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5. Einleitung

5.1 Maligne Erkrankungen und deren Therapie

Jahrlich erkranken allein in Deutschland tUber 400.000 Menschen an bdsartigen
Neubildungen, also Krebs. Das mittlere Erkrankungsalter betragt bei Frauen
und Mannern 69 Jahre. Die haufigsten Krebsneuerkrankungen bei Mannern
sind Prostata, Darm- und Lungenkrebs, bei Frauen Brustdriisen-, Darm- und
Lungenkrebs. Beim prozentualen Anteil an der Zahl der Krebssterbefélle fuhrt
bei Méannern das Lungenkrebsleiden und bei Frauen das Malignom der
Brustdriise. Die Prognose von Krebserkrankungen ist sehr unterschiedlich und
hangt unter anderem von der Lokalisation und der Art des Tumors ab, aber
auch von Alter und Geschlecht der Erkrankten. Alles in allem ergibt sich eine
relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 58% bei Frauen und 46% bei Mannern

(Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V., 2006).

Die Therapiemoglichkeiten von malignen Erkrankungen umfassen chirurgische
Verfahren, Strahlentherapie sowie die medikamentdse Therapie, zu der auch
die Chemotherapie zahlt. Bei der medikamentdsen Therapie von
Krebserkrankungen werden sehr unterschiedliche Mechanismen und Effekte
genutzt, um Tumorzellen untergehen zu lassen. Die Induktion eines zellularen
“Selbstmordprogramms”, der sogenannten Apoptose, ist ein haufiger
Mechanismus vieler zytotoxisch wirkender Chemotherapeutika und der
Strahlentherapie. Tumorzellen sind jedoch oft dadurch gekennzeichnet, dass
bestimmte Gene dysreguliert sind, die Apoptose-regulierende Proteine kodieren
(Guner, 2003; Sturm, 2003). Hierdurch kann es zu erhohten Leveln anti-
apoptotischer oder erniedrigte Level pro-apoptotischer Proteine kommen, die
zur Resistenz der Zellen gegeniber anti-neoplastischen Medikamenten oder
Strahlentherapie fuhren. Dies kann in der Folge mit Therapieversagen und
schlechter klinischer Prognose einhergehen (Mrozek, 2003). Aus diesem Grund
werden neuartige Medikamente bendtigt, die an dysregulierten apoptotischen
Signalwegen ansetzen oder die Induktion alternativer Zelltod-Signalwege zum

Ziel haben, um Therapieresistenzen zu tberwinden.
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5.2 Ukrain

Das Medikament Ukrain wird von der Herstellerfirma Nowicky Pharma (Wien,
Osterreich) als halbsynthetisches Derivat aus dem Zytostatikum Thiotepa und
dem Alkaloid Chelidonin beschrieben. Chelidonin ist eines der Hauptalkaloide
der Pflanze Schdllkraut (lat. Chelidonium majus), die zur Familie der
Mohngewachse (lat. Papaveraceae) gehort. In der postulierten Struktur des
Ukrain-Molekils soll laut Herstellerangaben (Nowicky Pharma) ein zentrales
Molekdl Thiotepa von drei Molekilen Chelidonin umrundet und kovalent
gebunden sein. Dem Préparat wurden bereits in mehreren Untersuchungen
anti-neoplastische Wirkungen zugeschrieben (Danilos, 1992; Pengsaa, 1992;
Sotomayor, 1992). In letzter Zeit lieRen praklinische Untersuchungen auf eine
vielversprechende antineoplastische Wirksamkeit von Ukrain schlie3en: Ukrain
wird unter anderem eine selektive Zytotoxizitdt gegenuber Tumorzellen
zugeschrieben, ohne dass normales Gewebe nach Applikation des
Medikamentes Schaden nimmt (Hohenwarter, 1992). Kiurzlich konnte
beispielsweise eine Inhibition von Tumorwachstum und Metastasierung eines
Lewis-Karzinoms in C57BI6-Mausen gezeigt werden (Grinevich, 2005). Eine
weitere neue Publikation deutet auf eine hohe Zytotoxizitat Ukrains auf vier
Ewing-Sarkom-Zellen hin, die mit der des etablierten Zytostatikums Etoposid

vergleichbar ist (Lanvers-Kaminsky, 2007).

Zuséatzlich zu den vielversprechenden, praklinischen Daten kommen noch
einige klinische Untersuchungen -vorzugsweise aus dem osteuropaischen
Raum- hinzu, die einen therapeutischen Benefit fur Patienten mit Blasen-,
Brust-, Pankreas-, rektalen oder kolorektalen Malignomen zeigen, die mit
Ukrain als Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapeutika oder
Strahlentherapie behandelt wurden (Kurochkin, 2000; Liepins, 1996;
Roublevskaia, 2000a+b). Trotzdem sind die molekularen Mechanismen der
Ukrain-induzierten Wirkung noch nicht komplett verstanden. Neben der
vorgeschlagenen immunmodulatorischen Wirkung und der Induktion eines
Zellzyklusarrestes wahrend der G2/M-Phase kdonnte womdéglich die Induktion

von Apoptose eine Rolle spielen.
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5.3 Apoptose — Der programmierte Zelltod

5.3.1 Definition und physiologische Bedeutung

Der Begriff Apoptose bezeichnet eine physiologische Form des Zelltods, die
zum Oberbegriff des "programmierten Zelltodes" (engl.: programmed cell death
= PCD) gezahlt wird. Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der embryonalen
Morphogenese, der Gewebehomdostase und der Immuntoleranz. Generell gilt,
dass Proliferation und Zelltod -also Mitose und Apoptose- ein Gleichgewicht in
den Geweben des Korpers gewdahrleisten. Apoptotische Vorgange sind somit
bei einer Vielzahl von Entwicklungsschritten und Regulationsmechanismen in
Metazoen zu beobachten. Ein eindrickliches und oft erwédhntes Beispiel ist die
Entwicklung der Finger beim Menschen, die zu einem frihen Entwicklungs-
zeitpunkt durch interdigitales Gewebe miteinander verbunden sind, das jedoch
durch Apoptose der betroffenen Zellen im Laufe der Entwicklung untergeht
(Jacobson, 1996; Milligan, 1995). Weiterhin werden auf Ebene des
Immunsystems beispielsweise B- und T-Lymphozyten, die Antikérper gegen
korpereigenes Gewebe oder unbrauchbare antigenspezifische Rezeptoren
produzieren, durch Apoptose-Induktion eliminiert (Desoize, 1992). Auch wird
Apoptose bei Zellen und Geweben beobachtet, die infolge von zellularem
Stress wie UV- und -Strahlung, Hyperthermie oder Komplementaktivierung
geschadigt werden. Der Apoptose kommt somit eine physiologische Rolle durch
die Entfernung nicht mehr bendtigter oder unerwiinschter und geschadigter

Zellen zu.

Eine gestorte Regulation apoptotischer Prozesse zeigt sich bei vielen
Krankheiten. So wird beispielsweise eine Verminderung von Apoptose beim
Wachstum maligner Tumoren beobachtet, die sich somit durch ungehemmte
Proliferation ausbreiten kénnen. Eine vermehrte Apoptose hingegen konnte bei
degenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Multipler Sklerose oder
Morbus Alzheimer nachgewiesen werden, aber auch bei AIDS und der
Entstehung des Diabetes mellitus.

Bei der Beschreibung von Vorgangen, die zum Untergang von Zellen und
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Geweben fihren, muss der apoptotische Zelltod klar von nekrotischen
Prozessen getrennt werden. Dies geschah erstmals 1972 als Kerr, Wyllie und
Currie den Begriff "Apoptose” einfuhrten. Wyllie (1980) beschrieb Apoptose als
einen stereotypen Vorgang, bei dem es zu Zellschrumpfung, Kondensation von
Chromatin und Membranausstilpungen mit folgendem Abschniren von
Membranvesikeln ("membrane blebbing”) kommt. Desweiteren wurde die
Chromatinkondensation durch Aktivierung endogener Enzyme beschrieben, die
eine Fragmentierung der DNA zur Folge hat (Wyllie, 1984). Typischerweise
entstehen hierbei DNA-Bruchstiicke, deren Lange ein Vielfaches von 185
Basenpaaren ist (Arends, 1990). Auf der auf3eren Membranseite der Zelle
kommt es in Folge der Apoptose-Induktion zu einer Prasentation von
Phosphatidylserin, das bei intaktem Zustand der Zelle auf der intrazellularen
Seite der Membran ist (Fadok und Henson, 1998). Durch diesen Vorgang wird
die Zelle vom angrenzenden Gewebe als apoptotische Zelle erkannt und von
phagozytosekompetenten Zellen beseitigt. Im Gegensatz zur Nekrose ist die
Apoptose ein regulierter physiologischer Vorgang auf zellularer Ebene, der
typischerweise zu einem Untergang von Zellen ohne begleitende
Entzindungsreaktion des umliegenden Gewebes bzw. dessen Schadigung
fuhrt. Wahrend es bei der Nekrose zu einem Anschwellen der Zelle mit
folgender Lyse kommt und somit zu einem Freiwerden potentiell toxischer und
aggressiver Stoffe aus Zytosol und Organellen, bewirkt Apoptose ein
Schrumpfen der Zelle sowie eine Bildung von Membranvesikeln ("apoptotic
bodies"), die sich von der Zelloberflache abschniren. Durch die Ausschittung
von Lysophosphatidylcholin (LPC), einem sogenannten "eat-me"-Signal der
Zelle (Lauber, 2003) und der oben genannten Prasentation von
Phosphatidylserin an der Membranaussenseite wird ein geregelter und nicht zur
Schadigung des angrenzenden Gewebes fihrender Abbau von Zellen
gewabhrleistet.
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5.3.2 Signaltransduktion der Apoptose

5.3.2.1  Caspasen — zentrale Effektoren des apoptotis chen

Zelluntergangs

Apoptose kann durch ein Vielzahl von Stimuli ausgelost werden, die jedoch alle
dazu fuhren, dass spezialisierte intrazellulare Cystein-Proteasen, sogenannte
"Caspasen” (Cystein-Aspartat-Spezifische-Proteasen), aktiviert werden, welche
die eigentlichen Effektoren apoptotischer Vorgédnge sind (Thornberry, 1998;
Cohen, 1997; Nicholson, 1999).

Caspasen liegen nach ihrer Synthese als katalytisch inaktive Zymogene in der
Zelle vor. Sie weisen eine Prodoméne variabler Lange auf, gefolgt von einer
grol3en p20- und einer kleinen pl0-Untereinheit. Aktiviert werden Caspasen
durch proteolytische Spaltung an spezifischen Aspartat-Resten, die innerhalb
der Prodoméne liegen (Thornberry, 1997). Dies fuhrt zur Bildung
funktionsfahiger Caspasen, bei denen die Prodomanen abgespalten sind und
deren aktives Zentrum in Form eines Heterotetramers, bestehend aus
angelagerten p20-pl0-Untereinheiten, vorliegt. Auf diese Weise aktivierte
Caspasen fiuhren zur Prozessierung bzw. Degradierung einer Vielzahl von

Substraten, die mit der Apoptose in Verbindung stehen (Lavrik, 2005).

Das menschliche Genom codiert 11 unterschiedliche Caspasen (Salvesen,
2004), die in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden kdnnen, so
beispielsweise in Abhangigkeit ihrer Substratspezifitat (Thornberry, 1997), der
Zusammensetzung ihrer Domanen (Denault und Salvesen, 2002) oder ihrer
Funktion (Nicholson, 1999). Typischerweise werden Caspasen anhand ihrer
Prodomane und ihrer Funktion in drei Gruppen eingeteilt: In der ersten Gruppe
werden die Caspasen-1, -4 und -5 zusammengefasst. Sie spielen eine Rolle bei
der Bildung des sogenannten "Inflammosoms" und fihren zur Aktivierung der
Zytokine IL-1 und IL-18, die wichtig im Zusammenhang mit der Immunantwort
auf mikrobielle Pathogene sind (Martinon und Tschopp, 2004). Zur zweiten
Gruppe gehdren "Initiator"-Caspasen mit wiederum langer Prodomé&ne und zur

dritten Gruppe die "Effektor’-Caspasen mit kurzer Prodomane. Die Termini
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"Initiator" und "Effektor" beschreiben die jeweiligen Caspasen funktionell.
Wahrend die Initiator-Caspasen am Anfang der Caspasen-Kaskade und somit
deren sukzessiver Aktivierung stehen, sind die Effektor-Caspasen am Ende der
Kaskade zu finden. Diese Funktionaltat schlagt sich auch im molekularen
Aufbau der Proteasen nieder: Initiator-Caspasen wie beispielsweise Caspase-8,
-9 oder -10 haben lange Prodomé&nen mit sogenannten CARD- (Caspase
Recruitment Domain) und DED- (Death Effector Domain) Motiven, die sie zur
Interaktion mit anderen Proteinen befahigen (Fesik, 2000). Effektor-Caspasen
wie beispielsweise die Caspasen-3, -6 und -7 haben keine CARD- oder DED-
Motive, sind jedoch fur die irreversible Degradierung der meisten zellularen
Proteine und Strukturen nach ihrer Aktivierung durch Initiator-Caspasen
verantwortlich. lhre Substrate umfassen elementar wichtige Proteine aus den
folgenden Bereichen einer Zelle: Zytoskelett, Zellzyklus und Replikation,
Transkription und Translation, DNA-Reparatur, Proteinkinasen,
Zytokinvorstufen etc. (Schwerk und Schulze-Osthoff, 2003). Durch diese Effekte
lassen sich folgende Konsequenzen fur die betroffene Zelle ableiten:
Zellzyklusarrest, Inaktivierung von Reparaturmechanismen, Degradierung
wichtiger molekularer Strukturen, Verlust der Zellintegritat und Kennzeichnung

der Zelle fur die Phagozytose.

Die Aktivierung von Caspasen erfolgt entweder Uber den sogenannten
Todesrezeptor-Signalweg (extrinsischer Signalweg) oder den mitochondrialen

Weg (intrinsischer Signalweg), die im Folgenden vorgestellt werden.

5.3.2.2 Der Todesrezeptor-Signalweg

Einfluisse vom extrazellularen Raum koénnen Uber membranstandige
Rezeptoren Apoptose in Zellen auslésen. Zu den Rezeptoren, die nach Bindung
spezifischer Liganden die intrazellulare Apoptosekaskade aktivieren, gehoren
die in den meisten Geweben exprimierten "Todesrezeptoren”, die zur
Superfamilie der TNF- (Tumor Necrosis Factor) Rezeptoren gehoren
(Leithauser, 1993; Trauth, 1989). Bisher sind acht Todesrezeptoren
beschrieben: TNFR1 (auch DR1, CD120a,p55 und p60), CD95 (auch DR2,
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APO-1 and Fas), DR3 (auch APO-3, LARD, TRAMP und WSL1), TRAILR1
(auch DR4 und APO-2), TRAILR2 (auch DR5, KILLER und TRICK2), DR®,
Ectodysplasin-A-Rezeptor (EDAR), NGFR (French und Tschopp, 2003; Wajant,
2003a+b). Sie sind neben der Transduktion apoptotischer Signale an weiteren
grundlegenden biologischen Prozessen wie Differenzierung, Proliferation oder
Aktivierung -hier besonders bei Lymphozyten- beteiligt (Locksley, 2001). Den
Todesrezeptoren ist gemein, dass sie extrazellular zwei bis sechs Cystein-
reiche Domé&nen und intrazellular DD-(Death Domain) Motive aufweisen
(Bodmer, 2002). Diese homologen Doménen sind ca. 80 Aminosauren lang und

essentiell fur die Auslésung der Apoptose (Tartaglia, 1993).

Der Todesrezeptor CD95 trimerisiert nach Bindung eines spezifischen Liganden
und es entsteht umgehend ein Komplex aus mehreren Proteinen, der
sogenannte DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Peter und Krammer,
2003), wie Abbildung 1 verdeutlichen soll. In diesem Komplex bindet die
intrazellulare Todesdoméane (DD) des Rezeptors Uber eine homophile
Interaktion an die Todesdomane des Adapterproteins FADD (Fas-Associated
Death Domain containing protein). FADD weist zusatzlich am N-terminalen
Ende eine DED auf, die es wiederum erlaubt an Procaspasen zu binden, die
ebenfalls eine DED tragen. Dies sind unter den Initiator-Caspasen die
Caspasen-8 oder -10 (Muzio, 1996). Kommt Caspase-8 in die Nahe des DISC,
so erfolgt gemall des "induced-proximity"-Modells, welches davon ausgeht,
dass die beteiligten Proteine bei raumlicher Anndherung eine Reaktion
eingehen- sofort ihre autoproteolytische Aktivierung und somit das Ausldsen der
Apoptose-Kaskade (Medema, 1997; Salvesen und Dixit, 1999). Auch die
ebenfalls Todesdoméanen aufweisende Caspase-10 wird zum DISC rekrutiert
und ebenso wie Caspase-8 prozessiert (Sprick, 2002), doch ist ihre Funktion
bisher weitgehend unklar. Der DISC rekrutiert desweiteren das katalytisch
inaktive Protein cFLIP (cellular FLICE-Inhibitory Protein), das auch
Todesdomanen aufweist, jedoch die Prozessierung von Caspase-8 und -10
-und somit die Apoptose- inhibiert (Krueger, 2001; Peter und Krammer, 2003;
Scaffidi, 1999a+b).
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Abb.1: Die apoptotischen Signalwege.  Todesrezeptoren wie CD95- oder TRAIL-Rezeptoren
werden von Liganden aktiviert und leiten das Signal weiter Gber das Adapterprotein FADD, das
Uber eine Todesdoméne an den intrazellularen Rezeptor-Teil bindet. FADD bindet Uber die
Todeseffektordoméne an die inaktive Procaspase-8, die sich in der Folge selbst spaltet und
aktiv wird. Weiter downstream kommt es zur Aktivierung von Effektorcaspasen. Zellulare
Stressoren wie z. Bsp. Chemotherapeutika fihren tber Aktivierung von Mitgliedern der Bcl-2-
Familie zu einer Permeabilisierung der auferen Mitochondrienmembran und somit zum
Austreten von Proteinen aus dem intermembranaren Raum. Hierzu gehért u. a. Cytochrom c,
das zusammen mit APAF-1 die Initiator-Caspase-9 aktiviert, die wiederum Effektorcaspasen
aktiviert. Eine Querverbindung der beiden Signalwege ist in manchen Zellen durch Bid
gegeben, das durch die aktivierte Caspase-8 in t-Bid (truncated Bid) tberfiihrt werden kann und
Apoptose Uber den mitochondrialen Weg auslésen kann. Modifiziert nach Los et al., 1999.

5.3.2.3 Der mitochondriale Signalweg

Der mitochondriale Apoptoseweg ist charakterisiert durch einen Uber den
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials m ausgeldsten
apoptotischen Zelluntergang. Als Antwort auf bestimmte Stimuli kommt es zu
einer Permeabilisierung der auf3eren Mitochondrienmembran (kurz MOMP:
"mitochondrial outer membrane permeabilization”), die zu einer Diffusion von

Proteinen aus dem intermembranédren Raum in das Zytosol fuhrt (Danial and
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Korsmeyer, 2004). So diffundiert auch Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium
und fuhrt zur Oligomerisierung des Adapterproteins APAF-1 (“apoptotic
protease activating factor-1"). APAF-1 induziert die Dimerisierung der Initiator-
Caspase Caspase-9. In der Folge kommt es zur Aktivierung von Effektor-
Caspasen wie Caspase-3 und -7. Letztendlich kommt es hierdurch zur
Degradation zellularer Proteine und im Laufe dessen zum apoptotischen

Zelluntergang.

Es sind eine Fiulle von proapoptotischen und anti-apoptotischen Proteinen
bekannt, die nach Stimulation interagieren kdnnen und fir den mitochondrialen
Apoptoseweg relevant sind. Ergebnis dieser Wechselwirkungen ist dann
entweder das Uberleben der Zelle oder der apoptotische Zelluntergang. Eine
Gruppe von Proteinen, die das Uberleben der Zelle sichern kénnen, umfasst die
Bcl-2-Familienmitglieder Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1 und Bcl-B. Sie schiitzen
die Zelle vor diversen zytotoxischen Stress-Stimuli. Zwei andere Gruppen von
Proteinen, die auch zur Bcl-2-Familie gehoren, haben hingegen

proapoptotische Wirkungen. Dies sind:

(1) Proteine, die groRe Ahnlichkeit mit Bcl-2 aufweisen und mit dem Protein
mehrere Domanen gemein haben, besonders die sogenannten drei “Bcl-2-
homologen”-Doménen (BH1, BH2 und BH3). Man nennt diese Proteine
deswegen auch Multi-Domain  Proteins (MDPs). Vertreter sind

beispielsweise Bax, Bak, Bok.

(2) Die andere proapoptotische Sub-Familie wird gebildet durch die
sogenannten BH3-only Proteine (BOPs) wie Bid, Bim, Bad, Puma, Noxa,
Bik, Bmf und Hrk, die sich bis auf die identische BH3-Domane stark von
einander sowie von Bcl-2 unterscheiden. Fir die proapoptotische Wirkung
ist die BH3-Domane ausschlaggebend (Huang, 2000; Willis, 2005).

MDPs scheinen eine intrinsische Zelltod-induzierende Aktivitat zu besitzen. Im
Gegensatz dazu benutzen BH3-only Proteine die BH3-Domaéne lediglich, um
den Einfluss anderer Mitglieder der Bcl-2-Familie zu modulieren, entweder zur

Suppression anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 und Bcl-xL oder zur
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Aktivierung von MDPs wie beispielsweise Bax und Bak (Lindsten, 2000; Wei,
2001; Zong, 2001). Sie kontrollieren das MOMP, indem sie sich an
Mitochondrienmembranen oligomerisieren und fihren somit zu noch nicht
komplett verstandenen Defekten in der &aul3eren Mitochondrienmembran
(Green, 2005; Newmeyer, 2003), die zu einem Freiwerden intramitochondrialer
Proteine fuhren (Kuwana, 2002). Die beiden proapoptotischen Proteine Bax und
Bak, die drei BH-Domanen gemein haben, scheinen hierbei essentiell fur
MOMP zu sein (Wei, 2001). Bcl-2 und Bcl-xL wirken in diesem Zusammenhang
hingegen als upstream-Modulatoren, welche die Apoptose-promovierenden
Aktionen der MDPs an mitochondrialen Membranen antagonisieren (Cheng,
2001; Wei, 2001).

Viel spricht dafur, dass die proapoptotischen Proteine in einem inaktiven
Zustand vorliegen bevor sie funktionell in Erscheinung treten. Bax liegt
beispielsweise in den meisten Geweben eher im Zytosol als an Membranen von
Zellorganellen vor und transloziert erst nach Zelltod-Stimuli zu den
Mitochondrien (und zum Endoplasmatischen Retikulum). Als Antwort auf
apoptotische Stimuli andert Bax seine Konformation, bildet Dimere und fugt sich
in Membranen ein. Die beiden anderen MDPs, Bak und Bok, scheinen
hingegen konstitutiv an Membranen verankert zu sein (Green, 2005; Kuwana,
2002; Nechushtan, 1999; Newmeyer, 2003; Wei, 2001).

Stress-induzierte Apoptose setzt das Vorhandensein von MDPs und BOPs
voraus. BOPs scheinen als “Schadens-Sensoren” zu agieren sowie als direkte
Bcl-2-Antagonisten (und anderer Uberlebens-Proteine) wahrend Bax- und Bax-
like-Proteine weiter downstream die Permeabilisierung von Membranen der
Mitochondrien sowie des Endoplasmatischen Retikulums verursachen. Unter
den bereits mehr als 20 bekannten BOPs konnte bisher erst fur Bid und Bim
gezeigt werden, dass sie an MDPs binden und diese aktivieren kdénnen
(Strasser, 2000; Wei, 2000).

Das BH3-only-Protein Bid hat in diesem Zusammenhang eine besondere

Stellung, denn es stellt eine Verbindung zwischen dem Todesrezeptor-Weg und
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dem mitochondrialen Apoptoseweg her. Uber eine Caspase-8-induzierte
Spaltung von Bid in tBid (truncated Bid) kann es zu einem Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials m mit Freiwerden von Cytochrom c und
Aktivierung des Apoptosoms kommen (Wajant, 2002). Bid-Aktivierung fuhrt
hierbei zur Oligomerisierung von Bak und Bax, wodurch sich Poren in der
Mitochondrienmembran bilden und Cytochrom c austritt (Korsmeyer, 2000). Die
Aktivierung dieses Signaltransduktionsweges hangt aber auch von der Zellart
ab und gewabhrleistet vor allem in Zellen mit insuffizienter Rekrutierung von
FADD und Caspase-8 zum DISC nach Todesrezeptorstimulation das Ausfiihren
der Apoptose (Luo, 1998; Rudner, 2005).

5.4 Fragestellung

Dem Medikament Ukrain werden antineoplastische Eigenschaften
zugeschrieben, Uber die diesbezlgliche Signaltransduktion ist jedoch wenig
bekannt. Bisher gibt es nur wenige Publikationen, die glaubwirdige und valide
Daten Uber die molekularen Wirkmechanismen von Ukrain beschreiben. Auch
alle bisher erfassten klinischen Studien mit Ukrain werden in einer aktuellen
Metaanalyse als methodisch nicht einwandfrei kritisiert, wenngleich die Autoren
eine antineoplastische Wirksamkeit des Medikamentes fir belegt erachten
(Ernst und Schmidt, 2005).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse zytotoxischer Effekte des
Medikamentes Ukrain. Hierbei richtet sich das Hauptaugenmerk auf die Potenz
des Praparates zur Apoptoseinduktion in einem T-Lymphom-Modell. Mit Hilfe
verschiedener Zellklone soll die Beteiligung der beiden Hauptsignalwege,
namlich des Todesrezeptor- und des mitochondrialen Signalweges, auf ihren
Einfluss beziglich der Ukrain-induzierten Effekte hin untersucht werden.
Chelidonin gilt als Hauptalkaloid von Schéllkrautextrakten und ist in Ukrain
enthalten, so dass in der vorliegenden Arbeit auch die mdglichen Apoptose-
induzierenden Effekte dieses bisher in der Literatur kaum beschriebenen
Alkaloids untersucht werden.

Aufgrund zweifelhafter Herstellerangaben zur molekularen Struktur von Ukrain
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(Panzer, 2000) wurde zudem dessen Zusammensetzung untersucht: Die
benutzten Chargen werden massenspektrometrisch analysiert (Fremddaten Dr.

Kammerer, Klinische Pharmakologie, Universitat Tubingen).

Letztendlich soll diese Arbeit die zellularen Mechanismen erortern, die
Grundlage fur die bisher gemachten Beobachtungen zur Wirksamkeit von
Ukrain auf verschiedene Tumorentitdten sind. Dartber hinaus soll geklart
werden inwiefern Alkaloide aus dem Schollkraut Verursacher der beobachteten
Effekte sind.
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6. Material

6.1 Zelllinien
6.1.1 Jurkat T-Zell-Lymphom Zellen

Jurkat T-Lymphom-Zellen wurden urspriinglich 1976 aus dem Blut eines 14-
jahrigen Jungen enthommen, der an einer akuten lymphoblastischen Leuké&mie
erkrankt war. In der vorliegenden Arbeit wurden Jurkat Vector, Jurkat A3- und
Jurkat J16-Zellen benutzt. Dartuber hinaus wurden verschiedene Sub-Klone
dieser Zellinie mit definierten genetischen Verdnderungen eingesetzt, darunter
Caspase-8-negative, Fas-Associated-Death-Domain-negative (FADD-negative)
Zellen, Jurkat-Zellen, die eine dominant-negative Variante der Caspase-9
exprimieren (Caspase-9 DN) und c-FLIP-L-exprimierende Zellen (cellular
FLICE-like inhibitory protein). Jurkat J16 und Jurkat c-FLIP-L-exprimierende
Zellen wurden freundlicherweise von J.Tschopp (Epalinges, Schweiz) zur
Verfigung gestellt. CD95/TRAIL-resistente Jurkat-Zellen, Bcl-2- und Bcl-xI-
Uberexprimierende Jurkat-Zellen wurden verwendet (Belka, 2000; Jendrossek,
2003 b; Rudner, 2001). Jurkat A3 T-Lymphom-Zellen wurden tber die American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) bezogen. CD95/TRAIL-
resistente Jurkat A3 Zellen wurden durch Dauerkultur infiziert und mit
steigenden Konzentrationen an aktivem CD95 und TRAIL erhalten. Jurkat-
Zellen sind Suspensionszellen und wurden in RPMI-1640-Medium kultiviert, das

mit 10% FCS und 5% Penicillin und Streptomycin angereichert wurde.
6.1.2 Chang Zellen (Konjunktivalepithel-Zellen)

Als Modell fir Normalgewebszellen kamen humane Konjunktivalepithelzellen
(Chang-Zellen) zum Einsatz, die ebenfalls von der ATCC bezogen wurden. Sie
wurden in RPMI-1640-Medium kultiviert, das mit 5% FCS versetzt wurde.
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6.2 Gerate

Brutschranke
Elektrophoresekammer
FACS

Filmentwickler
Mikroskop

Schuttler

Sterilbank

Tankblot

Zentrifugen

6.3 Verbrauchsmaterial

1,5 ml ReaktionsgefalRe
Einfrierréhrchen
Falcon-Tubes
Filterpapier

Kopierfolie
PVDF-Membran
Rontgenfilm
Zellkulturflaschen

Heraeus Instruments
Biometra

Becton Dickinson

Sterling, Diagnostic Imaging
Wilovert, Wild Leitz
Biometra

Heraeus Instruments
BioRad

Hettich (fur Zellkultur)
Eppendorf (Tischzentrifuge)

Eppendorf

Greiner

Falcon, Becton Dickinson
Whatman 3MM

Xerox

Pharmacia, Freiburg, Deutschland
Hyperfilm, Amersham / Kodak

Falcon
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6.4 Chemikalien

Allokryptopin Sigma

APS Sigma
b-Mercaptoethanol Sigma

Biocoll Biochrom-Seromed
Bromphenolblau Sigma

CCCP Sigma

Chelerythrin Sigma

Chelidonin Sigma

DMSO Sigma

EDTA Sigma

Etoposid Alexis Biochemicals
FCS Gibco

FITC-VAD Promega

Glycerin Sigma

Glycin Sigma
Kulturmedium RPMI Gibco
Penicillin/Streptomycin Sigma

Protopin Sigma
Rainbowmarker Amersham
Sanguinarin Sigma
Schollkrautextrakt Caesar & Loretz (Hilden)
SDS Sigma

SDS-Puffer 10-fach Roth

Streptomycin Invitrogen

TEMED Roth

TMRE Mobitech

Tris-HCI Merck

Trisbase Merck

Trypanblau Sigma

Tween 20 Sigma

Ukrain Nowicky Pharma

Z-VVAD-Caspasen-Inhibitor

Alexis Biochemicals
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6.5 Puffer und Losungen

CST-Lyse-Puffer

Sammelpuffer

Transferpuffer

Trennpuffer

TBS

PBS

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerol

50 mM DTT

0,01% (w/v) Bromphenolblau

0,5 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
mit HCI auf pH 6,8 eingestellt

0,19 M Glycin

25 mM Tris-Base
20% (v/v) Methanol
0,3% (v/v) SDS, 20 %
pH 8,3

0,15 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
auf pH 8,8 mit HCI eingestellt

10 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
pH 8,0

9,7 mM NacCl
1,5 mM KCI
0,14 M NaHPO,
2,7 mM KH,PO,
pH 7,4
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6.6 Antikoérper und Liganden

Anti-Caspase-3 (Rabbit)
Anti-Caspase-3, cleaved
Anti-Caspase-8
Anti-Caspase-9

PARP (Rabbit)
Anti-PARP, cleaved (Rabbit)
Anti-Bcl-2 (Mouse)
Anti-Bim (Rabbit)
Anti-Bak NT (Rabbit)
Anti-Bad (Rabbit)
Anti-Bid (Rabbit)

TRAIL

Anti-IgG (Mouse, Rabbit)

Anti-1gG (Schaf)

7. Methoden

7.1 Zellkultur

Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland)
Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland)
BioCheck (Munster, Deutschland)

Upstate (Hamburg, Deutschland)

Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland)
Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland)
Santa Cruz Biotech (Heidelberg, Deutschland)
Pharmingen (Heidelberg, Deutschland)
Upstate (Hamburg, Deutschland)

Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland)

R & D Systems (Wiesbaden, Deutschland)
R & D Systems (Wiesbaden, Deutschland)

Peroxidase-gekoppelte Sekundar-Antikorper,
Santa-Cruz-Biotech (Heidelberg, Deutschland)

Peroxidase-gekoppelte Sekundar-Antikorper,
Amersham-Pharmacia Biotech (Freiburg,
Deutschland)

Die Zellen wurden bei 37,0C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit, 100 g/ml
100 U/ml

Deutschland) kultiviert. Chang-Zellen wurden mit 5%-igem FCS und ohne

Streptomycin  und Penicillin  (Invitrogen-Gibco, Karlsruhe,

Streptomycin sowie Penicillin kultiviert.

7.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden etwa 1 x 10’ Zellen abzentrifugiert und das Pellet in
1,5ml Einfriermedium (75 % RMPI, 20 % FCS, 5 % DMSO) aufgenommen. Die
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Zellen wurden in flussigem Stickstoff bei einer Temperatur von -196C stufen-
weise eingefroren.

Das Wiederauftauen erfolgte im Wasserbad bei 37C. Anschliel3end wurden die
Proben einmal mit Medium gewaschen, in Kulturmedium aufgenommnen und in
Kulturflaschen Uberfihrt. Nach zwei Tagen erfolgte dann zur Abtrennung toter
Zellen mit dem Ficoll-Aufreinigungsverfahren. Hierbei wurden die Zellen
zunachst pelletiert (5 Minuten, 500xg) und dann wieder in 5ml Zellkulturmedium
geldst. Die Zellsusupension wurde anschliel3end vorsichtig auf 5ml vorgelegte
Ficoll-Losung  geschichtet.  Hiernach  folgte ein  zwanzig-minitiger
Zentrifugationsvorgang (500xg, ohne Bremse). Der Interphasering, in dem die
lebenden Zellen angereichert vorliegen, wurde abgenommen, in 5ml
Zellkulturmedium Uberfuhrt und vorsichtig durchmischt. Nach erneuter
Zentrifugation (5 Minuten, 500xg, mit Bremse) wurde das Pellet wiederum in 5
ml Zellkulturmedium gel6st, in die Kulturflasche tGberfiihrt und diese schliellich

mit 15-20ml Zellkulturmedium aufgefullt.

7.3 LOosungen

7.3.1 Ukrain

Das Praparat “Ukrain” wurde von der Firma Nowicky Pharmaceuticals (Wien,
Osterreich) in einer Konzentration von 1mg/iml (bezogen auf das “Ukrain-
Molekdl)” zur Verfugung gestellt. Hierbei handelt es sich um eine braun-
gelbliche Flussigkeit, die den Herstellerangaben entsprechend gelagert wurde.

Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 5pg/ml, 10pg/ml und 50pug/ml Ukrain.
7.3.2 Schollkrautalkaloide

Die Alkaloide Chelidonin, Chelerythrin, Sanguinarin, Protopin und Allocryptopin
wurden von Sigma-Aldrich  (Minchen, Deutschland) erworben. Zu
Versuchszwecken wurden Stammldsungen der einzelnen Stoffe hergestellt.
Hierzu wurden Allocryptopin, Chelerythrin und Protopin in Wasser, Chelidonin

in DMSO und Sanguinarin in Methanol gelost. Die Konzentrationen der
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einzelnen Stammldsungen betrugen 1mM, 10mM oder 100mM.

7.3.3 Schoéllkrautextrakt

Der Nativ-Extrakt der Schollkraut-Pflanze lag in 58% Ethanol gelost vor. Nach
Herstellerangaben beinhaltete die Losung des Nativ-Extraktes 0,35% (w/w)
alkaloide Bestandteile, die als Gehalt am Hauptalkaloid Chelidonin angegeben
waren. Zu Versuchszwecken wurde eine Stammldsung von 1mM Chelidonin

hergestellt.

7.3.4 Sonstige

Das Medikament Etoposid wurde in DMSO gel6st. Es wurden Stammldsungen

in den Konzentrationen 1uM, 10uM und 25uM hergestellt.

Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester (TMRE) zur durchflusszytometrischen Mes-
sung der Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials (  m) (Firma Mo-
bitec, Gottingen, Deutschland) wurde in Wasser geldst und es wurde eine 25uM

Stammldsung hergestellt.

Hoechst 33342 (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) und Propidium-Jodid
(Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) wurden in Wasser geldst und bei 4°C
(Hoechst 33342) und -20° C (Propidium-Jodid) aufbew ahrt. Hoechst 33342
wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml und Propidium-Jodid in einer
Konzentration von 0,1 pg/ml im Versuchsansatz angewandt. Fur Zytotoxizitats-
Assays wurde Trypan-Blau (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in einer

0,04%-L6sung verwendet.

Bei Versuchen mit dem irreversiblen Pan-Caspasen-Inhibitor zVAD-fmk (Z-Val-
Ala-DL-Asp-fluoromethylketon), der in DMSO gel6st wurde, wurde eine
Konzentration von 30 uM im Versuchsansatz eingestellt. Die Proben wurden 2

Stunden vor der Behandlung mit anderen Stoffen zum Ansatz hinzugegeben.
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7.4 Behandlung der Zellen
7.4.1 Quantifizierung der Apoptose mittels Durchflus szytometrie
Die Durchflusszytometrie (“FACS” = Fluorescence Activated Cell Sorting)

ermoglicht das Zahlen sowie die Analyse von physikalischen Eigenschaften von
Zellen und einzelnen Molekilen in einem FlUssigkeitsstrom. Sie ist ein
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von speziell markierten, intrazellularen
Proteinen (oder von Oberflachenmolekilen). Die zu untersuchenden Zellen
werden “hydrodynamisch fokussiert”, d. h. in einer Lésung einzeln an einem
gebindelten Laserstrahl (Argonlaser, Wellenlange 488nm) mit geeigneter

Wellenlange vorbeigefuhrt.
7.4.2 Messung der Zellmorphologie

Nach Auftreffen der Laserlichtes auf die Zellen entsteht ein fur die jeweilige
Zellmorphologie charakteristisches Streulicht, das in ein “Vorwarts”™- (engl.:
Forward Light Scatter = FSC) und ein “Seitwarts™ (Side Scatter = SSC)
Streulicht eingeteilt werden kann. Ersteres beschreibt die GroRe der
untersuchten Zellen und zweiteres die intrazellulare Granularitat. Bei dieser Art
der Untersuchung wahlt man als Visualisierung zumeist ein “dotplot™-Diagramm,
bei dem jede einzelne Messung als Punkt in einem Diagramm abgebildet wird,
das auf der x-Achse die Seitwartsstreuung und auf der y-Achse die
Vorwartsstreuung darstellt. Apoptotische Zellen sind im Vergleich zu vitalen
Zellen eher klein und weisen einen hohen Grad an intrazellularer Granulierung
auf. Somit kann mit der oben beschriebenen Analyse eine Aussage Uber den
Gehalt einer Probe an apoptotischen und nicht-apoptotischen Zellen anhand
ihrer morphologischen Eigenschaften getroffen werden. Zur Messung des
wurden 2 x 10° Zellen abzentrifugiert (500xg, 5 min) und dann in 300 pl
Zellkulturmedium aufgenommen oder die Daten wurden parallel zu TMRE- oder
FITC-VAD-Messungen erhoben.
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7.4.3 Messung der Reduktion des mitochondrialen
Membranpotentials m

Mit Hilfe des lipophilen, kationischen (positiv geladen) und potentialsensitiven
Farbstoffes TMRE (Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester) kann eine Messung des
mitochondrialen  Membranpotentials m vorgenommen werden. In
Abhéngigkeit dieses Potentials verteilt sich TMRE unterschiedlich im
zytosolischen Raum und in Mitochondrien (negativ geladen). Das Verhaltnis
von zytosolischem und mitochondrialem TMRE gibt Auskunft iber . TMRE
wird durch die Wellenlange des Lasers angeregt und emittiert daraufhin Licht
einer differenten Intensitat. Die Intensitat des Signals verkleinert sich mit der
Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials.

Zur Darstellung wird ein Histogramm verwendet, bei dem die gemessene
Intensitat des emittierten Lichts in einer Haufigkeitsverteilung aufgetragen ist.
Apoptose fuhrt charakteristischerweise zu einer (friihen) Reduktion bzw. einem
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, das in der Folge zum

Untergang der betroffenen Zellen fihrt.

Als Positiv-Kontrolle wurden Zellen mit CCCP (Carbonylcyanid-m-
Chlorophenylhydrazon), einem effektiven Depolarisations-Agens, behandelt, mit
dem bei jeder Mel3reihe ein vollstdndiger Zusammenbruch der mitochondrilaen
Membran exemplarisch dargestellt werden kann.
Zur Messung des  n wurden die Zellen abzentrifugiert (500xg, 5 min), dann in
einer 25nM TMRE-L6sung aufgenommen und fir 30 Minuten bei 37C
inkubiert. Jeweils eine Probe wurde mit 1puM CCCP inkubiert und als
Positivkontrolle fur eine komplette Depolarisation der mitochondrialen Membran

benutzt.
7.4.4 Messung der Caspasen-Aktiverung

Die Aktivierung von Caspasen wurde mit Hilfe von CaspACE® FITC-VAD-fmk
gemessen, einem zellpermeablen Pan-Caspaseninhibitor, der irreversibel an
Caspasen bindet. Bei Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes

durch den Laserstrahl und folgender Abgabe der Energie wird Energie in Form
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von Photonen frei, die von einem Photodetektor registriert wird. Die
Konzentration an Photonen, die registriert wird ist proportional der Menge des
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes und somit zur Menge an aktiven
Caspasen. Die Darstellung der Analysen erfolgte mit Hilfe eines Histogramms,
bei dem die Intensitat der gemessen Photonen in einer Haufigkeitsverteilung

aufgetragen ist.

Zur Messung des Caspasen-Aktivierung wurden 2 x 10° Zellen abzentrifugiert
(500xg, 5min), dann in 300 pl einer 10 pM CaspACE® FITC-VAD-fmk-Losung
aufgenommen und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
wurden die Zellen in einem “Waschvorgang” abzentrifgiert (500xg, 5min) und in
300 ul PBS aufgenommen. Anschlieend folgte ein  weiterer
Zentrifugationsgang (500xg, 5min), wonach das Pellet erneut in 300ul PBS

resuspendiert wurde.
7.4.5 Vitalitditsmessung
7.4.5.1  Trypan-Blau Farbung

Zur Bestimmung der Zahl lebender und toter Zellen wurden die in der
Zellkulturflasche suspendierten Zellen mit einer 1:10 verdinnten Trypan-Blau-
Ldsung (gel6st in PBS) in einem Verhaltnis von 1:1 versetzt und anschlie3end
in einer Neubauer-Zahlkammer unter Zuhilfenahme eines Lichtmikroskopes
gezahlt. Die Zytotoxizitat von Ukrain wurde ebenfalls mit Hilfe der Trypanblau-
Anfarbung gemessen. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der in anionischer
Form an Zellproteine bindet. Er gelangt durch defekte Zellmembranen von toten
Zellen und tragt somit zur Blauverfarbung des Zytosols bei. Trypanblau wurde
bei dieser Untersuchung in einer Konzentration von 0,04% verwendet. Zu
Versuchszwecken wurden 10° Zellen fir 10 Minuten mit dieser LOsung
inkubiert, anschlieRend wurden die Anzahl an lebenden (transparentes, helles
Erscheinungsbild) und toten (Blaufarbung) Zellen mit einem Lichtmikroskop

bestimmt.
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7.4.5.2  Chromatin-Kondensation, DNA-Fragmentierung

Der Zelltod wurde weiterhin fluoreszenzmikroskopisch durch Farbung mit den
Farbstoffen Hoechst 33342 und Propidium-Jodid untersucht. Beide Farbstoffe
haben die Eigenschaft in die DNA zu interkalieren und kdnnen nach Anregung
mit Licht der Wellenlange 380nm durch Fluoreszenzmikroskopie (Zeiss Axiovert
200, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) bestimmt werden. Wéahrend Hoechst 33342
in lebenden und toten Zellen an DNA bindet, zeigt Propidium-Jodid diese
Eigenschaft nur in toten Zellen. Eine Differenzierung in Apoptose und Nekrose
erfolgt nach Farbung mit diesen Fluoresenzfarbstoffen anhand der fur diese
beiden Phanomene chrakteristischen DNA-Morphologie. Hierzu wurden 10°
Zellen 15 Minuten im Dunkeln mit 1,5 pM Hoechst 33342 oder mit 1,5 uM
Hoechst 33342 und 2,5 pug/ml Propidium Jodid inkubiert. Apoptotische Zellen
zeigten nach Farbung mit Hoechst 33342 kondensierte Chromatinstrukturen
und nukleare Fragmentierung, die sich bei der oben beschriebenen
Wellenlange von 380 nm blau darstellen. Fragmentierte Kerne und
kondensierte DNA, die sich mit Propidium-Jodid rot anfarben, weisen auf spate
Apoptose hin. Eine leichte Rotfarbung durch Propidium-Jodid ohne erkennbare
Fragmentierung oder Kondensation der DNA und des Chromatins weist auf
Nekrose hin. Somit konnten die beiden Zelltodformen bei gleichzeitiger Farbung
mit beiden Fluoreszenzstoffen von einander differenziert werden. Gezéhlt
wurden mindestens 250 Zellen fur einen Messwert bei 40-facher Vergrof3erung.
Ergebnisse wurden mit Hilfe einer CCD Kamera (Zeiss Axiocam Mrm)

dokumentiert.
7.4.6 Gelelektrophorese/Western Blot
7.4.6.1  Herstellung der Lysate

Die Zellen wurden in Zellkulturmedium ausgesat und behandelt. Nach
Behandlungsende wurden die Proben abzentrifugiert (500xg, 5 Minuten) und
die Zellzahl erneut bestimmt. Im folgenden wurden die Zellen in PBS in Anteilen
zu 2/3 aufgenommen und anschlieBend wurde in Anteilen zu 1/3 3-fach

konzentrierter, auf 100° C erhitzter Lyse-Puffer au fgenommen. Danach wurden
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die Proben 10 Minuten bei 100° C erhitzt. Sofort im Anschlu3 wurden die
Proben bei -20° C eingefroren. Die Konzentration der Zellen betrug in allen

Proben 107 Zellen/ml.
7.4.6.2  Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrer GrofR3e aufgetrennt.
Bendotigt werden hierfir eine Elektrophoresekammer, zwei Glasplatten, in die
das Gel eingebettet ist und Laufpuffer, der in einem oberen und unteren
Pufferreservoir  vorliegt (Abb. 2). Das aus Acrylamid Dbestehende
Elektrophorese-Gel hat zwei Komponenten: Sammel- und Trenngel. Die Proben
werden in eigenen Taschen -kleinen rechteckigen Einbuchtungen- des
Sammelgels aufgetragen nachdem sie zuvor 5 Minuten bei 100° C erhitzt
wurden. In eine Tasche wurden 10ul der Zelllysate eingebracht. Dies entspricht
einer Anzahl von 10° lysierten Zellen. In der Folge wurde ein konstanter
Stromfluld Uber das Gel gelegt (60mA), der dazu fihrte, dass die
aufgetragenen, durch SDS des Lysepuffers negativ geladenen Proteine in
Richtung der Anode wanderten. Nachdem die Proben komplett durch das
Sammelgel gelaufen waren, wurde der Stromfluss auf 160mA erhodht. Die
Proteine wandern im elektrischen Feld in Richtung der positiv geladenen Anode
und werden dabei lediglich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Abb. 2).
Weiterhin kann die Porengro3e des Gels durch Verdnderung der Acrylamid-
konzentration variiert werden, so dass je nach Fragestellung eine optimale

Auftrennung der Proteine ergibt.

Die in der vorliegenden Arbeit im Westernblot nachgewiesenen Proteine sind
zuvor gelelektrophoretisch unter Verwendung von 12%-igem Trenngel
aufgetrennt worden. Lediglich fur den Nachweis des Proteins PARP wurde

10%iges Trenngel eingesetzt.
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1 Trenngel
10% 12% 14%
Trennpuffer 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
Wasser 6,25 ml 5,25 ml 4,25 ml
Gel 30 5,0 ml 6,0 ml 7,0 ml
APS (100mg/ml H,0) 75 pl 75 75 pl
Temed 7,5 ul 7,5 ul 7,5 pl
20% SDS 75 pl 75 75 pl

Tab. 1: Zusammensetzung Trenngel

2 Sammelgele

Sammelpuffer
Wasser
Gel 30

APS (100 mg/ml H20)

Temed

Tab. 2: Zusammensetzung Sammelgel

1,75 ml
4,20 ml
1,05 mi
70

7 pl
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Kathode

Drei Puffer-getrankte
Filterpapierlagen

Polyacrylamid-Gel

Bunyolisjsued |

Drei Puffer-getrankte
Filterpapierlagen

Anode

Abb. 2: Gelelektrophorese. Die auf dem Gel fixierten Proteine werden auf eine PVDF-
Membran transferiert indem in einem elektrischen Feld eine konstante Spannung angelegt wird.
Die negativ geladenen Proteine wandern daraufhin in Richtung der positiv geladenen Anode
und setzen sich auf diesem Wege auf der PVDF-Membran fest. Dieser Vorgang wird in einer
speziellen Elektrolytldsung (Transferpuffer) initiilert. Polyacralymid-Gel sowie PVDF-Membran
sind zwischen drei Puffer-getrénkten Filterpapiereinlagen und Schwdmmchen eingebettet.

7.4.6.3  Western-Blotting

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die im Gel aufgetrennt
vorliegenden Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierzu wurde das

Gel von den Glasplatten abgeldst und auf die erwahnte Membran gelegt.
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Zusatzlich wurden drei Lagen Filterpapier sowohl hinter die PVDF-Membran als
auch hinter das isolierte Gel angebracht. Weiterhin werden aussen zwei
Schwammeinlagen positioniert und alles zusammen in eine Transferkassette
Uberfuihrt. Diese Transferkassette wird nun in eine Pufferldsung gebracht, in der
ein elektrisches Feld angelegt wird. Dieses bewirkt einen Transfer der Proteine
vom Gel auf die PVDF-Membran. Der Blot-Vorgang erfolgt bei einer konstanten

Spannung von 80 Volt und dauert 90 Minuten.

7.4.6.4 Detektion der Proteine

Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran eine Stunde in TBS-Puffer mit
0,05% Tween-20 und 5% Milchpulver (Ausnahme: 3% Milchpulver bei
Caspase-9-Antikdrper) geblockt und anschliel3end tber Nacht bei 4°C mit dem
entsprechenden Primarantikorper inkubiert (gleiche Lésung wie beim Blocken).

Nach vier wiederholten Waschschritten mit TBS-Tween-20 (0,05%) am
Folgetag wurde die Membran mit einem Sekundarantikérper (Verdinnung
richtet sich nach dem jeweiligen Primarantikorper) in TBS-Tween-20 (0,05%) fur
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluld daran folgten erneut vier
Waschschritte mit TBS-Tween-20 (0,05%). Antikdrper-Bindungen wurden durch
ein  Chemoluminiszenz-Verfahren (ECL Western blotting analysis system,
Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) dargestellt. Dieses
Verfahren besteht darin, dass bei den gebildeten Enzym-Antikorper-Konjugaten
durch Zugabe des Enzyms eine Chemilumineszenzreaktion katalysiert wird.
Das durch die Lumineszenz emittierte Licht kann beispielsweise auf einer

Rontgenfilmkassette dargestellt werden.

Nachfolgend wurde deswegen die Enzyme enthaltende Detektionslosung fur 1
Minute auf die Membran gegeben, die in einer Rontgenfilmkassette positioniert
wurde. Die Membran wurde zwischen Klarsichtfolie und zu entwickelndem Film
positioniert. Die Belichtungsdauer variierte je nach Antikbrper zwischen zwei
Minuten und 24 Stunden. Auf dem entwickelten Film wurden danach die fir den

Antikdrper charakteristischen Banden sichtbar. Die gleichmafige Proteinladung
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wurde mittels Comassie-Blue-Farbung der Membran kontrolliert.
7.5 Statistische Analyse

Die aufgeflihrten Experimente (Hoechst 33342/Propidium-Jodid-Farbungen,
durchflusszytometrische Analysen) wurden mindestens drei mal wiederholt. Die
Daten werden in den Diagrammen als Mittelwerte mit zugehoriger
Standardabweichung dargestellt. In manchen Fallen wurde die “spezifische
Apoptose” dargestellt (% Apoptose in behandelten Zellen minus % Apoptose in
unbehandelten Kontrollzellen). Unterschiede zwischen den Messwerten wurden
gegebenenfalls mittels “one-way ANOVA” oder t-Test auf Signifikanz Uberprift,
wobei das Signifikanzniveau auf p<0,05 gesetzt wurde. Diese Berechnungen
wurden unter Zuhilfenahme des Software-Programms GraphPad InStat
(Version 3.00 fur Windows 95, GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com) durchgefuhrt. Die so errechneten p-Werte sind in den
jeweiligen Diagrammen dargestellt. Konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied nicht nachgewiesen werden (p>0,05), so ist die Bezeichnung “n.s.”

(nicht signifikant) aufgefuhrt.
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8. Ergebnisse
8.1 Antineoplastische Wirksamkeit von Ukrain
8.1.1 Untersuchungen zur Zytotoxizitat von Ukrain

In der vorliegenden Arbeit sollte zundchst das Préparat Ukrain hinsichtlich
zytotoxischer Wirkungen auf maligne Zellen Uberpruft werden, wie sie in der
Literatur bereits flr verschiedene maligne Zellen gezeigt wurde. Die
zytotoxischen Wirkungen des Praparates Ukrain wurden zunachst mit Hilfe des
Trypan-Blau-Ausschlusses untersucht. Mit dieser Methode ist es mdoglich
Zelluntergang nachzuweisen, da die Zellmembranen abgestorbener Zellen nicht
mehr intakt sind und durchlassig werden. Vitale Zellen nehmen den Farbstoff
hingegen nicht ins Zellinnere auf und sind somit von den untergegangenen

Zellen zu unterscheiden.

In Abbildung 3 (links und rechts) ist die Abhangigkeit des Zelluntergangs von
der Ukrain-Konzentration sowie von der Zeit nach Ukrain-Behandlung
dargestellt. Es zeigte sich dabei, dass Ukrain in Jurkat Zellen dosis- und
zeitabhangig Zelltod induziert, was durch die bereits in der Literatur

beschriebenen zytotoxischen Effekte zu erwarten war.
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Abb. 3: Zytotoxische Wirkung von Ukrain. Links : Jurkat Vector Zellen wurden 24h mit den
Konzentrationen 0, 5, 10 und 50pg/ml Ukrain behandelt, anschliessend mit Trypan-Blau
versetzt und lichtmikroskopisch beurteilt. Rechts : Jurkat Vector Zellen wurden fur 12, 24 und
48h mit 10pg/ml Ukrain behandelt und anschlieRend mittels Trypan-Blau-Farbung analysiert.
Darstellung der Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichung.
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Im néachsten Schritt wurde analysiert, ob und in welchem Umfang Apoptose-

Induktion zur beobachteten zytotoxischen Wirksamkeit beitragt.

Hierzu wurden Jurkat Vector- und A3-Zellen konzentrations- und zeitabhangig
mit Ukrain behandelt und anschliel3end fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Abb. 4). Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 bindet an das im Zellkern
vorliegende Chromatin und erlaubt bei gleichzeitiger UV-Belichtung eine
Aussage Uber das Vorliegen einer fur die Apoptose charakteristischen
Morphologie, né@mlich der Chromatinkondensation und der nuklearen
Fragmentierung. Es zeigte sich, dass eine Behandlung der Zellen mit

beispielsweise 10ug/ml Ukrain zu einer deutlichen Apoptose-Morphologie fihrt.

Medium Ukrain 10 pg/mi
24 h 24 h

Jurkat Vector

Abb. 4: Apoptose-Induktion nach Ukrain-Behandlung. Jurkat Vector Zellen wurden mit
10ug/ml Ukrain behandelt, nach 24h mit dem Farbstoff Hoechst inkubiert und anschliessend
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Auf dem linken Bild ist der unbehandelte Ansatz zu sehen,
auf dem rechten der fir 24h mit 10 pg/ml Ukrain behandelte. Gezeigt sind reprasentative
Ausschnitte der Versuche. Im rechten unteren Bildabschnitt ist jeweils eine Vergré3erung eines
Bildausschnittes abgebildet.

Zur weiteren Uberpriufung und Quantifizierung der entdeckten apoptotischen
Effekte nach Ukrain-Behandlung maligner Zellen, wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefihrt. Mit Hilfe der Light
Scatter-Darstellung konnte gezeigt werden, dass Ukrain-Behandlung bei Jurkat

Vector Zellen zum konzentrations- und zeitabhdngigen apoptotischen
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Zelluntergang fuhrte (Abb. 5). Eine weitere Verifizierung des apoptotischen

Zelluntergangs ist mit mit der Messung der Alteration des mitochondrialen
Membranpotentials m moglich Jurkat Zellen wurden nach Behandlung mit

Ukrain durchflusszytometrisch unter Zuhilfenahme des Fluoreszenzfarbstoffes
TMRE untersucht (Abb. 5). Bei diesen Versuchen konnte ein charakteristischer
Zusammenbruch des Potentials gezeigt werden, der auf apoptotischen
Zelluntergang hinweist. Die Aktivierung von Caspasen -ein wesentliches
Merkmal der Apoptose- wurde mit Hilfe des FITC-gekoppelten Pan-Caspase-
Inhibitors zZVAD-fmk durchflusszytometrisch untersucht. In den nachfolgenden
Versuchen wurden Jurkat Zellen wie auch schon bei den vorhergehenden
Experimenten mit Ukrain behandelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Behandlung mit Ukrain zur dosis- und zeitabhdngigen Aktivierung von
Caspasen in Jurkat Zellen fihrt.

100 100

O Light Scatter 10 pg/mi O Light Scatter 24 h

3 80- g low m 3 80- g low m
o B Caspasen-Aktvierung ) B Caspasen-Aktivierung
2 S
£ 60 8 60/
& 2
2 40 2 401
3 3
2 &2
‘N 207 N 207
Q 2
] n

O’ 0 T T

3h 6h 12 h 24h 5 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml

Abb. 5: Quantifizierung der Ukrain-induzierten Apop  tose. Links : Jurkat Vector Zellen
wurden fur 3, 6, 12 und 24h mit 10ug/ml Ukrain behandelt und danach durchflusszytometrisch
analysiert. Die Kontrollen und behandelten Zellen wurden im Light Scatter (weil3e Balken),
mittels TMRE-Farbung zur Bestimmung des Zusammenbruchs von m (graue Balken) und
mittels FITC-VAD zur Caspasenaktivierung (schwarze Balken) untersucht. Rechts: Jurkat
Vector Zellen wurden fur 24h mit 5, 10 und 50ug/ml Ukrain behandelt. Die Darstellung der
unterschiedlichen Methoden ist analog dem linken Diagramm. Darstellung der Mittelwerte (n 3)
mit Standardabweichung.

Caspasen sind Proteine, die bei Aktivierung im Rahmen der Apoptose
gespalten werden. Diese Spaltung bewirkt eine verdnderte Gro3e der Proteine,
die mittels Darstellung der jeweiligen Spaltfragmente im Western Blot

nachgewiesen werden kann. Die Caspasen-3 und -8 sowie das DNA-
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Reparaturenzym PARP werden zum Beispiel typischerweise bei Apoptose
gespalten. Die Zelllysate zuvor mit 10ug/ml Ukrain behandelter Jurkat Vector
Zellen zeigten im Western Blot eine charakteristische Spaltung der oben
genannten Proteine (Abb. 6) im zeitlichen Verlauf. So trat nach 12h eine PARP-
Fragmentierung und eine deutliche Spaltung der Caspasen 3 und 8 auf. Diese
Beobachtungen lassen darauf schliessen, dass die Behandlung mit Ukrain zu
Apoptose-typischen Phanomenen fuhrt, wie der Spaltung von Caspasen und
PARP.

Jurkat Vector

Ukrain 10 pg/ml
Oh 6h 12h 24h

Procaspase-8 "R SRS  54/52
Casp.-8 gesp. === p43i41
Aktive - —
Caspase-3 pu— p19/17
PARP = = — —| 116
PARP gesp. e e o= p85

Abb. 6: Ukrain-vermittelte Spaltung von Procaspase- 8, Caspase-3 und PARP. Jurkat
Vector Zellen wurden 0, 6, 12 und 24h mit 10pg/ml Ukrain behandelt, danach lysiert und mittels
Western-Blot analysiert. Die Spaltung und somit erfolgte Aktivierung der Caspasen-3 und -8
sowie die Spaltung und gleichzeitige Inaktivierung von PARP wurden mittels Antikérpern gegen
die Spaltprodukte analysiert. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Experiment.

Die autokatalytische Spaltung der Caspasen fuhrt ausserdem zu einer
charakteristischen Kaskade, welche die Aktivierung weiterer proapoptotischer
Faktoren zur Folge hat und zur typischen Degradierung zellularer Bestandteile
fuhrt. Die vorangegangenen Versuche legen den Schluss nahe, dass Ukrain
durch Caspasenaktivierung Apoptose in Jurkat Vector Zellen induziert. In
weiteren Versuchen wurde dieses Phanomen naher untersucht. Eine Hemmung
von Caspasen -wie sie beispielsweise mit Hilfe des Pan-Caspasen-Inhibitors
zVAD durchgefiihrt werden kann- sollte demzufolge die durch Ukrain induzierte
Apoptose hemmen (Abb. 7). Der Pan-Caspasen-Inhibitor zVAD inhibiert

Caspasen irreversibel, so dass apoptotische Vorgéange blockiert oder zumindest
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deutlich abgeschwacht werden.

Im folgenden Versuch wurden die mit Ukrain behandelten Jurkat A3-Zellen
vorher fur 2h mit zVAD inkubiert. Hiernach wurden die Zellen fur 12h und 24h
mit jeweils 0 und 10pg/ml Ukrain behandelt und nach Farbung mit Hoechst
33342 mittels Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Der Versuch ist in Abb. 7
dargestellt und zeigt, dass mit zVAD inkubierte Jurkat A3-Zellen nach 12 und
24h Behandlung mit 10pg/ml Ukrain in signifikant geringerem Ausmalf3
Apoptose zeigten als Zellen, die nicht mit einem Pan-Caspasen-Inhibitor
behandelt wurden. Die Behandlung des Versuchsansatzes mit zVAD allein
fuhrte nicht zu einer vermehrten Apoptose-Induktion. Aufgrund dieser
Beobachtungen muss davon ausgegangen werden, dass Caspasen essentiell

fur die Ukrain-induzierte Apoptose sind.
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Abb. 7: Rolle der Caspasen in der Ukrain-vermittelt  en Apoptose. Jurkat A3-Zellen wurden
fur 12 und 24h mit 10pug/ml Ukrain behandelt, danach mit Hoechst 33342 versetzt und
mikroskopisch untersucht. Ein Versuchsansatz (ganz rechts) wurde zuvor fur 2h mit dem
irreversiblen pan-Caspaseninhibitor zZVAD-fmk inkubiert, der zur Inhibition von Caspasen flhrte,
und danach fur die entsprechenden Zeitraume mit der angegebenen Ukrain-Konzentration
behandelt. Ausserdem sind zwei Kontrollen dargestellt (control und zVAD-fmk 30uM).
Darstellung der Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichung. Signifikanz wurde mittels t-Test
ermittelt.

In Abbildung 8 ist ein reprasentativer Ausschnitt des oben beschriebenen
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Versuchsansatzes abgebildet. Nach 24h Behandlung der Jurkat A3-Zellen mit
10pg/ml Ukrain sind im zVAD-préainkubierten Ansatz deutlich weniger Zellen mit
nukleérer Fragmentierung und kondensierten Chromatin zu erkennen als im
Ansatz ohne vorhergehende Zugabe des Pan-Caspasen-Inhibitors zVAD, was
die Notwendigkeit aktivierter Caspasen hinsichtlich der Ukrain-induzierten

Apoptose verdeutlicht.

Ukrain 10 pg/ml 24 h Ukrain 10 pg/ml
+ zVAD-fmk 24 h

Jurkat A3

Abb. 8: Einfluss der Inhibition von Caspasen auf di e Ukrain-vermittelte Apoptose.
Reprasentative Ausschnitte aus den in Abb. 7 beschriebenen Versuchen. Links : Jurkat A3-
Zellen wurden fir 24h mit 10ug/ml Ukrain behandelt. Jeweils ein Versuchsansatz wurde mit
dem pan-Caspaseninhbitor zZVAD-fmk inkubiert (rechts ) und danach mit 10ug/ml Ukrain fiir 24h
behandelt. Hiernach wurden die Ansatze mit dem Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert und
mikroskopisch untersucht. Es handelt sich bei den Bildern um reprasentative Ausschnitte des
Versuches. Am rechten unteren Bildrand ist zur Verdeutlichung jeweils eine Vergrdl3erung des
Bildausschnittes abgebildet.

8.1.2 Normalgewebszellen und maligne Zellen

Eine antineoplastische Therapie ist vor allem dann besonders effektiv, wenn
spezifisch Zelltod in Tumorzellen erzeugt werden kann. Normalgewebszellen
sollten hierbei mdglichst von apoptotischen und weiteren zum Zelltod fuhrenden
Mechanismen durch Chemotherapeutika verschont bleiben. Aus diesem Grund
wurde die Wirkung Ukrains auf Normalgewebszellen untersucht. Hierzu wurden
Chang-Zellen (Konjunktivalepithelzellen) mit einer Konzentration von 5 bis
50ug/ml  Ukrain  behandelt und mittels Hoechst 33342-Farbung und

anschlielBender Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 9).
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Es zeigte sich, dass Ukrain im angegebenen Konzentrationsbereich nach 24h
Behandlungszeit Apoptose in Chang-Zellen ausloste, aber in weitaus
geringerem Ausmald als in Jurkat Vector Zellen. Ukrain fihrte also nicht nur in
malignen Zellen zu Apoptose sondern entfaltet auch in Normalgewebszellen

seine  Zytotoxizitat in  Form eines apoptotischen  Zelluntergangs.
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Ukrain
Abb. 9:  Wirkung von Ukrain auf Normalgewebszellen. Humane Chang-

Konjunktivalepithelzellen wurden 24h mit 5, 10 und 50upg/ml Ukrain behandelt, mit dem
Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert und mikroskopisch untersucht. Darstellung der Mittelwerte
(n=3) mit Standardabweichung.

8.2 Mechanismen der Ukrain-induzierten Apoptose

Bisher konnte gezeigt werden, dass Ukrain dosis- und zeitabhangig Apoptose in
malignen Zellen induzieren kann. Es ist bekannt, dass apoptotische
Zelltodvorgange uber verschiedene intrazellulare Signalwege ausgeldst werden
kénnen: zum einen Uber den Todesrezeptor-vermittelten Signalweg, bei dem
beispielsweise das Adapterprotein FADD (Fas-Associated-Death-Domain) und
die Initiatorcaspase Caspase-8 rekrutiert werden oder Uber einen
mitochondrialen Signalweg, der beispielsweise durch das anti-apoptotische
BH3-Familien-Protein Bcl-2 blockiert werden kann und die Initiator-Caspase-9
involviert. Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern einer der beiden

Signalwege fur die Ukrain-induzierte Apoptose von Bedeutung ist.
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Hierzu wurden Jurkat-Zell-Klone eingesetzt, die Defekte oder Veranderungen in
einzelnen Signalproteinen aufweisen, die essentiell fur die Uber den
Todesrezeptor-Signalweg oder den mitochondrialen Signalweg induzierte
Apoptose sind.

8.2.1 Untersuchung des Todesrezeptor-Signalweges

Zur Untersuchung des Todesrezeptor-Weges wurden FADD- und Caspase-8

negative Jurkat-Zellen verwendet, sowie Jurkat A3-Zellen als Kontrolle.

Zunachst wurden die genannten Zellklone fur 24h mit 5, 10 und 50ug/ml Ukrain
behandelt und danach durchflusszytometrisch im Light Scatter untersucht (Abb.
10). Es zeigte sich weiterhin eine konzentrationsabhangiger Anstieg
apoptotischer Zellen, der bei allen drei Zelllinien vergleichbar war. Wie
Abbildung 10 zeigt, konnte die Abwesenheit von den fir den Todesrezeptor-
Signalweg bendtigten Proteine Caspase-8 und FADD den durch Ukrain
induzierten Zelluntergang nicht verringern. Somit scheinen diese Proteine nicht
relevant fur die intrazellulare Signaltransduktion Ukrain-vermittelter Effekte zu

sein.

Sodann wurde die Alteration des mitochondrialen Membranpotentials nach
Ukrain-Behandlung untersucht. Auch in diesen Versuchen zeigte sich kein
Einfluss von funktioneller Caspase-8- und FADD-Abwesenheit auf die Ukrain-
vermittelte Apoptose. Sowohl bei der durchflusszytometrischen Light Scatter-
Untersuchung als auch bei Messung des mitochondrialen Membranpotential-
Zusammenbruchs zeigte sich eine Dosis- und Zeitabhangigkeit bei der
Apoptose-Induktion sowohl bei den Kontrollzellen als auch bei den Caspase-8-
und FADD-negativen Jurkat Zellen.
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Abb. 10: Rolle des Todesrezeptorsignalweges bei der Ukrain-vermittelten Apoptose.

links : Jurkat A3-Kontroll-Zellen sowie Jurkat Caspase-8- und FADD-negative Zellen wurden fur
24h mit 5, 10 und 50 pg/ml Ukrain behandelt und anschlieRend durchflusszytometrisch im Light
Scatter analysiert. Rechts : Hier wurden die zuvor genannten Zellklone fiir 3, 6, 12, und 24h mit
10ug/ml Ukrain behandelt und anschlieend der m-Zusammenbruch. Darstellung der
Mittelwerte (n 3) mit Standardabweichung.

Zum weiteren Verstdndnis des Ukrain-induzierten Zelltodes bei den oben
beschriebenen Zelllinien wurden Westernblot-Analysen von Zelllysaten nach
Ukrain-Behandlung angefertigt (Abb. 11). Es wurde analysiert, inwiefern die
Initiator-Caspase-8, die Effektor-Caspase-3 und das DNA-Reparatur-Enzym
PARP Veranderungen im Verlauf der Behandlung mit Ukrain zeigen. Hierbei
wurde nach mdglichen Spaltprodukten der drei Proteine geschaut, die im
Rahmen der Apoptose entstehen: dem aktiven p19-Fragment von Caspase-3,
den beiden Spaltprodukten p43/41 der Procaspase-8 sowie dem PARP-
Spaltprodukt p85. In Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Western Blot-
Analysen dargestellt. Die Spaltprodukte wurden nach 0, 6, 12 und 24h
Behandlungszeit Uberprift und im Fall der Caspase-8 auch zusatzlich noch
nach 3h. Eine Spaltung der Procaspase-3 und PARP fand sich bei allen drei
Zelllinien, wobei die FADD-negativen Jurkat Zellen im Vergleich zu den anderen
beiden Zelllinien eine leicht geringere beziehungsweise verzoégerte Spaltung der
beiden Proteine zeigten, was unter Bertcksichtigung der
durchflusszytometrischen Daten jedoch lediglich als zufallige Varianz zu werten
ist. Zwischen den Jurkat A3-Kontrollzellen und den Caspase-8-negativen Zellen
zeigten sich beztiglich des Vorliegens der Caspase-3- und PARP-Spaltprodukte

keine Unterschiede. Bei den Spaltprodukten der Caspase-8 zeigte sich dann
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wiederum kein Unterschied zwischen den Jurkat A3-Kontrollen und den FADD-
negativen Jurkat Zellen. FADD-negative Zellen zeigten bezuglich des

Vorliegens der Caspase-8-Spaltprodukte dieselbe Kinetik wie die Kontrollzellen.

Jurkat A3 Jurkat Casp. 8 neg.  Jurkat FADD neg.
Behandlungszeitlh] 0 6 12 24 0 6 12 24 0 6 12 24

Procaspase-3 - e W e > - e .. - Ll p35

Akti - 1
ive Caspase-3 - e - - - p19

PARP ——— W WS WS - — o —— — p116

PARP gespalten T e — D - - . —— 085

Behandlungszeit[h] 0 3 6 12 24 0 3 61224 0 3 6 12 24

Procaspase-8 [ p— ” p54/52

Casp.-8 gespalten - — p43/41

Abb. 11: Einfluss der Ukrain-Behandlung auf die Spa  ltung von Procaspase-8, Caspase-3
und PARP in Jurkat A3, Caspase-8- sowie FADD-negati ven Zellen. Jurkat A3-Kontrollzellen
sowie Caspase-8- und FADD-negative Jurkat Zellklone wurden zu den Zeitpunkten 0, (3), 6, 12
und 24h mit 10pg/ml Ukrain behandelt; anschlieBend wurden die Zellen lysiert und mittels
Western-Blotting wurde das Auftreten von Caspase-3-, Caspase-8- und PARP-Spaltprodukten
mittels spezifischer Antikdrper kontrolliert. Die Daten wurden einem reprasentativen Experiment
entnommen.

Aufgrund der aus den Western Blot- und durchflusszytometrischen Analysen
gewonnenen Daten kann zusammenfassend festgehalten werden, dass das
Fehlen von Caspase-8 und FADD, die beide essentiell fir die Todesrezeptor-
vermittelte Apoptose sind, keinen bedeutsamen Einfluss auf die Ukrain-

vermittelte Aktivierung von Caspasen hat.

Zur weiteren Absicherung des Befundes, dass die Ukrain-induzierte Apoptose
unabhangig vom Todesrezeptorweg ist, wurden weitere Versuche mit Jurkat-
Zellen durchgefiuhrt, die das katalytisch inaktive Protein cFLIP (cellular FLICE-
Inhibitory Protein) exprimieren (Abb. 12). Dieses inhibiert im Normalfall mit
seinen Todesdoménen die Prozessierung von Caspase-8 und -10. Aus diesem

Grund sind  cFLIP-exprimierende  Zellen unempfindlich  gegentber
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Todesrezeptor-Stimuli wie beispielsweise TRAIL. Gleichzeitig wurde die Ukrain-
induzierte Apoptose bei Jurkat A3-Zellen getestet, die unempfindlich gegentber
einer CD95- und TRAIL-induzierten, also gegeniber einer Todesrezeptor-
vermittelten Apoptose, sind.

Abbildung 12 zeigt die graphische Auswertung der oben beschriebenen
Versuche. Hierbei zeigte sich, dass sowohl Jurkat cFLIP- und CD95/TRAIL-
resistente Jurkat A3-Zellen keine Sensitivitdt gegeniber einer TRAIL-
Behandlung aufwiesen, wohingegen Jurkat J16-Kontrollzellen wie erwartet
apoptotisch untergingen. Ukrain-Behandlung fuhrte bei den drei Zelllinien zu

einem deutlichen und quantitativ vergleichbaren apoptotischen Zelluntergang.

100 15 Jurkat 16 ® Jurkat cFLIP 24h
S 80 B CD95/TRAIL-resistente Jurkat A3
b
e 1
2 60 n.s.
(o]
<
o 40 [
[8)
2
qz 20
@ ol

0 Trail 10 ng/ml Ukrain 10 pg/ml

Abb. 12: Wirkung von Ukrain auf Jurkat-Zellen, die resistent gegeniber Todesrezeptor-
vermittelter Apoptose sind.  Jurkat J16-Kontrollzellen sowie Jurkat A3-Zellen, die resistent
gegenuber CD95- und TRAIL-induzierter Apoptose sind und Jurkat Zellen, die das Caspase-8-
inhibierende Protein cFLIP exprimieren, wurden fir 24 h mit dem Apoptose-Induktor TRAIL
(c = 10ng/ml) sowie Ukrain (c=10pg/ml) behandelt und anschlieRend mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes Hoechst 33342 mikroskopisch dargestellt. Darstellung der Mittelwerte
(n  3) mit Standardabweichung. Berechnung der Signifikanz mittels ANOVA.

Die Tatsache, dass die Kontrollzellen in etwa gleichem Ausmall mit
apoptotischem Zelltod reagierten wie die cFLIP-exprimierenden und
CD95/TRAIL-resistenten Jurkat A3-Zellen, unterstitzt die vorangegangenen
Untersuchungen hinsichtlich der Feststellung, dass die Ukrain-vermittelte
Apoptose nicht durch den Todesrezeptorweg oder durch am Todesrezeptorweg
beteiligte Proteine ausgel6st wird.
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8.2.2 Untersuchung des mitochondrialen Signalweges

Mit Hilfe von Jurkat-Zellen, die anti-apoptotisches Bcl-2 (Jurkat Bcl-2)
Uberexprimieren oder eine dominant-negative Form der Caspase-9 (Jurkat
Caspase-9 DN), wurde die Rolle der mitochondrialen Apoptoseweges im

Rahmen der Ukrain-vermittelten Apoptose untersucht.

Zunachst wurden die drei oben genannten Zelllinien fur 24h mit 10ug/ml Ukrain
behandelt und nach Farbung mit Hoechst 33342 mikroskopisch ausgewertet
(Abb. 13 links). Hierbei zeigte sich, dass die Apoptose-Induktion bei den beiden
Mutanten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant vermindert ist. Dies weist
auf eine Hemmung der Ukrain-induzierten Apoptose auf Ebene der
Mitochondrien hin. Um die Rolle der Mitochondrien genauer zu erdrtern, wurde
in den folgenden Versuchen die Anderung des mitochondrialen

Membranpotentials ~ m nach Ukrain-Behandlung der drei Zelllinien untersucht.

Aus diesem Grund wurden Ukrain-induzierte Anderungen des mitochondrialen
Membranpotentials m nach Behandlung von Jurkat Vector, Bcl-2 und
Caspase-9 DN-Zellen durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 13 rechts). Fur
die Dauer von 24h wurden die Zellen mit 5, 10 und 50ug/ml Ukrain behandelt.
Bei Bcl-2- und Caspase-9 DN-Zellen fiel die apoptotische Antwort im Vergleich
zu Jurkat Vector Kontrollzellen immer geringer aus. Diese Beobachtungen sind
erklarbar durch die anti-apoptotischen Funktionen der beiden Proteine. Anti-
apoptotisches Bcl-2 hemmt den Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials aufgrund seiner membranstabilisierenden Wirkung, so dass
nach Behandlung mit Ukrain weniger Zellen eine diesbezugliche
Potentialanderung aufweisen als die Kontrollzellen. Caspase-9 DN-Zellen
hemmen die apoptotische Signaltransduktion unterhalb (downstream) des
Mitochondriums, da erst nach dem Zusammenbruch von ~ m eine Aktivierung
der Caspase-9 erfolgen kann. Die dominant-negative Mutante (Caspase-9 DN)
kann aus diesem Grund erst nach erfolgtem Potential-Zusammenbruch die

Signaltransduktion hemmen.
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Abb. 13: Einfluss der Uberexpression von Bcl-2 und der Expression einer dominant-

negativen Variante der Caspase-9 auf die Ukrain-ind uzierte Apoptose. Links: Jurkat
Vector-Kontrollzellen sowie Bcl-2-Uberexprimierende Zellen und Jurkat-Zellen, die eine
dominant-negative Form der Caspase-9 exprimieren, wurden fir 24h mit 10 pg/ml Ukrain
behandelt, danach mit Hoechst-Farbstoff gefarbt und anschliessend mikroskopisch untersucht.
Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3); Signifikanz wurde mittels ANOVA
ermittelt. Rechts: Die genannten drei Zelllinien wurden 24h mit 5, 10 und 50 pg/ml Ukrain
behandelt. Nach TMRE-Farbung wurde bei den Zellen durchflusszytometrisch der
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials m gemessen. Dargestellt sind

Mittelwerte mit Standardabweichung (n  3).

In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob die beobachtete Hemmung der
Apoptose durch die beiden Proteine auch auf Ebene der Caspasen
nachweisbar ist. Wie schon bei der Analyse des Todesrezeptorweges im
(Kapitel 4.2.1) so wurden auch hier Westernblot-Analysen mit Zelllysaten
hinsichtlich des Vorliegens der Spaltprodukte von Procaspase-3 und -8 sowie
von PARP nach Ukrain-Behandlung gemacht (Abb. 14). Es kamen Zelllysate
der Zelllinien Jurkat Vector, Jurkat Bcl-2 und Jurkat Caspase-9 DN zum
Einsatz. Aus den Analysen geht hervor, dass vor allem Bcl-2 Uberexpression
mit einer deutlich verminderten Spaltung der Caspasen und von PARP
einhergeht; die Expression einer dominant-negativen Caspase-9 zeigte
hingegen eine verminderte Spaltung der genannten Proteine. Die
Uberexpression von Bcl-2 in Jurkat Bcl-2-Zellen sowie die Expression einer
dominant-negativen Caspase-9 (Caspase-9 DN) sind in Abbildung 14
dargestellt.
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Abb. 14: Einfluss der Uberexpression von Bcl-2 und der Expression einer dominant-

negativen Variante der Caspase-9 auf die Ukrain-ver mittelte Apoptose. Jurkat Vector-
Kontrollzellen, Jurkat Bcl-2 und Caspase-9 DN Jurkat-Zellen wurden mit c=10ug/ml Ukrain
behandelt und zu den Zeitpunkten 0, 6, 12 und 24h geerntet und lysiert. Daraufhin wurden
Westernblots angefertigt, um die moglichen Spaltprodukte von Caspase-3, -8 und PARP
nachzuweisen. Gezeigt ist ein jeweils reprasentatives Experiment.

Die vorangegangenen Versuche legten den Schluss nahe, dass anti-
apoptotisches Bcl-2 einen hemmenden Einfluss auf die Ukrain-vermittelte
Apoptose besitzt. Die Wirkung von Bcl-2 (sowohl hinsichtlich Aktivierung als
auch Inaktivierung) wird beispielsweise Uber die quantitative Expression, den
Phosphorylierungsstatus und die Interaktion mit anderen pro- und anti-
apoptotischen Proteinen wie beispielsweise Bad, Bak und Bid gesteuert.
In diesem Zusammenhang wurde die Bcl-2 Expression in Jurkat Vector
Kontroll- sowie Jurkat Bcl-2-Zellen nach Ukrain-Behandlung im Westernblot
untersucht (Abb. 15). Es zeigte sich bei Jurkat Bcl-2 Zellen keine Verdnderung
der Bcl-2-Expression bei unterschiedlichen Ukrain-Konzentrationen. Bei
Konzentrationen ab 10 pg/ml Ukrain trat eine Doppelbande oberhalb der Bcl-2-
Bande auf, die womdglich auf eine durch Ukrain-bedingte Phosphorylierung des
Proteins  zurickzufuhren ist oder im Rahmen der gesteigerten Protein-
degradation durch vermehrten Zelluntergang bei den genannten
Konzentrationen auftrat. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass kein Phospho-

spezifischer Antikorper eingesetzt wurde.
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Abb. 15: Einfluss der Ukrain-Behandlung auf die Bcl  -2-Expression bei Jurkat Vector
Kontroll- und Bcl-2-Uberexprimierenden Zellen. Jurkat Vector-Kontroll- und Bcl-2
Uberexprimierende Jurkat-Zellen wurden fir 24h mit 0, 5, 10 und 50ug/ml Ukrain behandelt,
lysiert und danach im Westernblot mit einem spezifischen Antikbrper gegen das anti-
apoptotische Protein Bcl-2 untersucht. Die Daten entstammen einem reprasentativen
Experiment.

Aul3er Bcl-2 kbnnen noch andere Proteine, vornehmlich die sogenannten BH3-
only Proteine, Apoptose auf Ebene des Mitochondriums ausléosen oder
verhindern. Dies geschieht beispielsweise (Uber eine Hoch- oder
Runterregulation der entsprechenden Proteine. In weiteren Versuchen wurde
dies fur die Proteine Bad, Bak und Bid Uberpruft (Abb. 16). Zellysate wurden
zum einen far 24h mit 0, 5, 10 und 50u/ml Ukrain behandelt und zum anderen
in einer weiteren Versuchsreihe fir 0, 6, 12 und 24h mit 10ug/ml. Es zeigte sich
in den Versuchen weder eine zeit- noch eine dosisabhéngige Veranderung der
Expressionslevel der drei Proteine. Die Behandlung mit Ukrain scheint somit
keine Auswirkung auf die Expressionslevel der drei Proteine zu haben, so dass
ihre Rolle bei der Ukrain-vermittelten Apoptose wohl von untergeordneter

Bedeutung ist.

Wahrend die Ukrain-induzierte Apoptose keinen Einfluss auf die Expression der
Proteine Bad, Bak und Bid zeigte, wurde der Einfluss eines weiteren Bcl2-
Proteins, namlich Bcl-xL, auf die Ukrain-vermittelte Apoptose untersucht (Abb.
17). In der Folge wurden Versuche mit Jurkat Vector Zellen unternommen, die
das anti-apoptotische Protein Bcl-xL exprimieren. Diese wurden wie auch Jurkat
Vector-Kontrollzellen hinsichtlich einer dosis- sowie zeitabhangigen Apoptose-
Induktion untersucht. Bcl-xL-exprimierende Zellen zeigten hierbei eine deutliche
und signifikante Reduktion der durch Ukrain vermittelten Apoptose-Induktion im
Vergleich zu Jurkat Vector-Kontrollzellen. Die anti-apoptotischen Proteine Bcl-
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XL und Bcl-2 scheinen somit potente Inhibitoren der Ukrain-vermittelten

Apoptose in Jurkat Vector Zellen zu sein.

t=24h ¢ = 10pg/ml
Ukrain [pg/ml] 0 5 10 50 Oh 6h 12h 24h

SR LS L e LA

23 kDa

Abb. 16: Einfluss der Ukrain-Behandlung auf die Exp  ression der Bcl-2-Familienmitglieder
Bad, Bak und Bid. Jurkat Vector Zellen wurden fur 24h mit 0, 5, 10 und 50 pg/ml Ukrain
behandelt (links) oder fur 0, 6, 12 und 24h mit 10pug/ml (rechts). Danach wurden die Zellen
lysiert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlielend im Westernblot unter
Zuhilfenahme spezifischer Antikdrper gegen Bad, Bak und Bid analysiert. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Experiment.
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Abb. 17: Einfluss des anti-apoptotischen Bcl-xL auf die Ukrain-vermittelte Apoptose.

Jurkat Vector-Kontrollzellen und Jurkat Vector Zellen, die das anti-apoptotische Protein Bcl-xL
exprimieren, wurden mit Ukrain behandelt. Links : Die beiden Zelllinien wurden mit 10ug/ml
Ukrain fur 6, 12 und 24h behandelt, danach mit Hoechst 33342 angefarbt und mikroskopisch
untersucht. Rechts: Hier wurden die beiden Zelllinien fir 24h mit 5, 10 und 50pg/ml Ukrain
behandelt und anschliessend nach Hoechst-Farbung analysiert. Die Daten zeigen die
spezifische Apoptose (% Apoptose in den behandelten Zellen minus % Apoptose in nicht-
behandelten Kontrollzellen als Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3); Signifikanz wurde
mittels t-Test ermittelt.

Zusammenfassend konnte bis hierher gezeigt werden, dass Ukrain Zelltod

mittels Apoptose in Jurkat-T-Lymphom-Zellen induziert. Weiterhin deuten die
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oben gezeigten Untersuchungen des Signalgeschehens auf eine Bedeutung
des mitochondrialen Weges hin, da eine deutliche Reduktion der apoptotischen
Ereignisse bei Anwesenheit der am Mitochondrium wirkenden, anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL beobachtet werden konnte.
Ausserdem bewirkte die Expression einer dominant negativen Variante von
Caspase-9 ebenfalls eine -wenngleich auch geringer ausgepragte- Hemmung

der Ukrain-vermittelten Apoptose.

8.3 Identifizierung der molekularen Zusammensetzung von Ukrain
und Schollkraut

Da in der Literatur bereits Publikationen erschienen, die Zweifel an der vom
Hersteller Nowicky Pharma postulierten molekularen Zusammensetzung des
Praparates Ukrain aul3erten, wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung fur
Klinische Pharmakologie, Universitat Tubingen, die Zusammensetzung des

verwendeten Praparates auch im Rahmen dieser Arbeit Uberprift.

Als Hauptwirkkomponente von Ukrain wurde von Herstellerseite ein
"Ukrainmolekul" (Abb. 18 links) vorgeschlagen, das aus einem zentralen Thio-
tepa-Molekil umgeben von zwei Chelidonin-Molekilen in kovalenter Bindung,
besteht. Um die Zusammensetzung des postulierten Préparates zu Uberprifen,
wurden massenspektrometrische Messungen angefertigt. Uberraschenderweise
stellte sich im lonenchromatogramm eines triple-Quadrupol-MS-Systems
heraus, dass die postulierte Strukur nicht nachgewiesen werden konnte.
Dariiberhinaus wurden auch keine dimere oder monomere Kondensate von

Thio-Tepa mit zwei oder einem Chelidonin-Produkt gefunden (Abb. 18 rechts).

Bei weiteren massenspektrometrischen Untersuchungen des Praparates
wurden  funf  Hauptinhaltsstoffe  identifiziert, davon auch einige
Schdllkrautalkaloide wie Allokryptopin, Chelidonin, Chelerythrin, Protopin und
Sanguinarin Abb. 19, 20, 21, 22). Die ldentifizierung erfolgte durch Vergleich
der Fragmentierungsmuster im MS/MS-Experiment mit Referenzsubstanzen.
Desweiteren konnten die gleichen Substanzen ebenfalls in einem kommerziell

erhaltlichen Schollkrautextrakt nachgewiesen werden (Abb. 23).
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Abb. 18: Strukturformel von Ukrain und kalkuliertes Isotopenmuster.

Von Herstellerseite

postulierte Struktur eines “Ukrain-Molekils” (links) und Darstellung eines kalkulierten Isotopen-
Muster fir die Formel [C66H72N6015PS]3+ (rechts). Daten freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Herrn Dr. Kammerer, Institut fur Klinische Pharmakologie, Universitat Tibingen.
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Abb. 19: LC-UV-MS- und LC-UV-MS/MS-Spektren von Ukr ain und extrahiertes lonen-
Chromatogramm. (I) LC-UV (290 nm) Chromatogr.; (II) Total ion current (TIC) der Massenver-
teilung m/z 100 bis 1000; (Ill) LC-MS lonen-Chromatogramm von m/z 417,2 (extrahiertes lonen-
Chromatogr.); (IV) Massenspektrum des Peaks mit der Retentionszeit von 54,6 Min.; (V) Ver-
grésserter Ausschnitt der Massenverteilung von m/z 415 bis 425 mit Isotopen-Muster m/z 417.
Daten freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Herrn Dr. Kammerer, Institut fir Klinische
Pharmakologie, Universitat Tubingen.
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krain und eines Schollkrautextrakts.

Tabellarischer Vergleich von MS/MS-Fragmentierungen mit den Referenzstandardwerten. Die
Nummern (arabische Ziffern) in der ersten Spalte dienen zur Orientierung in den nachfolgenden
Abbildungen 21 und 22. Daten freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Herrn Dr.
Kammerer, Institut fiir Klinische Pharmakologie, Universitat Tubingen.
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Abb. 21: LC-UV-MS/MS-Spektren von Ukrain. (A) LC-UV (290 nm) Chromatogramm; (B) LC
MS/MS lonen-Chromatogramm von m/z 332,1; (C) LC-MS/MS lonen-Chromatogramm von m/z
348,4; (D) LC-MS/MS lonen-Chromatogramm von m/z 354,1; (E) LC-MS/MS lonen-
Chromatogramm von m/z 370,2. Daten freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr.
Kammerer, Institut fir Klinische Pharmakologie, Universitat Tubingen.
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Abb. 22: LC-UV-MS und LC-UV-MS/MS Spektren eines Sc hdllkrautextrakts; (A) LC-UV
(290 nm); (B) LC-MS lonen-Chromatogramm von m/z 332,1; (C) LC-MS lonen-Chromatogramm
von m/z 348,4; (D) LC-MS/MS lonen-Chromatogramm von m/z 354,1; (E) LC-MS/MS lonen-
Chromatogramm von m/z 370,2. Daten freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Herrn Dr.
Kammerer, Institut fir Klinische Pharmakologie, Universitat Tubingen.
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8.4 Identifizierung Apoptose-induzierender Alkaloide in Ukrain und
einem Schollkrautextrakt

8.4.1 Schoéllkrautextrakt

Nachdem sich wesentliche Bestandteile des Praparates Ukrain als Alkaloide
der Pflanze Schollkraut (Chelidonium majus) herausgestellt hatten, wurde im
nachsten Schritt ein Nativextrakt der Pflanze auf zytotoxische Effekte in Bezug
auf Jurkat-T-Lymphom-Zellen untersucht. In der Annahme, dass Ukrain ein
Gemisch aus Schollkrautalkaloiden ist und der Schollkrautextrakt ebenfalls, war
es naheliegend davon auszugehen, dass eine Behandlung von Jurkat Vector
Zellen mit dem Nativextrakt zu vergleichbaren Ergebnissen fuhrt wie die Ukrain-

Behandlung.

Zunachst wurden Jurkat Vector Zellen mit dem Nativextrakt behandelt und auf
Kernfragmentierung und Chromatinkondensation hin untersucht (Abb. 23 A).
Die applizierte Konzentration wurde berechnet auf Grundlage des vom
Hersteller angegebenen Anteils am Hauptalkaloid Chelidonin im eingesetzten
Schollkrautextrakt. Das Ergebnis zeigt eine dosisabhangige Induktion von
Apoptose durch den Schoéllkrautextrakt in den behandelten Zellen. Ein
reprasentativer Ausschnitt dieses Versuchs ist in Abbildung 23 C dargestellt, bei
dem die dosisabhéangige Chromatinkondensierung in den behandelten Zellen
vor allem in der Ausschnittsvergrof3erung deutlich wird. Weiterhin wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen mit Jurkat Vector Zellen durchgefihrt,
die morphologische Alterationen, Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials und Aktivierung von Caspasen umfassten (Abb. 23 B).
Auch hierbei konnte eine dosisabhangige Induktion von Apoptose
nachgewiesen werden, die sich am deutlichsten im Light Scatter und in der
Zunahme des Anteils an Zellen mit low zeigte. Zusatzlich wurde die
Abhéangigkeit des Schoéllkrautextrakt-induzierten Zelltods von Caspasen mit
Hilfe des Pan-Caspasen-Inhibitors zZVAD untersucht. Hierbei zeigte sich in der
Durchflusszytometrie nach Behandlung der Zellen mit dem Schollkrautextrakt

eine geringere apoptotische Reaktion.
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Abb. 23: Zelltodeffekte in Jurkat Vector Zellen nac h Behandlung mit einem

Schollkrautextrakt. A : Jurkat Vector Zellen wurden fir 24h mit 0, 1, 5, 10 und 50uM
Schollkrautextrakt behandelt. Apoptose wurde mittels Hoechst-Farbung bestimmt. Darstellung
der Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichung. B: Jurkat Vector Zellen wurden fir 24h mit 0, 1,
5, 10 und 50uM Schdéllkrautextrakt behandelt. Anschliessend wurden die behandelten Zellen
durchflusszytometrisch auf Veranderungen im Light Scatter, in der Alteration des
mitochondrialen Membranpotentials m mittels TMRE-Farbung und in der Caspasen-

Aktivierung nach CaspACE®—Farbung hin untersucht. Darstellung der Mittelwerte (n 3) mit
Standardabweichung. C: Es sind jeweils reprasentative Ausschnitte aus dem unter A
geschilderten Versuch gezeigt. Auf dem linken Bild sind die lediglich mit Medium versetzten
Jurkat Vector Zellen in der kombinierten Hoechst 33342/Propidium Jodid-Farbung zu sehen. Im
jeweiligen rechten unteren Bildausschnitt ist ein reprasentatives Ereignis vergroRRert
hervorgehoben.

Die durch den Schoéllkrautextrakt ausgeloste Apoptose in Jurkat Vector Zellen
geht somit mit einen Zusammenbruch von m und einer Rekrutierung von

Caspasen einher.

In den vorangegangenen Versuchen mit Ukrain konnte gezeigt werden, dass
ein  mitochondrialer Apoptoseweg fur die Ukrain-vermittelten Effekte
verantwortlich ist und Bcl-2 diese Effekte deutlich reduzieren kann. Aus diesem
Grund wurde weiterhin untersucht, ob Uberexpression des anti-apoptotischen
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Proteins auch eine Hemmung der durch Schollkraut induzierten
Zelltoderscheinungen bewirken kann. Hierzu wurden Jurkat Vector Zellen und
Jurkat Bcl-2 Zellen fur 24h mit 0, 1, 5 und 50uM Schollkrautextrakt behandelt
(Abb. 24). AnschlieRend wurde im Westernblot die Spaltung des DNA-
Reparaturenzyms PARP gemessen, um eine mdgliche hemmende Wirkung von
Bcl-2 auf die Schollkraut-induzierte Apoptose zu untersuchen. Es zeigte sich bei
den Kontrollzellen eine konzentrationsabhangige PARP-Spaltung. Bei den Bcl-2
Uberexprimierenden Zellen zeigte sich hingegen lediglich eine sehr geringe
Spaltung. Dies bedeutet, dass eine gesteigerte Bcl-2-Expression somit nicht nur
die Ukrain-vermittelte Apoptose sondern auch die durch den Schoéllkrautextrakt

vermittelte hemmen kann.

Jurkat Vector Jurkat Bcl-2
Konzentration in pM 0 1 5 50 0 1 5 50
PARP — o [ 116
Cleaved PARP - - p85

Abb. 24: Einfluss von Bcl-2 auf die PARP-Spaltung n ach Behandlung mit
Schollkrautextrakt.  Jurkat Vector-Kontrollzellen und Bcl-2 tberexprimierende Jurkat-Zellen
(Jurkat Bcl-2) wurden fur 24h mit 0, 1, 5 und 50uM Schollkrautextrakt behandelt, danach lysiert
und mittels Westernblot untersucht. Zum Nachweis von PARP und dessen Spaltprodukt kamen
spezielle Antikérper zum Einsatz. Die Daten wurden einem reprasentativen Experiment
entnommen.

8.4.2 Schollkrautalkaloide

Weiterhin wurden Versuche mit den in Abbildungen 21 und 22 identifizierten
Alkaloiden gemacht, die sowohl im Praparat Ukrain enthalten als auch

konstitutionelle Alkaloide des Schollkrauts sind.

Ausgehend von der Annahme, dass sowohl Ukrain als auch der
Schollkrautextrakt im Wesentlichen aus denselben Einzelalkaloiden besteht,
wurden im Folgenden die in Kapitel 4.3 identifizierten Einzelalkaloide
Allokryptopin, Protopin, Chelidonin, Chelerythrin und Sanguinarin hinsichtlich
ihrer Zytotoxizitat in Jurkat T-Lymphom-Zellen untersucht. Das Ziel dieser
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Untersuchungen war insbesondere die Charakterisierung Apoptose-
induzierender Eigenschaften dieser Alkaloide und die Identifizierung eines
eventuellen Haupttrdgers der zytotoxischen Wirkung von Ukrain und des

Schollkrautnativextraktes.

8.4.2.1 Allokryptopin

Zunachst wurde eine mogliche zytotoxische Wirkung des Schdllkraut-Alkaloids
Allokryptopin untersucht. Hierzu wurden Jurkat Vector Zellen fir 24h mit O und
250uM Allokryptopin behandelt und danach mittels Hoechst 33342-Féarbung
mikroskopisch untersucht (Abb. 25). Es zeigte sich hierbei erst eine sehr gering
ausgepragte apoptotische Reaktion im Sinne einer Kernfragmentierung und
Chromatinkondensation bei einer Konzentration von 250uM Allokryptopin im
Versuchsansatz. Durchflusszytometrisch wurden die behandelten Zellen auf
eventuelle  Aberrationen der Zellmorphologie, des mitochondrialen
Membranpotentials und der Caspasenaktivierung untersucht. Bei allen drei
Methoden liel3 sich bis zu einer Konzentration von 150uM Allokryptopin keine
nennenswerte Apoptose-Induktion nachweisen. Erst bei einer Konzentration
von 250uM Allokryptopin im Versuchsansatz war ein minimaler Anstieg der
Apoptoseparameter wahrnehmbar. Da Allokryptopin nur in sehr hohen
Konzentrationen eine schwache zytotoxische Wirkung in den behandelten
Jurkat Vector Zellen entfaltete, wird es nur einen sehr geringen Anteil an der
stark Apoptose-induzierenden Wirkung von Ukrain oder des Schdllkraut-

Nativextraktes haben.



DANIEL HABERMEHL SEeITE 62 DISSERTATION

Medium 24 h 250puM Algllﬁlryptopin

100
O Light Scatter 24h
'O\E' 80 B Low m
s B Caspasen-Aktivierung
8 60+
o
<
3 40
S
[oR
§_ 20
o T [T T T H

Kontrolle 50 yM 100 uM 150 uM 250 uM

Abb. 25: Untersuchung des Schéllkrautalkaloids Allo kryptopin hinsichtlich apoptotischer

Effekte. Oben : Jurkat Vector Zellen wurden fiir 24h mit 0 und 50uM Allokryptopin behandelt
und danach mittels Hoechst-Farbung mikroskopisch dargestellt. Unten: Jurkat Vector Zellen
wurden fir 24h mit 0, 50, 100, 150 und 250uM Allokryptopin behandelt. Hiernach wurden die
Zellen durchflusszytometrisch im Light Scatter, mit TMRE-Farbung zur Analyse des

mitochondrialen Membranpotentials ~ m und nach CaspACE®'Farbung untersucht. Darstellung
der Mittelwerte (n 3) mit Standardabweichung. Im jeweiligen rechten unteren Bildausschnitt ist
ein reprasentatives Ereignis vergréssert hervorgehoben.
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8.4.2.2  Protopin

Als néchstes wurde die in Kapitel 4.3 massenspektrometrisch identifizierte
Alkaloidkomponente Protopin auf potentielle Zelltod-induzierende Wirksamkeit
hin untersucht. Hierbei wurden Jurkat Vector Zellen fir 24h mit O und 50uM
Protopin behandelt und anschlieend mittels Hoechst 33342-Farbung
mikroskopisch untersucht (Abb. 26). Es zeigte sich eine dosisabhéangige
Induktion von Apoptose in Jurkat Vector Zellen gemessen als
Kernfragmentierung und Chromatinkondensation. Weiterhin wurden eine
Alteration der Zellmorphologie (Light Scatter), ein Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials und eine Caspasen-Aktivierung
durchflusszytometrisch bestimmt. Bei den Messungen konnte beginnend mit
einer Konzentration von 50uM Apoptose in den behandelten Zellen gezeigt
werden, die sich durch weitere Dosiserh6hungen nur unwesentlich steigern liel3.
Zusétzlich wurde -wie auch bei Ukrain und dem Schdllkrautextrakt untersucht-
eine mogliche Inhibition der apoptotischen Wirkung durch Bcl-2-Uberexpression
untersucht. Hierbei ergab sich ebenfalls eine leicht reduzierte PARP-Spaltung
bei Bcl-2 Uberexprimierenden Jurkat Vector Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen (Abb. 27). Somit scheint Protopin Apoptose in Jurkat Vector Zellen

Uber einen mitochondrialen Weg auszulésen.

Alles in allem scheint Protopin Apoptose-induzierende Eigenschaften zu
besitzen, die sich bei hohen Konzentrationen zeigten (beginnend mit 50 uM), so
dass nicht von Protopin als Hauptwirkkomponente des Schollkrautextrakts

ausgegangen werden kann.
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Abb. 26: Untersuchung des Schoéllkrautalkaloids Prot opin hinsichtlich apoptotischer
Effekte. Oben : Jurkat Vector Zellen wurden fur 24h mit 0, 50, 100, 150 und 250puM Protopin
behandelt. Hiernach wurden die Zellen durchflusszytometrisch im Light Scatter, mit TMRE-

Farbung zur Analyse des mitochondrialen Membranpotentials m und nach CaspACE®-
Farbung untersucht. Darstellung der Mittelwerte (n 3) mit Standardabweichung. Unten: Jurkat
Vector Zellen wurden fiir 24h mit 0 und 500uM Protopin behandelt und danach mittels Hoechst-
Farbung mikroskopisch dargestellt. Im jeweiligen rechten unteren Bildausschnitt ist ein
reprasentatives Ereignis vergrossert hervorgehoben.

Jurkat Vector Jurkat Bcl-2
Konzentration in pM 0 1 5 50 0 1 5 50

Cleaved PARP p85

Abb. 27: Einfluss von Bcl-2 auf die PARP-Spaltung n  ach Protopin-Behandlung.  Jurkat
Vector Kontrollzellen und Jurkat Bcl-2-Zellen wurden fir 24h mit 0, 1, 5 und 50uM Protopin
behandelt, danach lysiert und mittels Westernblotting auf PARP-Expression sowie dessen
Spaltprodukte untersucht. Bei Behandlung von Jurkat-Bcl-2-Zellen mit den angegebenen
Konzentrationen zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollzellen eine geringere PARP-Spaltung,
wodurch auf eine geringe Apoptose-Rate bei Bcl-2-Uberexpression geschlossen werden kann.
Gezeigt sind Daten eines reprasentativen Versuchs.
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8.4.2.3  Chelerythrin und Sanguinarin

Weiterhin wurden -wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt- die beiden Alkaloide
Chelerythrin und Sanguinarin sowohl in einem Schollkrautextrakt als auch in
Ukrain nachgewiesen (Abbildungen 21 und 22). Im Folgenden wurden diese
beiden Alkaloide hinsichtlich ihrer apoptotischen Wirksamkeit analysiert. Bei der
Behandlung von Jurkat Vector Zellen mit den beiden Alkaloiden zeigte sich
schon bei niedrigen Konzentrationen eine apoptosetypische Kernmorphologie
(Abb. 28). Jedoch verschwanden diese Effekte bei weiterer Erhéhung der
Konzentration. Dabei kam es zu nekrosetypischen kernmorphologischen
Anderungen wie Platzen und Auflosen der Zellkerne. Hierin unterscheiden sich
diese beiden Alkaloide von den zuvor untersuchten. Sie lI6sen schon in recht
niedrigen Konzentrationen von 1uM und 5uM in hohem Mal Nekrose in Jurkat

Vector Zellen aus.

Die Tatsache, dass beide Alkaloide schon bei niedrigeren Konzentrationen
Nekrose in Jurkat Vector Zellen auslosen, lasst darauf schlieRen, dass sie
einerseits eine eine hohe Zytotoxizitat aufweisen, andererseits jedoch gerade
deswegen nicht die hauptsachlichen Wirktrager von Ukrain und des Schéllkraut-
Nativextrakts sein, da diese in den applizierten Konzentrationen keine Nekrose

induzierten.
8.4.2.4 Chelidonin

Das in der Literatur als Hauptalkaloid des Schollkrauts beschriebene Alkaloid,
das in reiner Form auch in Ukrain nachgewiesen wurde (Kapitel 4.3), ist
Chelidonin.

Im Rahmen der Untersuchungen zur mdglichen proapoptotischen Wirkung von
Chelidonin wurden zuerst Jurkat Vector Zellen mit dem Alkaloid behandelt und
und danach mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33342 versetzt.
Anschlieend wurden die Versuchsansatze  hinsichtlich  mdglicher
apoptosetypischer  morphologischer  Verdnderungen wie  Chromatin-

kondensation und nuklearer Fragmentierung mikroskopisch ausgewertet (Abb.
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29). Hierzu wurden die Zellen fur 24h mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Chelidonin behandelt. Bei einer Konzentration von 5uM zeigte sich bereits
eine deutliche Apoptose-Morphologie mit kondensiertem Chromatin und

nuklearer Fragmentierung.

Chelerythrin
Kontrolle 12 h 5uM, 12 h

Sanguinarin
Kontrolle 12 h 1uM, 12h

Abb. 28: Untersuchung der Schoéllkrautalkaloide Chel erythrin und Sanguinarin
hinsichtlich apoptotischer Effekte. Jurkat Vector Zellen wurden fiir 12h mit Medium und mit
Chelerythrin oder Sanguinarin behandelt und danach mittels Hoechst-Farbung mikroskopisch
untersucht. Es zeigte sich bei den verwendeten Konzentrationen kein Uberwiegen
apoptotischen Zelluntergangs. Es standen Zelltodphdnomene im Vordergrund, die am ehesten
nekrotischem Zelluntergang zuzuordnen sind. Gezeigt sind jeweils reprasentative Darstellungen
eines Experimentes.

Hiernach wurden durchflusszytometrische Untersuchungen angeschlossen, die
klaren sollten, ob auch im Light Scatter apoptosetypische morphologische
Veranderungen auftreten. Weiterhin wurde analysiert, ob das mitochondriale
Membranpotential Alterationen zeigt und ob eine Caspasen-Aktivierung

erfolgt (FITC-VAD). Es zeigten sich bei den Versuchen apoptosetypische
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morphologische Veranderungen von Jurkat Vector Zellen bei Chelidonin-
Behandlung (Abb. 29). Nach 24h Behandlung mit 1, 5, 10, 50 und 100uM des
Alkaloids kam es zu einer deutlichen apoptotischen Morphologie der Zellen im
Light Scatter. Ebenfalls kam es unter derselben Behandlung zu einem
deutlichen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials

Ausserdem konnte mit Hilfe der FITC-VAD-Farbung gezeigt werden, dass es

unter Behandlung mit Chelidonin zu einer merklichen Caspasenaktivierung
kommt.

=
o
o

O Light Scatter 24 h
|3 Low m

[o4]
o

B Caspasen+-Aktivierung

P
e _°

N
(=]

Apoptotische Zellen [%]

o

Kont. 05uM 1pM 5pM 10puM 50 uM 100 pM

Medium 5 uM Chelidonin
24 h

Abb. 29: Chelidonin-induzierte Apoptose in Jurkat V  ector Zellen. Oben: Jurkat Vector
Zellen wurden fur 24h mit 0, 0.5, 1, 5, 10, 50 und 100uM Chelidonin behandelt und
anschliessend durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei wurde eine Light Scatter-Analyse

angefertigt und TMRE- sowie CaspACE®—Farbungen vorgenommen. Dargestellt sind die
Mittelwerte (n 3) mit Standardabweichung. Unten: Jurkat Vector Zellen wurden mit OuM und
5uM Chelidonin fir 24h behandelt und mittels Hoechst-Farbung mikroskopisch untersucht. Am

rechten unteren Bildrand ist jeweils eine représentative VergrofR3erung aus dem Bildausschnitt
zu sehen.
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Die Chelidonin-induzierte Apoptose zeigt also insgesamt deutliche
apoptosetypische Effekte in Jurkat Vector Zellen wie charakteristische
morphologische Anderungen, Zusammenbruch von und die Aktivierung von
Caspasen. Der oben beobachtete Zusammenbruch von konnte auf eine
mdogliche Rolle der Mitochondrien bei der Chelidonin-vermittelten Apoptose
hinweisen wie sie auch bei den durch Ukrain, dem Schoéllkrautextrakt und

Protopin ausgeldsten Zelltodphdnomenen nachgewiesen werden konnte.

Um den Einfluss von Bcl-2 auf die Chelidonin-induzierte Apoptose genauer zu
untersuchen, wurde eine Reihe durchflusszytometrischer Versuche
durchgefuhrt. Jurkat Vector Kontrollzellen und Bcl-2 Gberexprimierende Jurkat-
Zellen wurden fir 24h mit 0, (0.5), 1, 5, 10, 50 und 100uM Chelidonin
untersucht (Abb. 30). Im Light Scatter zeigten sich deutliche morphologische
Alterationen bei beiden Zelltypen. Die Bcl-2 tberexprimierenden Zellen zeigten
eine deutlich verringerte apoptosetypische Morphologie bei den eingesetzten
Konzentrationen. Auch die Messung des mitochondrialen Membranpotentials
mit Hilfe von TMRE zeigte eine verringerte Anzahl von Zellen mit low
bei Jurkat Bcl-2 Zellen. In einem weiteren Versuch, bei dem die behandelten
Zellen mit Hilfe der CaspACE® -Farbung auf Caspasen-Aktivierung getestet
wurden, bestatigte sich der bereits gewonnene Eindruck, dass Jurkat Bcl-2
Zellen eine geringere apoptotische Antwort auf Chelidonin-Behandlung zeigten.
Ab einer Konzentration zeigte sich eine deutlich  verringerte
Caspasenaktivierung in den behandelten Bcl-2 Uberexprimierenden Zellen im

Vergleich zu den Kontrollen.

Neben dieser Quantifizierung, wurde die zuvor beobachtete Apoptose-Inhibition
durch Bcl-2-Uberexpression qualitativ nach Hoechst-Farbung der behandelten
Zellen untersucht (Abb. 31). Charakteristische Veranderungen wie
Chromatinkondensation und nukleéare Fragmentierung sind in den fir 24h mit O
und 5uM Chelidonin behandelten Jurkat Vector Kontrollzellen weitaus

deutlicher zu sehen als in Jurkat Bcl-2-Zellen.
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Abb. 30: Einfluss von Bcl-2 auf die Chelidonin-indu zierte Apoptose in Jurkat Vector- und
Jurkat Bcl-2-Zellen. Jurkat Vector Kontrollzellen und Jurkat-Bcl-2-Zellen wurden fir 24h mit O,
0.5, 1, 5, 10, 50 und 100uM Chelidonin behandelt und danach durchflusszytometrisch
untersucht.(A) Light Scatter-Analyse. (B) Messung von low m. (C) FITC-VAD. Dargestellt
sind Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichung.
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Abb. 31: Einfluss von Bcl-2 auf die Chelidonin-indu zierte Apoptose in Jurkat Vector- und
Jurkat Bcl-2-Zellen. Jurkat Vector Kontrollzellen sowie Jurkat Bcl-2 wurden fur 24h mit O und
100uM Chelidonin behandelt und mit Hoechst/Propidium Jodid angeféarbt und analysiert.
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Der durch das anti-apoptotische Bcl-2 beobachtete Schutz von Jurkat Zellen
gegenuber Chelidonin-induzierten apoptotischen Effekten, koénnte
beispielsweise  mit  einer  veranderten  Expression des  Proteins
zusammenhéangen. In weiteren Versuchen wurde aus diesem Grund die
Expression von Bcl-2 in behandelten Jurkat Vector Zellen nach Chelidonin-
Behandlung kontrolliert. Jurkat Vector Zellen wurden 24h mit 0, 1, 5 und 50uM
Chelidonin behandelt, danach wurde mittels Westernblot die Bcl-2-Expression
untersucht (Abb. 32). Es zeigte sich keine unterschiedliche Expression von Bcl-
2 nach Anwendung der verschiedenen Konzentrationen. Bei 5uM und 50uM
tauchte jedoch eine Doppelbande oberhalb der Bcl-2-Bande auf, die auf eine

Phosphorylierung des Proteins hindeuten kénnte.

Jurkat Vector Jurkat Bcl-2
Konzentration in pM 0 1 5 50 0O 1 5 50
PARP pl16
Cleaved PARP p85

Abb. 32: Einfluss von Bcl-2 auf die PARP-Spaltung n  ach Chelidonin-Behandlung.  Jurkat
Vector Kontrollzellen und Jurkat Bcl-2-Zellen wurden fiir 24h mit 0, 1, 5 und 50uM Chelidonin
behandelt, danach lysiert und mittels Westernblot auf PARP-Expression sowie dessen
Spaltprodukte untersucht. Gezeigt sind Daten eines reprasentativen Versuchs.

In weiteren Experimenten wurde zudem die Zytotoxizitat von Chelidonin bei der
Behandlung nicht maligner, humaner Zellen untersucht. Hierzu wurden -wie
auch Dbereits fur Ukrain getestet (vgl. Kapitel 4.1.2)- humane
Konjunktivalepithelzellen (Chang-Zellen) behandelt und mittels
Hoechst/Propidium Jodid-Farbung untersucht (Abb. 33). Chelidonin flhrte in
diesen Versuchen Apoptose (ca. 1/3 der Zellen zeigte Apoptose bei 5 und
50uM) in den behandelten Zellen aus. Diese Ergebnisse zeigen groflie
Ahnlichkeit mit der Ukrain-induzierten Apoptose in Chang-Zellen wie in Abb. 9,
Kapitel 4.1.2. Dort zeigten die behandelten Zellen nach Applikation von 5, 10
und 50ug/ml Ukrain eine fast identische Rate an Apoptose aus wie die hier

verwendeten Chelidonin-Konzentrationen von 1, 5 und 50uM.
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Abb. 33: Wirkung von Chelidonin auf Normalgewebszel len. Chang-Konjunktivalepithelzellen

wurden 24h mit 1, 5 und 50uM Chelidonin behandelt und danach mittels Hoechst/Propidium-
Jodid-Farbung untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (n=3).

Aus den gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass Chelidonin schon in geringen
Konzentrationen Apoptose in Jurkat Vector Zellen, aber auch in
Normalgewebszellen induziert. Die Zelltod-induzierende Wirkung kann -wie
auch schon bei Ukrain und Schéllkraut- durch Bcl-2 deutlich reduziert werden.
Hierbei muss jedoch davon ausgegangen werden, dass weitere Bcl-2-
unabhangige Mechanismen wirken. Die Zytotoxizitat bezuglich
Normalgewebszellen scheint der von Ukrain sehr &hnlich zu sein. Insgesamt
scheinen somit sehr dhnliche Mechanismen hinsichtlich der Apoptose-Induktion
in malignen wie auch in nicht malignen Zellen bei Ukrain, Schollkraut und

Chelidonin vorzuliegen.
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9. Diskussion

9.1 Wirksamkeit und Wirkmechanismus von Ukrain

Fur die pharmazeutische Praparation Ukrain ist in vorangegegangenen Arbeiten
eine Apoptose-induzierende Wirkung in malignen Zellen beschrieben worden
(Kurochkin, 2000; Liepins, 1996; Nowicky, 1996; Roublevskaia, 2000a). Hierbei
konnte ein genauer intrazellularer Wirkmechanismus nicht aufgeklart werden. In
der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Ukrain Apoptose
in einem humanen Jurkat T-Lymphom-Modell induzieren kann. Dartberhinaus
wurden die beteiligten intrazellularen Apoptose-Signalwege zum ersten Mal
aufgezeigt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die fur die Ukrain-vermittelte
Apoptose relevanten Signaltransduktionsmechanismen den Zusammenbruch
des mitochondrialen Membranpotentials m, die Aktivierung von Caspasen
und charakteristische nukledre Veranderungen mit Chromatinkondensation und

nuklearer Fragmentierung umfassen.

Eine Beteiligung des Todesrezeptor-Signalweges konnte ausgeschlossen
werden, da weder Zellen, die resistent beziglich CD95- oder TRAIL-vermittelter
Apoptose sind, noch FADD- oder Caspase-8-defiziente Jurkat Zellklone eine
Verminderung der Ukrain-induzierten Apoptose zeigten. Auch der Einsatz eines
Caspase-8-Inhibitors wie cFLIP zeigte diesbezlglich keinen Effekt. Somit
scheint der Todesrezeptor-Signalweg nicht essentiell fir die Ukrain-vermittelte

Apoptose zu sein.

Hingegen bewirken die Uberexpression der an den Mitochondrien wirkenden
anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL eine deutliche und die Expression
einer dominant-negativen Caspase-9 eine leichte Reduktion des Ukrain-
induzierten Zelltodes. Dies zeigt die Bedeutung der mitochondrialen
Signalkaskade, die durch pro- und anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-
Familie kontrolliert wird. Der beschriebene protektive Effekt von Bcl-2 konnte
bereits fur humane Keratinozyten gezeigt werden (Roublevskaia, 2000c). Die

Feststellung, dass die Ukrain-induzierte Apoptose den mitochondrialen
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Apoptoseweg bendtigt, wurde darUberhinaus kirzlich von Mendoza et al.
(Mendoza, 2006) fur HelLa-Zellen gezeigt. Weiterhin zeigte sich neben der
Hemmung der Ukrain-vermittelten Apoptose durch Bcl-2-Uberexpression keine
Veranderung der Expression des Proteins selbst bei unterschiedlichen
Konzentrationen des Praparates. Bei den Versuchen zeigte sich jedoch nach
Applikation héherer Konzentrationen (10ug/ml) eine Doppelbande oberhalb von
Bcl-2, was (allerdings bei Benutzung eines nicht Phospho-spezifischen
Antikorpers) auf eine Phosphorylierung des anti-apoptotischen Proteins
hinweisen konnte. Die Phosphorylierung von Bcl-2 kann prinzipiell eine pro-
oder anti-apoptotische Wirkung haben (Chang BS, 1997; May, 1994;
Yamamoto, 1999). In den meisten Fallen verstarkt sie jedoch die Schutzfunktion
des Proteins, so beispielsweise bei Fas- oder Taxol-induzierter Apoptose
(Yamamoto, 1999). Ausserdem kommt es durch die Phosphorylierung zu einer
langeren Halbwertszeit des Proteins und somit zu einer langeren Wirkdauer
(Deng, 2003; Deng 2004; Dimmeler, 1999). Unter Beachtung der Literatur liegt
der Schlu3 nahe, dass phosphoryliertes Bcl-2 einen zellprotektiven Effekt
haben sollte und somit anti-apoptotisch wirkt. Anscheinend kommt es erst ab
einer gewissen Konzentration (in diesem Fall 10ug/ml) zur mdglichen
Phosphorylierung, die jedoch nicht zu einer Verringerung der Apoptose in den
behandelten Jurkat Vector Zellen fiihrte. Die genannten Faktoren fuhrten
lediglich zu einer mehr oder weniger ausgepragten Reduktion der Apoptose-
Induktion, jedoch nicht zu einem vollstandigen Block, so dass es wahrscheinlich
ist, dass weitere Faktoren an der Regulation der Ukrain-induzierten Effekte
involviert sind. Wie weitere Untersuchungen ergaben, scheinen veranderte
Expressionslevel oder die Funktionalitdt proapoptotischer Bcl-2-Proteine wie
Bak, Bid oder Bad nicht unmittelbar an Ukrain-vermittelten Effekten beteiligt zu

sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden desweiteren Versuche mit nicht-malignen,
humanen Konjunktivalepithelzellen durchgefiihrt, mit Hilfe derer Gberprift
wurde, ob Ukrain auch in Normalgewebszellen Apoptose auslést. Hierbei stellte
sich heraus, dass die behandelten Zellen apoptosetypische morphologische

Verdnderungen zeigten wie  Chromatinkondensation und  nukleare
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Fragmentierung, wenn auch in geringerem Ausmalf als in Jurkat-Zellen. Ein
grol3er Vorteil eines anti-neoplastisch wirkenden Medikamentes ware eine
selektive Wirksamkeit gegentber malignen Zellen und eine Schonung nicht-
entarteter, gesunder Zellen. In den Herstellerangaben wund in einer
Vero6ffentlichung wird diesbeziiglich angegeben, dass das Préparat selektiv
zytotoxische Effekte in malignen Zellen hervorruft, nicht aber in normalen Zellen
(Hohenwarter, 1992; Beipackzettel von Ukrain®, Nowicky Pharma). Die in dieser
Arbeit gezeigten Daten widersprechen diesen Angaben.

Alles in allem ist Ukrain aufgrund der oben beschriebenen Effekte bei malignen
Zellen ein interessantes antineoplastisch wirkendes Praparat. Die in der
Literatur bereits fur andere Zellsysteme beschriebene Apoptose-induzierende
Wirkung (Kurochkin, 2000; Liepins, 1996; Nowicky, 1996; Roublevskaia, 2000a)
konnte in der vorliegenden Arbeit auch im Jurkat Modell bestétigt werden.
Dartberhinaus konnte die diesbezlgliche Kenntnis UUber die damit

zusammenhange Signaltransduktion erweitert werden.

Ausserdem sind Untersuchungen zur Radiosensibilisierung von malignen Zellen
durch Behandlung mit Ukrain in der Literatur beschrieben. Hierbei entsprachen
die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen (1-50ug/ml) den
Konzentrationen, die fur eine radiosensibilisierende Wirkung bei humanen
kolorektalen und Glioblastom-Zelllinien in vitro nétig sind (0,1-50ug/ml) (Cordes,
2002). Aufgrund der Tatsache, dass in verschiedenen Untersuchungen die
Kombination mit Strahlentherapie zu einer erhéhten Induktion von Apoptose in
malignen Zellen fihrte, gesunde Zelllinien unter der Behandlung aber einen
gewissen Schutz zeigten (Boyko, 1998; Cordes 2002; Cordes 2003), scheint
eine weitergehende Analyse dieser Kombination sinnvoll. Trotz dieser
Beobachtungen sind die vereinzelt postulierten, selektiven Effekte Ukrains auf
maligne Zellen zur Zeit Gegenstand kontroverser Diskussion (Ernst und
Schmidt, 2005).
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9.2 Identifizierung Apoptose-induzierender Bestandte ile von Ukrain
und Schollkraut

9.21 Zusammensetzung von Ukrain

Das Praparat Ukrain wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit chemisch-
physikalisch untersucht. Hierbei konnten in einem ersten Schritt mit Hilfe von
massenspektrometrischen Untersuchungen der Herstellersubstanz einige
bekannte Alkaloide des Schollkrauts identifiziert werden. Zu diesen Alkaloiden
gehoren Chelidonin, Chelerythrin, Sanguinarin, Protopin und Allokryptopin. Ein
von Herstellerseite postuliertes “Ukrainmolekil” konnte dagegen nicht gefunden
werden, ebensowenig dimere oder trimere Chelidonin-Thio-TEPA-Produkte
oder Thiotepa selbst (Daten Dr. Kammerer, Klinische Pharmakologie,
Universitatsklinikum Tuabingen).

Interessanterweise konnten dieselben Alkaloide wie im Ukrainpraparat auch in
einem kommerziell erhaltlichen Schollkrautnativextrakt gefunden werden. Diese
Resultate stimmen mit einer erschienenen Vero6ffentlichung von Panzer et al.
(Panzer, 2000) uberein, in der ebenfalls mittels Dinnschichtchromatographie,
HPLC (High Performance Liquid Chromatogrphy) und LCMS (Liquid
Chromatography Mass Spectrometry) vergeblich nach dem postulierten
“Ukrain-Molekdl” gesucht wurde. Zusammengenommen scheint es
wahrscheinlich, dass Ukrain aus einem Gemisch verschiedener
Schoéllkrautalkaloide besteht, die dann wiederum verantwortlich fir die
beschriebenen proapoptotischen Effekte in malignen Zellen sein kdnnten. Die
Herstellerangaben zu Ukrain sind den oben genannten Untersuchungen zufolge
falsch. Aufgrund der unklaren Zusammensetzung und fehlerhafter

Herstellerangaben darf Ukrain kein Produkt fir die klinische Anwendung sein.

9.2.2 Proapoptotische Wirksamkeit von Schollkrautext rakt und
Schdllkrautalkaloiden

Wie die oben beschriebenen Analysen zeigen, haben Ukrain und der

untersuchte Schollkrautextrakt die gemeinsamen Inhaltsstoffe Chelidonin,

Chelerythrin, Sanguinarin, Allokryptopin und Protopin. Diese Alkaloide sind
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bereits seit langerem als Schollkrautalkaloide bekannt. Chelidonin wird in der
Literatur stets als Hauptalkaloid aufgeftihrt, da es den grof3ten mengenmaliigen

Anteil in den gewonnen Extrakten ausmacht (Tab. 4).

Alkaloid Relativer Anteil [%)]
Chelidonin 49
Protopin 13
Stylopin 12
Allokryptopin 9
Berberin 3,2
Coptisin 2,5
Sanguinarin 2,4

Tab. 4: Anteile verschiedener Alkaloide in Schollkr  autextrakten (nach Uglyanitsa, 2000).

9221 Schollkraut-Nativextrakt

Die Behandlung von Jurkat Vector Zellen mit einem Schoéllkrautnativextrakt
fuhrte bei den oben besprochenen Versuchen zu apoptosetypischen
morphologischen Veranderungen. Weiterhin konnten ein sukzessiver
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials m sowie die
Aktivierung von Caspasen nachgewiesen werden. Jurkat Vector Zellen zeigten
nach Behandlung mit dem Schollkrautextrakt eine vermehrte PARP-Spaltung,
die durch Bcl-2-Uberexpression vermindert werden konnte. Die hier
vorgestellten Untersuchungen weisen auf eine hohe zytotoxische Potenz der

Pflanzenbestandteile hin.

Bisher ist in der Literatur keine pro-apoptotische Wirkung eines Schollkraut-
Nativextrakts in Jurkat Zellen beschrieben worden, die tUberdies durch Bcl-2-
Uberexpression reduziert werden konnte. In den meisten Fallen wurden bei
diesbeztiglichen Untersuchungen ausgewahlte Alkaloide der Pflanze separat

untersucht.
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9.2.2.2  Chelidonin und Protopin

Im Rahmen der Untersuchungen konnten fir die beiden Alkaloide Chelidonin
und Protopin, die gemeinsam Uber 60% der alkaloiden Bestandteile des
Schdllkrauts ausmachen und auflerdem in Ukrain nachgewiesen wurden,
erstmalig sowohl ein deutlicher Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials m, eine Caspasenaktivierung sowie charakteristische
morphologische Veranderungen in Jurkat Zellen wie Chromatinkondensation
und nukledre Fragmentierung nachgewiesen werden. Am potentesten erwies
sich hierbei das Schollkraut-“Hauptalkaloid” Chelidonin, das bereits bei
Konzentrationen von 1uM in hohem Mal3 Apoptose in behandelten Jurkat-
Zellen induzieren konnte. Zum ersten Mal konnte in dieser Arbeit eine
ausgepragte Spaltung des DNA-Reparaturenzyms PARP in Bcl-2
Uberexprimierenden Jurkat Zellen nach Chelidonin-Behandlung gezeigt werden.
Zudem wird erstmalig eine Bcl-2-vermittelte Hemmung der Chelidonin-
induzierten  Apoptose gezeigt. Zusammen mit dem festgestellten
Zusammenbruch von m sprechen diese Beobachtungen fur eine Apoptose-
Induktion Gber den intrinsischen mitochondrialen Apoptoseweg. Humane, nicht
maligne Konjunktivalepithelzellen zeigten ebenfalls eine deutliche Apoptose-
Reaktion nach Chelidonin-Behandlung, was zuvor bereits nach Ukrain-
Behandlung dieser Zellen beobachtet werden konnte. Chelidonin und Ukrain
zeigen somit ganz ahnliche Wirkungen hinsichtlich der Zytotoxizitat sowohl bei
malignen (Ausmalfd der Apoptose-Induktion, Apoptose-Hemmung durch Bcl-2)

als auch bei nicht malignen Zellen (Ahnliches Ausmald an Apoptose-Induktion).

Bisher gibt es nur wenige Veroffentlichungen, die auf eine
wachstumshemmende und proapoptotische Wirkung von Chelidonin hinweisen
(Kemeny-Beke, 2006; Panzer, 2001). Panzer et al. (Panzer, 2001) konnten
beispielsweise eine Induktion des mitotischen Arrests in der G2/M-Phase, eine
abnorme Metaphase-Morphologie, eine schwache Inhibition der Tubulin-
Polymerisierung sowie eine Aktivierung der Kinasen SAPK und JNK in-vitro

beobachten.
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Wahrend Chelerythrin, Protopin und Sanguinarin neben Apoptose auch immer
Nekrose nach Applikation niedriger Konzentrationen induzierten, wurde nach
Behandlung mit Chelidonin fast ausschliel3lich Apoptose in Jurkat Zellen
beobachtet. Selbst bei hohen Konzentrationen kam es nicht zu einer
nennenswerten Nekrose der behandelten Zellen. Diese Beobachtungen stehen
in Einklang mit publizierten Daten von Kemeny-Beke et al. (Kemeny-Beke,

2006), die ahnliche Effekte bei primaren Aderhautmelanomzellen beobachteten.

In  Anbetracht der Tatsache, dass ein Schdllkrautnativextrakt in einer
vergleichbaren Dosis wie sein Referenzalkaloid Chelidonin -sowie Ukrain-
Apoptose in Jurkat T-Lymphom-Zellen induziert, scheint es naheliegend, dass
Ukrain zum grof3ten Teil aus einem Gemisch der auch nativ in Schdllkraut
enthaltenen Alkaloide besteht und dass dieses Gemisch aus Alkaloiden der
Schdllkrautpflanze wie Chelidonin, Chelerythrin, Protopin und Sanguinarin far

die beobachteten zytotoxischen Effekte von Ukrain verantwortlich ist.

Desweiteren zeigen die in dieser Arbeit vorgestellten Daten, dass die
zytotoxische Wirksamkeit des Praparates nicht durch das von Herstellerseite
proklamierte “Ukrain-Molekul” hervorgerufen werden kann, sondern vielmehr
auf einer synergistischen Wirkung der im Ukrainpraparat identifizierten
Schollkrautalkaloide beruht. In diesem Zusammenhang scheint Chelidonin nicht
nur den grof3ten Anteil im Schollkrautextrakt auszumachen sondern hat auch
die grofRte pro-apoptotische Wirksamkeit. Zusammen mit der Tatsache, dass
dieses Alklaloid den groften Anteil der in Schoéllkraut enthaltenen Alkaloide
ausmacht, scheint es sehr wahrscheinlich, dass Chelidonin der Haupttrager der
oben beschriebenen Apoptose-induzierenden Eigenschaften des Schollkrauts

ist.

Insgesamt wurden in der Vergangenheit bereits anti-neoplastische,
entzindungshemmende, anti-mikrobielle Wirkungen und weitere zellulare
Effekte fur Schoéllkraut und enthaltene Alkaloide beschrieben (Barreto, 2003;
Chaturvedi, 1997; Chung, 2004; Hiller, 1998; Saeed, 1997; Vavreckova,
1996a). Fur die Alkaloide Chelerythrin, Sanguinarin und Chelidonin sind
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zytostatische und zytotoxische Effekte bei der Behandlung humaner
Tumorzelllinien in der Literatur zu finden (Ahmad, 2000; Debiton, 2003; Ding,
2002; Hoffmann, 2002; Kemeny-Beke, 2006; Panzer, 2001; Vavreckova,
1996b). In diesem Zusammenhang wurden die gemeinsamen Mitose-
hemmenden Eigenschaften von Chelidonin, Chelerythrin und Sanguinarin far
die beobachteten anti-neoplastischen Wirkungen verantwortlich gemacht
(Panzer, 2001; Wolff, 1993). In einer neueren Veroffentlichung werden die
DNA-interkalierenden Eigenschaften der genannten Schoéllkrautalkaloide in
NK/Ly Lymphomzellen miteinander verglichen (Kaminskyy, 2006). Es zeigt sich
hierbei, dass Chelidonin keine DNA-Interkalation bewirkt, Sanguinarin und
Chelerythrin hingegen schon. Weiterhin korrelierte die DNA-interkalierende
Potenz mit zytotoxischen Effekten in dieser Untersuchung.

5.2.2.3  Allokryptopin

Bei den hier vorgestellten Untersuchungen zeigte Allokryptopin im Vergleich zu
den anderen Alkaloiden und dem Schollkraut-Nativextrakt erst bei sehr hohen
Konzentrationen minimale apoptotische Effekte, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass es bei den hier beschriebenen, durch Ukrain und
Schoéllkraut vermittelten Effekte keinen Anteil hatte. Zudem ist es nur in
geringem Mald Uberhaupt in Schoéllkraut vertreten. Protopin induzierte in
hoheren Konzentrationen (ab ca. 50uM) Apoptose in Jurkat Vector Zellen und
fuhrte auch zu Chromatinkondensation und nuklearer Fragmentierung sowie zur
PARP-Spaltung. Gleichzeitig zeigte sich aber in der kombinierten
Hoechst33342/Propidium-Jodid-Farbung eine deutliche Anzahl nekrotischer
Zellen. Diese Effekte sind hier erstmalig beschrieben. Protopin erweist sich
demnach als zytotoxisches Schollkrautalkaloid, das erst in hohen
Konzentrationen apoptotisch wirkt, dann aber auch zu Nekrose in den
behandelten Zellen fihrt. Somit unterscheidet es sich von beobachteten

Wirkungen Chelidonins und des Schollkrautextrakts.

Fur die beiden Schollkrautalkaloide Protopin und Allokryptopin sind bisher

vielfaltige zellulare Effekte beschrieben: so scheint beispielsweise Protopin
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sowohl die NADH-Dehydrogenase (Barreto, 2003) als auch die
Phosphodiesterase (Abu-Ghalyun, 1997) zu inhibieren. Fur Allokryptopin ist
ebenfalls eine Hemmung der NADH-Dehydrogenase beschrieben worden
(Barreto, 2003); es wurden aber desweiteren anti-inflammatorische und anti-
thrombotische (Saeed, 1997) sowie anti-hepatotoxische (Janbaz, 1998)
Wirkungen gefunden. Anti-neoplastische Effekte sind fir beide Alkaloide bisher

nicht beschrieben worden.

9.2.2.4  Chelerythrin und Sanguinarin

Beide Alkaloide, Chelerythrin und Sanguinarin, zeigten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zytotoxische Effekte in behandelten Jurkat Vector Zellen.
Schon nach kurzer Behandlungszeit und in niedriger Konzentration (1uM bis
5uM) zeigten sich in der kombinierten Hoechst/Propidium Jodid-Féarbung
Zelltod-Erscheinungen, die mit Nekrose und in geringem Ausmald Apoptose
vereinbar waren. In dieser Hinsicht unterscheiden sich diese beiden Alkaloide
wie auch Protopin, das in wesentlich héheren Konzentrationen als Chelerythrin
und Sanguinarin &hnliche Effekte zeigte, wiederum vom Schollkrautnativextrakt
sowie Chelidonin.

Das Schollkrautalkaloid Chelerythrin ist ein bekannter Inhibitor des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-xL (Chan, 2003). Desweiteren wurde nachgewiesen,
dass es die Proteinkinase C durch Interaktion mit deren katalytischem Zentrum
inhibiert (Herbert, 1990) und zudem die Translokation der PKC vom
Zytoplasma zur Membran hemmt (Chao, 1998). Mehrere Mechanismen sind fir
Sanguinarin beschrieben. Hierzu gehodren eine Suppression von Nf B
(Chaturvedi, 1997), eine pro-apoptotische Wirkung durch Erhdhung der
zellularen Bax-Level und Caspase-3-Aktivierung (Weerasinghe, 2001 a+b).
Sanguinarin werden noch weitere antimikrobielle, antioxidative und anti-
inflammatorische Eigenschaften sowie eine Aktivierung der Caspasen-3, -7, -8,
-9, eine Erhohung der Bax-Level und eine Erniedrigung von Bcl-2 zu-
geschrieben (Adhami, 2003). In der Arbeit von Adhami et al. (Adhami, 2003)

wird aulRerdem konstatiert, dass Sanguinarin  Apoptose Uber den
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mitochondrialen Weg in immortalisierten Keratinozyten auslésen kann. Auch in-
vitro-Untersuchungen zur proapoptotischen Wirkung von Sanguinarin in C6
Glioblastom-Zellen zeigten diese Expressions-Verdnderungen der Bcl-2-
Familienmitglieder Bcl-2 und Bax (Han, 2007). In einer weiteren Studie konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass Sanguinarin in Pankreaskarzinomzellen
proapoptotische Wirkungen entfalten sowie zu einem Zellzyklus-Arrest in der
GO0-G1-Phase fuhrt. Auch hier werden die zuvor beschriebenen Einflif3e auf
Bcl-2-Familienmitglieder beschrieben: Erhéhung der proapoptotischen Bak, Bax
und Bid, Erniedrigung von Bcl-2 und Bcl-xL (Ahsan, 2007).
Zusammengenommen fallt bei dieser Auflistung auf, dass die Wirkungen zum
gro3ten Teil gut mit anti-neoplastischen und zytostatischen Effekten vereinbar
sind.

9.3 Zur moglichen therapeutischen Anwendbarkeit von Ukrain und
Schollkraut

Obwohl bereits zahlreiche Veroffentlichungen tber therapeutische Effekte von
Ukrain in praklinischen Untersuchungen (Grinevich, 2005), Case Reports und
randomisierten (Bondar, 1998; Susak, 1995) sowie nicht-randomisierten
klinischen Studien existieren, besteht bis heute noch immer keine gesicherte
wissenschaftliche Basis fur den Einsatz von Ukrain als Chemotherapeutikum.
Es wird desweiteren eine kontroverse Debatte Uber die vorgeschlagene
antineoplastische Potenz von Ukrain gefuhrt (Panzer, 2000a), die

-nebenwirkungsfrei- gar selektiv maligne Zellen und Gewebe betreffen soll

(Hohenwarter, 1992; Beipackzettel von Ukrain® Nowicky Pharma).

Eine vor Kurzem erschienene systematische Ubersichtsarbeit tiber die bisher
publizierten klinischen Daten zu Ukrain zeigt, dass die publizierten Studien nicht
den strengen Kiriterien fir randomisierte klinische Studien entsprechen und
dass methodische Mangel im Moment keine sichere Aussage Uuber den
vermeintlichen Wert von Ukrain als Chemotherapeutikum zulassen (Ernst und
Schmidt, 2005). Die mit den vorgestellten Daten erworbenen Erkenntnisse tber
die Tatsache, dass das Praparat Ukrain eine Mischung verschiedener

Schollkrautalkaloide ist und nicht aus den von der Herstellerfirma
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beschriebenen “Ukrain-Molekilen” besteht, verbietet den méglichen klinischen
Einsatz des Praparates. Diese Unsicherheit Uber Zusammensetzung und
therapeutische Wirksamkeit fihrten im Jahr 2001 auch zur Verweigerung der
Zulassung als Medikament in Deutschland nach gemeinsamer Stellungnahme
durch die Arzneimittelkommission der deutschen Arzteschaft (AkdA) und der
Deutschen Krebsgesellschaft e. V. mit der Begriindung, dass die Arzneimittel-
sicherheit nicht gewahrleistet sei (Deutsches Arzteblatt, Jg. 98, Heft 7, 16.
Februar 2001). Deswegen sei die Anwendung von Ukrain nur innerhalb

klinischer Studien am Patienten zulassig.

Die Pflanze Schoéllkraut findet schon seit Jahrhunderten Verwendung in der
traditionellen chinesischen Medizin und ist vor allem in Europa und im
westasiatischen Raum weit verbreitet (Tutin, 1964). So setzte man schon frih
Praparationen aus dem Pflanzenextrakt zur lokalen Behandlung von Warzen,
Papillomen und Kondylomen ein. Dartberhinaus fanden Schoéllkrautextrakte
Anwendung bei verschiedenen Gallen- und Lebererkrankungen. Den Extrakten
wurden spasmolytische und leicht analgetische Wirkungen zugeschrieben
(Vahensieck, 1995; Lenfeld, 1981; Wyczolkowska, 1996). In der Literatur sind
positive Wirkungen bei Leber- und Gallenblasenbeschwerden, Appetitlosigkeit
und Gastroenteritis beschrieben. Schéllkrautextrakte finden sich daher aktuell in
vielen kommerziellen Praparaten wieder. Es handelt sich dabei fast
ausschlie8lich um Praparate (oftmals Kombinationspraparate, die aul3er
Schollkrautalkaloiden noch andere Phytopharmaka enthalte), die bei
geringgradigen Leber- und Gallenerkrankungen oder unspezifischen

gastrointestinalen Beschwerden zur Spasmolyse verabreicht werden kdnnen.

Bisher konnten diese Wirkungen jedoch nicht durch klinische Studien bewiesen
werden (Ernst und Schmidt, 2005). Es existieren hingegen Berichte Uber
schwerwiegende Nebenwirkungen, die nach oraler Einnahme von
Schollkrautextrakten auftraten. Hierbei wurden in einigen Fallen toxische
Hepatitiden nach Einnahme des Extraktes beobachtet (Benninger, 1999; Bone,
2000; Rifai, 2006; Stickel, 2003). Dies koénnte beispielsweise durch einen

apoptotischen Untergang von Hepatozyten erklart werden, der durch die in der
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Leber stattfindende Metabolisierung der alkaloiden Bestandteile des
Schdllkrauts zustande kommt. Bei Schéllkrautextrakten und daraus gewonnen
Aufbereitungen sollte stets an mdgliche dermatotoxische und vor allem
hepatotoxische Nebenwirkungen gedacht werden, die im Zusammenhang mit
Schdllkrautapplikationen vielfach beschrieben sind (Benninger, 1999; Bone,
2000; Stickel, 2003).

Mit der therapeutischen Anwendung insbesondere von Ukrain stehen weiterhin
folgende Beobachtungen im Zusammenhang: Erh6hung der Kérpertemperatur
(Susak, 1996; Uglyanitsa, 2000), unspezifisches Brennen (Uglyanitsa, 2000)
und Blutungen (Gansauge, 2007). Bei der intravendsen Verabreichung der
Substanz sind bei Studien keine Nebenwirkungen beobachtet worden (Ernst
und Schmidt, 2005).

Aufgrund der vielféaltigen Nebenwirkungen von Schollkrautpraparaten, die unter
anderem durch proapoptotische Effekte bedingt sind, kann die Schlu3folgerung
gezogen werden, dass Schollkrautpraparationen nicht far den klinischen
Einsatz geeignet sind. Vielmehr scheint die Suche nach wirksamen
Komponenten des Schollkrauts sinnvoll, die  womdglich  weniger

Nebenwirkungen aufweisen.

Wahrend sich der Einsatz von zugelassenen Schoéllkrautpraparaten bisher
weitestgehend auf gastroenterologische Indikationen beschrankt, scheint eine
weitere Uberprufung einzelner Alkaloide der Pflanze auf antineoplastische
Effekte sinnvoll. Hierbei sollten insbesondere das potente Apoptose-
induzierende Alkaloid Chelidonin untersucht werden, fir das eine anti-
tumorigene Wirkung nachgewiesen ist. In diesem Zusammenhang empfiehlt
sich eine Uberprufung der Behandlung weiterer Zellinien, der intrazellularen
Mechanismen und des klonogenen Uberlebens behandelter Zellen. Die
Alkaloide haben zudem gegeniber dem Préaparat Ukrain, das lediglich von
Nowicky Pharma (Wien, Osterreich) vertrieben wird, den Vorteil der einfacheren
Beschaffung, der niedrigeren Kosten und der verlasslichen und einheitlichen

Praparation. Der Einsatz von Ukrain hingegen verbietet sich zum derzeitigen
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Stand. Dies liegt vor allem an fehlerhaften Informationen und Unklarheiten
hinsichtlich der Zusammensetzung des Praparates und der mangelhaften

Studienlage.

Alles in allem weisen Schollkrautalkaloide ein wissenschaftlich noch wenig
erschlossenes Potenzial hinsichtlich des Einsatzes innerhalb onkologischer
Therapiemoglichkeiten auf. Die sukzessive Analyse der Inhaltsstoffe und
synergistischer oder additiver Effekte der verschiedenen Alkaloide
untereinander sowie in Kombination mit etablierten Therapieformen
(Chemotherapie, Hormontherapie, Antikorpertherapie, Strahlentherapie) scheint

aussichtsreich.
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10. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zytotoxische und apoptotische Wirkungen
des Praparates Ukrain, eines Schollkraut-Nativextraktes und darin enthaltener
Alkaloide in einem Jurkat T-Lymphom-Modell untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Apoptose-Induktion mit Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials m und Caspasen-Aktivierung zur zytotoxischen
Wirksamkeit dieser Praparate beitrug. Bis auf Allokryptopin zeigten auch
Chelerythrin, Protopin und Sanguinarin eine pro-apoptotische Wirkung obwohl
eine Behandlung mit diesen Alkaloiden stets zu einem hoheren Anteil
nekrotischer Zellen fuhrte. Die hemmende Wirkung der anti-apoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-xL sowie einer dominant-negativen Caspase-9 belegt die

Bedeutung des intrinsischen mitochondrialen Apoptose-Signalweges.

Sowohl Ukrain als auch der in den Untersuchungen verwendete Schoéllkraut-
Nativextrakt wurden massenspektrometrisch auf ihre Inhaltsstoffe hin
untersucht (Daten freundlicherweise von Herrn Dr. Kammerer, Klinische
Pharmakologie, Universitat Tubingen zur Verfigung gestellt). Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass Ukrain aus einem Gemisch von Schollkrautalkaloiden
besteht, das Chelidonin, Protopin, Allokryptopin, Chelerythrin und Sanguinarin
beinhaltet. Die von Herstellerseite postulierte pharmazeutische Zusammen-
setzung konnte nicht bestatigt werden (Dr. Kammerer, Klinische
Pharmakologie, Universitdt Tubingen). Aus den Untersuchungen geht
letztendlich hervor, dass die in Ukrain enthaltenen Schollkrautalkaloide fir die
apoptotischen Effekte verantwortlich sind und nicht das von Herstellerseite

angegebene hypothetische “Ukrain-Molekul”.

Insgesamt verbietet die gegenwartige Datenlage den therapeutischen Einsatz
von Ukrain, da die Zusammensetzung der Praparation vom Hersteller falsch
ausgewiesen wird und bisherige klinische Studien deutliche Mé&ngel aufweisen.
Vielmehr scheint eine weitere Untersuchung der antineoplastischen
Eigenschaften einzelner Schoéllkrautalkaloide hinsichtlich intrazellularer

Signalwege und madglicher Wirksamkeit in klinischen Versuchen aussichtsreich.
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