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Einleitung 1

1 Einleitung

In der Krebstherapie stellen de operative Entfernung und Bestrahlung von Tumoren, sowie
die Chemotherapie die Hauptbehand ungsmethoden dar, wobei jede dieser Praktiken massve
Nadteile mit sich bringt. Fir die Chemotherapie werden permanent neue &tive Substanzen
gesucht, die spezifisch an den betreffenden Tumorzellen angreifen, das umgebende Gewebe
weitgehend unwersehrt lassen urd nur relativ wenig Nebenwirkungen mit sich bringen.

Dabei riicken nattrli che Inhaltsgoffe von flanzlichen, tierischen, gl zlichen undmikrobiellen
Organismen zunehmend in den Vordergrund. Die meisten deser Substanzen stellen Sekun-
darmetabaliten der jeweiligen Organismen dar, die vermutlich wahrend der Evolution ent-
standen sind, un schadlichen Effekten von Toxinen und Mutagenen entgegenzuwirken ockr
vor naturlichen Fref3feinden zu schitzen [Wall undWani, 199%].

Viele Medikamente in der traditionellen Hell kunde beruhen auf nattrlichen Inhaltsdoffen. In
der chinesischen Medizin werden seit Jahrhunderten pflanzli che Extrakte gegen verschieden-
artige Krankheiten, darunter auch Krebs, verabreicht. Der genaue Wirkmedanismus der In-
haltsgoffe ist dabei haufig nicht aufgeklart. Dieser Aufklarung gilt daher die Aufmerksamkeit
vieler Forschungsansétze.

Seit die Weltgesundheitsorganisation im Jahre 1978 dfiziell die traditionelle Medizin in Ent-
wicklungslandern beflrwortete, stieg das Interesse an einer Integration vontraditioneller Me-
dizin in moderne Gesundreitssysteme [Chi, 1994. Derzeit sind mindestens 25% der in den
Industriel&ndern eingesetzten Arzneimittel pflanzlicher Herkunft oder wurden nach dem Vor-
bild pflanzlicher Inhaltsgoffe hergestellt. Der Anteil solcher Medikamente steigt kontinuier-
lich weiter an [Lozoya,1994.

Ein Beispiel fur einen antineoplastisch wirkenden Naturstoff ist das Alkaloid Camptothedn
aus der chinesischen Pflanze Camptotheca acuminata. Durch spezifische Hemmung von zel-
luléren Topasomerasen hemmt es das Wadistum von Tumorzellen. Topaecan, ein halbsyn-
thetisches Derivat von Camptothecin wird erfolgreich in der Klinik gegen metastasierende
Ovariakarzinome engesetzt.

Taxol, ein natdrliches Chemotherapeutikum aus Eiben (Taxus brewufolia, Taxus baccata),
hemmt die Depalymerisation von Mikrotubuiproteinen und wird gegen Ovarialkarzinome
und metastasierende Mammeakarzinome @ngesetzt. Weitere Beispiele fir chemotherapeutisch
wirksame Naturstoffe sind de VincaAlkaoide Vincristin und Vinblastin, Colchicin aus
Herbstzeitl osen und Staurosporin aus Streptomyces staurosporaeus. Die Suche nadch neuen
antineoplastischen Substanzen in der Natur scheint somit ein vielversprechender Ansatz fir
die weitere Krebsforschung zu sein.

Die mit Topaecan bereits angesprochene synthetische bzw. semisynthetische Herstellung von
Naturstoffen undoder ihren Derivaten ermoglicht es, die zum Tell aufwendige undteure Ge-
winnurg wirksamer Substanzen direkt aus der Pflanze durch hilli gere dfizientere Methoden
Zu ersetzen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Wirkstoffe

2.1.1 Alkaloide

Alkaoide sind vawiegend in holeren Pflanzen varkommende, basische Naturstoffe mit e -
nem oder mehreren, meist heterozykli sch eingebauten, Stickstoffatomen im Molekdl, die héau-
fig eine ausgepréagte pharmakol ogische Wirkung haben.

Die Einteilung der Alkaloide ist aufgrundihrer Heterogenitét sehr schwierig und erfolgt daher
meist aufgrund ihrer Herkunft. Da in einigen Pflanzenfamilien bestimmte Alkaloide gehauft
auftauchen, werden sie dieser taxonamischen Gruppe zugeordnet, z.B. Papaveraceae-, So-
lanaccae oder AmaryllidaceaeAlkaoide. Vermutlich werden sie ds Nebenprodukte des
Aminoséurestoffwedhsels in peripheren Pflanzentellen (Blétter, Wurzeln, Rinden, Friichten)
abgelagert. Ublicherweise enthlt eine Pflanzengattung nicht nur ein einzelnes Alkaloid, son-
dern eine ganze Gruppe verwandter Stoffe, die sich durch urterschiedli che Stereochemie oder
Stellungsisomerie ihrer Substituenten urterscheiden.

Alkaloide wurden schonsehr friihin der Pharmazie ds Betaubungs- und Schmerzmittel sowie
as Zytostatika engesetzt [Rompp Chemielexikon].

In urserer Arbeitsgruppe wurden Alkaloide aus
der Familie der Amaryllidaceae untersucht. Fur
viele Mitglieder dieser Familie sind antivirae
[Gabrielsen et d., 1993 und anti-Maaria-
Wirkungen [Likhitwitayawuid et a., 1993 sowie
Wirkung auf das zentrale Nervensystem [Thomson
und Kewitz, 199Q beschrieben. Die antineo-
plastische Wirkung verschiedener Amarylli daccae
Alkaoide ist ebenfalls bekannt [Furasawa & 4.,
198Q Pettit et al., 1984 Weniger et al., 1995.

Die Alkaloide konren duch Extraktion aus den
Zwiebeln von verschiedenen Amarylli daceae-
Arten gewonnen werden. In urseres Arbeitsgruppe
wurde die Art Sternbergia lutea (Abbildung 1)
ausgewahlt, die grof3e Mengen an Alkaloiden, vor
alem Lycorin, enthélt.

S. lutea

Abbildung 1: Sternbergia lutea
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2111 Lycorin

Das Alkaloid Lycorin (Abbildung 2) ist ausschliefdich in Amarylili daceae zu finden, dat aber
Uber viele Arten verbreitet.

OH

O
< ‘ N
@)
Abbildung 2: Strukturformel von Lycorin

Bel Untersuchungen an 11 \erschiedenen humanen und murinen Tumorzellinien in vitro er-
wies sch de Substanz as hochpaenter Wachstumshemmstoff [Lin et a., 1995. Aul¥rdem
wird das Wadstum von Maus Ascites Tumoren in vivo gehemmt [Chattopadhyay et al.,
1984. Inhibitorische Effekte auf die Proteinbiosynthese in pflanzlichen undtierischen Zellen
sind beschrieben [Kukhanova @ a., 1983 Ghosal et al., 1983. Der genaue molekulare Me-
chanismusist jedoch nach nicht aufgeklart. Die inhibitorische Wirkung beruht wahrscheinlich
auf der Blockierung eines Peptidyltransferasezentrums, was die Elongation undTermination
der Proteinsynthese hemmt [Kukhanova & al., 1983. Der Einflul? vonLycorin auf die virale
Proteinsynthese wurde an pdio-infizierten Hela-Zellen urtersucht. Dabel ergaben sich Hin-
weise, dal3 de Substanz die Termination der Proteinsynthese dadurch blockiert, dal3 de Ver-
fugbarkeit eines Terminationsfaktors beanfluf¥ und somit die Trennung der Peptidkette von
der Peptidyl-tRNA verhindert wird [Vrijsen et al., 1989.

2.1.1.2 Lycobetain (Ungeremin)

Lycobetain (auch Ungeremin genannt) liegt ebenfals in den Zwiebeln von Amarylli daceae,
héufig als nattrlicher Metabdlit des Lycorins, vor [Ghosal et al., 1986 Lee ¢ al., 1994. Ex-
perimentell kann es durch Oxidation vonLycorin mit Seleniumdioxid (Abbildung 3) [Ghaosal
et a., 1984 oder durch Totalsynthese gewonnen werden [Lauk et al., 1991.

Lycobetain ist als eine in vitro wachstumshemmende Substanz an der Zellinie S180 heschrie-
ben [Ghosal et a., 1984. Es zeigte zudem in vivo nad intraperitoneder (i.p.)-Injektion
wadstumshemmende Wirkung gegen Ehrlich-Ascites Karzinome, Ascites Hepatome, gegen
die Leukdmien L1210 und P388 sowie gegen Lewis-Lungen-Karzinome und Y oshida
Ascites-Sarkome in Mé&usen undRatten [Zhang et al., 198].

In Kinischen Studien zeigte Lycobetain bei der Behandung von Ovaria- und Magenkarzi-
nomen einen relativ hohen Prozentsatz an Remissonen. Die Toxizitét der Substanz war rela-
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tiv niedrig und es konnten keine Veranderungen am Blutbild, am Elektrokardiogramm (EKG)
undan der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)* nachgewiesen werden [Xu,1991.

OH

HO
@) ‘ Se0,
—
<O O N OX. |

Abbildung 3:Umsetzung von Lycorin zu Lycobetain

Lycobetain interkaliert in doppelstréngige DNA. Untersuchungen mit OligonuK eotiden zeig-
ten, dald GC-reiche Regionen in der DNA bevorzugt werden, wobel die Substanz nicht kova-
lent an de DNA bindet undauch keine dkylierende Aktivitét zeigt [Liu et al., 1989.

In durchfluf&ytometrischen Studien an erythroleukamischen Mauszellen zeigte Lycobetain
einen signifikanten Go-Arrest im Zellzyklus [Xu, 1981].

2.1.2 Flavonoide und Flavone

Flavonade sind wichtige, in allen héeren Pflanzen vorkommende, Phenyl-Propan-Derivate
mit dem Cy5-Gerlst des Flavans. Sie liegen vorwiegend wassrloslich in den Vakuoen
pflanzlicher Zellen in glykosylierter Form vor und sind haufig mit Séuren verestert. Die
Aglyka der Flavonade werden nach dem Oxidationsgrad in verschiedene Klassen urterteilt
wie z.B. Anthocyanidine, Flavonde, Flavone und Isoflavone [Richter, 1989. Flavonade
wurden hinsichtlich einer grol¥en Vielfalt von bologischen Effekten urtersucht, nicht zuletzt
deshalb, weil sie in sehr vielen Lebensmitteln, var allem in Friichten und Gemuse in grof3en
Mengen vorkommen [Hollmann et al., 1994. Flavonaden wird in Lebensmitteln eine anti-
oxidative Wirkung zugeschrieben [Vinson et a., 1993. Die Antitumor-Wirkung des haufig
vorkommenden Flavons Quercetin und as Isoflavons Genistein ist detailli ert beschrieben.
Beide Substanzen hemmen wichtige zellulé&re Enzyme wie zum Beispiel Topasomerasen
oder Proteintyrosinkinasen [Levy et a., 1984 Okura & a, 1988 Constantinou et al., 1990
Constantinouet al, 1995.

In der vorliegenden Arbeit wurden 5 Flavonade (Baicdin, Baicalein, Wogonin, Wogonasid
und Skullcgpflavon 1) (Abbildung 4) aus dem Rhizom der chinesischen Heil pflanze Scutell a-
ria bacalensis auf ihre antineoplastische Wirkung und ihren Wirkmedanismus untersucht.

! GPT = verdltete Bezéchnung fir Alaninaminotransferase (ALT): Enzym der Leber, das die Umwandlung von
L-Glutamat und Pyruvat zu L-Alanin und Alphaketoglutarat katalysiert. Medizinisch dient es der Uberprifung
von Leberfunktionen.
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Flavonade von Scutell aria bacalensis sind Bestandteil e des in China und Japan eingesetzten
Medikamentes Sho-Saiko-to (TJ-9). Sho-Saiko-to setzt sich aus Extrakten von sieben ver-
schiedenen Pflanzen, darunter Bupleuri radix, Pinelliae tuber, Scutellaria radix, Zizyphi
fructus, Ginseng radix, Glycyrrhizae radix und Zingiberis rhizoma zusammen [Mizushima &
al., 1995 Matzuzaki et a., 1996. Bei den Inhaltsgoffen handelt es sch zum Grof3eil um
Saporine undFlavonade [Matzuzaki et a., 1994.

In der traditionellen Medizin wird es gegen chronische Leberbeschwerden wie zum Beispiel
Hepatitis oder Leberzirrhose @ngesetzt [Mizushima d al., 1995 Motoo undSawabu, 1994.
Antineoplastische und apoptoseindwzierende Wirkungen sind beschrieben [Matzuzaki et al.,
1996 Yano, 1994.

b
OH OH O (b)

Abbildung 4: Flavonoide aus Scutellaria baicalensis. Baicalein (a), Baicalin (b), Skullcapflavon Il (c), Wo-
gonin (d) und Wogaonosid (€)

Bisher durchgefiihrte Untersuchungen zu den Flavonaden aus Scutellaria bacalensis zeigten
sehr unterschiedliche Ergebnisse. Baicdin, Baicalein und Wogonin wurden bereits auf ihre
entziindurgshemmende Wirkung an Ratten urtersucht, wobei Baicalin am besten wirkte. Bai-
cden zeigte keine entzindungshemmende Wirkung[Lin, 1996. Baicdin hemmte auf¥erdem
selektiv die Infektitsitdt und Replikation des HI-1 Virus in lymphaden Zéllinien sowie in
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humanen mononuKkeaen Blutzellen [Li, 1993. Bei der Untersuchung von Baicdin, Baicalein
und Wogonin konrte in Zytotoxizitéatstests an 7 Lungenkarzinomen und 3Leberkarzinomen
nur fUr Baicalin signifikante Antitumoraktivitét nachgewiesen werden. Im Vergleich mit ge-
sunden humanen Knochenmarkszellen undLymphazyten zeigte die Substanz Selektivitat fur
Tumorzellen [Mizushima d a., 1993. In einer Studie an humanen Leberkarzinomzellen
konnte fir Baicdin eine dreifach hthere wadhstumshemmende Wirkung als fir Baicdein
beobadtet werden [Motoo undSawabu, 1994. Fur Baicdein undBaicalin wurde an huma-
nen leukéamischen T-Lymphazyten antiproliferative Aktivitat nachgewiesen, wobei Baicalein
eine ca sedhsfach hokere Aktivitét zeigte ds Baicdin. In weiterfihrenden Versuchen mit
Baicalein konrte die Inhibierung von Protein-Tyrosinkinasen beobachtet werden. Untersu-
chungen mit isolierter Proteinkinase C zeigten korzentrationsunabhéngige Hemmung des
Enzyms. Zusétzlich reduzierte Baicdein de mRNA des Blutplétchen-Wadstumsfaktors
(platel et-derived growth fador, PDGF) [Huang, 1994.

2.1.3 Bisndole

2.1.3.1 IndigoideBisindole

21311 Indigo

Indigo ist einer der dltesten bekannten arganischen
Farbstoffe. Der blaue Farbstoff wurde in Europa schon
im  Mitteldter ua aus de europdschen
Farberwaidpflanze (Isatis tinctoria) und dem indischen
Indigo (Indigofera tinctoria) (Abhbildung 5) gewonnen
und zum Farben pflanzlicher und tierischer Fasern
verwendet [Rompp Chemielexikon]. Natdrlicher Indigo
£ wird dfiziell in chinesischen Arzneibichern gefthrt
B und in der traditionellen chinesischen Heilkunde ds
Hamostatikum, Antipyretikum sowie ds entziindurgs-
hemmendes und leruhigendes Medikament bel
bakteriellen und vralen Krankheitsbefall en angewendet.
Nadchdem die atileukédmischen Eigenschaften des
natirlichen Indigos entdeckt wurden, wurde Indirubin
_ o _ _ as aktiver Inhaltsdoff isoliert [Fang und Wu, 1983.
Abbildung 5: Natirlicher Indigo, I ndigo- . . ] . ;

feratinctoria Strukturell handelt es sch bal Indgo um en 2°,2-
verknupites Bisindd (Abbildurg 6).
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2.1.3.1.2 Indirubin (Indigorot)

Indirubin (Abbildung 6), ein 2°,3-Bisindd, ist das rote Isomer von Indigo, dasin pflanzlichem
Indigo bis zu 60% enthalten sein kann. Indirubin hemmt die DNA-Synthese von humanen
granulozytéren Leukdmiezellen sowie verschiedenen Tumoren in vivo undin vitro. Man geht
dabei von einer Hemmung d&r DNA-Polymerisation aus, die durch Veradnderungen der DNA-
Struktur oder durch Hemmung der DNA-Polymerase verursadht wird [Wu et al., 1983. In
Klinischen Studien mit Patienten mit chronisch myeloischer Leukémie konrnte bel 26% der
Betroffenen eine Totalremisson und @i 33% der Patienten partielle Remisson beobachtet
werden [Indirubin Cooperative Group, 198(. Schwerwiegende Nebenwirkungen konrten
nicht nachgewiesen werden. Ein Nadteil von Indirubin ist seine geringe Bioverfiigbarkeit in
Folge von schlechter Loslichkeit [Gu et al., 1989.

O O
; 9
‘\—N/E\;‘
Ppag F LI
@ o ® ° N

Abbildung 6: Strukturformeln von Indigo (a) und Indirubin (b)

2.1.3.1.3 Indirubin-Derivate
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O
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Abbildung 7: Strukturformeln von 2-(2"-bisindolyl)indol (a), Isoindigo (b) und 5-Jod-Indirubin (c)

© ©O7°N

In urserer Arbeitsgruppe wurden verschiedene Derivate von Indirubin synthetisiert, die
auf ihre antineoplastische Wirkung untersucht werden sollten.
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Dazu gehoren das Isoindigo undein 2-(2-Bisinddyl)indd, sowie verschiedene substituierte
Indirubine. Modifizierte Indirubin-Derivate wurden bereits friiher getestet und zeigten eben-
falls Antitumoraktivitdt (Abbildung 7) [Gu et ., 1989.

2.1.3.1.4 Deoxytopsentin

Schwamme prodwzieren zu ihrem eigenen Schutz vielfdtige Sekundérmetabaoliten, de das
Wadhstum von Einzellern undBakterien hemmen undgrofiere Tiere vom Frald abhalten. Sie
umfassen eine grofe Anzahl verschiedener chemischer Strukturen, de zytotoxische, antibak-
terielle, antivirale, anti-inflammatorische und immunsuppressve Wirkungen zeigen unddes-
halb fur die Naturstoff -Forschung interessant sind [MUller und Schroder, 1997.

Bartik et al. entdedkten 1987drei neue Substanzen im methanadlischen Extrakt des Mittel-
measchwammes Topsentia genitrix. Dazu gehdrten Topsentin, Deoxytopsentin (Abbil dung
8) und Bromtopsentin.

Topsentine gehoren ebenso wie Indigo undseine Derivate der Stoffklasse der Bisindde an.
Fir Deoxytopsentin wurde Toxizitdt gegentiber der Fischart Lebistes reticulatus (LD = 15
20 mg/l) beobachtet [Bartik, 1987. Aulerdem wurde wadhstumshemmende Wirkung an der
Maus-Leukamiezellinie P388 (ICsp = 12 pg/ml) und dem Maus-Hepatitis-Virus A-59 be-
schrieben [ Tsujii undRinehart, 1989.

In urserer Arbeitsgruppe wurde Deoxytopsentin synthetisch gewonren.

O
N

N |
H

Ir=

N
H

Abbildung 8: Strukturformel von Deoxytopsentin

2.1.3.2 Indolocarbazole und Bisindolylmaleimide

Inddocarbazole gehdren zur Familie der Indd-Alkaloide. Diese kommen in Mikroorganis-
men, Pilzen, Flechten undin holeren Pflanzen var. Grundkdper der Inddocarbazole sind
Indd, Inddenin und Inddin, denen Carbazolringe in 2,3Stellung angegliedert sind. Ver-
schiedene Inddocarbazole und Strukturanaloge sind fur ihre antineoplastische Wirkung be-
schrieben. Ein Problem stellt dabel haufig die geringe Selektivitdt der Wirkstoffe fir ein be-
stimmtes Enzym dar. Staurosporin (Abbildung 9), ein Indd-Alkaloid aus Streptomyces dau-
rosporaeus, ist ein paenter Proteinkinase C Inhibitor [Tamaoki et al., 1986, ebenso wie das
Antibiotikum K252a (Abbildung 9)[Bailly et a., 1997. Beide zeigen jedoch auch Aktivitét
an einem Spektrum welterer zellulérer Proteinkinasen. Durch Modifikation der Reste an den
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Inddringen entstand dbs Bisinddylmaleimid GF109203X (Abbildung 9), das weit héhere
Selektivitét fur Proteinkinase C zeigt [Toullec ¢ d., 199].

NB 506 (Abbildung 9), ein Derivat des natiirlichen Rebeccamycins, welches nur wenig anti-
neoplastische Aktivitét zeigt, ist fir seine Topadsomerase-Hemmung beschrieben [Ohkuboo,
1997. Neueste Studien zeigen, dal3 Mitglieder der Substanzklasse aich Tyrosinkinasen, spe-
ziell den PDGF-Rezeptor [Spacey et a., 1998 wie aich den Rezeptor des epidermalen
Wadhstumsfaktors (EGF-R) [Traxler et a., 1997, wirkungsvoll hemmen.

HN—CHO .
@) N @) @) N @)
l N N ‘ l N N l
H H
OH OH Cl Cl
Ho 2 |_oH Ho 2 |_oH
(c) (d)
omePH omePH

Abbildung 9: Staurosporin(a) und Strukturanaloge: GF 109 203(b) , NB-506 (c), Rebecamycin (d)

Inddocarbazole sind in mehrerer Hinsicht fur die Krebsforschung interessant, da sie sowohl
verschiedene Zielstrukturen anspredien, als auch durch Modifikationen im Molekul sehr viel-
satig veranderbar sind. In der Gruppe von Melnik, Moskau, wurden Anaoge von Staurospo-
rin synthetisiert, die sich in den Resten R1, R2 undan der Position X unterscheiden [Melnik
et a., 1996a) und h; Bakhmedova ¢ al., 1997. Diese Wirkstoffe (Tabelle 1, Abbildung 10)
wurden in der vorliegenden Arbeit auf ihre antineoplastische Wirkung untersucht.
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Abbildung 10: Grundkér per der Substanzen 1-3 (Bisindolylmaleimide) und 4-13 (I ndolocar bazole) (vergl.
Tabelle 1)

Tabelle 1: Strukturelemente und M olekular gewichte der untersuchten Staurosporinderivate (die Nume-
rierung wurdein der Reihenfolge von M elnik beibehalten)

Substanz MW X R1 R2
1 474 -0 a-L-Arabinose - CH3
2 473 - NH a-L-Arabinose - CH3
3 459 -NH B-D-Xylose -H
4 457 - NH a- L-Arabinose -H
5 471,47 -NH B-D-Xylose - CHs
6 471,47 -NH a- L-Arabinose - CH3
7 457,45 -NH B-D-Xylose -H
8 457,45 -NH B-D-Ribose -H
9 501,47 -NH B-D-Galadose - CHs
10 471,47 - NH B-D-Ribose - CHs
11 472,46 -0 B-D-Xylose - CH3
12 487,45 -NH 3-D-Galadose -H
13 443,44 -NH - CHs

(o]
o .
OH

OH
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2.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus

2.2.1  Mikrotubuliproteine

Mikrotubdi (MTs) bilden zusammen mit Actin-Mikrofilamenten und Intermedi&rfil amenten
das Zytoskelett eukaryotischer Zellen. Erhaltung der Zellform, Zell beweglichkeit, Chromo-
somenbewegungen und b intrazell ulare Transport von Pigmenten undOrganellen sind Zell-
funktionen, an denen Mikrotubui mal3geblich beteili gt sind [Osborn und Weber, 1974. Mi-
krotubui werden duch Polymerisation von
Tubdinuntereinheiten aufgebaut, die in der Zele ds
Heterodimer von a- und B-Tubuin mit einem Molekular-
gewicht von jewells ca. 50 KD vorliegen. Strukturell sind sie
zylinderformige Rohren mit einem Innendurchmesser von 15
nm und einem Aulenduchmessr von 25 m. MT sind
zusammengesetzt aus 13 (pstaffelt aneinandergelagerten
Protofilamenten, de aus aternierend angeordneten globuéaren
Tubdin-a- und -B-Untereinheiten bestehen und so eine
heli kale Struktur ausbilden [Wallin, 199 (Abbildung 11).
a- und B-Tubdine sind stark konservierte Proteine mit
bekannter Aminosauresequenz und Uler 40%
Sequenzhomologie. Es gibt viele verschiedene Isoformen, die
Abbildung 11 Schematischer durch Expresson verschiedener Isogene und pcttranslationale

Aufbau _@nes  Mikrotu- njqifikation zustande kommen [Boucher, 1994. Die beiden

bulus, [Bedker und Dea-

mer, 1991 Untereinheiten werden auf separaten Genen codiert [Ranga-

nathan, 1994. An der Oberflache von a- und 3-Tubdin sind

longitudinal mikrotubui-aszii erte Proteine (MAPs) angeordnet, die fir die Polymerisation
(MAP1, MAP2, tau-Protein) und de Stabilitdt (MAPL, MAP2) der Mikrotubui mitverant-
wortlich sind[Wallin, 199].
Die beiden Enden eines einzelnen Mikrotubuus unterscheiden sich durch ihre unterschiedli-
che Asoziationrate von Tubuinmolekilen. Die in in vitro Experimenten urtersuchten Ge-
schwindigkeiten fur die An- bzw. Ablagerung von Tubuin an den MT sind am Plus-Ende
doppEt so hach wie an Minus-Ende. Daher wachsen und schrumpfen MTs vor allem am
Plus-Ende.
Das Modell von langsamem Wadstum und schnellem Abbau der Mikrotubdi wurde von
Kirschner undMitchinson (1986) als dynamische Instabilit & dargestellt (Abbildung 12).
Bei der Polymerisation vonTubuin hbindet jedes Molekdl Tubuin zwel Molekile GTP und
wird vom Plus-Ende aus in den wachsenden Mikrotubuus eingebaut (T-Bestandteile in Ab-

Protofilament
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bildung 12). GTP wird bel der Bindung von Tubuindimeren an den Mikrotubuus zu GDP
undP; hydrolysiert (D-Bestandteil ein Abbildung 12).

Erfolgt die Hydrolyse vor der Bindung, so lagern sich GDP-tragende Untereinheiten an, de
schnell vom Mikrotubuus abgespaten werden. Das Gleichgewicht zwischen Wadstum und
Abbau ist abhéngig von der Hydrolysegeschwindigkeit von GTP an Tubuinmonameren und
von cer Verflgbarkeit von Tubuin-GTP-Untereinheiten. In Gegenwart hoher Tubuin-GTP-
Konzentration kldet der MT ein sogenanntes GTP-Cap, das den Mikrotubuus gabili siert und
weitere Polymerisation ermdgli cht. Sinkt die Tubuin-GTP-Konzentration nmmt die Polyme-
risationsgeschwindigkeit ab. Durch Hydrolyse kommt es zum Verlust des GTP-Cap. Dadurch
wird der MT instabil undschrumpft schnell [Kirschner und Mitschinson, 1986.

p{p{p{DYT/T
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Abbildung 12: Dynamische I nstabilitat von Mikrotubuliproteinen [Kirschner und Mitschinson, 1986

In der Zelle sind Mikrotubdi unter anderem am Aufbau der Mitosespindel beteiligt. Dabel
wird de Polaritét der MT durch de Verankerung des Minus-Endes an das Mikrotubui-
Polymerisationszentrum (MTOC) oder Zentromer festgelegt. Wahrend der Interphase werden
dieMT vom MTOC aus grahlenformig auf- und abgebaui.

Substanzen, de auf Mikrotubui wirken, sind urter Umsténden fir eine Krebstherapie interes-
sant, da durch de Wechselwirkung der Substanz mit der Mitosespindel die Zellproliferation
beanflul® werden kann.

Der EinfluR vonModuatoren auf das Polymerisations- und Depolymerisationsverhaten von
Mikrotubuiproteinen kannim zellfreien System mit Hilfe des sogenannten in vitro-Polymeri-
sationsassays untersucht werden.
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Als Beispiele fur Substanzen, de mit Tubuin interagieren seien Colchicin (Abbildung 13)
aus Colchicinum autumnale, Vincristin und Vinblastin aus Vinca minor genannt, die durch
Polymerisationshemmung die Aggregation vonTubuin behindern.

Colchicin bhindet an de B-Untereinheit von Tubuindimeren und emmt den Aufbau des mi-
totischen Apparates. Die Beantrachtigung der Polymerisation fuhrt zur unvdlstandigen und
unter Umstanden fal schen Polymerstruktur, zur Stérung der Mitose, strukturellen und numeri-
schen Chromosomenaberrationen unddamit eventuell zum Zelltod.

VincaAlkaoide konnen sowohl an de a- als auch de 3-Untereinheit der Tubuindimere bin-
den und de Polymerisation hemmen [Wallinet al., 1991.

MeO

MeO
OMe
O

OMe

Abbildung 13: Strukturformel von Colchicin

Taxol (Abbildung 14) wurde 1967 erstmals aus der Rinde der pazifischen Eibe Taxus brevi-
folia isoliert undwird heute zur Behandung von Ovarialkarzinomen eingesetzt. Taxol fordert
die Aggregation und lemmt die Depoymerisation vonMikrotubuiproteinen und stabili siert
so de Mitosespindel der Zelle. Der Hemmstoff bindet dabei bevorzugt an de [3-
Tubdinuntereinheiten der Polymere und weniger an de Tubuin-Dimere. Dies fuhrt zur
Hemmung der normalen dynamischen Reorganisation des mikrotubuaren Netzwerkes und
vermittelt durch die dauerhafte Storung vitaler Zellfunktionen den therapeutischen Effekt
[Wall undWani, 1995.

Abbildung 14: Strukturformel von Taxol
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2.2.2 Protaenkinase C

Die Proteinkinasen C (PKC) bilden eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen. Sie spielen
eine zentrale Rolle bel der Signaltibertragung in der Zelle und (ben Kontrolle auf zellulére
Prozes= wie Proliferation undDifferenzierung aus [Nishizuka, 1993. Die Aktivierung der
Enzyme efolgt tber die Kofaktoren Ca?*, Diacylglyzerin (DAG) und Phosphdi pide.

Die Proteinkinasen C sind monamere Proteine, die aus einer N-terminalen regulatorischen
undeiner C-terminalen katalytischen Domane bestehen. Die regulatorische Doméne der PKC
enthalt eine Pseudosubstratregion, de in der inaktiven Form des Enzyms mit der Substratbin-
dungsgelle in der katalytischen Doméane interagiert und de Enzymaktivitét blockiert. Durch
Bindung von Kofaktoren wie Ca?*, Phosphatidylserin ocer DAG kommt es zu einer Konfor-
mationsdnderung des Polypeptids und zur Freigabe der katalytischen Region [Grunicke und
Uberall, 1992 Azz et al., 1993. Die C1-Region cer regulatorischen Domane enthélt zwei
cysteinreiche Domanen, an denen de Bindung von DAG und Phorbadlestern erfolgt.

Regulatorische Katalytische Doméne
Doméne

< > < >
CZ CS C4

cPKC: &&% |_| |_| l_

o,Bi,Bi,y
A 44
tellen C3
QF;KVCL; 0 &%%

aPKC: N ]
(A *

Cysteinreiche
Doméne

:

Abbildung 15: Struktur der PKC Isoenzyme, [Gordge und Ryves, 1994 modifiziert]
C fur konservierte Regionen, C; beinhaltet die Pseudosubstratbindungsstelle und cysteinreiche
Regionen (His-X1Cys-X-Cys-X1014Cys-X,-Cys-X4-His-X-Cys-X;-Cys). Hier werden Phorbo-
lester, DAG und Phosphatidylserin gebunden. C, ist die Calcium-Bindungsgelle. Die Cs-Region
besitzt eine ATP Bindungssequenz. Die Funktion der C, ist noch unbekannt.
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Der C2-Abschnitt enthélt die Ca®*- Bindungsdelle, ist aber nicht bei allen Isoenzymen der
Proteinkinase C-Familie zu finden. Die konservierten C3- und C4-Abschnitte bilden de ka-
talytische Domane mit den Bindungsgellen fir ATP und Substratproteine.

In Sdugern unterscheidet man 12 Isoenzyme, die aifgrund bochemischer Eigenschaften und
Sequenzhomologien in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Abbildung 15).

Zu den Kassschen PKCs (cPKC) gehdren de Isotypen o, B, By und y. Diese sind C&*-
abhangig (d.h. sie besitzen de C2-Cacium-Bindungsdelle) und duch Phorboester bzw.
DAG aktivierbar. Eine weitere Gruppe sind de neuartigen PKCs (nPKCs) 9, €, 1, 6 und L.
Sie besitzen keine Ca**-Bindurgsregion, sind deshalb Ca?*-unabhéngig, lassen sich aber
durch Phorbolester aktivieren. Die dritte Gruppe bilden de aypischen PKCs (aPKCs) ¢, A
und1. Diese zeichnen sich dadurch aus, daR sie weder Ca?*-abhéngig noch duch Phorbolester
aktivierbar sind [Gordge und Ryves, 1994 Newton, 199%.

2.2.2.1  Aktivierungder PKC

Die Aktivierung der Proteinkinase C erfolgt hauptsachlich Gbker den Inositolphasphdipid-
Weg. Nach Bindung eines Liganden an einen membrangebundenen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor oder einen Tyrosinkinaserezeptor, werden de Phosphdipasen C 3 oder vy aktiviert.
Phaosphdipase C hydrolysiert Phasphatidylinasitol-4,5-bisphosphat (PIP,) in DAG und Ino-
sitol-1,4,5triphosphat (1P3). DAG bewirkt zusammen mit Phosphatidylserin an der Plasma-
membran die Aktivierungder PKC. IP; setzt Ca?* aus dem endopasmatischen Retikulum frei.
Ca®* bewirkt die Translokation der PKC an die Plasmamembran undwirkt synergistisch mit
DAG. Tumorpromovierende Substanzen wie Phorbolester konkurieren mit DAG um die
gleiche Bindungsdelle bei der Aktivierung der Proteinkinase C [Nishizuka, 1984 Berridge
undlrvine, 1984.

Waéhrend DAG in der Zelle sehr schnell abgebaut wird, sind Phorbolester metabali sch stabil
und kewirken dadurch eine andauernde Aktivierung [Shariff und Luna, 1993. DAG und
Phorbolester bewirken eine Translokation der PKC vom Zytosol an de Zytoplasmamembran
[Newton, 1995.

Eine weltere Rollein der Aktivierung der PKC kommt den Phasphdipasen A undD zu. Diese
dienen var dlem der langer andauernden Aktivierung der PKC. Dabel dienen Phaosphdipide
aus der Zellmembran, var allem Phosphatidylchalin (PC), as Substrate. PC wird von der
Phosphdipase D zu Phosphatidsdure hydrolysiert, aus der nach Abspaltung des Phaosphatre-
stes ebenfalls DAG entsteht. Phasphdipase D wird duch Ca®* in submikromolaren Konzen-
trationen aktiviert. Phosphdipase A setzt aus Membran-Phosphdipiden frele Fettsauren
(hauptsadhlich Aradhidorsaure) und Lysophaosphdipide frei. Eine direkte Aktivierung der
PKC durch Fettsduren ist mehrfadch beschrieben. Die Stimulation der Phasphdipase A erfolgt
durch rezeptorvermittelte Aktivierung [Asaoka ¢ al., 1992 Liscovitch, 1993.

Ein weiterer aktivierender Prozess wird der Proteasse Calpain zugeschrieben. Das Enzym
spaltet die Proteinkinase C an einer sogenannten ,,Hinge"-Region zwischen regulatorischer



Theoretische Grundagen 16

und lkatalytischer Doméane und setzt dabel ein katalytisch aktives Fragment frei, das keiner
Regulation duch die Kofaktoren mehr zuganglich ist [Newton, 199%.

Signal Signal

[COR GO
e @@

DAG "/PB DAG || FUF || LPC
Cazt
Proten- ‘
Kinase C

e (e
Abbildung 16:. Schematische Ubersicht Gber den PKC-Signaltibertragungsweg. GGR = G-Protein-
gekoppelter Rezeptor; PTKR = Proteintyrosinkinase Rezeptor, PIP, = Phospatidylinositol 4,5
bisphosphat, PC = Phosphatidylcholin, PL C = Phopholipase C, PLA = Phospholipase A, PLD =
Phospholipase D, DAG = Diacylglyzerin, 1P; = Inositol-1,4,5-triphosphat, FUF = freie ungesét-
tigte Fettsduren, LPC = Lyso-Phosphatidylcholin, MARKS = myristoyliertes, alanin-reiches C-

Kinase Substrat, EGF-R = epider maler Wachstumsfaktor-Rezetor, IkB = Inhibitor von NFkB
[modifiziert nach Asaoka et al., 1992 und Krauss 1997

Unter den sehr vielfdtigen Substraten der PKC befinden sich der epidermale Wachstumsfak-
torrezeptor, die Raf-Kinase, die an der Aktivierung der mitogen aktivierten Proteinkinase
(MAP-Kinase) beteili gt ist, das Inhibitorprotein des Nuklearen Faktors kKB und de sogenann-
ten MARKS-Proteine (myristoyli ertes, alanin-reiches C-Kinase Substrat), die mit dem Actin-
Zytoskelett in Zusammenhang stehen.
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2.2.2.2 | nhibitoren der PKC

PKC-Inhibitoren lassen sich in zwei Gruppen aufteil en, abhéngig vonihrer Interaktion mit der
katalytischen oder der regulatorischen Doméne des Enzyms. Dabei ist es chwierig spezielle
Wirkmuster herauszustellen, da viele Hemmstoffe neben der Hemmung der PKC weltere
Zielenzyme beeinfluf?en. Hemmstoffe, die mit ATP an der katal ytischen Doméne konkurie-
ren, sind z.B. Staurosporin und @s Bisinddylmaleimid GF1092@BX.

Die Mehrheit der PKC-spezifischen Moduatoren wirkt durch Interaktion mit der regulatori-
schen Doméne. Diese Hemmstoffe konkurieren haufig um die DAG/Phorbad-
esterbindungstelle (z.B. Bryostatin) oder blockieren de PKC-Phosphdipid-Interaktion.
[Gordge undRyves, 1994.

Bryostatin wirkt &hnlich einem Phorbolester, indem es die Proteinkinase C-Aktivitét aktiviert,
zeigt al erdings nicht dessen tumorpromovierende Wirkung. Die Substanz befindet sich in der
kli nischen Phase I-Studie [Bear et al., 1994.

2.2.3 DNA-Topoisomerasen

Die doppelhelikale Struktur der DNA bringt bei zelluldren Vorgangen wie Replikation ockr
DNA-Reparatur das Problem der Torsionsgpannungmit sich. Topasomerasen sind Enzyme,
die die topdogische Struktur der DNA verdndern komen. Dadurch sind sie fiir die Kontrolle

Relaxation
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Topoisomerase I

Abbildung 17: Enzymaktivitat von Topoisomerase | und |1 [Boege, 1996]
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zelluldrer Vorgange wie DNA-Replikation, -Transkription, -Reparatur sowie Schwesterchro-
matidentrennung und Chromosomen(de)kondensation esentiell .

Durch ihre Fahigkeit, Strangbriiche in der DNA zu generieren, aber auch wieder zu verschlie-
Ren, sind siein der Lage komplexe DNA-Strukturen zu entspiralisieren, zu entknoten, zu ent-
wirren undwiederherzustellen (Abbildung 17). Topasomerasen kommen in allen eukaryoti-
schen Zellen var undsind im Zellkern lokalisiert. In eukaryotischen Zellen sind zwel Klassen
des Enzyms bekannt, die in Topasomerase | und Topasomerase |l unterschieden werden
[Wang, 1985 Osheroff, 1989.

2231  Topoisomerase |l

Eukaryotische Topasomerase | wurde 1972 erstmals in Extrakten von Mauszellen gefunden
undsatdem in all en eukaryotischen Zellen nachgewiesen [Juan et al., 1988. Topasomerase |
ist ein monameres Protein mit eéinem Molekulargewicht von 100 1D.
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Abbildung 18: Topoisomerase | (Top 1) induzierte Spaltung (cleavage) und Religation von DNA, Y 723
stellt den Tyrosinrest der Top 1 dar, der die Bindung mit der DNA eingeht. Die DNA-Basen ne-
ben dem Strangbruch werden mit —1 und +1 fir den 3"- und den 5 -Terminus gekennzechnet.
[Pommier et al., 1998]
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Charakterisiert ist die Topasomerase | durch die Aushildung eines katal ytischen Intermedia-

tes, des ogenannten ,, Cleavable-Complex” (Abhildurng 18).

Dabei generiert das Enzym einen Einzelstrangbruch in der DNA und bldet eine kovalente

Bindung zwischen einem katal ytischen Tyrosinrest der Topasomerase | und dem 3"-Ende der

gespaltenen DNA. Die aus dem Strangbruch hervorgehende Relaxation von negativen und

positiven Verdrillungen ist fur den Ablauf der Replikation undTranskription urerl&flich.

Die Relaxationsre&tion kannin vier Schritte engeteilt werden:

1) Bindung des Enzyms an de DNA, wobei das eukaryotische Enzym ausschliefdich an
Doppelstrang-DNA bindet und gebeugte oder superspiraisierte Abschnitte bevorzugt
werden [Jaxel et a.,1991 Krogh et a., 199]

2) Indukion des Einzelstranghbruches durch kovalente Bindung der Tyrosin-Hydroxylgruppe
der Topasomerase | an das 3 -Phosphatende der DNA (,, Cleavable-Complex”) [Lynn et
al., 1989

3) Einzelstrang-Passage durch den Strangbruch

4) Religation, wobel die 5" -Hydroxylgruppe ds Nukleophl dient, das an der Phosphayro-
sinbindurg angreift und de gespaltene DNA wieder verschliefdt [Potmesil, 199].

Topdsomerase | wird durch ein “single-copy” -Gen auf Chromosom 20g1213.2 kodlert [Juan
et a.,198§. Das Enzym liegt mit Chromatin asziiert vor, ist im Zellkern angereichert und
wird wahrend des gesamten Zell zyklus konstitutiv exprimiert [ Corbett und Osheroff, 1993.

2.2.3.2 Topoisomerasell

Topdsomerase Il bendtigt fur ihre katalytische Aktivitdt ATP und \erdndert die DNA-
Struktur durch das EinfUhren eines transienten Doppelstrangbruches, durch den eine zweite
intakte Doppelhelix passeren kann [Osheroff, 1984. Saugetiere besitzen zwel Isoformen der
Topasomerase I, diein a und 3 mit Molekulargewichten von170und 180 B unterschieden
werden. Die Isoformen werden duch separate Gene auf den Chromosomen 17q2-22 und
3p24 codiert, zeigen aber ca 70% Aminosaurehomologie [Jenkins et al., 1992 Tsa-
Pflugfelder et al., 1988. Trotz dieser hohen Sequenzhomologie handelt es sch um zwei En-
zyme mit verschiedenen Funktionen, de unterschiedlich reguliert werden undauch verschie-
denartige Expresson in Geweben zeigen. Der Topasomerase lla-Level in der Zelle steigt in
Phasen rapider Proliferation. Das Enzym wird mit dem Verlauf des Zellzyklus reguliert und
erreicht seine gréfde Expresson ebenso wie seine hochste Aktivitédt in Go/M. Topasomerase
I3 erreicht die hdchste Aktivitét in der Plateauphese des Wadhstums. Sie wird wahrend des
gesamten Zellzyklus und in ruhenden Zellen exprimiert [Giacmne, 1994. Die subzelluléare
Lokalisation urterscheidet sich insofern, dal3 de Isoform a im Nukleoplasma vorhanden ist,
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wéhrend 3 sowohl im Nukleoplasma ds auch in den Nukleoli |okalisiert ist [Isaacs et al.,
1995.

Topasomerase Il kannin drei distinkte Doménen aufgetellt werden. Die N-terminale Doméne
enthdlt die Konsensus-Sequenz fur die ATP-Bindung, wahrend de zentrale Doméane den Ty-
rosinrest enthdt, der die kovalente Bindung zur DNA wahrend der Schneidereaktion aushil-
det. Die C-terminale Region ist sehr variabel und enthélt mehrere Phosphatbindungsdellen,
die fur die physiologische Regulation des Enzyms natwendig sind (Abbildung 19) [Corbett
und Osheroff, 1993.

DNA-

Bindungsstelle
N+ — —COOH
ATP- Phosphorylierungs-
Bindungsdoméne doméne

Abbildung 19: Doménenstruktur der Topoisomerase Il , [Corbett und Osheroff, 1993 modifiziert].

Topasomerase Il bildet wie Topasomerase | ein katalytisches Intermediat zwischen DNA
und Enzym in Form eines Cleavable-Complex. Der katalytischen Zyklus wird initii ert durch
die Bindung des Enzyms an eine spezifische DNA-Sequenz unter Ausbildung eines Doppel -
strang-Spaltungs- und Religationsgleichgewichtes. Die Schnittstelle befindet sich an einer
spezifischen Erkennungssequenz. Es wird ein 5 -Phasphat/3"-Hydroxyl-Doppel strangbruch
eingefiihrt mit einem Uberhang von 4 Basen am 5-Ende. Wenn de Topdsomerase |1 €inen
Doppelstrangbruch in de DNA eingefiihrt hat, wird ein zweiter Strang durch de Licke ge-
fuhrt, danach erfolgt die Religation des Strangbruches [ Corbett und Osheroff, 1993.

Die Topasomerase Il ist ein Phasphopotein. Durch Phosphaylierung erhéht sich de enzy-
matische Aktivitét in vitro, wofur die Casein Kinase Il sowie die Proteinkinase C verantwort-
lich gemadt werden [Takano, 1992.

2.2.3.3 Hemmstoffe von Topoisomerasen

Hemmstoffe von Topadsomerasen lasen sich in zwel Gruppen enteilen [Pommier, 1998
Capranico et al., 1997:

Topasomerase-Gifte stabili sieren das kovalente DNA-Topad somerase-Intermediat und rem-
men dadurch die katalytische Aktivitéat der Topdsomerase. Die Ausbildung des gabilen In-
termediates resultiert in DNA-Strangbriichen undApoptose.

Topasomerase-Inhibitoren hemmen de DNA-Bindung bzw. die Spaltungsreaktion der To-
poisomerase und chdurch de katalytische Aktivitét ohre die Indukion vonStrangbrichen.
Auch aufgrundihrer Affinité zur DNA kann man de Hemmstoffe in verschiedene Gruppen
einteilen. Viele Topasomerase-Hemmstoffe sind bekannt fur ihre Féhigkeit an de DNA zu
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binden. Einige sind reine Interkalatoren, d.h.sie lagern sich zwischen zwei Basenpaaren in de
DNA ein, andere sind Liganden der kleinen Furche der DNA, wahrend einige auch Affinitat
fur beides zeigen [Capranico et a., 1994.

In Abbildung 20 ist die Struktur der DNA mit Aushildung von Keiner und grol¥er Furche
schematisch gezeigt.

T
Kleine Furche GroBie Furche

Abbildung 20: Kalottenmodell einer B-DNA mit Ausbildung von grof3er und kleiner Furche und Guanin-
Cytosin Basenpaar [Albertset al., 1995, Streyer, 1991]

Topoisomerase | -Hemmung

Der bekanntester Vertreter der Topasomerase | Hemmstoffe ist das natirliche Alkaloid
Camptothean (Abbildung 21), das aus dem chinesischen Baum Camptotheca acuminata ge-
wonren wird.

Abbildung 21: Strukturformel von Camptothedn

Die Substanz wurde bekannt durch ihre Inhibierung d&r Nukleinsauresynthese, sowie ds Ver-
ursacher von Strangbrtichen in chromosomaler DNA. Es zeigte sich, dal3 dese Strangbrtiche
durch Bindung von Camptothedn an Suger-Topasomerase | in Form eines terndren Sub-
stanz-Topasomerase-DNA-Komplexes indwziert werden [Hsiang,1985 Hertzberg, 1989.

Camptothean hindet reversibel an den Komplex zwischen DNA und Topdsomerase | und
stabilisiert dadurch das kovalente Intermediat. Aufgrund der nicht reversiblen DNA-
Synthesehemmung wurde angenommen, dal3 Camptothedn eine S-Phase spezifische Zytoto-
xizitéat mit Topasomerase | as Zielprotein besitzt. Der durch Camptothedn stabili sierte Clea
vable-Complex blockiert die Fortbewegung der Replikationsgabel. Dadurch kammt es zu e -
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ner Kollision, de zu DNA Schaden in Form von DNA-Strangbriichen fihren kann. Dies re-
sultiert schlieffdlich in einem Zellzyklus-Arrest in der Gy-Phase und dem programmierten
Zelltod[Hsiang, 1989.

Mittlerweile wurden mehrere Camptothedan-Derivate entwickelt, die sich var alem durch
bessere Lodlichkeit im wéasgigen Mili eu auszeichnen.

Weitere Topasomerase |I-Gifte sind Substanzen aus der Klasse der Benzoanthrazene (z.B.
Saintopin), der Benzophenanthridine ( z.b. Nitidin undFagaronin), der Inddocarbazole (z.B.
NB 506) undder Bisbenzimidazole ( z.B. Hoedhst 33258,Abhildung 22).

Als Topasomerase-Inhibitoren sind z.B. Lapachore (Abbildung 22) bekannt.
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Abbildung 22: Strukturformeln von Hoechst H33258 (a) und R-Lapachon (b)

Topoisomerase Il Hemmung

Als Inhibitoren der Topasomerase Il sind Substanzen aus unterschiedli chen Substanzklassen
bekannt. Die meisten deser Hemmstoffe stabili sieren den Topasomerase |I-DNA Clearable-
Complex. Dabel wird nicht, wie bei den meisten Enzym-Inhibitoren, de katal ytische Aktivitét
direkt gehemmt, sondern die dauerhafte Instandheltung des Cleavable-Complex fuhrt zur In-
duktion vonmassven DNA-Doppelstrangbriichen und émit verbundener Lethalitét [Corbett
und Osheroff, 1993 Pommier et a., 1994 Chen undLiu,1994. Topdasomerase || Hemmstof-
fe sind in Zelen mit hoher Topasomerase Il-Konzentration und einer hohen DNA-
Replikationsrate an wirksamsten. Da die Konzentration des Enzyms in schnell proliferieren-
den oder transformierten Zellen ansteigt [Sullivan et a., 1987 Webb et al. 1991, spredchen
maligne Tumorzellen bevorzugt auf Behandlung mit Topdsomerase |I-Hemmstoffen an
[Chen undLiu, 1994. Mit Ausnahme der Epipodophyll otoxine und Isoflavonade sind alle
Topasomerase Il-Inhibitoren DNA-Interkalatoren. Der genaue Wirkmechanismus ist noch
nicht geklart, aber es wird pastuliert, dal3 de Interkalation de Substanz in de richtige Positi-
on zur Stabilisierung des Komplexes bringt. Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen
der Interkalationsfahigkeit der Substanzen und ar Komplexstabili sierung. Die Interkaation
bewirkt wahrscheinlich die Inhibierung des Religationsschrittes [ Corbett und Osheroff, 1994.
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Abbildung 23: Inhibitoren von Topoisomerase Il , Adriamycin (Doxor ubicin) (a) und Etoposid (b)

Zwei Topdsomerase-Hemmstoffe sollen als Beispiele gezeigt werden(Abbildung 23). Das
Epipodophyllotoxin Etopaosid wird Kinisch als Kombinationsprparat mit Cisplatin gegen
kleinzellige Lungenkarzinome engesetzt. Das Anthracyclin Adriamycin wird ebenfalls kli-
nisch als Zytostatikum benutzt.

224  Zdlzyklus

Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen urterliegt einer strikten Kontrolle. Cyclinabhdngige
Kinasen (cdks = cyclin dependent kinases) sind verantwortlich fur den Ubergang von einer
Zellzyklusphase in die néchste. Die katalytischen Aktivierung der cdks erfordert die Bindung
der Cycline ds regulatorische Untereinheiten. Darlberhinaus wird de Aktivitét der Kinasen
durch Phosphaylierung und Dephosphorylierung spezifischer Threonin- und Tyrosinreste
reguliert [Morgan, 1999.

Die Cycline zeigen im Laufe des Zellzyklus charakteristische Konzentrationsdnderungen,
wahrend de alks wahrend des gesamten Zyklus konstitutiv exprimiert werden. Verschiedene
Cycline zeigen eine Préferenz fur die Bindung an verschiedene Subtypen der cdks [Pines,
1995 Sherr, 1994. Die Cyclin-cdk-Komplexe konren Uber den Abbau von Cyclinen duch
Ubiquiti nyli erung inaktiviert werden [Pagano, 1997.

Beim Ubergang von cer Gy-Phase in de S-Phase mul? ein sogenannter Restriktionspunk
Uberschritten werden, an dem Uber die Progresson des Zell zyklus entschieden wird. Dieser
Prozesswird hauptsadlich von Cyclinen des D- und E-Typs kontrolli ert. In der frihen G;-
Phase spielen var allem die D-Cycline @ne wichtige Rolle. Ihre Synthese und de Bindung an
die aks 4 und 6sind von @ mitotischen Stimulation, z.B. duch Wadstumsfaktoren, ab-
hangig [Sherr, 1994.
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Kontroll punkt

Mitotische Signale,

Kontroll punkt 2.B. Wachstumsfaktoren
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Abbildung 24: Zellzyklus mit zdlzyklusspezfischen Proteinen [M arx, 1994, modifiziert]

Die &tivierten Cyclin D-cdk-Komplexe phasphaylieren urter anderem das pRb-Protein, ein
Produk des Retinoldastom(Rb)-Tumorsuppressorgens. In ruhenden Zellen sowie zu Beginn
der G;-Phase liegt das Rb-Protein im Komplex mit dem Transkriptionsfaktor E2F und ande-
ren Proteinen vor. Die Phosphaylierung bewirkt eine Freisetzung des Transkriptionsfaktors
und eine damit verbuncdene Aktivierung von Genen, deren Produkte fiir den Ubergang in de
S-Phase verantwortlich sind [Nevins, 1992 Ewen, 1993. Gleichzeitig wird de Konzentration
an Cyclin E erhoh. Dieses Cyclin bhindet an cdk 2 undwirkt ebenso wie die Cyclin D-cdk-
Komplexe auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, de den Ubergang vonG; zu S
ermogli chen.

Spezifische Cyclin-cdk-Inhibitoren (CKIs) kénren den Cyclin-cdk-Komplex hemmen und
dadurch den Zell zyklus anhalten [Kamb et al., 1994 Serrano et a., 1993. Bei den CKls han-
delt es sch um eine heterogene Familie von Proteinen, de reversibel mit einer cdk oder mit
cdk-Cyclin-Komplexen assziieren konren, woduch de ak-Aktivitdt verringert wird.
Wichtige Vertreter dieser Proteinfamilie in Saugern sind p16“K4, p15'NK4 p21°Pt ynd p2#'®
[Pines, 19%)]. Die Inhibitoren p18"** und p15“* sind verwandte Proteine und zeigen eine
Préferenz zu cdk 4- und cdk 6-Cyclin-Komplexen, wobel die Inhibierung durch Kompetition
mit den Cyclinen erfolgt [Morgan, 1995. p21°P* und p2¥'* sind ebenfalls nahe verwandt
und bnden an cdk 2 undcdk 4-Cyclin-Komplexe. Dabel wird eine Blockierung der ATP-
Bindungsdelle der cdks postuliert [Rus et al., 1994. Zusétzlich zu der Hemmung der Cy-
clin-cdk-Komplexe bindet p21°"* an das , proliferating cel nuclear antigen“ (PCNA), ein
Polymerase asziiertes Replikationsprotein und ewirkt dadurch de Inhibierung der DNA-
Replikation [Waga, 1994. Die Indukion des p21°P-Proteins wird (iber das Tumorsuppres-
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sorprotein p53reguliert. Bei DNA-Schaden kommt es zu einer Erh6hung des intrazell uldren
p53-Gehaltes, der die Transkription von p2t'™ stimuliert [El-Deiry et al.,1993 El-Deiry et
a., 1994.

An mehreren Kontrollpunken wird der korrekte Verlauf des Zellzyklus Uberprift. Diese
Kontrollstellen liegen am Ubergang von der Gi- zur S-Phase (Restriktionspunkt), am Uber-
gang von der G,- zu der M-Phase undin der Anaphase der Mitose. Treten Fehler oder DNA-
Schaden auf, kann der Zyklus angehalten und de Reparatur der Sch&den durchgefiihrt wer-
den. Ist der Schaden zu grof3 odr die Reparatur nicht mehr maoglich, wird de Zelle durch
Apoptose diminiert.

Chemische Inhibitoren von cyclinabhéngigen Kinasen blockieren, ebenso wie die nattirlichen
intrazell uléren Proteine, die Zell zyklusprogresson undsind deshalb wegen ihrer potentiellen
Antitumoraktivitét interessant. Zu nennen sind ua. Staurosporin, Flavopiridal, Roscovitin und
Olomoucin (Abhildurng 25).
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Abbildung 25: Chemische Inhibitoren von cyclinabhangigen Kinasen Olomoucin, Roscovitin (a), Flavopi-
ridol (b)

Ebenso wie enige der nattrlichen Inhibitoren konkurieren de demischen um die ATP-
Bindungsdelle der cdks was durch Kristall strukturuntersuchungen gezeigt werden konrte
[Meijer et a., 1996 Meijer, 1997.
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2.25 Apoptose

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist ein netirlicher Vorgang, der in Geweben
der Erhaltung der zelluldren Homdaostase dient. Bei Entwicklungs- und Differenzierungsvor-
gangen stellt sie @ne Moglichkeit dar, um nicht mehr bendtigte Zellen gezielt zu eliminieren.
Im Immunsystem erfullt die Apoptose Iebenswichtige Funktionen, indem z.B. autoimmunre-
aktive oder virusinfizierte Zellen beseitigt werden. Bei Schadigung der DNA kann der pro-
grammierte Zelltod de Akkumulation vonMutationen verhindern [Raff, 1992 Steller, 1993.
Der Beginn des apoptotischen Programms kann duch physiologische Aktivatoren, chemothe-
rapeutische Substanzen sowie UV-Strahlung ausgelost werden [Thompson, 199%. In T-
Lymphazyten beanflufd der Fas-Ligand (Fas-L) die Initiation von Apopose durch Bindurg
an einen Fas-Rezeptor (synonym mit CD 95 oder Apo 1). Der Rezeptor des Tumornekrose-
faktors (TNF) ist homolog zu Fas undindwziert ebenfalls Apoptose in Zielzellen [Suda € al,
1993 TagaundKishimoto, 1993.
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Abbildung 26: Induktion von Apoptose in Sdugerzdlen [Thompson, modifiziert, 1995
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Nadh DNA-Schaden wird das Tumorsuppressorprotein p53 hahreguliert. p53 korrolli ert das
Cyclin-cdk Inhibitorprotein p21sowie die gpoptosefordernden Proteine bax und kad undkann
so einen Arrest des Zell zyklus und de Induktion vonApopose bewirken [Lane, 1993 Kasten
und Giordano, 1998. Gene, die normalerweise an der Zellproliferation beteiligt sind, konren
ebenfall s Einflul3 auf Apoptose nehmen. Das Oncogen c-myc |6st in Fibroblasten nach Entzug
von Wadhstumsfaktoren den programmierten Zelltod aus [Evan et al., 1993.

Proteine der Bcl-2 Familie wirken a's Schlissalregulatoren der Apoptose und kénren sowohl
hemmende ds auch stimulierende Wirkung austiben. Bcl-2 hemmt die Apoptose, wahrend
bax und kad aktivierend wirken. Eine Uberexpresson von Izl-2 wird in verschiedenen Tu-
morzelli nien beobadtet [Stras<er et al., 1997.

Ein welteres charakteristisches Merkmal der Apopose ist der Verlust der mitochondiaen
Funktionsfahigkeit, wobel Cytochrom C as Aktivator von Proteasen (Caspasen) freigesetzt
wird [Green undReead, 199§.

Ein frihes Ereignisin der Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen. Dabel handelt es sch
um apoptose-spezifische Proteasen, de spezifisch hinter Aspartatresten im Zielprotein spal-
ten. Caspasen inaktivieren Proteine, die Apopose hemmen, veréndern de Struktur des
Zytoskeletts und greifen in de Regulation essentieller zelluldrer Enzyme e@n [Thornberry und
Lazebnik, 1999.

Dabei werden Endonuleasen aktiviert, die zu einer Degradierung der DNA und zur Konden-
sation des Kerns fuhren. Der Vorgang der Apoptose resultiert letztendlich in der Phagocytose
der apoptotischen Zelle durch Nadhbarzellen [Fadok et a., 1993.

Fehlregulationen der Apoptose werden mit vielen Krankheiten in Verbindurg gebradit. Eine
fehlgesteuerte Hemmung von Apopose wird im Zusammenhang mit der Entstehung maligner
Tumoren gebradht, wahrend de fehlerhafte Regulation der Stimulation als Ausléser von
AIDS und reurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer oder Parkinson dskutiert wird
[Thompson, 19%)].
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3 Problemstellung

In der vorliegenden Arbeit sollten Naturstoffe, die hauptsdchlich aus Pflanzen gewonnen
wurden undzum Teil bereits aus der traditionellen chinesischen Medizin bekannt waren, so-
wie Naturstoffderivate auf ihre antineoplastische Aktivitét, ihre molekularen Angriffspunke
undihren Wirkmedhanismus untersucht werden.

Als Substanzklasen standen Alkaloide aus Amaryllidaceae, Flavone und Flavonglykoside
aus Scutellaria bacalensis, indigoide Bisindde nach dem Vorbild des natiirlichen Indigos aus
Indigofera tinctoria, Deoxytopsentin sowie verschiedene Staurosporinderivate zur Verfligung.
Die synthetisch gewonrenen oder aus Pflanzenmaterialien isolierten Wirkstoffe sollten zu-
nadst auf ihre wachstumshemmende Wirkung untersucht werden. Unter Berticksichtigung
der Daten der Wadhstumstests llte dann de zellulédre Zielstruktur bzw. der Wirkmedhanis-
mus der jeweiligen Substanz mit biochemischen Methoden urtersucht werden. Hierzu sollte
ein Methodenspektrum etabliert werden, dal3 bekannte Angriffspunke antineoplastischer
Wirkstoffe umfaldt. Dazu gehdren Einflisse auf zelluldre Signaltransduktionswege, Verénde-
rungen des Zytoskeletts undHemmung der Topasomerasen | undll.

Die Proteinkinase C spielt eine wichtige Rolle bei zelluléaren Vorgangen wie Proliferation,
Differenzierung und Tumorpromotion. In der vorliegenden Arbeit sollten Verénderungen der
Proteinkinase C-Aktivitét als Folge von Substanzexpasitionim Vergleich zu der Referenzsub-
stanz GF109203X untersucht werden. Die Inkubationen sollten dabei sowohl am isolierten
Enzym asauch in der Zellkultur erfolgen.

Veranderungen des Zytoskeletts konren durch Untersuchung der Aktinstruktur, der Interme-
diarfilamente sowie der Untersuchung von Mikrotubui und mikrotubui-asoziierten Protei-
nen nadhgewiesen werden. Im Rahmen deser Arbeit sollte die Beeinflussung von Mikrotu-
buli proteinen urtersucht werden. Veranderungen der Mikrotubui-Polymerisation kdnren zu
Wadstumshemmung und zum Zelltod fuhren. Die Mikrotubui-Polymerisationsféhigkeit
nadch Substanz-Inkuketion sollte an Mikrotubuipréparationen aus Rinderhirn in vitro unter-
sucht werden. Im Falle ener Polymerisationshemmung waren zusétzliche morphdogische
Untersuchungen in Zell kulturen geplant.

DNA-Topasomerasen zeigen in schnell proliferierenden Zellen erhdhte Sensitivitdt gegen-
Uber Hemmstoffen und beten deshalb dat einen guten Angriffspunkt fur antiproliferative
Substanzen. Als Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung dr Beeinflus-
sung von humanen Topdsomerasen vorgesehen. Topasomerase | und |l sollten aus humanen
Tumorzellen gewonren und cr Einfluld der verschiedenen Naturstoffe auf die Aktivitét des
Enzyms gemessen werden. Im Falle @ner Aktivitétshemmung sollte fir Topasomerase | eine
Klarung des Wirkmedanismus erfolgen.

Als Folge von Topadsomerase-Hemmung treten héufig DNA-Strangbriiche aif. Diese sollten
mittels Einzelzell gelelektrophaese (Comet-Assay) untersucht werden. Da viele Topdsome-
rase-Hemmstoff e die Fahigkeit zur Interkalation oder Bindung an de kleine Furche der DNA
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besitzen, sollte die Interaktion der zu prifenden Wirkstoffe mit der DNA Gberpriift werden.
Die Kompetition mit bekannten Interkalatoren wie Ethidiumbromid bzw. Liganden der klei-
nen Furche wie dem Hoechst Farbstoff H33258sollten Aufschluf3 tler die Affinitat der Sub-
stanzen zur Doppelstrang-DNA geben.

Die Hemmung bestimmter zellulérer Enzyme kann Verénderungen am Zellzyklus owie In-
duktion des apoptotischen Zelltods verursachen. Der Zeitpunkt des Zell zyklusarrestes wie
die Apoposeindukion konren zusétzliche Informationen Gker den Wirkmedanismus der
jeweili gen Substanz vermitteln. Aus diesem Grund sollten morphdogische sowie durchfluf3-
zytometrische Untersuchungen zur Indukion von Apoptose sowie zu Veranderungen des
Z€ell zyklus nach Substanzinkubation duchgeftihrt werden.
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4 Ergebnisse

Die Substanzen wurden in jedem der in desem Tell der Arbeit erwdhnten Assays untersucht
und ausgewertet. Testergebnisse, die nicht auf eine inhibitorische Wirkung hindeuteten, wur-
den nu beschrieben, wenn de Diskusson des Mechanismus dies erforderte. Ausfihrliche
Ergebnidlisten befinden sich im Anhang.

4.1 Alkaloide

4.1.1 Lycorin

4111 Wachstumshemmende Wirkung

Im Sulforhodamin B (SRB)-Assy wurde die wadstumshemmende Wirkung vonLycorin an
vier Leukamie-Zdlinien (HL60, Molt4, K562, U937) und einer Lungenkarzinomzellinie
(LXFL529L) untersucht. Humane Tumorzellen wurden mit und ohree Hemmstoff fir 72 h
inkukbiert. Am Ende der Inkubeationszeit wurden die Zellen fixiert und mit Sulforhodamin B
geférbt. Die Mesaung erfolgte phaometrisch.

Tabelle 2: Wachstumshemmende Wirkung von Lycorin (72 h Inkubationszet, Sulforhodamin B-, BrdU-

Asay), Mittelwert und Standardabweichung wurden aus mindestens zwei unabhéangigen M es-
sungen ermittelt, | Cso [UM]

Zdlinie SRB BrduU
LXFL529 0,09+ 0,001 1*
HL60 3+0,5 3*
Molt4 0,9+0,2 2%
K562 2+0,8 2*
U937 1,5+0,5 n.b.

* Test wurde nur einmal zur Kontroll e des SRB-Tests durchgefiihrt

Lycorin zeigte an alen Zelli nien |Cse-Werte” im niedrig mikromolaren Bereich. Die starkste
Wadhstumshemmung konnte bel der Zellinie LXFL529L mit einem |Cse-Wert von 0,09uM
beobadtet werden. Fir die Zéllinien LXFL529L, HL60 undK562 wurden de Ergebnisse im
BrdU-Assay bestétigt (Tabell e 2). Bromdesoxyuridin (BrdU) wird vonproliferierenden Zellen
als Thymidinanalog wahrend der DNA-Synthese in de DNA eingebaut. Mit Hilfe von spezi-

2 1Cso = Inhibitory Concentration: Substanzkonzentration, bei der im Vergleich zur Kontrolle noch 50% der
Zellenvital sind
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fischen Antikérpern kann de Menge des eingebauten BrdUs as Mald fur die DNA-
Syntheserate der Zell en bestimmt werden.

4.1.1.2 Veranderungen des Zdlzyklusund Induktion von
Apoptose

Die Indukion vonApopose wurde bei alen folgenden Substanzen mittels morphdogischer
und duchflufzytometrischer Testmethoden urtersucht.Veranderungen des Zell zyklus wurden
durchflufytometrisch erfalit.

Zelltod kann gundsétzlich in Nekrose und Apoptose unterschieden werden. Nekrose &uf%ert
sich morphdogisch in einem Anschwellen der Zellen, bedingt durch de ehéhte lonenper-
meabilit & der Plasmamembran. Dieses Anschwell en resultiert letztlich in einer Zellyse.
Apoptose ist charakterisiert durch Schrumpfung der Zelle, Kondensation des Kernmaterial,
blasenartige Ausgilpung der Membran und Fragmentierung des Kerns. Dabel bleibt die
Kernmembran intakt [Hockenbery, 1995 Majno undJoris, 1995.

4.1.1.2.1 Morphologie

Nad einer Inkubation vonLXFL529L-Zellen mit Lycorin Uber 24 hwurden die Zellen fixiert
und mit DAPI/Sulforhodamin (SR) 101 geféarbt, wobel DAPI den Kern bau undSR 101 dbs
Zytoplasma rot anfarbt. Morphdogische Verdnderungen an der Zelle waren erkennbar, wie-
sen aber nicht eindeutig auf Apopose hin, sondern zeigten eher Merkmale @ner spéten Ne-
krose.

Abbildung 27: Morphologie von LXFL529_-Zellen, Zellen wurden fur 24 h mit und ohne Lycorin inku-
biert, 15 min in Methanol (4°C) fixiert und dann mit DAPI/SR 101 angeféarbt und fluoreszenz-
mikroskopisch detektiert, A Kontrolle, B Lycorin [10 uM]

Die Kontroll zellen zeigten ein gut ausgebil detes Zytoplasma mit fir adherente Zellen typi-
schen Ausléaufern. Der intakte Kern war rund und ncht fragmentiert. Nadh Inkubation mit
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Lycorin war das Zytoplasma deutlich reduziert, die Kernmembran war offensichtlich zerstort
und das Nukleoplasma schien aus dem Kern auszutreten (Abbildung 27).

4.1.1.2.2 Durchfluf3zytometrie

Die Indukion von Apoptose 183 sich in duchflufytometrischen Histogrammen dadurch
erkennen, dal? apoptotische Zellen einen reduzierten DNA-Gehalt im Vergleich zu unkehan-
delten Zellpopuationen aufweisen. Diese Reduktion, der wahrscheinlich de DNA-
Fragmentierung zugrunce liegt, fihrt zu einem verringerten Fluoreszenzsignal, so dal3 apop-
totische Zellen in der zweidimensionalen Darstellung as Sub-G;- bzw. Sub-G,-Ped erschel-
nen.

LXFL529L-Zellen wurden 72 hmit Lycorin inkulert, fixiert und mit einem Gemisch aus
DAPI und Sulforhodamin 101 angeférbt und im Durchflufzytometer vermessen. Auch de
durchfluf®zytometrischen Mesaingen lieferten keinen Hinweis auf Induktiion von Apoptose
nad Inkubation mit Lycorin. Der Antell des , Debris* (apopotische und stark fragmentierte
Zellen) nahm nicht signifikant zu undauch charakteristische Sub-G;- bzw. Sub-G,-pe&ks wa-
ren nicht zu beobadten.
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Abbildung 28: Zellzyklusverteilung von LXFL529 -Zellen; nach 72h Behandlung mit Lycorin stieg der
Anteil der Zellen in der G,/M-Phase mit gleichzatigem Riickgang der Go/G;- und der S-Phase.
Die Mesaung erfolgte nach Farbung mit DAPI/SR101 durchfluf3zytometrisch. Das Diagramm
wurde reprasentativ aus mindestens drei unabhangigen Einzduntersuchungen erstellt.
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Mesaungen zur Zellzyklusverteilung zeigten nach 7tindger Inkubetion von humanen
LXFL529L-Zellen mit Lycorin einen signifikanter Anstieg der G,/M-Phase des Zell zyklus.
Gleichzeitig nahm der Anteil der Zellen in der Go/G;-Phase undin der S-Phase leicht ab. Der
Debris-Anteil stieg ab einer Konzentration von 5uM kontinuierlich an, woraus sch al erdings
nicht eindeutig eine Induktiion vonApopose aleiten &3t (Abbildung 28).

4113 Weitere Untersuchungen

Trotz der vielversprechenden Wadstumsinhibierung konrte in keinem der von urs etablier-
ten Assays ein zellulares Zielprotein bzw. ein Wirkmedhanismus ermittelt werden, dem diese
Wadstumshemmung zugrunde liegt. Die Substanz interagierte weder mit DNA, noch
hemmte sie @nes der von urs untersuchten Zielenzyme. Auch die Mikrotubuipoymerisation
bzw. Depadymerisation wurde durch Lycorin nicht beanflul¥ (siehe Anhang).

4.1.2 Lycobetain

4121 Wachstumshemmende Wirkung

Lycobetain zeigte im Sulforhodamin-B Assay an den urtersuchten Zellinien signifikante
Hemmung der Zell proliferation mit 1Cso-Werten im niedrig mikromolaren Bereich, vergleich-
bar mit den 1Cso-Werten vonLycorin. Diese Ergebniss wurden ebenfalls an 3 Zelli nien duch
BrdU-Assay tberpriift (Tabelle 3).

Tabelle 3: Wachstumshemmende Wirkung von Lycobetain, (72 h Inkubationszet, Sulforhodamin B-,

BrdU-Assy, Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens zwel unabhéangi-
gen Mesauingen ermittelt, | Cso [UM]

Zélinie SRB BrdU
LXFL529C 1,2+0,1 1,5*
HL60 1,3+£0,5 2%+0,8
K562 0,8+ 0,03 n.b.
Molt4 0,7+0,4 2*
U937 2,5+0,3 n.b.

* Test wurde nur einmal zur Kontroll e des SRB-Assays durchgefiihrt

4.1.2.2  Zdluldre L okalisation von Lycobetain

Lycobetain zeigte bei einer Anregungwell enlange von 350525 nm und einer Emissonswel-
lenlange von 420660 m Eigenfluoreszenz. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde die sub-
zelluldre Verteilung der Substanz untersucht. LXFL529L-Zellen wurden fur 3 Stunden mit
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Lycobetain in einer Konzentration von M auf Objekttragern behandelt und dann urter dem
Fluoreszenzmikroskop (Anregung: 380 nm, Emisson: 488 rm) ausgewertet. Auf eine Fixie-
rung wurde in desem Fall verzichtet, um die Zellen im nativen Zustand zu erhaten. Es zeigte
sich, dal3 Lycobetain mach 3 h Inkubation ausschliefdlich im Zellkern lokalisiert war
(Abbildung 29). Zum Vergleich wurde ane Farbung mit dem Hoedhst-Farbstoff H33258
durchgefthrt. Da der Farbstoff sich ausschliefdlich im Kern anlagert, zeigte sich an diesen
Zellen im Fluoreszenzmikroskop das gleiche Bild wie bel der Inkubation mit Lycobetain.

Abbildung 29: Zelluléare Lokalisation von Lycobetain; LXFL529 -Zellen wurden 3h mit 5uM Lycobetain
inkubiert, die Detektion erfolgte ohne Fixierung am Fluoreszenzmikr oskop

4.1.2.3 Interaktion mit Doppelstrang-DNA

Die Untersuchung auf Interaktion mit Doppelstrang DNA wurde mittels Ethidiumbromid-
bzw. Hoedst H33258Kompetitionsassay durchgefihrt. Ethidiumbromid und Hoedst
H33258sind Fluoreszenzfarbstoffe. Ethidiumbromid interkaliert in de doppelstréngige DNA,
waéahrend Hoedhst H33258einen Liganden der kleinen Furche der DNA mit erhdhter Affinitét
zu A-T-reichen Regionen darstellt. Im Assay wird de Abnahme der Fluoreszenz eines Ethidi-
umbromid- bzw. Hoethst H33258DNA-Gemisches as Folge der Zugabe von Substanzen,
die um die gleiche Bindurgsdell e konkurrieren, gemessen. Die Verringerung der Fluoreszen-
zintensitét ist ein Mal3 fur die Verdrangung von Ethidiumbromid bzw. Hoedhst H33258.Da
bei mul3 eine mdgliche Eigenfluoreszenz der Substanz bei den Mef3wellenléngen beachtet
werden. Die Untersuchungen zur Interkalationsfahigkeit der Substanz (Ethidiumbromidassay)
und zur Affinitét zur kleinen Furche der DNA (Hoechst H33258Assay) zeigten, dal3 Lyco-
betain sowohl mit Ethidiumbromid konkurieren kann, was auf Interkalationsféhigkeit hin-
weist, as auch Hoedhst H33258 \erdrdngen kann undsomit moglicherweise Affinitét zur
kleinen Furche der DNA besitzt. Als Referenzsubstanz fur die DNA-Interkalation dente Ac-
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tinomycin D. Fur die Bindurg an die kleine Furche der DNA wurden Netropsin und Di-

stamycin A verwendet.

Abbildung 30A zeigt die Ergebnise des Ethidiumbromidverdrangungsassays. Lycobetain
wurde im Vergleich zu dem bekannten Interkalator Actinomycin D aufgetragen.

Der Cso-Wert, d.h. de Konzentration der Substanz, bei der 50% des vorgegebenen Ethidium-
bromids oder des Hoechst-Farbstoffes verdrangt war, lag im Ethidiumbromidassay fir Lyco-
betain bei 10,5uM. Fur Actinomycin D wurde @n Csg-Wert von 1,4uM gemessen

In Abbildung 30B ist das Ergebnis des Hoedhst H33258 Kompetiti onsassays dargestellt. Bei
der Verdrangung von Hoedhst H33258lag der Cso-Wert fir Lycobetain bel 1,3 uM. Die Refe-
renzsubstanzen Distamycin undNetropsin ergaben Werte von 0,7uM und 0,4uM.
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Abbildung 30: Vergleich der Ethidiumbromid- (A) und Hoedchst H33258 (B) Kompetition von Lycobe-
tain. Kalbsthymus-DNA wurde mit Ethidiumbromid bzw. Hoechst H33258 inkubiert. Nach Zu-
gabe von interkalierenden Substanzen bzw. Liganden der kleinen Furche der DNA, nahm die
Fluoreszenzintensitat proportional zur Verdrangung des Fluoreszenzfar bstoffes ab.
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4.1.24 Hemmung von humanen Topoisomer asen

4.1.24.1 Hemmung der Topoisomerase |

Relaxations-Assy

Die Topasomerase I-Aktivitét wurde durch Mesaung der Entspannung von superspirali sierter
pBR322-Plasmid-DNA untersucht. Dafir wurden 250 ng Plasmid-DNA mit 5 U Topo
isomerase | mit und ohre Hemmstoff fir 30 Minuten bei 37°C inkuhert. Superspiraisierte
und relaxierte DNA kann mittels Agarosegelelektrophaese aufgetrennt werden, wobei die
superspiraisierte Form aufgrund topdogischer Eigenschaften im Gel schneller migriert als
die relaxierte Form. Nach Farbung mit Ethidiumbromid kann de DNA unter UV-Licht de-
tektiert werden. Inkubetion mit Topasomerase | bewirkte ene Relaxierung der DNA, was
sich in einer retardierten Bande im Agarosegel zeigte. Nach Inkubation mit Lycobetain stieg
der Antell der superspiralisierten DNA wieder an, was auf eéine Hemmung der Topasomerase
| schlief3en 1&1%. Bel einer Konzentration von 10uM Lycobetain war die Topasomerase |-
Aktivitéat vollstandig inhibiert. pPBR322 DNA diente ds unbehandelte Kontroll e fur superspi-
ralisierte DNA.
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Abbildung 31: Inhibierung der katalytischen Aktivitat von Topoisomerase |-Rohextrakt aus humanen
HL60 Zellen im Relaxations-Assay. Superspiralisierte pBR322 Plasmid-DNA wurde 30 min bei
37°C mit Topoisomerase | mit und ohne Lycobetain inkubiert und die Entspannung der DNA
Uberpr tft; Camptothedn wurde als Vergleich mitgefuhrt.

Mechanistische Untersuchungen
Medanistische Untersuchungen sollten zeigen, welcher Wirkmedanismus dieser Topaso-
merase |-Hemmung zugrunce liegt. Da diese Testmethoden hohe Topadsomerase-
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Konzentrationen mit einem hohen Reinheitsgrad erfordern wurde hier mit rekombinanter,
hochaufgereinigter Topasomerase | gearbeitet.

DNA-Mohilit y-Shft Assay

Mit Hilfe des DNA-Mobili ty-Shift-Assays kann urtersucht werden, obeine Substanz die To-
poisomerase-Aktivitat durch Stabilisierung des DNA-Topadsomerase-Intermediates hemmt.
Bei einer Agarosegelelektrophaese unter Zusatz von Ethidiumbromid im Gel nimmt die Mo-
bilit & der durch Topdsomerase relaxierten DNA aufgrund der geringen Interaktion mit Ethi-
diumbromid gegeniiber superspiralisierter DNA zu. Durch Zugabe von Camptothecin, wel-
ches fir die Stabili sierung des genannten Cleavable-Complex bekannt ist, indwziert Topa-
somerase | Einzelstrangbriiche in der DNA, die nicht wieder verschlossen werden konren.
Nad einer Behandung des Ansatzes mit Proteinase K wird das Enzym verdaut. Daraus re-
sultiert offene zirkuldre DNA, deren Laufgeschwindigkeit im Gel durch verstarkte Interaktion
mit Ethidiumbromid deutlich verlangsamt ist.

DNA (pBR 322
Topasomerase | + DNA
Camptothecin [100uM]
Lycobetain [10 uM]
Lycobetain [100uM]
Lycobetain [1000uM]

Offen zirkuldre DNA

Linearisierte DNA

Superspiralisierte DNA
Relaxierte DNA

Abbildung 32 Mobility Shift- Assy fiur Topoisomerase |, 250 ng pBR322 Plasmid-DNA wurde mit 200U
humaner Topoisomerase | in Anwesenheit von Camptothedn oder Lycobetain in unterschiedli-
chen Konzentrationen inkubiert. Nach 30 min bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von
1% SDS gestoppt und der Ansatz fiur weitere 30 min bei 37°C mit 1 mg/ml Proteinase K ver-
daut. Die Detektion erfolgte mit einem 1%igen Agarosegel, welches 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
enthielt.

Durch topdogische Gegebenheiten der DNA kann de offene zirkuldre Form wesentlich bes-
ser mit Ethidiumbromid wedselwirken als die geschlossene. Lineaisierte DNA, die durch
Einwirkung der Substanz Doppelstrangbriiche erfahren hat, zeigt weniger Interaktion mit
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Ethidiumbromid als offen zirkulére DNA mit einem Einzelstrangbruch und migriert deshalb
im Gel schneller. In Abbildung 32 ist erkennber, dal3 Lycobetain bereits bei 10 UM eine ver-
stérkte Bande fur die offene zirkulére Form der Plasmid-DNA verursadite, was auf Stabili sie-
rung des Cleavable-Complex hindeutet. Die relaxierte DNA nahm im Vergleich zur Topa-
somerase Kontrolle &, eine Bande fur superspiralisierte DNA war nicht erkennbar. Die To-
poisomerase | war bel dieser Substanzkonzentration urter den gegebenen Testbedingungen
vermutlich nach pertiell aktiv. Bel 100 uM Lycobetain war sowohl offene zirkulére ds auch
superspiralisierte DNA detektierbar, wobei die Bande fur offene zirkulare DNA im Vergleich
zu 10pM Lycobetain abnahm. Dies ist vermutlich auf die Interkal ationsfahigkeit von Lyco-
betain zurlckzufthren, welches in der Lage ist Ethidiumbromid aus der Doppelstrang-DNA
zu verdrangen undsomit die Fluoreszenz des Ethidiumbromids zu vermindern. Bet 1000 uM
Lycobetain zeigte sich eine zusétzlich Bande fir linearisierte DNA.
ImnunobandDepletionsassay

Zur Uberpriifung der Ergebnisse des Mobili ty-Shift-Assays wurde én Western-Blot-Assay
durchgeftihrt. 200U humane rekombinante Topasomerase | wurden mit 4 pug Kabsthymus
DNA mit und ohre Hemmstoff fir 30 min bai 37°C inkuhert. Die Re&ktion wurde mit 1%
SDS gestoppt und de Proben einer 10%igen SDS-Gelelektrophaese unterzogen. Anschlie-
3end wurden de Proteine mit der Semi-dry-Blotting-Methode auf Nitrozell ulosefilter Gbertra-
gen undmit Anti-Topasomerase I-Antikorper detektiert (Abbil dung 33).
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Abbildung 33: Immunoband-Depletionsassay fir Topoisomerase I, 200 U humane rekombinante Topoi-
somerase | wurde mit 4 ug Kalbsthymus DNA mit und ohne Hemmstoff fiir 30 min bei 37°C in-
kubiert. Die Reaktion wurde mit 1% SDS gestoppt. Die Proben wurden auf ein 10% SDS-Gel
geladen und anschlieend einer Western-Blot-Analyse mit Anti-Topoisomerase |-Antikor per
unterzogen.

Rekombinante humane Topasomerase | migriert als Protein mit einem Molekulargewicht von
etwa 100 KO in SDS-Polyaaylamidgelen. Nach Vorinkubetion des Enzyms mit 4 ug
Kalbsthymus-DNA wird ein kieiner Antell der Topasomerase in einer kovalenten Form an
die DNA geburden. Der Komplex kann de aifgrund seiner Grol¥e nicht in das Gel eintreten.
Daraus resultiert eine @was shwadere Protein-Bande im Gel im Vergleich zu Topasomera
se ohne DNA. Inkubetion vonTopadsomerase |, DNA und 100uM Camptothedn resultiert in
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einer starken Verringerung des Western-Blot-Signals, da eén grof3er Anteil des Enzym durch
die Substanz in der DNA-gebundenen Form stabili siert wird undso nicht in das Gel wandern
kann. Nadh Inkubation mit Lycobetain zeigte sich ebenfall s eine starke Abnahme der Bande
im SDS-Gel, die bei einer Konzentration von 100QuM fast nicht mehr detektierbar war. Dies
l&3t darauf schlief3en, dal? Lycobetain ebenso wie Camptothecin das kovalente Intermediat
zwischen DNA und Topasomerase | stabili siert.

41242 Hemmungder Topoisomerasell

Mehrere Methoden ermdglichen es, die Hemmung der Topasomerase |l zu messen. Im De-
katenierungs-Assay wird die Entknotung von zirkul&rer Kinetoplasten-DNA (KDNA) gemes-
sen. Kinetoplasten-DNA stellt ein Geflecht aus Minizirkeln dar, die ohre Einfiihren vonDop-
pelstrangbriichen nicht voneinander getrennt werden konren und in urbeschadigter Form
nicht in ein 1%iges Agarosegel wandern konren. Durch Topdsomerase |I-Aktivitdt konnen
Doppelstrangbriiche angefuhrt werden undes entstehen freie DNA in zirkulérer Form bzw.
kleinere Geflechte, diein ein Gel eindringen konren.

Im Relaxations-Assay wird de Entspannung von zirkul&rer superspiralisierter Plasmid-DNA
gemessen, wobei es wichtig ist, dald de Topdsomerase I-Aktivitét des verwendeten Kern-
Rohextraktes durch Zugabe von Camptothecin gehemmt wird undda ATP sowie Mg?* vor-
handen sind, daletztere fur die Topasomerase I1-Aktivitét essentiell sind.

Fur die Mesaungen der Topo I1-Aktivitét wurde Probenpufer mit hoherem pH-Wert verwen-
det. Auf diese Weise kann aufgrund unterschiedlicher pH-Aktivitdtsmaxima Topdsomera
sell a bel pH 7,9 undTopoll B bei pH 8,9 dcetektiert werden [Gieseler et al, 1994.
Dekatenierungs-Assy

Im Dekatenierungs-Assay wird kDNA fir 60 min bei 37°C mit rekombinanter Topasomera
sell inkubiert und de Reaktion duch 15minitiges Erhitzen der Proben auf 65°C gestopp. In
diesem Assay wird mit aufgereinigter humaner rekombinanter Topasomerase |l gearbeitet,
um mogliche Nebeneffekte durch Verunreinigungen im Zellrohextrakt zu vermeiden. Nach
Inkubation mit Lycobetain konrte a@ne signifikante Hemmung der Enzym-Aktivita nadge-
wiesen werden.

Abbildung 34 zeigt ein 1%-Agarosegel mit Proben aus dem Dekatenierungs-Assay.
Unbehandelte KDNA migriert nicht in das Agarosegel, wahrend mit Topasomerase |1 inku-
bierte DNA, je nach Grad der Entknaotung, mehrere Banden zeigt. Diese Banden nahmen nach
Inkubation mit 1 uM Lycobetain ab undverschwanden bel einer Konzentration von 1QuM,
als Folge aner voll stdndigen Topdsomerase |1-Hemmung.
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kDNA + Topoisomerase I
Lycobetain [1 uM]
Lycobetain [10 uM]
Lycobetain [100 uM]

kDNA

<4— Kateniertes Netzwerk

<4—— FreieDNA , verknlpft

<4— FreieDNA, Zirke

Abbildung 34: Dekatenierungs-Assay, Rekombinante Topoisomerase |1 wurden mit Kinetoplasten-DNA
mit und ohne Lycobetain fir 60 min bei 37°C inkubiert und die Reaktion 5 minitiges Erhitzen
auf 65°C gestoppt . Die Auftrennung erfolgte in einem 1% Agarosegel, gefarbt wurde mit Ethi-
diumbromid.

Relaxations-Assay

Lycobetain hemmte im Relaxationsassay die Aktivitdat von Topdsomerase Il a und (3 glei-
chermal3en mit einer minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC = minima inhibitory
concentration) von 10uM.

4.1.25 Induktion von DNA-Strangbrtichen

Mittels Einzelzell gelelektrophaese konnten durch Lycobetain indwzierte DNA-Strangbriiche
nachgewiesen werden. Humane Leukamiezellen (HL60) wurden fir drei Stunden mit 5 und
10 uM Lycobetain inkubert. Morphdogische Untersuchungen hatten gezeigt, dal3 nech deser
Inkubationszeit noch keine Induktion vonApoptose zu erwarten war. Die Zellen wurden auf
Objekttrégern in Agarose angebettet, lysiert und einer Gelelektrophaese unter akalischen
Bedingungen urterzogen. Der hohe pH fuhrt dabei zu verbesserter Denaturierung der DNA
und erh6ht die Sensitivitét des Assays gegentber Einzelstrangbriichen [Singh et al., 198§.
Nad Férbung der DNA mit Ethidiumbromid werden de anzelnen Objekttrager unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Negativ geladene DNA-Fragmente wandern wahrend der
Elektrophaese in Richtung Anode und blden dabel einen Schweif, der das Bild eines Ko-
meten vermittelt. Als Mal’ fur die Schadigung der DNA kdnren die Grofe des Kometen und
die Fluoreszenzintensitét von Kopf und Schwelf herangezogen werden [Olive ¢ al., 199Q.
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Tabelle 4: DNA-Schadigung [%] von HL60 Zellen nach 3h Inkubation mit Lycobetain

Schadigung Kontrolle Lycobetain [5uM]  Lycobetain [10uM]
ungeschadigt 97 58 12

mittel 3 32 82

schwer 0 10 6

Zur Auswertung der Schadigung kann ein sogenanntes , tail-moment* berechnet werden, das
ein Prodult aus der Fluoreszenzintensitdt und der Lange des Kometenschweifes ist [Singh et
al., 1988.

In deser Arbeit wurde ene sogenannte , tail -intensity”, die die Fluoreszenzintensitét des Ko-
metenschwelfes erfaldt, mit Hilfe enes geziellen Computerprogrammes (, Comet Assay I,
Perceptive Instruments) ermittelt. Diese Fluoreszenzintensitdt kann als Mald fur die DNA-
Menge im Schweif dienen undgibt somit Hinweise auf das Ausmald der DNA-Schéadigung.
Der Grad der Schadigungwird in die Kategorien ungeschéadigt, leicht bis mittel stark gesché
digt undstark geschédigt unterteilt.

Nad Inkubation mit 5 uM Lycobetain konrte @ne Indukiion von DNA-Strangbriichen de-
tektiert werden. Dabel lagen 58% der Zellen ungeschéadigt, 326 der Zellen leicht bis mittel
stark geschédigt und 106 der Zellen stark bis shr stark geschédigt vor. Bel einer Konzentra-
tion von 10uM Lycobetain waren nach 3 Stunden Inkubation nu noch 126 der Zellen unge-
schadigt, 82% mittel stark geschadigt und 6% stark bis shr stark geschéadigt (Abbildung 35,
Tabelle 4).
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Abbildung 35: Nachweis von DNA-Strangbriichen mittels Einzdzdlgelelektrophorese (Comet-Assy),
LXFL529 -Zellen wurden 3h mit und ohne Lycobetain inkubiert und dann einer Einzezdlgel-
elektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung der Proben mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid erfolgte
die fluoreszenzmikroskopische Detektion, A Kontrolle, B Lycobetain [5 uM], C Lycobetain [10

uMT.
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4.1.2.6 Veranderungen des Zelzyklusund Induktion von
Apoptose

4126.1 Morphologie

Zur Untersuchung auf Apoptose-Induktion wurden zundchst morphd ogische Untersuchungen
durchgefiihrt. LXFL529-Zellen wurden auf Objekttragern kutiviert und dann fir 24 h mit
Lycobetain inkukiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden de Zellen in eiskaltem Methanad
fixiert und mit einem Gemisch aus DAPI/Sulforhodamin 101 geféarbt. Unter dem Fluores-
zenzmikroskop wurden morphdogische Veranderungen der Zellen beobaditet und fotogra-
fisch dokumentiert (Abbildung 36). Kontrollzellen zeigen einen rundichen, Hau geférbten
Kern. Das Zytoplasmaiist rot geférbt und bl det die, fir adherente Zell en typischen, Auslaufer.
Nad Inkubation mit 5 UM Lycobetain fir 24 h keginnt das Zytoplasma die Audlaufer zu re-
duzieren und de Zelle erscheint geschrumpft und abgerundet. Der Kern nmmt eine fir
Apopose typische sichelférmige Gestalt an undzeigt beginnende Fragmentierung. Bel einer
Konzentration von 10uM Lycobetain ist das Zytoplasma nahezu vdlsténdig degeneriert, der
Kernist in mehrere Fragmente aufgespalten.

Probemessaungen zu anderen Zeitpunkien zeigten, dald rach drei Stunden Inkubationszeit noch
keine Effekte erkennbar waren, wdhrend nach 72 Stunden die Schaden bereits ein Ausmal3
erreicht hatten, das elne fluoreszenzmikroskopische Auswertung unmégli ch madte.

4.1.2.6.2 Durchfluf3zytometrie

Mittels Durchflufzytometrie ist eine Auswertung der Zellzyklusvertellung und de Bestim-
mung der Apoptoseinduktion maglich. Nad Inkubation vonLXFL529L-Zellen fur 72 hmit
Lycobetain zeigte sich dosisabhéngig ein Anstieg der Zellen in der G,/M-Phase, wahrend de
Zéellen in der S-Phase stark undin der Go/G;-Phase leicht abnahmen (Abbildung 38). Bel
10 uM Lycobetain war ein erhdhter Anteil an apoptotischen Zellen zu beobachten, de sowohl
aus der Go/Gs-Phase ds auch aus der G,/M-Phase zu entstehen scheinen. Der fir Apoptose
typische ,, Sub-G;-Ped&* war jedoch nicht detektierbar.
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Abbildung 36: Morphologie von LXFL529-Zellen, Zellen wurden fiir 24 h mit und ohne Lycobetain
inkubiert, 15 min in Methanol (4°C) fixiert und dann mit DAPI/SR 101 angeférbt und fluores
zenzmikroskopisch detektiert, A Kontrolle, B Lycobetain[5 pM], C Lycobetain [10 uM]
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Zellzahl

Protein

DNA

Abbildung 37: Durchflul3zytometrische Untersuchung von LXFL529 -Zellen nach 72stiindiger I nkubati-
on mit Lycobetain, A-C Ein-Parameter-Darstellung (DNA gegen Zellzahl), D-F Zwei-
Parameter-Dar stellung (DNA-Gehalt gegen Proteingehalt, A + D unbehandelte Kontrolle, B + E
Lycobetain, [5 uM], C + F Lycobetain [10 uM].
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Abbildung 38: Zellzyklusverteilung von LXFL529.. Nach 72h Behandlung mit Lycobetain stieg der
G,/M-Anteil der Zellen gleichzeitig mit dem Debris an, wahrend die Zellen in der Go/G;-Phase
und in der S-Phase abnahmen. Die M esaing erfolgte durchfluf3zytometrisch.
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4.1.3 Zusammenfasaung der Ergebnisevon 4.1

Lycorin undLycobetain sind pdente Wadstumsinhibitoren an verschiedenen humanen Tu-
morzellinien. Nach 72 hlnkubation mit Lycorin konrte @n Arrest von LXFL529L-Z€llen in
der Gy/M-Phase des Zellzyklus beobadtet werden. Der Wirkmedanismus der Substanz
konrtein der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gekléart werden (s. Anhang).

Lycobetain ist auschliefdlich im Zellkern lokalisiert. Es konkurriert mit Ethidiumbromid und
Hoedhst H33258 um Bindungsdellen in der Doppelstrang-DNA. Untersuchungen zur Topa-
somerase-Inhibierung zeigten, dald Lycobetain ab einer Konzentration von 10uM Topadsome-
rase | unter Ausbildung eines dabilen Intermediates zwischen Topasomerase | und DNA
hemmt Als Folge auftretende DNA-Strangbriiche konrten mittels Einzel zell gelelektrophae-
se nachgewiesen werden. Auch Topasomerase Il wird duch Lycobetain ab 10uM gehemmt.
Durchflufzytometrische und morphdogische Untersuchungen ergaben, dal3 Lycobetain
Apoptoseindwziert und cen Zell zyklusin der Go/M-Phase aretiert.
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4.2 Flavonoide aus Scutdllaria baicalensis

4.2.1 Baicalin und Baicalen

4211 Wachstumshemmende Wirkung

Baicalin undBaicdein wurden an 5 humanen Tumorzelli nien auf ihre wadstumshemmende
Wirkung untersucht. Im Sulforhodamin B-Assay hemmte Baicdin das Wachstum aller Zelli-
nien mit ICso-Werten im Bereich von 3-55 uM. Dabel wurden de adherent wachsenden Zel-
linien MCF-7 undLXFL529L aus soliden Tumoren stérker beanfluf® as humane Leukémie-
zelli nien.

Baicalein zeigte im gleichen Konzentrationsbereich wie sein Glukuronid Baicdin wachs-
tumshemmende Wirkung an humanen Tumorzell en. Die beste Wirkung konrnte an der huma-
nen chronisch-myel oischen Leuk&mie-Zelli nie K562 nachgewiesen werden (Tabelle 5).
Tabelle 5: Wachstumshemmende Wirkung von Baicalin und Baicalein, (72 h Inkubationszet, Sulforho-

damin B-Assy), Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus mindestens zwei unab-
hangigen M esaungen er mittelt, |Cso [UM].

Zdlinie Baicalin | Cgo[puM] Baicalein | Cso[uM]
LXFL529 38+ 4 26+ 1
HL60 45+ 6 35+ 6
K562 n.b. 205
Jurkat n.b. 22+ 4
Molt4 48+ 2 27+ 3
U937 44+ 3 n.b.
MCF-7 31+3 n.b.

4.2.1.2 Interaktion mit Doppelstrang DNA

Im Ethidiumbromidverdrangungsassay konrne keine Konkurenz von Baicdin mit dem Inter-
kalator nachgewiesen werden. Bei der Kompetition mit Hoechst H33258 war jedoch eine
Verdréngung des Farbstoffes durch Baicdin erkennbar, ein Cse-Wert konrte jedoch nicht er-
mittelt werden (>50 uM). Im Vergleich zu Distamycin A, Netropsin und Lycobetain ist die
Verdrangung von Hoechst H33258 nu gering. Die Konzentrationen von Baicalin, de
Wadstumshemmung induzierten, waren deutlich niedriger, so da3 de schwache Bindung an
die DNA vermutlich keinen Beitrag zur Wirkung der Substanz i efert.

Baicalein zeigte ébenfalls keinerlei Fahigkeit zur Verdrangung von Ethidiumbromid bis zu
Konzentrationen von 50uM. Der Kompetitionsassay mit Hoedhst H 33258zeigte jedoch, dal3
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Baicalein mit dem Farbstoff um die Bindungsdelle an der kleinen Furche der DNA konkur-
riert. Der Cso-Wert lag bel 35 uM, was mit den 1Cso-Werten aus dem SRB-Assay korreliert.

4.2.1.3 Hemmung von humanen Topoisomer asen

Baicalin zeigte in keiner der folgenden Topa somerase-Untersuchungen eine Inhibierung des
Enzyms.

42131 Hemmung der Topoisomerase |

Relaxations-Assy

Im Relaxations-Assay zeigte sich nach Inkubetion mit Baicdein in einer Konzentration von
100 uM eine signifikante Hemmung der Topasomerase I-Aktivitét. Superspiraisierte Plas-
mid-DNA (pBR322 wurde unter Zusatz von Topdasomerase | vollstdndig entspannt. Nach
Inkubation mit 100uM Baicdein war nur ein Bruchteil der Plasmid-DNA in relaxierter Form
als Bande im Agarosegel detektierbar, wahrend de restliche DNA als Folge der Topasome-
rase-Hemmung in superspiraisierter Form vorlag. Nadh Inkubation mit Baicdin [100 pM]
konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden (Abbildung 39).

DNA + Topoisomerase |
Camptothecin [10 uM]
Baicalin [100 uM]
Baicalein [100 uM]
Deoxytopsentin [ 100 uM]

DNA (pBR 322)

<«4—— Entspannte DNA

<4—— Superspiralisierte DNA

Abbildung 39: Inhibierung der katalytischen Aktivitat von Topoisomerase |-Rohextrakt aus humanen
HL60 Zellen im Relaxations-Assay. Superspiralisierte pBR322 Plasmid-DNA wurde 30 min bei
37°C mit Topoisomerase | mit und ohne Baicalein inkubiert und die Entspannung der DNA
Uberpr aft, Camptothedn wurde als Kontrolle mitgefihrt.
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Mechanistische Untersuchungen

Mobilit y-Shft-Assay

Auch fur Baicalein wurde, wie fir Lycobetain, der Wirkmedanismus der Topasomerase |-
Hemmung naher untersucht. Im Mobility Shift-Assay (s. Lycobetain) (Abbildung 40) zeigte
sich auf dem Agarosegel eine Zunahme der Bande fir die offen zirkuldre DNA. Gleichzeitig
verschwand de Bande fur die superspiralisierte DNA und dhs Signal fur entspannte DNA
nahm zu. Dieses Ergebnis war ein Hinwels darauf, dal? auch Baicdein mechanistisch Ulber die
Stabili sierung des DNA-Topa somerase-Komplexes wirkt.

Topdsomerase | + DNA
Camptothedn [100 uM]
Baicdein [10 uM]
Baicdein [100uM]
Baicdein [1000uM]

DNA (pBR 322

<4— Offen zirkulare DNA

Superspiralisierte DNA

4_
¢ Relaxierte DNA

Abbildung 40: M obility Shift-Assy fur Topoisomerase |, 250 ng pBR322 Plasmid-DNA wurde mit 200U
humaner Topoisomerase in Anwesenheit von Camptothedn oder Baicalein in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert. Nach 30 min bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1%
SDS gestoppt und der Ansatz fur weitere 30 min bei 37°C mit img/ml Proteinase K verdaut. Die
Detektion erfolgte auf einem 1%igen Agarosegel, das 0,5 pg/ml Ethidiumbromid enthielt.

ImnunobandDepletion-Assay

Wie auch bei der Untersuchung von Lycobetain dente der Immunolkand-Depletionsassay der
Kontrolle des Mohility Shift-Assays. Topasomerase | wurde mit Kabsthymus-DNA und
Baicalein inkubiert. Dabei zeigte sich, dal3 rech Inkubation mit Baicalein das Western-Blot-
Signal, ebenso wie bei der Positivkontrolle Camptothedn, stark abnimmt (Abbildung 41).
Somit konrte der Medhanismus der Stabilisierung des DNA-Topasomerase |-Komplexes
auch fur Baicdein nachgewiesen werden.
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. Topasomerase |
Baicdein [100uM]
Baicdein [1000uM]

.ﬁ
r Topasomerase [+DNA
4

e
" <+— 100kD

m Camptothedn [100 uM]
n Baicdein [10 uM]

Abbildung 41 Immunoband-Depletionsassay flr Topoisomerase I, 200 U humane rekombinante Topoi-
somerase | wurde mit 4 ug Kalbsthymus DNA mit und ohne Hemmstoff fiir 30 min bei 37°C in-
kubiert. Die Reaktion wurde mit 1% SDS gestoppt. Die Proben wurden auf ein 10% SDS-Gel

geladen und anschlieend einer Western-Blot-Analyse mit Anti-Topoisomerase |-Antikor per
unterzogen.

4.2.1.3.2 Topoisomerasell

Relaxations-Assay
Im Relaxations-Assay mit Baicdein konrte & 100 uM Substanzkonzentration eine Hem-

mung von Topasomerase Il a und Il B nachgewiesen werden. Das Enzym war nach 30 min

Inkubation mit Baicdein nicht mehr aktiv und konte keine Doppelstrangbriiche mehr in de
DNA einfuhren.

Dekatenierungs-Assay
Im Dekatenierungs-Assay konrten de Ergebnisse des Relaxations-Assays bestétigt werden.
Bel Konzentrationen von 100uM Baicalein konrten keine Doppelstrangbriiche mehr durch

Topdsomerase Il in die Kinetoplasten-DNA eingefiihrt werden, so dal’ im Gel keine Bande
mehr detektierbar war (Abbildung 42).




Ergebnisse 51

kDNA + Topoisomerase |
Baicdein [1 uM]
Baicdein [10 uM]
Baicdein [100 uM]

kDNA

<4+— Kateniertes Netzwerk

<«—— Freie DNA, verknipft

<4+— Freie DNA, Zirkel

Abbildung 42: Dekatenierungs-Assay, Rekombinante Topoisomerase || wurde mit Kinetoplasten-DNA
mit und ohne Baicalein fiir 60 min bel 37°C inkubiert und die Reaktion durch 5 minutiges Er-
hitzen auf 65°C gestoppt.

4.2.1.4  Induktion von DNA-Strangbrtchen

Nad ener Inkubation von HL60 Zellen mit 50 und 100uM Baicalein konrten DNA-
Strangbriiche mittels Einzelzell gelelektrophaese nachgewiesen werden. Bei einer Konzen-
tration von 50uM indwzierte Baicadein nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden bei 20% der
Zellen leichte DNA-Schaden und bei 16% starke DNA-Schaden. Bei einer Konzentrationen
von 100uM waren 100 der DNA nadh 3hschwer geschéadigt (Abbildung 43).

Fur Baicalin waren urter diesen Testbedingungen keine DNA-Strangbriiche detektierbar.
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Abbildung 43: : Nachweis von DNA-Strangbr iichen mittels Einzelzdlgelelektrophorese (Comet-Assy),
LXFL529 -Zellen wurden 3h mit und ohne Baicalein inkubiert und dann einer Einzelzdlgele-
lektrophorese unterzogen. Nach Anférbung der Proben mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid erfolgte
die fluoreszenzmikroskopische Detektion, A Kontrolle, B Baicalein [50 uM], C Baicalein [100

HMT.
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4215 Veranderungen des Zelzyklusund Induktion von
Apoptose

42151 Morphologie

Bei einer Inkubation von LXFL529L-Zellen mit 10 uM Baicdin fur 24 h war eine starke
Schrumpfung des Zytoplasmas mit gleichzeitiger beginnender Fragmentierung des Kerns er-
kennber. Inkubation mit héheren Substanzkonzentrationen hette eéne so starke Schédigung der
Zelle zu Folge, dai’ de Zellen sich vom Objekttrager abldsten und ncht mehr mikroskopisch
detektierbar waren.

Morphdogische Untersuchungen mit Baicdein zeigten nach 24 h typisch apoptotische
Merkmale. Bei einer Konzentration von 50uM Baicdein war eine Reduktion des Zytoplasma
klar ersichtlich sowie @ne beginnende Fragmentierung des Zellkerns. Nach 24 hbei 100 uM
Baicalein waren de Zellen vdlstandig abgerundet und der Kern in mehrere Fragmente zer-
falen (Abbildung 44).

Mesaungen nmach 3 Stunden zeigten keine Veranderungen an den Zellen, wahrend nach 72
Stunden de Schadigung bereits oweit fortgeschritten war, dal3 keine reprodwzierbare Aus-
wertung moglich war.

42152 Durchflu3zytometrie

Untersuchungen zur Verdnderung am Zellzyklus zeigten ab 10uM Baicalin nach 72 hinku-
bation eine starken Anstieg der Zellpopuationin der Go/G;-Phase. Der Debris-Antell stieg ein
wenig verzogert ebenfalls an. Der Anteil an Zellen in der S- und G,/M-Phase des Zéll zyklus
nahm dagegen ab (Abbildung 46).

Histogramme zeigten nach 72 hab Konzentrationen von 25uM Baicdin einen signifikanten
Anstieg an apoptotischen undfragmentierten Zellen. Dies weist ebenso wie die morphdogi-
schen Daten auf eine Indukion vonApoptose hin.

Bei einer Substanzkonzentration von 75 undLOOuM Baicdein liefd sich eine Arretierung der
Zellen in der G,/M-Phase des Z€ll zyklus beobadhten. Dabei stieg geichzeitig der Anteil der
apoptotischen Zellen an, wahrend der Anteil der Zellen in der Go/G; und dbr S-Phase &nahm
(Abbildurg 46).

Mesaungen nach Inkubation mit Baicalein fur 72 hzeigten im Durchfluf@zytometer ebenfall s
die Induktion der Apopose. Diese scheint aus der Go/G; und aus der G,/M-Phase zu entste-
hen, was in der 2-Parameter-Auswertung in einem Sub-G;- als auch einem Sub-G,-Pe& re-
sultierte.
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Abbildung 44: M orphologie von LXFL529_-Zellen, Zellen wurden fir 24 h mit und ohne Baicalein inku-
biert, 15 min in Methanol (4°C) fixiert und dann mit DAPI/SR 101 angefarbt und fluoreszenz-
mikroskopisch detektiert, A Kontrolle, B Baicalein [50 uM], C Baicalein [100 uM]
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Abbildung 45: Durchfluf3zytometrische Untersuchung von LXFL529 -Zellen nach 72stiindiger I nkubati-
on mit Baicalein, A-C Ein-Parameter-Darstellung ( DNA gegen Zellzahl), D-F Zwei-Par ameter-
Dar stellung (DNA-Gehalt gegen Proteingehalt, A + D unbehandelte Kontrolle, B + E Baicalein,

[50uM], C + F Baicalein, [100 puM].
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Abbildung 46. Zellzyklusverteilung, Inkubation von LXFL529-Zellen fir 72h mit Baicalin, A, und Bai-

calein, B, Farbung mit DAPI/SR101
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4.2.2  Skullcapflavon Il

Bei Mesaingen mit der Zellinie LXFL529L ergab sich ein ICso-Wert fur die Wadstums-
hemmung von 10+ 2 pM. Fir die humanen Leukdmie-Zellinien K562 undHLG60 lagen de
ICso-Werte bei 22+ 3 uM und 5,5+ 0,5uM.

Die Substanz war auf¥erdem in der Lage, Topasomerase | und Il mit einer minimalen inhibi-
torischen Konzentration von 100uM zu hemmen. Eine Indukion von DNA-Strangbriichen
war alerdings nicht mef3bar. Mechanistische Untersuchungen zur Topasomerase | ergaben
keinen Hinweis auf Stabili sierung des Clearable-Complex.

Durchfluf®zytometrische Untersuchungen zu Veradnderungen am Zell zyklus und zur Indultion
von Apoptose zeigten ebenfall s keinen Effekt. Morphdogische Untersuchungen ergaben kel-
nen Hinweis auf die Indukion vonApoptose.

4.2.3 Wogonin und Wogonosid

Im SRB-Zytotoxizitatstest zeigte Wogonasid an LXFL529L und HL60 Zellen nu eine sehr
schwache Hemmung des Wadstums (ICsp >100 uM). Wogonin zeigte héhere Aktivitét
(Tabelle 6), besonders bei der Zellinie K562, wo der 1Cso im Bereich der Werte fir Baicalin
undBaicaen lagen.

Tabelle 6: Wachstumshemmende Wirkung von Wogamin (72 h Inkubationszet, Sulforhodamin B-Assy),

Mittelwerte und Standar dabweichungen wurden aus mindestens zwei unabhangigen M esaungen

Zdlinie SRB
LXFL529 89+ 11
K562 32+2
MCF-7 >100
Jurkat >100

Weitere Versuche ergaben keine Hinweise auf einen pdentiellen Wirkmedanismus der Sub-
stanzen. Hemmung von Topasomerase | oder Il war nur geringfigig detektierbar
(>1000uM). Die Indukion von DNA-Strangbriichen sowie Interaktion mit DNA konnte
nicht beobadtet werden. Wogonin zeigte an isolierter cyclinabhéngiger Kinase 1 (cdkl) eine
deutliche Hemmung der Enzymaktivitét (1Cso = 20 uM). Veranderungen am Zell zyklus owie
Indukion vonApopose waren jedoch nicht nachweisbar.

4.24  Zusammenfasaung der Ergebnisse von 4.2

5 Flavone aus der Wurzel von Scutellaria bacalensis wurden auf ihre antineoplastische Wir-
kung getestet. Alle Substanzen mit Ausnahme von Wogonaosid zeigten wadhstumshemmende
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Wirkung an humanen Tumorzellinien im mikromolaren Bereich. Keine der Substanzen
konnte mit Ethidiumbromid konkurieren, eine geringfligige Affinitét zur kleinen Furche der
DNA war fur Baicalein jedoch mef3bear.

Skull cgpflavon 11, Wogonin undWogonosid hemmten Topasomerase | und Il bei Konzen-
trationen von 1001000uM, zeigten aber keine Induktion vonStrangbrtichen.

Von cen hier untersuchten Flavonaden war Baicalein ein pdenter Inhibitor von Topadsome-
rase | und Il. Topasomerase | wird urter Stabili sierung des Cleavable-Complex gehemmt.
Damit einhergehende Strangbriiche konnten ebenfall s nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu
Baicalein zeigte das Glukuronid Baicdin weder Hemmung der Topasomerase noch Indulti-
on vonStrangbrichen in der DNA.

Nad Behandlung von LXFL529L-Zellen mit Baicdein undBaicalin konrte Apopose nach-
gewiesen werden. Baicdin arretierte dabel die Zellen in der Go/G;-Phase des Zell zyklus, wah-
rend Baicdein einen Arrest in G,/M auslGste.

4.3 Indigoide Bisindole

4.3.1 Indirubin und 5-Jod-Indirubin

43.1.1 Wachstumshemmende Wirkung

Indirubin und5-Jod-Indirubin wurden an 7 Zelli nien auf ihre wadstumshemmende Wirkung
im Sulforhodamin B-Assay untersucht.
Tabelle 7. Wachstumshemmende Wirkung von Indirubin und 5-Jod-Indirubin, (72 h Inkubationszet,

Suforhodamin B-, BrdU-Assy), Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus minde-
stens zwel unabhéngigen M esaungen ermittelt, 1Cso [UM].

Indirubin 5-Jodindirubin
Zdlinie SRB BrduU SRB BrduU
LXFL529 9,7+ 0,1 n.b. 6+0,5 n.b.
HL60 4+1 0,8* 3+04 n.b.
K562 3+1 n.b. 6+0,4 n.b.
Molt4 >10 >10 * 5*
Jurkat >10 >10 7* >10*
U937 >10 n.b. 1* 4*
MCF-7 4+2 n.b. 5+1 1*

*Test wurde nur einmal durchgefuihrt

Durch de schlethte Loslichkeit der Substanzen konrte @ne Konzentration von 10puM im
wal¥rigen Inkubationsmedium nicht Gberschritten werden. Indirubin zeigte bel den Zellinien
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HL60,K562, LXFL529L und MCF-7 gute Wachstumshemmung, wahrend bei den humanen
Leuké&mien Molt4, Jurkat und U937 bs zu einer Konzentration von 10uM kaum Effekte
mef3bar waren.

5-Jod-Indirubin hemmte dle Zélli nien mit 1Cso-Werten urter 10 uM. Zu bemerkenist, dal3 de
Zéllinien Molt4, Jurkat und U937 nu jeweils einmal im SRB-Test undim BrdU-Assay gete-
stet wurden. Dabei stimmten die Werte der beiden Tests jedoch gut miteinander Uberein.

4.3.1.2 Mikrotubuliproteine

43.1.2.1 Gewinnung von Mikrotubuliproteinen

Tubuinmolekile wurden aus Rinderhirn aufgereinigt, da das Vertebratenhirn de egiebigste
Quell e fur die biochemische Isolierung darstellt [Ames und Baker, 1979. Abbildung 47 zeigt
ein SDS-Ge mit Tubdin-Proben verschiedener Aufreinigungsschritte, die an Ende der Auf-
arbeitung reines Tubuin ohre Verunreinigung durch andere Proteine zeigten (Uberstand 6).

Uberstand 3
Uberstand 5
Uberstand 6
Pdlett 2
Pdlett 4
Pdlett 6

<«— Tubdin (55kD)

3

Abbildung 47: 10% SDS-Gel, Farbung mit Coomasse-Blau, ab dem zweiten Aufreinigungsschritt wurde
jedes Pellett und jeder Uberstand im Kiihlschrank gelagert und als Kontrolle der Reinigung
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Mit zunehmender Reinigung verringert sich die Anzahl
der Banden im Gel, Uberstand 6 ist die endgiiltige und reinste Form des Proteins.

Durch die gewdhiten Versuchsbedingungen wurden wahrend der Aufreinigung die mikrotu-
buli-as2zii erten Proteine nicht abgetrennt. Eine Gruppe der MAPSs, die vor allem in neuro-
nalen Zellen lokalisiert sind, sind de tau-Proteine [Leg 199(. Die Phospharylierung von tau-
Proteinen ist ein wichtiger Faktor fur die Stabilit & der Mikrotubdi [Lindwall undCole, 1984
undwird von mehreren Proteinkinasen kortrolli ert. Einige davon, urter anderem tau Protein
Kinase(TPKII)/cdk5 Komplex liegen an das tau-Protein assoziiert vor [Ishiguro et a.,1993.
Durch ImmunoHlots mit Antikdrper gegen cdk5 konrie éne Asoziation voncdk5 an aufgrei-
nigtes Mikrotubui protein nachgewiesen werden (Abbil dung 48).
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20 pg Protein
10 pg Protein
5 ug Protein

4  <— Cdk5(32kD)
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4

Abbildung 48 Western-Blot-Analyse von aufgereinigtem Mikrotubuliprotein mit polyklonalem cdk5-
Antikorper, bei 32kD zeigte sich die Bande fur cdkb.

43.1.2.2 Tubulinpolymerisationsassay

Das gewonnene Mikrotubdiprotein (MTP) wurde zunadst auf seine Polymerisationsfahig-
keit untersucht. Nach Zugabe von GTP [1 pM] wurde 20 min bei 35°C im Photometer (350
nm Wellenlange) die Tribungszunahme der Flissgkeit beobachtet. Der Extinktionsanstieg
durch die Tribung der Lésung ist ein Mal’ fur die Polymerisationsfahigkeit des MTPs. Durch
anschlief3ende Kiihlung des Ansatzes fir 10 min bei 4°C wurde die Depolymerisationsfahig-
keit Uberprift. Die Extinktion sollte dann wieder beim Ausgangswert am Polymerisationsdart
liegen (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Tubulinpolymerisationsassay

In Tabelle 9 sind de verschiedenen getesteten Bisindde im Tubuinpdymerisationsassay im
Vergleich aufgelistet. Indirubin zeigte @ne konzentrationsabhéngige Hemmung der Tubuin-
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polymerisation. Der ICse-Wert wurde rechnerisch bel 31uM ermittelt, da die Substanz bei
Konzentrationen zwischen 30 und 4QuM ausfidl.

Auf die Depadymerisationsféahigkeit des Mikrotubui proteins hatte Indirubin keinen Einfluf3.
Um Wedselwirkungen mit SH-Gruppen an den Tubuinmonameren a's magli che Ursacdhe fir
die hemmende Wirkung zu urtersuchen, wurde Indirubin mit Glutathion vainkubert und
anschlieffend ein Polymerisationsassay durchgefihrt.

Nad Vorinkubation mit GSH war die Polymerisationshemmung durch Indirubin nicht mehr
nadwei sbar.

5-Jod-Indirubin hemmte im Tubuinpdymerisationsassay ebenso wie Indirubin die Polymeri-
sation vonTubdin. Dabei steigt die Hemmwirkung ncht propational zur Konzentration an
(Tabelle 9). Die Depoymerisationsfahigkeit des Tubdins blieb von 5Jod-Indirubin unkean-
flul¥. Vorinkubation mit GSH bewirkte @nen vdl standigen Rickgang der Hemmwirkung.
Zusétzliche immunhistochemische Untersuchungen sollten Aufschlul dartiber geben, ob de
in vitro Mesaungen am isolierten Mikrotubdiprotein auf das zelluldre System Ubertragbar
sind. LXFL529L-Zellen wurden auf Objekttragern kutiviert und mit Substanz fir 24 lew.
72 h inkubert. Nach Fixierung der Zellen wurde @ne immunhstochemische Farbung mit
Anti-a-Tubdin as Primérantikorper durchgefiihrt. An den Sekundérantikorper war der Fluo-
reszenz-Farbstoff Cy-3 gekoppelt, der unter Fluoreszenzbedingungen rot leuchtet. Als Kon-
trolle wurden Zellen mit Colchicin inkubert. Die unbehandelten Kontroll zellen zeigten ein
weit ausgedehntes feines Netzwerk von Mikrotubui, wahrend rach Inkubation mit Colchicin
die Struktur vallig zerstort erschien. Nach Behandung mit Indirubin und 5-Jod-Indirubin
zeigte sich weder nach 24h neh nadch 72hein signifikanter Unterschied in der Ausbildung
des Mikrotubuigeriistes.

4.3.1.3 Interaktion mit Doppelstrang-DNA

Indirubin und5-Jod-Indirubin verdrangten sowohl Ethidiumbromid als auch Hoechst H33258
aus Doppelstrang-DNA. Die Ermittlung eines Cso-Wertes erwies sch jedoch als shwierig, da
die Substanzen sehr friih ausfielen. Der geschétzte Cso-Wert liegt fir beide Substanzen bei
Uber 60 uM. Auch eine Bindung an de kleine Furche der DNA war erkennbar, jedoch war
auch hier keine Ermittlung eines Cso-Wertes maogli ch.

4.3.1.4 Veranderungen des Zelzyklusund Induktion von
Apoptose

4.3.14.1 Morphologie

Morphd ogische Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop zeigten bel Inkubation mit 10uM
Indirubin keine Veranderungen an LXFL529L-Z€llen, de auf Apoptose hindeuten wirden.
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4.3.1.4.2 Durchfluf3zytometrie

Nadh 72hInkubation von LXFL529L-Zellen mit Indirubin war keine signifikante Verande-
rung des Zellzyklus erkennber. Der Anteil der apoptotischen Debris-Zellen stieg von 3% auf
10% an, wahrend all e anderen Werte annéhernd gleich blieben.
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Abbildung 50: Zellzyklusverteilung von LXFL529. nach 72h Behandlung mit 5-Jod-Indirubin

Nad Inkubation vonLXFL529L-Zellen mit 5-Jod-Indirubin stieg der Debris-Anteil der Zell-
popdation von %4 signifikant auf 28% an, was ein Hinweis auf apoptotische Zellen sein
konnte. Der charakteristische Ped flr apoptotische Zellen war al erdings auch bei dieser Sub-
stanz nicht detektierbar. 5-Jod-Indirubin bewirkte nach 72hinkubetion mit LXFL529L-Zéellen
keine Veranderung des Zell zyklus (Abhil dung 50).

4.3.1.43 Hemmung von Zellzykluskinasen

Untersuchungen zur Hemmung der cyclinabhéngigen Kinase 1 (cdk1)® zeigten, daR Indirubin
und 5Jod-Indirubin paente Hemmstoffe des Enzyms darstellen. Der 1Cso-Wert lag dabel fir
Indirubin bel 10 uM und fir 5-Jod-Indirubin bei 0,3 uM. Fir Indirubin wurden zusétzlich
Mesaungen zur Beeinflusung der cdk5 duchgefuihrt. Auch dese Kinase wurde mit einem
ICs-Wert von 5,5uM gehemmt

% Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse au cyclinabhangigen Kinasen wurden in den Labors von
L.Meijer, Roscoff, Frankreich ermittelt.
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4.3.2 Deoxytopsentin

4321 Wachstumshemmende Wirkung

Deoxytopsentin wurde an 7 humanen Zellinien auf wadstumshemmende Wirkung unter-
sucht. In 6 Zéllinien lagen de ICse-Werte zwischen 20 und 5QuM, die Mammeakarzinomzel-
linie zeigte @nen |Cs-Wert von 8uM.

Tabelle 8: Wachstumshemmende Wirkung von Deoxytopsentin, (72 h Inkubationszet, Sulforhodamin B-,

BrdU-Assy), Mittelwerte und Standar dabweichungen wurden aus mindestens zwei unabhéangi-
gen Mesauingen ermittelt, | Cso [UM].

Zdlinie SRB Brdu
LXFL529 55+ 10 n.b.
HL60 44* n.b.
K562 22+ 0,5 35*
Molt4 28+ 3 n.b.

Jurkat 36+ 6 29+ 7
U937 43+ 17 n.b.
MCF-7 8* n.b.

* Test wurde nur einmal durchgefiihrt

43.2.2 Weitere Untersuchungen

Weitere Untersuchungen mit Deoxytopsentin ergaben keinen Hinweis auf den Wirkmeda-
nismus. Trotz der Strukturdhnli chkeit mit den indigoiden Bisindden konrte im Tubuinpdy-
merisationsassay keine Hemmung der Polymerisation kezw. der Depaymerisation beobachtet
werden. Interaktionen mit der DNA, Beeinflusaung von humanen Topasomerasen, Verande-
rungen des Zellzyklus owie Indukion vonApopose konnten nicht nachgewiesen werden.

4.3.3 Indigo, Isoindigo, Diphenylbisindol und
Bisindolylindol

Die Substanzen Indigo, Isoindigo, Diphenylbisindd und Bisinddylindd wurden jeweils nur
an der Zdlinie LXFL529 auf ihre wadhstumshemmende Wirkung getestet. Fur Indigo und
Bisinddylindd waren keine |Cs-Werte mef3bar, da die Substanzen vor Erreichen eines | Csg—
Wertes bel ca 50 uM ausfielen. Der 1Cso- Wert fr Isoindigo lag bei 8 £ 1 uM, fir Diphenyl-
bisindd bei 12+ 3 uM.

Indigo, Isoindigo undDiphenylbisindd zeigten im Tubuinpdymerisationsassay keine Hem-
mung der Polymerisationsfahigkeit des Proteins. Bel Inkubation mit Bisinddylindd zeigte
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sich eine leichte Abnahme der Polymerisationsfahigkeit, die Substanz fiel alerdings <hon &
sehr niedrigen Konzentrationen aus, so dal3 keine klare Aussage Uber die Hemmwirkung ge-
troffen werden konrte. Keine der getesteten Substanzen beanflufte die Depaymerisationsfa
higkeit des Proteins.

Tabelle 9: Vergleich der Tubulin-Polymerisationshemmung von verschiedenen Bisindolen, Angaben in
% der Polymerisation

Substanz/ Indigo Isoindigo Indirubin 5-Jod- Bisindolyl- Diphenyl-
Konz. [uM]. Indirubin indol bisindol
0 100* 100 100 100 100 100
10 81,3 n.b. 76 78 86,2 n.b
20 99,6 n.b. 64 78 75,6 n.b.
30 89,9 115 fallt aus 78 fallt aus n.b.
40 91,6 falt aus n.b. 73 n.b. 118

n.b. = nicht bestimmt

4.3.4 Zusammenfasaing der Ergebnisse von 4.3

Die untersuchten Bisindde hemmten in urterschiedlichem Male das Wadstum verschiede-
ner humaner Tumorzellinien. Untersuchungen zur Interkaationsfahigkeit im Ethidiumbro-
midverdréangungsassay zeigten, dal3 5-Jod-Indirubin und Indirubin sowie Indigo mit Ethidi-
umbromid undHoedst H33258 kanpetieren. Die Bestimmung eines Cso-Wertes war all er-
dings nicht moglich, da die Substanzen im wéassigen Mili eu sehr friih ausfielen undso nicht
reprodwzierbar gemessen werden konrte. Ein weiteres Target fur indigoide Bisindde scheinen
Mikrotubdiproteine zu sein. Indirubin, 5-Jod-Indirubin und 2(2"-Bisinddyl)indd hemmten
die Tubdinpdymerisation. Auch hier konnte aufgrund der Loslichkeitsprobleme kein [Cso-
Wert bestimmt werden (Tabelle 9). In zusétzlich durchgefiihrten immunhistochemischen Un-
tersuchungen war im Vergleich zu der Referenzsubstanz Colchicin kaum eine morphdogi-
sche Veréanderung des Tubuingertstes erkennkbear.



Ergebnisse 64

4.4 Indolocar bazole und Bisindolylmaleimide

In der Arbeitsgruppe von Melnik, Moskau, waren mehrere Inddocarbazole und Bisinddyl-
maleimide mit unterschiedlichen Substituenten an X, R1 undR2 synthetisiert worden (Tabel-
le 1). 13 deser Substanzen wurden in der vorliegenden Arbeit auf ihre antineoplastische Wir-
kung untersucht.

4411 Wachstumshemmende Wirkung

Untersuchungen der Wadstumshemmung erfolgten im Sulforhodamin B-Assay an der Z€lli-
nie LXFL529L. Die Ergebnisse zeigten, dal3 mit Ausnahme der Substanzen 1, 3 und lkine
sehr gute wachstumshemmende Wirkung vorlag, wobel die Substanz 4 sich mit einem 1Cs¢-
Wert von 0,0uM als eff ektivster Wadhstumshemmstoff erwies (Tabelle 10).

Tabelle 10: Wachstumshemmende Wirkung von Indolocarbazolen und Bisindolylmaleimiden, (72 h Inku-

bationszdt, Sulforhodamin B-Assy), Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus
mindestens zwel unabhangigen M essungen er mittelt, Zellinie LXFL529, | Cso [UM].

Substanz SRB
1 41+ 4
61
22+ 3
0,09+ 0,03
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441.2 Zellulare Lokalisation der Substanzen

Da die Substanzen aufgrund ihrer Struktur bei einer Anregungwell enlange von 350525 m
und einer Emissonswellenlénge von 420-660 nm fast alle Eigenfluoreszenz zeigten, wurde
zunacdhst die Lokalisation der Substanzen in LXFL529L-Zellen urtersucht. Dabei zeigte sich,
dald mach Inkubationszeiten von 1 h und 4 mit Ausnahme von Substanz 4 alle Substanzen
hauptsadlich im Zytoplasma der Zellen lokali siert waren. Substanz 4 war im Gegensatz dazu
hauptsachlich im Zellkern akkumuliert. In Abbildung 51 sind exemplarisch de Substanzen 4
und 10 @drgestellt.

Abbildung 51: Zellulére Lokalisation der Substanzen 4 und 10 nach 1 und 4 Stunden Inkubation, Zellinie
LXFL 529L; Substanz 4, 1h (a); Substanz 4, 4h (b); Substanz 10, 1h (c), Substanz 10, 4h (d).
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44.1.3 Proteinkinase C (PKC)

44131 Hemmung der Enzymaktivitat im zytosolischen Rohextrakt

Untersuchungen zur Beeinflusaung der Proteinkinase C-Aktivitét wurden an LXFL529L-
Zellen durchgefiihrt. Zunéchst wurde en PKC-haltiger Extrakt aus dem Zytosol unbehandel-
ter Zellen gewonren. Dieser Extrakt wurde mit den Substanzen in urterschiedlichen Konzen-
trationen inkubiert und de Ubertragung von radioaktiven Phosphatresten auf ein PKC-
Peptidsubstrat im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle gemessen. Mit Ausnahme der
Substanzen 1 und 11 Bmmten alle Wirkstoffe die Aktivitét der zytosoli schen Proteinkinase C
im Rohextrakt. Die Substanzen 2 und10 zeigten dabel mit 1Cso-Werten von 0,7 und 0,44M
die beste Wirkung.

Tabelle 11: Inhibierung der Proteinkinase C

Substanz PKC Hemmung an isolierter PKC Hemmung in Zellkultur;
zytosolischer PKC; 1Csq [UM]. 1 h Inkubation, | Csg [UM].
1 >50 >50
2 0,7+0,1 33+2,8
3 2+0,6 >50
4 3,6+1,6 34115
5 4+0,2 31+3,5
6 8+0,2 >50
7 4,2+0,1 >50
8 3,2+ 04 >50
9 12+ 0,3 >50
10 0,4+ 0,5 3,1+ 0,1
11 >50 >50
12 35+1,1 >50
13 3,4+ 0,01 >50

44132 PKC-Hemmungin der Zelkultur

Zum Vergleich mit der isolierten zytosolischen PKC wurden Zellen in der Zellkultur eine
Stunde mit Substanz inkubiert und dinn de zytosolische PKC-haltige Fraktion gewonren.
Die PKC-Aktivitat wurde im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle gemessen. Dabel
zeigten sich grof3e Unterschiede gegentiber der Mesaung am isoli erten Enzym. Nur noch zwei
Substanzen erwiesen sich als patente Proteinkinase C Inhibitoren, bei zwei weiteren lief3 sich
ein 1Cso-Wert bei vergleichsweise hohen Konzentrationen ermitteln, wahrend alle anderen
Substanzen auch bal der hdchsten einsetzbaren Konzentration keine signifikante Hemmung
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des Enzyms zeigten. Die Substanz 4 erwies sch, zusammen mit Substanz 10 als bester
Hemmstoff mit ICsg-Werten von 3,4 und 3,uM. Fir die Substanzen 2 und 5Swurden [Csq-
Werte von 33 und 3JuM ermittelt. Im Vergleich zu den Substanzen 4 und 10sowie zur Posi-
tivkontrolle GF 109203, einem Bisinddylmaleimid mit einem 1Cso von urter 100 M, lie-
gen diese 1Cso-Werte jedoch sehr hoch (Tabelle 11).

Tabelle 12: Vergleich von Ethidiumbromid- und Hoechst H33258K ompetition.

Substanz Ethidiumbromid- Hoedst H33258
Verdrangung Verdrangung

Cso [UM]. Cso [UM].

1 >100 18+ 2,0

2 >100 20+ 2,0

3 >100 19+ 0,3

4 >100 0,7£0,1

5 >100 4+15

6 >100 3+0,3

7 >100 1+£0,1

8 >100 1+0,1

9 >100 2+1,0

10 >100 3+04

11 >100 7+0,1

12 >100 0,5+0,1

13 >100 >20

44.1.4 Interaktion mit Doppelstrang-DNA

Desweiteren wurde die Interaktion der Substanzen mit Doppelstrang-DNA Uberprift. Im
Ethidiumbromidkompetitionsassay war keine der untersuchten Substanzen in der Lage Ethi-
diumbromid aus der Doppelstrang-DNA zu verdréngen. Im Gegensatz dazu konrten fast ale
Substanzen im niedrig mikromolaren Bereich an die kleine Furche der DNA binden und deot
mit dem Hoedst-Farbstoff H33258 konkirrieren. Die Substanzen 4, 8 und 12zeigten mit
Cso-Werten von 0,7, 0,9 und 0,5M die beste Bindungsfahigkeit. Die Substanz 13 mit dem
offenkettigen Substituenten in R1-Position zeigte st in héheren Konzentrationen eine Wir-
kung (Tabelle 12).
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44.1.5 Hemmung von humanen Topoisomerasen

44151 Topoisomerasel

4.4.1.5.1.1 Relaxations-Assay

Die Hemmung der Topasomerase | wurde mittels Relaxations-Assay Uberprift (Tabelle 13,
Abbildurg 52).

Camptothedan [100 uM]

DNA (pBR 322)
Topoisomerase | + DNA
410 uM]

4100 uM]
4[1000uM]

3[10 uM]

3[100uM]
3[1000puM]

< Entspannte DNA
<— Superspirdisierte DNA

Topdsomerase |
DNA (pBR 322

0,0z 0,1 1| 1;10, 100 1;10; 100[1; 10, 10q (1; 10, 100 |1; 10; 100 (1; 10; 1041; 10; 100 |1; 10; 104 <«+—— Konzentration [IJM]

A ARG

- e .y e -

L]
-—

Abbildung 52 Hemmung der katalytischen Aktivitat von Topoisomerase |-Rohextrakt aus humanen
HL60 Zellen im Relaxations-Assay. Superspiralisierte pBR322 Plasmid-DNA wurde 30 min bei
37°C mit Topoisomerase | mit und ohne Substanzen inkubiert und die Entspannung der DNA
Uberpr Gft, Camptothedn wurde als Kontrolle mitgefuhrt

Die Substanzen 1-3 zeigten keine Hemmung der Topdsomerase |-Aktivitét. Substanz 4
hemmte Topasomerase mit einem MIC-Wert von 100uM. Die Substanz 5 hemmte bereits
bei Konzentrationen von 0,11 uM die Aktivitdt der Topdsomerase |. Die Substanzen 6, 7,
11, 12 und 13 &mmten bei 10 uM zum ersten Mal sichtbar die Aktivitét der Topasomerase,
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wéhrend alle anderen Substanzen bis 100 uM keine sichtbare Verénderung an der Aktivitat
des Enzyms zeigten.

Tabelle 13: Hemmung von Topoisomerasen | und Il , (MIC = minimal inhibitory concentration)

Substanz Topoisomerase | Topoisomerase Il Induktion von Strang-
MIC [uM]. MIC [uM]. brichen
MC [uM].
1 >1000 >100 50
2 >100 >100 100
3 >100 >100 >100
4 100 >100 <10
5 0,1-1 >100 50
6 10 1 50
7 10 1 50
8 >100 1 10
9 >100 1 50
10 >100 10 50
11 10 >100 50
12 10 >100 50
13 10 >100 50

44152 Topoisomerasell

4.4.1.5.2.1 Dekatenierungs-Assay

Die Beeinflusaung der Topasomerase |I-Aktivitdt wurde mit Hilfe des Dekatenierungs-
Assays untersucht. Es gellte sich heraus, dald auch hier einige der untersuchten Substanzen
eine Inhibierung des Enzyms bewirken konren. Als potentester Hemmstoff erwies sch de
Substanz 8. Bereits bei 1uM war eine deutliche Abnahme der Banden im Gel erkennbar, was
auf eine Verringerung der Topdsomerase I1-Aktivitét hindeutet (Tabelle 13, Abbildung 53).
Die oft mit Hemmung der Topasomerase&ktivitat einhergehenden DNA-Strangbrtiche wur-
den mittels Einzelzell gelelektrophorese untersucht. Nur Substanz 4 und 8zeigten nach 3h
Inkubation DNA-Strangbriichen bei niedrigen Konzentrationen, wéhrend alle anderen Sub-
stanzen erst ab Konzentrationen von ber 50uM Kometen induzierten.
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kDNA + Topoisomerase ||

Substanz 7 [1 uM]
Substanz 9[1 uM]

l Substanz 9 [10 uM]
‘ Substanz 10 [1 uM]
' Substanz 10 [10 uM]

' Substanz 8 [10 pM]

[ Substanz 6 [10 uM]
[.

[ Substanz 6 [1 uM]
r Substanz 7 [10uM]
“ Substanz 8 [1 uM]

<— Kateniertes Netzwerk

<«— Freie DNA, verknupft
<«— Freie DNA, Zirkel

Abbildung 53: Hemmung der Topoisomerase Il durch Indolocarbazole im Dekatenierungs-Assay, KkDNA
wurde fur 60 min bei 37°C mit rekombinanter humaner Topoisomerase Il inkubiert, die Reak-
tion durch 5 minitiges Erhitzen auf 65°C gestoppt, die Detektion erfolgte mittels Ethidiumbro-
midfarbung auf einem 1%igen Agarosegel, gezagt sind nur Substanzen, die im Vortest hem-
mende Aktivitat unter 100uM zedgten.

4416  Einflul auf den Zelzyklusund Induktion von Apoptose

Naddem die Substanzen 4 und 1Gsich bei der Untersuchungen der Proteinkinase C al's aktiv-
ste Substanzen herausgestellt hatten, wurden diese Substanzen auf Apopose-Induktion und
Beanflussung des Zellzyklus an LXFL529L-Zellen urtersucht. LXFL529L-Zellen wurden
far 24h mit verschiedenen Konzentrationen der jeweili gen Substanz inkubert und dann mit-
tels DurchflufZytometrie gemessen. Nad 24stiindger Behandung der Zellen mit Substanz
10in einer Konzentration von 1QuM zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Go/G;-Phase des
Zdlzyklus ohne Erhdhung @s Debris-Anteils. Ein Hinweis auf Indukion von Apopose
koénnte die Entstehung eines niedrigen Sub-G,-Ped&ks =in.

Im Gegensatz dazu liefd sich mit Substanz 4 keine Veranderung des Zell zyklus bei einer Kon-
zentration von 10uM nadhweisen, defUr aber ein starker Anstieg von fragmentierten Zellen
unter Ausbildung eines ogenannten Sub-G;-Pe&ks in der 2-Parameter-Auswertung, was auf
eine Indukiion vonApoptose hindeutet.
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Abbildung 54: DurchfluRzytometrische Untersuchung von LXFL529-Zellen nach 24stiindiger Inkubati-
on mit den Substanzen 4 und 10, A-C Ein-Parameter-Dar stellung (DNA gegen Zellzahl), D-F
Zwei-Parameter-Dar stellung (DNA-Gehalt gegen Proteingehalt), A + D unbehandelte Kontrolle,
B + E Substanz 10, [10 uM], C + F Substanz 4, [10 uM].
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Abbildung 55: Zellzyklusverteilung, Vergleich von Substanz 4 und 10, DAPI/SR101
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Erste durchfluf&ytometrische Untersuchungen mit den Substanzen 5 und 8 duteten auf einen
Arrest in der Go/G;-Phase des Zell zyklus fur die Substanz 5 hin, mit gleichzeitiger Reduktion
von Zdllen in der Go/M- und S-Phase. Dabel blieben de Zellen his zur Konzentration von
10 uM Uber 24h weitgehend urbeschadigt. Nadh 24 Stunden Inkubation vonLXFL529L mit
Substanz 8 lief3 sich ein koreentrationsabhangiger rapider Anstieg der Debris-Zellen beob-
adhten, was auf eine starke Schadigung der Zellen hindeutet. Gleichzeit stieg der Antell der
Go/Gs-Zellen mit Abfall der S-und G,/M-Phase-Zellen. Um klare Aussagen Uber die Auswir-
kungen deser Substanzen madhen zu kdnren, missen de durchflufzytometrischen Test wie-
derholt undabgesichert werden.

4417 Hemmung von cdkl

Alle Bisinddylmaleimide und Inddocabazole wurden auf ihre Hemmwirkung an der iso-
lierten cyclinabhéngigen Kinase 1 (cdkl) Gberpruft. Mit ICso-Werten zwischen 0,045 und
9 uM hemmten alle Substanzen de Kinase&ktivitat. Auch in desem Testsystem stellte sich
Substanz 4 als bester Hemmstoff heraus. Substanz 8 und 13zeigten die schledteste Hemm-
wirkung.

Tabelle 14: Inhibierung der cyclinabhéngigen Kinase 1 durch I ndolocar bazole

Substanz cdk1-Hemmung, I Csp
1 0,21
2 0,7
3 0,12
4 0,045
5 0,15
6 0,35
7 0,42
8 7
9 0,3
10 0,21
11 1,2
12 0,8

9

[
w
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44.1.8 Zusammenfasaing der Ergebnisevon 4.4

Alle Bisinddylmaeimide und Indd ocarbazole mit Ausnahme von Substanz 1 und 11 kemm-
ten das Wadistum der humanen Tumorzellinie LXFL529L im niedrigen mikromolaren Be-
reich, wobel Substanz 4 am effektivsten wirkte. Mit Ausnahme der Substanz 4, de im Kern
akkumuli erte, waren all e Substanzen nach 4 hinkubationszeit hauptsadlich im Zytosol |oka-
lisiert. Keine der untersuchten Substanzen war in der Lage, den Interkaator Ethidiumbromid
aus doppelstrangiger DNA zu verdrangen. Mit Ausnahme von Substanz 13 zeigten jedoch alle
Substanzen eine dfektive Konkurenz mit dem Hoedhst-Farbstoff H33258,was auf eine a-
hohte Affinitét der Substanzen zur kleinen Furche der DNA hindeutet.

Bei Untersuchungen zur Hemmung der Topdsomerase | zeigte die Substanz 5 einen MIC-
Wert von 0,1 uM und stellt damit in deser Serie den wirkungsvollsten Topasomerase |-
Hemmstoff dar. Bei diesen Konzentrationen war jedoch keine Indukion von Strangbriichen
Zu beobadten.

Die Substanzen 6,7, 8, und %eigten eine gute Hemmung der Topasomerase |1-Aktivitét bel
einem MIC-Wert von 1uM.

Alle Substanzen mit Ausnahme von 1 und 11 emmten die Proteinkinase C im Zell-Lysat,
wéahrend de intrazell uldre PKC nur von den Substanzen 4 und 10wvirkungsvoll i nhibiert wer-
den konrte.

Alle Substanzen hemmten de alkl mit ICse-Werten urter 10 uM.
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5 Diskusson

5.1 Alkaloide

5.1.1 Lycorin

Lycorin, ein Alkaloid aus der Familie der Amarylli daceae, ist bekannt fir inhibitorische Ef-
fekte an pflanzlichen undtierischen Zellen. In der vorliegenden Arbeit konnte die wachs-
tumshemmende Wirkung der Substanz an humanen Tumorzellinien ebenso wie @n Zellzy-
klus-Arrest in der Go/M-Phase nach 72 hinkubation rachgewiesen werden.

Ghosal et d. (1988 fuhrten de biologische Aktivitdt von Lycorin auf die, unter bestimmten
oxidativen Bedingungen stattfindende, in situ Metabadlisierung zu Lycobetain zuriick. In der
Pflanze findet diese Re&tion urter physiologischen Bedingungen statt. Vergleichende Unter-
suchungen der beiden isolierten Substanzen zeigten fir Lycobetain signifikante Hemmung
des Wadhstums und der Proliferation vonS-180 Tumorzellen, wahrend fur Lycorin kein Ef-
fekt zu beobadhten war. Diese Beobachtung &3t sich auf einige der in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen projizieren. Die Untersuchung der wachstumshemmenden
Wirkung, der Indukiion von DNA-Strangbriichen, sowie der Veranderungen am Zell zyklus
und cer Induktiion von Apoptose erfolgten im zelluldren System. In der Zelle liegen enige
Enzyme vor, die Oxidationsre&ktionen katalysieren komen. Die Umsetzung von Lycorin zu
Lycobetainist in der Zelle dso theoretisch moglich. Lycobetain undLycorin zeigten &hnliche
wadstumshemmende Wirkung und arretierten beide den Zellzyklus in der G,/M-Phase, was
als Hinweis auf eine Metabadlisierungsresktion von Lycorin zu Lycobetain denen konrte.
Dagegen spricht, dal3 rech Inkubeation mit Lycorin, im Gegensatz zu Lycobetain, keine DNA-
Strangbriiche detektiert werden konrten undkein Anhatspunk fir die Induktiion vonApop-
tose vorli egt.

In anderen Literaturstellen wird de Moglichkeit der Metabali sierung von Lycorin aul3er acht
gelassen. Die haufig beschriebene Hemmung der Proteinbiosynthese konrte ds Anhaltspunk
fr weitere Untersuchungen dienen, war aber nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

5.1.2 Lycobetain

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von LXFL529L-Zellen nach Inkubation mit Ly-
cobetain zeigten, dal? de Substanz ausschliefdlich im Zellkern akkumuliert. Dies [a3t auf Ziel-
strukturen im Zellkern, varnehmlich de DNA und DNA-modifizierende Enzyme, schlief3en.

Lycobetain konkurierte mit Ethidiumbromid und &m Hoedst-Farbstoff H33258 um Bin-
durgsdellen an der DNA. Viele Topdsomerase-Hemmstoffe sind DNA-Interkal atoren
[Pommier et al., 1987 Corbett und Osheroff, 1993 undwirken dadurch, dal3 sie Konformati-
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onsadnderungen an der DNA erzeugen. Liganden der kleinen Furche der DNA wie Distamycin
A, Netropsin und Bisbenzimidazol-Farbstoffe hemmen die katalytische Aktivitét von Topa-
somerase | undll [Chen, 1993 Zhao, 1997. Fur Phenanthridinalkaloide wie Corayn, Nitidin
undFagaronin ist eine Hemmung von Topasomerase | und |l beschrieben [Wang et a., 1993
Wang et a, 1996 Makhey et a., 1996 Larsen et al., 1993.

In der vorliegenden Arbeit konrte fir das Phenanthridinalkaloid Lycobetain de Inhibierung
von Topasomerase | nachgewiesen werden. Im DNA-Mohili ty-Shift Assay sowie im Immu-
noband-Depletion Assay konrnte gezeigt werden, dal3 Lycobetain de Topasomerase | durch
Stabili sierung des kovalenten DNA-Topasomerase | Komplexes hemmt Dieser Mechanis-
mus ist bereits fir das Alkaloid Camptothedn beschrieben [Hsiang et al.,1985 Hertzberg,
1989. Dabel lagert sich de Substanz an den Komplex von Topdsomerase | und DNA und
verhindert so de Religation der DNA zu einem intakten Strang. Der stabili sierte Komplex
blockiert die Fortbewegung der Repli kationsgabel, arretiert die DNA-Replikation undfthrt zu
DNA Strangbrichen undschliefdlich zum apoptotischen Zelltod [Hsiang, 1989. Die Indukti-
on vonDNA-Strangbriichen wurde in deser Arbeit nach 3hInkubation mit Lycobetain urter-
sucht, da nach dieser kurzen Zeitspanne fir diese Substanz noch keine Strangbriiche durch
Apopose-Induktion zu erwarten sind. Dosisabhéngige Indukion von DNA-Strangbriichen
konnten mittels Einzelzell gelelektropharese detektiert werden.

Desweiteren konrte fUr Lycobetain auch de Hemmung von Topdsomerase |1 nachgewiesen
werden. Der Medhanismus der Stabilisierung des Intermediates ist fir Topasomerase |-
Inhibitoren bekannt, wurde aer in der vorliegenden Arbeit nicht Gberprift.

Fur die meisten Topdasomerase | und Il Hemmstoffe ist die Induktion von Apopose be-
schrieben. Mikroskopische Untersuchungen der Zellmorphdogie von LXFL529L-Zellen nach
24h Inkubation mit 5 UM Lycobetain zeigten typische Merkmale goptotischer Zellen wie
Schrumpfung des Zytoplasmas und Fragmentierung des Zellkerns. Auch de durchfluf&zyto-
metrischen Studien deuteten auf Indukion vonApopose hin. Der Anteill der Debris-Zellen,
d.h. der Zellen mit kondensierter bzw. geschadigter DNA stieg an. Ein fir Apoptose typischer
»SUb-G1“ bzw. , Sub-G,"“-Ped&k konrte jedoch nicht nachgewiesen werden. Zum sicheren Be-
weis einer Induktion vonApopose mifden demnadc weitere Tests, wie zum Beispiel Agaro-
segelelektrophaese zum Nadwels internukleosomaler DNA-Fragmente, die bel apopoti-
schen Zellen im Entstehen einer typischen DNA-Leiter resulti eren.

Durch die Schaden an der DNA kommt es nach Inkubation von Zellen mit Topadsomerase-
Inhibitoren meistens zu einem G,/M-Arrest, der der Reparatur der DNA vor dem Eintritt in
die Mitosephase dienen soll [d"ArpaundLiu, 1989.

Ein Arrest der Zellen in der G,/M-Phase des Zell zyklus konrte fur Lycobetain mittels Durch-
flulzytometrie nachgewiesen werden. Zusammenfasend zeigte Lycobetain typische Merk-
male von Topa somerase-Hemmstoffen undscheint somit ein neuer wirkungsvoller Inhibitor
von Topdsomerasen zu sein.



Diskusson 76

5.2 Flavonoide

521 Baicalin

Baicalin hemmte im Sulforhodamin B-Assay das Wadstum von mehreren humanen Leuké
miezellinien sowie a@ner Lungentumorzelli nie. Hinweise auf Indukion von Apoptose gaben
morphd ogische Untersuchungen nach 24h und drchflufzytometrische Mesaiungen nach 72h
Inkubation vonLXFL529L-Zéellen. Die typischen Apoptose-Peaks konrten in der zweidimen-
sionalen Darstellung nicht detektiert werden, so dal3 auch hier weterfihrende Untersuchun-
gen wnerldllich scheinen. Bei der Zellzyklusanalyse liefd sich ein Arrest der Zellen in der
Go/G;-Phase des Z€ll zyklus beobadten, im Gegensatz zum Aglykon Baicdein, welches einen
Arrest in der Go/M-Phase auslst.

Da die Wadstumshemmung des glukuronidierten Flavons Baicalin sehr gut mit den Werten
von Baicalein karreliert, konrte ene intrazell uldre Abspaltung des Glukuronylrestes diskutiert
werden. Dieser Mechanismus wurde bereits in Saugern gezeigt [Hadkett, 1984. Metabadlisch
ist auch de umgekehrte Re&ktion der Glukuronidierung von Baicalein als Phase 11-Re&ktion
moglich. Bel der Inkubetion vonBaicdein im zelluldren System kdnnte dso eine Metabadli-
sierung zu Baicdin stattfinden.

Die Wirkung der beiden Substanzen urterscheidet sich jedoch in zelluléren Tests und hei
Untersuchungen an isolierten Enzymen. Baicdin bewirkt nicht wie Baicdein de Indukion
von DNA-Strangbrtichen undhat auch keinen Einflufd auf die Aktivitdt von Topadsomerasen.
Die beiden Substanzen scheinen also urterschiedliche Wirkmedanismen zu besitzen, was
sich auch an der unterschiedlichen Zell zyklusverteil ung nach Substanzinkubetion zeigt. Mdg-
licherweise kann de Frage nach der metaboli schen Umsetzung der beiden Substanzen durch
HPL C-Untersuchungen nach Substanzinkubetion vonZellen beantwortet werden.

Derzeit ist kein Wirkmedanismus bekannt, der fur die wachstumshemmende Wirkung von
Baicalin verantwortlich gemadt werden konrte.

5.2.2 Baicalan

Flavone undihre Derivate haben zum Teil sehr vielsaitige Wirkmedanismen. Fir Baicalein
wurde bereits die Hemmung von reverser Transkriptase und DNA-Polymerase beschrieben,
[Austin et al., 1993 sowie die Hemmung von Protein-Tyrosinkinasen undisolierter Protein-
kinase C [Huang 1994. In einer weiteren Studie wurde die Topdasomerase |l-Inhibierung
durch Stabili sierung des Cleavable-Complex gezeigt [Austin et a., 1993.

Die Beeinflusaung der isolierten Proteinkinase C wurde in deser Arbeit am isolierten Enzym
sowie in der Zellkultur untersucht, eine Hemmung der Enzymaktivitét konrte nicht nachge-
wiesen werden.
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Nacdh Austin et a., 1992, got es grukturelle Mindestanforderungen fur Flavone, die ene
Hemmung der Topasomerase |1 bewirken. Dabei wird eine Hydroxysubstitution an C-5 und
C-7 sowie an C-3'undC-4" verlangt, die Reste an C-3, C-6 undC-5"sind variabel (Abbildung
56).

Abbildung 56: Mindestanforderungen an die Flavonstruktur fiir Topoisomerase I Hemmstoffe [Austin et
al., 1992] (a) im Vergleich zur Struktur von Baicalein (b)

Constatinouet al. forderten 1995f0r Flavonade mit Topasomerase | und Il Inhibierung OH-
Substitutionen an C-3 und C-7 sowie an C-3'und C-4". Zudem scheint die Doppelbindung
zwischen C-2 undC-3 fur die hemmende Wirkung an den Topadsomerasen essentiell zu sein,
was fur eine Flavonstruktur spricht. Boege @ al. (1996 fanden, dal3 Topasomerase | nur
durch Flavone, nicht durch Chalkone, Flavanore und Isoflavone gehemmt werden kann. Die
Fahigkeit zur Aushildung eines planaren korjugierten A-C Ringsystems mul3 gegeben sein.
Boege ¢ a. zeigten aufferdem, dal3 de Hemmung der Topasomerase | durch Flavone auf
verschiedenen Wegen erfolgen kann. Flavone stabilisieren entweder das DNA-
Topasomerase-Intermediat oder hemmen de Bindung des freien Enzyms an de DNA. Sub-
stanzen wie Quercein, de das Intermediat stabili sieren, sollten Hydroxygruppen an C-5 und
C-7 besitzen, sowie éne —OH oder —OCH3- Gruppe an C-4". Ohne diese Elemente wéren de
Substanzen inaktiv.

Baicalein besitzt Hydroxysubstitutionen an C-5 undC-7 sowie die Doppelbindung zwischen
C-3 und C-2, ist am B-Ring alerdings vollig unsubstituiert. Eine Hydroxygruppe an C-6
scheint ein zusétzli cher paositiver Faktor fur die Topadsomerase-Hemmung zu sein. Somit sind
mehrere Anforderungen fir einen pdentiellen Topasomerase Inhibitor erfdllt. In der vorlie-
genden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 Baicalein sowohl Topasomerase | as auch Topa-
somerase |1 hemmt Medanistische Untersuchungen zeigten, dal3 de Hemmung von Topa-
somerase | Uber die Stabili sierung des Cleavable-Complex erfolgt.

Damit einhergehende Strangbriiche konrten ebenfals mittels Einzelzell gelelektrophorese
nadhgewiesen werden. Der relativ hohe Wert fur die minimal eff ektive Konzentration (MC-
Wert = 50uM) kodnrte sich moéglicherweise aus der fehlenden B-Ring Substitution an C-4
erkléren. Topasomerase Inhibitoren nehmen Einflul? auf den Zellzyklus, da die Zellen mei-
stens nach Inkubation mit Topasomerase-Inhibitoren in der G,-Phase aretieren, um magli che
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DNA-Reparaturen duchzufiihren. Langerer Arrest in G, fuhrt zur Indukion von Apopose
[d"Arpa und Liu, 1989. Nach 72h Inkubation von LXFL529L-Zellen mit Baicdein zeigte
sich ein deutlicher Arrest in der Go/M-Phase des Zell zyklus. Die Durchflul&zytometrie zeigte
gleichzeitig die Indukion vonApoptose aus der Gi-und cer G,-Phase mit den typischen Sub-
Gi- und Sub-G,-Pe&s. Durch morphdogische Studien konrten ebenfalls apoptotische
Merkmal e nachgewiesen werden.

Zusammenfasend kann Baicdein as potenter Topasomerase | und Il Hemmstoff gewertet
werden, wobel dieser Medhanismus nicht die anzige Wirkung der Substanz darzustellen
scheint. Erste Untersuchungen in urserer Arbeitsgruppe deuteten darauf hin, dal3 auch de
Hemmung von Proteintyrosinkinasen, insbesondere des EGF-Rezeptors, einen vielverspre-
chenden Wirkmedanismus der Substanz darstellt.

5.2.3  Skullcapflavon Il

Skullcapflavon 1l zeigte an zwei humanen Leukémie-Zellinien undeiner grof&elligen Lun-
gentumorzellinie @ne gute Hemmung des Zellwadhstums. Strukturell tragt die Substanz Me-
thoxy-Substitutionen an C-6, C-7, C-8, an Position C-5 befindet sich eine Hydroxygruppe.
Am B-Ring befinden sich an C-2° eine Hydroxygruppe und an C-6"eine Methoxygruppe.
Durch de Vielzahl der Methoxygruppen dhnelt Skullcagpflavon eher den von Boege € al.
(1996 beschriebenen synthetischen Flavonen, de die Bindung der Topasomerase | an de
DNA verhindern. Skullcgoflavon Il hemmte in der vorliegenden Arbeit Topasomerase | ab
Konzentrationen von 100uM. Eine Stabilisierung des DNA-Topasomerase Intermediates
war nicht nachweisbar. Esist also anzunehmen, dal3 tatsachlich ein anderer Wirkmedanismus
zugrunce liegt. Zusétzlich konrten keine fur den DNA-Topadsomerase-Komplex typischen
Strangbriiche nadhgewiesen werden, was diese These unterstitzt.

Dadie MIC-Werte bei der Topasomerase-Inhibierung aber weit Gber den ICso-Werten in der
Wadstumsinhibierung liegen, scheidet die Hemmung der Topasomerase ds priméares Ziel-
protein wahrscheinlich aus und es missen andere zelluldre Angriffspunke fur die Substanz
gefunden werden. Die Untersuchungen auf Apopose-Induktion sowie auf Veranderungen des
Zdll zyklus bradhten kein klares Ergebnis.

524 Wogonin und Wogonosid

Wogonaosid ist das Glukuronid des Wogonins. Analog zu Baicdin undBaicdein zeigte das
Aglykon Wogonin eine bessere wadstumshemmende Wirkung als Wogonasid, welches na-
hezu inaktiv ist. Der Wirkmedanismus von Wogonin konrte dlerdings in der vorliegenden
Arbeit nicht geklart werden. Aufgrundeiner nur geringfiigigen Hemmung von Topad somerase
I undll konren diese Enzyme ds priméres Target aul%er acht gelassen werden. Als erste Hin-
weise fur die Hemmwirkung von Wogonin am isoli erten Enzym dienen Mesaungen zur Inhi-
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bierung von cdk1. Veranderung des Zell zyklus konrten jedoch nach Inkubation mit Wogonin
nicht beobacdtet werden.

525 Zusammenfasaing von 5.2

Von cn urtersuchten Flavonen konrte nur fir Baicalein ein pdentieller Wirkmedanismus
aufgestellt werden. Baicalein ist ein pdenter Inhibitor fir Topoisomerase | und Il, wahrend
das Glukuronid Baicdin einen anderen, bslang nicht geklarten Wirkmedanismus hat. Fur
Skull cgpflavon, Wogonin undWogonasid konrten keine potentiellen Targets gefunden wer-
den.

5.3 Bisindole

5.3.1 Indigoide Bisindole

Alle untersuchten Bisindde zeigten in urterschiedlichem Mal3e Wadhstumshemmung an funf
humanen Leukamiezelli nien, einer Mammakarzinom- und einer Lungentumorzelli nie. Indiru-
bin, 5Jodindirubin und Isoindigo interagierten im Ethidiumbromidassay und im Hoechst
H33258Assay mit Doppelstrang-DNA. Im Vergleich mit den Positivkontrollen Acti-
nomycin D, Netropsin und Distamycin A war die Wirkung in den einzelnen Tests jedoch
schwadh. Actinomycin D interkaliert in de Doppelstrang-DNA mit einem Cso—Wert von 1,4
MM; im Vergleich dazu liegt der geschétzte Cso-Wert fur Indirubin mit ca 60 uM ungefahr
40mal hoher.

Indirubin, 5-Jodindirubin und 2-(2°-Bisinddyl)indd hemmten aufferdem die Tubdin-
Polymerisation in vitro. Im Mikrotubui-Polymerisationsassay lag der 1Cso-Wert von Indiru-
bin, der wirksamsten Substanz, bei 31 uM. Im Vergleich zur eingesetzten Positivkontrolle
Colchicin mit einem 1Cso-Wert von 3,3uM liegen de gemessnen Werte um ca. Faktor 10
schledhter. Die Vorinkubetion der Substanzen mit GSH sollte Hinweise liefern, ob de Poly-
merisationshemmung der Bisindde mit ihrer SH-Reaktivitét korreliert. Glutathion liegt in
Saugerzellen sowohl in reduzierter (GSH) as auch in oxidierter (GSSG) Form vor. Das
Gleichgewicht zwischen GSH und GSSG ist wichtig fir den Redoxstatus der |ebenden Zelle
und dent dem Schutz thiolhaltiger Enzyme vor oxidativer Inaktivierung. Eine weitere wichti-
ge Funktion des Glutathions ist die Entgiftung elektrophler Fremdstoffe durch Glutathion-
konjugation.

In der Zelle Gibt GSH unter anderem eine Schutzfunktion fur die Mikrotubui proteine vor sub-
stanzindwzierten Schéden aus. Der durchgefiihrte Test kann lediglich Anhatspunke daftr
geben, ob de Substanz durch ihre Struktur Wedselwirkungen mit Thiolgruppen eingehen
kann. Um funderte Aussagen lker die Wedsewirkung mit SH-Gruppen treffen zu kénren
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mufden daher weitere Untersuchungen duchgefiihrt werden wie zum Beispiel die Ellman-
Methode zur Bestimmung freier Thiolgruppen oder die Tietze-Bestimmung zur Determinie-
rung des Gesamtgehaltes an GSH und GSSG nach Inkubation vonSubstanz und GSH.

GSH greift als Nukleophl u.a. an a,B-ungeséttigten Carbonylverbindungen an, eine Struktur-
einheit, diein den indigoiden Bisindde vorliegt. Die Vorinkubation vonindrubin und 5Jod-
Indirubin mit GSH bewirkte e@ne Aufhebung der Polymerisationshemmung, weshalb eine
kovalente Bindung der Substanzen an Thiol-Gruppen diskutiert werden kann. Die Vorinku-
bation fuhrt zu einer Re&tion der Substanzen mit den Thiolgruppen des GSH, woduch de
fir eine Polymerisation essentiellen Thiolgruppen im Tubuinmolekdl nicht mehr oder nur
noch begrenzt reagieren. Dies wirde den Schlul3 zulassen, dal3 de Substanzen durch eine Re-
aktion mit den SH-Gruppen des Tubuinmolekiils eine Polymerisationhemmung hervorrufen.
Maoglicherweise sind an dieser Reaktion auch mikrotubui-asziierte Proteine beteili gt, was
in deser Arbeit al erdings nicht geklart werden konrte.

Eine andere Alternative ware e@ne mogliche Redoxreaktion zwischen Wirkstoff und GSH,
was die Re&tion des Bisindds mit den Mikrotubui proteinen beantraditigen konrte.
Untersuchungen zur Inhibierung von Zell zykluskinasen weisen darauf hin, dald es sch bei der
vorliegenden Stoffklasse um potente Hemmstoffe von cyclinabhangigen Kinasen handelt.
Dabei wurden de Messungen am isolierten Enzym durchgefiinrt. Die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aif das zell ulére System mul3 nach Glerprift werden.
Western-Blot-Untersuchungen haben gezeigt, da3 de Zellzykluskinase alk5 ein Bestandtell
der hier eingesetzten Mikrotubui-Préparation ist. Da die alk5 an den mikrotubui-asozierten
tau-Proteinen aszii ert ist, kann eine Interaktion der Bisindde mit cdk5 im in vitro Polymeri-
sationsassay nicht ausgeschlossen werden. Die Hemmung der cdk5 konrie die Phospharylie-
rung der mikrotubui-stabili siernden tau-Proteine beantraditigen und démit neben der SH-
Red&tivitét der Substanzen ebenfall s ein Mechanismus sin, der die Polymerisationsfahi gkeit
der Tubdin-Untereinheiten behindert.

5.3.2 Indolocarbazole und Bisindolylmaleimide

Fur eine Reithe von Inddocarbazolen ist eine Antitumorwirkung beschrieben. Diese wird un-
ter anderem durch Hemmung der Proteinkinase C oder durch de Hemmung der Topasome-
rase&ktivitdt bewirkt. Unterschiedliche strukturelle Vorausstzungen bestimmen de Selekti-
vitét der Substanz fir ein bestimmtes Zielprotein. Die Anforderungen an PKC und Topadso-
merase-Hemmstoff e unterscheiden sich dabel deutlich. Die Topadsomerase-Hemmstoffe, (De-
rivate von Rebeccanycin) unterscheiden sich dabei von den PKC-Inhibitoren (Derivate von
Staurosporin) durch de Bindung des Glykosylrestes an nur einen der beiden Inddstickstoffe,
wéhrend bei den PKC-Hemmstoffen der Zuckerrest an beide Inddstickstoffe gebunden ist
[Moreau et al., 1998. Der Zuckerrest am Molektl scheint fir Topadsomerase- und Proteinki-
nase C-Hemmung essentiell zu sein [Fabre @ a., 1994 Ballly et a., 1997. Rebeacamycinde-
rivate, die entweder am Maemid, am Inddring oder am Zucker modifiziert waren, zeigten
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Tabelle 15 Zusammenfassung der Ergebnisse der untersuchten Indolocarbazole und Bisindolylmaleimi-
de. Die Substanzen wurden nach Strukturmerkmalen sortiert, um eine bessere Vergleichbarkeit
der Ergebniss mdglich zu machen. 1-3 = Bisindolylmaleimide, 4-13 = Indolocar bazole, Azyklo =

offenkettiger Zucker, gemeinsame Struktur merkmale sind fett gedruckt

Sub- | Substituenten SRB PKC PKC Topd Topdl | Hoedhst- Induktion Cdk1
stanz anR1, Zellkultur | isoliert Hem- Hem- Komp. von Hemmung
R2 und X IC5o[UM] | ICs[uUM] | IC5q[uM] | mung mung | Cso[uM] | Strangbri- | ICso[puM]
MIC MIC chen
[uM] [uM] MC [uM]
11 X (0] >50 >50 >50 10 n.n. 7+01 50 12
R2 CHs;
R1 Xyl
1 X (0] 41+ 4 >50 >50 n.n. n.n. 18+2 50 0,21
R2 CHs;
R1 Ara
2 X NH 6+1 33+3 0,7+0,1 n.n. n.n. 20+ 2 100 0,7
R2 CH3
R1 Ara
3 X NH 22+3 >50 2+06 n.n. n.n. 19+0,3 n.n. 0,12
R2 H
R1 Xyl
4 X NH 01z 34 +15 4+2 100 n.n. 0,7+0,1 <10 0,045
R2 H 0,03
R1 Ara
7 X NH 3+1 >50 4+01 10 1 1+01 50 0,42
R2 H
R1 Xyl
8 X NH 1+03 >50 3+0,01 n.n. 1 09+0,1 10 7
R2 H
R1 Rib
12 X NH 9+2 >50 35+05 10 n.n. 05+0,1 50 0,8
R2 H
R1 Gal
6 X NH 2+04 >50 8+0,2 10 1 3+0,3 50 0,35
R2 CH3
R1 Ara
5 X NH 3+1 31+35 4+0.2 0,1-1 n.n. 4+15 50 0,15
R2 CH3
R1 Xyl
10 X NH 3+0,3 3+0,1 04+05 n.n. 10 3+04 50 0,21
R2 CH3
R1 Rib
9 X NH 6+1 >50 12+0,3 n.n. 1 2+1 50 0,3
R2 CHs
R1 Gal
13 X NH 3+0,2 >50 3+04 10 n.n. >20 50 9
R2 CH,
R1 Azy-
klo
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deutliche Unterschiede in ihrer inhibitorischen Aktivitét. Eine Methyl-Substitution am Imid
bewirkte e@ne Verringerung der PKC-Inhibierung, ohne den Einflul3 auf die Topdsomerase zu
verandern. [¥N-Glykoside waren duch verbesserte Interkal ationsfahigkeit wirksamere Topa-
somerase |-Inhibitoren. Dedlorierte Rebeccanycinderivate mit Methylrest am Imid waren
10mal bessere Topasomerase-Hemmstoffe ds natirliches Rebeccamycin [Bailly et al., 1997
Anizon, 1997.

Die von cer Arbeitsgruppe von Melnik synthetisierten Inddocarbazole varii erten in den Zuk-
kerresten am Inddstickstoff, wobel [-D-Ribose, -D-Xylose, B-D-Galadose sowie a-L-
Arabinose verwendet wurde. Eine weitere Variation war der Austausch der -NH-Gruppe im
Maleimidring gegen ein Sauerstoffatom. Am R2 stand entweder eine Methylgruppe oder ein
Wasserstoff atom.

In Tabelle 15 sind de Ergebniss dler Untersuchungen mit den Inddocarbazolen undBisin-
ddylmaleimiden nach einmal a's Ubersicht aufgeli stet.

5321 Wachstumshemmende Wirkung

Untersuchungen der Substanzen im Sulforhodamin B-Assay zeigten sehr unterschiedliche
Ergebnise. Beim Strukturvergleich stellte sich heraus, dal’3 Substanz 4 mit a-L-Arabincse,
einer -NH-Gruppe an Imid undeiner Methylgruppe an R2 de hdchste wadhstumshemmende
Wirkung zeigte.

Ein Sauerstoffatom Position X scheint im Gegensatz zu einer NH-Gruppe die wadstums-
hemmende Aktivitét der Substanz stark herabzusetzen. In Bezug auf die Methylsubstitution
an R2 ist keine klare Tendenz erkennbar. Das Glykosid an R1 scheint ebenfall s eine wichtige
Rolle fur die wachstumshemmende Wirkung der Substanzen zu spielen. Dabei wirken Inddo-
carbazole insgesamt besser als Bisinddylmaleimide.

53.22 Hemmung von Topoisomerase | und Il

Bei der Untersuchung der Topasomerase-Hemmung waren keine @nheitli chen Ergebnisse zu
beobadten. Einige Substanzen hemmten ausschliefdich Topasomerase | oder |I, wahrend
andere beide Enzyme hemmen konrten. Fir die Substanzen 1-3 konrte keine Topad somerase-
Hemmung nachgewiesen werden.

Hemnungvon Topasomerase |

Topasomerase | wurde von sedhs Substanzen im niedrig mikromolaren Bereich (0,1- 10 uM)
gehemmt, wovon dei einen Xylose-Rest an R1 aufwiesen. Weiterhin lief3 sich beobadten,
dai’ sowohl Molekile mit Wasserstoff as auch mit einer Methylgruppe an R2 de Aktivitét
der Topasomerase | beeinflufen. Bei den mit Arabinose (4) und Xylose (7) substituierten
Inddocarbazolen zeigte sich eine zehnfache Verbesserung der Topo | Hemmung durch Ein-
fuhrung eines Methylrestes an R2 (6 und5. Bel den Galadopyranasylen wurde die Topo |
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Hemmung durch Einflihrung des Methylrestes voll sténdig unterdriickt (12 und 9. Ein Aus-
tausch der NH-Gruppe an Imid gegen ein Sauerstoff atom bewirkte die Abnahme der inhibito-
rischen Aktivitéat.

Hemnungvon Topasomerase |

Bel den Hemmstoffen der Topdsomerase Il konrten ebenfall s keine @nheitli chen strukturel-
len Anforderungen festgestellt werden. Die Substitution an R2 scheint jedoch eine wichtige
Rolle zu spielen. Die Einfihrung der Methylgruppe verschledhterte oder verbesserte die To-
poisomerase-Hemmung, anscheinend abhéngig von der Kombination mit verschiedenen Zuk-
kern. Bel Xylose und Ribose verschledterte die Methylgruppe die Hemmwirkung, wahrend
bei Arabinose und Galadose eéne Verbesserung auftrat.

Induktion von DNA-Sranghr tichen:

Da Topasomerase-Inhibitoren oft fur die Indukion von DNA-Strangbrtichen verantwortlich
sind, wurde die Indukiion der Strangbriiche nach Inkubetion vonHL6E0 Zellen mit den ent-
sprechenden Substanzen Uberpriift. Dieser Test wurde im Gegensatz zur isolierten Topaso-
merase im zelluléren System durchgeftihrt, wo auch de Aufnahmeféhigkeit der Substanz in
die Zelle inshesondere in den Zellkern eine Rolle spielt. Von den Topadsomerase-Inhibitoren
war nur Substanz 8 in der Lage, Strangbrtiche in niedriger Konzentration zu indwzieren. Dabei
stimmten de Werte fir die Wadchstumshemmung, die Topasomerase Hemmung und de In-
duktion von Strangbriichen Ukerein. Substanz 8 ist also as potentieller Topasomerase 1l-
Inhibitor zu beurteil en, wenngleich auch keine Interkalation festgestellt werden konrte.

Substanz 4 bewirkte ébenfall s die Indukion vonStrangbriiche in der DNA, konrte aer nicht
als guter Topdsomerasehemmstoff eingeordnet werden. Fir diese Substanz wurde dl erdings
gefunden, dal? sie im Gegensatz zu den anderen Vertretern in den Zellkern aufgenommen
wird. Die Kompetition mit Hoedhst H33258 cutet darauf hin, dal? eventuell die Anlagerung
an de kleine Furche der DNA zu Strangbrichen flihren koénrie.

Zusamnmenfasung

Die Ergebniss der Topasomerase | Hemmung unterscheiden sich grundegend von anen
der Topasomerase Il, was darauf hindeutet, dal3 Topo | und Topo II-Hemmstoffe unter-
schiedlichen strukturellen Anforderungen urterliegen. Ein Beweis dafir kénrnte sein, dai
Strukturanforderungen, de fir Topasomerase |-Hemmung essentiell scheinen (Methylrest,
Xylose) bel Topasomerase |1 keinen Effekt hervorrufen.

Topdsomerase Il kann als potentiell es Target fur Substanz 8 diskutiert werden.

5.3.2.3 Interaktion mit Doppelstrang-DNA

Keine der in deser Arbeit untersuchten Substanzen zeigte die Fahigkeit zur Verdrangung von
Ethidiumbromid his zu Konzentrationen von 100uM, wahrend de meisten Substanzen in der
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Lage waren, mit dem Hoechst-Farbstoff H33258 um die Bindung an de kleine Furche der
DNA zu konkurieren. Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Inddocarba-
zolen undBisinddylmaleimiden. Letztere zeigten eine deutlich geringere Affinitét zur kleinen
Furche ds Inddocarbazole, was sch duch gofere Planaritdt und Starrheit des Inddocarba-
zolgerUstes erklaren 18,

Fur ale Substanzen mit Wasserstoff substitution an R2 konrte ane bessere Verdréangung von
Hoedhst H33258 rachgewiesen werden as fur methylsubstituierte Substanzen. Vergleicht
man de Substanzen mit Methylrest an R2 mit dem strukturgleichen Indd ocarbazol mit offen-
kettigem Zuckerrest, zeigt sich, dal3 der Ringschluld des Zuckers wahrscheinlich eine grof3e
Bedeutung fUr die Anlagerung an de DNA hat.

5.3.24 Proteinkinase C

Fribhere Studien zur Expresson cer verschiedenen PKC-l1soenzyme in der Zelli nie LXFL529L
zeigten, dal3 LXFL529L die Isoenzyme a im Zytosol, ¢ in Zytosol, Membran und Zellkern
sowie | in der Membran- und in der nukle&en Fraktion exprimiert. Die hdchste PKC-
Aktivitdt befand sich mit Gber 70% in der zytosoli schen Fraktion [Dickmann, 1996. Aus die-
sem Grundwurde in der vorliegenden Arbeit auschliefdlich die zytosoli sche Fraktion auf ihre
Hemmbarkeit untersucht.

Untersuchungvon isolierter PKC:

Mit Ausnahme der beiden Substanzen 1 und llwaren alle Substanzen in der Lage, isolierte
PKC in niedrigen mikromolaren Konzentrationen zu hemmen. 3-D-Gaadoside zeigten dabel
eindeutig die niedrigste inhibitorische Aktivitéat, wahrend B-D-Riboside ene besonders gute
Hemmung zeigten. Am isolierten Enzym zeigte sich im Vergleich von Bisinddylmaleimiden
und Inddocabazolen, dal3 beide Strukturen wirksam sind, aber die Bisinddylmaleimide
deutlich besser wirkten. Die Variation der R2 Substitution zeigten keine @ndeutige Tendenz.
Bei Arabinose an R1 fuhrte die Einfihrung des Methylrestes zu einer Verschledterung der
PKC-Hemmung, bel Xylose lief? sich kein Unterschied erkennen undbei Ribase und Gal acto-
se wurde die Wirkung durch Entfernung des Methylrestes verschledtert.

Untersuchuncen anintrazellularer PKC:

Nad Inkubation in der Zellkultur waren lediglich de Substanzen 4 und 10in der Lage, die
Proteinkinase C wirkungsvoll zu hemmen. Zunéchst konrnte man zu dem Schluf3 gelangen,
dai3 kel alen anderen Substanzen Probleme bei der Passage der Zellmembran auftreten, aber
da die meisten der untersuchten Substanzen sich im SRB-Zytotoxizitétstest as potente
Wadhstumshemmstoffe zeigten, ist diese Moglichkeit auszuschlief?en. Auch fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahmen zeigten, dal3 de Substanzen in de Zelle aifgenommen werden
kénren. Dabei waren all e Substanzen aul3er Substanz 4 im Zytosol |okalisiert, wahrend Sub-
stanz 4 hauptsadilich im Zellkern akkumulierte. Eine mogliche Erklérung fur die Verringe-
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rung der Hemmwirkung im zelluléren System kénrte sein, dal’ de Substanz ihr Zielprotein in
der Zelle vermuitlich nicht erreichen kann. Aufféllig ist, dald Substanz 10 sich duch Ersetzen
der Ribose durch Xylose sowohl am isolierten Enzym als auch in der Zell kultur um Faktor 10
verschlechterte.

Substanz 4 und 10 zeigen beide das GrundgerUst der Inddocarbazole mit einer NH-
Substitution an der Position X. Die Reste an den Inddringen urterscheiden sich jedoch. Sub-
stanz 4 ist an R1 mit einem Arabinosyl- und Substanz 10 mit einem Ribaosylrest substituiert.
An R2 hat Substanz 4 ein Wasserstoffatom wahrend Substanz 10 mit einer Methylgruppe
substituiert ist. Die Kombination des Zuckers mit den Resten an R2 scheint also fir die
Hemmung der Proteinkinase C von Bedeutung zu sein.

Zusammenfasung

Im Vergleich der Mesaungen am isoli erten Enzym mit den Mesaungen nach Inkubationin der
Zéellkultur zeigten sich sehr unterschiedliche Ergebnisse. Allgemein scheint fur die Hemmung
der PKC das Grundgerist des Inddocarbazols owie die NH-Gruppe an Position X von Vor-
teil zu sein. Die Reste an den Inddringen scheinen isoliert betrachtet nur eine untergeordnete
Bedeutung zu haben, deren Kombination jedoch fur die Hemmwirkung wichtig zu sein
scheint.

5325 Hemmungder cdkl

Untersuchungen zur Hemmung der cyclinabhéngigen Kinase 1 (cdkl) zeigten, dal3 Inddocar-
bazole patente Inhibitoren von Zell zykluskinasen sind. Die Fahigkeit von Inddocarbazolen,
Zdll zykluskinasen zu hemmen, wurde bereits fur den Proteinkinase Inhibitor UCN-01 [Aki-
yoma d al., 1997 sowie fur Staurosporin [Meijer et a., 1999 beschrieben.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Substanzen hemmten wirkungsvoll die Aktivitdt der iso-
lierten cdkl mit ICse-Werten urter 10 uM. Substanz 4 mit 0,045uM zeigte auch in desem
Testsystem die hdchste inhibitorische Aktivitat. Beim Vergleich der cdkl-Hemmung mit der
Wadstumshemmung im SRB-Test konrten mit Ausnahme der Substanzen 1, 3, 8, 11 und 13
gute Korrelationen ermittelt werden. Dabel mul3 all erdings beachtet werden, das diese Unter-
suchungen am isoli erten Enzym durchgefiihrt wurden. Wie bei den Untersuchungen zur Pro-
teinkinase C konrtein der Zelle en vdli g verdndertes Ergebnis erhalten werden.

Unter diesen Testbedingungen zeigten auch de Substanzen mit Sauerstoff an Position X inhi-
bitorische Aktivitét. Bel allen anderen duchgefiihrten Untersuchungen konrte mit diesen
Substanzen keine oder nur eine schwadthe Hemmung des Zielproteins festgestellt werden. Die
Substitution an Position X scheint bei der Hemmung der cdkl1 rur eine untergeordnete Rolle
Zu spielen.

Die Variation cer Reste an den Inddringen gab keine endeutigen Hinweise auf die Struktur-
Wirkungsbeziehung der Substanzen. Substanz 13 mit offenkettigem Zucker zeigte deutlich
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geringere Aktivitét als die Substanzen mit zyklisierten Zuckern, was darauf hindeutet, dal3 der
glykosidische Rest eine Rolle bei der Inhibierung der cdkl spielt. Die Einfihrung der Me-
thylgruppe fuhrt tellweise zur Erh6hung undteilweise zur Verringerung der Hemmwirkung.

5.3.26 Vergleich der Substanzen 4 und 10 mittels Dur chflul3-
zytometrie

Substanz 4 undSubstanz 10 hemmten als einzige der getesteten Wirkstoffe die Aktivitdt der
Proteinkinase C in der Zelkultur. Dabel lag der 1Cs-Wert fur Substanz 10 im Bereich der
Wadstumshemmung. Substanz 4 zeigte im Sulforhodamin B-Assay eine sehr viel stérkere
Hemmung als an der Proteinkinase C. Daher kann fur Substanz 10 ein Wirkmedhanismus als
PKC-Hemmstoff diskutiert werden, wahrend Substanz 4 vermutlich Uber einen anderen Me-
chanismus wirkt. Die Hemmung der cdk1 scheint dabel einen pdentiellen Angriff spunk dar-
zustellen. Um weitere Hinweise auf den mdgli chen Wirkmedanismus zu gewinnen, wurden
die beiden Substanzen nach Inkubation mit LXFL529L-Zellen duchflufzytometrisch ver-
messen und eine Zellzyklusanalyse erstellt. Es zeigte sich, dal3 de beiden Substanzen an-
scheinend vdli g unterschiedliche Wirkmedanismen besitzen. Substanz 4 indwzierte Apopo-
se aus der Go/Gi-Phase des Zell zyklus, ohre den Zellzyklus schtbar zu beanflussen. Dieses
Phanomen |&¥ sich dadurch erkldren, dald de Zellen var der Substanzinkuletion richt syn-
chronisiert wurden. Cdkl-Inhibitoren interagieren auch haufig mit cdk2, wobei cdkl Hem-
mung einen Arrest des Zellzyklus in der G,/M-Phase des Zell zyklus ausldst, wahrend cdk-2
Inhibierung einen Go/G;-Arrest zur Folge hat. Ohne Synchronisierung der Zellkultur tberla-
gern sich dese beiden Effektein der Durchfluf®ytometrie [Meijer, 1994.

Fir Substanz 10 konre ane Arretierung des Zellzyklus in der Go/G;-Phase mit einer mogli-
chen Apoptose-Induktion aus der G,/M-Phase beobaditet werden. Substanz 10 kann als po-
tentieller Proteinkinase C-Inhibitor diskutiert werden. PKC-Inhibitoren zeigen urterschiedli-
che Effekte auf den Zellzyklus. Fir Staurosporin undUCN-01 ist Go/G;-Arrest beschrieben,
wéahrend GF109203 eine Akkumulationin G,/M audldst [Courage ¢ al., 199. Somit wére
der Go/G-Arrest der Substanz 10 mit deren Funktion als PK C-Hemmstoff vereinbar.

5327 Zusammenfasaing von 5.3.2

Alle untersuchten Bisinddylmaemide und Inddocarbazole mit Ausnahme von Substanz 1
und 11 emmten wirkungsvoll das Wadstum von LXFL529L-Zellen. Der Austausch der
NH-Gruppe im Maleimidring gegen ein Sauerstoffatom resultierte bei alen urtersuchten
Zielproteinen in einer Verminderung der inhibitorischen Aktivitét. Im SRB-Zytotoxizitétstest
und kel der Untersuchung abr Proteinkinase C war bel beiden Substanzen mit Sauerstoff an
Position X (1,11) keine Hemmwirkung detektierbar. Einzig bei den Untersuchungen mit iso-
lierten Enzymen war eine geringe Aktivitdt erkennbar, wobei gepriift werden muf3, ob dese
auch im zellularen System erhaten beibt. Auf3er den Substanzen 1 und 1lhemmten ale un-



Diskusson 87

tersuchten Wirkstoffe die isolierte Proteinkinase C aus Zellrohextrakt. Die Substanzen 4 und
10, de sich sowohl im Zuckerrest als auch in R2 urterscheiden, waren de anzigen getesteten
Substanzen, de die Proteinkinase C auch intrazelluldr hemmen konrten. Fir Substanz 10
scheint aufgrund der vorliegenden Daten ein Wirkmedanismus als Proteinkinase C-
Hemmstoff moglich.

Mehrere Substanzen waren in der Lage, Topasomerase | oder Topasomerase Il oder auch
beide Enzyme wirkungsvoll zu hemmen. Dabel waren de Strukturmerkmale sehr heterogen.
Topasomerase |l scheint bei Betraditung aller Daten ein mogli ches Zielprotein der Substanz
8 zu sain.

Die Hemmung der cyclinabhéngigen Kinase 1 scheint derzeit ein moglicher Wirkmedanis-
mus fur die Mehrzahl der untersuchten Substanzen zu sein. Die akl-Hemmung muf3 jetzt
aber ebenfall s noch intrazell ulér nadhgewiesen werden.

Dain urserer Arbeitsgruppe nur 13 Derivate der Inddocarbazole zur Verfligung standen, sind
Struktur-Aktivitétsgudien nu begrenzt moglich. Was scher scheint ist, dal3 eine NH-Gruppe
an Position X sehr viel besser wirksam ist als ein Sauerstoffatom. Die Substitution an R2 mit
H oder CH3 scheint ebenso wie die Art des Zuckerrestes nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen.
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6 Zusammenfasaing

In der vorliegenden Arbeit wurden Wirkstoffe aus unterschiedlichen Substanzklassen auf ihre
antineoplastische Aktivitat an humanen Tumorzelli nien urtersucht. Einige der getesteten Sub-
stanzen zeigten gute Ansétze fir einen maogli chen spateren Einsatz in der Tumortherapie.

Die Alkaoide Lycorin und Lycobetain zeigten im Sulforhodamin B-Assy eine sehr gute
Wadstumshemmung. Der 1Cse-Wert der Substanzen lag bel alen getesteten humanen Tu-
morzellinien urter 3 uM. Trotz der hervorragenden Wadstumshemmung konrte fir Lycorin
kein Wirkmedanismus gefunden werden. Ein Arrest der Zelen in der Gy/M-Phase des
Zdll zyklus konrte jedoch gezeigt werden.

Fur Lycobetain kristalli sierte sich eine duale Hemmung von Topasomerase | und |l as még-
licher Wirkmedanismus heraus. Die Aktivitét von Topasomerase |l konnte durch 100 uM
Lycobetain vadlstandig inhibiert werden. Bereits bel 10 uM Lycobetain war keine Topd some-
rase | Aktivitédt mehr detektierbar, was nachweislich auf der Stabilisierung des DNA-
Topdsomerase-Komplexes beruhte. Diese resultierte in einer Indukion von DNA-
Strangbrlichen, Arrest der Zellen in der Go/M-Phase des Zell zyklus und schliefdich der In-
duktion vonApoptose. Alle diese Eigenschaften deuteten auf eine Topdsomerase-Hemmung
als Wirkmedanismus von Lycobetain hin.

Untersuchungen vonfunf Flavonaden aus der chinesischen Hell pflanze Scutellaria bacalen-
Sis zeigten, dal3 Baicdin, Baicalein, Skullcgoflavon || und Wogonin das Wadstum verschie-
dener humaner Tumorzellinien hemmten, wahrend Wogonaosid bis zu Konzentrationen von
100uM keine Wirkung zeigte.

Baicalein und Baicdin wiesen trotz grof3er Strukturlibereinstimmung keinen einheitli chen
Wirkmedhanismus auf. Baicdein hemmt, wie Lycobetain, de Aktivitét der Topadsomerasen |
und Il, wobel fir Topdsomerase | eine Stabili sierung des bindren Intermediates von Topo-
isomerase und DNA nadhgewiesen werden konrte. Im Gegensatz zu Lycobetain interkali ert
Baicalein nicht in dopmstrangige DNA, kompetiert jedoch mit dem Hoedst-Farbstoff
H33258 un die Bindung an de kleine Furche der DNA. Die Indukion von DNA-
Strangbriichen, sowie der Arrest der Zellen in der G/M-Phase des Zéll zyklus und de Induk-
tion vonApoptose konrten auch fur Baicdein gezeigt werden.

Mesaungen mit Baicalin ergaben keinen Hinwels auf Hemmung von hunanen Topasomera
sen. Zellzyklusanalysen zeigten einen Arrest in der Go/Gi-Phase, was im Gegensatz zu Bai-
cdein auf einen vdli g unterschiedlichen, bisher nicht geklarten, Mechanismus hindeutet.
Skull cgpflavon Il hemmte Topasomerase | und 1l ab Konzentrationen von 100uM. Die Sta-
biliserung des DNA-Topasomerase-Komplexes konnte jedoch fur diese Substanz nicht
nadhgewiesen werden. Aufgrund der Struktur kdnrte jedoch auf einen anderen Mechanismus
der Topadsomerase-Inhibierung, moglicherweise die Bindurg an de freie Topasomerase |
und de damit verbundene Hemmung der Komplexbil dung, geschlossen werden. Fir Wogonin
konnte in deser Arbeit kein Wirkmedanismus gefunden werden.
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In urserer Arbeitsgruppe wurden verschiedene indigoide Bisindde synthetisiert [Hoss,
1996 Hos=l, nicht verdffentlicht], die éenfals auf ihre antineoplastische Wirkung unter-
sucht wurden. Ein grof3es Problem stellte dabei die schledhte L6slichkeit dieser Substanzklas-
sedar.

Der Vergleich der Substanzen im Sulforhodamin B-Assay an der Zellinie LXFL529L ergab
sehr unterschiedliche Ergebniss. Indirubin und 5Jod-Indirubin waren de besten Wads-
tumshemmstoffe mit 1Cso-Werten urter 10 uM. Die indigoiden Bisindde besal3en de Fahig-
keit in Doppelstrang-DNA zu interkaieren und an de kleine Furche der DNA zu hinden,
wahrend des fur Deoxytopsentin nicht nachzuweisen war. Im Tubuinpdymerisationsassay
hemmten Indirubin, 5Jod-Indirubin undBisinddylindd die Polymerisation vonTubuinmo-
nomeren. Im Vergleich zur Referenzsubstanz Colchicin war diese Hemmung jedoch fur die
Wirkung der Substanzen nicht von Bedeutung.

Mesaungen zur Hemmung der cyclinabhéngigen Kinase 1 (cdkl) weisen darauf hin, dal3 de
indigoiden Substanzen ein inhibitorisches Potential fur Zell zykluskinasen besitzen. Neben
cdkl hremmen Indirubin und 5Jod-Indirubin urter anderem cdk5, eine Kinase, die an Mikro-
tubdiproteinen asziiert vorliegen kann. Mittels Western-Blotting konrte gezeigt werden,
dal’ de engesetzte Tubuinpréperation cdk5 enthdlt. Die geringfliigige Hemmung der Tubu-
linpdymerisation &3t sich mégli cherweise durch de Hemmung von mit Tubuin asozii erter
cdk5 erklaren.

Aus dem Labor von Stalina Melnik, Moskau, Ruf@and wurden urserer Arbeitsgruppe 13
Wirkstoffe zur Untersuchung zur Verfigung gestellt. Bel den Substanzen handelte es sch um
Inddocarbazole und Bisinddylmaleimide, die sich durch verschiedene Zuckersubstitutionen
an R1 sowie verschiedene Reste an X und R2 urnterschieden. Im Sulforhodamin B-Assay
konrte mit Ausnahme der Substanzen 1 und 11fdr alle Substanzen ein 1Cs-Wert unter
10 uM ermittelt werden, was auf elne hohe wachstumshemmende Potenz hinweist. Wegen der
Strukturéhnlichkeit mit Staurosporin wurde zunadst die Inhibierung der Proteinkinase C
Uberprift. Am isolierten zytosoli schen Extrakt konrte, ebenfalls mit Ausnahme der Substan-
zen 1 und 11gine Hemmung der PKC nachgewiesen werden, wobei sich de ICsg-Werte zwi-
schen 0,4 und 34uM bewegten. Im Gegensatz dazu waren nu zwei Substanzen (4 und 10 in
der Lagein der Zelkultur die PKC-Aktivitét im niedrigen Konzentrationsbereich zu hemmen.
Bel den Substanzen 2 und 5war ein ICsg-Wert ermittelbar, der aber mindestens zehnfach ho-
her lag as bei der Mesaung am isolierten Enzym. Eine mégli che Erklérung fir dieses Phano-
men ist, dal’ de Substanz das Zielprotein in der Zell e nicht erreichen kann.

Die Strukturverwandschaft mit den Topasomerase-Inhibitoren NB 506 undRebeccamycin,
deutete aif humane Topasomerasen as potentiellen Angriffspunk der Wirkstoffe hin. Tat-
sadhlich erwiesen sich mehrere Substanzen als mogliche Hemmstoffe von Topasomerase |
undoder Il (siehe Tabelle 13). Ein weiteres Phanomen war die Fahigkeit aller Substanzen,
sich an de kleine Furche der DNA anzulagern, wdhrend keine Interkalationsfahigkeit nach-
weisbar war.
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Die Indukion von Strangbriichen war lediglich fur die Substanzen 4 und 8im unteren mi-
kromolaren Bereich nachweisbar, wahrend de meisten erst ab 50 uM DNA-Schéden indu-
zierten. Die beste Wirkung zeigten aber auch dese Substanzen bel Untersuchungen zur
Hemmung von cyclinabhéngigen Kinasen. Dabel mul’ kerlicksichtigt werden, dald es sch bel
der cdkl um ein isoliertes Enzym handelt und de Hemmung im zelluléren System mogli-
cherweise nicht mef3ber ist.

Aufgrund cer in deser Arbelt erhaltenen Daten konrte fUr drel Inddocabazole én paentiel-
ler Wirkmedhanismus gefunden werden. Fur Substanz 8 ist die Hemmung von Topasomera-
sen ein moglicher Wirkmedanismus, wahrend Substanz 10 sich als moglicher Proteinkina-
se C-Hemmstoff herausdellte. Substanz 4 scheint einen pdentiellen cdkl Hemmstoff darzu-
stellen.
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7 Material und Methoden

7.1 Material

Gerate:

Analysenwagge AE 163 Mettler

Mikropipetten Eppendaf

pH-Meter pH 521 WTW

Tischzentrifuge 5415 Eppendarf

Thermomixer 5436 Eppendaf

Ultrazentrifugen Centrikon T-2055 Kontron

Ultra-Turrax T25 Janke undKunkel, Ka.-Labortechnik
Vortex Genie Bender undHobein
Elektrophorese:

Mini-Protean I1 Bio-Rad

Mini-Sub Cell GT Bio-Rad

Sub-Cel GT Bio-Rad

Midi-Gelkammer MWG Biotech

Gel Dryer Modell 543 Bio-Rad

Blotting-Kammer Semi-Phor Hoefer Scientific Instruments
Spannurgsgeréat Power Pac 300 Bio-Rad

Nitrozell ulose Membran HybondC Amersham

Mikroskopie:

Durchli cht/Fluoreszenz-Mikroskop, Typ Axioskop
Fluoreszenz-Filtereinsatz 365 FT 395, LP 420 (Farbgléaser mit Breitband Charakter, UV-
Anregung Filter 365366 nm), Fluoreszenz-Filtereinsatz BP 450-490, FT 510, LP 520
Objektive: ~ Plan Neofluar 100'1.30
Plan Apochromat 63x/ Ol
Okular: P1 10x/20
FarbkameraMC-3309
Alle Materialien vonZeiss

Zdlkultur:
Zdl kulturmaterial
RPMI 1640Z€ll kulturmedium

Greiner, Sarstedt, Falcon
Life Techndogy
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Foetales Kélberserum (FKS) Life Techndogy
Penicilli n/Streptomycin(10.0001.E./10.0Qug) Life Techndogy
Steril bank Laminar.Air HLB 2472BS Heraeus
Brutschrank Cytoperm Heraeus
Lichtmikroskop Labovert Leitz

Neubauer Z&hlkammer

Multi pipette Eppendaf
Pipettierhil fe Pipettus-Akku Temorama
Biofreezer Forma

V akuumsaugpumpe KNF-Neuberger
Varioklav-Dampfsterili sator 500E H+P Labortechnik
Trockenschrank Memmert
Zdlinien

Bei der Zdllinie HL60 handelt es sch um eine &ut myeloische humane Leukdmie-Zellinie.
Die Zellen sind richt transformiert undwerden a's Suspensionen kultiviert.

Die Zdlinie Jurkat wurde aus Patienten mit T-Zell-Leukdmie gewonren und ebenfalls as
Suspension kutiviert.

K562-Z€ll en entstammen aus Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie.

Die Z€llinie U937 wurde aus histiozytischen Lymphamen gewonren.

Molt4-Zell en stell en akut lymphoHastische T-Zell-Leukamie dar.

Auch dese drei Zdllinien sind ncht transformiert und wacdhsen als Suspensionen Alle huma
nen Leukamie-Zelli nien wurden urs freundicherweise von der Abteilung Humanbiologie der
Universitdt Kaiserslautern zur Verfigung gestellt.

Die humane Tumorzellinie LXFL529L (grof¥elliges Lungenkarzinom) wurde uns freundi-
cherweise von Herrn Prof. Dr. H.H. Fiebig von der Universitét in Freiburg Gberlassen.

Die Mammeakarzinomzelli nie MCF7 wurde freundi cherweise von Dr. Faderl von der Univer-
Sitét in Regensburg zur Verfigung gestellt.

Zytotoxizitatstests

Mikrotiterplatten Greiner. Sarstedt, Falcon
Sulforhodamin B Sigma

Esdgsaurep.a Riedel-de Haen
Anti-bromdesoxyuridin-POD, Fab Fragmente Boehringer Mannheim
Photometer Uvikon Spedrometer 930 Kontron
ElIA-Platereader Bio-Rad

Einzdzdlgelelektrophorese:
aufgeraute Objekttréger Dakin fully frosted Labcraft
Agarose MEEO Merck
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Low Mélting Point (LMP)-Agarose
Elektrophaesekammer Sub-Cell GT
Auswertesystem , Comet Assay I1“

Proteinkinase C Assy:

Proteine kinase C enzyme asay system
v-[¥P]-ATP (spez. Akt >300QuCi/mmol)
Flussgszintill ationscoktail Aqualuma
Maaovias

Szintill ationszéhler Betamatik |
Phospharsaure(86%)

Ethidiumbromidverdr&ngungsassy:
Ethidiumbromid

Kabsthymus DNA

Spektrofluorimeter

Hoedst-Verdrangungsassay:
Hoedhst H33258

Topoisomerase-Assy.

Bio-Rad
Bio-Rad

Perceptive Instruments, Suffolk, UK

Amersham
Hartmann Analytics
Baker

Zinser Anaytic
Kontron

Riedel de Haen

Sigma
Boehringer Mannheim
Bedmann

Hoedst

Rekombinante gereinigte Topasomerasen | und Il wurden urs freundicherweise von Prof.
Dr. Fritz Boege (medizinische Poliklinik Wirzburg) zur Verfigung gestellt.

Plasmid-DNA (pBR322)
Kinetoplasten-DNA (KDNA)
Anti human Topasomerase |
Spermin, Spermidin
Proteinase K

Mikrotubuliprotene:
Rinderhirn

GTP
Anti-a Tubdin

Western-Blot-Analyse
ECL

Rontgenfilm

Entwickler undFixierer

Boehringer Mannheim
TopaGen

TopaGen

Sigma

Sigma

Schladchthof Kaiserslautern
Metzgerei Braun, Kusdl
Merck

Sigma

Amersham
Boehringer Mannheim
[Iford Speal
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Alle weiteren verwendeten Substanzen wurden von Sigma, Boehringer Mannheim, Bio-Rad,
Merck , Promega und Calbiochem in pa. Qualitdt bezogen.
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7.2 Methoden

7.2.1  Zdlkultur

7.2.1.1  Kultivierung von Zellen

Alle verwendeten Zelli nien werden in sterilem RPMI 1640Medium der Fa. Life Techndogie
kultiviert, dem nadiraglich 10% Foetdes Kélberserum (FKS) und 1% Penicil-
lin/Streptomycin hinzugeftigt wird. Das foetale Kélberserum wird varher 20 Minuten bel
56°C hitzeinaktiviert. Die Kultivierung erfolgt in einem Inkubetor bei 37°C, 5% CO, und 8®%6
Luftfeuchtigkeit.

7.2.1.2 Passageren von Zellen

Alle Zellen werden regelmaldig zwei-dreimal/Woche steril passagiert, d.h.mit neuem Medium
undsomit mit neuen Nahrstoffen undWadstumsfaktoren versorgt.

Zu diesem Zwedk wird bel Suspensionszellen ca75% des verbrauchten Mediums abgesch(it-
tet und mit frischem Medium wieder aufgefillt. Einmal in der Woche werden de Suspensi-
onszellen von ar Kulturflasche in ein steriles 50 ml Rohrchen tberfihrt und 10min bel 150
200 x g abzentrifugiert, um tote Zellen, de leichter sind und @shalb nicht so schnell sedi-
mentieren, mit dem Uberstand zu entfernen. Dem resultierenden Zell-Pellett wird frisches
Medium hinzugefugt und de Zellen werden wieder in neue Zdlkulturflaschen Uberfihrt.
Mondayerzellen missen zunddhst vom Boden der Kulturflasche ageldst werden, un dann
verdunrt mit frischem Medium weiterkultiviert zu werden. Dies geschieht mittels Trypsinbe-
handung. Das verbrauchte Medium wird abgeschiittet und cer Zellrasen einma mit 5ml PBS
abgesplilt, bevor man 1Iml einer gebrauchsfertigen Trypsinldsung auf den Mondayer gibt und
wartet, bis die Zellen sich von der Oberflache der Zellkulturflasche [6sen. Um Trypsin zu
inaktivieren wird RPMI-Medium mit FKS hinzugefugt, die Zellen auf ca 2%% ihres ur-
spriinglichen Volumens verdiinrt und dann wieder frisches Medium nachgeflillt.

Bei Mondayer Zellen muld zusétzlich beaditet werden, dal?3 sich mit sehr hohen Passagen-
zahlen de physiologischen Eigenschaften der Zellen sehr stark veréndern kénren. Deshab
wird darauf geachtet, dal3 fir eine Zéllinie nicht mehr als 15 Passagen duchgeflihrt werden.
Danach werden de Zellen verworfen undneue Zellen kultiviert.
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7.2.1.21 Reagenzien

PBS: 5g NaCl

(phaosphate buffered saline) 0,73 NapHPO,
0,125 KCl
0,125 KH,PO,

mit ag.bidest. auf 500ml aufftllen, pH 7,4

Trypsinl@sung: 50,13 Trypsin (Rinderpankress, 2,41U/mQ)
25mg EDTA
mit PBS auf 100 ml auffdllen, tGber Nadht im Eis-
bad riihren und dann sterilfiltrieren

7.2.1.3  Untersuchung auf Mykoplasmenkontamination

Alle Zellen werden in regelméldigen Abstdnden auf Kontaminationen mit Mykoplasmen un-
tersucht. Mykoplasmen sind kekteriendhnliche Kleinstlebewesen, de parasitdr in enger Ver-
gesell schaftung mit Tier- und Pflanzenzell en leben [Alberts et a., 1993.

Adhédrente Zellen werden auf Objekttrager ausgestreut (5000 Zell en/Objekttréger) und iber
24 Stunden auf der Oberfladhe des Objekttragers anwadisen gelassen. Zur Fixierung der Zel-
len werden de Objekttrager in eiskates Methana Gberfihrt und dat mindestens 15 min in-
kubiert. Suspensionszell en werden aus der Kultur mit Medium entnommen undmittels Zyto-
zentrifugation auf Objekttrager aufgebracdt.

Zur Detektion vonMykoplasmen wird ein Gemisch aus DAPI/Propidiumjodid und Antifade
auf die Objekttrager pipettiert und de Farbung der Zellen bzw. der Mykoplasmen im Fluores-
zenzmikroskop beobadtet, wobei DNA blau undZytoplasmaproteine rot angefarbt werden.
DaMykoplasmen zum grofden Teil nur aus DNA bestehen, sieht man sie ds kleine Punkte im
Zytoplamaundim Interzell ularraum.

Im Falle aner Mykoplasmenkortamination werden de Zellen mindestens eine Woche lang
mit Mykoplasmen-Entfernungs Reagenz (MRA) behandelt und nah mindestens zweimal
passagiert, bevor wieder damit gearbeitet werden kann.

72131 Reagenzien

Antifade-Puffer:

100mg p-Phenylendiamin-Dihydrochlorid werden in 20ml PBS gel6st, der pH wird mit
0,5M Carboret-Dicarboret-Puffer auf 8,0 eingestellt, mit Glyzerin wird auf 100 ml aufgefullt
und kel —20°C gelagert.




Material und Methoden 97

Farbstoffl 6sungen:
1mg DAPI auf 1ml ag. kidest.
1 mg Propidiumjodid auf 1ml ag. kidest

DAPI/Propidiumjod d/Antifade-L 6sung:
Je 1 pl der Farbstofflésungen auf 1ml Antifade-Puffer

7.21.4 Einfrieren von Zellen

Um im Falle ener Kontamination auf einen Vorrat an Zellen zuriickgreifen zu kénren emp-
fiehlt es sch Zellen in Kryoréhrchen in ausreichender Menge anzufrieren undbel

—180T in flussgem Stickstoff zu lagern. Suspensionszellen werden aus der Kultur entnom-
men, adherente Zellen zunacdhst abtrypsiniert; die Zellsuspension wird zentrifugiert und das
Pellet mit RPMI 1640Medium auf eine Zelldichte von ca 1x10° Zellen/ml eingestellt. Nach
Zugabe von 106 Vol. DM SO als Gefrierschutz werden de Zellen zunéchst bei -80°C einge-
froren undam nachsten Tag in flusggen Stickstoff Gberflhrt.

7.2.15 Auftauen von Zellen

Eingefrorene Zellen werden aus der Kryolagerung entnommen und k& 37°C im Wasserbad
schnell aufgetaut. Nach Zugabe von Medium werden die Zellen 10min bal 150200 x g ab-
zentrifugiert, um Reste von DMSO zu entfernen. Das Zdllpellet wird mit frischem Medium
aufgenommen und de Zellen kdnren dannim Brutschrank inkukiert werden.

7.2.2 Untersuchungen zur Zytotoxizitat

7.2.2.1  Suforhodamin B-Assy

Der phaometrische Assay [Shekan, 1991 beruht auf der Anféarbung von Lebendproteinin der
Zelle durch den Farbstoff Sulforhodamin B.

Dabel werden Zellen einer unbehandelten Kontrolle mit Zellen verglichen, de mit verschie-
denen Konzentrationen einer bestimmten Substanz tiber 72hinkubiert wurden.

Durchfihrung:

Inkubation

Die Zellen werden in serumhatigem Medium in 24 Loch-Mikrotiterplatten ausgestreut
(Zellzahl 5x10%/well bei Suspensionszellen, 4000Zellen/well bei adhérenten Zellen)
Adhérente Zellen werden 24 hanheften lassen; danacdh wird das Medium abgesaugt und duch
frisches Medium, welches die Substanz in der entsprechenden Konzentration lereits enthalt,
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ersetzt. Suspensionszellen konren drekt mit Substanz inkukiert werden. Zur Inkubetion mit
Substanz werden 4 wells parall el angesetzt, wobel die Lésungsmittel-K onzentration zwischen
0,1% und 2% DM SO eingestellt wird. Die Kontroll ansétze werden ebenfall s unter Zusatz der
entsprechenden DM SO-K onzentration kutiviert.

Fixierung

Am Ende der Inkubeationszeit werden de Zellen mit /10 Vol 50%TCA fixiert. Suspensions-
zellen missen vorher in der Platte 10 min bel 300xg zentrifugiert und sehr vorsichtig behan-
delt werden, um ein erneutes Losen vom Plattenboden zu vermeiden.

Die Fixierung erfolgt Gber 1h bei 4°C. Danach wird das TCA-haltige Medium abgeschiittet
und de Platte 4-5x mit flieRend kaltem Wasser abgespuit, um TCA-Reste zu entfernen. Die
Trocknung der Mikrotiterplatte efolgt Gber Nadit bei RT oder 1h bei 60°C im Trocken-
schrank.

Féarbung und Mesaing

Die fixierten Zellen werden dann mit 250ul/well Sulforhodamin B (geldst 0,4%ig in 1% Es-
sigsaure) 30min bel Raumtemperatur angefarbt. Die SRB-L6sung wird dann abgeschiittet und
die Platte 4-5x mit 1% Essgsdure gespllt.

Nad einem erneuten Trocknungsschritt (s. oken) wird der Farbstoff durch Zugabe von

10 mM Tris, pH 10,5 (Iml/well) gelést und de Extinktion im Photometer bel 546rmm gemes-
sen. Die Farbung der Lésung ist direkt propational zu der Anzahl der lebenden Zellen im
well.

7.2.2.1.1 Reagenzien

Trichloressgsdure (TCA)-L6sung: 50%ig in H,O bidest.

Essgsdure-L 6sung: 1% Essgsaure in H,O

Sulforhodamin B-L6sung 0,4% Sulforhodamin B in 1%iger Essgsaure
Tris Base: 10 mM in H,O bidest, pH 10,5

7.22.2  Anti-BrdU-ELISA

Die DNA-Synthese ist ein Mal} fur die Proliferationsrate |ebender Zellen. Wird den Zellen
zusétzlich zu ihrer eigenen Nucleotidausdattung Bromdesoxyuridin angeboten, so wird deses
ebenfallsin den DNA-Strang eingebaut und gibt nadh einigen Stunden einen Aufschlussiber
die DNA-Syntheserate der Zellen.

Die Detektion des eingebauten BrdUs erfolgt in desem Test Uber eine Antikorperregktion mit
Anti-BrdU Antikorper.
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Durchfuhrung:

Inkubation

Zellen werden mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml in 96-well-Platten ausgestreut (100ul
Volumen). Adhérente Zell en werden zunadhst anwachsen gelassen, Suspensionszellen kénren
direkt inkubiert werden.

Die Inkubation mit Substanz in der gewlinschten Konzentration erfolgt Uber 72h. Dabel wird
ebenfall s auf die DM SO-Konzentration geaditet und Kontroll ansétze mit der entsprechenden
DM SO-Konzentration mitgefiihrt.

BrdU-Markierung und Fixierung der Zellen

Am Ende der Inkubetionszeit wird dem Kulturmedium 1/10 Volumen BrdU-
Markierungslosung hinzugefugt und de Zellen fur 4 Stunden weiterinkubiert. Danach wird
bei adhdrenten Zellen das BrdU-haltige Kulturmedium abgesaugt und de Zellen einmal mit
PBS gewaschen. Suspensionszellen werden zunadhst 10 min bal 300g zentrifugiert und der
Uberstand erst dann mit einer Kanile abgesaugt. Nach Zugabe von 100pl Fixierungsésung
werden de Zéllen fir 20 min bai Raumtemperatur fixiert.

Detektion

Die Fixierungsdsung wird entfernt und de Platte 3x mit PBS/ 10% FKS als Blockierungs-
reagenz gewaschen. Zu den fixierten und gewaschenen Zellen wird 100 pl/well anti-BrdU-
POD- Losung hinzugeftigt und 30min bel Raumtemperatur inkubert. Danach wird de Mi-
krotiterplatte 3x mit PBS gewaschen. Pro Loch werden 100 ul ABTS-Substratlésung zuge-
setzt und 530 min bei Raumtemperatur inkuliert, bis eine deutlich sichtbare Farbung auftritt.
Die Absorption der Proben wird bei 450 rm im ELISA-Plate Reader gemessen.

7.2.2.21 Reagenzien

BrdU-Stammlésung 10 mM, Boehringer Mannheim
BrdU-Markierungsl6sung 100 puM, Boehringer Mannheim

7.2.3 Einzelzellgelelektrophorese(Comet-Assay)

Die Einzelzellgelelektrophaese [Gedik, 1993 dient der Untersuchung von DNA-Schéaden,
die unter Einfluf3 von Schadstoffen oder UV-Strahlung in Form von DNA-Strangbriichen
auftreten komen.

Die Methode der Einzelzell gelelektrophorese hat verschiedene Vorteile: Es konren individu-
elle, nicht proliferierende Zellen urtersucht werden und de Methodk ist relativ schnell und
einfadh durchzufihren.
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Die zu urtersuchenden Zellen werden nach Substanz- bzw. allgemeiner Schadstoffexpaosition
in Agarose aifgenommen undauf Objekttrager ausgebradht. Dort werden sie lysiert, so dai3
die im Gel verbleilbende DNA nadch Denaturierung elektrophoretisch aufgetrennt werden
kann.

Wurden duch Schadstoffeinfluf3 DNA-Schaden indwziert, zeigt die negativ geladenen DNA
geschédigter Zellen eine Wanderung in Richtung zur Anode. Nach Anféarbung der DNA mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff zeigt sich im Fluoreszenz-Mikroskop das Bild eines Kometen
(deshalb auch Comet-Assay). Die Lange und de Fluoreszenzintensitét des Kometen ist ein
Mal3 fir den Grad der DNA-Schéadigung.

7.2.3.1  Vorbereitung der Zellen

HL60 Zellen (ca. 1x10° /ml) werden in der Zellkultur mit Substanz fiir 3h inkubiert. Kontrol-
len mit der entsprechenden Losungsmittel-Konzentration (DM SO) wurden ebenfalls inku-
biert. Nach Ende der Inkubetionszeit wird 1 ml Zell suspension entnommen undbei 3000rpm
in der Eppendarf-Zentrifuge ézentrifugiert. Der Uberstand wird varsichtig abgenommen und
das Pellet in 5Qul PBS resuspendiert.

7.2.3.2 Vorbereiten der Objekttrager

(1) 300 pl normale MEEO-Agarose 0,736 in PBS auf einen Objekttréager (OT) pipettieren
undsofort luftblasenfrei ein Deckglas auflegen

(2) fur ca 10min im Kiuhlschrank aushérten lassen

(3) Deckglas vorsichtig seitli ch vom Objekttréger herunterziehen

15ul Zellsuspension mit 100ul LMP-Agarose 0,5% in PBS mischen undmit 100ul des Ge-
mischs vorsichtig die Agarose aif dem OT Uberschichten; sofort nach Auftrag luftblasenfrel
und ohre Druck ein Deckglas auflegen

(4) fir ca 10min im Kiuhlschrank aushérten lassen

(5) Deckglas entfernen undals Dedkschicht 100ul LMP Agarose auftragen

wieder eindedken undca 5minin den Kuhlschrank stellen

(6) Deckglas entfernen und Objekttrager fur mind. 1him Kihischrank in einer Glaskuvette
mit kaltem Lysepuffer inkubieren

7.2.3.3  Elektrophorese und Anfarben der Objekttrager

Die aif Eis gekuhlte Elektrophaesekammer wird mit eiskaltem Elektrophaesepuffer gefillt
und de Objekttrager mit der Gelschicht nach oben auf die Plattform der Kammer gelegt.
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Anschlief3end wird Elektrophaesepuffer aufgefillt, bis die Objekttrager ca. 2 mm hoch be-
dedkt sind.

Die Objekttrager werden 20 min abgedurkelt &quili briert. Danacdh erfolgt eine 20 minUtige
Elektrophaese bei einer Spannung von 25Volt undeiner Stromstarke von 300mA (die rich-
tige Stromstérke wird durch Zugeben oder Abnehmen vonElektrophaesepuffer erreicht).

Die Objekttrager werden aus der Kammer entnommen und % 5 min mit Neutrali sationspuffer
gewaschen. Zum Anférben der DNA wird 5Qul Ethidiumbromid (20ug/ml) auf jeden Objekt-
trager pipettiert und mit einem Dedkglas versehen. Eine Lagerung der Objekttrager fur ein bis
zwei Tagein einer feuchten Kammer ist mogli ch.

Die mikroskopische Auswertung erfolgt am Fluoreszenzmikroskop mit CY -3 Filter.

7.2.34  Losungen und Puffer

L ysepuff er-Stammlésung:

2,5V NaCl

100mM EDTA

10mM Tris

1% Na-Sarcosinat (N-Laurylsarcosyl sodium salt)

L ysepuff er-Gebrauchsl 6sung
8% Lysepuffer

1% Triton X-100

10% DM SO

Elektrophaese-Puffer:

300mM NaoH 0 30mlaus10M NaOH

1mM EDTA 0 5mlaus200mM EDTA, pH 10
ad 1000ml Aqua dest.

Neutrali sations-Puff er
0,4M Tris, pH 7,4

7.2.4  Ethidiumbromidverdrangungsassay

Dieser Assay [Morgan, 1979 gibt Aufschluf3 Gler die Fahigkeit von Substanzen zwischen de
Basenpaae der DNA zu interkalieren. Als Referenzsubstanz dient dabei Ethidiumbromid,
welches erwiesenermal?en in de Doppelstrang DNA interkaiert und dibel eine starke Fluo-
reszenz aufweist [Glazer undRye, 1993.
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Die Reé&ktion findet in einem ethidiumbromidhaltigen Puffer unter Zusatz von Kalbsthymus
DNA und Substanz in verschiedenen Konzentrationen statt.

Die Mesaung erfolgt an einem Floureszenzspektrometer mit einer Anregung von 546 m und
einer Emissonswell enlénge von 595 m.

Der Nullwert wird mit Ethidiumbromidpufer ( 2mM Ethidiumbromid) ohre Zusatz von DNA
ermittelt, der Kontrollwert mit Puffer unter Zusatz von DNA (Kabsthymus DNA 3,8 mg/ml).
Durch Zugabe von interkali erenden Substanzen sinkt der Kontrollwert durch de Verdrangung
von Ethidiumbromid.

7.24.1  Durchflhrung

Das Fluoreszenzspektrometer wird auf die Wellenlangen 546m (Ex) und 595m (Em) kali-
briert und d&r Nullwert mit 2 ml Ethidiumbromidpufer in einer Fluoreszenzkiivette enge-
stellt.

6 ml Puffer werden mit 20 pl DNA-L6sung gemischt und von 2ml des Gemischs die Fluores-
zenzintensitét gemessen. Nach Zugabe von Substanz werden Verénderungen der Fluoreszenz
beobadtet, wobei eine mdgliche Eigenfluoreszenz der Substanzen berlicksichtigt werden
muf3.

7.2.4.2  Losungen und Puffer

Puff erl 6sung:
9,3mmol NaCl

2 Mal Na-Acdat, pH 7,0
0,1mmol EDTA

Kalbsthymus-DNA:
3,8 mg Kabsthymus-DNA auf 1 ml H;0

Ethidiumbromidpufer:
EthidiumbromidstammIdsung 10mg/ml
davon 2uM Losung mit Puffer

7.25 Untersuchungder Verdrangung von
Hoechst H 33258

Verschiedene Substanzen sind in der Lage, sich in der kleinen Furche der DNA anzulagern
und dat ihre Wirkung auf die Zelle auszuliben. Der Hoedhst Fluoreszenz-Farbstoff H33258
lagert sich in der kleinen Furche an mit einer speziellen Affinitét fir A-T reiche Regionen
[Wang et a., 1994. Nach Zusatz von Substanzen wie zum Beispiel Netropsin oder Di-
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stamycin, de éenfall s die Fahigkeit zur Anlagerung an de DNA besitzen [Chen et a., 1993,
wird eine Verdrangung von Hoechst H33258 duch Abnahme der Fluoreszenzintensitét bei
den Wellenldngen 360 und 450m gemessen.

7.25.1  Durchfihrung

Das Fluoreszenzspektrometer wird auf die Wellenléngen 360m(Ex) und 450m(Em) einge-
stellt und der Nullwert mit 2ml Ethidiumbromidpufer in einer FluoreszenzkUvette bestimmit.
6 ml Puffer werden mit 20 ul DNA-L6sung gemischt von 2ml des Gemischs die Fluoreszen-
zintensitdt gemessen. Nach Zugabe von Substanz werden Veranderungen der Fluoreszenz
beobadtet, wobei eine mogliche Eigenfluoreszenz der Substanzen berlicksichtigt werden
muf3.

7.25.2  Losungen und Puffer

Puff erl6sung:
9,3mmol NaCl

2 mmol Na-Acetat, pH 7,0
0,21mmol EDTA

Kalbsthymus-DNA:
10 mg Kalbsthymus-DNA auf 3,8 ml H,0

Hoedhst H33258
Stammldsung 10mg/ml, davon 2uM Ldsung mit Puffer

7.26 Bestimmung der Proteinkinase C (PKC)-
Aktivitat

Die Erfassung der PKC-Aktivitat erfolgt tiber die Mesaung der Ubertragungsrate von Phos-
phatresten auf ein PKC spezifisches Substratpeptid. Durch den Einsatz von radioaktiv mar-
kiertem ATP 143t sich die Ubertragung im Szintill ationszahler messen.

7.2.6.1 Isolierung von Proteinkinase C Rohextr akt

Adhérente Zellen werden in Petrischalen bis 80-90% Dichte kultiviert. Am Ende der Inkuba-
tionszeit wird das Medium abgeschiittet und de Zellen 1x mit 5ml PBS gesplilt.
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Von desem Zeitpunk an werden all e weiteren Schritte bei 4°C auf Eis durchgefiihrt, um die
Enzymaktivitét nicht durch Denaturierungsreaktionen herabzusetzen.

Die Zellen werden in 2x 30Qul swelling buffer mit Hilfe anes Zell schabers von der Oberfl&
che der Petrischale agel6st, in Eppendaf-Tubes gesammelt und de Zell suspension 10sec
mit einem Mikro-Ultraschall stab beschallt, um die Zellmembran aufzubredhen. Nach Zugabe
des gleiches Volumens an glyzerinhaltigem swelling buffer wird das Zellysat 3 min bei
3000pm in der Eppendarf-Zentrifuge zentrifugieren. Der Uberstand wird varsichtig in Ultra-
zentrifugations-Rohrchen Uberfihrt und eine Ultrazentrifugation fir 30 min bei 100.00@
durchgefihrt.

Der entstehende Uberstand enthalt die zytosolische Fraktion, de fir die Messung der Ge-
samtaktivitéat weiterverwendet wird.

7.2.6.2  Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der Proben erfolgt nach der Methode nach Bradford. Dazu werden 50
ul der jeweili gen Probe mit 1 ml Bradford Reagenz [Bradford, 1976 versetzt und de Farbung
des Ansatzes bel 595 rm im Photometer vermessen. Durch Bindung des Farbstoffes Comasse
Brilli ant Blau G-250an Proteine kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
des Farbstoffes von 465 mn zu 595 mn, was sch in einem Anstieg der Absorption kei 595 rm
auf¥ert. Die Aushildung des Protein-Farbstoffkomplexes ist nach 5 Minuten abgeschlossen
und Heibt eine Stunde lang konstant. Als Referenz wird Rinderserumalbumin in den Kon-
zentrationen 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml und 100@ug/ml verwendet. Anhand der er-
stellten Eichgerade kbnren de Proteingehalte der Proben ermittelt werden.

7.2.6.3 Bestimmung der Kinaseaktivitat

Die Mesaung der PKC-Aktivitét erfolgt mit Hilfe @nes PKC-enzyme asay kit der Firma
Amersham.

Die 4 im Kit mitgelieferten Lésungen enthalten das Peptidsubstrat, PK C-Aktivatoren, Calci-
umpuffer und Reduktionsmittel. Die 4 Losungen werden zu gleichen Antellen miteinander
gemischt und 2%ul/Re&tionstube engeflillt.

Dem Ansatz werde je 20 pl der Probel6sung und 5ul der zu urtersuchenden Substanz hinzu-
geflgt, fur die Bestimmung der Nullwerte wird de gleiche Menge an H,O bzw. Lésungsmit-
tel der Substanz verwendet. Die Re&ktion wird gestartet durch Zugabe von Su1 Mg-ATP-
Puffer mit 0,2uCi [y*?P]-ATP/Tube und de ReationsgefaRe werden 15min bei 37°C inku-
biert. Der Reaktionsgopperfolgt durch Zugabe von 1Qul Stopp-Puffer.

35ul des Re&ktionsgemisches werden auf beschriftete Phosphazell uloseblétchen pipettiert
und 25 minin mind. 500ml 1% Phospharsaurel dsung gewaschen. Anschlief3end folgen zwel
Waschgange mit H,O. Die gewaschenen Bléttchen werden in Szintill ations-Maxivials verteilt,
mit 8 ml Szintill ationscocktail (Aqualuma, Baker) aufgeflllt undim Szintill ationszéhler ge-
messen.
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Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét werden Blattchen mit 5Sul radioaktivem Mg-ATP-Puffer
ungewaschen mitgefthrt. Zur Prifung der Wascheffizienz werden zwei Bléttchen mit radio-
aktivem Mg-ATP-Puffer mitgewaschen undgemessen.

7.2.6.4  Bestimmung der PKC-Aktivitat in der Zelkultur

Adhérente Zellen werden his 80-90% Dichte auf Petrischalen hachwadsen gelasen. 18h vo
Substanzinkubetion wird das Medium auf 1% FKS reduziert. Die Inkulbetion erfolgt serumfrei
far 1him Brutschrank. Am Ende der Inkubetionszeit wird das Medium abgeschiittet und de
Zellen werden 1x mit 5ml PBS gesplilt.

Die Aufarbeitung der zytosoli schen Fraktion erfolgt analog zur Gewinnung des Enzymrohex-
traktes.

Bel der Mesaung der Kinaseaktivitét besteht der einzige Unterschied darin, dal3 richt mit Sub-
stanz inkuhiert wird. Dieses Volumen wird durch Probenvolumen ersetzt.

7.2.6.5 LoOsungen und Puffer

Swelli ng-Puffer:

30mM Tris

10mM KCI

5mM MgAc

5mM EGTA

in H,O bidest, pH 7,5

kurz vor Gebrauch werden zu 10 ml Swelli ng-Puffer 31 pl -Merceptoethanad zugeftigt und
50 pl eines Proteaseinhibitorgemisches

Swelli ng Puffer mit Glyzerin:
Der Ansatz erfolgt analog zum Swelli ng-Puffer unter Zusatz von 2%% Glyzerin

Protease-Inhibitoren:
Stammlésung:

100mM PMSF in Isopropand
7,3mM Pepstatin A in DMSO
10 mM Leupeptinin H,O bidest.

Gebrauchsl 6sung
5ml PMSF

137l Pepstatin A
100ul Leupeptin
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mischen, aliqudieren und l& —20°C lagern

Bradford-Reagenz:

100mg Coomasse Brilli ant Blau (G)

50 ml EtOH

100ml H3PO, (85%)

mit H>O bidest ad 1, filtrieren

vor Gebrauch abgedunkelt ca. 4 Wochen stehen lassen

7.2.7 Untersuchung humaner T opoisomerasen

Zur Untersuchung der Topasomerase-Aktivitét verschiedener Zellinien und dér Beanflus-
sung dieser Aktivitéa durch Zugabe verschiedener Substanzen stehen urterschiedliche Mog-
lichkeiten zur Verflgung.

Zunéchst unterscheiden sich de Methoden zur Untersuchung von Topasomerase | und To-
poisomerase Il. Fir Topasomerase | besteht die Moglichkeit des Relaxations-Assays. Dabei
wird Gberprift, ob Topasomerase | in der Lage ist, duch Indukion eines Einzelstrangbru-
ches, die DNA von der superspiralisierten Plasmidform in de relaxierte Form umzuwandeln.
Dieser Assay kann urter Zusatz von ATP und MgCl auch fur die Untersuchung von Topa-
somerase |1 verwendet werden, wobei die Topasomerase I wegen urterschiedlicher Aktivi-
tétspedks bei anderen pH-Werten gemessen wird. Ein spezifischer Test fir Topdsomerase |1
ist der Dekatenierungs-Assay. Dabei wird Kinetoplasten DNA verwendet, die @én Netzwerk
von Keinen DNA-Zirkeln darstellt, welches ohne Induktion von Doppelstrangbriichen nicht
entwirrt werden kann. Durch Topdsomerase I1-Aktivitdt konnen dese Doppelstrangbriiche
indwziert werden.

7.2.7.1  Gewinnung von Kernextrakt

Zellen werden aus der Zellkultur entnommen; die Zell zahl sollte insgesamt mind. 1¢ Zellen
betragen, all erdings 3x10° auch nicht tiberschreiten.

Die Zellen werden bei 150-200x g zentrifugiert und 2 mit PBS oder isotonischer Kochsalz-
|6sung gewaschen. Das Pellet wird mit 7,5 ml eiskatem Lysepuffer resuspendiert, dem nad-
traglich 50Qul Lysepuffer mit Triton X-100 zugefigt wird. Die Lyse der Zellen erfolgt fur 15
min bel 4°C. Das Lysat wird 5 min bei 300g zentrifugiert und s Pellet mit 0,5 ml Lyse-
Puffer ohre Triton resuspendiert.

10 pl der Suspension werden mit 10ul 0,1% Trypan-Blau gemischt und de darin enthaltenen
Kerne in der Neubauer-Zéhlkammer ausgezahlt. Die Kerne in der Suspension werden an-
schlief3end in einer Eppendarf-Zentrifuge 5 min bei 3000rpm abzentrifugiert. Das Pell et wird
mit Extraktionspuffer resuspendiert undauf eine Kernzahl von 3x10"/ml eingestellt .
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Zur Lyse der Zellkerne wird langsam 10% Volumen 5V NaCl hinzugefigt und 1520 Minu-
ten bei 4°C prézipitieren lassen. Der Kernrohextrakt wird 10min bei 14.000rpm in der Ep-
pendaf-Zentrifuge ézentrifugiert und der Uberstand vassichtig in ein neues Tube Gberfihrt,
ohre die ausgeféllte DNA in der Probe mitzuziehen.

Die Lagerung des Extraktes erfolgt bei -20°C in 1,5adhem Vol. an Glyzerin (86-88%).

7.2.7.2  Losungen und Puffer

Lysepuffer:
0,3M Sucrose

0,5mM EGTA pH 8,0
60 mM KCI

15mM NaCl

15mM HEPES, pH 7,5
150uM Spermin

50 uM Spermidin

Lysepuffer + Triton X-100.
Lysepuffer und Triton X-100im Verhdltnis 13,51 mischen

Extraktionspuffer:

5mM K-Phaosphat, pH 7,5
100mM NaCl

1 pl/ml -Mercaptoethanol

5 pl/ml 200mM PMSF in DM SO

7.2.7.3 Bestimmung der Topoisomerase -Aktivitéat

Zur Bestimmung der Topasomerase-Aktivitét wurden Relaxations-Assays angewendet sowie
speziell zur Bestimmung der Topasomerase Il-Aktivitat zusétzlich der Dekatenierungs-
Assy.

Nad der Methode von Gieseler (1996 missen zur Bestimmung der Aktivitédt der verschiede-
nen Topasomerasen im Relaxation-Assay mehrere verschiedene pH-Werte gewahit werden
dadie Topasomerase | bei pH 7,2, de Topasomerase Ila bei pH 7,9 und de Topasomerase
1B bei pH 8,9ihre Aktivitésmaxima aufweisen.

Eine weitere Topdsomerase-Aktivitét ist bel pH 9,5 mef3bar, jedoch ist bislang nicht geklart,
um welches der Enzyme es sch handelt. Ein Heterodimer von Topolla und Topo I3 scheint
eine Moglichkeit zu sein, de @er mittels Western-Blot noch Uberpriift werden muf3.
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Im Assay werden 200500 ng superspiralisierte Plasmid-DNA(pBR322) mit Kernextrakt in-
kubiert undzur Aktivierung der Topoll Magnesium und ATP hinzugeftigt.

Die verschiedenen entstehenden DNA-Konformationen komen im Agarosegel aufgetrennt
und censitometrisch quantifiziert werden.

7.2.74 Relaxation-Assay

Ansatz:

200rg supercoiled DNA (pBR322

4ul 10x Assay-Puffer

4ul 10x ATP

4ul Kernextrakt

4l Camptothean(aus10QuM) — nur fur Topolla und B und Heterodimer, also pH 7,9; 8,9
und 9,5 bel pH 7,2(Topol) wird dese Volumen durch H,O ausgegli chen

4 ul Substanz

mit H,O auf 40ul Endvdumen

Die Inkubetion der Proben erfolgt fir 30 min bal 37°C. Am Ende der Inkubationszeit werden
8ul 6 xTAE-loading buffer zu jeder Probe pipettiert und de Proben auf ein 1%iges Agarose-
gel geladen.

Nacd einer Elektrophorese in TAE-Puffer mit einer konstanten Spannung von 5//cm Gel
wird das Gel mit 500mg/l Ethidium Bromid 15min anférbt, die resultierende Fluoreszenz mit
UV-Licht undRotfilter detektiert und mit einer Polaroid-Sofortbil dkamera phaographiert.

7.2.7.4.1 Lo6sungen und Puffer

10x Assay Puffer:

1M Tris

800mM L-Glutamat, Na Salz

10mM MgCl,

150ug BSA

mit HCI auf gewiinschten pH titrieren, bel Raumtemperatur lagern

10x ATP-Mix:

10mM ATP

50mM DTT

in 10Qul Aliquas bei -20° C lagern

TAE-Puffer (50x)
2429 Tris
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57,1ml Essgsaure

100ml 0,5M EDTA (pH 8,0

6 XTAE-loading Puffer:

1ml 10x TAE

1 ml geséttigtes Bromphenal blau
1 ml 1M Xylen-Blau

2ml H,O

5 ml 87% Glyzerin

7.2.7.5 Untersuchung der Topoisomerase || mittels Dekatenie-
rungs-Assay

Zur Untersuchung der Topasomerase |1-Aktivitdt wurde Kinetoplasten DNA aus Crithida
fasciulata eingesetzt. Diese DNA zeichnet sich duch ein Netzwerk an Minizirkeln aus, die
sich ausschliefdlich duch Topasomerase |l entwirren lassen. Zur Bestimmung der Aktivitét
werden 270ng Kinetoplasten DNA mit gereinigter Topasomerase |l 1h kel 37°C inkuhert.
Die Reaktion wird duch Erhitzen der Proben fir 5min auf 65°C beendet. Nach Zugabe von
6% Gel-Lade-Puffer erfolgte die Elektrophorese in 1% Agarose mit 0,5 pg/ml Ethidium-
bromid undanschlief3ender Detektion urter UV-Licht. Gereinigte rekombinante Topdsome-
rase || wurde von Herrn Prof. Dr. Fritz Boege von der medizinischen Poliklinik in Wirzburg
zur Verfigung gestellt.

Ansatz:

3 ul Salt-Mix

3 ul Tris-Puffer (100mM, pH 7,9

3,6 ul KCI (1M)

3 ul KDNA

0,1-1pg Topasomerase 1

mit H,O auf 30ul aufftllen

zur Inkubetion mit Substanz den Ansatz mit 3ul Substanz versetzen und deses Volumen an
H,0O abziehen

7.2.75.1 Lo6sungen und Puffer

Salt-Mix

10mM ATP

100mM MgCl,

5-mM DTT, 5mM EDTA
0,3mg/ml BSA
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7.2.8 Medanistische Untersuchungen zur Topo-
Isomerase |

7.2.8.1 Untersuchungdes, Cleavable-Complex*

Zur Untersuchung der Bildung eines terndren Komplexes wird gereinigte rekombinante To-
poisomerase | (200U) fur 30 min bal 37°C mit 250 rg Plasmid-DNA ( pBR322) mit oder oh-
ne Substanz inkukiert. Die Re&ktion wird mit 1% SDS abgestoppt und urter Zusatz von
Img/ml Proteinase K fur weitere 30 min bel 37°C inkulert. Im Anschluf3 an de Inkubation
erfolgt eine Agarosegelelektrophorese mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid in 1% Agarosegel und
Puffer. Die Auswertung erfolgt unter UV Licht.

72811 Losungen

Re&tions-Puffer:
10mM Tris

10mM MgCI2

10mM KCl

0,1mM DTT

10% DM SO pH 7,9

7.2.8.2 Immunoband-Depletion-Assay

Zur weiteren Untersuchung der Bildung eines terndren Komplexes wird gereinigte rekombi-
nante Topasomerase | (200 U) mit 6 pg Kabsthymus DNA mit und ohre Substanz 30 min
bei 37°C inkukiert. Am Ende der Inkubationszeit wird de Re&tion duch Zusatz von 1%
SDS gestoppt. Die Proben werden auf ein 10% SDS-Gel geladen undeiner Elektrophaese
mit anschli ef3endem Western Blot unterzogen (siehe Methoden,Western-Blot). Als Antikérper
diente Anti-human Topasomerase | und ein Goat-anti-human 1gG-Antikorper. Die Detektion
erfolgt tGber die Enhanced Chemiluminiscence Methode (Amersham).

72821 Ldsungen

Re&tions-Puffer:
10mM Tris

2 mM MgCl2
10mM KCI
0,21mM DTT
10% DM SO
pH 7,9
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7.2.9 Untersuchungen von Mikrotubuliproteinen
(MTPs)

7.29.1 Praparation

Die Praparation erfolgt nach dem Verfahren von Shelanski et a. (1973 und beruht auf dem
Prinzip der Aufreinigung durch Zyklen vontemperaturabhéngiger Polymerisation undDepo-
lymerisation.

Die Gewinnung des Proteins wird urter Verwendung von Glyzerin duchgefihrt, was eine
grofdere Ausbeute an Tubuin verspricht.

7.29.2  Gewinnung von glyzerinhaltigem Mikrotubuliprotein

Zur Gewinnung von MTP werden 8031000g schlachtwarmes Rinderhirn benétigt, was ca 3

Hirnen entspricht. Zwischen Schlachtung und Beginn der Aufarbeitung sollten héchstens 2h

liegen, in denen das Hirn auf Eis aufbewahrt werden muf3.

Aufarbeitung:

(1) Hirnhaute, Fett und Blutgefal3e mit der Pinzette entfernen

(2) 2x mit REA-Puffer waschen zum Entfernen der Blutreste

(3) Portionen von je 100y Hirn mit der Schere zerkleinern undin je 60 ml REA-4M mit
Stabmixer oder Ultraturrax homogenisieren

(4) 15 min bei 4°C und 10.00Q zentrifugieren; Uberstand (U1) vorsichtig dekantieren, Vo-
lumen bestimmen und ds Pell et (P1) verwerfen

(5) Uberstand 1h t& 4°C und 100.00g zentrifugieren; erhaltenen neuen Uberstand (U2) de-
kantieren, Volumen bestimmen und s Pell et (P2) verwerfen

(6) zu Uberstand (U2) GTP in einer Endkorzentration von InM pipettieren; 30 min bei 37°C
inkuberen (Polymerisation zeigt sich in einer zunehmenden Viskositét der Ldsung)

(7) nach Ende der Inkubationszeit Losung 1h bei 30°C und 100.009 zentrifugieren, Uber-
stand (U3) verwerfen undtubdinhaltiges Pell et (P3) mit REA waschen

(8) Pellet in eiskaltem REA (¥4 desVolumens von U2) resuspendieren und 30min auf Eis
depadymerisieren lassen

(9) 1h kei 4°C und 100.00entrifugieren, Uberstand (U4) dekantieren, des Pellet (P4) ver-
werfen

(100 U4 mit gleichem Volumen an REA-8M und GTP in Endkorzentration von ImM ver-
setzen und k@ 37°C fur 30 min pdymerisieren

(11) getribte Lésung 1h bei 30°C und 100.00g zentrifugieren, Uberstand (U5) verwerfen
und tubdinhalti ges Pellet (P5) durch Zugabe von eiskaltem REA (1/4 Volumen U4) re-
suspendieren und patern, anschli effend Depo ymerisation 30min auf Eis
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(120 1h kel 4°C und 100.009 zentrifugieren, das Pellet (P6) verwerfen, tubuinhaltigen
Uberstand (U6) diqudieren unddirekt in fliissgem Stickstoff einfrieren, Lagertemperatur
-70°C

7.29.21 Lo6sungen und Puffer

REA-Puffer:

100mM MES

1mM EGTA

0,5mM MgCl;,

mit NaOH pH 6,4 einstellen

REA-4M
wie REA + Glyzerin 4M

REA-8M
wie REA + Glyzerin 8V

GTP-LGsung:
50mM GTPin REA (44mg/1,5ml)

7.2.10 Mikrotubuli-Polymerisationsassay

Im in vitro Polymerisationsasssy madit man sich de Polymerisationsfahigkeit von unwer-
sehrtem Mikrotubuiprotein bel 37°C in Anwesenheit von GTP zu Nutze, um den Einfluf3
verschiedener Substanzen auf diese Polymerisationsfahigkeit zu Gberprifen.

Das Ausmal’d der MTP-Polymerisationist direkt propartional zur Absorption der MTP-LAsung
bei 350 m.

Ansdize:

Positi vkontroll e: 62,5ul Tubuin

437,5ul REA-Puffer
Die Re&tion wird gestartet mit 10ul GTP (aus 50uM 0 1uM im Ansatz); die phaometrische
Mesaung erfolgt bei 350 nm und 37C.
Uber einen Mef3zeitraum von 1520 Minuten wird zu verschiedenen Zeitpunken de Absorp-
tion kestimmt. Nach 20 min wird de Kivette aus dem Phatometer entnommen und 10min
auf Eis gestellt, um die Depaymerisation zu Ulerprifen.
Bel Untersuchung von Substanzen wird der Gesamtansatz mit Substanz 20min auf Eis vorin-
kubiert.
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Hemmstoff- Kontroll en:

Fir die Uberpriifung der Polymerisationshemmung wird Colchicin aus einer Stammlosung
(Img/ml) 1:250 erdiinrt in den Ansatz gegeben (1:25in REA, dann 50ul in Gesamtansatz)
Fir die Uberpriifung der Depolymerisationshemmung wird Taxol aus einer Stammldsung
(Img/ml) 1:120 verdiinrt dem Ansatz hinzugefugt(1:12in REA, dann 50ul in Gesamtansatz)

Ansétze mit Substanz:

Substanz aus 10°M Stammldsung entnehmen

fir 10uM  5pl

fir 20uM 10ul

fir 30uM 15ul

Das Puff ervolumen muf3 entsprechend verringert werden.

7.2.10.1 Immunhistochemische Farbung von Mikrotubulipro-
teinen

Adhédrente Zellen werden 24 hauf Objekttréagern anheften lasen (Zellzahl ca 5000 Zel-
len/Objekttrager) und dann fir eine gewtlnschte Zeit mit Substanz inkubiert. Zur Fixierung
der Zellen werden de OTs elne Stunce in eiskatem Methanad bei -20°C gelagert. Nach wei-
teren 10min in eiskatem Aceonim Kiuhlifadh werden de Objekttrager 3x5min mit PBS ge-
waschen.

90 ul/OT Ziegenserum werden zum Blocken urspezifischer Proteinbindungsdellen zugege-
ben und 30min bal 37°C mit Dedglas in feuchter Warme inkuhiert.

Nadh 30min werden die Dedkgléser entfernt und de Objekttrager kurz mit PBS gesplilt.
Anschlief3end erfolgt die Inkubation mit je 100ul/OT Anti-a-Tubulin Antikorper ( monoKo-
nal, Sigma-lmmunachemicds)(Verdinnung 1:500 in PBS/1%BSA) fur 1h kel 37°C in
feuchter Hitze.

Nacd drei 5Smindtigen Waschgangen mit PBS erfolgt die Inkubation mit 100Qul/OT Cy3-goat
anti mouse 1gG (Dianova)(Verdinnung 1:150n PBS/1%BSA) fur 1h bei 37°C in feuchter
Warme.

Die Objekttrdger werden weitere 3x5min in PBS gewaschen und mit je 30ul Antifa
de/DAPI/Propidiumiod d-Gemisch geférbt.

Die Auswertung der Proben erfolgt mittels Fluoreszenzmikroskopie

7.2.11 Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Analyse ist eine besonders gedgnete immundogische Technik zum
Nadweis von Proteinen in einer Zelle oder Korperfliisggkeit, die nur in geringen Mengen
vorliegen. Sie @moglicht das Auffinden eines bestimmten Proteins in einer komplexen Mi-
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schung. Daflr wird das Protein zunadhst einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophaese unter-
zogen. Die aif dem Gel aufgetrennten Proteine werden dann in einer speziellen Blotting-
Apparatur auf einen Nitrozell ulosefilter Ubertragen (,Blotting”). Diese Technik madit die
Red&ktion mit einem flr ein speziell es Protein spezifischen Antikérper moglich, undes bil det
sich auf der Membran ein Antigen-Antikorper-Komplex. Dieser wird mittels eines sskundiren
Antikorpers schtbar gemadit, der als Konjugat mit einem radioaktiven Molekil oder mit e -
nem bestimmten Enzym (z.B. Peroxidase) zugegeben wird.

Diesruft eine Schwérzungauf einem Rontgenfilm bzw. eine spezifische Farbresktion rervor.

7.2.11.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese(SDS-PAGE)

7.2.111.1 Herstelung eines SDS-Geles und Elektrophor ese

Die Methoce erfolgt nach Laemmli (1970. Die Ldsung fur das Trenngel wird hisca 1 cm
unter den Rand der Glasplatten eingefillt und mit Isobuanad Gberschichtet, um eine glatte
Oberflache zu gewahrleisten. Nach Polymerisation des Trenngels wird der Alkohd sehr
grindich ausgespiilt und das Trenngel mit der Sammelgel-Lésung Uberschichtet, die durch
Einsetzen eines Kammes Taschen erhélt, in die die Proben spéter hineinpipettiert werden.
Nad Polymerisation des Sammelgels wird der Kamm entfernt und das Gel in de Elektropho-
resekammer eingespannt. Die Proben werden urmittelbar vor der Elektrophaese in de Ta
schen geladen.

Die Auftrennung der Proteine afolgt in Elektrophaesepuffer bel einer konstanten Spannung
von 100/.

7.2.111.2 Lo6sungen und Puffer

Tris-Puffer:
Tris-HCI, pH 8,8 15M
Tris-Hcl,pH6,8 0,5M

Acrylamidl6sung (fertig vorhanden vonLife Techndogy):
30% Acrylamid
0,8% N"N"Methylbisacrylamid
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Trenngel:
(Mengen fur ein Minigel)
Konz.Trenngel 8% 10% 12%
H.O 4,72ml 3,3ml 3,44ml
Tris(1,5M) 2,46ml 4,1 ml 2,46ml
Acrylamidldsung 2,66ml 2,44ml 3,94ml
SDS(10%) 98,4l 98,4l 98,4l
APS (10%) 49,2ul 49,2ul 49,2l
TEMED 4,92l 4,92ul 4,92l
Sammelgel:
fir ein Minigel
H>0 1,2ml
Tris (0,5M) 0,5mi
Acrylamidlosung 0,25ml
SDS(10%) 20 UL
APS(10%) 20 pl
TEMED 2 pl
Elektrophaese-Laufpuffer:
Tris 25mM, pH 8,3
Glycin 200mM
SDS 0,1%
SDS-Probenpufer (100ml):
Tris(0,5M) 50ml
Glyzerin 40 ml
[3-Mercaptoethanadl 5%
SDS 1,249
Bromphenalblau 0,169
pH 6,8

7.2.12 Elektroblotting

Die Ubertragung und Fixierung der Proteine vom SDS-Gel auf eine Amersham-
Nitrozell ulosemembran (HybondC) erfolgt nadch der semi-dry Methode [Towbin et a.,1979.
Dafir wird das Gel kurze Zeit in Blotting-Puffer aquili briert, sowie dle Filterpapiere und de

Nitrozell ulosemembran ebenfall s kurz mit Blotting-Puffer getrankt.
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Blotaufbau:

1. Anock

2. 2Filterpapiere

3. Nitrozell ulosefilt er
4. SDS-Gel

5. 2Filterpapiere

6. Kathode

Alle Filterpapiere und de Nitrozellulose werden luftblasenfrei Gbereinander gelegt, was fur
eine @nwandfreie Ubertragung sehr wichtig ist.

Das Blotten erfolgt bei einer Stromstarke von 50mA/Gel fir 90min.

Nadh Abschluf3 des Elektro-Blottings wird die Nitrozellulose fur das Immunolotting weiter-
verwendet.

Nad dem Blotten besteht die Moglichkeit das Gel mit Comasse-Brilli ant-Blue-Ldsung  Uber
Nadt zu farben, da auch bei sehr guter Ubertragung immer noch Proteinreste auf dem Gel
zurlickbleiben, de nach zweistiind ger Entférbung des Gels schtbar werden.

7.2121.1 Lo6sungen und Puffer:

Blotting-Puffer:

Glycin 39mM
Tris 48 mM
SDS 0,03P%6
Methanad 20%
Farbel 6sung:

ComasgeBrilli antBlue

Essgsaure 10%

Entférber:
10% Essgséaure in H,O

7.2.122 |Immunoblotting

Nad Entnahme der Nitrozellulose aus der Blotting-Apparatur wird de Membran zum Blok-
kieren aler nicht mit Protein besetzten Stellen entweder 30 min bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei 4°C in einer frisch angesetzten PBS-3% BSA-LOsung inkuhiert.

Anschliefiend wird de Nitrozellulosemembran mit Primar-Antikorperldsung in bendtigter
Verdinnung 1-1,5 hbei RT inkubert, danach 3x10min mit PBS/Tween (0,3%) gewaschen,
um einen UberschufRan Primarantikorper zu entfernen.
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Die Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundir-Antikorper erfolgt fur 1-1,5 h =
Raumtemperatur, wobei wiederum mit drel Waschschritten mit PBS/Tweean(0,3%) der Anti-
korper-UberschuRentfernt wird.

Zur Detektion der gesuchten Proteine wird die Nitrozellulosemembran 1min in Enhanced-
Chemiluminiscence-Ldsung geschwenkt, die aufgrund der Reaktion mit dem peroxidase ge-
koppelten sekundéren Antikérper Lichtsignale auslost, die aff einem Rontgenfilm eine
Schwarzung hervorrufen.

7.2.13 Untersuchungen zur Apoptose-Induktion

7.2.131 Morphologische Untersuchungen

Morphdogische Verdnderungen von mit Substanz inkubierten Zellen werden duch die An-
farbung von Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI und Sulforhodamin 101 unersucht.
DAPI farbt die DNA des Zell kerns, wéhrend Sulforhodamin 101 ds Zytoplasma anférbt .
Adhérente Zellen werden auf Objekttrager ausgestreut (10000Z€elen/OT) und nach dem An-
wadsen mit Substanz inkulkiert. Am Ende der Inkubationszeit werden die Zellen in Methanad
bei — 20T fur mindestens 1h fixiert, mit dem Farbstoffgemisch angeférbt, im Fluoreszenzmi-
kroskop ausgewertet und phaographiert.

Zell suspensionen wurden in der Kulturflasche bei einer Zell dichte von 1x10%ml inkubiert und
am Ende der Inkubation mit einer Zell-Zentrifuge auf Objekttréger zentrifugiert. Danacd er-
folgte die Farbung und de Detektion im Fluoreszenzmikroskop ( Anregung: 380 rm; Emiss-
on: 488 m).

7.2.13.2 DurchfluRzytometrie

Zur Untersuchung der apoptoseindwzierenden Wirkung von Substanzen wird zusétzlich de
Methode der Durchflul@zytometrie e@ngesetzt. Daftr wurden Petrischalen mit 20 mm Durch-
messr mit 10° Zellen/Schale angesetzt und mit Substanz inkubiert. Die Inkubationszeiten
variierten zwischen 24 und 72 hAm Ende der Inkubetionszeit wurde das Medium abgenom-
men, de Zellen zweima mit PBS gesplit und chnn abtrypsiniert. Dabei wird de gesamte
Flusggkeit in einem 50 ml Rohrchen gesammelt und kel 150-200 x g abzentrifugiert. Das
Pellett wird erneut mit PBS gewaschen und d@nn zur Aufbewahrung bei 4°C in 1Iml Ethanad
(70%). aufgenommen.

Fir die Durchflufytometrie werden de Zellen wieder abzentrifugiert und 10Minuten bel
Raumtemperatur in 500 ul Kernisolationspuffer lysiert. Zur Farbung des Zellkerns und des
Zytoplasmas wird anschlief3end ein Gemisch aus DAPI/Sulforhodamin 101 hnzugefugt und
mindestens 30 min bei RT inkulbert.

Die Mesaung der Fluoreszenz erfol gte mittels Durchflufzytometrie.
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DAPI/ Sulforhodamin 102

TrissHCl, pH 7,6
NaCl

DAPI

SR 101

mit H>O bidest. |6sen

0,2M
0,2M
8 UM
50 uM
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9 Anhang

9.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

911

Wachstumshemmende Wirkung

Tabelle 16a: Wachstumshemmende Wirkung von Alkaloiden, Flavonen und indigoiden Bisindolen, Sul-
forhodamin B-Assay, 72h Inkubation, | Cso [UM]

Substanz LXFL Molt4 HL60 K562 U937 MCF-7 Jurkat
529L
Lycorin 0,09 0,9+0,2| 3+£0,5 2+0,8 | 151 n.b. n.b.
Lycobetain 1,2+0,1| 0,7+0,4| 1,3+0,5| 0,8+ 0,03|2,5+0,3| n.b. n.b.
Baicalin 384 48+ 2 45+ 6 n.b. 44+25| 31+3 n.b.
Baicaein 26+0,7 | 27+3 35+ 6 20+5 n.b. n.b. 22+ 4
Skull cgoflavon | 10+ 2 n.b. 55+05| 22+3 n.b. n.b. n.b.
Wogonin >100 n.b. >100 n.b. n.b. n.b. n.b.
Wogonasid 89+ 11 n.b. n.b. 32+2 n.b. >100 >100
Indirubin 9,7+0,1 >10 4+1 3+x1 >10 | 4,3+2,3| >10
5-Jod-Indirubin 6+0,5 6,7 34+04 | 55+04 08 |45+0,7 6,6
Diphenylbisindd 12+ 3 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Bisinddylindd >50 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Indigo 8x1 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Isoindigo >50 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Deoxytopsentin 55+ 10 28+ 3 44 21,5+0,5| 43+17 8 37
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Tabelle 17h: Wachstumshemmende Wirkung von Inolocarbazolen und Bisindolylmaleimiden, Sulfor ho-
damin B-Assy, 72h Inkubation, 1Cs [UM], (alle Substanzen werden mit 1C abgekiirzt)

Substanz LXFL529L
IC1 41+ 4,2
IC2 6+13
IC3 22+ 3,1
IC 4 0,09+ 0,03
IC5 3,6+ 1,6
IC6 1,8+ 0,4
IC7 3+1
IC8 1,1+ 0,3
IC9 6+1,3
IC 10 3,4+ 0,3
IC 11 50

IC 12 8,6+ 2,4
IC 13 2,8+ 0,2
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9.1.2 Hemmungder Proteinkinase C

Tabelle 17: Inhibierung der Proteinkinase C-Aktivitat an Rohextrakt und nach Inkubation in der Zellkul-

tur, 1Cso [UM ]

Substanz Rohextrakt Zell kultur
Lycorin >100 >100
Lycobetain >100 >100
Baicalin >100 >100
Baicaein >100 >100
Skullcgpflavon 11 n.b >100
Wogonin n.b >100
Wogonasid n.b >100
Indirubin >10 >10
5-Jod-Indirubin >10 >10
Bisinddylindd n.b n.b.
Indigo n.b n.b.
Isoindigo n.b n.b.
Deoxytopsentin >100 n.b.
Inddocarbazol (1C)1 >50 >50
IC2 0,7+0,1 33+3
IC3 2+0,6 >50
IC4 3,6+1,6 34+15
IC5 4+0,2 31+35
IC6 8+0,2 >50
IC7 4,2+0,1 >50
IC8 3,2+0,4 >50
IC9 12,3+ 0,3 >50
IC10 0,4+0,5 3,1+0,1
IC11 >50 >50
IC12 35+1 >50
IC13 3,4+ 0,01 >50
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9.1.3

Hemmung von Topoisomerase | und Il

Tabelle 18 Hemmung von humanen Topoisomerasen (Topo), Topoisomerase | im Relaxationsassay; To-
poisomerase |l im Relaxations- und Decatenationsassy, MIC [uUM]

Substanz Topol (Relaxation) | Topoll (Relaxation) | Topoll (Decdenation)
Lycorin >1000 >1000 >1000
Lycobetain 1 10 10
Baicalin >1000 >1000 >1000
Baicaein 100 100 100
Skullcgpflavon 11 100 100 n.b
Wogonin >1000 >1000 n.b
Wogonasid >1000 >1000 n.b
Indirubin >10 >10 n.b
5-Jod-Indirubin >10 >10 n.b
Bisinddylindd >10 n.b n.b
Indigo >10 n.b n.b
Isoindigo >10 n.b n.b
Deoxytopsentin >1000 n.b n.b
IC1 >1000 n.b. >100
IC2 >100 n.b >100
IC3 >100 n.b >100
IC4 100 n.b >100
IC5 0,1-1 n.b >100
IC6 10 n.b 1
IC7 10 n.b 1
IC8 >100 n.b 1
IC9 >100 n.b 1
IC10 >100 n.b 10
IC11 10 n.b >100
IC12 10 n.b >100
IC13 10 n.b >100
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9.1.4 DNA-Interaktion

Tabelle 19: Ergebnisse aur DNA Interaktion, Hinweise auf DNA-Interkalation im Ethidiumbromidver-
dréngungsassy, Hinweise auf Bindung an die kleine Furche der DNA im Hoechst H33258
Verdrangungsassay, Csq M ]

Substanz Ethidiumbromid-Verdrangung Hoedst H33258
Verdrangung
Lycorin nicht nachweisbar (n.n) n.n.
Lycobetain 10,5+ 2 1,3+ 0,6
Baicalin n.n. n.n.
Baicalein >100 35+5
Skullcgpflavon 11 n.n. n.n.
Wogonin n.n. n.n.
Wogonasid n.n. n.n.
Indirubin *nacdhwei sbar *nachwei sbar
5-Jod-Indirubin *nadwei sbar *nadwei sbar
Bisinddylindd *nadwei sbar *nadwei sbar
Indigo *nacdhwel shar *nadhwel shar
Isoindigo *nadwei sbar *nadweisbar
Deoxytopsentin n.n n.n.
Inddocarbazol(1C)1 >100 18+ 2
IC2 >100 19,5+ 2
IC3 >100 19+ 0,3
IC4 >100 0,7£0,1
IC5 >100 44+15
IC6 >100 2,7+ 0,3
IC7 >100 1,1+ 0,1
IC8 >100 0,9+ 0,1
IC9 >100 24+1
IC10 >100 3+04
IC11 >100 7+0,1
IC12 >100 0,5+0,1
IC13 >100 >20

Fnadhweisbar: |Csq nicht ermittelbar, da die Substanzen sehr friih ausfallen
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9.1.5 Nachweisvon DNA-Strangbrtchen

Tabelle 20: Induktion von DNA-Strangbriiche mittels Einzdzellgelelektrophorese (Comet-Assay), MC

Y

Substanz DNA-Strangbriiche
Lycorin n.n.
Lycobetain 5
Baicalin n.n
Baicalein 50
Skullcgpflavon 11 n.n.
Wogonin n.n.
Wogonasid n.n
Indirubin n.n.
5-Jod-Indirubin n.n.
Bisinddylindd n.n.
Indigo n.n.
Isoindigo n.n.
Deoxytopsentin n.n.
IC1 50
IC2 50
IC3 n.n.
IC4 <10
IC5 50
IC6 50
IC7 50
IC8 10
IC9 50
IC10 50
IC11 50
IC12 50
IC13 50
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9.1.6 Hemmungder Tubulinpolymersiation

Tabelle 21: Hemmung der Tubulinpolymerisation im in-vitro-Polymerisationsassay, | Dso [UM ]

Substanz Inhibierung der Polymerisation
Lycorin n.n
Lycobetain n.n
Baicalin n.n.
Baicalein n.n.
Skull cgpflavon | n.n.
Wogonin n.n.
Wogonasid n.n.
Indirubin *nadhwei sbar
5-Jod-Indirubin *nadhweisbar
Bisinddylindd *nachweisbar
Indigo *nadhweisbar
Isoindigo *nadhwel sbar
Deoxytopsentin n.n.
IC1 n.n.
IC2 n.n.
IC3 n.n.
IC4 n.n.
IC5 n.n.
IC6 n.n.
IC7 n.n.
IC8 n.n.
IC9 n.n.
IC10 n.n.
IC11 n.n.
IC12 n.n.
IC13 n.n.

Fnadhweishar: |Csg nicht ermittelbar, da die Substanzen sehr frih ausfallen




9.1.7 Einfluld auf den Zellzyklus

Tabelle 22. Substanz-induzierter Einflul3 auf den Zell zyklus:

Substanz Zdll zyklus-Veranderung
Lycorin Go/M-Arrest
Lycobetain Go/M-Arrest
Baicain Go/Ge-Arrest
Baicaen G,o/M-Arrest
Skull cgpflavon | n.n.
Wogonin n.n.
Wogonaosid n.n.
Indirubin Nicht signifikant
5-Jod-Indirubin Nicht signifikant
Bisinddylindd n.n.
Indigo n.n.
Isoindigo n.n.
Deoxytopsentin n.n.

IC1 n.b

IC2 n.b

IC3 n.b

IC4 Nicht signifikant
IC5 Go/Gy-Arrest
IC6 n.b.

IC7 n.b.

IC8 Go/Gy-Arrest
IC9 n.b.
IC10 Go/G1-Arrest
IC11 n.b.
IC12 n.b.
IC13 n.b.
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9.1.8 Induktion von Apoptose

Tabelle 23: Nachweis der Induktion von Apoptose mittels mor phologischer und durchfluf3zytometrischer

M ethoden:
Substanz Morphdogie Durchflulizytometrie
Lycorin - +
Lycobetain ++ +
Baicalin + +
Baicaein ++ ++
Skullcgpflavon 11 - -
Wogonin - -
Wogonasid - -
Indirubin - -
5-Jod-Indirubin - -
Bisinddylindd n.b. -
Indigo n.b. -
Isoindigo n.b. -
Deoxytopsentin - -
Inddocarbazol (1C)1 n.b. n.b.
IC2 n.b. n.b.
IC3 n.b. n.b.
IC4 n.b. ++
IC5 n.b.
IC6 n.b. n.b.
IC7 n.b. n.b.
IC8 n.b.
IC9 n.b. n.b.
IC10 n.b.
IC11 n.b. n.b.
IC12 n.b. n.b.
IC13 n.b. n.b.

— nicht nachwei sbar
+ bedingt nachweisbar (kein Sub-G;-Pe&k)
++ nachwei sbar
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