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| EINLEITUNG, ZIELE, HINTERGRUNDE

|.1 Einleitung und Ziele

Ein methanolisches Extrakt aus Scrophularia lucida L. (Scrophulariaceae) * wurde
im Rahmen einer Testung auf Antitumorwirkung, die unterschiedliche
Scrophularia-Arten einschloss, als am wirksamsten ermittelt. Das Extrakt zeigte
ausgezeichnete Hemmwirkung im CCID-Assay auf die Gap-Bildung in
Lymphendothelzellschichten durch Brustkrebszellen (Giessrigl et.al., 2012).

Auf Grund der Wirkqualitdt wurde an der Universitdt Wien im Rahmen von
Diplomarbeiten eine phytochemische Untersuchung des Extraktes durchgefiihrt.

Hier konnte die Wirkung einiger Fraktionen im CCID-Assay bestétigt werden
(Lewenhofer, 2014; Schweighofer, 2014).
Da eine Fraktion, die hauptsachlich das Flavonoid Hispidulin enthielt, besonders

starke Wirkung zeigte, wurden strukturell ahnliche Flavonoide ausgewdhlt, um
Struktur-Wirkungsbeziehungen in CCID-Assays naher zu erforschen.

Das CCID-Assay oder ,,Chemorepellent induced defects-Assay* vergleicht die
GrolRe der durch Krebszellsphdroide hervorgerufenen Gaps (Locher) im
darunterliegenden Zellrasen aus Endothelzellen unter dem Einfluss der
untersuchten Substanzen. Die Gap-Bildung reprasentiert einen Schritt im
Metastasierungsgeschehen im menschlichen Korper und lasst daher Aussagen zur

Antitumorwirkung einer Substanz zu (Vonach et.al., 2011).

Abbildung 1: Gaps einer Kontrolle ohne Abbildung 2: Gaps nach Behandlung mit 50 uM
Substanzeinfluss Chrysin

1 http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2587278 (aufgerufen am 02.04.2015)


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2587278
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Im Gegensatz zu den Versuchen mit den methanolischen Scrophularia-Extrakten,
in denen nur Brustkrebszellsphéroide verwendet wurden, sollten auch Struktur-
Wirkungsbeziehungen an Kolonkrebszellsphéroiden untersucht werden, da bei
dieser Krebsart eine ausreichende Bioverfiigbarkeit nach peroraler Verabreichung
denkbar ware.
Um maglichst viele Informationen tber die Auswirkungen von Flavonoiden auf die
Metastasierung von verschiedenen Tumoren zu sammeln, wurden mehrere
Versuchsvarianten etabliert.
Da Kolonkrebszellen sowohl ber das Blut- als auch tber das LymphgefaRsystem
streuen kdnnen, wurden 2 Ansatze verfolgt:
1. Eine Kombination aus Kolonkrebszellspharoiden und
LymphgefaRendothelzellen.
2. Eine Kombination aus Kolonkrebszellsphéaroiden und
BlutgefaRendothelzellen.
Im Gegensatz zu den Kolonkrebszellen erfolgt die Metastasierung von Brustkrebs
ausschlieBlich Gber das Lymphgefalisystem, weshalb hier nur ein Versuchsaufbau
gepruft wurde:
1. Eine Kombination aus Brustkrebszellsphéroiden und

LymphgefaRendothelzellen.
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|.2 Allgemeines zu Brustkrebs

Da Brustkrebs bei Frauen zu den haufigsten Krebserkrankungen zahlt, sind sowohl
Préavention und Friherkennung, als auch innovative Therapieformen wichtige
Forschungsgebiete.

Die Ursachen eines Mammakarzinoms werden nach derzeitigem Wissensstand in
sporadische und genetisch determinierte klassifiziert:

+ Kilassische Risikofaktoren fur ein sporadisches Mammakarzinom sind zum
Beispiel ein erhohter Ostrogenspiegel, frilhe Menarche, Nulliparitat, hoheres
Lebensalter und sonstige konstitutionelle Faktoren (Leischner, 2013).

¢ Allerdings entstehen etwa 50% aller Brustkrebsfalle auf Grund
verschiedener genetischer Faktoren, den sogenannten Breast Cancer Genes,
wobei hier ein ganz besonders frilhes Manifestationsalter und die erhéhte
Inzidenz von Ovarialkarzinomen charakteristisch sind.

Leitsymptom fiur das Vorhandensein eines Mammakarzinoms ist prinzipiell ein
tastbarer Knoten im Bereich der weiblichen, selten auch der méannlichen Brust.
Mdogliche Hinweise kénnen zusatzlich noch Veranderungen der Brust wie Grélien-
oder Formveranderungen, Mamillenretraktion, einseitige, besonders blutige
Mamillensekretion, Hauteinziehungen, Mastitis auBerhalb der Stillperiode,
Orangenhaut (= Peau d"Orange, durch gestdrten Lymphabfluss), Brustwarzen-
ekzem, sowie Schwellungen der axillaren oder supraklavikularen Lymphknoten

oder plétzlich auftretende Schmerzen sein (Leischner, 2013).

Nach Manifestation eines soliden Tumors erfolgt die Metastasierung in der Regel
uber das Lymph- und erst wesentlich spater auch Uber das Blutgefalsystem. Da
besonders bei Mammakarzinomen mit einer auferst friihen Tumorstreuung zu
rechnen ist, umfassen die therapeutischen MalRnahmen fiir gewohnlich neben der
lokalen Entfernung des malignen Gewebes auch eine systemische Therapie, die
dem jeweiligen Stadium der Krebserkrankung angepasst wird (Leischner, 2013).
Somit wadre eine Unterbindung beziehungsweise Verlangsamung des
Metastasierungsvorganges von groRem Interesse. Die Rolle von Flavonoiden in
diesem Zusammenhang ist noch unbekannt, wobei die in dieser Arbeit
durchgefihrten Assays erste Einblicke in mégliche Wirkungen liefern sollen.
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|.3 Allgemeines zu Darmkrebs

Bei kolorektalen Karzinomen handelt es sich um epitheliale Neoplasien des Kolons
oder Rektums, die sich weder in ihrer Atiologie noch der Klassifikation
unterscheiden, weshalb sich die Ubergreifende Bezeichnung des kolorektalen
Karzinoms weitestgehend etabliert hat. Diese Tumorform z&hlt zu den hgufigsten
in Europa, wobei keine Geschlechterpréferenz festzustellen ist.

Multifaktorielle Ursachen, wie verschiedene Umwelteinfliisse und eine genetische
Pradisposition konnen ein kolorektales Karzinom hervorrufen. Beim Grof3teil der
Patienten l&sst sich eine adenomattse Verdnderung des epithelialen Gewebes als
Ursprung erkennen, wobei zusatzlich zu diesen genetisch verursachten
Gewebeumbildungen zahlreiche Umweltfaktoren die tats&chliche Manifestation
mitbestimmen.

In diesem Zusammenhang sind in epidemiologischen Studien der ,,westliche
Lebensstil“ beziehungsweise die Lebensumstinde als besondere Risikofaktoren
nachgewiesen und Ursachen wie Ubergewicht, Bewegungsmangel, Alkohol und
Nikotinkonsum und auBerdem ein gesteigerter Konsum von tierischem Fett und
Fleisch als klassische Problembereiche gezeigt worden (Leischner, 2013). In
sozio6konomisch schwachen Landern ist eine pflanzenreichere Erndhrung Usus

und die Haufigkeit von kolorektalen Karzinomen entsprechend niedriger.

Die Ausbreitung der soliden Tumormasse erfolgt primar iber invasives Wachstum
in umliegende Organe wie Blase, Prostata oder Uterus. Eine Metastasierung kann
sowohl lymphogen als auch h&matogen stattfinden, wobei h&ufiger uber
hédmatogene Wege zuerst Leber und Lunge befallen werden. Bei der Therapie
kénnen sowohl kurative als auch palliative Strategien verfolgt werden, je nach
Malignitatsgrad und Metastasierungsstatus. In beiden Fallen ist die operative
Beseitigung des Tumors der wichtigste Schritt, wobei mit einer groRflachigen
Entfernung der betroffenen Darmabschnitte gerechnet werden muss. Bei bereits
diagnostizierter Metastasierung ist neben der systemischen Chemotherapie auch die

Entfernung von Leber- und Lungenmetastasen notwendig (Leischner, 2013).
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Die Tatsache, dass pflanzenreiche Kost die Inzidenz von kolorektalen Karzinomen
zu senken scheint, machte die Testung von Flavonoiden an Kolonkrebszellen
besonders interessant.

Da der Kontakt von Flavonoiden als Hauptinhaltsstoff zahlreicher Pflanzen mit
dem von malignen Neubildungen betroffenem Epithel vielversprechend auch in
Hinsicht auf praventive Wirkungen ist, sollten die Auswirkungen dieser
Substanzgruppe auf Kolonkrebszellen und deren Metastasierungsverhalten

untersucht werden.
|.4 Metastasierung und assoziierte Vorgange

Unter Metastasierung (griech. , metastasis’ = Wegzug) versteht man die
Verschleppung neoplastischer Zellen auf dem Blut- und Lymphweg von einer
Korperstelle an eine andere und ihr An- und Weiterwachsen an entfernter
Lokalisation. Oft gibt von mehreren tausend verschleppten Zellen nur eine Anlass
zur Metastasierung (Erbar, 2002)!

Gerade weil die Metastasierung eines bosartigen Tumors jener entscheidende
Faktor ist, der die Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Patienten deutlich
verringert, steht dieser Vorgang im Zentrum des Interesses. Die Metastasierung
kann grob in zwei Phasen unterteilt werden (Invasions- und Implantationsphase)
und auf 3 verschiedenen Wegen von statten gehen: lymphogen, hd&matogen und
kavitéar/kanalikular.

Invasionsphase

In dieser Phase erlangt der Tumor Zugang zu Blut- oder Lymphkapillaren, was die
Voraussetzung fur eine lymphogene oder hdmatogene Metastasierung ist. Es kann
zur Ablosung einzelner Zellen oder Zellverbande kommen, die dann mit dem Blut-

oder Lymphfluss im Kdérper verschleppt werden.

Implantationsphase

Durch ihre Wachstumsautonomie ist es fir neoplastische Zellen mdglich, an
anderer Stelle wieder anzuwachsen und dort Zweittumore auszubilden.
Eine andere Variante der Metastasierung stellt die Einwanderung in Kérperhohlen

oder préaformierte Gange dar, die kavitdre oder kanalikulare Metastasierung, wobei
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auch hier die Tumormasse in fremde Organsysteme eindringt und dadurch den

Kdrper zusétzlich schwacht.

Lymphogene und hdmatogene Metastasierung werden in CCID-Assays im Rahmen
von in-vitro Experimenten simuliert.

Tumorzellen besitzen an ihrer Oberflache verschiedenste histolytisch wirkende
Enzyme, die das Eindringen in Gefalsysteme im Organismus erméglichen. Vor
allem die lymphogene Metastasierung stellt die haufigste Form der Tumoraussaat
dar. Hierbei entwickelt sich in Folge eines primdren Streuungsvorganges eine
sogenannte Lymphangiosis carcinomatosa, also eine Reihe von Sekundartumoren
entlang der LymphgefaRe und in den Lymphknoten.

Bei der hdmatogenen Metastasierung bleiben Tumorzellen, die sich lber die
Blutbahnen im Korper verteilen, im Kapillarnetz hangen und siedeln sich dort als
Zweittumore an.

Somit kann, unabhéngig davon, ob es sich um lymphogene oder hamatogene
Metastasierung handelt, der wahrscheinliche Ort von Zweittumoren entlang des
Blut- und LymphgeféalRsystems, an engmaschigeren Stellen, vorausgesagt werden
(Erbar, 2002).

Im CCID-Assay wird der Tumorzelleinbruch in Blut- und Lymphgeféale als

dreidimensionales Kokultivierungssystem imitiert.
1.5 Allgemeine Informationen zu Flavonoiden

Chemische Aspekte

Biogenetisch gesehen handelt es sich bei Flavonoiden um Phenylchromanderivate,
die durch eine Kondensationsreaktion eines Phenylpropankdrpers mit einem
Polyketid entstehen. Priméres Produkt dabei sind Chalkone, wobei diese durch eine
weitere Kondensation der Cs Kette mit einer Hydroxylgruppe am Ring A einen
Chromanring (Ring B) ausbilden und so das Flavangrundgerist formieren. Je nach
Oxidationsgrad der C-Atome dieses Chromanrings in Position 2,3 und 4 kdnnen
Flavonoide in weitere Untergruppen unterteilt werden.

+ Flavanone

+ Flavone

+ Flavanonole
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*

Flavonole

*

Flavanole

*

Flavandiole

*

Flavylium-Salze

Flavonoide liegen meistens als glykosidische Verbindungen vor, wobei
Hydroxylgruppen der Ringe A und C alkyliert oder acyliert sein kénnen. Fr die in-
vitro Testungen im Rahmen dieser Arbeit wurden nicht-glykosidische

Verbindungen verwendet.

Medizinische Verwendung

Die Verwendung von Flavonoiden als Arzneistoffe ist durch ihre geringe
Bioverfugbarkeit eingeschréankt. Vor allem der rasche Abbau im menschlichen
Gastrointestinaltrakt stellt ein grof3es Hindernis fur die Anwendung als Arznei dar.
Somit sind die Wirkungen dieser Substanzen in Zellkultursystemen nicht unbedingt
ein Nachweis fir eine in-vivo Aktivitat, da der Metabolismus der Naturstoffe nicht
miteinbezogen werden kann.

Hydrolysierte, lipophilere Metaboliten von Flavonoiden kénnen als Glucuronide
resorbiert werden, weshalb Flavonoide beziehungsweise deren Metaboliten eine
Vielzahl an Wirkungen zugeschrieben werden.

Dazu gehdéren unter anderem eine Lipoxygenasehemmung, was die Entstehung von
entziindungsfordernden Leukotrienen einschrankt, eine Radikalfangereigenschatt,
sowie zahlreiche Interaktionen mit Nukleinsduren, Proteinen, dem menschlichen
Immunsystem und verschiedenen Signaltransduktionswegen, wie zum Beispiel

jenem von NF-«xB (Teuscher et.al, 2012).

Die Tatsache, dass Flavonoide in den meisten pflanzlichen Nahrungsmitteln in
nennenswerten Konzentrationen vorliegen begriindet das rege Interesse an

maoglichen tumorsuppressiven Eigenschaften.
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Il MATERIAL UND METHODEN

[1.1 Materialien

I1.1.1 ZELLLINIEN

I1.1.1.1 Kolonkrebszellen SW620 (CCL-227TM)

Die Kolonkrebszellsphéroide fiir die CCID-Assays wurden aus einer SW620-
Zelllinie (American Type Culture Collection, VA 20110, USA) hergestellt.

Es handelt sich dabei um eine vom Menschen isolierte Zelllinie, die aus einem
Lymphknoten entnommen worden war, nachdem die zu Grunde liegende
Krebserkrankung (Duke’s type C colorectal adenocarcinoma) metastasiert hatte.
Der Spender dieser Zelllinie war ein 51-jahriger Kaukasier mit Blutgruppe A und
positivem Rhesusfaktur.

Diese Kolonkrebszellen kénnen als Epithelzellen klassifiziert werden, die durch
eine Reihe von mutierten Onkogenen, wie zum Beispiel myc+, myb+, ras+, fos+,
sis+, p53+, ihre Zellintegritéat verloren, und so die Krebserkrankung des Spenders
forciert haben.

SW620 war gut kultivierbar und bei der Herstellung der Sphéroide unter den
gewahlten Bedingungen wurden zufriedenstellende Resultate erzielt, obwohl im
Vergleich zu Brustkrebszellen die Spharoide deutlich unregelmaRiger in Form und
GroRe waren. Trotzdem konnte wéhrend den Assays eine ausreichende Gap-

Bildung induziert werden.

Abbildung 3: SW620-Zellen bei Abbildung 4: Sphéaroid nach der Abbildung 5: Sphéaroid nach 4 Tagen
Konfluenz Zentrifugation

2 https:/lwww.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-227.aspx?geo_country=at&slp=1#generalinformation
(aufgerufen am 04.04.2015)


https://www.lgcstandards-atcc.org/products/all/CCL-227.aspx?geo_country=at&slp=1#generalinformation
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11.1.1.2 Brustkrebszellen MCF7

Bei der Herstellung der Brustkrebszellsphéroide waren Zellen der MCF7-Linie in
Verwendung. Die MCF7-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Kari
Alitalo von der Molecular Cancer Biology Research Unit der Universitat Helsinki

zur Verfligung gestellt.

Die Gewinnung erfolgte hier aus einem Pleuralerguss, der durch die Metastasierung
eines Brustadenokarzinoms entstanden war. Die Spenderin litt an einem in den
Milchdriisen lokalisierten Gstrogensensitivem Brustkrebs, der durch Ostrogen-
stimulation insulin-like growth factor binding proteins zur eigenen Wachstums-

stimulation exprimierte.

Auch hier konnten bei der Sphéroidherstellung gute Ergebnisse fiir das 3D-Assay

erzielt werden, weshalb diese Zelllinie fur die Versuchsreihe ausgewahlt wurde.

In Hinsicht auf Flavonoidwirkungen, muss beim Brustkrebs auf die Problematik
der Distribution hingewiesen werden, da Flavonoide nicht unverandert und mit
vollem Wirkpotential nach oraler Applikation bis ins Brustgewebe vordringen
kénnen. Da aber samtliche Tests der Scrophulariaextrakte mit MCF7-Spharoiden
ausgefuhrt worden waren, wurde dieser Versuchsaufbau auch in der vorliegenden
Arbeit mitgefihrt.

Abbildung 6: MCF7-Zellen bei Abbildung 7: Sphéaroid nach der Abbildung 8: Sphéroid nach 3 Tagen
Konfluenz Zentrifugation
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11.1.1.3 Lymphendothelzellen HDLEC (=LEC)

Bei den verwendeten Lymphendothelzellen handelte es sich um aus Kapillar-
gefdllen entnommene Endothelzellen (Promocell, Heidelberg, Deutschland). Im
menschlichen Organismus bilden Lymphendothelzellen eine einzelne Zellschicht
im Inneren von Lymphkapillaren und ermdglichen dort einerseits die Diffusion von
Sauerstoff, Wasser oder Lipiden, hemmen aber andererseits den Durchgang von
Kohlendioxid und Harnstoff, wodurch der Abtransport dieser Toxine im
Lymphfluss forciert wird.?

In der vorliegenden Arbeit wurden sogenannte ,, HDLEC* verwendet, also ,,Primary
Human Dermal Lymphatic Endothelial Cells“, die der Vorhautdermis eines
juvenilen Spenders entnommen worden waren.

Die Zellen wurden nach der Isolierung mit verschiedenen Antikdrpern und der
Telomerase Reverse-Transkriptase stabil transfiziert, um eine einfachere
Handhabung und langere Lebensdauer zu erreichen (Schoppmann et.al., 2004).
Im Zusammenhang mit der Metastasierung einiger Tumorarten kommt den
Lymphendothelzellen eine wichtige Rolle zu. Da Lymphkapillaren nicht tiber eine
durchgéngige Basalmembran verfiigen, sind vor allem die Lymphendothelzellen an
den pathologischen Vorgangen der Tumormetastasierung beteiligt.* Wird durch die
von Tumorzellen produzierten Enzyme eine Migration von LEC forciert, kann eine
Art ,,Durchgangsmoglichkeit™ geschaffen werden und maligne Zellen kénnen in
das Lymphgefalisystem eindringen.

AN A

Abbildung 9: Lymphendothelzellen bei Konfluenz

3 http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/
(aufgerufen am 12.05.2015)
4 http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-

lymphatic-endothelial-cells-hdlec/ (aufgerufen am 12.05.2015)


http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/
http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-lymphatic-endothelial-cells-hdlec/
http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-lymphatic-endothelial-cells-hdlec/

23

I1.1.1.4 Blutendothelzellen HDBEC (=BEC)

Bei den Blutendothelzellen (Promocell, Heidelberg, Deutschland) handelte es sich
um HDBEC also ,,Primary Human Dermal Blood Endothelial Cells*, die aus

Blutkapillargefalien entnommen worden waren.

Auch diese Zellen bilden eine Barriere fiir alle im Blut befindlichen Bestandteile.
Daher wirken sie an vielen verschiedenen physiologischen und pathologischen
Vorgidngen mit°und steuern unter anderem den GefaRtonus, die Kapillar-
permeabilitat, kénnen die Blutgerinnung oder Fibrinolyse ausldsen und werden flr

Studien zu Arteriosklerose, Tumorgenese und Thrombosen eingesetzt.®

Auch diese Zellen wurden der VVorhautdermis eines juvenilen Spenders entnommen

und danach mit Antikorpern und der Telomerase Reverse-Transkriptase transfiziert
(Schoppmann et.al., 2004).

Abbildung 10: Blutendothelzellen bei Konfluenz

5 http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/
(aufgerufen am 12.05.2015)

6 http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-blood-
endothelial-cells-hdbec/ (aufgerufen am 12.05.2015)


http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/
http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-blood-endothelial-cells-hdbec/
http://www.promocell.com/products/human-primary-cells/endothelial-cells-microvascular/human-dermal-blood-endothelial-cells-hdbec/
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11.1.2 UNTERSUCHTE FLAVONOIDE

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Flavonoide im CCID-Assay

getestet. Die Mengenberechnung flr die 100 pL Stammlésungen wurde wie folgt

durchgefuhrt:
c = i 2> m=cx*xV«MW
VMW

m = Masse [mg] ; ¢ = Konzentration [50 mM] ; V = Volumen [100uL] ;
MW = jeweiliges Molekulargewicht

Tabelle 1: Flavonoiddaten

Flavonoid-Daten, Herstellung einer Stocksolution

Strukturformel

Baicalein berechnete Menge tatsachliche DMSO-
CAS: 491-67-8 (mg/100pL) Einwaage (mg) I(\/IpeLr;ge
Sigma-Aldrich (Steinheim,

Deutschland) 1,35 1,38 102,2
Molekulargewicht: 270,241 g/Mol

Galangin 1,35 1,46 108,1

CAS: 548-83-4

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Molekulargewicht: 270,241 g/Mol




Flavonoid-Daten,

Strukturformel

Chrysin
CAS: 480-40-0

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Molekulargewicht: 254,242 g/Mol

Pinocembrin

CAS: 480-39-7

Extrasynthése (Genay, France)
Molekulargewicht: 256,258 g/Mol

HO o @

OH Q

Quercetin
CAS: 117-39-5

Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland)

Molekulargewicht: 302,240 g/Mol

25

Herstellung einer Stocksolution

berechnete Menge tatsachliche DMSO-
(mg/100uL) Einwaage (mg) Menge
(HL)
1,27 1,58 1244
1,28 1,32 103,1
1,51 1,56 103,3
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Flavonoid-Daten, Herstellung einer Stocksolution

Strukturformel

Luteolin berechnete Menge  tatséchliche DMSO-
CAS: 491-70-3 (mg/100uL) Einwaage (mg) Menge (uL)
Extrasynthése (Genay, France) 1,43 1,48 103,5

Molekulargewicht:
286,241 g/Mol

Eriodictyol 1,44 1,34 93,1
CAS: 4049-38-1
Extrasynthése (Genay, France)

Molekulargewicht:
288,257 g/Mol

OH

oH

HO o}

OH o}

11.1.3 KULTIVIERUNGSMEDIEN UND SUBSTANZEN

I1.1.3.1 Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)

Bei DPBS (lifeTechnologies, Carlsbad, USA) handelt es sich um eine gepufferte

Salzlésung (pH 7,0 - 7,3), die ohne anorganische Calcium- oder Magnesiumsalze

beziehungsweise Indikatoren wie Phenolrot fir verschiedene Waschschritte

wéhrend den Assays benutzt wurde: einerseits zur Reinigung der Lymph- oder

Blutendothelzellen, andererseits um Medien- und Carboxymethylcellulose-

Riickstande von den Spharoiden abzutrennen.


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
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Auch bei der Zellkultivierung stellte DPBS eine gute Maglichkeit zur Zellreinigung

vor Split-Vorgéangen und zur Entfernung von Medienresten dar.’
11.1.3.2 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium

Dieses Medium wurde ursprunglich zur Kultivierung von Leukamiezellen
entwickelt, in weiterer Folge dann aber auch zur Aufbewahrung und Ziichtung
zahlreicher anderer Zellen verwendet. Fir die Versuchsreihen mit SW620-Zellen
wurde dieses Medium, von der Firma lifeTechnologies (Carlsbad, USA) mit L-

Glutamin, dem Puffer ,, HEPES* und dem Indikator Phenolrot ausgewahlt.

RPMI enthélt im Gegensatz zu anderen Standardmedien, wie ,,Eagle’s Minimal
Essential Medium* oder ,,Dulbecco’s Modified Eagle Medium“ Vitamin Bip,
Biotin, Paraaminobenzoesdure, Inositol und Cholin.

Bei allen Experimenten wurden RPMI vor der Verwendung 10 % FBS und 1 %

PenStrep zugesetzt.
11.1.3.3 TrypLE TM Express (Trypsin)

Bei dem verwendeten Trypsin (lifeTechnologies, Carlsbad, USA) handelt es sich
um ein animal origin free Produkt, welches auf rekombinantem Weg produziert
wird und eine besonders hohe Reinheit aufweist. Das Enzym wird im Allgemeinen
zur Ablésung adhdrenter Zellsysteme vom Boden der Kultivierungsflaschen
verwendet, wobei die Peptidbindungen an den C-terminalen Enden von Lysinen
und Argininen gespalten werden.

Das rekombinante Produkt weist eine hohe Spezifitat auf und verringert Schaden
an den abzulésenden Zellen, die durch etwaige Verunreinigungen mit anderen
Enzymen bei tierischen Produkten entstehen kdnnten. AuBRerdem war eine
Hemmung dieses Enzyms schon durch die Verdinnung mit entsprechenden
Medien, und nicht alleine durch fetales K&lberserum herbeizufiihren, was die

Handhabung wesentlich erleichterte. &

7 https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/14190094 (aufgerufen, am 14.04.2015)
8 https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/12604013, (aufgerufen, am 27.04.2015)


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/14190094
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/12604013
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I1.1.3.4 Endothelial Cell Growth MediumR (EGM)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die EGM™-2 MV SingleQuots™.-
Variante (Lonza, Basel, Schweiz) dieses Kultivierungsmediums verwendet. ES
enthalt neben dem Basalmedium zahlreiche Wachstumsfaktoren, Zytokine und
andere Zusitze®, wie human Epidermal Growth Factor [NEGF], Vascular Endo-
thelial Growth Factor [VEGF], R3-Insulinlike Growth Factor-1 [R3-IGF-1],
Ascorbic Acid, Hydrocortisone, human Fibroblast Growth Factor-Beta [hnFGF-4/,
Fetal Bovine Serum [FBS], und Gentamicin/Amphotericin-B [GA]*.

Neben der Verwendung als Kultivierungsmedium fir BEC und LEC in den
Kultivierungsflaschen, kam EGM auch wahrend den Assays als Tragermedium fir
den CellTracker und zur Verdinnung bei der Herstellung der benétigten

Flavonoidkonzentrationen zum Einsatz.
[1.1.3.5 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM (lifeTechnologies, Carlsbad, USA) wurde wahrend der Herstellung der
Spharoide als Basalmedium und Losungsmittel fir die zugesetzte
Carboxymethylcellulose verwendet.

Dieses Medium ist haufig als Basalmedium in Verwendung, da es dank seiner
Zusammensetzung das Wachstum zahlreicher S&ugetierzellen ermdoglicht.

Mit einer 5 %-L6sung von FBS in DMEM konnte das Spharoidwachstum optimal
unterstutzt werden. Daher wurde dieses Gemisch als Standardformulierung zur

Spharoidherstellung aus Kolonkrebszellen verwendet.!
I1.1.3.6 Minimal essential Medium (MEM)

Dieses Medium wurde freundlicherweise von Frau Nicole Huttary (Department fir
klinische Pathologie der Medizinischen Universitat Wien) zur Verfigung gestellt.
Es war mit 10 % FBS, 1 % PenStrep, 1 % NEAA (non essential amino acids) und

9 http://www.lonza.com/products-services/bio-research/primary-cells/human-cells-and-media/endothelial-cells-
and-media/endothelial-cell-growth-media-kits.aspx (aufgerufen am 05.05.2015)

10 http://bio.lonza.com/uploads/tx_mwaxmarketingmaterial/Lonza_ManualsProductinstructions_
Instructions__Technical_Info_-_Endothelial_Cell_Systems.pdf (aufgerufen am 05.05.2015)

11 https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/21969035?ICID=search-21969035
(aufgerufen am 27.04.2015)


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
http://www.lonza.com/products-services/bio-research/primary-cells/human-cells-and-media/endothelial-cells-and-media/endothelial-cell-growth-media-kits.aspx
http://www.lonza.com/products-services/bio-research/primary-cells/human-cells-and-media/endothelial-cells-and-media/endothelial-cell-growth-media-kits.aspx
http://bio.lonza.com/uploads/tx_mwaxmarketingmaterial/Lonza_ManualsProductInstructions_%20Instructions__Technical_Info_-_Endothelial_Cell_Systems.pdf
http://bio.lonza.com/uploads/tx_mwaxmarketingmaterial/Lonza_ManualsProductInstructions_%20Instructions__Technical_Info_-_Endothelial_Cell_Systems.pdf
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/21969035?ICID=search-21969035
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150 pg/ml Hygromycin B supplementiert und kam ausschlielich bei der
Kultivierung und der Herstellung der MCF7-Spharoide zur Anwendung.

11.1.3.7 Fetales bovines Serum (FBS)

In der vorliegenden Arbeit wurde hitzeinaktiviertes Serum (lifeTechnologies,
Carlsbad, USA) verwendet, das von der Herstellerfirma fur 30 Minuten bei 56 °C
unter standiger Homogenisierung erwarmt wird, um unerwiinschte Begleitstoffe zu

entfernen. 2
11.1.3.8 Carboxymethylcellulose — Natrium

Die Carboxymethylcellulose (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde als
1,6 %ige LOosung in DMEM hergestellt, wobei das Pulver in 60 °C heilem Medium
geldst, mit kaltem DMEM vermengt und bei 5000 g fur 2 Stunden zentrifugiert
wurde.

Diese 1,6 %ige LOsung wurde mit FBS-haltigem DMEM oder MEM fur die
Spharoidherstellung weiter verdiinnt, um eine Endkonzentration von 0,3 %
Carboxymethylcellulose im Kulturmedium zu erhalten, das dann zur

Spharoidherstellung verwendet werden konnte.
11.1.3.9 Penicillin, Streptomycin (PenStrep)

Da eine Kontamination von Zellkulturen unter allen Umstanden verhindert werden
muss, ist der Einsatz von Antibiotika unumgénglich. Die Kombination aus
Penicillin und Streptomycin (1+1; lifeTechnologies, Carlsbad, USA) bildet die
optimale Grundlage zur Bekampfung von grampositiven und gramnegativen

Bakterien.

Penicillin wirkt (ber eine Hemmung der Transpeptidase, wodurch die
Peptidoglykan-Synthese unterbrochen und damit der Zellwandaufbau von

Bakterien verhindert wird.

12 https:/itools.lifetechnologies.com/content/sfs/brochures/B-12637-r1_EU_0804_FBS.pdf
(aufgerufen am 18.05.2015)


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/brochures/B-12637-r1_EU_0804_FBS.pdf
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Streptomycin wirkt tber die Inhibierung der ribosomalen 30S-Untereinheit und
unterdriickt damit Gber ein komplexes Wirkungssystem die Proteinbiosynthese in

den Bakterien (Mutschler et.al., 2013).

PenStrep wurde allen Basalmedien zugesetzt, wobei jeweils eine Endkonzentration

von 1 % die Wirksamkeit der Antibiotika gewéhrleistete.
I1.1.3.10 Non-essential amino acids (NEAA)

Nicht essentielle Aminosduren wurden ausschlielich MEM (Minimal Essential
Medium)-Medium mit einer Endkonzentration von 1% zugesetzt, um die
Wachstumsgeschwindigkeit und Vitalitit der MCF7 Zellen zu verbessern.*® Die
NEAA-L6sung (lifeTechnologies, Carlsbad, USA) enthielt:

¢ Glycin

¢ L-Alanin

+ L-Asparagin

+ L-Asparaginsaure

¢ L-Glutaminsdure

¢ L-Prolin

¢ L-Serin'
11.1.3.11 Hygromycin B

Hygromycin B (Bohringer Ingelheim, Wien, Osterreich) gehort zur Gruppe der
Aminoglykosidantibiotika, die irreversibel an die 16S-Untereinheit der 30S-
Ribosomen binden, um dort durch den Einbau von falschen Aminosauren die
Bildung von Nonsense-Proteinen zu induzieren. Dadurch wird die Membran-
struktur von nicht resistenten Bakterien zerstort, was den Zelltod herbeifiihrt
(Mutschler et.al., 2013). Aminoglykosidantibiotika zeigen vor allem gegen
gramnegative Bakterien starke Wirkung und verhindern somit eine Kontamination

der MCF-Zellen mit solchen Keimen. Zusatzlich wurde Hygromycin auch dazu

13 https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11140050 (aufgerufen, am 30.05.15)
14 http://www.lifetechnologies.com/at/en/home/technical-resources/media-formulation.165.html
(aufgerufen am 30.05.15)


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/11140050
http://www.lifetechnologies.com/at/en/home/technical-resources/media-formulation.165.html
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verwendet, in den VEGF-C-transfizierten MCF7 Zellen, den Selektionsdruck

aufrecht zu erhalten.
11.1.3.12 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dimethylsulfoxid [CAS: 506008 ** (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)]
wurde in den Versuchsreihen einerseits als Losungsmittel fur die getesteten
Flavonoide und andererseits als Frostschutzmittel wéhrend der Kryokonservierung

verwendet.
11.1.3.13 CellTracker™ Green CMFDA

CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) [CAS-
Number: 136832-63-8 (lifeTechnologies, Carlsbad, USA)] wurde fur die Farbung
der Endothelzellen wahrend der Assays verwendet.

Der grine Farbstoff zeichnete sich durch seine leichte Handhabbarkeit, geringe
Toxizitat und schnelle Wirkung aus. In den Versuchsreichen wurden 0,2 pL einer
Verdunnung von 1:5000 in DMSO pro ml EGM-Medium zugesetzt und die Zellen

damit fiir ca. 1 h inkubiert.

Der CellTracker passiert wéhrend der Inkubationszeit die Endothelzellwéande,
wobei intrazellular verschiedene Metaboliten gebildet werden, die die Membran
nicht mehr passieren kénnen und im Inneren der Zellen eingeschlossen bleiben.
Damit kann die intrazelluldre Fluoreszenz zur Detektion verwendet werden. Der
Farbstoff verbleibt in den Mutterzellen und kann an Tochterzellen weitergegeben

werden, sollte es wahrend den Assays zu Zellteilungen kommen.®

11.1.4 GERATE UND TECHNISCHE AUSRUSTUNG

Der CO»-Inkubator (CytopermTM 2 CO: Inkubator, Thermo scientific, Waltham
USA) wurde bei 37°C, 95% rH und 5% CO, verwendet, was optimale

Bedingungen in der Zellkultur fiir das Wachstum samtlicher Zelllinien schuf. 1/

15 https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do?performed=true&action=restore
(aufgerufen am 18.05.2015)

16 https://www.lifetechnologies.com/at/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-
spectraviewer.htm|?ICID=svtool&UID=27610ld_2 (aufgerufen am 19.05.2015)

17 http://www.thermoscientific.de/product/cytoperm-2-co-sub-2-sub-gassed-incubator.html (26.05.2015)


https://www.google.at/search?es_sm=119&q=carlsbad+kalifornien&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSqO31i_nTn83iWDzg-KZmez447Mnm0AAMj3eFNhAAAA&sa=X&ved=0CIgBEJsTKAEwEWoVChMIhtuIsqmpxwIVAQOSCh1iFQIM
https://www.reaxys.com/reaxys/secured/paging.do?performed=true&action=restore
https://www.lifetechnologies.com/at/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=2761old_2
https://www.lifetechnologies.com/at/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html?ICID=svtool&UID=2761old_2
http://www.thermoscientific.de/product/cytoperm-2-co-sub-2-sub-gassed-incubator.html
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Die Laminar Air Flow-Werkbank NordicSafeR Low Noise, Class Il Micro-
biological Safety Cabinets (Ehret, Tulln, Osterreich) mit 2-ULPA-Filter-System
wurde wéhrend der Forschungsarbeit mit 0,44 m/s Zuluft- und 0,31 m/s
Abluftgeschwindigkeit betrieben und wéhrend der Ruhezeiten flr eine Stunde mit
UV-Licht zur Oberflachen- und Luftdesinfektion bestrahlt.

11.1.4.1 Mikroskop Axiovert 35 mit integrierter Kamera

Zur Kontrolle von Wachstum, Vitalitdt und Gap-Bildung wahrend der CCID-
Assays und der Kultivierung wurde ein inverses Mikroskop mit integrierter Kamera
(AxioCam MRc5, ZEISS) verwendet und mit der Zen Imaging Software gesteuert.
Um die mit CellTracker markierten Zellen detektieren zu kénnen, wurden FITC-
Filter eingesetzt. Mit Hilfe der Software konnten Fotos Ubereinandergelegt werden.
In Bildebene 1 befand sich das mit Hilfe des FITC-Filters aufgenommene und in
Bildebene 2 das ohne Filter festgehaltene Bild.

Bildebene 1 (FITC) Bildebene 2 (kein Filter) Kombination

Abbildung 11: Zellfluoreszenz ohne Abbildung 12: Schwarzweil- Abbildung 13: Kombination beider

schwarzweil-Bildebene Bildebene ohne Fluoreszenzfilter Bildebenen

Somit konnten Sphéroide, Zellrasen und Gaps in einem Bild dargestellt, vermessen

und interpretiert werden.
11.1.4.2 Verbrauchsmaterialien der Zellkultur

Alle Zellen wurden in Plastikflaschen passagiert beziehungsweise in
Plastikwellplatten zu Sphéroiden oder Zellrasen geziichtet. Die Flaschen zur
Kultivierung (Thermo scientific, Waltham, USA) wurden in den GréRen 25 cm?

und 75 cm? mit Nennvolumina von 5 ml und 10 ml verwendet. Die Pipetten
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(Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) fassten jeweils 5 ml oder 10 ml und wurden
mit der accu-jetR pro-Pipettierhilfe (BrandTech® Scientific, Essex, UK) bedient.

96-Wellplatten mit U-férmigem Boden (Thermo scientific, Waltham USA) kamen
bei der Spharoidherstellung, 24-Wellplatten mit kantigem Boden (Thermo

scientific, Waltham USA) wéhrend der Assays zum Einsatz.

1.2 Methoden

11.2.1 KULTIVIERUNG DER ZELLEN

I1.2.1.1 Passagierung

Die Passagierung der Zellen erfolgte in Kulturflaschen von 25 cm? und 75 cm? fiir
5ml und 10 ml Medium. Die Subkultivierung der einzelnen Zelllinien (SW620,
MCF7, BEC, LEC) erfolgte bei vollkommener Konfluenz.

Konfluenz kann bei aneinander haftenden Zellen (BEC, LEC) daran erkannt
werden, dass der Zellrasen den Boden der Kulturflasche zur Génze bedeckt. Bei
Tumorzellen ware Wachstum auch bei Konfluenz noch mdglich, da nicht der
gesamte Flaschenboden mit Zellen bedeckt wird (Gstraunthaler et.al., 2013).

Somit verlangte die Bestimmung eines konfluenten Zustandes bei Tumorzellen
wesentlich mehr Erfahrung und bessere Kenntnisse der Wachstumseigenschaften

als bei den Endothelzellen.

Um die Zellen zu passagieren, wurden sie nach Entfernung des an Nahrstoffen
verarmten Kulturmediums zuerst mit Trypsin vom Boden der Kulturflaschen
abgetrennt, bevor die Trypsinaktivitdt mit einem FBS-haltigen Kulturmedium
gestoppt wurde.

Die Zellsuspension wurde in ein verschlie3bares Plastikvial eingebracht und fur 3
min. bei 1000 rpm zentrifugiert. Nach der Resuspension des Zellpellets erfolgte der
Transfer in das Kulturgefal3, das mit entsprechendem Medium aufgefullt worden

war.



34

+ Fur 5 ml Zellsuspension der SW620-Tumorzelllinie wurde eine Verdiinnung
von 1:10 eingesetzt, wobei mit vollkommener Konfluenz nach maximal 5
Tagen zu rechnen war.

¢ Fur MCF7-Tumorzellen war ein maximales Verdinnungsverhéltnis von 1:5
einzusetzen, wobei die Zellen auch innerhalb von 5 Tagen konfluent waren.

¢ Da bei Blut- und Lymphendothelzellen Zell-Zell-Kontakte fur ein
ausreichendes Wachstum unbedingt notwendig waren, lag der
hdchstmagliche Verdunnungsgrad bei 1:4. Dann war nach etwa 4 Tagen ein
dichter Zellrasen vorhanden, wobei oft mehrere Medienwechsel
beziehungsweise partielle Medienwechsel notwendig waren, um die volle

Wachstumskapazitat der Zellen ausschépfen zu kdnnen.
11.2.1.2 Medienwechsel

Da es sich bei der durchgefihrten Zellkultivierung um eine statische Kultur (batch
culture) handelte, mussten die Zellen kontrolliert werden, um ein Absterben durch
den Verbrauch der N&hrstoffe zu verhindern.

Wenn bei noch nicht erreichter Konfluenz eine zunehmende Wachstumsstagnation
oder morphologische Veranderungen der Zellen beobachtet wurden, erfolgte ein
Medienwechsel.

Vollkommene Medienwechsel, bei denen das gesamte alte Kulturmedium entfernt
und Waschvorgdange mit DPBS durchgefiihrt werden, sind nicht immer
empfehlenswert, da die Zellen groRen Milieuschwankungen ausgesetzt sind

(Gstraunthaler et.al., 2013).
Ein kompletter Medienwechsel bei frisch aufgetauten Zellen ist durchaus angezeigt,

da eventuell toxische Riickstdande von DMSO innerhalb von 24 h entfernt werden

sollten.

Ein partieller Medienwechsel ist fiir die Zellen schonender. Hierfiir wird den Zellen
etwa die Halfte oder ein Drittel des alten Mediums entzogen und die Kulturflaschen
mit frischem Medium wieder auf das Nennvolumen aufgefillt. So wird eine

langsame Erh6éhung der Nahrstoffkonzentration erreicht (Gstraunthaler
et.al., 2013).
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11.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Konservierung

Da alle Zellarten, die wahrend eines Kultivierungszyklus durch fortwéhrende
Passagierung am Leben erhalten werden, friher oder spater ihr Wachstum
einstellen oder absterben, ist es notwendig, Zellen mit niedriger Passagenzahl zu
konservieren.

Fur eine erfolgreiche Kryokonservierung mussten die Zellen vom Substrat geldst
und zentrifugiert werden. Das Zellpellet wurde in 900 puL FBS resuspendiert und
mit 100 pL DMSO in einem Kryotube zum Vorfrieren auf Eis gelegt, wobei DMSO
als Frostschutzmittel diente. DMSO ist ein penetrierendes Cryo Protective Agent,
dringt ins Zellinnere ein und verhindert so die Eisbildung innerhalb der Zelle. FBS
im Konservierungsmedium bedingt, dass den Zellen wahrend des Auftauvorganges
ausreichend Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren zur Verfligung stehen. Nach dem
Vorfrieren des Kryotubes wurde das Gefal bei -80°C tiefgefroren. Diese Methode
der Kryokonservierung ermdglichte jederzeit die Wiederverwendung von Zellen
einer bestimmten Passage, weil die Zellen in den meisten Féllen ein identisches

Wachstumsverhalten zeigten wie vor dem Einfrieren (Hennes et.al., 2015).

Auftauen der Zellsuspension

Beim Auftauen der kryokonservierten Zellen ist eine langsame Anhebung der
Temperatur essentiell (Hennes et.al., 2015). Deshalb wurde die Zellsuspension
nach der Entnahme aus dem Gefrierschrank auf Eis gelegt und dort fir mindestens
15 min. belassen.

Danach wurde die gefrorene Zellsuspension in den Handen angewédrmt. Die
Zellsuspension wurde mit Kulturmedium verdinnt und sofort fir 3 min. bei
1000 rpm zentrifugiert. Das Zellkonglomerat wurde je nach gewinschtem
Verdunnungsgrad in einer entsprechenden Menge Kulturmedium resuspendiert und
in eine frische Kultivierungsflasche uberfuhrt, die mit einer ausreichenden Menge
an Medium beftillt worden war. Nach dem Erwarmen der Zellen musste moglichst
schnell gearbeitet werden, um die Kontaktzeit zwischen Zellen und DMSO kurz zu

halten und zelltoxische Wirkungen von DMSO zu vermeiden. Waren die Zellen in
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den Kulturflaschen nach mehrstlndiger Inkubation adhé&riert, musste ein kompletter
Medienwechsel durchgefiihrt werden, um etwaige Rickstdnde von DMSO zu

entfernen.
11.2.2 HERSTELLUNG EINES MONOLAYERS

11.2.2.1 Konfluenz als Voraussetzung fiir ein optimales Ergebnis

Da in der vorliegenden Arbeit ausschliellich mit transfizierten,
telomeraseimmortalisierten Endothelzellen gearbeitet wurde, konnte deren
,Normalzustand® iiber einen wesentlich lingeren Zeitraum aufrechterhalten
werden als bei anderen Zellarten. Sowohl Wachstum als auch Vitalitat waren tber
Wochen konstant, wobei in relativ kurzen Zeitabstdnden mit vollkommener
Konfluenz gerechnet werden konnte (Schoppmann et.al., 2004). Bei 100 %iger

Konfluenz konnte ein optimales Monolayer-Ergebnis erzielt werden.

Die Schritte der Monolayerherstellung entsprachen jenen der Subkultivierung
(siehe Kap. 11.2.1.1): Trypsinisierung, Enzymstopp, Zentrifugation, Resuspension
des Zellpellets, Verdunnung je nach erforderlicher Wachstumszeit.

Die so produzierte Zellsuspension wurde entweder zur weiteren Passagierung der
Zellen in die Kulturflasche tberfihrt, oder fur die Herstellung eines Monolayers in

einer 24-Well-Platte weiter verdunnt.
11.2.2.2 Wahl des Splitverhéltnisses und weitere wichtige Parameter

Fir den Versuchsaufbau waren jeweils 4 mal 3 Wells einer 24-Well-Platte mit
einem Zellrasen zu versehen, da neben der Kontrolle (10 pM DMSO) jeweils drei
verschiedene Konzentrationen jedes Flavonoids (siehe Kap. 11.1.2) getestet wurden.
Das maximale Fullvolumen der Wells lag bei 1 mL und mit einer Verdiinnung der
Zellsuspension von 1:3 wurde am darauffolgenden Tag die Konfluenz der
Endothelzellen in den Wells erreicht.

Die Wells mussten vor dem Befullen mit jeweils 1 mL DPBS gut gesplilt werden,
wodurch die Benetzungsféhigkeit des Polystyrolbodens verbessert werden konnte
und dadurch Adhésions- und Wachstumsvorgange gefordert wurden. Die
Zellsuspension wurde mit einer 1000 pL-Kolbenhubpipette in die Wells pipettiert,
wobei die Flussigkeit langsam, moglichst mittig appliziert werden musste.
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Sofort nach der Aussaat wurde die Platte vorsichtig in den Inkubator gebracht und
nach ca. 1 h langsam kreisférmig geschwenkt, um noch nicht abgesunkene Zellen

gleichméRig im Well zu verteilen.

11.2.3 SPHAROIDHERSTELLUNG

11.2.3.1 Sphéroidbildung (Allgemeines und Methodik)

Die Herstellung von Sphéroiden ist eine Standardmethode in dreidimensionalen
Kokultivierungssystemen, die benutzt werden kann, um das Metastasierungs-
verhalten von Kleinsttumoren mdglichst naturgetreu nachzuvollziehen und zu

untersuchen.

Diese Kleinsttumore représentieren jene Sauerstoff- und N&hrstoff-unterversorgten
Anteile eines soliden Tumors, die auf Grund der unginstigen
Umgebungsbedingungen ihren Primértumor verlassen und Uber das Blut-
beziehungsweise Lymphsystem abwandern, um an Stellen mit besserer Sauerstoff-
und Né&hrstoffversorgung wieder anzuwachsen.

Es gibt zahlreiche Methoden, mit denen Sphéroide hergestellt werden kénnen, die
bestimmte Eigenschaften aufweisen missen, um im Zellmodell untersucht werden
zu konnen. Dazu zahlen eine hohe Stabilitat, eine ann&hrend sphérische Form und
eine optimale GroRe, da die Zell-Zellhaftung bei zu kleinen Sphé&roiden
unzureichend sein kann und es bei zu grofRen Sphéroiden auf Grund der

Né&hrstoffknappheit im Inneren zur Nekrotisierung kommen kann.
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Die verschiedenen Methoden der Sphéaroidherstellung:

Bei der Herstellung mussen die Zellen, um eine kugelférmige Struktur annehmen
zu konnen, daran gehindert werden sich am Substrat anzulagern.

¢ Spinner-Methode: Die Zellen werden kontinuierlich bewegt und haben keine
Maoglichkeit mit dem Substrat in Kontakt zu treten.

+ Hanging-Drop-Methode: Bei dieser Variante wird eine vordefinierte Zellzahl
im Kulturmedium als Tropfen an einer daftr konstruierten Apparatur
befestigt. Da kein Substrat vorhanden ist, an dem die Zellen adhé&rieren
konnten, wird automatisch eine Sphéroidbildung erreicht.

+ Liquid-Overlay-Methode: Durch antiadhésiv wirksame Substanzen, wie zum
Beispiel Agar oder Cellulose wird ein Anhaften der Zellen am Substrat
verhindert (Nagelkerke et.al., 2013).

+ Carboxymethylcellulose-Methode: Dem Medium wird Carboxymethyl-
cellulose zugefiigt, um eine héhere Viskositat zu erreichen, was die Zellen an
der Sedimentation hindert (Metzger et.al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Carboxymethylcellulose-Methode als einfach
durchzufuhrende und kostengunstige Technik eingesetzt.

Eine 1,6 %ige Carboxymethylcelluloselosung in  DMEM wurde mit
DMEM + 5 % FBS oder MEM + 10 % FBS zu einer 0,3 %igen Lésung verdinnt
und dann zur Tumorzellsuspension zugeflgt. Fir eine 96-Wellplatte mussten
15 mL Medium bereitgestellt werden. Nach einer 30 minitigen Zentrifugation bei
1000 rpm mussten die Sphéroide fir 3-5 Tage inkubiert werden, um im Assay

eingesetzt werden zu kénnen.

Nach der Zentrifugation Nach 3-5 Tagen

SW620-Zellen

Abbildung 14: SW620-Zellkonglomerat Abbildung 15: SW620-Sphiroid
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MCF7-Zellen

Abbildung 16: MCF7-Zellkonglomerat Abbildung 17: MCF7-Sphéroid

11.2.3.2 Zellzdhlung und Mengenberechnung

Rechenschema:

Abbildung 18: Z&hlkammer

1. Zellzahlung: Die durchschnittliche Zellzahl der 4 Zahlbereiche 1, 2, 3, 4 (in
Abb.18) wurde berechnet.

2. Daraus wurde die Anzahl der Zellen in der vorliegenden 1:10 verdiinnten
Suspension ermittelt.

3. Da 2000 Zellen bei SW620 und 3000 Zellen bei MCF7 pro Spharoid nétig
waren, konnte je nach berechneter Zellzahl die bendtigte Menge an
Zellsuspension in die 0,3 %ige Carboxymethylcelluloselésung tbergefuhrt

werden.
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11.2.4 CHEMOREPELLENT INDUCED DEFECTS ASSAY

Das Chemorepellent induced defects assay (CCID-Assay) ist ein dreidimensionales
Kokultivierungssystem, welches frilhe Metastasierungsschritte in in-vitro Tests
nachvollzieht. 3D-Spharoide aus Brust- oder Darmkrebszellen wurden auf einem
2D-Zellrasen aus Blut- oder Lymphendothelzellen platziert.

Diese Krebszellspharoide sind auf Grund ihrer Produktion von zellmotilitats-
fordernden Proteinen, Transkriptionsfaktoren und Enzymen und deren Interaktion
mit dem Zellrasen in der Lage die Ausbildung von Ldchern (Gaps) im Zellrasen zu
induzieren (Teichmann et.al., 2014). Zu den aktiven Proteinen zdhlen NF-kB,
MLC-2, MYPT1, FAC, ICAM-1 und ALOX-12, das 12(S)-HETE synthetisiert.

Besonders  12(S)-HETE  scheint eine groBe Rolle wéhrend des
Metastasierungsgeschehens zu spielen. Werden Krebszellsphéroide auf einem
Monolayer von Endothelzellen platziert, ist innerhalb weniger Stunden mit der

Bildung von Gaps zu rechnen, die durch Zellmigration hervorgerufen werden
(Kretschy et.al., 2013).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von Flavonoiden auf die Gap-

Bildung néher untersucht, um Informationen tber Struktur-Wirkungsbeziehungen
zu erhalten.
Die Wirkung von Flavonoiden wurde anhand von GréRenanderungen der Gaps

mithilfe der 1Cso-Werte quantifiziert.

Folgender Versuchsaufbau wurde eingesetzt:

1. In 12 Wells einer 24-Wellplatte wurden Zellrasen aus BEC oder LEC gesat.

2. Bei vollkommener Konfluenz erfolgte eine Markierung der Endothelzellen
mit CellTracker™ Green, um zellfreie Zonen unter den Sphéroiden
detektieren zu kdnnen.

3. Die 3-5 Tage vorher produzierten Sphéaroide aus SW620 oder MCF7 Zellen
wurden in DPBS gewaschen, um Carboxymethylcelluloseriickstande zu
entfernen. In jedes Well wurden 8 Sphéroide platziert.

4. Jedes Flavonoid wurde in Konzentrationen von 10, 25 und 75 uM in EGM-
Medium getestet. Als Kontrolle diente 10 uM DMSO in EGM-Medium.

Wenn das Sphéroidattachment durch die hochste Flavonoidkonzentration
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gestort wurde oder die Substanz auskristallisierte, musste die
Hochstkonzentration auf 50 UM gesenkt werden.

5. Die gewaschenen Sphéroide wurden in die Flavonoid-Lésungen transferiert
und fur 30 min. bei 37 °C inkubiert.

6. Nach dem Entfernen des CellTrackers aus den Wells wurden die Flavonoid-
Lésungen mit den Spharoiden in die Wells pipettiert.

7. Die weitere Inkubationszeit betrug bei den LEC 4 h und bei den BEC 3 h.

8. Danach erfolgte die Dokumentation der CCIDs mithilfe eines Fluoreszenz-
mikroskops, wobei die GroRe der Spharoide und der Gaps vermessen und

verglichen wurde (Kopf et.al., 2013).
11.2.5 AUSWERTUNG

11.2.5.1 Vermessung der Gaps und Berechnung

Fur die Auswertung wurde die ,,ZEN imaging* Software sowohl zur Bedienung der
Kamerafunktion, als auch zur GrofRenbestimmung von Sphéroiden und Gaps
eingesetzt.

Die mit Hilfe von ,,ZEN imaging*“ vermessenen Werte wurden in Excel eingeflgt.

Die Rechenschritte von Excel umfassten:

Berechnung des GrolRenverhéltnisses von Gap zu Spharoid.
Die Bestimmung der Mittelwerte.

Der Mittelwert des Gap/Sphéroid-Verhaltnisses wurde als 100 % verwendet.

A w0 e

Die Prozentwerte bildeten die Basis fur die statistische Auswertung und deren
Mittelwert markierte die Héhe der Balken in den Ergebnisdiagrammen.

11.2.5.2 Statistische Auswertung

Im Zuge dieser Arbeit wurde GraphPadPrism fir die statistische Analyse der
ermittelten Daten verwendet.

Da die erhaltenen Werte keiner Normalverteilung, sondern einer schiefen
Verteilung folgten, konnte die Effektstarke eines Flavonoids nur nédherungsweise

durch nonparametrische Tests bestimmt werden.
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[1.2.5.2.1 Nonparametrischer t-Test (Mann-Whitney-U-Test fiir

unabhangige Stichproben)

Hierbei wird ein Vergleich zweier unabhangiger Stichproben auf
Rangplatzunterschiede in  der abhangigen Variablen  durchgefiihrt
(Buhner et.al., 2009). Daher mussten Rangplatze vergeben werden, um Vergleiche
anstellen zu kénnen.

Die Rangzuordnung erfolgte getrennt fiir Kontrolle und Testsubstanzen nach der
Werth6he im Vergleich zu den anderen Daten der jeweiligen Gruppe. Den
niedrigsten Rang hatte das kleinste ,,Gap/Sphéroid Verhaltnis® in Bezug auf den
Mittelwert der Kontrolle.

Nun konnte die Anzahl an Rangplatziiberschreitungen und Rangplatz-
unterschreitungen beim Vergleich der Kontrolle mit der Versuchsgruppe ermittelt
werden. Daflir wurde ein Rang der Kontrolle mit allen R&ngen der Versuchsgruppe
verglichen und bestimmt wie viele R&nge tUber beziehungsweise unter dem gerade
betrachteten Rang lagen. Je groRer der Unterschied zwischen der Anzahl an
Rangplatziberschreitungen beziehungsweise Rangplatzunterschreitungen beim
Vergleich der Kontrolle mit den verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanz
war, desto eher konnte die Alternativhypothese bestétigt werden:

0: Die Anzahl der Rangplatziiberschreitungen und Rangplatzunterschreitungen
unterscheidet sich nicht signifikant zwischen Kontrolle und Flavonoid. Alle Werte
entstammen derselben Grundgesamtheit.

1: Die Anzahl an Rangplatziiberschreitungen und Rangplatzunterschreitungen ist
signifikant verschieden, weshalb die Werte der Kontrolle und Testsubstanz nicht

derselben Grundgesamtheit entstammen (Buhner et.al., 2009).

[1.2.5.2.2 Nonparametrischer t-Test ANOVA (Kruskal-Wallis-Test)

Der Kruskal-Wallis Test ist das nichtparametische Aquivalent zur einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) (Toutenburg et.al, 2008).

Es handelt sich deshalb um ein ,nichtparametrisches Aquivalent“, weil die
Analysenwerte keiner Gaull’schen Normalverteilung folgen. Somit musste eine
Rangvarianzanalyse durchgefiihrt werden, wobei mehrere Verteilungen (Werte der

Kontrolle, 10, 25 und 50/75 uM) bezlglich ihrer Lage zueinander Uberprift wurden
(Toutenburg et.al, 2008).
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0: Alle ermittelten Werte der Gap/Sphéroid-Verhaltnisse, die in Bezug auf den
Mittelwert der Kontrolle berechnet wurden, entstammten derselben
Grundgesamtheit. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den
Konzentrationen. Das untersuchte Flavonoid zeigte daher keine Auswirkungen auf
die Gap-Bildung.

1: Mindestens einer der Werte hatte nicht die gleiche Tendenz wie alle anderen
Stichproben und unterschied sich signifikant von der Grundgesamtheit. Ein
eindeutiger Effekt des getesteten Flavonoids im Zusammenhang mit dessen
Konzentration wurde nachgewiesen.

Ermittelt wurde der Unterschied der zentralen Tendenz von Kontrolle, 10, 25 und
50/75 uM der Flavonoidkonzentration. Dafiir mussten alle Werte aller Gruppen
gemeinsam einer Rangzuordnung unterworfen werden (kleinster Wert aller
Gruppen erhalt den niedrigsten Rang und vice versa). Waren alle Rangplétze uber
die verschiedenen Gruppen gleich verteilt, wurde die Nullhypothese bestétigt.
Befanden sich in einer Gruppe besonders viele hohe oder niedrige Rénge,
unterschied sich diese Gruppe signifikant von den anderen Gruppen. Damit war die
Rangplatzverteilung nicht zufallig - das Flavonoid zeigte Wirkung
(Buhner et.al., 2009).

11.2.5.3 Berechnung der IC50

Um die Wirkungseigenschaften der Flavonoide im pharmakokinetischen Sinne
erforschen zu kénnen, wurde eine Dosis-Wirkungskurve generiert, die mittels dem
Auswertungsprogramm ,,GraphPadPrism*“ zur Berechnung von ICso-Werten
herangezogen wurde.

Diese Werte ermdglichten den direkten Vergleich von Testergebnissen und

erleichterten somit deren Interpretation.
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GraphPadPrism: Extrapolation logarithmischer Konzentrationsangaben

Fir die Berechnung von 1Cso Werten musste eine spezielle Tabellenvariante in

GraphPadPrism ausgewéhlt werden:
Schritt 1:

+ new Table & Graph
* XY

+ nonlinear regression: one phase exponential decay

XY tables: Each point is defined by an X and Y coordinate

HEPRIM

= = = mContral
g [ ] mTreated
= ~ Minutes Control Treated ;
EETETE % [avi]avz|avs v [ Bve|Bs L] i §
1| e [ X H
New Table & Graph E8 T . .
P 3 [Toe Minuies @ Learn more
Column Enter/import data:
X [T Enter emor values to plot horizonkal enor bars
Grouped
Contingency ¥: () Enter and plot a gingle v value for each point
- T Enter 3 = replicate values in side-by-side subcalumne
Survival §
() Enter and plot emmor values aready caloulated elzewhers
Parts of whole Enter: |Mean, SO, N )
Existing File Use sample data: () Linear regression - Compare slopes
@ Manlinear regression - One phase exponential decay
Open a file - )
(0 Interpolate unknowns from a linear standard curee
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Abbildung 19: Tabellenauswahl GraphPadPrism

In der so erstellten Tabelle konnten die untersuchten Flavonoidkonzentrationen als

x-Werte und die ermittelten Effekte als y-Werte eingetragen werden.
Schritt 2:

+ x-values: Konzentrationen (Flavonoide)
+ y-values: Mittelwerte der Gap/Spharoid Verhéltnisse
(% vom MW)
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Da wahrend der Tests Flavonoidkonzentrationen von 10, 25 und 75 bzw. 50 uM
gewahlt wurden, musste in einem weiteren Schritt die Extrapolation der x-
Achsenwerte auf eine logarithmische Skalierung passieren:

Schritt 3

+ Analyze

+ Transform
Schritt 4:

+ Standard functions

¢ Transform X-Values using X->log(X)

Ergebnis
Transform of Exponential decay
S 1504
=
=
o
> 100-
X
.~
o
@ 50+
L
Q.
2,
Q.
©
(D 0 L] L] L] 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Konzentration

Abbildung 20: Transformierte Daten: Grafik

11.2.5.3.1.1 Dose-Response Kurven

Der vorher ermittelte Graph mit einer logarithmischen Skalierung der
Konzentrationen konnte dann zur Extrapolation der 1Cso-Werte herangezogen

werden.
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Schritt 5: (Befehle)

+ analyze
+ XY-analysis

+ nonlinear regression (curve fit)

Schritt 6: (Befehle)

+ dose-response: “inhibition”
+ log(inhibitor) vs. normalized response — variable slope
+ |east squares fit

+ interpolate unknows from standard curve: confidence interval (99 %)
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Il ERGEBNISSE

[11.1 Baicalein

Baicalein gehort zur Gruppe der Flavone und ist dreifach hydroxyliert in den
Positionen 5, 6 und 7. Es hemmt die Aktivitat von Lipoxigenasen und damit die
Bildung von 12(S)-HETE (Teuscher, 2012).

Da 12(S)-HETE eine zentrale Rolle wéhrend der Gap-Formation spielt, wurde

Baicalein in die Testungen aufgenommen.

I11.1.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Beim ersten Experiment von Baicalein mit SW620-Spharoiden wurde das Medium
RPMI +2,5% FBS zur Herstellung der Sphéroide verwendet. Dabei wurden
Spharoide von unzureichender Stabilitat produziert, deren duerste Zellschicht sich
vom Sphéroidzentrum wéhrend der Pipettierschritte abtrennte.

Mit den verbleibenden Spharoidkernen konnte keine CCID-Formation erreicht
werden, da die Zellen nekrotisiert waren. Die verwendete FBS Konzentration war
offensichtlich zu niedrig gewahlt worden, weshalb sie auf 10 % gesteigert wurde.
Damit konnten Sphéroide ausreichender Stabilitat hergestellt werden, weshalb
diese Konzentration in allen weiteren Versuchen mit SW620-Sphéaroiden
aufrechterhalten wurde.

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Baicalein (SW620, LEC) Transform of Baicalein (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 21: Hemmung der Gap-Bildung durch  Abbildung 22: Berechnung der ICso-von Baicalein (SW620,
Baicalein (SW620, LEC) LEC)
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Tabelle 2: Testung Baicalein (SW620, LEC)

MW des

Konzentrationen Vermes?:::;?)“””‘* Gap/Spharoidverhiltnisses 1Cso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 14 69,55
26,86 M
25 UM 14 50,76
75 M 14 35,71

In diesem Versuch konnte eine konzentrationsabhangige Inhibierung der Gap-
Entstehung durch Baicalein festgestellt werden. Mit allen Flavonoid-
konzentrationen wurde eine statistisch signifikante Hemmung der CCID-Bildung
erreicht. Die ICso von 26,86 UM mit SW620-Spharoiden auf LEC war der niedrigste

Wert sdmtlicher Testungen mit Baicalein.

I11.1.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Bei den Versuchen von SW620-Spharoiden auf Lymphendothelzellen wurde eine
Inkubationsdauer von 4 Stunden eingehalten, um eine ausreichende Gap-Bildung
erreichen zu konnen. Bei den Blutendothelzellen wurde diese Inkubationsdauer auf
3 Stunden gesenkt, da ansonsten die Gap-Grolie die Sphéaroidflache tGberschritten
héatte (siehe Kap. 11.2.4.).

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Bsioalsle (51620, BEG) Transform of Baicalein (SW620, BEC) IC50
1504
s 100+
Sl S *
S 100+ T . " = 804 ° .
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Abbildung 23: Hemmung der Gap-Bildung durch ~ Abbildung 24: Berechnung der ICso-von Baicalein (SW620,
Baicalein (SW620, BEC) BEC)
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Tabelle 3: Testung Baicalein (SW620, BEC)

MW des

Konzentrationen Vermes(s:::ai;:)héroide Gap/Spharoidverhaltnisses ICso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 12 79,88
95,24 M
25 UM 12 69,52
75 uM 14 66,12

Im Vergleich zur Hemmung der Gap-Bildung durch Baicalein bei der Testung
von SW620-Sphéroiden auf LEC (ICso = 28,86 uM) war die Wirkung auf SW620-
Spharoide auf BEC mit einer ICso von 95,24 uM wesentlich geringer. Auf Grund
der grolRen Standardabweichung bei 10 uM konnte hier kein statistisch
signifikantes Ergebnis erzielt werden.

Grund daftr waren geringfuigige UnregelméRigkeiten der Sphéroide wahrend des

Assays, wobei Fragmentierungen an der Spharoidoberflache zu erkennen waren.

I11.1.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Baicalein (MCF-7, LEC) Transform of Baicalein (MCF-7, LEC) IC50
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Abbildung 25: Hemmung der Gap-Bildung Abbildung 26: Berechnung der ICso-von Baicalein (MCF7, LEC)

durch Baicalein (MCF7, LEC)
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Tabelle 4: Testung Baicalein (MCF7, LEC)

MW des
Konzentrationen Vermes(sAe:;eaiglJ)harmde Gap/Spharoidverhiltnisses 1Cso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 13 89,48
130,20 uM
25 M 14 79,52
75 uM 12 66,96

Die 1Cso von 130,20 uM war in dieser Versuchsanordnung noch hoher als bei
SW620-Sphéaroiden auf BEC mit 95,24 uM. Bei 10 uM wurde kein statistisch

signifikantes Ergebnis erzielt, obwohl ein eindeutiger Trend zu erkennen war.

Somit wurde festgestellt, dass Baicalein in der Kombination aus SW620-
Spharoiden und Lymphendothelzellen die starksten Effekte auf die Gap-Bildung
aufwies. Schon bei einer niedrigen Flavonoidkonzentration von 10 uM war eine
starke Inhibierung der Gap-Formation zu beobachten. Bei den VVersuchen mit einem
Monolayer aus Blutendothelzellen verringerte sich dieser Effekt und es war keine
statistisch signifikante Hemmung der Gap-Formation in der niedrigsten
Konzentration sichtbar. Auch bei den MCF7-Sphéaroiden war die Wirkung nicht so

stark und im Vergleich aller Testsysteme am geringsten ausgepragt.
[11.2 Galangin

Strukturell unterscheidet sich das Flavonol Galangin von Baicalein nur durch die
Position einer Hydroxylgruppe. Wahrend Baicalein eine Hydroxylgruppe in
Position 6 aufweist, ist diese bei Galangin in Position 3 verknipft. Wie bei
Baicalein, Chrysin und Pinocembrin fehlt Galangin die doppelte Hydroxylierung

an Ring B.
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111.2.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Galangin (SW620, LEC) Transform of Galangin (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 27: Hemmung der Gap-Bildung durch  Abbildung 28: Berechnung der ICso-von Galangin (SW620,
Galangin (SW620, LEC) LEC)

Tabelle 5: Testung Galangin (SW620, LEC)

MW des
Konzentrationen VermeS(s::;eairl))harmde Gap/Sphiroidverhiltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 16 100,00
10 uM 12 94,31
71,38 uM
25 pM 13 85,76
75 uM 14 47,75

Fur Galangin wurde erst ab 25 uM ein statistisch signifikanter Effekt festgestellt.
Dementsprechend war die 1Cso mit 71,38 uM eher hoch. Die Wirkung war im
Vergleich zu den anderen getesteten Zellkombinationen als mittelméaRig
einzustufen.

Die Effekte auf die Gap-Bildung bei 25 uM waren nur unwesentlich starker als bei
der Kontrolle und 10 uM. Erst bei 75 uM konnten starkere Auswirkungen auf die

CCID-Formation ermittelt werden.
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111.2.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Galangin (SW620, BEC) Transform of Galangin (SW620, BEC) IC50
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Abbildung 29: Hemmung der Gap-Bildung durch Abbildung 30: Berechnung der ICso-von Galangin (SW620,
Galangin (SW620, BEC) BEC)

Tabelle 6: Testung Galangin (SW620, BEC)

MW des

; vermessene Gap/Spharoidverhaltnisses
Konzentrationen Sphiroide (Anzahl) prop ICso
(% vom MW)

Kontrolle 15 100,00

10 uM 14 85,78
106,00 uM

25 uM 13 74,55

75 uM 14 64,42

Bei Galangin ergab sich ein hoher 1Cso-Wert von tiber 100,00 puM, dhnlich zu
Eriodictyol (179,70 uM) in dieser Versuchsanordnung mit SW620-Spharoiden auf
BEC. Erst in der hochsten Konzentration von Galangin wurden Effekte auf die Gap-
Formation beobachtet.

Sowohl in der Kontrolle, als auch bei 10 uM und 25 uM waren die Unterschiede
der CCID-GrolRen zu gering, um in den niedrigen Konzentrationen Signifikanz zu
zeigen. Beim Kruskall-Wallis Test wurde die statistische Signifikanz der Gap-

Hemmung mit 75 uM Galangin festgestellt.
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11.2.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Galangin (MCF-7, LEC) Transform of Galangin (MCF-7, LEC) IC50
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Abbildung 31: Hemmung der Gap-Bildung Abbildung 32: Berechnung der ICso-von Galangin (MCF7, LEC)
durch Galangin (MCF7, LEC)
Tabelle 7: Testung Galangin (MCF7, LEC)
L MW des
Konzentrationen vermes(s::z;na)harmde Gap/Sphéaroidverhaltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 15 87,05
39,61 uM
25 uM 15 68,18
75 uM 14 26,86

Galangin zeigte in dieser Testserie eine deutlich starkere Wirkung als in den
Versuchen mit SW620-Sphéroiden. Die 1Cso betrug 39,61 pM. Schon mit 10 pM
wurde eine statistisch signifikante Hemmung der Gap-Bildung festgestellt, was in
den anderen Testsystemen nicht beobachtet wurde. Galangin durfte eine
zellspezifische Wirkung auf MCF7-Sphéroide haben, da bei diesen Zellen die Gap-
Bildung am stérksten inhibiert wurde. Bei den SW620-Sphéroiden konnte nur ein
schwacher Einfluss auf die Gap-Bildung festgestellt werden, wobei in der
Kombination mit Blutendothelzellen der geringste Effekt detektiert wurde.
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[11.3 Chrysin

Chrysin ist wie Baicalein ein Flavon. Im Gegensatz zu Baicalein, weist Chrysin nur

eine doppelte Hydroxylierung an Ring A in den Positionen 5 und 7 auf.

111.3.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Chrysin (SW620, LEC) Transform of Chrysin (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 33: Hemmung der Gap-Bildung Abbildung 34: Berechnung der 1Cso-von Chrysin (SW620,
durch Chrysin (SW620, LEC) LEC)
Tabelle 8: Testung Chrysin (SW620, LEC)
Sohiroi MW des
Konzentrationen vermes(s:::ah?)harmde Gap/Sphéroidverhiltnisses ICso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 17 94,12
44,33 uM
25 uM 17 86,17
50 uM 15 40,60

Chrysin kristallisierte in der Konzentration von 75 uM im Medium (siehe Abb. 35-
36) aus. Daher wurde die Hochstkonzentration in den Assays auf 50 uM gesenkt,

um Loslichkeitsproblemen vorzubeugen.
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Kristallbildung bei 75 pM

Abbildung 35: Kristallbildung Chrysin Bild1 Abbildung 36: Kristallbildung Chrysin Bild2

In dem Versuch mit SW620-Spharoiden auf Lymphendothelzellen konnte ab
25 UM eine statistisch signifikante Hemmung der Gap-Bildung detektiert werden.
Bei 50 uM war ein starker Effekt auf das 3D-Zellkultursystem zu sehen, wahrend
bei 10 uM kein Unterschied zu den Gap/Spharoid-Verhaltnissen der Kontrolle
ersichtlich war. Die ICsp lag bei 44,33 uM.

111.3.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Chrysin (SW620, BEC) Transform of Chrysin (SW620, BEC) IC50
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Abbildung 37: Hemmung der Gap-Bildung durch  Abbildung 38: Berechnung der ICso-von Chrysin (SW620, BEC)
Chrysin (SW620, BEC)
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Tabelle 9: Testung Chrysin (SW620, BEC)

MW des
Konzentrationen Vermes?:::;?;""”“ Gap/Spharoidverhiltnisses 1Cso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 14 71,52
58,24 M
25 uM 15 69,66
50 uM 13 61,02

Bei der Testung von Chrysin in diesem Modell kam es zu grofen
Standardabweichungen und einer Plateaubildung ab 10 uM. Wie schon im Versuch
mit SW620-Spharoiden auf LEC wurde mit einer Hochstkonzentration von 50 uM
gearbeitet, um die Kristallbildung zu vermeiden.

Es konnte mit eindeutiger Signifikanz die Wirkung festgestellt und eine 1Cso von
58,24 uM ermittelt werden. Die grof3e Standardabweichung bei 50 uM liel3 sich auf
Probleme beim Attachment der Spharoide zuriickfiihren.

11.3.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Chrysin (MCF-7, LEC) Transform of Chrysin (MCF-7, LEC) IC50
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Abbildung 39: Hemmung der Gap-Bildung durch Abbildung 40: Berechnung der 1Cso-von Chrysin (MCF7,
Chrysin (MCF7, LEC) LEC)
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Tabelle 10: Testung Chrysin (MCF7, LEC)

MW des
Konzentrationen vermes(s:::aipl))harmde Gap/Spharoidverhiltnisses ICso
(% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 14 78,68
24,76 UM
25 uM 15 42,26
50 uM 16 35,41

Die Wirkung von Chrysin war in dieser Experimentanordnung mit MCF7-
Spharoiden auf LEC sehr stark. Bei 10 uM kam es zu leichten UnregelméRigkeiten
im Monolayer und die Sphéroide wiesen teilweise irregulére Formen auf. Trotzdem
konnten in dieser niedrigen Konzentration statistisch signifikante Ergebnisse
ermittelt werden. Ab 25 uM war die Wirkung deutlich zu erkennen und die Gap-

GroflRe merklich verkleinert.

Mit einer ICso von 24,76 uM hatte Chrysin in der Kombination aus MCF7-
Sphéroiden und LEC die starkste Wirkung. Bei SW620 auf LEC wurde mit
44,33 UM ein mittelmaRiger Effekt auf das Zellkultursystem ermittelt. Die
schwachste Wirkung konnte in der Kombination aus SW620-Sphéroiden auf BEC

festgestellt werden.
[11.4 Pinocembrin

Pinocembrin gehort zur Gruppe der Flavanone mit einer doppelten Hydroxylierung
in den Positionen 5 und 7. Das Substitutionsmuster entspricht somit jenem von
Chrysin. Einziger Unterschied dieser Flavonoide ist die fehlende Doppelbindung

zwischen den Positionen 2 und 3.



58

I11.4.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
PRGSO Transform of Pinocembrin (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 41: Hemmung der Gap-Bildung durch ~ Abbildung 42: Berechnung der ICso-von Pinocembrin (SW620,
Pinocembrin (SW620, LEC) LEC)

Tabelle 11: Testung Pinocembrin (Dihydrochrysin) (SW620, LEC)

MW des

Konzentrationen vermessAene ?‘Théroide Gap/Sphéroidverhiltnisses ICs0
(Anzahl) (% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 15 70,38
41,35 uM
25 uM 15 53,57
75 uM 13 43,46

Bei Pinocembrin konnte fur alle Flavonoidkonzentrationen ein statistisch
signifikanter Effekt ermittelt werden. Fir die Substanz wurde eine 1Csg von
41,35 uM berechnet, was mit der Wirkung von Chrysin in der Versuchsanordnung
mit SW620 auf Lymphendothelzellen (ICs0=44,33 uM) vergleichbar war. Beide
Verbindungen schienen auf Grund ihrer strukturellen Ahnlichkeiten analoge

Einflusse auf die Gap-Inhibition zu haben.
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I11.4.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Pinocembrin (SW620, BEC) Transform of Pinocembrin (SW620, BEC) IC50
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Abbildung 43: Hemmung der Gap-Bildung Abbildung 44: Berechnung der ICso-von Pinocembrin (SW620,
durch Pinocembrin (SW620, BEC) BEC)

Tabelle 12: Testung Pinocembrin (Dihydrochrysin) (SW620, BEC)

MW des
Konzentrationen Vermes(s::;ea?]rl))harmde Gap/Sphiroidverhiltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 14 85,56
78,30 uM
25 uM 14 63,64
75 M 13 52,95

In diesem Testaufbau war mit einer ICso von 78,30 UM eine deutlich schwéchere
Wirkung im Vergleich zu der Kombination aus SW620-Sphéroiden auf LEC zu
beobachten (ICso bei SW620, LEC: 41,35uM). Die Standardabweichung in der
Kontrolle war sehr grof3, was eventuell auf Inhomogenitdten im verwendeten
Zellrasen der Kontrollwells zurlickzufiihren war.

Die gebildeten Gaps differierten je nach Zelldichte unter den Sphéroiden relativ
stark. In der Rangvarianzanalyse wurde auch keine statistische Signifikanz bei der
Behandlung mit 10 uM festgestellt, da der Unterschied zur Kontrolle zu gering war.
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11.4.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische

Darstellung
Pinocembrin (MCF-7, LEC)
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Abbildung 45: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Pinocembrin (MCF7,
LEC)

Tabelle 13: Testung Pinocembrin (Dihydrochrysin) (MCF7, LEC)

Konzentrationen ~ 'érmessene Spharoide Gap/SphérMo‘::h?:rshaltnisses ICso
(Anzahl) (% vom MW)
Kontrolle 17 100,00
10 uM 14 99,71
25 uM 14 071
75 uM 16 96,10

Bei Pinocembrin konnte keine Wirkung auf die Gapgrofie durch MCF7-Spharoide
auf Lymphendothelzellen festgestellt werden. Pinocembrin schien auf Grund einer
zellspezifischen Inaktivitdt keine Wirkungen auf die Brustkrebszellspharoide

ausiiben zu konnen.

Dieses Flavonoid zeigte die starkste Wirkung auf die Versuchsanordnung mit
SW620-Spharoiden auf Lymphendothelzellen. Die Gap-Inhibierung war bei
Blutendothelzellen weniger ausgepragt und bei MCF7-Sphéroiden wurden keine

Einflusse auf die CCID-Formation festgestellt.
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[11.5 Luteolin

Luteolin aus der Gruppe der Flavone weist eine vierfache Hydroxylierung in den
Positionen 5, 7, 3'und 4’auf. Die Hydroxylierungen in diesen Positionen hat

Luteolin mit Quercetin und Eriodictyol gemein.

111.5.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Luteolin (SW620, LEC) Transform of Luteolin (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 46: Hemmung der Gap-Bildung Abbildung 47: Berechnung der 1Csp-von Luteolin (SW620,
durch Luteolin (SW620, LEC) LEC)
Tabelle 14: Testung Luteolin (SW620, LEC)
Sohiroid MW des
Konzentrationen vermes?:::ahlr) aroide Gap/Sphéaroidverhaltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 14 84,37
24,20 uM
25 uyM 13 40,39

75 uM 13 31,59
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Luteolin zeigte mit einer ICso von 24,20 uM im Vergleich zu Baicalein (ICso =

28,86 uUM) eine etwas starkere Wirkung und erreichte damit den niedrigsten 1Cso-

Wert in der Versuchsreihe mit SW620-Spharoiden auf Lymphendothelzellen.

Der Einfluss auf die Gap-Grolie durch Luteolin wurde in diesem Assay mit 50 pM

als Hochstkonzentration vermessen,

da beim Zusatz von 75uM kein

Spharoidattachment mehr festzustellen war.

111.5.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Ergebnis

Halblogarithmische Darstellung
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Abbildung 48: Hemmung der Gap-Bildung durch

Luteolin (SW620, BEC)
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Abbildung 49: Berechnung der ICso-von Luteolin (SW620,

BEC)

Tabelle 15: Testung Luteolin (SW620, BEC)

Konzentrationen

Kontrolle
10 uM
25 uM

75 uM

vermessene Sphéroide
(Anzahl)

15

15

14

14

MW des
Gap/Sphéroidverhéltnisses ICs0

(% vom MW)
100,00
77,01
45,26 uM
54,62

43,93

Die CCID-Flachen nahmen in diesem Experiment mit steigender Flavonoid-

konzentration kontinuierlich ab.
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Mit einem ICso-Wert von 45,26 uM war aber die Wirkintensitat verglichen zum
Testaufbau aus SW620-Sphéaroiden auf LEC niedriger, wo ein ICso-Wert von
24,20 uM ermittelt worden war.

Luteolin konnte in diesem Fall auch in einer Hochstkonzentration von 75 pM
untersucht werden, da keine Beeintrachtigung des Spharoidattachments beobachtet

wurde.

111.5.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Luteolin (MCF-7, LEC) Transform of Luteolin (MCF-7, LEC) IC50
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Abbildung 50: Hemmung der Gap-Bildung durch Abbildung 51: Berechnung der ICso-von Luteolin (MCF7,
Luteolin (MCF7, LEC) LEC)

Tabelle 16: Testung Luteolin (MCF7, LEC)

MW des
Konzentrationen vermes(sAe::a?\T)harmde Gap/Spharoidverhéltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 13 66,53
19,31 uM
25 uM 13 43,74
75 uM 12 18,60

Hier konnte eine statistisch signifikante Inhibierung der Gap-Bildung in allen
getesteten Flavonoidkonzentrationen festgestellt werden. Luteolin zeigte mit einer
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ICso von 19,31 uM die starkste Wirkung in der Versuchsreihe mit MCF7-
Spharoiden auf LEC.

Bei Luteolin waren auBerdem die starksten Effekte auf das 3D-Zellkultursystem im
Vergleich aller getesteten Zellkombinationen zu sehen. Mit einer Konzentration
von 24,20 uM konnte Luteolin auch die CCID-Flachen bei SW620-Spharoiden und
LEC auf die Halfte reduzieren. Am geringsten ausgepragt waren die Wirkungen
von Luteolin bei SW&620-Spharoiden auf Blutendothelzellen. In allen
Zellkombinationen konnten statistisch signifikante Werte ab 10 uM festgestellt

werden.
[11.6 Quercetin

Quercetin gehort wie Galangin zur Gruppe der Flavonole. Allerdings weist es
zusétzlich zu den Positionen 3, 5 und 7 noch weitere Hydroxylgruppen an den
Positionen 3"und 4" auf. Durch diese flinffache Hydroxylierung war Quercetin

deutlich hydrophiler als alle anderen untersuchten Flavonoide.

111.6.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Halblogarithmische

Ergebnis Darstellung
Quercetin (SW620, LEC)
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Abbildung 52: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Quercetin (SW620,
LEC)
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Tabelle 17: Testung Quercetin (SW620, LEC)

. vermessene Spharoide
Konzentrationen Sp

(Anzahl)

Kontrolle 15
10 uM 14
25 uM 16
75 uM 14

MW des
Gap/Spharoidverhaltnisses

(% vom MW)
100,00
96,16
92,73

94,10

ICs0

Bei Quercetin konnte im Gegensatz zu allen anderen Flavonoiden in der

Versuchsvariante mit SW620-Sphéroiden auf Lymphendothelzellen keine Wirkung

ermittelt werden. Da Luteolin trotz starker struktureller Ahnlichkeit die intensivste

Wirkung aller Verbindungen gezeigt hatte, wurde die Wirkung von Quercetin in

einem zweiten Assay verifiziert (siehe Abb. 53).
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Abbildung 53: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Quercetin Versuch 2 (SW620, LEC)

Wie in Abb.53 sichtbar, wurde hier sogar eine leichte, allerdings nicht statistisch

signifikante Steigerung der Gap-Bildung beobachtet.
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111.6.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Halblogarithmische

Ergebnis Darstellung
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Abbildung 54: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Quercetin (SW620,
BEC)

Tabelle 18: Testung Quercetin (SW620, BEC)

Konzentrationen ~ Vermessene Spharoide Gap/Sphén‘ﬁi\(tj:rshéltnisses ICso
(Anzahl) (% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 14 138,66
25 pM 14 136,36
75 uM 13 144,65

Schon bei der Testung von Quercetin an SW620-Spharoiden auf LEC war eine
leichte allerdings nicht signifikante Steigerung der Gap-Bildung beobachtet worden
(Abb.53). Bei der Behandlung von SW620-Spharoiden auf BEC konnte dieses
Ergebnis bestétigt werden. Die Gap-Gr6Re nahm schon bei 10 UM zu und war nicht
konzentrationsabhangig.

Obwohl von mutagenen Effekten von Quercetin in anderen in-vitro Systemen
berichtet worden war, konnten diese in-vivo bisher nicht bestatigt werden
(Teuscher et.al, 2012). Es wadre allerdings mdglich, dass solche Effekte das

verwendete Assay beeinflusst haben.
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11.6.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische

Darstellung
Quercetin (MCF-7, LEC)
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Abbildung 55: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Quercetin (MCF7,
LEC)

Tabelle 19: Testung Quercetin (MCF7, LEC)

Konzentrationen  'eérmessene Spharoide GapISphélrv:)%\(lj:fhéltnisses ICso
(Anzahl) (% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 13 103,57
25 uM 14 101,49
75 UM 14 108,34

Quercetin zeigte in diesem Experiment wiederum keine Wirkung, was den
Ergebnissen der anderen Versuchsreihen weitestgehend entsprach.
Bei 75 uM war erneut ein leichter Anstieg der Gap-Bildung zu beobachten, der

allerdings nicht statistisch signifikant war.

Somit konnte flr Quercetin in keinem der drei Testsysteme ein hemmender Effekt
auf die Gap-Bildung festgestellt werden. Bei der Versuchsanordnung aus SW620-
Spharoiden auf BEC wurde eine stimulierende Wirkung auf die Gap-Bildung
ermittelt.
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[[1.7 Eriodictyol

Das Substitutionsmuster von Eriodictyol ist mit jenem von Luteolin ident
(Hydroxylierungen in den Pos. 5,7,3",4"). Einziger Unterschied ist die fehlende
Doppelbindung zwischen den Positionen 2 und 3. Eriodictyol ist wie Pinocembrin

der Gruppe der Flavanone zuzuordnen.

I11.7.1 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Eriodictyol (SW620, LEC) Transform of Eriodictyol (SW620, LEC) IC50
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Abbildung 56: Hemmung der Gap-Bildung durch  Abbildung 57: Berechnung der ICso-von Eriodictyol (SW620,
Eriodictyol (SW620, LEC) LEC)

Tabelle 20: Testung Eriodictyol (SW620, LEC)

MW des
Konzentrationen vermes(sAe:Ea?];l))harmde Gap/Sphéroidverhiltnisses ICso
(% vom MW)
Kontrolle 15 100,00
10 uM 14 65,79
94,77 uM
25 uM 13 59,69
75 uM 16 54,67

Die Wirkung dieses Flavonoids war statistisch signifikant. Mit 94,77 uM zeigte
Eriodictyol allerdings einen sehr geringen Effekt auf die CCID-Bildung. Nur

Quercetin war in der Versuchsanordnung aus SW620-Sphéroiden auf LEC noch
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schwécher wirksam. Obwohl das Substitutionsmuster jenem von Luteolin
entspricht war die Wirkung von Eriodictyol wesentlich geringer. Somit lieRen die
Ergebnisse vermuten, dass die Doppelbindung von Luteolin zwischen Position 2

und 3 fir den hemmenden Effekt auf die Gap-Formation von Vorteil ist.

I11.7.2 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE SW620-
SPHAROIDE AUF BLUTENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
Eriodictyol (SW620, BEC) Transform of Eriodictyol (SW620, BEC) IC50
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Abbildung 58: Hemmung der Gap-Bildung durch Abbildung 59: Berechnung der 1Cso-von Eriodictyol (SW620,
Eriodictyol (SW620, BEC) BEC)

Tabelle 21: Testung Eriodictyol (SW620, BEC)

MW des
Konzentrationen vermes(s:::asr‘?)haro|de Gap/Sphiroidverhiltnisses ICs0
(% vom MW)
Kontrolle 12 100,00
10 uM 14 66,70
179,70 pM
25 uM 13 59,77
75 uM 14 55,55

Bei Eriodictyol kam es in diesem Testsystem zu einer starken Plateaubildung in der
Wirkung. Die ICsg konnte mit 179,90 uM extrapoliert werden. Die Hemmwirkung
von Eriodictyol durfte schon zwischen 10 uM und 25 pM ein Maximum erreicht
haben, das selbst bei starker Steigerung der Flavonoidkonzentration kaum mehr

erhoht werden konnte.
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11.7.3 ERGEBNISSE DER VERSUCHSREIHE MCF7-SPHAROIDE
AUF LYMPHENDOTHELZELLEN

Ergebnis Halblogarithmische Darstellung
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Abbildung 60: Beeinflussung der Gap-Bildung durch Eriodictyol
(MCF7, LEC)

Tabelle 22: Testung Eriodictyol (MCF7, LEC)

Konzentrationen ~ Vérmessene Spharoide Gap/SphérMo‘::h?:rshaltnisses ICso
(Anzahl) (% vom MW)
Kontrolle 14 100,00
10 uM 14 96,23
25 uM 16 96,01
75 uM 14 92,39

Eriodictyol war in diesem Testsystem unwirksam, obwohl bei den
Versuchsvarianten von SW620-Sphéaroiden auf LEC und BEC eine Wirkung
festgestellt worden war. Somit hatte Eriodictyol offenbar zellspezifisch auf MCF7-
Spharoide keine Wirkung.

Die Substanz zeigte in der Versuchsanordnung mit SW620 und LEC die beste
Wirkung mit einer 1Cso von 94,77 uM, gefolgt von SW620 auf BEC mit einer ICso
von 179,70 uM. Keine Wirkung war mit MCF7 und LEC zu sehen. Insgesamt
waren die Effekte in allen Testsystemen im Vergleich zu den anderen Flavonoiden

gering ausgeprégt.
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IV DISKUSSION

V.1 Struktur-Wirkungsbeziehungen

IV.1.1 VERSUCHSREIHE KOLONKREBSSPHAROIDE AUF
LYMPHENDOTHELZELLEN

Tabelle 23: ICso-Werte der Flavonoide in der Versuchsreihe SW620, LEC

Substanz ICs0
Luteolin 24,20 uM
Baicalein 26,86 uM
Pinocembrin 41,35 uM
Chrysin 4433 uM
Galangin 71,38 uM
Eriodictyol 94,77 uM
Quercetin keine Wirkung

Beim Vergleich der ICso-Werte in der Versuchsvariante mit SW620 Sphéroiden auf
LEC waren vor allem Baicalein und Luteolin gut wirksam (siehe Tab.23). Chrysin
und Pinocembrin zeigten dagegen eine etwa halb so starke Wirkung wahrend
Galangin und Eriodictyol nur sehr schwache Effekte aufwiesen. Quercetin blieb
vollig unwirksam, wobei sogar eine geringfugige VergroRerung der Gaps ermittelt
wurde. Die Wirkung aller Flavonoide war deutlich starker als bei der Testung an
SW620-Spharoiden und BEC (siehe Tab. 24).

Flavonoide, die keine Hydroxylierung in den Positionen 3'und 4", also einen
deutlich lipophileren Ring B aufweisen, zeigten eine starkere Wirkung. Dazu
gehoérten Baicalein, Pinocembrin, Chrysin und Galangin. Nur bei Luteolin wurden
starke Effekte auf die Gap-Bildung beobachtet, obwohl eine doppelte
Hydroxylierung am Ring B vorliegt. Quercetin unterscheidet sich von Luteolin nur
durch eine Hydroxylgruppe in Position 3 und bewirkte eine Gap-VergroRerung,
weshalb angenommen wurde, dass steigende Hydrophilie mit abnehmenden

Effekten korrelierte.
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IV.1.2 VERSUCHSREIHE KOLONKREBSSPHAROIDE AUF
BLUTENDOTHELZELLEN

Tabelle 24: ICso-Werte de Flavonoide in der Versuchsreihe SW620, BEC

Substanz ICs0
Luteolin 45,26 yM
Chrysin 58,24 uM
Pinocembrin 78,30 uM
Baicalein 95,24 uM
Galangin 106,00 uM
Eriodictyol 179,70 uM
Quercetin Gap-VergroRerung

In dieser Versuchsanordnung war Luteolin ebenfalls die wirksamste Substanz, wies
aber einen deutlich héheren 1Cso—Wert als bei SW620 auf LEC auf (45,26 pM im
Vergleich zu 24,20 uM). Chrysin und Pinocembrin zeigten eher mittelméaRige
Effekte, wédhrend Baicalein und Galangin mit einer ICsop von ca. 100 uM
vergleichsweise schlecht wirkten. Eriodictyol hatte eine 1Cso von annéhernd
200 uM und somit die geringsten Hemmeffekte auf die CCID-Bildung. Bei
Quercetin wurde in dieser Versuchsanordnung sogar eine schwache, nicht

konzentrationsabhéngige Forderung der Gap-Bildung nachgewiesen.

Insgesamt waren die Auswirkungen auf die Gap-Formation bei den Versuchen mit
SW620-Sphéroiden auf BEC eher schwécher als bei SW620- beziehungsweise
MCF7-Sphéroiden auf LEC.

Da Darmkrebs vor allem ber hdmatogene Wege oder durch invasives Wachstum
metastasiert, ist es plausibel, dass die Gap-Bildung von SW620-Spharoiden auf
Blutendothelzellen duRerst effektiv erfolgt. Die Resultate lassen darauf schlie3en,
dass die Effekte der Flavonoide auf dieses Zellkultursystem deshalb eher gering
waren, weil die zugrundeliegenden Mechanismen wesentlich schlechter zu

inhibieren waren als in anderen Versuchsanordnungen.
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IV.1.3 VERSUCHSREIHE BRUSTKREBSSPHAROIDE AUF
LYMPHENDOTHELZELLEN

Tabelle 25: ICso-Werte der Flavonoide in der Versuchsreihe MCF7, LEC

Substanz ICs0
Luteolin 19,31 uM
Chrysin 24,76 uM
Galangin 39,60 uM
Baicalein 130,20 uM
Quercetin keine Wirkung festgestellt
Pinocembrin keine Wirkung festgestellt
Eriodictyol keine Wirkung festgestellt

Luteolin war mit einer 1Csp von 19,31 uM das wirksamste Flavonoid in der
Versuchsvariante mit MCF7-Sphéroiden auf LEC und im Vergleich aller
Zellkultursysteme. Chrysin war ebenfalls gut wirksam, gefolgt von Galangin mit
eher mittelmé&Riger Wirkung. Baicalein zeigte den hochsten 1Cso-Wert in dieser

Versuchsreihe.

Aullerdem traten einige zellspezifische Wirkungen auf: Pinocembrin und
Eriodictyol konnte in der Kombination aus MCF7 und LEC keine Wirkung mehr
nachgewiesen werden. Pinocembrin zeigte sowohl bei SW620 mit LEC als auch
auf BEC Wirkung. Genauso Eriodictyol, dessen Wirkintensitat allerdings schon bei
den Kolonkrebszellexperimenten nicht sehr hoch war (ICso von 94,77 uM und
179,70 uM.).

Quercetin war wie in der Versuchsanordnung aus SW620-Sphéroiden und LEC

unwirksam.
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V.2 Zusammenfassende Interpretation der

Ergebnisse aller Versuchsreihen

Tabelle 26: Vergleich der ICso Werte in den unterschiedlichen Versuchsvarianten

Substanz SW620, LEC SW620, BEC  MCF7, LEC

Chrysin 44,33 uM 58,24 uyM 24,76uM

Galangin 71,38 M 106,00 uM 39,61uM

Baicalein 26,86 uM 95,24 uM 130,20 pM

Pinocembrin 41,35 uM 78,30 M keine Wirkung

Eriodictyol 94,77 uM 179,70 uM keine Wirkung

Quercetin keine Wirkung . GaP- iine Wirkung
VergroRerung

Die beste Wirkung in allen Versuchsanordnungen zeigte Luteolin, dessen ICso-
Werte immer am niedrigsten waren.

Chrysin und Galangin wiesen bei MCF7-Sphraodien auf LEC die groften
Hemmeffekte im CCID-Assay auf, und waren bei SW620-Sphéroiden auf einem
Blutendothelzellmonolayer schlechter wirksam als auf einem Lymphendothel-
zellrasen.

Beim Vergleich aller Substanzen und Versuchsreihen, fielen die Ergebnisse dreier
Substanzen auf, da die errechneten 1Cso-Werte kontinuierlich im Verlauf der
experimentellen Arbeit anstiegen. Dazu z&hlten Baicalein, Pinocembrin und
Eriodictyol.

Bei Pinocembrin und Eriodictyol konnte in der Versuchsanordnung aus MCF7-
Spharoiden auf LEC keine Wirkung mehr festgestellt werden. Baicalein zeigte in
diesem Zellkultursystem sehr schwache Effekte auf die Gap-Bildung.

Bei Quercetin konnten keine Auswirkungen auf die Gap-Bildung ermittelt werden,
auller mit SW620-Spharoiden auf BEC, wobei eine leichte VergroRerung der
CCIDs festgestellt wurde.
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Tabelle 27: Substanzen nach absteigender Wirksamkeit geordnet

Substanz  Testvariante
Luteolin MCF7, LEC
Chrysin MCF7, LEC
Baicalein SW620, LEC
Galangin MCF7, LEC

Pinocembrin SW620, LEC

Eriodictyol SW620, LEC
Quercetin

bester |Cso-

Wert

19,31 uM

24,76 pM

26,86 uM

39,61 uM

41,35 uM

94,77 M

keine oder

promovierende
Wirkung

HO

HO

chem. Struktur

OH o]
! O
OH o]

2,261

2,842

2,493

2,613

2,688

2,107

2,032
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Die hohe Wirksamkeit von Luteolin unterschied sich deutlich von allen anderen
Flavonoiden, die in Position 3", 4" hydroxyliert waren und keine oder eine sehr
geringe Wirkung zeigten. Mit einem logP von 2,261 war Luteolin zwar deutlich
hydrophiler als Chrysin und Baicalein (logP von 2,842 und 2,493), hatte aber
trotzdem den groften Einfluss auf die CCID-Bildung.

Beim Vergleich von Luteolin und Quercetin schien ausschlielich die
Hydroxylgruppe in Position 3 fur die Wirksamkeit entscheidend zu sein, da
Luteolin die starkste Wirkung aller Flavonoide ohne jene Hydroxylgruppe hatte,
wahrend Quercetin sogar die Gap-Bildung forderte. Auch bei Chrysin und Galangin
konnte diese Hypothese bestétigt werden, da Chrysin (logP von 2,842) ohne die
Hydroxylierung in Position 3 deutlich besser wirkte als das Flavonol Galangin
(logP von 2,613).

Bei Chrysin und Baicalein waren die besten I1Cso-Werte annahernd gleich, wobei
Chrysin mit nur 2 Hydroxylgruppen in Ring A und einem logP-Wert von 2,842 im
Vergleich zu Baicalein mit einem logP von 2,493 etwas lipophiler und auch
wirksamer war (ICso von 24,76 uM und 26,86 uM). Pinocembrin mit einer
fehlenden Doppelbindung zwischen den Positionen 2 und 3 war schwécher
wirksam als das strukturell verwandte Chrysin (logP von Pinocembrin 2,688 und
von Chrysin 2,842). Das Flavanon Eriodictyol wirkte sich deutlich weniger stark
auf die Gap-Bildung aus, als das Flavon Luteolin mit dem gleichen
Hydroxylierungsmuster. Die Substanz weist wie Quercetin Hydroxylgruppen in
den Positioinen 3’und 4" auf. Quercetin war noch an Position 3 hydroxyliert und
blieb als einzige Substanz ohne jede Wirkung oder fuhrte zu einem leicht Gap-
bildungsforderndem Effekt in den Zellkultursystemen. Diese Verbindung wies die

geringste Lipophilie aller Flavonoide mit einem logP von 2,032 auf.

Insgesamt zeigte sich, dass die Wirkung der Flavonoide mit steigender
Hydroxylierung eher verringert wurde. Somit schienen lipophilere Eigenschaften
der Substanzen deutlich von Vorteil zu sein, was die ICso- und logP Werte von allen
Flavonoiden auRRer Luteolin verifizierten. Auch eine Doppelbindung zwischen den

Positionen 2 und 3 hatte positive Effekte auf die Wirkung, was beim Vergleich von
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Chrysin mit Pinocembrin (ICso von 24,76 uM und 41,35 uM) und Luteolin mit
Eriodictyol (ICso von 19,31 uM und 94,77 uM) deutlich wurde.

Flavonole wie Galangin und Quercetin zeigten ebenfalls geringere Effekte auf die
CCID-Formation als die strukturell verwandten Flavone mit identischem
Substitutionsmuster. Somit schien die Hydroxylgruppe in Position 3 negative

Eigenschaften in Bezug auf die Hemmung der Gap-Bildung zu haben.



78

V ZUSAMMENFASSUNG

Gaps oder CCIDs sind durch Tumorzellspharoide verursachte LoOcher im
Endothelzellrasen eines 3D-Kokultivierungssystems, das als CCID-Assay
bezeichnet wird. Diese Assays dienen der in-vitro Testung einiger
Metastasierungsschritte. Da die Tumorstreuung bei Krebserkrankungen héufig
letale Folgen mit sich bringt, stehen damit assoziierte Geschehnisse im Zentrum der
onkologischen Forschung. Ein methanolisches Pflanzenextrakt aus Scrophularia
lucida L. (Scrophulariaceae) '® zeigte bei Testungen in CCID-Assays eine
inhibierende Wirkung auf die Gap-Formation. Eine Fraktion die Uberwiegend
Hispidulin enthielt konnte als jene mit der besten Wirkung ermittelt werden,
weshalb strukturell dhnliche Flavonoide in CCID-Assays untersucht werden
sollten.

Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verschiedene Flavonoide mit
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften in drei Versuchsvarianten getestet:
SW620-Sphéroide auf einem BEC-Monolayer, SW620-Sphéroide auf LEC und
MCF7-Sphéroide mit LEC. Untersucht wurden Flavonoide mit differierendem
Hydroxylierungsmuster, die in 2 Gruppen unterteilt werden konnten: Einerseits
Flavonoide mit Hydroxylierungen in den Positionen 3’und 4 und andererseits
solche ohne Hydroxylgruppen in Ring B.

Bei Luteolin mit Hydroxylierung in den Positionen 3" und 4~ war die starkste
Wirkung festzustellen, wohingegen Quercetin, dessen chemische Struktur sich von
Luteolin nur durch die Hydroxylgruppe in Position 3 unterschied, eine
Vergrofierung der Gaps im CCID-Assay bewirkte.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass insbesondere Flavonoide mit hoher
Lipophilie und geringem Hydroxylierungsgrad eine bessere Wirkung aufwiesen.
Dazu gehorten Baicalein, Galangin, Chrysin und Pinocembrin. Weitere Testungen
an Flavonoiden mit stérker lipophilen Eigenschaften waren daher interessant, um
diese Hypothese zu bestatigen.

18 http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2587278 (aufgerufen, am 02.04.2015)
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VI SUMMARY

Gaps or CCIDs are small cell-free areas within endothelial cell monolayers caused
by tumour cell spheroids placed on that monolayer in a three dimensional co-
cultivation system. CCID-Assays mimic important steps of metastasis in vitro and
this test system is used in oncologic research to simulate this fatal stadium of cancer
diseases. A methanolic extract of Scrophularia lucida L. (Scrophulariaceae)®®
showed significant inhibitory effects in tests in CCID-Assays on gap formation.

A fraction containing mainly hispidulin from an extract of Scrophularia lucida L.
(Scrophulariaceae) had the strongest impact on that cell system. Thus flavonoids
with structural analogies were selected to be tested in further CCID-Assays.

In this study different flavonoids, showing diverse chemical properties were tested
in three test systems: SW620-spheroids on LEC-monolayers, SW620-spheroids on
BEC-monolayers and MCF-7 spheroids with LEC-monolayers. Flavonoids with
differing hydroxylation-pattern were of interest. Those flavonoids were selected
from two groups: the ones with hydroxylation at 3"and 4’and those without

hydroxygroups in ring B.

Luteolin showed strong effects in CCID-Assays despite its hydroxylation in
position 3"and 4", while quercetin, which differs from luteolin only in one
hydroxylation in position 3, appeared to have a promoting effect on gap formation.
Except luteolin the results of all tests confirmed that higher lipophilicity improved
the effects of flavonoids, including baicalein, galangin, chrysin, and pinocembrin.
Based on these results further tests with other higher lipophilic flavonoids would

be of interest to confirm this assumption.

19 http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-2587278 (aufgerufen, am 02.04.2015)
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