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2 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss ausgewihlter Naturstoffe auf das Zellwachstum der
humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 zu untersuchen und Zusammenhédnge zwischen
ihrer strukturellen Komplexitit und der Zugehorigkeit zu bestimmten chemischen Gruppen
und ihrer Wirkung auf die Zellproliferation zu identifizieren. Fiir die Analyse wurden A549-
Zellen mit abgestuften Konzentrationen der Naturstoffe behandelt, und ihre Proliferation

anhand von Wachstumskurven bewertet.

Die Analyse zeigte, dass die Mehrheit der untersuchten Naturstoffe die Zellproliferation
hemmte, wihrend einige Substanzen bei niedrigen Konzentrationen leicht stimulierende
Effekte aufwiesen. So fiihrten Shikonin und Harmin in geringen Konzentrationen zu einer
moderaten Steigerung der Zellkonfluenz, wiahrend héhere Konzentrationen eine deutliche
Hemmung bewirken. Unterschiede in der Wirkung zwischen den Naturstoffklassen konnten
aufgrund der geringen Anzahl untersuchter Vertreter nur eingeschrinkt festgestellt werden.
Innerhalb einzelner Klassen lieBen sich Effekte teilweise auf die strukturelle Komplexitét
und Zusammensetzung der Substanz, etwa in Bezug auf funktionelle Gruppen und
Stereoisomerie zuriickfithren. Besonders aufféllig war die Wirkung von Sanggenon C und
Silymarin, deren Isoformen bzw. das Vorkommen als komplexes Gemisch die biologische

Aktivitat beeinflusste.

Zusammenfassend zeigten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen,
dass Naturstoffe in Krebszellen vielfdltige Wirkungen entfalten konnen. Diese sind nicht
ausschlieBlich auf die fiir die jeweilige Substanzklasse typischen strukturellen Merkmale
zuriickzuflihren. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass eine allgemeine Zuordnung von
Naturstoff-Klassen zu spezifischen Wirkungen bzw. Wirkmechanismen nicht moglich ist,
was es in Folgestudien mit einer groeren Anzahl von Vertretern pro Substanzklasse zu

bestitigen gilt.



3 Summary

The aim of this study was to investigate the effects of selected natural products on the growth of the
human lung carcinoma cell line A549 and to identify correlations between the structural complexity
and natural product classes, their affiliation to specific chemical groups, and their impact on cell
proliferation. For this analysis, A549 cells were treated with graded concentrations oft the natural

products, and proliferation was assessed using growth curves.

The analysis showed that the majority of the investigated natural products inhibited cell proliferation,
while some substances exhibited slight stimulatory effects at low concentrations. For example,
shikonin and harmine led to a moderate increase in cell confluence at minimal concentrations,
whereas higher concentrations resulted in pronounced inhibition. Differences in activity between
natural product classes could only be observed to a limited extent due to the small number of
representatives studied. Within individual classes, effects could partly be attributed to the structural
complexity and composition of the substances, for example with respect to functional groups and
stereoisomerism. Particularly notable were the effects of sanggenon C and silymarin, for which the
presence of isomeric forms or their occurrence as complex mixtures influenced their biological

activity.

In summary, the investigations conducted within the scope of this thesis demonstrated that natural
products can exert diverse effects in cancer cells. These effects are not exclusively attributable to the
structural features typical of the respective substance classes. This leads to the hypothesis that a
general assignment of natural product classes to specific effects or mechanisms of action is not
possible, a notion that should be verified in future studies including a larger number of representatives

per substance class.



4 Einleitung

Besser, gesiinder, ldnger, am besten sogar fiir immer leben. Wir alle streben nach Unsterblichkeit,
schreibt Cicero 106 v. Chr. geboren'. Der Wunsch nach ewiger Jugend und Schonheit priagt die
heutige Forschung enorm. Weltweit wird daran arbeitet, Krankheiten therapierbar zu machen bzw.

deren Progredienz zu verlangsamen oder zumindest dem fortschreitenden Altern entgegenzuwirken.

Der menschliche Korper besteht aus etwa 35 Billionen Zellen, von denen téglich mehrere hunderte
Millionen absterben. Dieser kontinuierliche Verlust wird durch Zellproliferation ausgeglichen, die
somit eine essenzielle Grundlage fiir Wachstum, Regeneration und Gewebehomdostase darstellt.
Konnte man daraus schlieBen, dass eine endlose Zellproliferation Unsterblichkeit bedeutet? Im
Gegenteil: Gerade diese Entgleisung des Zellwachstum ist charakteristisch fiir schwerwiegende

Erkrankung wie Krebs oder Arteriosklerose?.

In zahlreichen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Naturstoffe das Wachstum von Zellen
malgeblich beeinflussen konnen. Wihrend bestimmte Vitamine und Aminosduren die
Zellproliferation fordern und damit das Zellwachstum unterstiitzen, existiert auch eine Vielzahl an
Substanzen mit wachstumshemmender Wirkung. Letztere stehen besonders im Fokus der Forschung,

da sie als vielversprechende Kandidaten fiir den Einsatz in der Krebstherapie gelten.

Die chemische Vielfalt von Naturstoffen ist auBerordentlich grof3, und ihre Wirkung auf Zellen oder
Organismen ist oft nur unzureichend verstanden. In den 1990er Jahren ermdglichte die
kombinatorische Chemie die Synthese einer enormen Zahl neuer Verbindungen die systematisch auf
ihre pharmakologische Wirkung getestet wurden. Auf diese Weise entstanden Substanzbibliotheken
mit hunderttausenden von Molekiilen. Allerdings zeigte sich, dass lediglich etwa eine von 100.000
Verbindungen eine relevante biologische Aktivitét besitzt. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden hingegen
eine Vielzahl von Naturstoffen analysiert und deren Wirksamkeit nachgewiesen. Daraus ergab sich
die Strategie, diese Naturstoffe gezielt weiter zu analysieren und die gewonnenen Erkenntnisse fiir

die Entwicklung neuer Substanzen zu nutzen.

Die Suche nach neuen Wirkstoffen aus der Natur stellt eines der zentralen Themen der
Pharmakognosie dar. Weltweit befassen sich zahlreiche Forschungsgruppen mit der Untersuchung
bioaktiver Substanzen aus Pflanzen, Pilzen, Mikroorganismen sowie Organismen aus extremen
okologischen Nischen®. Dabei kommen unterschiedliche Strategien zum Einsatz, darunter die
klassische Bioprospektion (also systematische Suche und Untersuchung von biologischem Material),
wirkungsgeleitete Isolationsverfahren, Hochdurchsatz-Screenings von Naturstoffbibliotheken sowie
Methoden durch die gezielte strukturelle Weiterentwicklung natiirlicher Leitstrukturen zu

pharmakologisch optimierten Wirkstoffen®.



Vor diesem Hintergrund untersucht eine aktuelle Ubersichtsarbeit die derzeitige Rolle natiirlicher
Produkte (NPs) in der Arzneimittelentwicklung. Dabei wurden sowohl zugelassene Medikamente
aus dem Zeitraum von 2014 bis Mitte 2025 als auch Wirkstoffe, die bis Ende 2024 in klinischen
Studien befanden, beriicksichtigt. Insgesamt wurden zwischen 2014 und 2024 weltweit 579
Medikamente zugelassen, von denen 56 (9,7%) als natiirliche Produkte (NP) oder NP-abgeleitet
klassifiziert werden konnten. Hierbei handelte es sich um 44 kleine Molekiile (7,6% aller
zugelassenen Medikamente) und 12 Antikérper-Medikamentenkonjugate (2,1% zugelassenen
Medikamente). Dariiber hinaus befanden sich Ende 2024 insgesamt 124 NP- oder NP-abgeleitete
Verbindungen in klinischer Erprobung. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass natiirliche Produkte eine
bedeutende Rolle in der Wirkstoffentwicklung spielen und weiterhin ein erhebliches Potential fiir die

Identifizierung neuer pharmakologischer Wirkstoffe besitzen®*.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss ausgewdhlter Naturstoffe auf das Wachstum der
humanen Lungenkarzinom-Zelllinie A549 untersucht. Im Mittelpunkt steht dabei die Frage,
inwiefern sich eine Korrelation zwischen der strukturellen Komplexitdt verschiedener
Naturstoftklassen und deren Wirkung auf die Zellproliferation erkennen ldsst. Kann von der
Zugehorigkeit einer Verbindung zu einer bestimmten Substanzklassen auf ihre Wirkung auf das
Zellwachstum geschlossen werden? Wie vielfiltig sind die Wirkungen von Einzelverbindungen
innerhalb einer Substanzklasse? Antworten auf diese Frage konnen zur Erstellung einer Bibliothek
von Naturstoftklassen mit ihrer jeweiligen Bioaktivitdt beitragen, um die Entwicklung z.B.
synthetischer Analoga - sogenannter Pseudonaturstoffe -zu erleichtern und zugleich eine Grundlage

fiir zukiinftige Ansétze in der Wirkstoffforschung schaffen.

4.1 Naturstoffe und ihr Hintergrund

Im allgemeinen Sprachgebrauch versteht man unter Naturstoffen sekunddre Metaboliten, die im
Rahmen des Sekundirstoffwechsels von sehr vielen Organismengruppen biosynthetisiert werden
(z.B. Pflanzen, Pilze, Mikroben). Im Gegensatz zu Primidrmetaboliten sind sie nicht unmittelbar
essenziell fir Wachstum, Entwicklung oder Fortpflanzung eines Organismus. Naturstoffe entstehen
meist als Ergebnis der Anpassung an Umweltbedingungen oder dienen als Abwehr- und
Schutzmechanismen, beispielsweise gegeniiber Fressfeinden oder konkurrierenden Organismen®. Sie
reprasentieren eine breite Palette an Stoffklassen, charakterisiert durch enorme strukturelle
Komplexitdt und oft hohe Molekiillmasse. Die Verbindungen bestehen hauptsdchlich aus sp*-
hybridisierten Kohlenstoffatomen, Sauerstoff, einigen Stickstoff- sowie Halogenatomen. Im
Vergleich  zu  synthetischen = Molekiilen  besitzen sie eine  hdéhere Zahl an
Wasserstoftbriickenakzeptoren und -donoren, eine erhohte Hydrophilie sowie eine grofere
molekulare Steifigkeit und zeigen gleichzeitig eine gesteigerte biologische Aktivitdt. Das macht

Naturstoffe zu einer wertvollen Ausgangsbasis fiir orale Arzneimittel, vor allem auch, weil sie schon
7



durch die Evolution strukturell ,,optimiert wurden®. Beispielweise wurden Molekiile wie Nicotin
oder andere Alkaloide im Laufe der Evolution selektioniert, um Fressfeinde zu schddigen (durch
Bindung an bestimmte Proteine des Feindes)’. Obwohl eine hohe strukturelle Komplexitit von
Verbindungen vorteilhaft sein kann, erschwert sie gleichzeitig die Untersuchung von Struktur-
Wirkungs-Beziehungen. Bereits die Isolierung aus biologischen Material, so wie die anschlieBende

Quantifizierung und Charakterisierung stellen haufig erhebliche Herausforderungen dar®.

Naturstoffe werden aufgrund ihrer chemischen Struktur in unterschiedliche chemische Gruppen
eingeordnet, wie zB. Kohlenhydrate, Flavonoide, Alkaloide, Amine, Terpene® Innerhalb der
Substanzklassen unterscheiden sich Verbindungen oft nur durch eine einzige Hydroxylgruppe, was
aber die biologische Wirkung deutlich verdndern kann. Die Mehrheit der Naturstoffe weist in ihrer
Molekiilstruktur einen oder mehrere Phenolringe auf. Einige Naturstoffe besitzen Strukturgeriiste,
die ausschlieBlich aus Kohlenstoff- und Sauerstoffatomen bestehen, wie etwa Terpene oder

Flavonoide, wihrend andere auch Stickstoff enthalten, wie etwa Alkaloide.

Aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt weisen Naturstoffe héufig unterschiedliche biologische
Wirkungen auf. Flavonoide sind O-Heterozyklen und zeichnen sich durch zwei unterschiedlich
substituierte aromatische Ringe aus. In in vitro-Analysen zeigen sie typischerweise antibiotische und
antioxidative Eigenschaften sowie ein breites Spektrum an Enzyminhibitionen’. Alkaloide gehoren

1' wirken Alkaloide bei Menschen und

zu den stickstoffhaltigen Verbindungen. Laut Hénse
Wirbeltieren in der Regel toxisch. Glucosinolate, die sich aus Aminosduren ableiten lassen, sind
Thioglucoside mit zwei Schwefelatomen und einem Stickstoffatom im Molekiill. Obwohl es bei
Tieren nach Verzehr von groBen Mengen zu einer Kropfbildung kommen kann, ist die Gefahr fiir den

Menschen gering!!.

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber ausgewihlte Substanzklassen, ihre charakteristischen

chemischen Strukturen sowie ihren bekannten pharmakologischen Wirkungen.

Tabelle 1 Ubersicht der ausgewdihlten Substanzen, die die chemische Vielfalt verschiedener Stoffklassen veranschaulichen

Substanzklasse Beispiel Struktur Wirkung

N-haltig

Alkaloid Harmin MAO-Hemmer

Quelle: Chemspider,

https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3268.html, abgeruden am 11.01.26 2



https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.3268.html
https://www.chemspider.com/Chemical-Structure.3268.html

N- und S-haltig

Glucosinolate

Glucobrassicin

"
~
|

!
Quelle: Chemspider,
https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3268.html, abgerufen am 11.01.26"

Speicher fiir Auxine

ohne N

Alkannin

Shikonin

0 OH

OH ©O OH
Quelle: Chemspider,
https:/www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3268.html, abgerufen am 11.01.26"

Induziert Zellzyklus-Stillstand in menschlichen
Darmkrebs-Zelllinien SW480

Anthrachinon

Emodin

CH o OH

HO™ . I [ CH,

o

Quelle: Chemspider,
https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3107.html, abgerufen am 11.01.26"

Verringert das intrazelluldre Cholesterin.

Flavonoid

Silibinin

HO'

o} OH
Quelle: Chemspider,
https://www.chemspider.com/Chemical-

Structure.3107.html, abgerufen am 11.01.26'°

Hemmt einen Organo-Aniontransporter

Fettsdure

Agaricinséure

7

Quelle:Chemspider,
https://www.chemspider. com/Chemical-
Structure.3107.html, abgerufen am 11.01.26'7

Induziert den mitochondrialen
Durchléssigkeitswandel

Flavonoid

Sanggenon C

. /
oH

N
| O
A,

Quelle:Chemspider,
https:/www.chemspider. com/Ch emical-
Structure.23267362.html, abgerufen am 11.01.26'

Inhibiert TNF-o, NF-xB

Phenylpropanoid

Rosmarinséure

OH
Quelle: Chemspider,

https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3107.html, abgerufen am 11.01.26"

Hemmt Lipooxygenase,

HIV-1 Integrase
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Prinzipiell sind Naturstoffe in der Lage, alle zelluliren Funktionen des Organismus zu modulieren®.
Immer wieder werden neue Belege gefunden, die beweisen, dass sie eine Vielzahl intrazelluldrer
Prozesse sowohl direkt als auch indirekt steuern konnen. Dennoch ist die biologische Funktion vieler
Sekundédrmetaboliten bislang nicht eindeutig erforscht, insbesondere im Hinblick auf die Wirkung
bestimmter Stoffklassen auf das Zellwachstum. Nun stellt sich daher die Frage, ob eine eindeutige
Zuordnung zwischen einzelnen Stoftklassen und ihren spezifischen Effekten auf das Wachstum einer
Zelle iberhaupt moglich ist, da die Verbindungen innerhalb einer Klasse strukturell sehr divers sein
koénnen. Gleichzeitig weisen die vielfaltigen Funktionen dieser Verbindungen im Stoffwechsel der
produzierenden Organismen auf ein potenziell hohes Mal} an pharmazeutisch relevanter Bioaktivitét
hin. Tabelle 2 gibt eine zusammenfassende Ubersicht iiber makromolekulare Stoffe und zeigt
exemplarisch mogliche Wirkungen einzelner Vertreter verschiedener Stoffklassen auf pflanzliche
Zellen. Sie dient dabei der Veranschaulichung und erhebt keinen Anspruch auf eine allgemeingiiltige

Zuordnung von Stoffklassen zu spezifischen Effekten.

Tabelle 2 Ubersicht ausgewdhlter Klassen von Sekunddrmetaboliten und beispielhafte Wirkung auf Krebszellen’.

Substanzklasse Wirkung

Beeinflussung der Fluiditit bzw. Integritit von Membranen®’

Sterole (Cholesterin) Aktiviert —~ membranstindige  Rezeptoren —  potentiell

tumorfordernd?!

Induktion von Apoptose

Sterole (Ergosterol, Ergosterolperoxid) Beeinflusst mitochondriale Signalwege —  antitumorales

Potenziall?>?

Induktion von Apoptose
Terpene (Limonen) Hemmt Angiogenese - Tumorprogression

Hemmung von Proliferations- und Uberlebenssignalwegen®

Induktion von Apoptose

Anthrachinone (Emodin) Modulation von Signalwegen, die Proliferation und Entziindung

steuern®

Wirken iiber das abgespaltete Cyanid auf die mitochondriale
Atmungskette 2

Cyanogene Glycoside (Amygdalin) Induktion von Apotose

Hemmung der Zellproliferation?’

Antioxidative Wirkung
Isocyanate (Sulforaphan) Aktivierung von Gene flir Entgiftungsenzymen

Modulierung zentraler Signalwege und krebsrelevanter Gene?®

Hemmung von Proliferation, Metastasierung und Angiogenese
Phytoalexine (Resveratrol) Modulation von Signalwegen und epigenetische Regulation —

antitumorales Potenzial®

Beteiligung an der mitochondrialen Atmungskette®
Chinone (Ubichinon) Antioxidative Wirkung

Moduliert mitochondrial vermittelte Apoptose

10



4.2 Krankheitsmodell Tumor

Entscheidend fiir die Entwicklung wirksamer chemotherapeutischer Strategien ist das Verstidndnis
der Tumorentstehung sowie von Ausbreitung und Invasion. Das geregelte Gleichgewicht aus
Wachstum (Proliferation), zelluldrer Spezialisierung (Differenzierung) und Zelltod (Apoptose) ist fiir

das Uberleben jeder Zelle und des Gesamtorganismus essenziell’!

. Der genaue Ablauf des Zellzyklus
wird durch genetisch definierte Programme gesteuert. Sowohl endogene als auch exogene Faktoren

konnen diese Steuerung deregulieren.

,Der Unterschied zwischen Tumorzellen und Normalgewebe, liegt an der gestorten Regulation des
Wachstums, dem Verlust der Differenzierungsfihigkeit und der Féahigkeit zur Metastasierung* (zitiert
nach W. Dempke 2006).

Mutation in normalen zelluldren Genen (z.B. Proto-Onkogenen) konnen zu Onkogenen fiihren.
Ebenso konnen Fehler beim Ablesen der Erbinformation die Zellfunktion verandern und zum Verlust
ihrer eigentlichen Aufgaben beitragen. Solche Verdnderungen verursachen entweder bleibende
Mutation oder fiihren letztlich zum Zelltod®'. Eine Aktivierung von Onkogenen resultiert hiufig in

unkontrollierter, persistierender Proliferation und klonale Expansion der betroffenen Zellen?!.

Die in allen malignen Tumoren nachgewiesene Verdnderungen lassen sich in folgende Gruppen

einteilen:

e Punktmutationen: Sie entstehen typischerweise durch mutagene Substanzen. Betroffen sind vor
allem das p53- Tumorsuppressor- Gen und die Gene der ras-Familie (Rat sarcoma). 80% aller
Karzinome enthalten Mutation des p53- Gens®!,

e Deletionen: Sind regulatorische Sequenz eines Gens betroffen, konnen sie zur Entstehung von
Proteinen mit transformierenden Eigenschaften fiihren?!,

e Translokationen: Ein klassisches Beispiel ist das Philadelphia-Chromosom, das bei 95% der
Patienten mit einer chronischen myeloischen Leuk&mie nachweisbar ist. Das dabei entstehende
Fusionsprotein Ber- Abl (Breakpoint Cluster Region und Abelson-Proto-Onkogen) fiihrt zu einer
fehlerhaften Funktion der Abl- Kinase, einer unkontrollierten Aktivierung abhidngiger
Signalwege und in der Folge zu gesteigerter Zellproliferation®?,

e Amplifikation: In Tumoren deutlich hdufiger als bei normalen Sdugerzellen. Sie fiihren zu einer
verstirken Genexpression. Besonders HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)*
und Myc (Myelozyten) sind hiufig bei Mammakarzinom amplifiziert®!,

e Retrovirale Genaktivierung: Mindestens vier humanpathogene Retroviren gelten als onkogen,
darunter HIV (Menschliches Immundefizienz- Virus), HTLV-1 (Humanes T-lymphotropes Virus-
1), HTLV-2. Sie konnen durch verschiedene Mechanismen maligne Transformation

bewirken?!-3,
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e Genetische Instabilitit: Sie begilinstigt die Akkumulation genetischer Verdnderungen und ist

insbesondere bei kolorektalen Karzinomen ausgeprigt®!

Die zelluldre Proliferation wird durch extrazellulire Signale gesteuert, dic sowohl Phasen des
Zellzyklus als auch Mechanismen der Zellelimination regulieren. Fast alle Onkogen-Produkte stéren
diese Signaliibertragung oder deren Genaktivitit. Die Signaltransduktion beginnt mit der Bindung
eines Liganden an membranstindige oder intrazelluldr lokalisierte Rezeptoren. Eine entscheidende
Rolle spielen dabei die Rezeptor-Tyrosin/Threonin- Kinasen (RTKs). Durch die Bindung eines
Liganden kommt es zu einer Konformationsdnderung, Dimerisierung und schlieBlich Auto- oder
Transphosphorylierung. Damit wird die Signalweiterleitung eingeleitet. Mutierte RTKs kdnnen
jedoch auch ohne Ligandenbindung dimerisieren und so eine kontinuierliche Aktivierung sowie

pathologische Signaliibertragung verursachen (z.B. HER-2)*'.

Die Weiterleitung des Signals erfolgt liber intrazellulire Proteine, die an die zytoplasmatische
Domiéne des Rezeptors binden. Besonders wichtig sind hier die SH2- und SH3- Doménen (Src-

Homology 2). Die daran gebundenen Proteine sind meist enzymatisch aktiv, darunter:

e Phosphatidylinositol-3-Kinase- reguliert die Aktivitit der Caspase-3, die eine Schliisselrolle in
der Apoptose spielt,

e Src-Kinasen- spiclen eine groBe Rolle bei der PDGF (Platelet Derived Growth Factor) -
vermittelten Signalilibertragung,

e Adapterproteine- z.B. PDGF, VEGF (Vaskulidrer Endothelialer Wachstumsfaktor), EGF
(Epidermal Growth Factor), ret, ber-abl®.

Eukaryontische Zellen verfiigen auflerdem {iiber komplexe Enzymsysteme, die DNA-Schiden
erkennen, reparieren oder — falls eine Reparatur nicht moglich ist — den programmierten Zelltod
(Apoptose) einleiten. Verschiedene Signalwege regulieren die Apoptose, wobei auch Tumorzellen
diesen Mechanismus nutzen, um Abwehrzellen wie tumorinfiltrierende Lymphozyten (TILs)
auszuschalten®®. Inhibition der Apoptose bewirkt die Erhaltung von genomschidigten Zellen, was
wieder zur Aktivierung von Onkogenen fiihren kann. Inzwischen wurden mehrere therapeutische

Antikdrper gegen diese Signalwege entwickelt (z.B. Pembrolizumab)*®.

Sowohl Onkogene als auch Tumorsuppressoren fordern die klonale Expansion von Tumorzellen.
Diese verdrangen Wildtyp-Wirtszellen und breiten sich auf Kosten des gesunden Gewebes aus. Diese
Zellkonkurrenz spielt in der Tumorentstehung eine wesentliche Rolle. Auch innerhalb von Tumoren
konkurrieren Krebszellen untereinander um Néahrstoffe, Wachstumsfaktoren und Raum. Aktuelle
Forschungsarbeiten beschéftigen sich mit der Identifizierung der zugrunde liegenden Mechanismen
von Konkurrenz und friihzeitigen Krebsverdnderungen im Gewebe *’. So konnte gezeigt werden,
dass z.B. der Verlust des Hippo-Signalwegs, der die GewebevergroBerung kontrolliert, wesentliche
Auswirkung auf die Wirkung von RAS-RAF-Mutationen hat. Umgekehrt spielt die RAS-

37,38

Signalgebung eine Rolle bei Inaktivierung des Hippo-Signalwegs
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Alle zelluldren Prozesse sind auf eine prizise regulierte Néhrstoffaufnahme angewiesen.
Proliferierende Zellen steigern ihre Nihrstoffaufnahme, um ihre Masse zu verdoppeln und
biosynthetisch aktiv zu bleiben. Krebszellen gewinnen autonome Kontrolle iiber ihren
Nihrstoffthaushalt. Zudem begiinstigt eine verdnderte Stoffwechselaktivitidt die Produktion von

Makromolekiilen, die das Uberleben unter hypoxischen und nihrstoffarmen Bedingungen sichern®”.

Die Regulation des Zellstoffwechsels iiber Signalwege (z.B. mTOR-Signalweg) ist das Thema von
vielen Forschungsgruppen und erdffnet neue therapeutische Moglichkeiten®. Das Verstindnis, wie
Onkogenen-Mutationen entstehen und Signaltransduktionswege deregulieren, ist entscheidend fiir
die Entwicklung innovativer Krebstherapien. Aktuell werden metabolische Schwachstellen,
deregulierende Signalwege, biosynthetische Prozesse, die die Tumorentwicklung fordern, sowie
Mechanismen, die Transkriptionsfaktoren regulieren, oder die Interaktion zwischen Krebs- und
Immunzellen beeinflussen, intensiv untersucht. Gezielte Therapien, die molekulare Interaktion oder

Signalwege storen, gelten als vielversprechende Ansitze zur Bekdmpfung des Tumorwachstums®*!.

Ein tiefgreifendes Verstdndnis krebsassoziierter Komplikationen und biologischer Besonderheiten ist
von zentraler Bedeutung. Dazu zéhlen unter anderem Arzneimittelresistenz, intratumorale
Heterogenitit und Metastasierung. Ebenso entscheidend ist die umfassende Analyse der molekularen
und metabolischen Charakteristika von Tumoren, einschlieBlich Genotyp, Phénotyp,
Stoffwechselprofil und Tumormikroumfeld. Nur durch eine systemische Aufkldrung dieser
Mechanismen konnen die zugrunde liegenden Prozesse verstanden und darauf autbauend effektive

Strategien fiir Privention, Diagnostik und Therapie von Krebs entwickelt werden*?.

4.3 Naturstoffe in der Tumortherapie

Pflanzen wie Camptotheca acuminata, Catharanthus roseus, Taxus brevifolia, Podophyllum
peltatum, Combretum caffrum sowie Berberis vulgaris lieferten bedeutende Naturstoffe wie
Camptothecin®, Vincristin**sowie Paclitaxel*>*®, Podophyllotoxin, Combretastatine und Berberin®’.
Insgesamt wurde eine Vielzahl von Naturstoffen mit unterschiedlichen chemischen Grundstrukturen
als potenziell antineoplastisch wirksam identifiziert und isoliert. Zahlreiche dieser natiirlichen
Verbindungen wurden gezielt chemisch modifiziert, um strukturelle Analoga mit verbesserter
pharmakologischer Wirksamkeit, erhohter Loslichkeit oder reduzierter Toxizitdt zu entwickeln. In
der Folge sind mehrere klinisch etablierte Zytostatika entstanden, darunter Topotecan, Irinotecan,
Docetaxel, Etoposid. Mehr als die Hélfte der derzeit klinisch eingesetzten Krebsmedikamente basiert

auf natiirlichen Wirkstoffen oder ist von diesen abgeleitet*® .

Im Folgenden werden ecinige Beispiele fiir Naturstoffe vorgestellt, die in der Krebstherapie

Anwendung finden.
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4.3.1 Polyphenole (Curcumin)

Curcumin ist ein natiirlich vorkommendes Polyphenol A i | _

. e o,
(Abbildung 1°"), das aus der Kurkuma- Wurzel Curcuma M
longa, Familie Zingiberaceae gewonnen wird. Es wurde Abbildung 1 Chemische Struktur von

erstmals im Jahr 1815 isoliert. Es zdhlt zur Stoffklasse der Curcumin

Curcuminoide®?. Die Struktur von Curcumin besteht aus zwei R e —

Benzolringen, die iiber ein konjugiertes Doppelbindungssystem miteinander verbunden sind. An
diese Doppelbindung ist eine enolische Gruppe gebunden, die mafigeblich zur biologischen Aktivitét
von Curcumin beitrdgt. Die krebshemmende Wirkung ldsst sich auf die B-Diketon Struktur
zuriickfiihren, die als funktionelles Zentrum der Substanz gilt. Curcumin beeinflusst verschiedene
Signaltransduktionswege, indem es sowohl direkt als auch indirekt Prozesse wie die Zellteilung, die
Aktivitdt des Tumorsuppressorgens p53, sowie die Transkriptionsfaktoren Nrf2 und NF-«xB
moduliert. Das Polylphenol inhibiert den JAK-STAT Signalweg iiber die Faktoren STAT-1 und
STAT-3. Dariiber hinaus spielt die f-Diketon Gruppe eine wichtige Rolle bei der Entwicklung neuer
selektiver COX-2- Inhibitoren, da sie als Pharmakophor dient>*. Studien zeigen, dass die
Signalwege von COX-2 bei Entziindungen und Tumorerkrankungen héufig aktiviert sind. Besonders
COX-2 tragt wesentlich zur Forderung des Tumorwachstums bei. Curcumin wird in der Behandlung
von Bauchspeicheldriisenkrebs im Rahmen eines Multitarget-Ansatzes —eingesetzt™. Als
Theranostikum (also Substanz die Therapie und Diagnostik in einem vereint) findet das Curcumin
eine Anwendung in der Fluoreszenbildgebung, photodynamischen und sonodynamischen Therapie**.
Sonodynamische Therapie ist ein experimentelles Therapieverfahren, bei dem Ultraschall zusammen

mit einem sonosensibilisierenden Wirkstoff eingesetzt wird, um gezielt Zellen zu schadigen.

4.3.2 Pflanzenalkaloide (Vincristin, Paclitaxel)

Vincristin, ein Vertreter der Vinca-Alkaloide, gehort zu
den frithesten natiirlichen Substanzen mit klinisch
relevanter antineoplastischer Aktivitdt* ( Abbildung 2°°).
Sie ist aus der madagassischen Immergriin-Pflanze
Catharanthus roseus isoliert. Im Jahr 1952 wurde

zundchst myelotoxische Wirkung von Vinca-Alkaloiden

beschrieben. Kurze Zeit spéter konnte in préklinischen

. . . L. . L Abbildung 2 Chemische Struktur von Vincristin
Studien an M4iusen eine signifikante antileuk&dmische
Quelle: Chemspider, https ://www.chemspid er.com/Chemical-
Aktivitit nachgewiesen werden®’. Vincristin erhielt 1963  StrucureS7s8himl abgerufen am21.12.25

die Zulassung durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) zur Anwendung in der
Krebsbehandlung. Durch ihre Bindung an Tubulin inhibiert Vincristin die Ausbildung des

Spindelapparates, was einen Metaphase- Arrest wihrend der Mitose induziert und anschlieBend
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Apoptose sowie Zelltod maligner Zellen ausldst®®. Die Substanz wird im Rahmen kombinierter
Chemotherapie gemeinsam mit weiteren antineoplastischen Wirkstoffen zur Behandlung
hidmatologischer Neoplasien wie Leukdmie und Lymphomen sowie solider Tumoren eingesetzt™.
Heutzutage erfolgt die Herstellung von Vinca-Alkaloiden iiberwiegend durch semisynthetische

Verfahren auf Basis pflanzlicher Vorstufen.

Paclitaxel (Taxol) wurde Anfang der 1960er erstmals aus der
Rinde der Pazifischen Eibe Taxus brevifolia isoliert®®. Es ist
eine trizyklische Diterpenoidverbindung (siche Abbildung
3%, Erst im Jahr 1979 konnte Susan Horwitz den besonderen

Wirkmechanismus von Paclitaxel aufkliren*®. Anders als

Vinca-Alkaloide, die die Depolymerisation von Mikrotubuli
fordern, wirkt Paclitaxel als Mikrotubuli-stabilisierender
Wirkstoff. Als solcher fordert Paclitaxel die Polymerisation Abbildung 3 Chemische Struktur von Paclitaxel

von a/B_ Tubuhn_ Dlmeren zu Stabllen Mlkrotubuh und Quelle: Chemspider, https :/www.chemspider.com/Chemical-
Structure.10368587.html, abgerufen am 21.12.25

bindet spezifisch an das Mikrotubuli-Polymer. Durch diese Interaktion stabilisiert es die Mikrotubuli
gegeniiber depolymerisierenden Einfliissen wie Kilte und erhdhten Kalziumkonzentrationen. Die
Existenz einer spezifischen Bindungstelle am Polymer macht Paclitaxel im Vergleich zu anderen
antimitotisch wirkenden Zytostatika einzigartig. Es weist ein breites antineoplastisches
Wirkspektrum auf und findet klinische Anwendung bei einer Vielzahl solider Tumore, darunter
Mammakarzinom, Ovarialkarzinom, nicht- kleinzelliges Bronchial-karzinom*>¢!. Aktuell wird
Paclitaxel vor allem durch chemische Semisynthese aus Baccatin I11°? aus der Européischen Eibe

(Taxus baccata) sowie den gezielten Anbau von Eiben gewonnen.

4.3.3 Epipodophyllotoxine (Etoposid)

Epipodophyllotoxine leiten sich strukturell von Podophyllotoxin ab. Podophyllotoxin wurde im
Stammbharz und den Wurzelstocken von Podophyllum peltatum und Podophyllum emodi der Familie
Berberidaceae (Berberitzengewéchse) entdeckt®. In der traditionellen Medizin fand Podophyllin-
Harz bereits frilhzeitig Anwendung, die gezielte chemische Untersuchung und Synthese von
Podophyllotoxin setzten jedoch erst in den 1940er- Jahren ein. Ende der 1940er-Jahre wurde die
zytotoxische Wirkung von Podophyllotoxin entdeckt, nachdem zuvor antivirale Effekte gegen
verschiedene Viren- darunter Masern-, Herpes-simplex-, Cytomegalie- und humane Papillomaviren-
nachgewiesen worden waren®. Diese Befunde legten den Grundstein fiir seinen Einsatz in der

onkologischen Forschung und Therapie.
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Besondere  Bedeutung hat Etoposid (Abbildung 4%), ein o

H,C o OH
halbsynthetisches  Derivat des Desoxypodophyllotoxin, einem m
Aryltetralin-Lignan, erlangt. Der Wirkstoff hemmt die DNA- ’

Topoisomerase II, ein zelluldres Schliisselenzym, fiir die korrekte

Entwindung und Replikation der DNA. Etoposid stabilisiert die DNA-
Strange, was zu Doppelstrangbriichen, Zellzyklusarrest und letztlich zum N /Q" CH,

programmierten Zelltod fiihrt. Im Vergleich zu anderen Topoisomerase OH
Abbildung 4 Chemische
[I-Inhibitoren wie Anthracyclinen wirkt Etoposid effizienter, bringt Swukeur von Etoposid
jedoch auch das Risiko chromosomaler Translokationen und wird mit Quelie: Chemspider
therapieassozierter sekundérer Leukdmie in Verbindung gebracht®. Nach ?ﬂ%wuﬁ
seiner Zulassung im Jahr 1983 zur Behandlung des Hodenkarzinoms
wurde Etoposid zunehmend auch bei weiteren malignen Erkrankungen eingesetzt. Dazu zéhlen
insbesondere solide Tumore wie das kleinzellige Lungenkarzinom sowie hidmatologische
Neoplasien, insbesondere die akute lymphatische Leukimie®. In der Kombinationstherapie wird

Etoposid bei Tumoren in Magen, Gehirn, Brust und Bauchspeicheldriise eingestetzt®’.

4.3.4 Anthracycline (Daunorubicin)

Bei Anthracyclinen handelt es sich um aromatische Polyketide, die durch ein tetracyclisches 7,8,9,10
-Tetrahydro-5,12-naphthacenochinon-Geriist ~ charakterisiert  sind.  Anthracycline  wurden
urspriinglich auf ihr Potenzial als Antibiotika untersucht und zeigten dabei eine deutliche

Wirksamkeit gegeniiber Staphylococcus aureus®

. Sie gelangen hauptséchlich durch passive
Diffusion in die Zellen. Nach dem Eintritt konnen sie an die 20S-Untereinheiten des Proteasoms

binden, einem zentralen Proteinkomplex fiir den Proteinabbau.

Daunorubicin (sieche Abbildung 5%°) wurde in den 1960er Jahren \

von Di Marco aus Streptomyces peucetius isoliert®. Es besteht ’/DL =il LA i~
aus einer Aglykon- und einer Zuckerkomponente. Das Aglykon D 2 g i b

bildet ein tetracyklisches Anthracyclin-Grundgeriist mit Chinon- o
und Hydrochinon-Funktionalititen in den B- und C-Ringen e

sowie einer Methoxygruppe am D-Ring. Der Aminozucker Ho

Abbildung 5 Chemische Struktur von

Daunosamin ist iiber eine glykosidische Bindung an der C-7-
Daunorubicin

Position des A-Rings verkniipft und tragt eine Aminogruppe an Quelle: Chemspider, hips dvsschemspider com Chenmcal
C-3%. Daunorubicin erwies sich in klinischen Studien als Stucwre2S163himl sbgerufenam21.12.25

besonders wirksam in der Therapie akuter Leukdmie und bildete damit die Grundlage fiir seinen
therapeutischen Einsatz. Die zytotoxische Wirkung beruht auf der Fihigkeit, sich mit der
Polyhydroxyanthrachinon-Struktur in die DNA einzulagern. Dabei schiebt sie sich zwischen

benachbarte Basenpaare und fiihrt zu einer Destabilisierung der DNA-Doppelhelix, was den
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Topoisomerase-II-DNA-Komplex stabilisiert. Diese Stabilisierung fordert die Entstehung von
Doppelstrangbriichen und aktiviert letztlich programmierte Zelltodmechanismen. Dariiber hinaus
verursachen Anthracycline strukturelle Verdnderungen des Chromatins. Beim Einbau in die DNA
ragt der Zuckerrest in die kleine Furche der DNA hinein und konkurriert dort mit Histonen um
Bindungsstellen. Das fiihrt zur Destabilisierung von Nukleosomen und zur Verdringung von
Histonen aus dem Chromatin. Die Histonverdrdngung fiihrt zu epigenetischen und transkriptionellen
Verdnderungen sowie zu einer beeintrdchtigten DNA-Doppelstrangreparatur und wird als

Chromatinschidigung bezeichnet’®"!.

Daunorubicin wurde in den 1970er Jahren von der Food and Drug Administration zur klinischen
Anwendung zugelassen. Heute findet es Einsatz bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen, darunter

akute lymphatische und myeloische Leukédmie, Lymphome, Blasen-, Magen- und Brustkrebs.

4.3.5 Ambivalente Rolle der Entzundiingsprozesse

Entziindungsprozesse libernehmen in der Krebsbiologie eine ambivalente Rolle. Einerseits konnen
sie durch die Bereitstellung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren das Uberleben und die
Proliferation von Tumorzellen unterstiitzen. Anderseits sind sie in der Lage, antitumorale
Immunantworten zu aktivieren — ein Prinzip, das gezielt in der Krebsimmuntherapie genutzt wird.
Wihrend akute Entziindungsreaktionen die Wirksamkeit therapeutischer Interventionen fordern
koénnen, trigt eine chronische Entziindung hiufig zur Tumorprogression, zum Wiederauftreten der

Erkrankung und zur Therapieresistenz bei.

Entziindungsprozesse fordern die Tumorentwicklung, indem sie die Angiogenese verstirken, lokale
Immunantwort unterdriicken und eine tumorfordernde Mikroumgebung schaffen, die das Uberleben
und die Weiterentwicklung primaligner (tumorvorstufiger) Zellen begiinstig. Hypoxische
Bedingungen (Zustand des Sauerstoffmangels) im Tumormikromilieu aktivieren den Hypoxie-
induzierten Faktor HIF-1a, der die Bildung neuer, hiufig abnormaler Blutgefille stimuliert. Sie
fungieren als zentrale Regulatoren der Angiogenese (Wachstum von Blutgefifien), indem sie die
Produktion verschiedener Faktoren wie vaskulidren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF),
Plazentawachstumsfaktor (PGF), Thrombozyten-abgeleitetem Wachstumsfaktor-B (PDGF-B)
steigern. Tumorzellen und krebsassoziierte Fibroblasten, fordern durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren sowie durch Umbau der extrazelluldren Matrix die Proliferation und Invasivitét
von Krebszellen. Gleichzeitig ermdglicht eine metabolische Umprogrammierung, insbesondere die
verstiarkte Nutzung der aeroben Glykolyse (Warburg-Effekt), das rasche Tumorwachstum. Dariiber
hinaus trigt Hypoxie zur Ausbildung eines immunsuppressiven Milieus bei, unter anderen durch die

Rekrutierung regulatorischer Immunzellen.”".
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Das Immunsystem spielt eine doppelte Rolle bei der Metastasierung: Einerseits kann Entziindung
das Wachstum und die Ausbreitung von Krebszellen, z.B. durch CD8* T-Zellen, zerstéren. Tumore
konnen jedoch Mechanismen entwickeln, um dieser Immuniiberwachung zu entkommen, etwa durch
regulatorische T-Zellen (Tregs) oder immunsuppresive Zytokine wie TGF-B. Ob das Immunsystem
einen Tumor bekdmpft oder dessen Wachstum fordert, hingt davon ab, welche Immunstoffe

vorhanden sind und wie viele und wie aktive Immunzellen in der Tumorumgebung sind ™.

Chronische Entziindungen gelten als wesentlicher Risikofaktor fiir die Entwicklung verschiedener
Tumorarten, was die gezielte Modulation inflammatorischer Signalwege zu einer vielversprechenden
Strategie sowohl in der Krebsprivention als auch in der Krebstherapie macht. Viele
immunmodulatorische Naturstoffe wirken auf die zelluldre Abwehr starkend — zum Beispiel durch

entgiftende und antioxidative Enzyme- und Entziindungen sowie Tumorwachstum hemmend.

Zahlreiche onkologische Wirkstoffe finden zugleich Anwendung in der Therapie chronisch-
entziindlicher Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis. Kiinftige Forschungsansitze sollen
daher verstirkt auf die Identifizierung und Entwicklung von Wirkstoffen ausgerichtet sein, die

sowohl entziindungshemmende als auch antitumorale Eigenschaften vereinen”.

Vor diesem Hintergrund besteht ein wachsendes Interesse an der Identifizierung neuer Wirkstoffe,
die entziindungshemmende und antitumorale Effekte vereinen, insbesondere aus natiirlichen
Quellen. Obwohl zahlreiche Naturstoffe bereits isoliert und strukturell charakterisiert wurden, ist ihr

biologisches Wirkprofil hdufig noch nicht ausreichend erforscht.

4.3.6 Aktuelle und zukiinftige Forschungsansitze zu antitumoralen

Naturstoffen

Es gibt noch eine Menge isolierter und in der Struktur bekannter Naturstoffe, die hinsichtlich ihrer
Wirkungen noch nicht ausreichend erforscht wurden. Wéhrend die chemische Charakterisierung mit
leistungsstarken =~ Technologien wie z.B.  Massenspektrometrie (in  Kopplung mit
Fliissigchromatographie, LC-MS) und Kernresonanz-Spektroskopie (NMR) durchgefiihrt werden,
wird die Untersuchung von Aktivitdit und Wirkung vor allem durch in vitro-Experimente in
zellbasierten Testsystemen durchgefiihrt. Diese Herangehensweise kann wichtige Hinweise
hinsichtlich einer potenziellen Wirkung, des Wirkmechanismus und auch einer spezifischen oder
unspezifischen Toxizitdt gegeniiber Tumorzellen aber auch gesunden Zellen liefern und auch zur
Auffindung neuer biologischer Zielstrukturen dienen. Hierbei sind jedoch keine endgiiltigen
Aussagen moglich, d.h. eine Substanz, die in vitro isolierte Tumorzellen im Wachstum hindert, darf
noch nicht als anti-tumorales Therapeutikum bezeichnet werden. Nach den ersten in vitro-
Untersuchungen sollten weitere in vivo-Experimente folgen. In vitro Modelle mit menschlichen oder

tierischen Zellkulturen erlauben eine kontrollierte Untersuchung von Zell- oder Gewebefunktionen
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und sind gut reproduzierbar. /n vivo Modelle hingegen beriicksichtigen alle komplexen
Wechselwirkungen im lebenden Organismus, einschliefSlich Stoffwechsel, Gewebe-Kommunikation
und Langzeiteffekte und liefern dadurch klinisch relevantere Ergebnisse zur Wirksamkeit und

Sicherheit von Medikamenten.

Von groBer Bedeutung ist nicht nur die Identifikation neuer Substanzen und deren
Wirkmechanismen, sondern auch die Entwicklung neuartiger Therapieansitze. Zu diesem Zweck
wird intensiv geforscht, um pathophysiologische Prozesse zu verstehen, die am Fortschreiten von
Krankheiten beteiligt sind. Dabei sollen insbesondere mogliche Zielproteine fiir Therapien
identifiziert werden, die eine essenzielle Rolle im Krankheitsgeschehen spielen indem z.B. bei
Fehlregulationen Krankheiten entstehen. Folglich ist das Versténdnis {iber zelluldre Voraussetzungen
und molekulare Grundlagen von grofler Bedeutung. Im Falle von z.B. Tumorzellen ist dieses Wissen
eine wichtige Quelle fiir neue mogliche Angriffspunkte oder ermoglicht die weitere Entwicklung

bereits bestehender Substanzen z.B. durch hohere Selektivitit’.

Neben der Analyse von Makromolekiilen wie Proteinen hat sich auch die Analyse kleiner Molekiile
in der Zelle, insbesondere Zwischenprodukte des Zellstoffwechsels (Metabolite), als aufschlussreich
erwiesen. Viele biochemische Prozesse sind eng mit der Aktivitit von Stoffwechselwegen verkniipft,
indem sie beispieclweise Energie oder Bausteine fiir Makromolekiile liefern. In der Vergangenheit
wurden metabolische Analysen vor allem in der Biomedizin und Agrarwissenschaft eingesetzt. Heute
wird die metabolische Analyse nicht nur angewendet, um die Pathomechanismen komplexer
Krankheiten zu verstehen, sondern auch hiufig zur Kldarung der molekularen Wirkmechanismen von
potenziellen Wirkstoffen. Analysen der Stoffwechselprodukte (Metabolomics) liefern biologische
Information iiber Verdnderungen in der Metaboliten-Zusammensetzung in dem untersuchten

Organismus’’, und dem Einfluss von Wirkstoffen darauf.

4.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Naturstoffen aus unterschiedlichen chemischen Klassen
auf das Wachstum von Zellen zu untersuchen. Dabei soll analysiert werden, welche der Naturstoffe
eine Wirkung gegen schnell proliferierende Krebszellen in vitro zeigen, und ob ein Zusammenhang
zwischen der Wirkung der Substanzen und ihrer Zugehdrigkeit zu bestimmten Stoffklassen besteht.
Die getesteten Substanzen wurden gezielt als Vertreter verschiedener chemischer Substanzklassen

unter den Naturstoffen sowie basierend auf Literaturreherche ausgewihlt.

Die Wirkung der ausgesuchten Substanzen auf das Wachstum wurde an der humanen
Lungenkarzinom-Zelllinie A549 untersucht. Zu Beginn eines Experiments wurden A549-Zellen in
RPMI-1640 Zellkulturmedium in 96-Well- Platten ausgesit und liber Nacht inkubiert, bis die Zellen

am Plattenboden angehaftet haben. Am Folgetag wurden unterschiedliche Konzentrationen der
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einzelnen Substanzen in das Medium einzelner Zellkulturen auf der Platte hinzugefiigt. Die Well-
Platte wurde danach 96 Stunden lang bei 37°C und in 5 % CO:-Atmosphire in einem Mikroskopie-
Plattenleser inkubiert. Alle 2 Stunden wurden automatisiert mit Hilfe des Hellfeldmikroskops Bilder
der Zelle am Boden der 96-Well-Platte aufgenommen und mithilfe der Gerdtesoftware die
Zellkonfluenz bestimmt (Flachenanteil des Kulturbodens, der von Zellen bedeckt ist). Das
Experiment hat jeweils geendet, wenn die unbehandelte Kontrollprobe ca. 80 % Konfluenz erreicht
hat. Die gewonnenen Konfluenzdaten wurden graphisch als Wachstumskurven dargestellt und mit
unbehandelten Kontrollzellen verglichen. Die Auswertung der Daten erfolgte iiber das Programm
Excel. Abweichungen in den Wachstumskurven, insbesondere ein verminderter Anstieg der
Konfluenz wurden als Hinweis auf eine wachstumshemmende Wirkung der eingesetzten Naturstoffe
interpretiert. Die in vitro-Methoden, mithilfe derer die Effekte von ausgewédhlten Naturstoffen
untersucht wurden, sind vereinfachte- Modelsysteme, mit denen unter kontrollierten Bedingungen
erste Hinweise auf das Potential einzelner Wirkstoffe und ihrer grundlegenden Aktivititen gesammelt
werden konnen. Weitere Studien sind in der Regel nétig, um die in dieser Arbeit aufgestellten
Hypothesen zu einzelnen Verbindungen zu bestitigen. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Frage,
ob sich ein Zusammenhang zwischen der chemischen Substanzklassen und den beobachteten

Effekten im in vitro Modell herstellen 14sst.

Im Verlauf der durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich, dass nicht ausschlieBlich die
Zugehorigkeit zu einer chemischen Gruppe bestimmt, ob ein Naturstoff die Zellproliferation
beeinflusst, sondern auch weitere Faktoren sind relevant, wie beispielsweise das Vorliegen
unterschiedlicher isomerer Formen einer Substanz oder der Vergleich der Wirkung einzelner
Substanzen gegeniiber Mischungen verschiedener Verbindungen, wie es typisch flir Naturstoffe bzw.
Extrakte aus Arzneipflanzen ist. Aufgrund der begrenzten Anzahl an Substanzen, die die jeweiligen
chemischen Gruppen repréasentieren, konnten jedoch keine klaren Schlussfolgerungen hinsichtlich
eines Zusammenhangs zwischen der chemischen Gruppenzugehorigkeit und dem Einfluss auf die
Zellproliferation gezogen werden. Erweiterte Untersuchungen mit einer groBeren Anzahl an
Substanzen pro Substanzklasse konnten kiinftig dazu beitragen, derartige Zusammenhinge zu
identifizieren und die Grundlage fiir den Aufbau von Datenbanken zu schaffen, die perspektivisch

bei der Entwicklung neuer Arzneistoffe Anwendung finden kénnen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Auswahl der Substanzen und Losungsmittel

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Naturstoffen aus verschiedenen chemischen
Klassen, die potenziell das Zellwachstum modulieren kénnen. Die Auswahl basierte auf einer
umfassenden Literaturrecherche. Der Fokus lag auf Substanzen, fiir die bereits eine Hemmung des
Krebszellwachstums berichtet wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass sie unterschiedlichen
chemischen Verbindungsklassen angehdren und somit eine breite strukturelle Vielfalt représentieren.
Zusitzlich wurden Verbindungen priorisiert, die bereits im Labor vorhanden waren (Sammlung von
Naturstoffen und Isolaten in der Gruppe von Prof. Judith Rollinger, Division fir Pharmakognosie).
Aufgrund zeitlicher Einschrankung war es leider nicht moglich, eine umfassende und repriasentative
Probe aller chemischen Gruppen unter den Naturstoffen zu untersuchen. Fiir diese Studie wurden
neun naturstoffbasierte Testverbindungen aus den folgenden Substanzklassen ausgewihlt:
Pyrimidin-Analoga, Anthranoide, Chinone, Fettsduren, Flavonoide, Alkaloide, Flavonolignane,
Phenylpropanoide. Eine detaillierte Ubersicht der untersuchten Substanzen sowie eine grafische
Darstellung ihrer chemischen Strukturen sind in Tabelle 3 dargestellt. Zusétzlich wurde der
synthetische Wirkstoff 5-Fluorouracil als Positivkontrolle verwendet, da es zu diesem Wirkstoff
bereits eine Vielzahl an Daten zur Hemmung des Krebszellwachstums gibt. Die Substanz bereits im

Labor getestet wurde und die wirksamen Konzentrationen bekannt waren.

Tubelle 3 Ubersicht der ausgewdhlten Testsubstanzen

Name Substanzklasse Chemische Struktur

Emodin Anthranoid
(o]
Quelle: Chemispider, www.chemspider.com/Chemical-
Structure.3107.html, abgerufen am 21.12.25"
CH,
H o} OH
H,C S
. HO
Shikonin Chinone ‘O
o} OH

Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.420739.html, abgerufen am 21.12.25"*
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Agaricinsdure

Fettsdure

n}
T
o

Quelle: Chemspider, https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.12108.html, abgerufen am 21.12.25"7

Harmin

Alkaloid

CH

\

N

H.C 3

\ZI

—

Quelle: Chemspider, https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.4444445 html, abgerufen am 21.12.25"

Sanggenon C

Flavonoid

Sanggenon C

Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.23267362.html, abgerufen am 21.12.25'%

Sanggenon D

Flavonoid

B SanggenonD

Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.24534163.html abgerufen am 21.12.257

Silibinin

Flavonolignan

OH 0]

Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.29263.html, abgerufen am 21.12.25'°

Silymarin

Flavonolignane

Silymarin ist eine Mischung aus
verschiedenen  Flavonolignanen  wie
Silybin, Isosilybin, Silychristin und
Silydianin, die zusammen die aktive
Substanz  in  Mariendistel-Extrakten
bilden”

Rosmarinsaure

Phenylpropanoid

(Zimtsaure-Derivat)

JQWI\@

Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical- ldercom/Chemlca]
Structure.29263.html, abgerufen am 11.01.26
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0,

\
5-Fluorouracil Pyrimidin-Analogon R />
4 F

Quelle: Chemspider, www.chemspider.com/Chemical-Structure.3268.html,
abgerufen am 21.12.25%

Als Losungsmittel fiir die analysierten Substanzen wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet.
DMSO ist sowohl mit Wasser als auch mit organischem Losungsmittel mischbar, fordert das
Eindringen der geldsten Substanzen in die Zellmembran und dadurch die Aufnahme in die Zelle. Die
toxischen Effekte der Losungsmittel selbst konnen Artefakte erzeugen, die die Interpretationen von
Versuchsergebnissen erschweren. DMSO kann beispielsweise konzentrationsabhingig toxisch auf
die kultivierten Zellen wirken und hat die Fahigkeit, an verschiedene Proteine im Zytoplasma oder
Zellkern zu binden und deren Funktionen direkt durch chemische und physikalische Wechselwirkung
zu modulieren®'. Um fehlerhafte Ergebnisinterpretationen zu vermeiden, wurde eine Kontroll-
Zellkultur (Negativ-kontrolle) mit der maximalen im Experiment auftretenden DMSO-
Konzentration mitgetestet, um den Einfluss auf die Zellkonfluenz zu erfassen und bei der
Interpretation zu beriicksichtigen. Die nachstehende Abbildung 6 veranschaulicht den
unterschiedlichen Einfluss auf die zellulire Konfluenz bzw. das Zellwachstum in Abhéngigkeit der

DMSO-Konzentration.

Nach einer Inkubationszeit von 66 Stunden erreichen die Zellen der Medium-Kontrolle eine
Konfluenz von 90%. Die Behandlung mit den Konzentrationen 0,05%, 0,1% und 1% DMSO fiihrte
zu Konfluenzwerten von 81%, 78% bzw. 82% im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Damit wurde
gezeigt, dass DMSO in den hier verwendeten Konzentrationen keinen nennenswerten Einfluss auf

das Zellwachstum ausiibt.
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Abbildung 6 Zellwachstumskurve der A549-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von DMSO, aufgenommen mittels

automatisierter Hellfeld-Mikroskopie in einem TECAN Spark Cyto Plattenleser

5.2 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil (5-FU, Abbildung 7%°) ist ein synthetisches Analogon des natiirlich
vorkommenden Pyrimidins-Uracil. Es wird tiber die gleichen Stoffwechselwege wie
Uracil verstoffwechselt®. In der Medizin wird es als Chemotherapeutikum mit
breitem Wirkspektrum vor allem gegen Magenkrebs angewandt®>*. Inzwischen
wurden viele Optimierungsstrategien entwickelt um die Verbindung
pharmakologisch noch aktiver zu machen®®. Im Zuge dieser Arbeit wurde 5-
Fluorouracil aufgrund der bewiesenen Inhibition des Krebszellwachstum als
Positivkontrolle verwendet, d.h. als Vergleich, wie die Daten im Fall einer

tatsdchlichen Hemmung des Zellwachstums aussehen.

5-Fluorouracil wurde eingangs in vier verschiedenen Konzentrationen getestet, um

deren Einfluss auf das Zellwachstum zu analysieren (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Wachstumskurven der A549-Zellen nach Behandlung mit vier unterschiedlichen Konzentrationen von 5-
Fluorouracil.

Nach einer 64-stiindigen Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von 5-Fluorouracil (2,5-20
uM) zeigte sich eine dosisabhéngige Hemmung des Zellwachstums. Bereits bei einer Konzentration
von 2,5 uM fiihrte 5-Fluorouracil zu einer Reduktion der Zellkonfluenz um 19% im Vergleich zur
Medium-Kontrolle. Ausgepragtere Effekte wurden bei hoheren Konzentrationen beobachtet: im
Bereich von 5 bis 20 uM nahm die Konfluenz um etwa 33% bis 37% ab. Die dargestellte Kurve
verlduft nahezu horizontal, was auf eine ausbleibende Zunahme der Zellzahl infolge nahezu totaler

Hemmung des Zellwachstums schlieBen lsst.

5.3 Anthranoide (Emodin)

Zu den pharmazeutisch bedeutungsvollen Anthrachinonen gehort Emodin, g M

das erstmals 1925 isoliert wurde (sieche Abbildung 9)'. 1,3,8-Trihydroxy- “O
6-Methylanthrachinon (Emodin) besteht aus einem Anthracen-Ring o CH,

(trizyklisch aromatisch) mit zwei Ketogruppen in C9- und C10-Position®. o

Abbildung 9 Chemische

Die Hauptquellen des Emodins sind Pflanzen der Familie Fabacea, ., :
Struktur von Emodin

Polygonacea und Rhamnacea. Es wird sowohl in vegetativen Organen als .. chemspicer.

. . 3 . www.chemspider.com/Chemical-
auch in Fortpflanzungsorganen produziert. In Pflanzen spielt es eine Rolle  Structure3107.html, abgerufen am 21.12.25

beim Schutz vor abiotischen Belastungen, zur Abschreckung von Fressfeinden und als
antimikrobielles Mittel gegen Pflanzenerreger. In hohen Konzentrationen findet es Verwendung als
Repellent gegen Insekten und Krankheitserreger. In der Medizin wurde Emodin in erster Linie als
Abfiihrmittel verwendet®. Fiir seine laxierende Wirkung ist die Hydroxylierung an Position 1 und 8

(1,8-Dihydroxyanthron) verantwortlich, wodurch die Peristaltik angeregt wird®’. Viele friihere

25


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.3107.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.3107.html

Studien haben gezeigt, dass Emodin auch eine antioxidative, entziindungshemmende®*®’,

9194 antidiabetische® und immunsupressive”> Wirkung hat.

neuroprotektive®, antikanzerogene
Emodin hemmt auch die Zellproliferation, induziert die Apoptose und verstirkt reaktive

Sauerstoffspezies?.

Es wurden vier verschiedene Konzentrationen von Emodin hergestellt und fiir jede Konzentration

die jeweiligen Anderungen im Zellwachstum ermittelt (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Zellwachstumskurve der A549-Zellen unter Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Emodin.

Nach 64 Stunden Inkubationszeit filhrte Emodin zu einer dosisabhdngigen Hemmung des
Zellwachstums. Bereits bei einer Konzentration von 10 uM war im Vergleich zur Medium-Kontrolle
eine Verlangsamung des Wachstums zu beobachten. Wéhrend unbehandelte Zellen sowie DMSO-
behandelte Kulturen Konfluenzwerte von 91% bzw 89% erreichen, sankt die Konfluenz nach
Behandlung mit 10 uM Emodin auf 82%. Eine deutliche Wachstumsverlangsamung zeigte sich bei
20 uM Emodin, wobei die Zellkonfluenz nur 60% der Konfluenz der Medium-Kontrolle erreichte.
Bei Konzentrationen von 40 pM und 50 uM war kein weiterer Anstieg der Konfluenz zu beobachten,

was auf eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums durch Emodin hindeutet.
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Abbildung 11 Zellwachstumskurve der A549- Zellen bei optimierten Emodin-Konzentrationen.

Zur Bestitigung der Ergebnisse des ersten Experiments, wurde ein weiteres Experiment mit zwei
Konzentrationen: 15 pM und 20 uM durchgefiihrt (siche Abbildung 11). Nach einer Inkubationsdauer
von 46 Stunden zeigte sich bei 15 pM Emodin eine Verringerung der Zellkonfluenz um 44% im
Vergleich zu Medium, wéhrend bei 20 uM eine Reduktion von 46% festgestellt wurde. Im Gegensatz
dazu erreichen unbehandelte Zellen im Medium eine Konfluenz von 81%. In beiden Emodin-
behandelten Ansétzen verliefen die Wachstumskurven frithzeitig plateauartig, was auf eine liber den
gesamten Beobachtungszeitraum hinweg unterdriickte Zellproliferation schlieBen ldsst. Allerdings

weichen diese Ergebnisse teilweise von den im ersten Experiment beobachteten Effekten ab.

5.4 Chinone (Shikonin)

Shikonin  (5,8-dihidroxy-2-((1S)-1-Hydroxy-4-Methylpent-3-
en-1-yy)naphtalene-1,4-Dione) ist eine natiirliche
Naphthoquinon- Verbindung (sieche Abbildung 12). Die

Substanz wird unter anderen aus den Wurzeln von Lithospermum

Erythrorhizon isoliert”. Dariiber hinaus kommt sie auch in 0 OH

Abbildung 12 Chemische Struktur von

Wurzeln der Familie Boraginaceae vor. In der traditionellen /.
Shikonin

chinesischen = Medizin wurde es aufgrund  seiner P
Quelle: Chemspider,

. . . hitps://www.chemspider. com/Chemical-
entziindungshemmenden und  wundheilenden = Wirkung Sircture420739.html, abgerufen am 21.12.25

verwendet”®. Neue Studien beweisen, dass es das Wachstum von vielen menschlichen Krebszelllinien
hemmt”’.

Fiir dieses Experiment wurden acht verschiedene Konzentrationen von Shikonin hergestellt, und
deren Einfluss auf Zellwachstum von A549 Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind in der Abbildung

13 dargestellt.
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Abbildung 13 Einfluss mehrerer Shikonin-Konzentrationen auf die Proliferation der A549-Zellen.

Im 72-stiindigen Experiment mit Shikonin betrug die Zellkonfluenz in der Kontrollgruppe (Medium)
am Ende des Experiments 79%. Shikonin-Konzentrationen im Bereich von 0,3 pM bis 0,8 pM
fithrten zu einer Reduktion der Konfluenz auf etwa 65%. Bei hoheren Konzentrationen von 0,9 uM
bzw. 1 uM wurde eine weitere Abnahme der Zellkonfluenz auf 51% bzw. 56% beobachtet. Die in
diesem Experiment als Losungsmittel fiir Shikonin verwendeten DMSO-Konzentrationen (0,04-
0,1%) beeinflussten das Zellwachstum nicht. Kontrollprobe mit 0,07% DMSO zeigte keine

verminderte Zellkonfluenz gegeniiber der Medium-Kontrolle.
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Abbildung 14 Zellwachstumskurve von A549-Zellen bei optimierten Konzentrationen an Shikonin.
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Um die im ersten Shikonin-Experiment beobachteten Effekte zu bestitigen, wurde der Versuch mit
zwei Shikonin-Konzentrationen (0,5 pM und 0,8 uM) sowie mit 0,5% DMSO wiederholt (siche
Abbildung 14). Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden betrug die Zellkonfluenz bei 0,5 uM und
0,8 uM Shikonin 64 und 41%, verglichen mit 81% in der Medium-Kontrolle. Dieses Experiment
bestitigte somit die zuvor beobachteten Effekte. Die in diesem Experiment zur Herstellung der
Shikonin-Konzentrationen von 0,5 und 0,8 uM eingesetzte DMSO-Konzentration lag im Bereich von
0,008-0,016%. Als Kontrolle fiir etwaige Effekte von DMSO wurden Zellen mit 0,5% DMSO
behandelt, was lediglich zu einer geringfiigigen Hemmung des Zellwachstums von 2% fiihrte. Die
Wahl von 0,5% DMSO als Negativkontrolle basiert darauf, dass dies die maximal in den
Versuchsansétzen vorkommende DMSO-Konzentration dargestellt (bei 23 uM Harmin in parallelen

Experimenten).

5.5 Fettsdure (Agaricinsiure)

Agaricinséure ist eine Tricarbonsdure, die aus verschiedenen Polyporus
officinalis und Polyporus igniarius gewonnen wird”®. 2-Hydroxynona-
decan-1,2,3-tricarbonséure, frither auch Laricin, Agaricin oder Blatter-
pilzsdure genannt, besitzt polare Hydroxylgruppen und unpolare
aliphatische Ketten (Abbildung 15'7). Agaricinsdure wurde friiher als

schweiBhemmendes Mittel bei Tuberkulosepatienten verwendet™!%, In

Dosen von 5 bis 15 Gramm fiihrt es bei Menschen zum Erbrechen®®. Es
Abbildung 15 Chemische
gibt Studien, die zeigen, dass die Substanz die mitochondriale Strukiur von Agaricinsdure

Permeabilitit beeinflusst und dadurch den Abfluss von angesammeltem — Quelle: Chemspider, ,
https://www.chemspider. com/Chemical-
Structure.12108.html, aufgerufen am 21.12.25

Ca** fordert”™. Dies ist mit einem Verlust des mitochondrialen
Transmembranpotentials und einem osmotischen Anschwellen der Mitochondrien verbunden, was
auf die Offnung der Permeabilititspore hinweist. Agaricinsiure fordert auch die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und die Oxidation ungesittigter Fettsduren und beeintrachtigt dadurch die

mitochondriale Funktion.

Die Untersuchung mit sieben unterschiedlichen Konzentrationen von Agaricinsdure zeigte eine
konzentrationsabhidngige Wirkung auf das Zellwachstum. Die entsprechende Resultate sind in

Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16 Zellwachstum von A549-Zellen bei verschiedenen Konzentrationen von Agaricinsdure

Agaricinsédure zeigte in den Konzentrationen von 10 uM und 25 uM nur eine schwach hemmende
Wirkung auf das Zellwachstum, wobei eine Zellkonfluenz von etwa 74% erreicht wurde (Abbildung
16). Im Vergleich dazu ergab die Inkubation der Zellen im Medium nach 58 Stunden eine Konfluenz
von 80%. Eine stirkere hemmende Wirkung wurde bei einer Konzentration von 20 uM beobachtet;
aufgrund der hohen Variabilitit der Messwerte ist die Aussagekraft dieser Ergebnisse jedoch
eingeschrénkt. Vergleichbares gilt fiir die Behandlung mit 45 pM Agaricinséure. Obwohl aus der
Darstellung hervorgeht, dass diese Konzentration zu einer nahezu vollstindigen Hemmung des
Zellwachstums fiihrte (Konfluenz ca. 26%), schriankt die grofe Streuung der Messwerte die
Belastbarkeit der Daten deutlich ein. Fine Behandlung mit 50 uM Agaricinsdure fithrte zu einer

Abnahme der Zellkonfluenz, was auf ein mogliches Absterben der Zellen hindeuten kann.

5.6 Alkaloid (Harmin)

Das Alkaloid Harmin (7-Methoxy-1-methyl-9H-pyrido[3,4-b] e O y CH
3

indol, Abbildung 17'?) eines der am besten untersuchten B- ’ Yy, {

Carbolin-Alkaloide!®! und verfiigt iiber eine Indolstruktur und N

einen Pyridinring. Harmin kommt in zahlreichen Pflanzen vor

Abbildung 17 Chemische Struktur von

wie z.B. Peganum harmala L. Diese Heilpflanzen wurden friiher i
armin

vor allem auf grund ihrer psychoaktiven Wirkung verwendet, _ , ,
Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-
. . . . . Structure.4444445 html, aufgerufen am 21.12.25

wobei Harmalin und verwandte B-Carbolin-Alkakolide dafiir

verantwortlich sind!®!. B-Carboline binden leicht an Benzodiazepin-, Imidazolin-Serotonin- und

Opiatrezeptoren und sind bekannt als MAO-Hemmer. Harmin zeigt laut verschiedenen Studien ein
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breites pharmakologisches Wirkungsspektrum mit fungiziden, bakteriziden, antitumoralen und
antidepressiven Eigenschaften'®. Insbesondere wirkt Harmin auch dosisabhéngig auf die Migration

und Invasion von Brustkrebszellen!3,

Zur Untersuchung der dosisabhingigen Effekte auf das Wachstum von A549-Zellen wurden acht
Konzentrationen (3-24 pM) getestet. Die resultierenden Wachstumseffekte sind in Abbildung 18

dargestellt.
100 A549 + Harmln Harmin 3uM
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80 Harmin 9uM
? U 89‘:’*:’398 ® Harmin 12uM
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Abbildung 18 Darstellung der Wachstumskurven der A549-Zellen nach Behandlung mit verschiedenen
Konzentrationen von Harmin.

Wihrend der 70-stiindigen Inkubation erreichten die Zellen in Medium eine Konfluenz von 78%.
Die Zugabe von niedrigen Konzentrationen von Harmin von 3 uM und 6 uM fiihrten zu einer leichten
Steigerung des Zellwachstums bis um 11% im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Konzentrationen
zwischen 9 uM und 15 pM fiihrten zu geringer Wachstumshemmung und reduzierten die Konfluenz
um bis zu 4%. Konzentrationen zwischen 18 uM und 24 pM reduzierten die Konfluenz um 13-26%
im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Die Wachstumskurven zeigten kein Plateau, was auf eine
kontinuierliche Hemmung der Zellproliferation wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums

hinweist.
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5.7 Flavonoide (Sanggenon C, Sanggenon D)

Sanggenon C und Sanggenon D sind in der B SanggenonD
Wurzelrinde der weilen Maulbeere Morbus alba =
vorkommende prenylierte Flavonoide. Die Maulbeere “
wurde in der chinesischen Medizin aufgrund ihrer
entziindungshemmenden, antioxidativen und HO

antitumoralen Wirkung angewen. det!4105 Gje tragen Abbildung 18 Chemische Struktur von Sanggenon D

Quelle: Chemspider https://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.24534163.html, aufgerufen am 21.12.25

mehrere OH-Gruppen, die hochstwahrscheinlich fiir
deren antioxidative Wirkung verantwortlich sind.
Beide Verbindungen gehdren zur Gruppe der Diels-
Alder-Addukte'® unterscheiden sich jedoch aus
stereochemischer Sicht voneinander. Sanggenon C
(Abbildung  20')  trdgt eine  (2R,3S,37’S)-
Konfiguration, wahrend Sanggenon D (Abbildung

Abbildung 17 Chemische Struktur von Sanggenon C

1 978 duI‘Ch eine 3 ! ,R -Konil Uur ation Chal aktEI isiel t Quelle: Chemspider, https :/www.chemspider.com/Chemical-
9
Structure.23267362.html, aufgerufen am 21.12.25

ist'”. Eine Studie aus dem Jahr 2018 zeigt, dass
sterische Effekte zu unterschiedlichen antioxidativen und zytoprotektiven Wirkungen fiithren
konnen!""1% Eine aktuelle Untersuchung zu Sanggenon C demonstriert dessen signifikante Wirkung
auf Melanomzellen, gekennzeichnet durch reduzierte Proliferation und Induktion der Apoptose!®.
Dariiber hinaus hemmt die Substanz Proteasen, wodurch die Lebensfihigkeit von Tumorzellen
verringert wird!''?. Zusitzlich unterdriickt Sanggenon C die Produktion bakterieller Nitroreduktasen,
was die Bildung mutagenen Metaboliten im Dickdarm reduziert'!!. Fiir beide Isomere wurden
gleiche Konzentrationen hergestellt und die Wirkung auf A549-Zellen tiberpriift. Abbildungen 23

und 24 veranschaulichen die erzielten Ergebnisse.
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Abbildung 19Einfluss unterschiedlicher Sanggenon C-Konzentrationen auf die Proliferation der A549-Zelle

Das Experiment erstreckte sich iiber 62 Stunden. Nach der Inkubation zeigte die Medium-
Zellkontrolle eine Konfluenz von 85% (Abbildung 21). Bei Sanggenon C-Konzentrationen von 2
und 5 uM lieB3 sich eine Reduktion der Konfluenz um etwa 14% im Vergleich zu Medium-Kontrolle
feststellen. Eine moderate Erhéhung der Konzentration auf 10 uM fiihrte bereits zu einer deutlich
stiarkeren Reduktion der Konfluenz von 34%. Im Konzentrationsbereich von 20 bis 100 uM zeigte
sich unmittelbar nach der Zugabe von Sanggenon C keine Zunahme der Konfluenz mehr, was auf
eine vollstindige Unterdriickung der Zellproliferation hinweist. Dariiber hinaus kam es zu einem
leichten Riickgang der Konfluenz um bis zu 6%, was moglicherweise auf das Absterben einzelner

Zellen und deren Ablosung von der Zellkulturplatte zuriickzufiihren ist.

Da bereits eine moderate Erhdhung der Konzentration von Sanggenon C einen deutlichen Einfluss
auf das Zellwachstum zeigte (Konfluenz 71% bei 5 uM gegeniiber 34% bei 10 uM), wurde
beschlossen, das Experiment mit zusidtzlichen Konzentrationen zu wiederholen. Ziel dieses
Folgeexperiments war die Bestitigung der zuvor erhaltenen Ergebnisse sowie die genauere
Eingrenzung einer Sanggenon C-Konzentration, die das Zellwachstum um etwa 50% hemmt. Zu

diesem Zweck wurden zwei Konzentrationen von 5 pM und 7 uM untersucht (siche Abbildung 22).

33



A549 + Sanggenon C

100
90

80 ané ® Sanggenon C5 puM

70 Qqég

60 QQQ

50 QQQQ i
QGG O Medium

40 e

20 ‘.e°. ® DMSO 0,5%

Sanggenon C7 uM

Konfluenz %

20
10

0 12 24 36 48 60 72
Zeit [h]

Abbildung 20 Zellkonfluenz von zwei Konzentrationen von Sanggenon C

Nach einer Inkubationsdauer von 46 Stunden erreichte die Zellkultur im Kontrollmedium eine
Konfluenz von 81%. In Anwesenheit von 5 und 7 uM Sanggenon C konnte keine Verdnderung der
Zellkonfluenz im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (Abbildung 22), die Ergebnisse des
ersten Experiments konnten also nicht reproduziert werden. Eine mogliche Ursache hierfiir ist eine
Ungenauigkeit bei Herstellung der niedrigen Sanggenon C-Konzentrationen. Die Herstellung dieser
Konzentrationen erforderte das Pipettieren sehr kleiner Volumina, was die Genauigkeit der

Verdiinnungen potenziell beeintriachtigt haben konnte.

Wie bereits zuvor beschrieben, unterscheiden sich Sanggenon C und Sanggenon D ausschlieBlich in
ihrer Konfiguration an einer Position (siche Abbildung 19 und 20). Um zu untersuchen, ob und in
welches Ausmal dieser strukturelle Unterschied einen Einfluss auf die Zellkonfluenz hat, wurde
parallel ein Experiment mit Sanggenon D durchgefiihrt. Dieses Experiment erfolgte unter identischen

Bedingungen wie fiir Sanggenon C, einschlieBlich gleicher Konzentrationen und Inkubationszeit.

Die Zellkonfluenz von Zellen, die mit Sanggenon D-Konzentrationen von 2-10 pM kultiviert
wurden, erreichte etwa 77%, wihrend die Zell Konfluenz der Zellen im Medium bei 85% lag
(Abbildung 23). Bei einer Konzentration von 20 uM zeigte sich eine Abnahme der Zellkonfluenz um
18,9% im Vergleich zur Medium-Kontrolle. Aufgrund der hohen Streuung der Messwerte ist die
Aussagekraft dieser beobachteten Unterschiede jedoch eingeschrinkt. Bei Sanggenon D-
Konzentrationen von 40-80 pM wurde unmittelbar nach der Zugabe keine weitere Zunahme der
Zellkonfluenz mehr beobachtet, was auf eine vollstindige Unterdriickung der Zellproliferation
hindeutet. Insgesamt deuten die mit Sanggenon D erhaltenen Ergebnisse auf eine schwéchere
hemmende Wirkung im Vergleich zu Sanggenon C hin. So fiihrte eine Konzentration von 10 uM
Sanggenon C zu einer Reduktion der Zellkonfluenz um 34% im Vergleich zur Medium-Kontrolle,

wiahrend dieselbe Konzentration von Sanggenon D lediglich eine Abnahme von 8% bewirkte.
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Etwaige Effekte des verwendeten Losungsmittel DMSO wurden durch eine Kontrollprobe mit 0,3%
DMSO getestet. Obwohl die zur Herstellung der unterschiedlichen Sanggenon C- und Sanggenon D-
Konzentrationen  erforderlichen = DMSO-Konzentrationen  wesentlich  geringer  waren
(Endkonzentration im Zellkultur-Medium 0,02% und 0,07%), deutet die sehr geringe Wirkung der
viel hoheren DMSO-Konzentration darauf hin, dass der Einfluss des Losungsmittels bei der

Interpretation der Ergebnisse vernachlédssigt werden kann.
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Abbildung 21 Zellwachstumskurven der A549-Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Sanggenon D

Aufgrund der hohen Streuung der Messwerte bei einer Sanggenon D-Konzentration von 20 pM
wurde beschlossen, das Experiment zu wiederholen. Zuséitzlich wurde eine Konzentration von 30
UM untersucht, um die Sanggenon D-Konzentration, die das Zellwachstum um etwa 50% hemmt,
genauer einzugrenzen. Die Zugabe von der Substanz in den untersuchten Konzentrationen (20 uM
und 30 pM) fiihrte dabei nicht zu einer Abnahme der Zellkonfluenz um 50% (Abbildung 24). Es
wurde eine Abnahme der Konfluenz beobachtet, was auf ein mogliches Absterben der Zellen
hindeuten kann. Dieses Folgeexperiment bestétigte die zuvor beobachteten Effekte nicht. Eine
mogliche Ursache hierfiir konnte z.B. eine Ungenauigkeit bei der Herstellung der Sangennon D-

Konzentrationen oder hohe biologische Variabilitit (Passage, Zellzustand, Mikroumgebung sein)
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Abbildung 22 Zellwachstumskurve von A549-Zellen nach Behandlung mit zwei Konzentrationen von Sanggenon D

5.8 Flavonolignan (Silibinin)

Silibinin, auch Silybin genannt, kommt natiirlich in den
Samenfiriichten von Silybum marianum vor. Silybin

(Abbildung 25') ist die am stirksten pharmakologisch

aktive Substanz des Silymarin- Komplexes (siehe auch

Abbildung 25 Chemische Struktur von Silibinin

Abschnitt 5.9) und liegt als zwei Diastereomere vor: A _ ,
Quelle: Chemspider, https ://www.chemspider.com/Chemical-

Silybin A und Silybin B. Sie unterscheiden sich Structure29263huml, aufgerufenam21.12.25

voneinander durch die Konfiguration am C2- und C3-Atom. Uber den medizinischen Nutzen der
Mariendistel wurde schon im 4. Jahrhundert v. Chr. berichtet. Silibinin-Extrakte werden zur
Behandlung von Leberzirrhose, Hepatitis und Lebervergiftung angewendet!!2. Ebenso wurde der
Stoff im Bereich der Krebstherapie getestet. Eine Studie zeigt, dass das Wachstum von
fortgeschrittenen Prostatatumoren gehemmt wird''®. Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit ist

die Bioverfiligbarkeit und somit die klinische Anwendung jedoch eingeschrénkt.

Fiir das Experiment mit dieser Substanz wurden acht verschiedene Konzentrationen hergestellt, um
deren Wirkung auf die Proliferation von Humanzellen zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 26 als Zellwachstumskurve dargestellt.
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Abbildung 23 Einfluss unterschiedliecher Silibinin-Konzentrationen auf die Proliferiation der A549-Zellen

Wihrend der 68-stiindigen Inkubation erreichen die Zellen in der Medium-Kontrolle eine Konfluenz
von 82%. Silibinin-Konzentrationen im Bereich von 10-40 pM reduzierten das Zellwachstum auf
etwa 85% der Konfluenz der Medium-Kontrolle. Im Konzentrationsbereich von 50-80 uM wurde
eine Konfluenz von 67-63% beobachtet, was etwa 82-77% der Konfluenz der Kontrollzellen
entspricht. Bei hoheren Konzentrationen fiihrte Silibinin zu einer weiteren Abnahme der
Zellkonfluenz: bei 100 uM wurden 55% Konfluenz erreicht, wihrend bei 120 pM lediglich 46%
gemessen wurden, entsprechend 67% bzw. 56% der Medium-Kontrolle. Die Wachstumskurven im
Konzentrationsbereich von 10-120 uM zeigten kein Plateau, was auf eine kontinuierliche Hemmung
der Zellproliferation iiber den gesamten Beobachtungszeitraum hindeutet. Die Zugabe von 0,24 %
DMSO fiihrte, dhnlich wie in fritheren Experimenten, zu einer leichten Erh6hung der Zellbedeckung

um 2 %.

Aufgrund der groflen Variabilitit der Messwerte bei der Silibinin-Konzentration von 100 uM, wurde
ein Wiederholungsexperiment durchgefiihrt, mit dem Ziel zu iiberpriifen, ob unter identischen
Bedingungen vergleichbare Ergebnisse erzielt werden konnen. Das zweite Experiment wurde mit

Silibinin-Konzentrationen von 80 uM und 100 uM durchgefiihrt.
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Abbildung 24 Zellwachstumskurven von A549-Zellen mit zwei Konzentrationen von Silibinin

Die Inkubation hat 46 Stunden gedauert. Beide Konzentrationen zeigten eine hemmende Wirkung
auf das Zellwachstum (Abbildung 27). Bei Konzentration von 80 uM und 100 uM Silibinin wurde
eine Zellkonfluenz von 56% und 40% gemessen, verglichen mit einer Konfluenz von 81% in der
Medium-Kontrolle. Im ersten Experiment fiithrte eine Konzentration von 80 uM zu einer Reduktion
der Zellkonfluenz um 19%, wéihrend im Wiederholungsexperiment eine Hemmung von 25%
beobachtet wurde. Fiir 100 uM Silibinin wurde im ersten Experiment eine Hemmung von 27%
festgestellt, wihrend im Wiederholungsexperiment eine Reduktion der Zellkonfluenz um 41%
gemessen wurde. Aufgrund der weiterhin groBBen Variabilitdt der Messwerte ist die Aussagekraft der

Ergebnisse fiir 100 uM Silibinin jedoch eingeschrénkt.

5.9 Silymarin

Silymarin ist der Hauptbestandteil pharmazeutisch genutzter Mariendistel-Praparate. Der
Wirkstoftkomplex wurde das erste Mal 1930 extrahiert. Er besteht zum einen aus mindestens sieben
Flavolignanen wie z.B. Silybin, Isosilybin, Silydianin, Silychristin, zum anderen aus Flavonoiden
wie z.B. Taxifolin. Ahnlich wie Silybin wird Silymarin hauptsichlich als Leberschutzmittel
verwendet. Diese Wirkung beruht auf der Fihigkeit, freie Radikale zu neutralisieren''.
Silymarinverbindungen weisen ausgeprégte antikanzerogene Eigenschaften auf. Dazu zéhlen unter
anderem die Hemmung der Zellmigration durch die Beeinflussung mehrerer Ziele, die Reduktion der
Expression von Hypoxie- induzierbarem Faktor 1o, die Induktion der Apoptose in bestimmten

malignen Zelle sowie die Unterdriickung der promitotischen Signalwege!'”.

38



A549 + Silymarin

100 . ‘
Silymarin 10uM
% Silymarin 20uM
80 QQQQQ Silymarin 30uM
o
o\ 70 g e ¢] 9 ® Silymarin 40uM
A AN
El 60 o) o} 8 8 ¥4 Silymarin 50puM
v el g8¥ -+ Silymarin 60uM
S *° QQ8§"‘A eec000000 Silymarin 80uM
o 40 o) gy~~~ FY XX [ XX ) . .
c 00 0029%8 L eegeccsdecse ® Silymarin 100uM
OO"}'..'."' _ .
Q 30 QGQQQQQ.: ® Silymarin 120uM
=~ 20 00 O Medium
O DMSO 0,24%
10
0
0 12 24 36 48 60 72

Abbildung 25 Zellwachstumskurven von A549-Zellen bei verschiedenen Konzentrationen von Silymarin

Nach 68-stiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen von Silymarin zwischen 10
und 120 uM war eine dosis-abhéngige Hemmung des Zellwachstums zu beobachten (Abbildung 28).
Silymarin in Konzentrationen zwischen 10 uM bis 80 uM reduzierte die Konfluenz im Bereich von
6-22%. Deutlich stirkere Effekte traten bei hoheren Konzentrationen auf: 100 uM und 120 uM
fithrten zu einer Reduktion der Zellkonfluenz auf 49% bzw. 39%, wihrend die Negativkontrollen mit

Medium und 0,24% DMSO-Konfluenzen von 81% bzw.83% errcichten.

In einem zweiten Experiment (Abbildung 29) wurden zwei Konzentrationen im oberen Bereich
erneut getestet, 70 uM 90 uM. Nach 46-stiindiger Inkubationszeit fiihrte die Behandlung mit 70 pM
Silymarin zu einer Reduktion der Konfluenz um 17%, wéhrend bei 90 uM eine Abnahme um 24%
beobachtet wurde. Im Vergleich dazu erreichten die Zellen im Medium eine Konfluenz von 81%. Bei
beiden Konzentrationen von Silymarin erreichen die Wachstumskurven kein Plateau, was darauf
hinweist, dass die Zellproliferation wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums nicht zum

Erliegen kam, sondern kontinuierlich weiter abnahm.

Bei den identischen Konzentrationen zeigen Silymarin und Silibinin leicht unterschiedliche Effekte
auf die Proliferation de A549-Zellen (vgl. Abbildungen 26 und 28). Wihrend sich die Differenzen in
der Wirkung im Bereich von 10-80 uM mit etwa 3% noch gering darstellten, werden sie bei hoheren
Konzentrationen deutlicher. So betrdgt der Unterschied bei 100 uM und 120 pM bereits 7-8%.
Insgesamt ldsst sich daraus ableiten, dass Silymarin im Vergleich zu Silibinin eine etwas stirkere
hemmende Wirkung auf die Zellproliferation entfaltet, was mdglicherweise auf die

Zusammensetzung des Substanzgemisches zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 26 Wachstumskurve der A549-Zellen nach Behandlung mit Konzentrationen von Silymarin

5.10 Phenylpropanoide (Rosmarinséaure)

Rosmarinsiure gehdrt zur Gruppe der Phenylpropanoide und ist
ein Ester der Kaffeesiure und 3,4- Dihydroxyphenylmilchséiure Hom\/d(o o
(Abbildung 30"). Diese Verbindung wurde erstmals aus © Omon
Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) isoliert und erhielt ithren 4pbildung 30 Chemische Struktur von
Namen entsprechend der Pflanzenbezeichnung. Sie kommt Rosmarinsdure

Quelle: Chemspider, https :/www.chemspider.com/Chemical-
iberwiegend in Pflanzen der Familie Lamiaceae, SOWI€  suucture29263 html, aufgerufen am 11.01.26
Apiaceae, Boraginaceae vor (z.B. Symphytum officinale, Salvia officinalis)!'®. Als sekundirer
Pflanzenstoff spielt Rosmarinsdure eine wichtige Rolle in der Abwehr von FraBfeinden. Zahlreiche
Studien dokumentieren die ausgepragten pharmakologischen Eigenschaften der Rosmarinsiure wie
z.B. antioxidative, antimutagene, antibakterielle, antivirale Aktivititen. Es wurde auch als
potenzielles Therapeutikum zur Behandlung von Diabetes intensiv erforscht'!”. Die
entziindungshemmenden Effekte von Rosmarinsdure wurden in in vitro- und in vivo-Studien bei
verschiedenen entziindlichen Erkrankungen wie Arthritis, Colitis und atopischer Dermatitis

nachgewiesen. Erwédhnenswert ist eine aktuelle Studie, die zeigte, dass Rosmarinsidure die

Expression verschiedener Gene, die an der Apoptose beteiligt sind, moduliert!!®.
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Abbildung 27 Wachstumskurve der A549-Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Rosmarinsdure

Rosmarinsdure wurde in neun verschiedenen Konzentrationen zwischen 20 und 500uM getestet.
Nach 66 Stunden Inkubation mit Rosmarinséure zeigt die Zellkultur im Medium (Negativkontrolle)
eine Konfluenz von 90%, wihrend Rosmarinsdure in Konzentrationen von 20- 120 pM die
Konfluenz um 8-21% reduzierte (siche Abbildung 31). Bei Konzentrationen von 200 uM und héher
war unmittelbar nach Zugabe von Rosmarinsédure keine Zunahme der Konfluenz erkennbar, was auf
eine vollstindige Hemmung der Zellproliferation hinweist. Die Konfluenz sank sogar leicht um 5%
ab, was auf ein Absterben von Zellen und damit verbundene teilweise Ablosung von der
Zellkulturplatte hindeuten konnte. In diesem Experiment war die Verwendung von DM SO aufgrund
der guten Wasserloslichkeit von Rosmarinsdure nicht erforderlich, weshalb die

Losungsmittelkontrolle entfallen konnte.

Auffillig ist die groBe Anderung des Effekts im Konzentrationsbereich zwischen 120 uM und 200
uM. Zur Absicherung der Ergebnisse wurde das Experiment mit zwei Konzentrationen, 120 uM und
150 uM Rosmarinsdure wiederholt (siche Abbildung 32). In einem weiteren Experiment wurde
Rosmarinsdure unter Zusatz von DMSO eingesetzt, da DMSO die Zellmembranpermeabilitit
erhohen kann. Ziel war es zu untersuchen, ob sich dieser Effekt auf die beobachtete Wirkung der

Rosmarinséure auswirkt.
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Abbildung 28 Zellwachstumskurve der A549-Zellen mit zwei Konzentrationen von Rosmarinsdure

Dieses Experiment wurde iiber einen Zeitraum von 46 Stunden durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten
einen dhnlichen Effekt wie im ersten Experiment (vgl. Abbildung 31 und Abbildung 32). Die
Zellkonfluenz der Medium-Kontrolle betrug 81%. Eine Behandlung mit 120 pM Rosmarinsiure, die
in diesem Experiment 0,12% DMSO enthielt, fiihrte zu einer Hemmung des Zellwachstums um 25%
im Vergleich zur Medium-Kontrolle (Abbildung 32). Im ersten Experiment wurde unter identischen
Bezugsbedingungen, jedoch ohne DMSO, eine Wachstumshemmung von 23% beobachtet.
Insgesamt zeigte sich somit kein wesentlicher Unterschied in der antiproliferativen Wirkung durch

den Zusatz von DMSO.

5.11 Vergleich von Naturstoffen aus unterschiedlichen

Substanzklassen

In einem weiteren Experiment wurden jeweils zwei ausgewdhlte Konzentrationen pro Vertreter der
untersuchten chemischen Gruppen im selben Experiment analysiert. Die Auswahl der eingesetzten
Konzentrationen basierte auf den zuvor durchgefiihrten Konzentrationsreihen, in denen fiir jede
Substanz der Einfluss auf die Zellkonfluenz bestimmt wurde. Ziel war es, Konzentrationen zu
verwenden, die eine Hemmung des Zellwachstums im Bereich der ICso erwarten lieBen. Dadurch
sollte ein direkter Vergleich der antiproliferativen Wirksamkeit der einzelnen Vertreter unter gleichen

Bedingungen ermdglicht werden.

Die Resultate dieses Experiments sind in Abbildung 33 zusammenfassend dargetellt.
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Abbildung 29 Zellwachstumskurven von A549-Zellen mit je zwei Vertretern von allen ausgewdhlten Substanzklassen

Nach einer Inkubationszeit von 46 Stunden erreichen die Zellen der Medium-Kontrolle eine
Konfluenz von 81%. Die Behandlung mit Emodin fiihrte bei 15 pM und 20 uM zu einer deutlichen
Reduktion der Zellkonfluenz auf 37% bzw. 35% im Vergleich zur Medium-Kontrolle.

Agaricinsdure zeigte bei 20 uM keinen erkennbaren Effekt auf das Zellwachstum, die Konfluenz

entsprach der Medium-Kontrolle. Dagegen fiihrte die Konzentration von 40 uM zu einer auffilligen
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Reduktion der Konfluenz auf 16 % unmittelbar nach Zugabe des Wirkstoffs. Diese Beobachtung
deutet auf eine mogliche toxische Wirkung hin, die zum sofortigen Absterben der Zelle, verbunden

mit einer Ablosung von der Kulturfliche fiihrt.
Shikonin erreichte bei 0,5 pM eine Konfluenz von 73% und bei 0,8 uM 51% der Medium-Kontrolle.

Harmin reduzierte die Zellkonfluenz bei 18 uM und 23 uM auf 24% bzw. 22%. Dabei wurde eine
zusitzliche Abnahme der Konfluenz um etwa 5% unter den Ausgangswert beobachtet, was auf ein

Absterben der Zellen und eine teilweise Ablosung von der Zellkulturplatte hinweisen kdnnte.

Sanggenon C zeigte bei 5 uM und 7 uM nur eine geringe Hemmung des Zellwachstums, die
Konfluenz betrug 80% bzw. 79% im Vergleich zu 81% in der Medium-Kontrolle. Im Gegensatz dazu
wies Sanggenon D bei 20 uM und 30 puM eine deutlich stirkere wachstumshemmende Wirkung auf.
Die Konfluenz betrug 28% bzw.26%, was- dhnlich wie bei Harmin- auf zum Tod der Zellen fiihrt.

Rosmarinséure fiihrte bei 120 pM und 150 uM zu einer Reduktion der Konfluenz auf 75% bzw. 60%

der Medium-Kontrolle.

Silymarin verringerte die Zellkonfluenz bei 70 pM um 19% und bei 90 uM um 25% im Vergleich
zur Medium-Kontrolle. Silibinin erreichte bei 80 uM eine Konfluenz von 69% und bei 100 uM 49%

der Medium-Kontrolle.

Das Experiment lieferte teilweise neue Erkenntnisse im Vergleich zu den vorherigen
Untersuchungen. Harmin zeigte in den hier verwendeten Konzentrationen (18-23 uM) eine deutlich
stiarkere wachstumshemmende bzw. toxische Wirkung als zuvor beobachtet (sieche Abbildung 18),
was auf eine konzentrationsabhédngige Wirkung hindeutet. Ein dhnlicher Trend wurde fiir Sanggenon
D beobachtet, das bereits bei 20 uM eine ausgepriagte Reduktion der Konfluenz verursachte und
damit stirker wirkte als zuvor beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigte Agaricinsdure bei 20 pM in
diesem Experiment keinen Effekt, wahrend in friilherem Versuch eine hemmende Wirkung
festgestellt wurde (siehe Abbildung 16); diese fritheren Ergebnisse sind jedoch aufgrund der hohen

Variabilitdt nur eingeschriankt aussagekriftig.
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6 Diskussion

6.1 Einfluss des Losungsmittels

In vielen Experimenten mit bioaktiven Substanzen ist die Verwendung eines geeigneten
Losungsmittels erforderlich, um die Wirkstoffe vollstindig zu l6sen. Einige Substanzen wie
Sanggenon C und D oder Silibinin, sind nur begrenzt wasserldslich, sodass ein organisches
Losungsmittel wie DMSO eingesetzt wird, um prézise und reproduzierbare Konzentrationen zu
ermdglichen. Zusitzlich kann das Losungsmittel selbst die Aufnahme der Substanz in die Zellen
beeinflussen, da DMSO bekannt dafiir ist, die Permeabilitdt der Zellmembran zu erhéhen. Dabei ist
zu beriicksichtigen, dass Losungsmittel, insbesondere in héheren Konzentrationen, eigene Effekte

auf Zellproliferation, Viabilitit oder Differenzierung ausiiben kdnnen.

Interessanterweise wurde in mehreren Experimenten ein leichter Anstieg der zelluldren Konfluenz
bei niedrigen DMSO-Konzentrationen beobachtet. So flihrte beispielsweise 0,07% DMSO in den
Experimenten mit Harmin sowie 0,3% DMSO bzw. 0,24% DMSO in den Versuchen mit
Agaricinsdure bzw. Silibinin und Silymarin zu geringfligig héheren Konfluenzwerten im Vergleich
zur Medium-Kontrolle. Dieser Effekt liegt jedoch im Bereich der Messvariabilitdt und konnte im
separaten DMSO- Kontrollversuch (Abbildung 6) nicht reproduziert werden, sodass kein belastbarer

Hinweis auf einen stimulierenden Effekt von DMSO vorliegt.

Es stellt sich die Frage, inwieweit sich die Wirkung der untersuchten Substanzen bei Verwendung
alternativer Losungsmittel verdndert. Eine kiirzlich untersuchte Alternative zu DMSO ist
zwitterionenartige ionische Fliissigkeit- ZIL. Diese weist im Vergleich zu DMSO eine geringere
Toxizitét und eine hohere Biokompatibilitit auf und ist zudem nicht membrangingig®'. Aktuelle
Studien belegen ein hohes Anwendungspotenzial von ZIL und unterstiitzen deren FEinsatz als

vielverspreschendes alternatives Losungsmittel in zukiinftigen experimentellen Ansétzen 8!,

6.2 Einfluss der chemischen Substanzklasse

Unabhingig von der Zugehorigkeit zu einer bestimmten chemischen Gruppe konnte in dieser Arbeit
fiir alle Substanzen zumindest eine Konzentration identifiziert werden, die die zellulare Proliferation
beeinflusst. Die Effekte variieren dabei in Abhingigkeit von der jeweiligen Konzentration. Eine
visuell klarere und strukturiertere Darstellung des Experiments, unter Beriicksichtigung sdmtlicher
Vertreter der untersuchten chemischen Gruppen ist in Abbildung 34 dargestellt. Die Anzahl der
analysierten Substanzen in jeder chemischen Gruppe war zu gering, um einen potenziellen
Zusammenhang zwischen Substanzklasse und Ausmall der Wirkung auf die Zellproliferation

zuverldssig erkennen zu konnen. Eine erweiterte Studie mit mehreren Vertretern aus jeder in sich
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chemisch diversen Substanzklasse ist erforderlich, um zuverléssige Schlussfolgerungen ziehen zu

konnen.
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Abbildung 30 Ausmaf; der Hemmung zwei ausgewdhlten Konzentrationen eines Vertreters der einzelnen chemischen
Gruppen auf die Proliferation von A549-Zellen

6.3 Konzentrationsabhiangigkeit der Wirkung

Die vorliegenden Analysen zeigen insgesamt eine konzentrationsabhingige Hemmung der
Zellproliferation. Mit steigender Wirkstoffkonzentration nimmt die inhibitorische Wirkung deutlich
zu, was sich in einer zunehmenden Reduktion der Zellkonfluenz widerspiegelt. Dieser Trend konnte
fiir mehrere der untersuchten Substanzen beobachtet werden und spricht flir die dosisabhéngige
Wirksamkeit. In hoheren Konzentrationsbereichen deutet die starke Abnahme der Konfluenz
teilweise auf zytotoxische Effekte hin, wihrend bei niedrigeren Konzentrationen eher eine moderate
Hemmung des Zellwachstums vorliegt. Dies deutet darauf hin, dass die beobachteten Effekte nicht
zufillig sind, sondern auf spezifischen Wirkmechanismen der eingesetzten Substanzen

zurickzufiihren sein konnten.

46



6.4 Einfluss von Isomeren auf die Wirkung

Im Hinblick auf die pharmakologische Wirkung sind auch Unterschiede zwischen Isomeren von
Bedeutung. Sanggenon C und Sanggenon D teilen dieselbe Summenformel, unterscheiden sich aber
in ihrer rdumlichen Anordnung. Solche strukturellen Variationen koénnen zu Unterschieden in

pharmakokinetischen Parametern sowie in der Auspriagung biologischer Effekte fiihren.

Bei identischen getesteten Konzentrationen zeigten Sanggenon C und Sanggenon D unterschiedliche
Effekte auf die Zellproliferation (siche Abbildung 21,23). Die vergleichende Analyse der Substanzen
zeigt deutliche Unterschiede in ihrer antiproliferativen Wirksamkeit. Bereits bei niedrigen
Konzentrationen wird eine unterschiedliche biologische Aktivitit sichtbar, die sich insbesondere im
Bereich von 10 pM klar manifestiert. Wahrend Sanggenon C in dieser Konzentration eine
ausgepriagte Reduktion der Zellkonfluenz bewirkte, zeigte Sanggenon D unter identischen
Bedingungen eine geringe Hemmung. Die friih einsetzende und deutlich stdrkere Hemmung durch
Sanggenon C deutet darauf hin, dass dieses Isomer bereits in vergleichsweisen niedrigen
Konzentrationen eine relevante antiproliferative Wirkung entfalten kann. Dies spricht fiir eine hohere
Wirkpotenz im Vergleich zu Sanggenon D. Die isolierte Untersuchung einzelner Isomere erlaubt eine
prazise Bewertung, ob selbst geringfiigige strukturelle Unterschiede wesentlich zur Modulation der

Gesamtwirkung beitragen konnen.

Vergleichbare Befunde wurden auch in frilheren Studien zu den stereoisomeren Diels-Alder-
Addukten Sanggenon C und Sanggenon D berichtet. In Untersuchungen zeigte Sanggenon C in
mehreren mutli-pathway-basierten Tests eine starkere zytoprotektive und Radikalfanger-Aktivitit als
Sanggenon D, wihrend in reinen Elektronentransfer-Assays flir Sanggenon D niedrigere 1Cso-Werte
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bestimmt wurden'?’. Die Autoren fiihrten diese Unterschiede im Wesentlichen auf die abweichende

stereochemische Konfiguration der Isomere zuriick.

6.5 Substanzgemische im Vergleich mit Einzelsubstanzen

Naturstoffbasierte Préparate liegen hdufig nicht als FEinzelsubstanzen, sondern als komplexe
Vielstoffgemische vor, wie sie typischerweise in pflanzlichen Extrakten vorkommen. Solche
Gemische enthalten neben pharmakologisch aktiven Hauptkomponenten oftmals weitere
Inhaltsstoffe, die die Gesamtwirkung modulieren kénnen, beispielweise durch synergistische,
additive oder antagonistische Effekte. Die Isolierung einzelner Substanzen aus dieser komplexen
Grundsubstanz stellt daher nicht nur eine analytische Herausforderung dar, sondern kann auch zu

einer verdnderten biologischen Wirkung im Vergleich zum urspriinglichen Gemisch fiihren.

Dieses Prinzip zeigte sich auch in den vorliegenden Untersuchungen am Beispiel der Experimente
mit Silymarin und Silibinin. Wéhrend beide Substanzen eine konzentrationsabhéngige Hemmung

des Zellwachstums zeigten, traten die Effekte bei hoheren Konzentrationen unterschiedlich stark
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ausgepragt auf. Insbesondere im oberen Konzentrationsbereich (100-120 uM) zeigte sich eine
deutlichere Reduktion der Zellkonfluenz unter Silymarin im Vergleich zu Silibinin. Wihrend
Silibinin bei 100 pM und 120 pM Konfluenzwerte von 55% bzw. 46% erreichte, sank die
Zellkonfluenz unter Silymarin auf 49% bzw 39%. Dies deutet auf eine stirker wachstumshemmende
Wirkung von Silymarin in hohen Konzentrationen hin. Ein mdglicher Erklarungsansatz liegt in der
Zusammensetzung der Substanzen. Die in Silymarin enthaltenen Begleitkomponenten koénnten
additive oder synergistische Effekte entfalten und somit die antiproliferative Wirkung verstérken.
Dariiber hinaus sind Unterschiede in Loslichkeit, Zellaufnahme oder intrazelluldrer Verteilung
denkbar, die zu den beobachteten Differenzen beitragen konnten. Im niedrigeren
Konzentrationsbereich waren die Effekte beider Substanzen vergleichsweise moderat und weniger
stark differenziert, was darauf hindeutet, das mogliche synergistische Effekte erst bei hoheren

Wirkstoftkonzentrationen deutlicher zum Tragen kommen.

Studien in der Fachliteratur bestitigen, dass Silymarin und sein Hauptbestandteil Silibinin
unterschiedliche biologische Effekte aufweisen. In einer experimentellen Studie zur
Membranstabilitdt isolierter Hepatozyten zeigte Silymarin im Gegensatz zu Silibinin stabilisierende
Effekte auf die Plasmamembran, wéhrend Silibinin unter bestimmten Bedingungen sogar
membranschidigende Wirkungen verstéiirkte bzw. nur eine geringere protektive Wirkung aufweist!!®.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich die biologische Wirkung des Vielstoffgemisches Silymarin

von jener des isolierten Silibinins unterscheiden kann.

Insgesamt sprechen sowohl die vorliegenden Daten als auch die Literatur dafiir, dass die komplexe
Zusammensetzung von Silymarin im Vergleich zum isolierten Silibinin ein modifiziertes und
teilweise verstirktes Wirkprofil aufweist. Dies verdeutlicht die Bedeutung, zwischen Gesamt-Extrakt
und Einzelsubstanz zu differenzieren, insbesondere bei der Bewertung antiproliferativer oder

zellbiologischer Effekte.
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7 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung ausgewahlter Naturstoffe aus unterschiedlichen chemischen
Klassen hinsichtlich ihres Potenzials zur Modulation der Zellproliferation. Die durchgefiihrten
Analysen zeigen, dass alle getesteten Substanzen konzentrationsabhingig in das Zellwachstum
eingreifen. Mit steigender Wirkstoftkonzentration nahm die inhibitorische Wirkung iiberwiegend zu,
wobei der Grofiteil der untersuchten Verbindungen eine Reduktion der Zellkonfluenz bewirkte.
Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse das Potential der untersuchten Substanzen, die

Zellproliferation konzentrationsabhéngig zu modulieren.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Zugehorigkeit zu einer bestimmten chemischen
Substanzklasse und dem Ausmal der antiproliferativen Wirkung konnte nicht festgestellt werden.
Dies deutet darauf hin, dass neben der formalen Klassenordnung insbesondere strukturelle und
molekulare Eigenschaften die biologische Aktivitit bestimmen. Aufgrund der begrenzten Anzahl und
Diversitiat der untersuchten Substanzen lassen sich jedoch keine generalisierbaren Aussagen zu

klassenabhidngigen Effekten ableiten.

Besonders deutlich zeigte sich der Einfluss struktureller Feinunterschiede am Beispiel der
stereoisomeren Verbindungen Sanggenon C und Sanggenon D. Trotz identischer Summenformel
unterscheiden sich beide Isomere signifikant in ihrer antiproliferativen Wirksamkeit, wobei
Sanggenon C bereits in niedrigeren Konzentrationen eine stirkere Hemmung der Zellproliferation
bewirkte. Diese Beobachtung bestétigt die pharmakologische Relevanz stereochemischer
Konfigurationen und verdeutlicht, dass selbst geringe strukturelle Variation maBgeblich zur

Modulation biologischer Effekte beitragen konnen.

Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Daten wurde weiters ersichtlich, dass sich die Wirkung
komplexer Naturstoffgemische von jener isolierter Einzelsubstanzen unterscheiden kann. Der
Vergleich von Silymarin als Vielstoffgemisch mit seinem Hauptbestandteil Silibinin zeigte
Unterschiede in der Stérke der antiproliferativen Effekte. Bei hoheren Konzentrationen (100-120
puM) wirkt Silymarin deutlich stirker antiproliferativ als das isolierte Silibinin, was darauf hindeutet,
dass die zusitzlichen Begleitstoffe in Silymarin moglicherweise synergistische oder additive Effekte
entfalten. Unterschiede in Loslichkeit, Zellaufnhahme oder intrazelluldrer Verteilung konnten
ebenfalls zu den beobachteten Effekten beitragen. Bei niedrigen Konzentrationen sind die
Unterschiede weniger ausgeprigt, was darauf hinweist, dass synergistische Effekte vor allem bei
hoheren Wirkstoffkonzentrationen relevant werden. Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Daten wurde
weiters ersichtlich, dass sich die Wirkung komplexer Naturstoffgemische von jener isolierter
Einzelsubstanzen unterscheiden kann. Wahrend komplexe Extrakte ein komponentenabhéingiges
Gesamtprofil aufweisen, ermoglicht die Untersuchung definierter Einzelsubstanzen eine prézise

Zuordnung spezifischer biologischer Wirkungen.
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Im Rahmen der experimentellen Durchfiihrung spielte zudem die Wahl des Losungsmittels eine
wesentliche Rolle. Fiir schwer wasserlosliche Substanzen wurde DMSO eingesetzt, um
reproduzierbare Konzentrationen zu gewiahrleisten. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass DM SO selbst
biologische Effekte ausiiben und die Zellmembranpermeabilitdt beeinflussen kann. Bei den in dieser
Arbeit verwendeten niedrigen DMSO-Konzentrationen konnte keine relevante Hemmung des
Zellwachstums beobachtet werden. Der Finsatz alternativer, besser biokompatibler Losungsmittel
konnte jedoch in zukiinftigen Untersuchungen zur weiteren Optimierung experimenteller Ansitze
beitragen, um falls erforderlich auch hohere Konzentrationen schlecht wasserldslicher Naturstoffe

testen zu konnen.

Die gewonnenen Ergebnisse basieren auf in-vitro-Untersuchungen an der Ziellinie A549 und
erlauben daher nur eine eingeschriinkte Ubertragbarkeit auf die therapeutischen Anwendungen am
Menschen. Es ist zu beachten, dass die im in vitro-System beobachteten Wirkungen nicht immer den
in der therapeutischen Anwendung am Menschen zu erwartenden Effekten entsprechen
beziehungsweise in denselben Konzentrationen wie im Laborversuch eingesetzt werden kdnnen.
Unterschiede bei den Zellzahlen und Konzentrationen koénnen bei gleicher Substanz zu quantitativen
und qualitativen abweichenden Daten fithren’. Zudem beeinflussen experimentelle
Rahmenbedingungen, insbesondere die Wahl der Konzentrationsbereiche und die Prézision bei der
Herstellung von Verdiinnungsreihen mafigeblich die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der
erhobenen Daten. Auch die Messung der metabolischen Aktivitdt und deren Effekt ist als Summe an
Zytotoxizitit und Hemmung der Proliferation zu verstehen und nicht dem einzelnen Mechanismus

zuzuordnen’.

Die Aktivitdt der getesteten Substanzen wurde an der humanen Zelle der Zelllinie A549 getestet,
somit sind auch Aussagen iiber unspezifische oder spezifische Toxizitdt nicht moglich. Sowohl
weitere Analysen und Screenings auf anderen Zelltypen als auch die Anwendung zusitzlicher
Testsysteme konnten die Beobachtungen erhdrten. Fiir eine weiterflihrende Bewertung der
biologischen Effekte sind daher erginzende Untersuchungen in zusétzlichen Zellmodellen sowie
unter optimierten experimentellen Bedingungen erforderlich. Die Analyse nicht zytotoxischer
Konzentrationsbereiche konnte weitere Hinweise auf die zugrunde liegenden Wirkmechanismen

liefern.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit wichtige Hinweise darauf, dass die Modulation der
Zellproliferation durch Naturstoffe nicht allein von ihrer chemischen Gruppenzugehorigkeit abhéngt,
sondern maBgeblich durch Konzentration, stereochemische Struktur sowie das Vorliegen als
Einzelstoff oder Vielstoffgemisch beeinflusst wird. Erweiterte Studien mit einer Anzahl strukturell
definierter Verbindungen konnten kiinftig dazu beitragen, systematische Struktur-Wirkungs-
Beziehungen zu identifizieren und eine Grundlage flir die gezielte Entwicklung neuer

pharmakologisch relevanter Substanzen zu schaffen.
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& Material und Methoden

8.1 Kultivierung von Zellen

Fiir alle Untersuchungen wurden A549-Zellen verwendet. Die Zelllinie wurde erstmals 1972 aus
einem Lungenkarzinoms eines Mannes isoliert. Der Zelllinienbestand an A549-
Lungenkarzinomzellen wurde vom Labor von Dr. Mattia Zampieri an der eidgendssischen
technischen Hochschule (ETH) in Ziirich (Schweiz) bereitgestellt, der die Zelllinie im Rahmen eines
Projekts mit dem National Cancer Institute (NCI) erhielt. Es handelt sich um adhérente Zellen, was
bedeutet, dass sie sich wiahrend der Proliferation an der Oberfliche des Kulturgefdfes anhaften. Das
fiir die Zelllinie geeignete Nahrmedium ist das RPMI- 1640 Medium (R8758-500 mL produziert von
Sigma- Aldrich). Das Medium enthélt L-glutamine und ein Bikarbonat- Puffersystem, was in einer
Atmosphire mit 5% CO: den physiologischen pH-Wert aufrechterhaltet. Da RPMI keine Proteine
oder Wachstumsfaktoren enthilt, wird es mit 5% fotalem Kélberserum (produziert von Merck)
angereichert, um das Zellwachstum zu stimulieren. Um das Medium vor Kontamination zu schiitzen,
werden die Antibiotika Streptomycin und Penicillin (10 000 units-10 mg/mL P4333-100 mL
produziert von Sigma- Aldrich) dazugegeben.

Jegliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank
(Thermo Scientific Msc- Advantage) durchgefiihrt. Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO: inkubiert.
Alle Materialien und Gerdte wurden vor Verwendung entweder desinfiziert oder durch
Autoklavierung sterilisiert. Das Nahrmedium wird tdglich sorgfaltig kontrolliert und das Wachstum

von Zellen mit einem Mikroskop {iberwacht.

Folgende Zellkulturflaschen wurden verwendet: T25 (Cat. No. 10062-872 produziert von Avantor)
und T75 (Cat. No. 10062-862 produziert von Avantor), Zentrifugenréhrchen 15ml (Cat. No. 525-
1068 produziert von Avantor).

8.2 Auftauen der Zellen

A549 Zellen wurden kryokonserviert, was eine lange Aufbewahrung erméglicht. Sie wurden im
Kulturmedium mit 5% DMSO als Kryoprotektivum) eingefroren. Die Kryordhrchen wurden in
einem Fliissigstickstoff-Lagertank in der Fliissigphase gelagert (-196°C).

Das Auftauen direkt aus dem Lager sollte zligig in einem Wasserbad mit einer Temperatur von 37°C
unter Schwenken stattfinden. Schnelles Auftauen ist schonender, da die Zeit wo Eiskristalle die
teilweisen schon aufgetauten Zellen zerstoren konnen, minimiert wird. Das DMSO sollte auch so
schnell wie moglich ausverdiinnt werden. Die 1 mL aufgetaute Zellsuspension wird mit einer
Kolbenhub-Pipette direkt in 9 mL vorgewiarmtes Zellkulturmedium (RPMI-1640 mit Serum und

Antibiotika) iiberfiihrt. Diese Losung wird bei 400 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
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wird vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 5 mL Zellmedium suspendiert. Die Zellsuspension wird
in eine T25 Zellkulturflasche iibertragen, mit Medium verdiinnt und anschliefend im Inkubator bei
37°C in 5% CO:- Atmosphére inkubiert. Wahrend dieser Zeit werden sich die Zellen nach dem
Gefrierprozess erholen. Im Medium schwimmende Zellen werden sich mit der Zeit absetzen und am
Boden des Kulturgefifles anhaften. Dort beginnen sie zu wachsen und sich zu vermehren. Ungefihr
alle 24 Std erfolgt die Teilung einer Mutterzelle in zwei Tochterzellen. Abgestorbene Zellen 16sen
sich vom Boden ab und schwimmen frei im Medium. Das Medium samt abgestorbene Zellen wird

alle zwei Tage gewechselt.

8.3 Den Passagieren der Zellen auf mehrere Kulturgefialle

Sobald zwischen 80 und 90% der Oberfliche in der Zellkulturflasche mit Zellen bedeckt sind,
miissen die adhdrenten Zellen in frische Zellkulturflaschen bei geringerer Zelldichte neu ausgesét
werden. Die Zellen erhalten frisches Medium und eine groBBere Wachstumsflache, sodass weiteres

Wachstum stattfinden kann.

Die A549 Zellen gehoren zu den adhdrenten Zellen, deswegen miissen diese vom Boden abgeldst
werden, bevor man sie in eine neue Kulturgefal tibertragt. Zundchst wird das Medium abgesaugt,
und der adhérente Zellrasen mit vorgewarmtem (37°C) PBS (Cat. No. 392-0442 produziert von VWR
in Frankreich) gewaschen. Nachdem das PBS abgesaugt wurde, wird das Verdauungsenzym (1 mL
T25 oder 2 mL T75) Trypsin (Cat. No. 25200056 produziert von Thermo Fischer) zugegeben. Die
Zugabe bewirkt die Spaltung von Adhisionsproteinen, durch welche sich die Zellen an der
Oberflache von Zellkulturflasche anhaften. Eine kurze Behandlung mit Trypsin ist fiir die Zellen
nicht schédlich, da nur die extrazellulidren Proteine gespalten werden. Nach fiinf Minuten Einwirkzeit
im Brutschrank wird unter dem Mikroskop iiberpriift, ob alle Zellen abgeldst sind. Sobald die Zellen
rundlich erscheinen und im Medium schwimmen, kann die Trypsinierung gestoppt werden. Die
Wirkung von Trypsin wird durch Zugabe von vorgewdrmtem serumhaltigem Medium (Kélber-
Serum enthélt Trypsin- Inhibitoren) gestoppt. Die Zellsuspension wird in 15 mL Zentrifugenrohrchen
transferiert und bei 400 x g 5 Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt, das Pellet

im Medium suspendiert und nach entsprechender Verdiinnung in ein neues Kulturgefaf {iberfiihrt.

8.4 Bestimmung der Viabilitit und der Zellkonzentration

Sowohl die Bestimmung der Viabilitit als auch die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mit Hilfe von
einem automatisierten Zellzdhler: EVE (NanoEntec). Im Zellzéhler befinden sich ein Mikroskop,
eine Kamera und eine Lichtquelle, die zur Visualisierung einer Zellprobe verwendet werden.

Detektiert werden nur gefirbte Zellen, deswegen muss vorher muss eine Zellfirbung durch
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Trypanblau- Farbung stattfinden. Nur tote Zellen werden gefarbt, wihrend bei lebenden Zellen dieser

Farbstoff nicht in das Zellinnere eindringen kann.

Die Zellen werden wie bei den Passagieren von der Zellkulturflasche enzymatisch abgelost, in die
Suspension gebracht und zentrifugiert. Das Pellet wird in 2mL Medium resuspendiert und 15uL der
Zellsuspension mit 15pL 0,4% Trypanblau- Losung (produziert von Nano Entek) versetzt. Jeweils
10uL  Trypanblau-Zellsuspension Losung werden in zwei Kammem auf einem
Zellkammerobjekttrager pipettiert und im Zellzdhler platziert. Um genaue Zellzahlen zu erhalten, ist
es wichtig den Fokus des Gerites vorher anzupassen (manuelle Fokussierung). Dies fiihrt zu einem
besseren Kontrast zwischen lebenden (hellen Zellen) und toten (dunkelblauen Zentren) zu erzielen.
Die Software erkennt lebende und tote Zellen anhand ihrer Verfarbung. Als Messergebnis erhilt man
die Zellkonzentration (in Zellen pro mL der Ausgangs Zellsuspension), sowie die Viabilitét in %,

woraus sich die Konzentration der lebenden Zellen ermitteln 1ésst.

8.5 Aussaat von Zellsuspensionen auf 96-Well-Platte

In Vorbereitung fiir Wachstumsexperimente mit Naturstoffen wurden A549 Zellen in
Mikrotiterplatten (96-Well Platten Cat. No. 167008 produziert von Thermo Scientific) ausgesit. Vor
dem Ubertragen auf die 96-Well-Platte muss die Zelldichte bestimmt und angepasst werden. Sie
hiangt von der Zellkulturlinie und ihrer Zellverdopplungszeit ab und muss an das vorgeplante
Experiment angepasst sein. Ziel ist es, eine Konzentration zu verwenden bei der am Tag nach dem
Ausséen (18-24 h) eine Konfluenz von 20- 25% gegeben ist. Hier wurde vorab bestimmt, dass eine

Konzentration von 1,5 x 10* Zellen/mL geeignet ist.

Dazu werden die Zellen zunéchst in T75 Zellkulturflaschen bis zu einer Zelldichte (Konfluenz) von
max. 80-90% vermehrt. Das Medium wird durch Absaugen entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen, um Reste des Mediums zu entfernen. Die Zellen werden von dem Boden enzymatisch
mit Hilfe von Trypsin aufgelost. Nach der Kontrolle unter dem Mikroskop, wird die Zellsuspension
in ein 15 mL Zentrifugenrohrchen {ibertragen und zentrifugiert bei 400 x g fiinf Minuten lang
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und Pellet mit Medium resuspendiert (siche Abschnitt

Passagieren oben).

Falls die Kultivierung eine hohere Zelldichte erzielt, ist als gewiinscht, muss ein Verdiinnungsfaktor
berechnet und danach eine entsprechende Verdiinnung durchgefiihrt werden um eine Dichte von 1,5

x10* Zell/ mL zu erreichen.

Es ist nachgewiesen, dass es Temperaturunterschiede innerhalb der Platte gibt und
Verdunstungseffekte in den Rand- Wells wiahrend der Inkubation entstehen. Das kann vor allem an
der Peripherie der Platte zu unregelméfBigem Zellwachstum fiihren. Um diesen Effekt zu minimieren,

werden die zuduBerst liegenden Wells am Rand der Plattte nicht fiir Zellkulturen genutzt und
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stattdessen mit 200 uL PBS als Verdunstungsschutz befiillt. Die Inkubation erfolgt bei 37° in 5%
CO:- Atmosphire.

8.6 Experiment mit Naturstoffen am Beispiel von Emodin

Die Zellen (Zelldichte 2,2 x 10* Zellen/mL) werden auf die 96-Well Platte ausgesét (siche Kapitel
»Aussaat von Zellsuspensionen auf 96-Well Plate) und 24 Stunden inkubiert.

Fiir den Stoff Emodin wird eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Aus der Substanz wird zuerst durch
Losen in DMSO eine 50 mM Stammldsung hergestellt, die dann in zwei Schritten nochmals verdiinnt
wird. Schritt eins: die Stammldsung mit Medium 5-fach verdiinnen (erreichte Konzentration 10 mM).

Schritt zwei: weitere Verdiinnung wie folgt:

e 10 pL 10 mM Losung + 490 pL Medium
e 20 pL 10 mM Lésung +480 pL Medium
e 40 pL 10 mM Losung +460 pL. Medium
e 50 pL 10 mM Losung +450 pL Medium

7,5 uL (d.h. 1:20 Verdiinnung bei gesamt 150 pL. Kulturmedium) jeder von der oben vorbereitenden
Verdiinnung wird jeweils in drei Wells der 96-Well-Platte mit Zellsuspension pipettiert. In diesen
Wells wird daher folgende Emodin-Endkonzentration erreicht: 10 uM, 20 uM, 40 uM, 50 uM.
Zusitzlich wird in drei Wells 0,2% DMSO auf die Zellen im Medium pipettiert. Die vorbereitete

Platte wurde zur Inkubation und Konfluenzmessung in das Plattenlesegerit gelegt (Tabelle 4).

Tubelle 4 Schematische Ubersicht einer 96-Well-Platte mit unterschiedlichen Konzentrationen der Priifsubstanz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
A
PBS PBS
B
0,3% Zellen in
PBS - - 10uM 20uM 40pM 50uM PBS
C DMSO Medium
0.3% Zellen in
PBS - - 10pM 20uM 40uM 50pM i . PBS
D DMSO Medium
0.3% Zellen in
PBS - - 10uM 20uM 40pM 50uM ’ PBS
E DMSO Medium
PBS PBS
F
PBS PBS
G
- PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
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8.7 Untersuchungen mit Naturstoffen

Ziel des Experiments ist nachzuforschen, welche Einfliisse chemische Verbindungen natiirlicher
Herkunft auf das Zellwachstum haben. Die getesteten Substanzen wurden von der Gruppe Prof. Dr.
Rollinger aus dem Department fiir Pharmakognosie Universitdt Wien bereitgestellt. Die flir die
Experimente ausgetesteten Konzentrationen der Substanzen wurden im Zuge einer vorangegangenen
Recherche so ausgewihlt, dass eine konzentrationsabhidngige Zellhemmung stattfindet. Alle
Substanzen wurden in DMSO geldst. Weitere Konzentrationen werden durch Verdiinnen mit Medium
hergestellt. Die Details zu den eingesetzten Substanzen und deren Endkonzentrationen im Medium

sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Die Zellaussaat auf die Mikroplatten erfolgen in der gleichen Reihenfolge der Schritte wie schon im
Kapitel ,,Aussaat von Zellsuspensionen auf 96-Well Plate™ beschrieben. Es werden insgesamt neun
natiirliche Verbindungen (Tabelle 3) auf den A549 Zellen mit einer Zelldichte 1,5 x 10* Zellen/mL
getestet. Da die Testsubstanzen urspriinglich in DMSO geldst sind und DMSO in bestimmten
wachstumshemmende wird auch DMSO mittels

Konzentrationen eine Wirkung  hat,

Kontrollkonzentrationen getestet.

Tabelle 5 Charakterisierung der eingesetzten Naturstoffe: Molekulargewicht, Konzentration der Stammlosungen,
verwendete Losungsmittel und Endkonzentrationen im Medium

Konzentration Endkonzentration
Substanz Molekulargewicht der Losungsmittel im Medium
Stammlosung [WM]
Emodin 270,23 g/mol 50 mM DMSO 10; 15 ;0205 40;
. 0,3;0,4;0,5;0,6
Shikonin 288,3 g/mol 5 mM DMSO 0.7: 0.8: 0.9: 1
10; 15; 20; 25;
Agaricinséure 416,55 g/mol 50 mM DMSO 30
35; 40; 45; 50
; 3;6;9; 12; 15;
Harmin 212,25 g/mol 5 mM DMSO 18: 21: 23: 24
2;5;7;10;20;30
Sanggenon C 708,71 g/mol 28,22 mM DMSO 40: 60: 80: 100
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Sanggenon D

708,71 g/mol

28,22 mM

DMSO

2;5; 10; 20;30
40; 60; 80; 100

Silibinin

482,4 g/mol

50 mM

DMSO

10; 20; 30; 40;
50
60; 70; 80; 90
100; 120

Silymarin

482,4 g/mol

50 mM

DMSO

10; 20; 30; 40;
50
60; 70; 80; 90
100; 120

Rosmarinsiure

360,34 g/mol

100 mM

Wasser

20; 50; 80; 120;
200; 250; 300;
400; 500

DMSO

120; 150

5-Fluorouracil

130,08 g/mol

5 mM

DMSO

2,5;5;10; 20
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