auf (siehe Abb. 15). Darlber hinaus lieferte diese Zelllinie die niedrigsten ICso-Werte,
was den Verbrauch der Reinsubstanzen minimierte. Vom onkologischen Standpunkt
aus ist die Neuroblastomzelllinie LAN1 ein hoch relevantes System fir die Durch-
musterung der Substanzen, da die hoch Chemotherapie- und Strahlungs-refraktéare
LAN1 iCSC auf mehrere Substanzen aus Areal C im Vergleich zu LAN1 WT sensiti-
ver reagiert. Da aber die 1Cso-Werte des LAN1 WT um ein Vielfaches héher sind als
fir LAN1 iCSC, brauchte man fir die Versuche groBe Mengen der isolierten Rein-
substanzen (siehe Abb. 44 und Tab. 14). Zudem zeigen die Ergebnisse, dass PC3
und LAN1 bei gleichem Metastasierungspotential in vivo unterschiedliche Resis-
tenzmechanismen entwickelt haben, was die Analyse der Wirkmechanismen in bei-
den Zelllinien hochinteressant macht. Auf Proteinebene wurden Schlisselelemente
pro- und antiapoptotischer Wege und Zellzyklus-relevante Signaltransduktionskaska-
den analysiert. Beispielhaft fir diese Analysen zeigt Abbildung 53 den Expressions-
und den Phosphorylierungsstatus von Proteinen des MAK/ERK-Signalwegs.
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Abbildung 53: Einfluss der Substanzen A3-2, A4-6, CZ4-1-2 und CZ4-2 auf die MAK/ERK-
Signaltransduktionskaskade in PC3 WT und iCSC. Hier kann man anhand des Phosphorylie-
rungsstatus des downstream liegenden Erk1/2 beobachten, dass eine Inhibition der MEK1/2 stattge-
funden hat.
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3.4.4. Analyse der Zellzyklusdistribution mittels Durchflusszytometrie

Der Zellzyklus besteht aus zwei Phasen, der Interphase (l) und der Mitose (M). Die
Interphase wiederum ist in die Phasen G1 (Gap 1), S (Synthese) und G2 (Gap 2)
unterteilt. Der Zellzyklus ist einer strengen Kontrolle unterworfen, um eine fehlerfreie
Replikation der Zelle zu gewahrleisten. Zellen, die ihre Teilung eingestellt haben, be-
finden sich quasi auBerhalb des Zellzyklusses, in der GO-Phase. Bei diesen Versu-
chen wurde eine bestimmte Zahl von PC3- und HCT8-Zellen ausgesat. Getestet
wurden Reinsubstanzen, die in genlgend groBen Mengen vorlagen und hoch aktiv
waren. PC3 wurde nach 24 Stunden mit der dreifachen ICso-Menge der Substanz
CZ6 und HCT8 mit Substanz A3-2 inkubiert. Nach 22 Stunden Inkubation wurden die
Zellen mit BrdU behandelt und 2 Stunden spater geerntet. Die Zellen wurden dem
Protokoll entsprechend behandelt und am FC500 gemessen. Nachfolgend werden

die Ergebnisse gezeigt.
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Abbildung 54: Zellzyklusanalyse mit HCT8 WT und A3-2. Dargestellt ist der behandelte WT ge-
geniber dem unbehandelten WT. Die Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten
Zellen sind nicht groB3. Auffallend sind mehr tote Zellen im behandelten WT. Abbildung reprasentativ
fr n=3 Experimente.
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Abbildung 55: Zellzyklusanalyse mit HCT8 iCSC und A3-2. Dargestellt sind die behandelten ge-
genlber den unbehandelten iCSC. Der Einfluss der Reinsubstanz A3-2 auf die iCSC ist enorm. Es tritt

ein G2/M-Zellarrest auf. Abbildung reprasentativ fir n=3 Experimente.
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Abbildung 56: Zellzyklusanalyse mit PC3 WT und CZ6. Dargestellt ist der behandelte gegeniiber
dem unbehandelten WT. Die Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten Zellen sind
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nicht gro3. Auffallend sind mehr tote Zellen im behandelten WT. Abbildung reprasentativ fiir n=3 Ex-
perimente.
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Abbildung 57: Zellzyklusanalyse mit PC3 iCSC und CZ6. Dargestellt sind die behandelten gegen-
tiber den unbehandelten iCSC. Der Einfluss der Reinsubstanz CZ6 auf die iCSC ist gering. Ab-
bildung reprasentativ fur n=3 Experimente.

Der Ubergang von einer Phase zur anderen wird erst dann eingeleitet, wenn die vor-
herige Phase ordnungsgeman abgeschlossen wurde. Wird an einem dieser Kontroll-
punkte (im Englischen Checkpoint) festgestellt, das Fehler vorliegen, tritt entweder
ein Arrest oder Apoptose ein. So gewahrleistet die Zelle eine gesunde und korrekte
Zellteilung. Wie in Abb. 51 zu erkennen ist, tritt ein Zellarrest ein und es findet kein
Ubergang von G2/M nach G1 statt. Die einzelnen Werte der BrdU/PI-Markierung sind
in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 16: Zellzyklusdistribution nach Inkubation mit Reinsubstanz. Aufgelistet sind die fiir die
einzelnen Zelllinien berechneten Mittelwerte und Phasen in Prozent.

Ohne Substanz Mit Substanz
Phase GO G1 G2 M S GO0 G1 G2M S
HCT8 WT 46,66+3,17 | 8,03+1,27 | 36,93+5,83 | 30,33+2,52 | 7,00+3,89 | 31,50+1,55
HCT8 iCSC 49,19+0,71 8,64+0,64 | 38,48+1,07 | 3,96+0,40 | 71,61+4,26 | 19,17+3,76
PC3 WT 71,55+1,99 | 5,33+0,61 16,23+3,13 | 75,30+4,82 | 5,46+0,51 6,41+3,05
PC3iCSC 67,53+3,02 | 8,54+2,21 14,8446,49 | 64,60+1,77 | 14,95+1,92 | 12,90+5,56
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3.4.5. Reslimee der Studien zum Wirkmechanismus

Die Darstellung aller durchgefiihrten Versuche wirde aufgrund der Datenmenge den
Rahmen dieser Dissertation sprengen. Daher sei an dieser Stelle ein Uberblick tiber
die wichtigsten und interessantesten Ergebnisse gegeben, die auf mébgliche Wir-
kungsmechanismen der isolierten Substanzen hinweisen kénnten (Tab. 16). Die Stu-
dien wurden in erster Linie auf RNA- und Proteinexpressionsebene durchgefiihrt. So
wurde auf RNA-Ebene die Zellzyklusmaschinerie untersucht, darunter der Expressi-
onsstatus mehrerer Cycline und CDK. Auf Proteinebene wurden Schliisselelemente
pro- und antiapoptotischer Signaltransduktionskaskaden analysiert. AuBerdem liegen
Ergebnisse zum Expressionsstatus wichtiger replikativer Effektoren wie z.B. Topoi-
somerase |, Topoisomerase Il a/B, Telomerase und PCNA vor.

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Experimente zur Identifizierung des Wirkmechanismus der anti-
tumoral wirksamen Propolissubstanzen
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A4-6 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Positiv

A4-7 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ

A6 Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ

cz4-1-1 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ

cz4-1-2 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ

cza-2 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | |CDK2/6 | |pERK1/2

cza-3 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ
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cz6 | Positiv | Positiv | Positiv | Negativ | Negativ GO/GH
Arrest
c4-2-1 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | schwach _
c4-2-2 | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ | Negativ _
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4. Diskussion

Die Behandlung bésartiger Neoplasien mit Zytostatika ist immer noch einer der wich-
tigsten Bestandteile fast aller Interventionen in der Krebstherapie. Die Entwicklung
einer Chemotherapieresistenz nach zunachst wirksamen Therapieverfahren mittels
aktuell in der Klinik verwendeter antineoplastischer Substanzen ist die Hauptursache
von Rezidiven bzw. Metastasen und der dadurch bedingten hohen Letalitat bei
Krebserkrankungen. Daher sind entweder neue Kombinationen der bekannten Zytos-
tatika oder aber die Entwicklung neuer Substanzen absolut notwendig, um die Hei-
lungsrate und die Lebensqualitat wahrend der Chemotherapie zu verbessern.

Bis vor kurzem wurden Zytostatika entwickelt, die sich unspezifisch gegen alle Zell-
populationen eines Tumors richten. Heutzutage jedoch basiert die Strategie darauf,
Stoffe zu entwickeln, die nicht nur die sich stark teilenden Zellen, sondern auch die
Krebsstammzellen (KSZ) angreifen.

4.1. Relevante Charakteristika des etablierten In-vitro-Screeningsystems

Das von uns etablierte Screeningsystem umfasst ein Panel verschiedener Tumoren-
titdten, die reprasentativ flr die haufigen Tumorarten beim Menschen sind. Darlber
hinaus haben wir auch Tumore aufgenommen, die zwar nicht so haufig, aber wegen
ihrer inharenten hochkomplexen Molekularbiologie kaum therapierbar sind und dem-
zufolge eine schlechte Prognose aufweisen wie z.B. Glioblastom und Neuroblastom.
Jiingere Studien haben gezeigt, dass durch Zytostatikaexposition eine Selektion be-
stimmter Populationen mit Krebsstammzellphanotyp mdglich ist. So konnten Barr et
al. via Cisplatininkubation eine Tumorzellpopulation mit einem hohen Anteil von
Krebsstammzelleigenschaften gewinnen (Barr et al., 2013). Mittels Etoposidinkubati-
on haben wir Tumorzellpopulationen induziert, die den Phanotyp von Krebsstamm-
zellen aufweisen und in Konkordanz mit den Ergebnissen in der Literatur sind. Die
Durchmusterung antineoplastischer Verbindungen basiert auf der Testung der Sub-
stanzen in einem breiten gut charakterisierten Tumorzellpanel. Im Rahmen dieses
Vorhabens wurde eine Vielzahl verschiedener Tumorzellmodellen mit einem hohen
Anteil an KSZ analysiert, um Substanzen mit einem breiten Wirkungsspektrum zu fin-
den.

Wir haben bei jeder induzierten Krebsstammzellentitat, die in dieser Arbeit benutzt
wurde, eine ausflhrliche Charakterisierung auf Krebsstammzelleigenschaften vorge-
nommen. Diese Charakterisierung beinhaltete die Analyse der Zellmorphologie, der
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Wachstumsformen, der Kreuzresistenz gegen verschiedene Zytostatika, Bestrah-
lungsresistenz, die Tumorwachstumskinetik, das Metastasierungspotential und die
Expression von oberflachlichen gewebespezifischen Krebsstammzellmarkern mittels
PCR, Westernblot, ICC und IHC.

Zellmorphologie und Wachstumsformen in den resistenten Entititen

Unter dem Einfluss eines Zytostatikums zeigen Tumorzellen verschiedene transiente
oder permanente morphologische Anderungen. Diese Anderungen sind abhangig
von der jeweiligen Tumorzelllinie, wobei es allgemeine Charakteristika gibt, z.B. Me-
thuosis (schaumartiges Auftreten von Vesikeln im perinukledren Raum; Abb. 7), eine
neuronenartige spindelférmige (Abb. 8) bzw. sphérische Morphologie (Abb. 9) und
Hyperthrophie des Kern- und Zellvolumens (Abb. 10). Die Zellmorphologie und
Wachstumsarten in den KSZ-Populationen nach Zytostatikaexposition sind sehr he-
terogen, wobei Formen wie Synzytien, eine Anordnung der Kerne in Spiralform oder
Plasmodien beobachtet wurden, die nicht in dieser Arbeit aufgefihrt sind, aber paral-
lel dazu von unserer Arbeitsgruppe beschrieben und publiziert wurden (Diaz-Carballo
et al., 2014).

Kreuzresistenz

Die selektierten Populationen weisen eine breite Kreuzresistenz gegenlber zahirei-
chen in der Klinik gebrauchlichen Zytostatika auf. Tabelle 11 und Abb. 11 geben ei-
nen Uberblick dieser permanenten Panresistenz verschiedener iCSC-Subtypen. Ver-
antwortlich fur die Kreuzresistenz ist in erster Linie die Expression von MDR-
Phanotypen, wie z.B. MDR1, eine Membranpumpe, die unspezifisch Xenobiotika aus
der Zelle ausschleust. Die Expression von MDR1 konnte per Dot-Blot-Technik ge-
zeigt werden (Abb. 21). Die Kreuzresistenz und Expression des MDR-Phanotyps ist
charakteristisch flir Stammzellen und KSZ (Reya et al., 2001 und Rosen et al., 2009).

Tumorwachstumskinetik und Metastasierungspotential

Die Tumorwachstumskinetik zeigt im Laufe der Resistenzentwicklung verschiedene
Muster. In den ersten zwei Monaten der Entwicklung ist das Wachstum im Vergleich
zu den WT-Zellen verlangsamt. Abb. 12 zeigt das verlangsamte Wachstum von
iICSC in der Zelllinie LAN1. Dieses Wachstumsverhalten kann man auch anhand der

Differenz in den Tumormassen von iCSC und WT in den Xenograftmodellen beo-

112



Diskussion

bachten (Abb. 13). Weitere unserer induzierten KSZ aus verschiedenen Tumorentita-
ten weisen das gleiche Wachstumsverhalten auf. Es ist bekannt, dass KSZ in eine
Dauerschlafphase eintreten und erst Jahre nach einer ,erfolgreichen“ Behandlung fur
das Auftreten von Rezidiven und Metastasen verantwortlich sind (Weissman et al.,
2005a).

Das Metastasierungspotenzial von Neuroblastommodellen Idsst sich experimentell
nur schlecht nachweisen. Die geeignete Methode daflr beruht auf einem orthotopen
Modell, wo ein kleines Stiick des Tumors an die Glandula suprarenalis einer Maus
angenaht wird. Um dieses Problem zu umgehen, haben wir eine reproduzierbare und
messbare Methode benutzt, wie es in dem Fall von den iCSC in Prostatakarzinomen
gewesen ist. Andere Tumormodelle liefern fir diese Zwecke &hnliche Ergebnisse.
Die iCSC-Zellen bilden in Xenograftmodellen Tumore aus, die sich durch ihre héhere
Zelldichte und Metastasierungspotenzial von den jeweiligen urspriinglichen WT un-
terscheiden (Abb. 14 und 15).

Bestrahlungsresistenz

Fachpublikationen berichten, dass die KSZ neben ihrer Resistenz gegen Zytostatika
auch eine erhdéhte Resistenz gegen ionisierende Strahlung zeigen (z.B. Rosen et al.,
2009). Wir konnten in mehreren Versuchen eine hoch signifikante Bestrahlungsresis-

tenz in verschiedenen induzierten KSZ nachweisen (Abb. 16 und 17).

Phanotypisierung der iCSC-Modelle anhand der Expression spezifischer Krebs-

stammzellmarker

Je nach dem histologischen Ursprung der Tumorentitdten exprimieren die KSZ ein
spezifisches Set an Markern, die nach der aktuellen Literatur einen Krebsstammzell-

phéanotypen definieren.

Jiingere Verdffentlichungen schlagen p75N™" als méglicher Krebsstammzellmarker
verschiedener Tumoren des Gastrointestinaltraktes vor (Huang et al., 2009; Li et al.,
2012). Dagegen ist es bislang ungeklart, ob es in Neuroblastomentitaten eine Relati-
on zwischen der Uberexpression von p75""" und KSZ gibt. In unseren Untersuchun-
gen haben wir festgestellt, dass in den hoch resistenten Subtypen eine Uberexpres-
sion dieses Rezeptors sowohl in vitro als auch im Xenograftmodell nachweisbar ist
(Abb. 19 und 20).
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Etoposid-induzierte LAN1-KSZ weisen eine Reihe wichtiger KSZ-Charakteristika auf,
darunter Chemotherapie- und Bestrahlungsresistenz, Zellheterogenitat und die
Uberexpression des KSZ-Markers c-kit (Abb. 25). In diesem Kontext spricht die
Uberexpression von p75"" " in der Tat dafiir, dass es sich um einen sehr spezifischen
Krebsstammzellmarker fUr diese Tumorentitdt handelt, was in Kongruenz mit den

Studien von Huang und Li stiinde.

Unsere Studie zeigt, dass eine enge Relation zwischen den KSZ-Phanotypen und
der Regulierung verschiedener Zellmarker besteht. Zu den prominenten zahlt die
Membranpumpe MDR1 (Pgp), der Stammzellmarker CD133, die CD44 Varianten 3
und 6, Cyclin B1, der Tumorsupressor p53, das Rezeptorprotein TrkB und die Kinase
p44/42 (ERK1/2). Proteine, die in den meisten Sublinien dereguliert waren, sind der
Transkriptionsfaktor N-Myc, der CDK-Inhibitor p21°*', die Cyline D1 und E sowie die
Achse CXCR4-SDF1a (Abb. 23 bis 24).

Eine ausfuhrliche Untersuchung aller aufgelisteten Proteine und ihrer Implikationen in
der Entstehung von KSZ und Metastasierung war aufgrund der zeitlichen Limitierung
und der Ausrichtung der Arbeit nicht mdéglich. Wir haben uns daher auf jene Protei-
nen konzentriert, die laut Literatur als valide Krebsstammzellmarker gelten kénnen

oder in Prozessen wie Metastasierung und Invasion involviert sind.

CD133 ist ein haufig benutzter Stammzellmarker, wobei jedoch jlingere Studien be-
haupten, dass dieser Marker fir sich alleine nicht optimal flr die Typisierung von
Stammzellen geeignet ist, sondern in Kombination mit anderen KSZ-Markern benutzt

werden sollte (Irollo et al., 2013).

Das multifunktionelle Membranprotein CD44 hat sich als valider Marker flr verschie-
dene Tumore etabliert. CD44 existiert in mehreren Varianten, deren funktionelle Be-
deutung in resistenten Tumorentitaten eine aktuelle Fragestellung der Onkologie ist.
In unseren induzierten KSZ dominiert die Expression der Varianten 3 und 6. Wir
vermuten, dass diese Varianten eine wichtige Rolle in der Entstehung der KSZ und
Metastasierung in Organe spielen, in denen CD44-Liganden stark exprimiert werden,
wie z.B. Osteopontin in Knochen, Lunge, Leber etc. (Abb. 58).
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Abbildung 58: Schematische Darstellung einer CD44"-Zelle und ihrer Metastasierung ins Ziel-
gewebe. Hypothese: Krebsentitdten exprimieren distinkte CD44-Varianten, die eine bestimmte Affini-
tat fir den Liganden Osteopontin zeigen. Osteopontin wird in einer Vielzahl von Gewebetypen ver-
schiedener Metastasierungszielorgane exprimiert.

Eine andere interessante deregulierte Achse ist CXCR4-SDF1a. Auch diese Achse
ist bekanntlich stark im Metastasierungsprozess involviert. Vermutlich induziert
SDF1a eine autokrine Regulation in CXCR4-positiven Zellen. Fehlt diese Regulation,
weil das CXCR4 hoch- und das SDF1a herunterreguliert ist, migrieren die Zellen

Richtung SDF1a-sezernierende Zellen bzw. Gewebe, wie in Abb. 59 darstellt.

Studien haben gezeigt, dass die Uberexpression von CXCR4 in verschiedenen Tu-
morentitaten als ein Stammzellmarker in Betracht kommt und in Invasions- und Me-
tastasierungsprozessen involviert ist (Domanska et al., 2013 & Shi et al., 2014). Es
ist uns gelungen, eine starke Uberexpression des Proteins in unseren iCSC-
Modellen nachzuweisen (Abb. 25 und 26). Einen Zusammenhang zwischen Uberex-
pression dieses Rezeptors und erhdhter Migration bzw. Metastasierung lasst sich im
Prostatakarzinommodell PC3 zeigen (Abb. 15).
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Abbildung 59: Achse CXCR4-Rezeptor und seines Liganden SDF-1a. Schematische Darstellung
des hypothetischen physiologischen Prozesses der Achse CXCR4-SDF-1a, die nach unserer Hypo-
these die mégliche Migration, Invasion bzw. Metastasierung anhand eines Zytokingradient in unseren
resistenten Tumorzellen illustriert.

Zusammenfassend kdénnen wir sagen, dass die von uns etablierten Tumorsubzellli-
nien des In-vitro-Screeningsystems die erforderlichen Eigenschaften von KSZ, die in
der Tabelle aufgelistet sind, erflllen.

Tabelle 18: Krebsstammzelleigenschaften

Krebsstammzellcharakteristika

Verlangsamtes Wachsen in vitro und in vivo

Anderungen in der Zellmorphologie und Wachstumsform

Erhéhte Metastasierung

Resistenz gegenlber Zytostatika

Resistenz gegenlber ionisierender Bestrahlung

Expression mehrerer Krebsstammzellmarker

4.2. Isolierung und ldentifizierung zytotoxischer Substanzen aus Propolis

Kubanische Propolis ist aufgrund ihrer chemischen Komplexitat eine geeignete Quel-
le neuer antitumorale Substanzen. Diese Arbeit beschreibt die chemische Fraktionie-
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rung und ldentifizierung von insgesamt 18 Substanzen, die eine zytotoxische Wir-
kung in verschiedenen Krebsentitadten zeigen. Insbesondere wurden diese Substan-
zen in hoch resistenten induzierten Krebsstammzellen auf ihre Wirksamkeit hin ge-
testet.

Far eine umfangreiche chemische Strukturaufklarung niedermolekularer Verbindun-
gen, die in Propolis vorkommen, braucht man circa 20 mg der Reinsubstanz. Auf-
grund des geringen Anteils mancher Substanzen an der Gesamtmasse war es fir
diese nicht mdglich, eine detaillierte Studie der Strukturisomerie durchzufiihren, da
ein GroBteil der gewonnen Substanzen fiir die biologischen Studien verbraucht wur-
de.

Von den zwdlf strukturell identifizierten Substanzen dominieren in Areal A Flavonoide
und &hnliche Verbindungen, wahrend in Areal B und C fast ausschlieBlich PPAP vor-
kommen, welche fr ihre vielfaltige chemische Architektur bekannt sind.

4.2.1. Aufklarung der Wirkmechanismen der identifizierten Substanzen aus
Areal A

Laxifloran (A3-2)

Diese Verbindung zeigte eine hohe Zytotoxizitdt sowohl in allen getesteten Tumor-

zelllinien als auch in den nicht tumoralen Zelllinien. Besonders sensitiv waren das
Kolorektalkarzinom HCT8 und das Prostatakarzinom PC3 mit [Cso-Werten
(WT/iCSC) von 1,43 £ 0,61 gegeniber 2,67 £ 0,21 ug/ml und 2,02 + 0,40 gegenlber
2,66 + 0,49 pg/ml. Diese Substanz zeigt keine Kreuzresistenz in den Chemotherapie-
refraktaren Krebsentitaten (siehe Tabelle 4).

Laxifloran zeigt in In-vitro-Studien eine starke Inhibition der Tubulinpolymerisierung
bei 20 ug/ml, welches der zehnfachen Menge der ICs entspricht. Dabei ist Laxifloran
noch wirksamer als die Vinblastinkontrolle, die im gleichen Verhaltnis eingesetzt
wurde (Abb. 47). Die Inhibition der Tubulinpolymerisierung durch Laxifloran kénnte
den deutlichen G2/M-Zellarrest in HCT8 iCSC erklaren (Abb. 55), was wohl der
Hauptgrund flr die Zytotoxizitat sein dirfte.

Neuere Forschungsergebnisse berichten Uber die Auswirkungen von Flavonoiden
auf den Tubulinapparat, insbesondere die Hemmung der Tubulinpolymerisierung Da-
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zu gehort das Flavonoid Tamarixetin, welches sowohl die Tubulinpolymerisierung in-
hibiert als auch ein G2/M-Arrest in Leukamiezellen verursacht (Nicolini et al., 2013).
Eine andere Studie konnte mit synthetischen Chalkonen, die eine der Hauptgruppen
der Flavonoide bilden, ebenfalls die Tubulinpolymerisierung in vitro inhibieren und die

Apoptose in Leuk&dmiezellen induzieren (Aryapour et al., 2012).

Aufgrund der hohen zytotoxischen Aktivitat sowohl in parentalen als auch in resisten-
ten Tumorzelllinien mit Stammzelleigenschaften kdnnte Laxifloran ein interessantes

Leitmolekil fir neuartige antineoplastische Pharmaka sein.

Conferol A (A4-6)
Bei der Verbindung A4-6 handelt es sich um das Flavonoid Conferol A, welches &hn-

liche Eigenschaften wie Laxifloran aufweist. Es zeigt starke und spezifische zytotoxi-
sche Effekte in den Zelllinien A549, LAN1, PanC1 und PC3 (Tabelle 14). Im Tubulin-
Polymerisierungsassay zeigt es ebenso wie A3-2 eine sehr starke hemmende Wir-
kung, die das Vinblastin Ubertrifft (Abb. 51).

Sativan (A5-3)

Sativan gehoért innerhalb der Flavonoide zu den Isoflavanen und kommt unter ande-

rem in Veilchengewachsen und Hulsenfriichtlern vor (Yoon JS et al., 2004 und Moon
HI et al., 2006). Bisherige Forschungen mit Sativan bezogen sich nicht auf Krebs;
somit ist diese Arbeit ein erster Schritt, um Sativan als mdgliches Therapeutikum in
der Onkologie zu diskutieren. Sativan zeigte keine Kreuzresistenz und war in den
nicht tumoralen Zelllinien weniger toxisch. Zur Untersuchung der Wirkmechanismen
sind umfangreiche Studien nétig, konnten aber aufgrund der geringen Ausbeute an
Substanz im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefihrt werden.

Medicarpin (A6)
Auch fir das Pterocarpan Medicarpin sind aufgrund der geringen in Propolis enthal-

tenen Mengen keine umfangreichen Studien zum Wirkmechanismus durchgefihrt
worden. Sehr interessant ist allerdings die Tatsache, dass diese Substanz eine star-
ke Wirkung auf iCSC der Glioblastomzelllinie 79HF6 hat. Da Glioblastomatumore im
Allgemeinen nach Chemotherapie hoch resistent sind, wirde Medicarpin eine inte-
ressante Substanz flr die Onkologie darstellen. Aufgrund ihres Zytotoxizi-
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tatspektrums zeigt diese Substanz mit Ausnahme der Kolonkarzinomzelllinie HCT8 in
den verschiedenen Tumorentitdten keine Kreuzresistenz. Vermutlich ist diese Sub-
stanz ein Substrat von MRP, welches in HCT8 iCSC extrem hoch exprimiert wird
(Diaz-Carballo et al., 2008b).

Medicarpin wurde bereits in friiheren Arbeiten in kubanischen Propolissorten nach-
gewiesen. Bislang wurden nur sehr wenige Untersuchungen in Bezug auf die Zytoto-
xizitat des Molekils bei Krebs durchgefiihrt. Die Arbeitsgruppe um Gatouillat testete
Extrakte der Luzerne (Medicago sativa) an parentaler als auch Doxorubicin-
resistenter muriner Leukdmie und erzielten unter anderem mit Medicarpin zytotoxi-
sche Effekte (Gatouillat et al., 2014).

4.2.2. Aufklarung der Wirkmechanismen der identifizierten Substanzen aus
Areal B

7-epi-Nemoroson (B1)

7-epi-Nemoroson, ein PPAP der Klasse A, wurde bereits in einigen Arbeiten auf sei-
ne zytotoxischen und antineoplastischen Eigenschaften untersucht (Diaz-Carballo et
al., 2008a; Diaz-Carballo et al., 2008b und Popolo et al., 2011) und war daher im

Rahmen dieser Arbeit kein Gegenstand weiterer Forschungen.

Retusapurpurin A (RN)

Dieses rétliche Isoflavan eluierte zusammen mit 7-epi-Nemoroson in Areal B. Es
wurde aber nicht weiter untersucht, weil diese Substanz keine Zytotoxizitat in den
gepriften Tumorzelllinien zeigte. Auch in der Literatur finden sich keine Arbeiten mit
Retusapurpurin A in Zusammenhang mit Krebs.

4.2.3. Aufklarung der Wirkmechanismen der identifizierten Substanzen aus
Areal C

Propolon A (C4-2-1)

Propolon A wurde in geringen Mengen aus der Propolisquelle isoliert. Die relevantes-

ten Ergebnisse beschréanken sich auf die spezifische Aktivitat in LAN1 iCSC-
Neuroblastom, wodurch Propolon A ein sehr interessantes Molekul fir die Kinderon-
kologie ist, da diese Tumorentitaten mit Zytostatika nur schlecht zu behandeln sind.
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Allerdings ist diese Substanz in den Chemotherapierefraktéaren Zelllinien MCF7 und
PC3 weniger aktiv.

Bislang gibt es keinen publizierten Studien Uber die Wirksamkeit des Propolons A bei
Krebs.

Bis(2-ethylhexyl)benzen-1,2-dicarboxylat (CZ6)
Bis(2-ethylhexyl)benzen-1,2-dicarboxylat (kurz: DEHP) gehért zu den Phthalsdu-

reestern, wird industriell im groBen MafBstab produziert und als Weichmacher einge-
setzt. Daher kénnte es sich hier vielleicht um eine Kontamination aus einem Plastik-
schlauch der HPLC-Anlage handeln. Doch dagegen sprechen mehrere Punkte: Die
6lige Substanz konnte in groBen Mengen gewonnen werden (170 mg) und kam nur
in einer Fraktion vor (Areal C von PK1 Pool, siehe Abb. 34). Daneben spricht auch
der hohe Standard der HPLC-Anlage gegen minderwertiges Plastik, und zu guter
letzt kommt DEHP auch in natirlichen Quellen vor. Die Gruppe um Katade et al.
konnte es aus den Samen von Sterculia guttata isolieren, die zu der tropischen Gat-
tung der Stinkbaume zahlt (Katabe et al., 2006). Die Gruppe von Moushumi Priya
und Jayachandran haben diese niedermolekulare Substanz aus dem marinen Bakte-
rium Bacillus pumilus isoliert (Moushumi Priya und Jayachandran 2012).

Die zytotoxische Aktivitat in malignen Entitdten wurde bereits in den Arbeiten von
Moushumi Priya und Jayachandran an der Leukamiezelllinie K562 beschrieben. Au-
Berdem stellte die Gruppe von Angelini fest, dass eine Behandlung von Doxorubicin-
resistenten Sarkomzellen mit DEHP die Zellen fir Doxorubicin sensitiver und damit
anfalliger macht (Angelini et al., 2011).

In dieser Arbeit zeigte DEHP in unserem Zellpanel lediglich bei PC3 eine milde Zyto-
toxizitat (8,08 £ 0,50 in PC3 WT gegeniiber 14,23 + 0,93 pg/ml PC3 iCSC), allerdings
mit einer deutlichen Kreuzresistenz (Tabelle 14). Bei den verschiedenen Experimen-
ten zur Aufklarung des Wirkmechanismus konnte in PC3 WT ein leichter Zellzyklus-
arrest bei GO/G1 festgestellt werden, was sich mit den Befunden von Moushumi
Priya und Jayachandran deckt.

Hoch interessant ist die Tatsache, dass diese Verbindung eine starker Inhibitior so-
wohl der DNA-Polymerase (Abb. 48) als auch der Topoisomerasen | und Il (Abb. 49
und 50) ist. Topoisomerasenhemmer sind in der Onkologie keine seltene Medika-
mentenklasse; dazu zahlen Etoposid und Anthrazykline. Durch diese Eigenschaften
ist DEHP ein mdgliche Ausgangssubstanz fir die Generierung neuer Zytostatika.
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4.2.4. Weitere chemisch aufgeklarte PPAP aus Areal C

Folgende PPAP wurden im Rahmen dieser Arbeit isoliert, fir die keine Trivialnamen
in der Literatur zu finden sind und die daher mdglicherweise neue Vertreter dieser
Substanzfamilie darstellen: CZ4-1-1 und die isomeren Verbindungen CZ4-2 und
CZ4-3 (Abb. 47). Aus der Struktur wird ersichtlich, dass CZ-1-1 zwei Isoprenyleinhei-
ten an den Positionen C3 und C7 enthélt und eine zyklische Struktur zwischen den
Positionen C8 und C1 (s. Abb. 3 fiir die Anordnung der C-Atome) aufweist. In den
Strukturen CZ4-2 und CZ4-3 liegen die Isoprenyleinheiten an C1 und C3. Zwischen
C7 und C8 befindet eine zyklische Struktur. Firr diese isomeren Molekile sind keine
Stereoisomeriestudien durchgeflihrt worden; daher kénnen wir nur vermuten, dass
die Anordnung der Isoprenyleinheiten in Relation zur Molekllebene (Endo- und
Exoprojektion) den Unterschied ausmacht, weil die restlichen Ringstrukturen rigide
und wenig beweglich sind. Dies ist auch der Grund, warum die beiden Isomere
chromatografisch aufgetrennt werden konnten.

Die biologische Aktivitat dieser PPAP-Vertreter lasst sich anhand ihrer Zytotoxizitat
analysieren. Im Allgemeinen sind alle drei Verbindungen extrem selektiv in der hoch
resistenten Sublinie LAN1 iCSC, im Vergleich zum parentalen Zelllinie teilweise bis
zu zehnmal aktiver (Tab. 15). Diese spezifische Aktivitat in resistenten Zelllinien Iasst
sich im Mammakarzinom MCF7 und im Pankreaskarzinom PanC1 beobachten, wo-
bei hier es allerdings nur um eine Tendenz handelt. Eine hohe zytotoxische Aktivitat
lasst sich in der Prostatakarzinom PC3 WT und iCSC zeigen.

In PC3 lasst sich zwischen WT und iCSC eine starke Differenzierung in der Expres-
sion und im Phosphorylierungsstatus von c-Raf und ERK1/2 beobachten (Abb. 53),
die in den resistenten Zellen héher exprimiert sind. Die Inkubation der PC3-Zellen mit
der doppelten ICso-Dosis an CZ4-2 fihrt zu einer erheblichen Inhibition dieser
Signaltransduktionkaskade in den Zellen (Abb. 53). Diese Wirkung, die auch bei an-
deren PPAP wie Nemoroson beobachtet wurde (Diaz-Carballo et al, 2012), kdnnte
die zytotoxische Aktivitat der Substanz erklaren.

4.2.4. Weitere nicht chemisch aufgeklarte Substanzen

Initiale Ergebnisse der Strukturaufklarung von CZ4-1-2 und CZ5 zeigen anhand der
gewonnenen NMR-Spektren, dass beide Substanzen zur Klasse der PPAP gehdren.
Endgultige Strukturen lagen zum Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht vor.
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Beide Substanzen zeigen im Allgemeinen keine Kreuzresistenz und eine erhebliche
Wirkung in der resistenten Sublinie LAN1 iCSC, wie es fir die anderen PPAP auch
beobachtet wurde (siehe 4.2.3.).

Die Signaltransduktionselemente Raf, ERK1/2 und MEK1/2 waren in den Zellen nach
einer Behandlung mit der dreifachen 1Cso-Dosis von CZ4-1-2 abgeschaltet. Damit
ahnelt die Wirkung dem bereits oben beschriebenen Mechanismus von CZ4-2 (Abb.
53).
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung von antitumoral wirksamen Substanzen aus ku-
banischer Propolis, die in Tieren eine antitumorale Aktivitat aufweist. Diese Substan-
zen kommen als Kandidaten fir die Entwicklung von Chemotherapeutika in Betracht,
die Chemotherapie-refraktare Krebsstammzellen spezifisch angreifen kénnen. Fir
diese Absicht wurden als biologisches Untersuchungssystem Chemotherapie-
resistente und nicht resistente Zelllinien unterschiedlicher Krebsarten etabliert, wobei
die resistenten Zelllinien eine Reihe von Charakteristika von Krebsstammzellen auf-
weisen. Mit diesem System konnten 18 wirksame Substanzen in Reinform isoliert
werden.

Aufgrund der chemischen Komplexitat der kubanischen Propolisspezies wurde sie in
drei Areale aufgetrennt, wobei in A acht, in B zwei und in C wiederum acht wirksame
Substanzen gefunden worden sind. Areal A enthielt finf Substanzen, deren Struktur
und Namen bereits bekannt sind, dazu eine bisher unbekannte und zwei weitere
Verbindungen, bei denen keine Strukturaufklarung méglich war. Die identifizierten
Substanzen gehéren zu den Flavonoiden, Isoflavonoiden und Chalkonen. In Areal B
wurden Nemoroson und Retusapurpurin A identifiziert. In Areal C sind die allermeis-
ten Verbindungen der Gruppe der PPAP zuzuordnen. Das Areal enthalt die bereits
bekannten Substanzen Propolon A und DEHP, drei bisher unbekannte PPAP, deren
Struktur aufgeklart werden konnte, und drei PPAP-&hnliche Substanzen, von denen
aber keine endgdltigen Strukturen vorliegen.

Molekularbiologische Analysen zur Aufklarung der Wirkmechanismen der isolierten
Verbindungen ergaben, dass Laxifloran und Conferol A aus Areal A starke Tubulin-
polymerisierungshemmer sind. Die Wirkmechanismen der restlichen Substanzen
bleiben offen. Die Wirkmechanismen der Verbindungen aus Areal B sind in der Lite-
ratur gut beschrieben und lagen daher nicht im Fokus dieser Arbeit. In Areal C wurde
DEHP als starker Hemmer der Topoisomerasen | und |l sowie die DNA-Polymerase
identifiziert. Fir zwei PPAP (CZ4-1-2 und CZ4-2) wurde in den Zellen eine Inhibition
der enzymatischen Aktivitat der Signaltransduktionselemente c-Raf, MEK1/2 und
ERK1/2 beobachtet, was ein wichtiger Wirkmechanismus flr diese Substanzen dar-
stellen kdnnte. Fir die restlichen Substanzen konnten bislang keine Wirkmechanis-
men entschlisselt werden.

Ein bedeutsames Ergebnis dieser Arbeit ist die ldentifizierung von neun Verbindun-
gen, die eine deutliche Wirkung in hoch Chemotherapie-refraktaren Krebszellen zei-
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gen. Diese Eigenschaft ist klinisch relevant, weil solche Substanztypen in Patienten
zum Einsatz kommen kdénnten, die eine Resistenz gegen die Standardtherapien ent-
wickelt haben. AuBerdem kdnnten diese Verbindungen als Leitsubstanzen fir die
Entwicklung neuartiger Medikamente benutzt werden.

Die detaillierte Aufklarung der Wirkweise der Substanzen und die Analyse ihrer Ziel-
strukturen sollen zukinftige Forschungsschwerpunkte sein, ebenso wie die Untersu-
chung ihrer akuten und chronischen Toxizitat sowie ihrer antitumorale Aktivitat im

Tiermodell.
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7.3. Abkiirzungen

A. dest.
Abb.
AK
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BrdU
BSA
bzw.
ca.
CHAPS
CD
cDNA
CSC
d.h.
DIG
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DNS
dNTP
DTT
EDTA

ELISA
HPLC
FBS

fw

g

GFP
GTP
HEPES
ICs0

Destilliertes Wasser

Abbildung

Antikorper

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bromodeoxyuridin

engl.: Bovine serum albumin, (Rinderserumalbumin)
beziehungsweise

circa
(3-[(3-Cholamidopropyl)dimethyammonio]-1-Propan-Sulfonat
engl.: Clusters of differentiation

engl.: Complementary DNA

engl.: Cancer stem cell

das heif3t

Digoxigenin

engl.: Dulbeccos modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

engl.: Ethylenedinitrilotetraacetic acid
(Ethylendiamintetraessigsaure)

engl.: Enyzme linked immunosorbent assay

engl.: High performance liquid chromatography
engl.: Fetal Bovine Serum (Fétales Rinderserum)
engl.: Forward (Vorwarts)

Erdbeschleunigung

engl.: Green Fluorescent Protein (Griin fluoreszierendes Protein)
Guanosintriphosphat
4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-Sulfonsaure
engl.: 50% inhibitory concentration (Halbmaximale inhibitorische

Konzentration)
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lgG
kDa
LB-Medium
pl

uM

mg
Min.
ml

mM
mRNA
NaCl
OD
PAGE
PBS

PCR

PFA

RIPA

RNS

rpm.

RT

rv

S

SDS

Strep

Tab
TBE-Puffer
TCA
TE-Puffer
Tris-Puffer
TRP
Tween20
u.a.

uv

Immunglobulin G

Kilodalton

Luria-Bertani-Medium

Mikroliter

Mikromolar

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimolar

engl.: Messenger RNA

Natriumchlorid

optische Dichte

engl.: Polyacrylamid gel electrophoresis

engl.: Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlé-
sung)

engl.: Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Paraformaldehyd

engl.: Radioimmunoprecipitation Assay
Ribonukleinsaure

engl.: rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur
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engl.: Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
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Tabelle

Tris-Borsaure-EDTA-Puffer

engl.: Trichloroacetic acid (Trichloressigsaure)
Tris-EDTA-Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Puffer

engl.: Transient receptor potential
Polyoxyethylenesorbitan 20

unter anderem

Ultraviolett
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(W/V)
(V/V)
°C

zum Teil

Durchmesser

engl.: weight/volume, (Gewicht/Volumen)
engl.: volume/volume, (Volumen/Volumen)

Grad Celsius
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