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Referat 

Brustkrebs ist die häufigste Krebserkrankung sowie die häufigste Todesursache 

unter den Krebserkrankungen bei Frauen. Die Induktion der Hypoxie-induzierten 

Carboanhydrase IX (CA IX) ist in Mammakarzinomen mit einer schlechten 

Prognose assoziiert. Dadurch ist sie ein interessantes target zur gezielten 

Behandlung von Tumorzellen in hypoxischen Arealen. Sulfamate hemmen 

Carboanhydrasen wie CA IX und können in Kombination mit Bestrahlung 

radiosensitivierend wirken. Naturstoffe wie pentazyklische Triterpene rücken 

aufgrund ihrer antitumorösen Eigenschaften mehr in das Interesse der 

Tumortherapie. Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von fünf neu 

entwickelten Triterpensulfamaten hinsichtlich ihrer zell- und strahlenbiologischen 

Effekte an vier Mammakarzinomzelllinien. Zytotoxizitätsanalysen mittels 

Sulforhodamin-B-Assay bzw. Zellkoloniebildungstests ergaben eine 

konzentrationsabhängige Zunahme der Zytotoxizität der Triterpensulfamate und 

eine gesteigerte Zytotoxität unter Hypoxie in den Mammakarzinomzelllinien. 

Dabei wies das Maslinsulfamat MSBA-S die höchste Zytotoxizität auf. Alle fünf 

Triterpensulfamate verursachten eine konzentrationsabhängige Reduktion des 

klonogenen Zellüberlebens, wobei MSBA-S ebenfalls die stärksten Effekte 

hervorrief. Mittels Zellkernanalyse (DAPI-Assay) wurde für alle Substanzen eine 

apoptoseinduzierende Wirkung nachgewiesen. Auch hier verursachte MSBA-S 

die höchste Apoptoserate. Während die Triterpensulfamate PSBA-S, USBA-S 

und BSBA-S in Wundheilungs-Assays migrationshemmend wirkten, wurden 

MSBA-S und BSBA-S in Kombination mit Bestrahlung als radiosensitizer 

identifiziert. Insgesamt stellt der Einsatz von Triterpensulfamaten einen 

vielversprechenden Ansatz für die Mammakarzinomtherapie dar. Insbesondere 

das Maslinsulfamat MSBA-S erscheint aufgrund der hohen Zytotoxizität und 

Effekte auf die Strahlensensitivität besonders geeignet. Die Anwendbarkeit von 

Triterpensulfamaten als Tumortherapeutika muss jedoch noch in vivo überprüft 

werden. 
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Verzeichnis der Abkürzungen und Symbole 

 

Abb.  Abbildung 

AG  Arbeitsgruppe 

BRCA-1        breast cancer 1 (Brustkrebsgen 1) 

BRCA-2        breast cancer 2 (Brustkrebsgen 2) 

BS  Betulinsäure 

BSBA-S        Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-lup-20(29)-en-28-amid 

CA  carbonic anhydrase 

CA IX  carbonic anhydrase IX (Carboanhydrase IX) 

CAI  carbonic anhydrase inhibitors 

CO2  Kohlenstoffdioxid 

DAPI             4,6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid 

DMF 10 Dosis modifizierender Faktor 10 

DMSO Dimethylsulfoxid 

ER  Östrogenrezeptor 

FKS  fetales Kälberserum 

Gy  Gray 

h  hour (Stunde) 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HER 2           humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 

HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha 

M  Molar 

mg  Milligramm 

mM  Millimolar 

min  Minute 

ml  Milliliter  

MS  Maslinsäure 

MSBA-S       Benzyl 2α,3β-bis(aminosulfonyloxy)-olean-12-en-28-amid 

MV                Megavolt 

µ  Mikro 

Nr.  Nummer 

OER              oxygen enhancement ratio (Sauerstoffverstärkungsfaktor) 
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OS  Oleanolsäure 

OSBA-S        Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-olean-12-en-28-amid 

PBS              phospate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 

PS  Platansäure 

PSBA-S        Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-20-oxo-30-norlupan-28-amid 

PR  Progesteronrezeptor 

ROS  reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies) 

rpm  rotations per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RPMI  Zellkulturmedium, benannt nach dem Roswell Park Memorial  

Institute 

SRB  Sulforhodamin B 

Tab.  Tabelle 

TNBC  triple-negative breast cancer (Triple negative Brustkrebs) 

US  Ursolsäure 

USBA-S        Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-urs-12-en-28-amid 

VEGF  vascular endothelial growth factor (vaskulärer endothelialer  

Wachstumsfaktor) 

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor (vaskulärer  

                     endothelialer Wachstumsfaktorrezeptor 

WHO  World Health Organisation (Weltgesundheitsbehörde)
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1       Einleitung 

1.1      Mammakarzinom 

Laut aktueller WHO-Klassifizierung der Tumoren der Mamma gibt es aktuell 43 

verschiedene histologische Subtypen in der Gruppe der invasiven Karzinome (1). 

Anhand von immunhistochemischen Markern wird das Vorkommen von 

Östrogenrezeptoren (ER), Progesteronrezeptoren (PR) und dem humanen 

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER 2), als auch der Proliferations-

index Ki67 bestimmt. Durch die Bestimmung des Hormon- und Rezeptorstatus 

können die Karzinome in die fünf Subtypen Luminal A, Luminal B, Luminal + 

HER2-positiv, HER2-positiv und triple-negativ unterschieden werden (2). 72 % 

der Luminal A-Tumoren haben durch ihre gute Differenzierung und den niedrigen 

Proliferationsindex Ki67 eine sehr gute Prognose, wohingegen HER2-positive 

Tumoren die schlechteste Prognose haben (3,4).  

 Auch triple-negative Mammakarzinome weisen eine schlechte Prognose 

auf. Sie exprimieren weder Östrogen (ER)- oder Progesteron (PR) - Rezeptoren 

noch Rezeptoren für den humanen epidermalen Wachstumsfaktor 2 (HER2). 

Deshalb reagieren sie nicht auf endokrine Therapien und auch die aktuell 

angewandte konventionelle adjuvante Chemoradiotherapie ist wenig effektiv, 

wodurch das Auftreten von Rezidiven aus Mikrometastasen begünstigt wird (5). 

 Etwa jede achte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs (6).  

Brustkrebs hat sowohl hormonelle, genetische als auch Lebensstil-assoziierte 

Ursachen. Risikofaktoren sind ein hohes Alter, Adipositas, Nikotin- und 

Alkoholkonsum, eine Bestrahlung der Brust und eine hohe Brustdichte (7,8). 

Regelmäßige körperliche Aktivität hingegen senkt das Risiko einer 

Brustkrebserkrankung (9). Hormonell erhöht eine längere Östrogenexposition 

durch frühe Menarche, späte Menopause und Hormonersatztherapie bei 

postmenopausalen Frauen das Brustkrebsrisiko (10). Durch Reduktion der 

Östrogenexposition senkt jede Schwangerschaft das Brustkrebsrisiko um 5-10 % 

(7).  

Weniger als 10% der Mammakarzinome sind genetisch bedingt und 

werden durch Mutationen verursacht. Am häufigsten sind die Gene BRCA-1 und 

BRCA-2 betroffen, welche für Tumorsuppressorgene codieren (11). Die 

hierdurch entstehenden Mammakarzinome sind häufiger triple-negativ (12).  
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 Die Diagnose Brustkrebs wird in den meisten Fällen entweder im Rahmen 

einer Screening-Untersuchung oder durch das Auftreten von Symptomen 

gestellt. Die Durchführung von Screening-Untersuchungen in Form einer 

Mammographie an gesunden Frauen zwischen den 50. Und 69. Lebensjahr ist 

mit der Diagnose von kleineren Tumoren, mit geringerer Metastasierungs-

wahrscheinlichkeit, weniger Bedarf an radikalen Axillarresektionen und 

seltenerem Einsatz von Chemotherapeutika assoziiert (13,14).  

Wurde aufgrund der Screening-Untersuchung der Verdacht auf ein 

Mammakarzinom geäußert, folgt die Gewinnung einer Probe durch Feinnadel-

Aspiration, Stanzbiopsie oder chirurgische Exzision zur Bestimmung von 

Biomarkern und Einteilung in molekulare Subtypen. (15).  

Die Therapieoptionen für Brustkrebs werden inzwischen individuell an den 

jeweiligen Karzinomtyp angepasst. Den Hauptbestandteil der Therapie bildet die 

chirurgische Resektion. Im Anschluss an eine brusterhaltende Therapie erfolgt 

immer eine Bestrahlung des Tumorbettes, welche das Rezidivrisiko halbiert und 

die Brustkrebs-assoziierte Mortalität um ein Sechstel reduziert (16).  

Unterstützend erfolgt eine Systemtherapie in Form von Chemotherapie, 

endokriner Therapie oder Antikörpertherapie, wodurch das Rezidivrisiko und die 

brustkrebsspezifische Mortalität reduziert werden (17).  

 

1.2 Bestrahlung, Tumorhypoxie und Carboanhydrase IX 

Im Rahmen der Strahlentherapie wird hauptsächlich Photonenstrahlung 

verwendet, welche durch Hydrolyse von Wasser und Ausbildung reaktiver 

Sauerstoffspezies (ROS) Schäden an DNA, Proteinen und Lipiden hervorruft. Die 

Wahrscheinlichkeit eines molekularen Schadens durch die Entstehung freier 

Radikale steigt mit der Anwesenheit von molekularem Sauerstoff, welcher die 

Stabilisierung biochemischer Schäden begünstigt (18).  

Die meisten DNA-Schäden können durch eine Reihe komplexer 

Reparaturmechanismen behoben werden. Dennoch können nicht reparierte oder 

falsch rekombinierte Doppelstrangbrüche zur Einleitung von Zelltod wie 

Apoptose oder Nekrose führen.  

Die Strahlempfindlichkeit von Zellen wird unter anderem durch die 

Reoxygenierung bestimmt, welche eng mit dem Sauerstoffeffekt 
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zusammenhängt. Dieser besagt, dass bei Bestrahlung unter hypoxischen 

Bedingungen 2- bis 3 mal mehr Zellen überleben als unter Normoxie (19). Der 

indirekte Strahleneffekt ist abhängig von der Anwesenheit von Sauerstoff, da 

Sauerstoff die durch Hydroxyradikale gebildeten DNA-Schäden fixiert. Im Falle 

der Röntgenstrahlung überwiegt die indirekte Strahlung, sodass der 

Sauerstoffverstärkungsfaktor (OER = oxygen enhancement ratio) bei 2-3 liegt 

(19). Demnach sind Tumorzellen in hypoxischen Arealen resistenter gegenüber 

Röntgenstrahlung als Tumorzellen in normoxischen Arealen (20). 

Studien zeigen, dass Tumorhypoxie in invasivem Wachstum und 

Metastasierung resultiert und aufgrund des verringerten Ansprechens auf 

Bestrahlung und Chemotherapie ein schlechteres klinisches Outcome zur Folge 

hat (21,22). Unter Hypoxie wird der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-1) als 

Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF-1 in den Tumorzellen stabilisiert. HIF-

1 ist mit einer schlechten Prognose und Therapieresistenz assoziiert und findet 

sich in vielen Tumorentitäten hochreguliert (23). Der Transkriptionsfaktor HIF-1 

initiiert die Transkription Hypoxie-assoziierter Zielgene und regt somit die 

Angiogenese (VEGF) und die Erythropoese (EPO1) an. Zusätzlich werden Gene 

der Zellproliferation, Apoptose, Zellmigration und Invasion induziert (24). Ein 

essenzielles HIF-1 reguliertes Enzym unter Hypoxie ist die Carboanhydrase IX 

(CA IX). 

 Carboanhydrasen (CA) sind Zink-Metalloenzyme, die die Hydratisierung 

von CO2 zu Bikarbonat und einem Proton katalysieren. Die durch CA IX 

katalysierte Hydrolyse gewährleistet die Aufrechterhaltung des intrazellulären 

pH-Werts und bewirkt gleichzeitig eine extrazelluläre Azidifizierung. Das saure 

extrazelluläre Milieu unterstützt proliferative und prometastatische Prozesse, 

steigert die Tumoradhäsion und vermindert das Ansprechen der Zellen auf 

Chemo- und Radiotherapie (25,26). Im Menschen gibt es 14 unterschiedliche 

Isoenzyme der CA (27). Tumorzellen exprimieren vor allem die membran-

assoziierten Isoformen CA IX und CA XII sowie intrazelluläre CA, wie CA I und 

CA II (28–31). Das durch HIF-1 in vielen Mammakarzinomen überexprimierte 

Auftreten von CA IX ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (59, 62).  

CA IX ist durch ihr fast ausschließlich auf Tumorzellen beschränktes 

Vorkommen ein attraktives target zur selektiven Behandlung von Tumoren. Die 



 4 
 

Effektivität von CA IX-Inhibitoren wurde schon in vielen präklinischen Studien an 

unterschiedlichen Tumormodellen und am Maus-Modell demonstriert. Sie zeigen 

einen hemmenden Einfluss auf das Zellüberleben sowie die Migration und 

Invasion (33). Zudem sind CA IX- Inhibitoren in der Lage, die Radiosensitivität 

verschiedener Tumorentitäten in vitro und in vivo zu erhöhen (25,34,35). 

 

1.3 Pentazyklische Triterpene  

Die Betulinsäure (BS) ist ein pentazyklisches Triterpen mit Lupan-Grundgerüst. 

Sein Reduktionsprodukt Betulin befindet sich in hohen Konzentrationen in der 

Rinde von Birkengewächsen. BS zeigt in vitro zytotoxische Effekte auf diverse 

Tumorentitäten, wie das Lungenkarzinom, kolorektale Karzinome als auch das 

Mammakarzinom (36). Gleichzeitig ist die Zytotoxizität für normale Zellen wie 

Fibroblasten oder Lymphozyten gering (37). BS wirkt antiproliferativ, zytotoxisch 

und Apoptose-induzierend in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien (36,38).  

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe konnten eine Zunahme der 

Zytotoxizität und radiosensitivierenden Wirkung von BS unter Hypoxie aufzeigen 

(39). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass BS die Proliferation und 

Migration in Glioblastom-, Pankreas- und Melanomzelllinien inhibiert, als auch 

die Bildung des Topoisomerase-I-DNA-Komplexes hemmt (39–41)  

 Die Oleanolsäure (OS) ist ein pentazyklisches Triterpen, welches sich in 

Oliven, aber auch in vielen anderen Pflanzenarten wie der Ringelblume oder dem 

Schwarzdorn findet. OS wurden entzündungshemmende und antitumoröse 

Eigenschaften nachgewiesen (42). Außerdem konnte in vitro durch Kombination 

von Bestrahlung und Behandlung mit OS eine Reduktion des klonogenen 

Zellüberlebens an Gliomzellen aus Ratten und menschlichen Lungen-

karzinomzellen im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung erreicht werden (43). 

Auch verschiedene Derivate der OS zeigten antitumoröse Eigenschaften. So 

wirkt Oleanolsäure-Methylester über die Induktion von Apoptose und die 

Produktion von ROS zytotoxisch auf Kopf-Hals-Tumoren(44) und für das OS-

Derivat SZC015 konnte eine Induktion von Apoptose und Autophagie an 

humanen Brustkrebszellen nachgewiesen werden (44,45). 

 Auch die Ursolsäure (US) findet sich weit verbreitet in verschiedenen 

Pflanzenarten, darunter in Kräutern wie Rosmarin und Thymian. US wirkt unter 
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anderem entzündungshemmend, antimikrobiell, antidiabetisch und antitumorös 

(46–49). Ihr pharmakologischer Effekt wird jedoch durch ihre limitierte Löslichkeit 

in Wasser und eine beschränkte orale Bioverfügbarkeit eingeschränkt, weshalb 

Derivate der US vermehrt in den Fokus der Forschung rücken (50). In vitro-

Studien weisen bei US und US-Derivaten auf eine hohe Zytotoxizität gegenüber 

Tumorzellen bei gleichzeitig geringer Toxizität für Normalgewebe hin (51).  

 Über die biologischen und pharmakologischen Eigenschaften der 

Platansäure (PA) ist im Vergleich zu anderen Triterpenen bisher noch wenig 

bekannt. Sie hat ein Norlupan-Grundgerüst und findet sich vor allem in Bäumen 

aus der Familie der Platanengewächse. Für sie und ihre Derivate konnte eine 

Inhibition der HIV-Replikation in H9-Lymphozyten nachgewiesen werden (52). 

2017 wurde entdeckt, dass PS-Derivate das Enzym Butyrylcholinesterase 

hemmen, von dem angenommen wird, dass es zum Fortschreiten von 

Alzheimererkrankungen beiträgt (53). Außerdem konnten für PS und ihre 

Derivate unter anderem auch zytotoxische Effekte an humanen 

Brustkrebszelllinien nachgewiesen werden (54). 

 Maslinsäure (MS) ist in niedriger Konzentration in vielen Heilpflanzen 

enthalten. Die höchste Konzentration finden sich jedoch in Oliven (Olea europaea 

L.). MS wirkt selektiv zytotoxisch auf Tumorzellen, proapoptotisch, 

antiproliferativ, antiinflammatorisch und hemmt die Angiogenese in 

verschiedenen Tumorentitäten (55–58). Ihre Derivate zeigen ebenfalls 

antiretrovirale Eigenschaften am HIV (59). Derivate mit Modifikationen an C2 und 

C3 erreichten eine höhere Zytotoxizität und bessere Selektivität zwischen 

malignen und nicht-malignen Zellen (60). 

 

1.4 Pentazyklische Triterpensulfamate 

Es zeigte sich, dass durch die Modifikation des pentazyklischen triterpenoiden 

Grundgerüstes an C3 und C28 nicht nur die Löslichkeit der Naturstoffe gesteigert, 

sondern auch ihre Zytotoxizität erhöht werden konnte. Beispielsweise führt die 

Veresterung von pentazyklischen Triterpenen an C3 zu einer besseren 

Bioverfügbarkeit und die Amidierung an C28 erhöht die Wasserlöslichkeit und 

trägt zu einer stärkeren Zytotoxizität bei (61). Für einige pentazyklische 

Triterpensulfamate konnte eine Inhibition von Tumor-assoziierten Carbo-
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anhydrasen (CA) wie hCA IX, hCAXII und hCAII nachgewiesen werden (62–66). 

Sulfonamide bzw. Sulfamate sind aufgrund ihrer Struktur in der Lage, das Zink-

Ion im katalytisch aktiven Zentrum der Carboanhydrasen zu binden und somit 

deren Funktion zu hemmen (67). Untersuchungen der eigenen AG konnten nach 

Behandlung mit dem Carboanhydraseinhibitor (CAI) U-104 Effekte auf Zell-

migration, klonogenes Zellüberleben sowie Radiosensitivierung in Mamma-

karzinomzellen nachweisen (68). Forschungsgruppeninterne Arbeiten an 

Mammakarzinomzellen ergaben zudem, dass Betulinylsulfamate und 

Betulinsulfonamide Apoptose induzieren, die Migration und die Hypoxie-

induzierte Genexpression hemmen und in Kombination mit Bestrahlung 

radiosensitivierend wirken (65,66,69).  

Da AG-interne Arbeiten mit dem Naturstoff Betulinsäure und weiteren 

Triterpenderivaten diverse antitumoröse Eigenschaften und besonders eine hohe 

Effektivität unter Hypoxie nachweisen konnten, stellt die Kombination aus CA-

Inhibitoren wie Sulfonamiden oder Sulfamaten mit pentazyklischen Triterpenen 

einen interessanten Ansatz zum gezielten Angriff auf hypoxische Tumorzellen 

dar. Um zu untersuchen welcher Bedeutung die Triterpenkomponente bei 

Triterpensulfamaten zukommt, entwickelte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. René 

Csuk (Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, Organische Chemie) 

strukturähnliche pentazyklische Triterpensulfamate von BS, OS, US, PS und MS. 
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2 Zielstellung  

Die Zielstellung dieser Studie ist es, die fünf strukturähnlichen Triterpensulfamate 

PSBA-S, BSBA-S, OSBA-S, USBA-S sowie MSBA-S hinsichtlich ihrer 

Zytotoxizität und ihrer Effekte auf das klonogene Zellüberleben, die Radio-

sensitivität, die Apoptoserate, sowie auf die Migration von humanen 

Mammakarzinomzellen zu untersuchen. Zur Synthese dieser Substanzen 

wurden verschiedene pentazyklische Triterpene mit bekannten antitumorösen 

Eigenschaften mit einer bzw. zwei Sulfamatgruppen gekoppelt. Diese 

Triterpensulfamate wurden an drei triple-negativen (Hs578T, MDA-MB-231 und 

BT-20) und einer Östrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomzelllinie (MCF-7) 

untersucht.  

 

Die folgenden Fragen wurden in dieser Arbeit bearbeitet: 

 

1. Welche Zytotoxizität weisen die pentazyklischen Triterpene durch Kopplung 

mit dem CAI auf die Zelllinien auf? 

2. Wie beeinflussen die Triterpensulfamate das klonogene Zellüberleben unter 

normoxischen und hypoxischen Bedingungen? 

3. Verursachen die Triterpensulfamate eine Apoptoseinduktion?  

4. Beeinflussen die Triterpensulfamate die Migration der Mammakarzinom-

zellen? 

5. Haben die Triterpensulfamate einen Einfluss auf die Radiosensitivität von 

hypoxischen Mammakarzinomzellen? 

 

Ziel ist es, die Bedeutung von strukturähnlichen Triterpensulfamat-Konjugaten für 

die Tumortherapie von Mammakarzinomen in vitro zu untersuchen.  
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3   Material und Methoden 

3.1  Material 

3.1.1 Zelllinien  

Die vier in dieser Arbeit verwendeten Mammakarzinomzelllinien wurden von  

Prof. Dr. Jürgen Dittmer, Universitätsklinik und Poliklinik für Gynäkologie der 

Martin-Luther-Universität Halle, zur Verfügung gestellt.  

 

Tab. 1 Verwendete Mammakarzinomzellinien (70–73). 

Bezeichnung Ursprung ATCC-

Nr. 

Referenz 

Hs578T triple-negatives humanes 

Mammakarzinom 

HTB-126TM Hackett et al., 1977 

MDA-MB-231 triple-negatives humanes 

Mammakarzinom 

HTB-26TM Cailleau et al., 1974 

BT-20 triple-negatives humanes 

Mammakarzinom 

HTB-19TM Lasfargues et al., 

1958 

MCF-7 ER-Rezeptor-positives 

humanes 

Mammakarzinom 

HTB-22TM Soule et al., 1973 
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3.1.2 Geräte  

Die Kultivierung der Zelllinien sowie die Durchführung der Versuche erfolgten in 

den Zellkulturlaboren der Arbeitsgruppe „Molekulare Strahlenbiologie“ der 

Universitäts- und Poliklinik für Strahlentherapie der Martin-Luther-Universität 

Halle-Wittenberg. 

 

Tab. 2 Verwendete Geräte. 

Bezeichnung Hersteller 

Gefrierschrank FROSTER LABEX 96 Kirsch medical, Willstätt-Sand 

Pipettierhilfe pipetus® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

HeraSafe HS 18 Sicherheitswerkbank Heraeus Instruments, Hanau 

Vortex-Genie 2® Scientific Industries, Cambridge, UK 

Zentrifuge Rotofix 32 A Andreas Hettich GmbH + Co. KG, 

Tuttlingen 

CASY-Zellzähler Omni life science, Bremen 

Heratherm® General Protocol 

Inkubator 

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

TECAN GENios FL TWT Tecan Treading Ag, Männedorf 

Fluoreszenzmikroskop BZ-8000 Keyence, Osaka, Japan 

Linearbeschleuniger Oncor 

Impression IMPRT 

Siemens, Berlin 
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3.1.3 Verbrauchsmaterialien 

  

Tab. 3 Verwendete Verbrauchsmaterialien. 

Bezeichnung Hersteller  

BD Gas Pak EZ Anarobier Pouch 

System 

Becton, Dickinson and Company, 

Franklin Lakes, USA 

Cytospin-Röhrchen Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

Deckgläschen VWR International GmbH, Darmstadt 

Handschuhe Micro-Touch Ansell, Iselin, USA 

Pipetten Tips Greiner AG, Kremsmünster, 

Österreich 

Cellstar® Tubes Greiner AG, Kremsmünster, 

Österreich 

Silikon inserts ibidi GmbH, Gräfelfing 

0,2 µm Sterilfilter VWR International GmbH, Darmstadt 

75 cm2 Zellkulturflaschen Greiner AG, Kremsmünster, 

Österreich 

25 cm2 Zellkulturflaschen Greiner AG, Kremsmünster, 

Österreich  

6-Well Platten Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 

12-Well Platten Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 

96-Well Platten Techno Plastic Products AG, 

Trasadingen, Schweiz 
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3.1.4 Chemikalien und Lösungen 

 
Tab. 4 Verwendete Chemikalien und Lösungen. 

Bezeichnung Hersteller  

DAPI Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Essigsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Ethanol  Merck KGaA, Darmstadt 

FKS Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund 

Formalin Chemsolute, TH Geyer, Renningen 

Giemsa-Lösung  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Mitomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

PBS Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Pyruvat Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

ProLong® Gold Antifade Reagenz Life technologies GmbH, Darmstadt 

RPMI 1640 Kulturmedium  Lonza, Walkersville, USA 

SRB-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Trichloressigsäure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Trizma® Base  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Taufkirchen 

Trypsin Thermo Fisher Scientific, Darmstadt 

 

3.1.5 Software 

 
Zur Berechnung der Substanzkonzentration, durch welche eine halb-maximale 

Inhibition des Zellwachstums (IC50) hervorgerufen wird als auch zur Berechnung 

des Dosis-modifizierenden Faktors 10 (DMF 10) wurde die Software OriginPro, 

OriginLab, Massachusetts, USA verwendet. 
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3.1.6 BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S 

Gegenstand der Versuche waren die Substanzen Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-

lup-20(29)-en-28-amid (BSBA-S), Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-olean-12-en-28-

amid (OSBA-S), Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-urs-12-en-28-amid (USBA-S), 

Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-20-oxo-30-norlupan-28-amid (PSBA-S) und Benzyl 

2α,3β-bis(aminosulfonyloxy)-olean-12-en-28-amid (MSBA-S) (Abb.1). Da für das 

Vorhandensein einer Benzylamid-Einheit an C28 eine höhere Zytotoxizität und 

bessere Tumorselektivität im Vergleich zu einer Ester-Einheit beschrieben 

wurde, wurden Benzylamide als Stammverbindungen für die Synthese dieser 

neuer Triterpen-Derivate gewählt (74). Zusätzlich soll durch eine Modifikation an 

C2 bzw. C3, wie zuvor an anderen Triterpensulfamaten gezeigt, eine Inhibition 

Tumor-assoziierter Carboanhydrasen erreicht werden (64). Als Ausgangs-

strukturen wurden die Triterpene BS, OS, US, PS und MS verwendet. 

Die Substanzen wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. René Csuk 

(Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, Organische Chemie) als kristallines 

Pulver synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Für die Versuche wurden die 

Substanzen abgewogen, mit DMSO in Lösung gebracht und durch einen 0,2 µm 

Sterilfilter filtriert. Die 20 µM Stammlösungen wurden bei 4°C gelagert. 
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BSBA-S 

 

                      OSBA-S 

 

                      USBA-S 

 

                   PSBA-S 

 

                     MSBA-S 

 

 

Abb.1) Strukturformeln der verwendeten Triterpensulfamate. Benzyl 3β-

aminosulfonyloxy-lup-20(29)-en-28-amide (BSBA-S), Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-

olean-12-en-28-amide (OSBA-S), Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-urs-12-en-28-amide 

(USBA-S), Benzyl 3β-aminosulfonyloxy-20-oxo-30-norlupan-28-amide (PSBA-S), 

Benzyl 2α,3β-bis(aminosulfonyloxy)-olean-12-en-28-amide (MSBA-S). 

 

3.2   Methoden 

3.2.1 Zellkultivierung 

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte unter Standardbedingungen unter 37°C, 

5 % CO2 und maximaler Luftfeuchtigkeit im RPMI 1640 Kulturmedium, welches 

durch den Hersteller bereits mit L-Glutamin und 25 mM HEPES angereichert ist. 

Es erfolgte die Zugabe von 10% FKS, 1% Pyruvat, und 2% 
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Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden in sterilen Zellkulturflaschen kultiviert. 

Ein Mediumwechsel wurde im Rahmen des Passagierens in Abhängigkeit der 

Zelldichte je nach Zelllinie alle 2-5 Tage durchgeführt. Dazu wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend mit Trypsin von der 

Zellkulturflasche abgelöst. Das Abstoppen dieser Reaktion erfolgte nach 5 min 

durch Zugabe von FKS-haltigem Kulturmedium.  

Anschließend wurde die Zellsuspension in ein Cellstar® Tube pipettiert und für 5 

min mit 800 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das 

verbleibende Zellpellet anschließend in 3 ml Medium resuspendiert. Die 

Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des CASY-Zellzählers. Eine definierte 

Anzahl an Zellen wurde in eine neue sterile Zellkulturflasche eingestreut.  

Durch die Verwendung des BD GasPak EZ Anaerobier Pouch Systems konnte 

in den Versuchen, welche unter Hypoxie durchgeführt wurden, ein hypoxisches 

Milieu (0,1% O2) erzeugt werden. Anschließend erfolgte bei allen Versuchen, 

normoxisch oder hypoxisch, die Kultivierung bei 37°C, 5 % CO2 und bei 

maximaler Luftfeuchte für 24 h.  

 

3.2.2 SRB-Assay 

Für die Bestimmung der Zytotoxizität der Substanzen wurde der Sulforhodamin 

B (SRB)-Assay verwendet. Die Zellen wurden in 96-Well Platten eingestreut und 

24 h inkubiert. Anschließend wurden sie mit Konzentrationen von 5 µM, 10 µM, 

15 µM, 20 µM, 25 µM, 40 µM, 50 µM und 100 µM der Substanzen BSBA-S, 

OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S behandelt. Nach einer Inkubationszeit 

von 96 h unter Standardbedingungen wurde das Medium entfernt und die Zellen 

mit eiskalter 10 %iger Trichloressigsäure fixiert. Die Inkubation fand unter 

Normoxie statt, um einen ersten Überblick über die Zytotoxizität der Substanzen 

zu gewinnen. Anschließend wurden sie mit Eiswasser gewaschen und mit 

0,4%iger SRB-Lösung eingefärbt. Vor dem Trocknen wurden die Zellen erneut 

mit 1%iger Essigsäure gewaschen. Die Messung der Extinktion erfolgte bei 540 

nm durch den TECAN GENios FL TWT. Hierfür wurden die fixierten Zellen in 300 

µl 20 mM Trizma® Base gelöst. Aus mindestens drei Versuchsansätzen wurde 

somit für jede Substanz und für jede Zelllinie die Konzentration mittels Origin 

ermittelt, bei der eine halb-maximale Inhibition des Zellwachstums (IC50) durch 

die jeweilige Substanz hervorgerufen wird. 
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3.2.3 Zellkoloniebildungstest 

24 h nach dem Einstreuen in 6-well Platten wurden die Zellen für weitere 24h mit 

den Substanzen (40 µM BSBA-S, OSBA-S, USBA-S oder PSBA-S und 10 µM 

MSBA-S) inkubiert. Anschließend wurden sie trypsiniert, gezählt und jeweils 300 

bis 600 Zellen in 75 cm2 Zellkulturflaschen eingestreut. Nach 12-14 Tagen, in 

Abhängigkeit von der Proliferationsrate der jeweiligen Zelllinie, wurden die in der 

Zwischenzeit gebildeten Zellkolonien mit Formalin fixiert und mit Giemsa-Lösung 

eingefärbt. Die 12-14-tägige Inkubation wurde sowohl unter Normoxie als auch 

unter Hypoxie durchgeführt, um in diesem zweiten Schritt eine potenzielle 

Verstärkung der Zytotoxizität unter Hypoxie aufzuzeigen. Es wurden nur Kolonien 

von 50 Zellen oder mehr in die Zählung aufgenommen. Jeder 

Zellkoloniebildungstest erfolgte als Doppelbestimmung. Anschließend wurde 

zunächst die absolute Plattiereffizienz ermittelt, indem der Quotient aus den 

eingestreuten Zellen und den entstandenen Zellkolonien gebildet wurde. Nun 

wurde die die Anzahl der Zellkolonien nach Behandlung mit der jeweiligen 

Substanz mit der Kontrolle, welche mit DMSO behandelt wurde, ins Verhältnis 

gesetzt und somit die relative Plattiereffizienz bestimmt. 

   

3.2.4 DAPI-Assay 

Die Zellen wurden in 12-Well Platten eingestreut und nach 24 h mit den 

Substanzen für weitere 72 h unter Standardbedingungen inkubiert. Der DAPI-

Assay wurde unter Normoxie durchgeführt. Bei den Versuchen unter 

hypoxischen Bedingungen zeigten sich Veränderungen an den Zellkernen, die 

das Auszählen der apoptotischen Zellkerne erschwerte, wodurch diese Versuche 

nicht ausgewertet werden konnten. Die Zellen wurden trypsiniert, bei 800 rpm für 

4 min zentrifugiert und der Überstand des Mediums entfernt. Danach wurde das 

Zellpellet in PBS resuspendiert und die Zellen wurden mit 70%igem Ethanol 

fixiert. Ca. 250 µl der fixierten Zellen wurden in einem Cytospin-Kammer-

Röhrchen mehrfach mit 1.500 rpm auf einem Deckgläschen zentrifugiert und 

somit darauf fixiert. Die fixierten Zellen wurden nun für 5 min mit dem 

membrangängigen Farbstoff 4,6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI) 

inkubiert und danach 3 Mal mit PBS gewaschen. Das Deckgläschen wurde mit 

ProLong® Gold Antifade Reagenz eingedeckt und am Fluoreszenzmikroskop 
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BZ-8000 mikroskopiert. Der Anteil der apoptotischen Zellkerne an der 

Gesamtheit der Zellkerne wurde exemplarisch an 100 Zellkernen visuell gezählt. 

 

3.2.5 Wundheilungs-Assay 

Die Zellen wurden in 12-Well Platten innerhalb der 4 Well eines Silikon inserts 

eingestreut, wobei eine kreuzförmige Fläche von definierter Größe im Zentrum 

frei bleibt. Nach 24 h wurden die Zellen mittels Mitomycin in den Zyklusarrest 

überführt. Nach weiteren 2 h wurden sie mit 40 µM BSBA-S, OSBA-S, USBA-S 

oder PSBA-S oder mit 10 µM MSBA-S inkubiert. Da durch die kurze zeitliche 

Abfolge der Arbeitsschritte das Anlegen sowie die Beibehaltung eines 

hypoxischen Milieus mit dem BD GasPak EZ Anaerobier Pouch System schwer 

zu realisieren ist, wurden die Versuche zum Migrationsverhalten ausschließlich 

unter Normoxie durchgeführt. Nach 24 h wurde das insert entfernt, und es 

erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops BZ-800 eine Bildaufnahme der 

zellfreien Fläche. Die zweite Bildaufnahme erfolgte 16 h nach der ersten 

Bildaufnahme. Die relative Migrationsrate wurde aus der Änderung der zellfreien 

Fläche nach Entfernen des inserts (t = 0 h) und zum Endzeitpunkt (t = 16 h) für 

jede Substanz in Relation zu einer unbehandelten DMSO-Kontrolle berechnet.  

 

3.2.6 Radiosensitivität 

Analog zum Zellkoloniebildungstest wurden die Zellen in 6-Well Platten 

eingestreut und nach einer 24-stündigen Inkubation mit 5 µM MSBA-S bzw. 40 

µM OSBA-S mit 6 Gy, 10 Gy oder 14 Gy an einem Linearbeschleuniger bestrahlt 

und anschließend nach einer Stunde in 75 cm2 Zellkulturflaschen eingestreut. 

Durch das BD GasPak EZ Anaerobier Pouch System wurde ein hypoxisches 

Milieu hergestellt, da der Rückgang der Radiosensitivität von Karzinomzellen 

unter Hypoxie ein zentrales Problem der Tumorbehandlung darstellt und 

untersucht werden sollte, ob die neuen Triterpensulfamate eine mögliche 

Behandlungsoption darstellen. 

 Nach 12-14 d wurden die Zellen mit Formalin fixiert und mit Giemsa-

Lösung eingefärbt. Es wurden erneut nur Kolonien von ≥ 50 Zellen gezählt. Das 

Verhältnis der Anzahl der Kolonien nach Bestrahlung wurde untereinander und 

mit der Anzahl der Kolonien in einer nicht-bestrahlten Kontrolle verglichen. Alle 
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Radiosensitivitäts-Assays erfolgten als Doppelbestimmung. Der Dosis-

modifizierende Faktor 10 (DMF 10) wurde definiert als Verhältnis der 

überlebenden Fraktion einer mit DMSO behandelten Kontrolle zur überlebenden 

Fraktion der mit den Substanzen behandelten Zellen. Er gibt an, wie groß der 

Anteil der Behandlung mit einer Substanz an der Absenkung der relativen 

Plattiereffizienz auf 10 % ist. Ein DMF 10 >1 spricht für eine Radiosensitivierung. 

Und ein DMF 10 <1 für eine Radioprotektion.  
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4 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden zell- und strahlenbiologische Effekte der pentazyklischen 

Triterpensulfamate BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S auf die 

triple-negativen Mammakarzinomzelllinien Hs578T, BT-20 und MDA-MB-231 

und auf die Östrogenrezeptor-positive Mammakarzinomzelllinie MCF-7 

untersucht. Der SRB-Assay erfolgte unter Normoxie und der Zellkolonie-

bildungstest unter Normoxie und Hypoxie. Der Wundheilungs-Assay und der 

DAPI-Assay wurde unter Normoxie durchgeführt. Die Effekte auf die Radio-

sensitivität wurden unter Hypoxie durchgeführt, da der Rückgang der Radio-

sensitivität von Karzinomzellen unter Hypoxie ein zentrales Problem der 

Tumorbehandlung darstellt. 

 Das Lösungsmittel DMSO hatte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen 

keinen Einfluss auf die Mammakarzinomzellen, weshalb auf die Darstellung 

unbehandelter Kontrollen verzichtet wurde. 

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Rahmen einer Publikation der eigenen 

Arbeitsgruppe von Petrenko et. al 2021 veröffentlicht. 

 

4.1 Zytotoxizität der pentazyklischen Triterpensulfamate 

Die mittlere inhibitorische Konzentration IC50 wurde mittels SRB unter 

normoxischen Bedingungen ermittelt, um die Zytotoxizität der Substanzen zu 

ermitteln und in den weiterführenden Versuchen zur Klonogenität, Radio-

sensitivierung, Migration und Analyse der Zelltodrate die Wirkung der 

Substanzen vergleichen zu können.  

Alle Substanzen zeigten eine konzentrationsabhängige Zunahme der 

Zytotoxizität in den Zelllinien Hs578T, MDA-MB-231, MCF-7 und BT-20 (Tab. 5). 

Die niedrigste Effektivität zeigte sich bei PSBA-S mit IC50-Werten zwischen 9 µM 

und >100µM. BSBA-S, OSBA-S und USBA-S zeigten eine moderate Effektivität 

mit IC50-Werten von 7 µM bis 27 µM (BSBA-S), 3,5 µM bis 24 µM (OSBA-S), bzw. 

8 µM bis 19 µM (USBA-S). Die höchste Effektivität (Zytotoxizität) hatte MSBA-S. 

Bei allen vier Mammakarzinom-Zelllinien lagen die IC50-Werte zwischen 4 µM 

und 6 µM. 

Am potentesten erwiesen sich alle Substanzen an der Östrogenrezeptor-

positiven Zelllinie MCF-7.  
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Initiale, im Folgenden nicht gezeigte Versuche mit den Triterpensulfamaten 

BSBA-S, OSBA-S, USBA-S und PSBA-S bei einer Konzentration von 20 µM, 

welches ungefähr dem Durchschnitt der IC50-Werte der vier verwendeten 

Zelllinien entspricht, ergaben nur geringe Effekte auf das klonogene 

Zellüberleben, die Zelltodformen und die Zellmigration. Deshalb wurden für die 

weiteren Untersuchungen der Mechanismen OSBA-S, PSBA-S, USBA-S und 

BSBA-S mit einer Konzentration von 40 µM verwendet. Für das stark zytotoxisch 

wirkende MSBA-S wurden 5 µM bzw. 10 µM verwendet. 

 

Tab. 5 IC50-Werte der Substanzen BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S 

nach 72h Inkubation. Dargestellt sind die Versuche unter normoxischen Bedingungen 

(21 % O2) (n = 3, Mittelwerte ± SD).  

 

4.2 Effekte der pentazyklischen Triterpensulfamate auf das 

klonogene Zellüberleben 

Die Effekte auf das klonogene Zellüberleben wurden an den triple-negativen 

Zelllinie Hs578T und MDA-MB-231 untersucht. Diese beiden Zelllinien bildeten 

kompakte, gut zu erkennende Kolonien und erwiesen sich somit gut zum 

Auszählen mit bloßem Auge geeignet. Die Zelllinien BT-20 und MCF-7 bildeten 

eher lose und somit schwerer zu erkennende Kolonien, weshalb wir auf die 

Untersuchung an diesen Zelllinien verzichteten. Alle Ergebnisse sind als 

Mittelwert ± Standardabweichung und p-Wert angegeben. 

 An der Zelllinie Hs578T verursachte die Behandlung mit BSBA-S, USBA-

S und MSBA-S eine Reduktion des klonogenen Zellüberlebens unter Normoxie 

(Abb. 2). Nach Inkubation mit 40 µM BSBA-S reduzierte sich die relative 

Plattiereffizienz auf 73,2 % ± 22,1% (p=0,10) verglichen mit der mit DMSO 

 MDA-MB-231 Hs578T BT-20 MCF-7 

BSBA-S 23,3 ± 2,8 15,6 ± 2,5 26,9 ± 6,9 6,6 ± 1,6 

OSBA-S 23,7 ± 5,2 15,8 ± 2,2 16,2 ± 6,4 3,5 ± 4,5 

USBA-S 15,2 ± 7,1 18,8 ± 6,4 16,2 ± 4,0 7,5 ± 3,2 

PSBA-S >100 16,9 ± 4,5 32,0 ± 4,5 9,3 ± 2,5 

MSBA-S 3,7 ± 0,8 3,8 ± 2,4 5,8 ± 1,6 4,9 ± 1,9 
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behandelten Kontrolle. Nach Inkubation mit 40 µM USBA-S betrug die relative 

Plattiereffizienz mit Mittelwert 81,3% ± 13,7% (p=0,17). Nach Inkubation mit 10 

µM MSBA-S betrug die relative Plattiereffizienz 15,5% ± 3,4% (p=0,001). OSBA-

S und PSBA-S hatte keine reduzierende Wirkung auf die relative Plattiereffizienz. 

Inkubation mit 40 µM OSBA-S führten zu einer relativen Plattiereffizienz von 

105,9 % ± 35,6 (p=0,79). Die Behandlung mit 40 µM PSBA-S führte zu einer 

relativen Plattiereffizienz von 101,1% ± 15,2% (p=0,93). 

 Anschließend wurden die Versuche mit identischem Versuchsaufbau und 

gleicher Dosierung der Substanzen, jedoch unter hypoxischen Bedingungen 

durchgeführt (Abb. 2). Hier konnte bei allen Substanzen eine Reduktion des 

klonogenen Zellüberlebens beobachtet werden. Die relative Plattiereffizienz der 

Hs578T-Zellen fiel bei allen Substanzen niedriger aus als bei den Versuchen 

unter Normoxie. Die Behandlung mit BSBA-S resultierte in einer relativen 

Plattiereffizienz von 68,1% ± 28,2% (p=0,10). Behandlung mit OSBA-S führte zu 

einer relativen Plattiereffizienz von 64,4% ± 11,9% (p=0,05). Nach Behandlung 

mit USBA-S lag die relative Plattiereffizienz bei 65,1% ± 24,2% (p=0,07). Nach 

Behandlung mit PSBA-S wurde eine relative Plattiereffizienz von 80,9% ± 30,9% 

(p=0,35) beobachtet. Die Behandlung mit 10 µM MSBA-S erzielte mit einer 

relativen Plattiereffizienz von 4,2% ± 0,9% (p=0,001) den stärksten Effekt.  

 Um die Effekte der Behandlung mit den Triterpensulfamaten unter 

Normoxie und unter Hypoxie zu vergleichen, wurde für jeden Versuch der 

Quotient aus der relativen Plattiereffizienz unter Normoxie und der relativen 

Plattiereffizienz unter Hypoxie gebildet. Anschließend wurde der Mittelwert 

berechnet. Ein Mittelwert des Quotienten von 1 spricht für gleiche Effekte unter 

Normoxie und unter Hypoxie. Ein Mittelwert >1 zeigt einen stärkeren Effekt unter 

Hypoxie an, während ein Wert >1 für einen schwächeren Effekt unter Hypoxie 

spricht. Bei Behandlung mit 40 µM BSBA-S lag der Quotient bei 1,14 ± 0,39 

(p=0,57). Der Quotient der Behandlungen mit 40 µM OSBA-S lag bei 1,65 ± 0,36 

(p=0,04) und der Quotient für die Behandlung mit 40 µM USBA-S bei 1,33 ± 0,36 

(p=0,19). Für die Behandlungen mit 40 µM PSBA-S ergab sich ein Quotient von 

1,37 ± 0,49 (p=0,26). Der größte Unterschied zwischen der Behandlung unter 

Normoxie und der Behandlung unter Hypoxie wurde nach Inkubation mit 10 µM 

MSBA-S beobachtet. Hier betrug der Quotient 3,5 ± 0,49 (p=0,0009). 
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 Bei den Untersuchungen an der Zelllinie MDA-MB-231 zeigten sich 

ähnliche Ergebnisse. Unter normoxischen Bedingungen induzierten alle 

verwendeten Triterpensulfamate eine Reduktion des klonogenen Zellüberlebens 

(Abb. 3). Nach Behandlung mit 40 µM BSBS-S betrug die relative Plattiereffizienz 

im Mittelwert 84,5% ± 32,1 % (p=0,45). Inkubation mit 40 µM OSBA-S reduzierte 

die relative Plattiereffizienz auf 62,7% ± 38,26% (p=0,17). Nach Behandlung mit 

40 µM USBA-S wurde eine relative Plattiereffizienz von 84,11% ± 26,95% 

(p=0,36) beobachtet und nach Behandlung mit 40 µM PSBA-S betrug die relative 

Plattiereffizienz 80,58% ± 2,72% (p=0,0002). Auch in der Zelllinie MDA-MB-231 

konnte der stärkste Effekt nach Behandlung mit 10 µM MSBA-S beobachtet 

werden. Die Behandlung reduzierte die relative Plattiereffizienz auf 42,08% ± 

14,28% (p=0,002). 

 Wurden die Zellen unter hypoxischen Bedingungen mit den Substanzen 

inkubiert betrug die relative Plattiereffizienz bei 40 µM BSBA-S im Mittelwert 

75,08% ± 9,15% (p=0,009). Nach Inkubation mit 40 µM OSBA-S wurde eine 

relative Plattiereffizienz von 65,29% ± 26,74% (p=0,09) und nach Inkubation mit 

40 µM USBA-S 82,09% ± 6,06% (p=0,01). Die Behandlung mit 40 µM MSBA-S 

reduzierte die relative Plattiereffizienz auf 86,38% ± 12,87% (p=0,14). Wie schon 

zuvor erzielte die Behandlung mit 10 µM MSBA-S den stärksten Effekt und 

reduzierte die relative Plattiereffizienz auf 23,71% ± 14,40 (p=0,0008) (Abb. 3). 

Für die Behandlung mit BSBA-S lag der Quotient aus relativer Plattiereffizienz 

unter Normoxie und unter Hypoxie im Mittelwert bei 1,17 ± 0,6 (p=0,64). Für 

OSBA-S lag der Quotient bei 1,03 ± 0,81 (p=0,95). Das Verhältnis von 

normoxischer zu hypoxischer Behandlung ergab bei USBA-S einen Quotienten 

von 1,02 ± 0,38 (p=0,94) und für PSBA-S einen Quotienten von 0,93 ± 0,15 

(p=0,49). Die stärkste Zunahme des Effektes unter Hypoxie zeigte die 

Behandlung mit MSBA-S. Hier Betrug der Quotient aus den relativen 

Plattiereffizienzen der normoxischen und hypoxischen Behandlung 2,13 ± 0,93 

(p=0,10). 
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Abb. 2) Relative Plattiereffizienz der Zelllinie Hs578T nach Inkubation mit den 

Triterpensulfamaten. Dargestellt sind die Ergebnisse der Zellkoloniebildungstests 

jeweils unter Normoxie (21% O2) und unter Hypoxie (0,1% O2). (n=3, Mittelwerte + SD). 

 

 

 

Abb. 3) Relative Plattiereffizienz der Zelllinie MDA-MB-231 nach Inkubation mit den 

Triterpensulfamaten. Dargestellt sind die Ergebnisse der Zellkoloniebildungstests 

jeweils unter Normoxie (21% O2) und unter Hypoxie (0,1% O2) (n=3, Mittelwerte + SD). 
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4.3 Effekte der pentazyklischen Triterpensulfamate auf die 

Apoptoserate 

Die Apoptoserate mittels DAPI-Analyse stellt die Anzahl apoptotischer Zellkerne 

an der Gesamtzahl der Zellkerne, verrechnet mit der DMSO-Kontrolle, dar (Abb. 

6). Angegeben sind hier die Mittelwerte, Standardabweichung und die p-Werte. 

In der Zelllinie Hs578T führte die Inkubation von 40 µM BSBA-S zu einer 

Apoptoserate von 9,3% ± 2,8% (p=0,14). Nach Behandlung mit 40 µM OSBA-S 

wurde eine Apoptoserate von 5,5% ± 0,6% (p=0,005) gemessen. Nach 

Behandlung mit 40 µM USBA-S lag die Apoptoserate bei 3,6% ± 2,2% (p=0,17) 

und nach Behandlung mit 40 µM PSBA-S bei 4,1% ± 2,9 (p=0,17) (Abb. 4). 

Inkubation mit 10 µM MSBA-S wies in dieser Zelllinie mit 22,1% ± 7,8% (p=0,003) 

im Vergleich mit den anderen Substanzen eine ca. 2,7- bis 6,1-fach höhere 

Apoptoserate auf.  

In der Zelllinie MDA-MB-231 zeigte die Inkubation mit BSBA-S bei einer 

Konzentration von 40 µM eine Apoptoserate von 2,43% ± 0,51% (p=0,46). Die 

Inkubation mit 40 µM OSBA-S zeigte eine Apoptoserate von 10,5 ± 3,04% 

(p=0,01). Nach Behandlung mit 40 µM USBA-S zeigte sich eine Apoptoserate 

von 6,67% ± 1,44% (p=0,01) und nach Behandlung mit 40 µM PSBA-S betrug 

die Apoptoserate 2,03% ± 1,78% (p=0,80). Die Inkubation mit 10 µM MSBA-S 

induzierte neben 40µM OSBA-S die stärkste Apoptoserate von 8,3% ± 0,11 

(p=0,01) in MDA-MB-231-Zellen (Abb. 5).  
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Abb. 4) Analyse der Apoptoserate mittels DAPI-Färbung nach 96h-Inkubation in 

der Zelllinien Hs578T. Dargestellt ist die Zelltodrate unter Normoxie (21 % O2) durch 

manuelle Auszählung (n=3, Mittelwerte + SD).  

 

 

Abb. 5) Analyse der Apoptoserate mittels DAPI-Färbung nach 96h-Inkubation in 

der Zelllinie MDA-MB-231. Dargestellt ist die Zelltodrate unter Normoxie (21 % O2) 

durch manuelle Auszählung (n=3, Mittelwerte + SD).  
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A   Hs578T 

 

   
 
B   MDA-MB-231 
 

   
 
Abb. 6) Analyse der Zellkernmorphologie mittels DAPI-Färbung nach 72 h Inkuba- 

tion mit MSBA-S bzw. OSBA-S. Dargestellt sind die mit DAPI gefärbten Zellkerne der 

Zelllinie (A) Hs778T und (B) MDA-MB-231 nach Inkubation der jeweiligen Substanz unter 

Normoxie (21 % O2). Die Pfeile repräsentieren die typische Morphologie (gelb→) 

gesunder Zellkerne und (rot→) apoptotischer Zellkerne. 

 

4.4 Effekte der pentazyklischen Triterpensulfamate auf die 

Zellmigration 

Die Migration der Zelllinie MDA-MB-231 wurde nach Inkubation von 40 µM 

BSBA-S, OSBA-S, USBA-S bzw. PSBA-S und 10 µM MSBA-S mittels 

Wundheilungs-Assay untersucht (Abb. 7).  

Die Migration der behandelten Zellen wurde in Relation zur Migration einer mit 

DMSO behandelten Kontrolle gesetzt und somit eine Migrationsrate ermittelt 

(Abb. 8). Die Behandlung mit OSBA-S und MSBA-S zeigte keinen Effekt auf die 

Migration. PSBA-S und USBA-S reduzierten die Migration auf 92 % ± 12,8 

(p=0,87), bzw. 93 % ± 6,1% (p=0,14). BSBA-S konnte eine Reduktion der 

Migration auf 79% ± 11,9% (p=0,04), verglichen mit der Kontrolle, bewirken. 

DMSO 10 µM MSBA-S 

DMSO 40 µM OSBA-S 
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Abb. 7) Bildaufnahmen des DAPI-Assays nach Inkubation mit 40 µM BSBA-S. 

Dargestellt sind Bildaufnahmen der MDA-MB-231-Zellen links unmittelbar nach 

Entfernen des inserts und rechts nach 16 h. 

 

 

Abb. 8) Analyse des Effekts der Substanzen auf die Zellmigration mittels 

Wundheilungs-Assay. Dargestellt ist die Zellmigration unter Normoxie (21% O2) nach 

Inkubation mit BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S (n=3, Mittelwerte + 

SD).  

4.5 Effekte der pentazyklischen Triterpensulfamate auf die 

Radiosensitivität 

Die Substanzen BSBA-S und MSBA-S wurden an der Zelllinie MDA-MB-231 

hinsichtlich ihres radiosensitivierenden Effekts untersucht. Vorangegangene 

Analysen an der Zelllinie Hs578T erbrachten aufgrund erschwerter 

Koloniebildung keine verwertbaren Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). 
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Die Behandlung erfolgte bei BSBA-S mit einer Konzentration von 40 µM 

und mit MSBA-S mit 5 µM. Zur Kontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen in 

gleicher Dichte eingestreut und mit gleicher Dosis bestrahlt. Die Bestrahlung 

erfolgte mit 6 Gy, 10 Gy und 14 Gy unter hypoxischen Bedingungen. Durch die 

Inkubation mit 40 µM BSBA-S ergab sich im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle ein DMF 10 von 1,15 ± 0,02 (p= 0,2). Der DMF 10 nach Inkubation mit 

5 µM MSBA-S lag bei 1,14 ± 1,00 (p= 0,13) (Abb. 9). Somit konnte für beide 

Substanzen eine leichte Radiosensitivierung verzeichnet werden. 

 

 

Abb. 9) Effekt der Inkubation mit 5 µM MSBA-S bzw. 40 µM BSBA-S auf das 

klonogene Zellüberleben der Zelllinie MDA-MB-231 in Abhängigkeit der 

Strahlendosis und Radiosensitivität. Versuche wurden unter hypoxischen 

Bedingungen (0,1 % O2) und nach 24 h Inkubation der Substanzen durchgeführt (n =3).  
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5 Diskussion 

5.1 Material und Methoden 

Aufgrund der Anzahl an Substanzen, Zelllinien und Untersuchungen wurden pro 

Assay, Substanz und Zelllinie drei oder mehr unabhängige Replikate 

durchgeführt. Hierdurch war es möglich die Effekte der einzelnen Substanzen zu 

charakterisieren. Standardabweichung und p-Werte schwanken zwischen den 

einzelnen Substanzen und Versuchen. Hervorzuheben sind die Ergebnisse, bei 

denen bereits mit unabhängigen 3 Versuchen p-Werte < 0,05 ermittelt wurden. 

 Da die hier untersuchten Triterpensulfamate interessante Ergebnisse und 

Eigenschaften aufzeigten, sind weiterführende Untersuchungen empfehlenswert. 

Das Augenmerk sollte insbesondere auf MSBA-S und OSBA-S gelegt werden, 

da diese in den Untersuchungen die stärksten Effekte aufzeigten. Mit einer 

höheren Anzahl an unabhängigen Replikaten und der Einbeziehung weiterer 

Zelllinien, könnte die Aussagekraft der Ergebnisse weiter verbessert werden. 

Sollten weiterführende Untersuchungen die antitumorösen und 

radiosensitivierenden Eigenschaften bestätigen, könnten in vivo Untersuchungen 

am Maus-Modell weitere Aufschlüsse liefern. 

 

5.2 Effekte auf Zytotoxizität und klonogenes Zellüberleben 

Die pentazyklischen Triterpensulfamate BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S 

und MSBA-S wurden hinsichtlich ihrer Zytotoxizität gegenüber humanen 

Mammakarzinomzelllinien untersucht und ihre Wirkung charakterisiert. Alle fünf 

Substanzen zeigten eine konzentrationsabhängige Zytotoxizität auf die 

Mammakarzinomzelllinien Hs578T, BT-20, MDA-MB-231 und MCF-7. Die 

Analyse der IC50-Werte ergab Unterschiede in Abhängigkeit von der Zelllinie und 

der jeweiligen Substanz. Die Zelllinie MCF-7 reagierte unabhängig von der 

verwendeten Substanz.am sensitivsten auf die Behandlung. Alle Substanzen 

erreichten bei dieser Zelllinie IC50-Werte zwischen 3 µM und 9 µM, während die 

IC50-Werte der Triterpensulfamate BSBA-S, OSBA-S, PSBA-S und USBA-S bei 

den Zelllinien Hs578T, BT-20 und MDA-MB-231 zwischen 16 µM und 32 µM 

lagen. Die stärkste Zytotoxizität ließ sich für die Substanz MSBA-S beobachten: 

Die IC50-Werte von MSBA-S lagen für die Mammakarzinomzelllinien zwischen 2 

µM und 6 µM.  
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Untersuchungen von Sommerwerk et al. an Methyl-Triterpensulfamaten 

von OS, US, BS, PS und MS an verschiedenen Tumorzelllinien bestätigen, dass 

MS-Derivate im Vergleich mit den anderen Triterpen-Derivaten die höchste 

Zytotoxizität aufweisen (75). Weber et al. untersuchten die Effekte der BS-

Derivate Betulinyl-bis-sulfamat (BBS) und NVX-207 auf equine Hautkrebszellen. 

Beide Derivate zeigten eine moderate bis hohe Zytotoxizität. Während NVX-207 

größere zytotoxische Effekte aufzeigte, war BBS besser verträglich gegenüber 

Normalzellen. Für beide Substanzen konnte die Induktion von Apoptose 

nachgewiesen werden, wobei BBS eine größere Selektivität gegenüber den 

Karzinomzellen im Vergleich zu den behandelten Fibroblasten zeigte (76). Somit 

präsentierten sich auch in diesen Arbeiten Triterpensulfamate und insbesondere 

BBS als vielversprechende Kandidaten für die Tumortherapie. 

Interessant ist die Tatsache, dass die Zelllinie MCF-7 auf alle verwendeten 

Substanzen am sensitivsten reagierte. Auch Güttler et al. identifizierten bei Unter-

suchungen mit Betulinsulfonamiden die luminal ER-positive Zelllinie MCF-7 als 

sensitiver im Vergleich mit den TNBC-Zelllinien Hs578T und MDA-MB-231 (65). 

Sie konnten in den TNBC-Zellen erhöhte CA IX-Levels nachweisen, wohingegen 

sich in der luminal ER-positiven MCF-7 eine hohe Expression von CA XII fand. 

Ein hohes oder erhöhtes CA XII-Level könnte ein durch das niedrige oder 

absinkende CA IX-Level ausgelöster Rettungsmechanismus der Zelle sein. 

Güttler et al. empfehlen deshalb eine kombinierte Inhibierung von CA IX und CA 

XII, besonders in TNBC, um eine mögliche gegenseitige Beeinflussung der 

beiden CA zu reduzieren und das Auslösen eines Rettungsmechanismus zu 

verhindern (65). Ob luminal ER-positive Zelllinien generell sensitiver auf die 

Therapie mit Triterpenen oder ihren Derivaten in Kombination mit CAI reagieren, 

lässt sich aktuell noch nicht beantworten und müsste an weiteren Zelllinien 

untersucht werden. 

Unter Normoxie reduzierte 10 µM MSBA-S das klonogene Zellüberleben 

der Zelllinie Hs578T auf 15% und das der Zelllinie MDA-MB-231 auf 42%. Die 

Behandlung mit 40 µM der Substanzen BSBA-S, OSBA-S, USBA-S und PSBA-

S hingegen führte zu eher geringen Effekten an beiden Zelllinien mit einer 

Reduktion auf zwischen 60 und 100%. Die zu beobachtenden Effekte deckten 

sich bei allen Substanzen mit den Ergebnissen der SRB-Assays. 
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Während die in dieser Arbeit verwendeten Triterpensulfamate noch nicht 

untersucht waren, wurden in einer AG-internen Studie bereits verschiedene 

Betulinyl-Sulfamate charakterisiert. Das effektivste Derivat Betulin-3-28-

disulfamat (CA1) weist mit  IC50-Werten von 12,6 µM in MCF-7 Zellen und 18,1 

µM in der Zelllinie MDA-MB-231 IC50-Werte auf, die mit denen der neu 

synthetisierten Triterpensulfamaten vergleichbar sind (69).  

Die Kombinationsbehandlung eines BS-Derivats mit einem CAI wurde 

bereits AG-intern untersucht. Hier konnte eine Steigerung der Zytotoxizität durch 

die Kombination von 3-AC und OCT belegt werden (77). Während die 

Behandlung mit 3-AC oder OCT allein nur eine moderate Reduktion des 

Zellüberlebens im SRB-Assay zur Folge hatte, konnte das Zellüberleben durch 

die Kombination von 40 µM der beiden Substanzen signifikant auf  45% in MDA-

MB-231-Zellen und 52% in MCF-7-Zellen reduziert werden (77). In der eigenen 

Studie reduzierte die Behandlung mit 40 µM BSBA-S, auch einem BS-Derivat, 

jedoch schon gekoppelt mit einem CAI, das relative Zellüberleben im SRB-Assay 

auf 35% bei MDA-MB-231-Zellen und 21% in MCF-7-Zellen. Es konnte durch das 

gekoppelte Triterpensulfamat eine ähnliche, sogar leicht stärkere Reduktion des 

Zellüberlebens bewirkt werden als mit dem BS-Derivat 3-AC in 

Kombinationsbehandlung mit dem CAI OCT. Für Betulinsulfamate und BBS ließ 

sich bereits eine Inhibition von CA, wie unter anderem der Hypoxie-induzierten 

CA IX nachweisen (67,76).  

Um zu untersuchen, ob sich der Effekt der neu synthetisierten 

Triterpenoide in Kombination mit der Sulfamatgruppe als CAI durch Anlage eines 

hypoxischen Milieus verstärken lässt, wurden an den zuvor schon verwendeten 

Zelllinien Hs578T und MDA-MB-231 ZKBT mit der gleichen Konzentration der 

behandelnden Substanz, jedoch bei einer Sauerstoffkonzentration von 0,1% O2 

durchgeführt und mit den Effekten unter Normoxie verglichen. Bei Behandlung 

mit den Substanzen BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S unter 

Hypoxie ließ sich bei allen Substanzen eine Zunahme der Zytotoxizität im 

Vergleich zur Behandlung unter Normoxie feststellen. Dieser Effekt variierte je 

nach verwendeter Substanz und zu behandelnder Zelllinie. 

BSBA-S wirkte unter Hypoxie auf beide Zelllinien 1,1-fach stärker. Bei den 

Substanzen OSBA-S, USBA-S und PSBA-S hatte das hypoxische Milieu nur auf 
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die Zelllinie Hs578T einen verstärkenden Effekt. Dieser lag bei einer 1,3- bis 1,6-

fachen Verstärkung.  

Der größte Unterschied zwischen der Behandlung unter Normoxie und der 

Behandlung unter Hypoxie ließ sich bei MSBA-S beobachten. Bei der Zelllinie 

MDA-MB-231 konnte das klonogene Zellüberleben unter Hypoxie 2,1-fach 

stärker reduziert werden. Bei der Zelllinie Hs578T ließ sich ein starker 

Unterschied in Form einer 3,5-fach stärkeren Reduktion des klonogenen 

Zellüberlebens unter Normoxie im Vergleich zur Behandlung unter Hypoxie 

feststellen. 

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden auch Untersuchungen an 

Betulinsulfonamiden mit Substitution einer Sulfonamid-Gruppe als CAI 

durchgeführt. Im SRB-Assay an Mammakarzinomzelllinien konnten für die 

Betulinsulfonamide 13b und 15b IC50-Werte zwischen 8 und 14 µM ermittelt 

werden (65). Trotz des geringen IC50-Wertes konnte die Behandlung mit 20 µM 

15b das klonogene Zellüberleben der Mammakarzinomzelllinie Hs578T unter 

hypoxischen Bedingungen auf lediglich auf 50 % senken. An diesem Derivat 

erfolgte die Substitution der Sulfonamid-Gruppe an Position C-28. Das Derivat 

13b, bei welchem die Sulfonamid-Gruppe, wie bei den in der eigenen Arbeit 

verwendeten Triterpensulfamaten, an der C-3-Position substituiert wurde, 

reduzierte das klonogene Zellüberleben der Zelllinie Hs578T am stärksten auf 

10% (65). Behandlung der Zellen mit 10 µM erbrachten dagegen geringe bis 

keine Effekte. Im Vergleich dazu reduzierte die Behandlung mit 10 µM MSBA-S 

unter Hypoxie das klonogene Zellüberleben der Zelllinie Hs578T auf 4%.  

Auch BS, welche als Grundgerüst für das in dieser Arbeit verwendete 

BSBA-S fungiert, zeigte einen deutlichen Anstieg der Zytotoxizität auf 

Gliomzellen bei Inkubation unter hypoxischen Bedingungen (39). Bei diesen 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe konnte weiterhin nachgewiesen 

werden, dass BS die Hypoxie induzierten Level des HIF-1-Proteins reduziert. 

Eine weitere arbeitsgruppeninterne Untersuchung zeigte, dass das silencing von 

HIF-1 durch small-interfering RNA (siRNA) oder Chetomin zu einer verstärkten 

Zytotoxizität und Radiosensitivierung in Gliomzellen führt (78).   

Im Gegensatz hierzu ließ sich bei Untersuchungen der eigenen 

Arbeitsgruppe zu den Betulinyl-Sulfamaten CAI 1 und CAI 3 an humanen 

Mammakarzinomzellen unter Normoxie zwar eine stärkere Zytotoxizität als für 
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BS nachweisen, die Zytotoxizität unter Hypoxie fiel jedoch ähnlich, in einigen 

Fällen auch geringer, aus (69). Auch die BS-Derivaten NVX-207 und B10 zeigten 

keine erhöhte Zytotoxizität unter Hypoxie (79). Für dieses geringere Ansprechen 

der Gliomzelllinien scheint die geringere Proliferation der hypoxischen Zellen 

verantwortlich zu sein. Weiterhin hatten NVX-207 und B10 keinen Einfluss auf 

die Hypoxie-induzierte Genexpression von HIF-1 oder CA IX (79). Auch die von 

Güttler et al. untersuchten Betulinsulfonamide 13b und 15b, welche unter 

Hypoxie eine stärkere Zytotoxizität zeigten und für welche sich eine Reduktion 

der CA IX- und CA XII-Level nachweisen ließ, hatten keinen Effekt auf HIF-1 

(65). Somit scheint es mehrere Mechanismen zu geben, welche die Zytotoxizität 

einer Substanz unter Hypoxie verstärken. Um zu klären, was die stärkeren 

Effekte unter Hypoxie bei den in dieser Arbeit verwendeten Triterpensulfamaten 

bedingt, bedarf es in jedem Fall weiterführender Untersuchungen.  

Ein Maß für die Affinität zwischen Enzym und Inhibitor ist die Inhibitor-

Konstante Ki. Anhand der Ki können somit Aussagen über die Effektivität eines 

CA-Inhibitors getroffen werden. Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. René Csuk 

(Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg, Organische Chemie) hat die 

Substanzen BSBA-S, OSBA-S, PSBA-S und MSBA-S hinsichtlich ihres Ki in 

Bezug auf CA I, CA II, CA Va und CA IX untersucht. Für die in dieser Studie 

untersuchten Triterpensulfamate wurden Ki-Werte zwischen 88 nM und 2.494 nM 

ermittelt. (Csuk et al. – unveröffentlicht).  Ein vergleichsweise niedriger Ki-Wert 

von 88 nM und somit eine gute Effektivität als CAI konnte für BSBA-S an der CA 

Va festgestellt werden. Zum Vergleich: Die Ki von Acetazolamid (AAZ) liegt an 

der CA Va bei 63 nM. Carbonhydrase-IX-Inhibitoren wie CAI1, CAI3 und CAI6 

haben Ki-Werte zwischen 1 und 4 nM (63). Bei den von Winum et al. untersuchten 

Bis-Sulfamaten lag der Ki zwischen 4 und 5.400 nM (62). Für die Substanzen 

MSBA-S, BSBA-S und PSBA-S konnten an der CA IX lediglich Ki-Werte im 

mikromolaren Bereich festgestellt werden. OSBA-S zeigte eine Ki von 95nM.  

Somit konnte nachgewiesen werden, dass die in dieser Studie 

verwendeten Substanzen als CAI fungieren und auch die CA IX hemmen. Die 

CAIX-Selektivität ist jedoch gering. Dies ließ sich auch für MSBA-S beobachten 

und stellt insofern einen interessanten Befund dar, als dass MSBA-S unter 

Hypoxie eine ungefähr dreifach stärkere Zytotoxizität zeigte als unter Normoxie. 
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  Andererseits zeigten Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe, dass 

der spezifische CA IX-Inhibitor U104 bei Behandlung von humanen 

Brustkrebszellen mit einem IC50 von 112 µM bei der Zelllinie MDA-MB-231 und 

307 µM bei der Zelllinie MCF-7 nur schwach zytotoxisch wirkt (68), obgleich der 

Ki von U104 für CA IX bei 45 nM liegt, womit U104 eine starke Affinität zu CA IX 

aufweist (80).  

Auch für den von Petrenko et al. in der Kombinationstherapie mit 3-AC 

verwendeten CA IX-Inhibitor OCT konnte von Winum et al. ein Ki von 4 nM für 

CA IX festgestellt werden (62). Dennoch wirkte die alleinige Behandlung mit OCT 

kaum zytotoxisch auf humane Mammakarzinomzellen (77). Aus diesen 

Ergebnissen lässt sich schließen, dass eine spezifische und effektive CA IX-

Inhibition nicht grundsätzlich eine hohe Zytotoxizität hervorruft. Andererseits 

scheint die Kombination des Triterpen-Derivats mit dem CAI die Zytotoxizität 

additiv zu verstärken. Solche additiven Effekte wurden auch bei der Kombination 

von Triterpenen und Chemotherapeutika beobachtet. 

  Adenokarzinomzellen und Gliomzellen reagieren sensitiver auf die 

Behandlung mit Doxorubicin, wenn sie zusätzlich mit BS, OS oder US behandelt 

werden (81). 

Die Kombinationstherapie von BS, gefolgt von 5-Fluorouracil, zeigt ebenfalls 

synergistische Effekte auf die Zytotoxizität gegenüber Ovarialkarzinomzellen 

(82). Die Kombination von Triterpenen und ihren Derivaten mit bewährten 

Chemotherapeutika und CAIs ist somit ein vielversprechender Ansatz in der 

Tumortherapie und sollte weiterhin untersucht werden. 

  Andere Studien haben andere Triterpen-Derivate untersucht. Derivate der 

OS aus anderen Studien zeigten an den Brustkrebszelllinien MCF-7 und MDA-

MB-231 ähnlich starke zytotoxische Effekte wie das in dieser Arbeit untersuchte 

OSBA-S. (45,83) .  

Auch Derivate der US wurden in Studien hinsichtlich ihrer Zytotoxizität auf 

verschiedene Tumorentitäten untersucht. Dar et al. synthetisierten eine Reihe 

von US-Benzylidine-Derivaten mit aromatischen Aldehyden. Die effektivste 

dieser neu designten Substanzen zeigte in der Zelllinie MCF-7 einen IC50-Wert 

von 5,5 µM und wirkte somit ähnlich zytotoxisch wie die in dieser Arbeit 

verwendeten Triterpensulfamate (84). Ganaie et al. charakterisierten 

verschiedene Arylenon-Kongenere der PS in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen 
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und ermittelte mit IC50-Werte zwischen 16 µM und 18 µM ähnliche Werte, wie in 

dieser Studie für PSBA-S zu beobachten war (85).  

Analog zu den vielversprechenden Ergebnissen unseres MS-Derivats 

MSBA-S zeigten MS-Derivate schon zuvor eine höhere Zytotoxizität in 

Tumorzelllinien, verglichen mit anderen Triterpen-Derivaten (64,75). Ein 2,3-di-

O-acetyl-Maslinsäure-Benzylamid (EM2) zeigte eine sehr starke Zytotoxizität 

nach Inkubation in humanen Ovarialkarzinomzellen mit einem IC50-Wert von 0,5 

µM (60). Sommerwerk et al. untersuchten EM2 an diversen Tumorentitäten. Ihre 

Versuche ergaben für die Brustkrebszelllinie MCF-7 einen IC50-Wert von 7,7 µM. 

N-[2b,3b,17b)-2,3-Di-O-acetyl-17-amino-28-norolean-12-en-17-yl]phenyl-urea, 

ein weiteres MS-Derivat, welches von Sommerwerk et al. synthetisiert und 

hinsichtlich der Zytotoxizität analysiert wurde, erbrachte in MCF-7-Zellen einen 

IC50-Wert von 2,8 µM. Weiterhin wurde eine sehr hohe Selektivität für 

Karzinomzellen festgestellt, da nicht-tumoröse Zellen wie Fibroblasten einen 

IC50-Wert von >120 µM aufwiesen (60). In dieser Arbeit verglichen Sommerwerk 

et al. das MS-Derivat auch mit den Derivaten der OS und US und detektierten in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Studie eine größere Zytotoxizität 

des MS-Derivates gegenüber den anderen Derivaten(60). Besonders effektiv war 

die Derivatisierung von MS zu ihrem Triterpen-Rhodaminderivat. Für dieses 

Derivat konnte eine 1.000-fach stärkere Zytotoxizität als für die zugrundeliegende 

MS ermittelt werden. Der IC50 des Rhodaminderivats liegt im nanomolaren 

Bereich (86). 

Somit sind MS-Derivate durch ihre starke Zytotoxizität, ihre Tumorselektivität 

und die Wirkungsverstärkung im hypoxischen Milieu vielversprechende 

Substanzen für die Tumortherapie und insbesondere der Therapie hypoxischer 

Mammakarzinome. Weiterführend wäre es demnach von Interesse, auch die in 

dieser Arbeit charakterisierten Triterpensulfamate hinsichtlich ihrer Selektivität 

gegenüber Tumorzellen zu untersuchen. 

Da die CA IX rein Hypoxie-induziert und mit einer schlechten Prognose 

assoziiert ist, bleibt sie weiterhin ein attraktives target, so dass weitere 

Möglichkeiten zur Steigerung der CA IX-Selektivität von Triterpenen-Derivaten 

untersucht werden sollten.  
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5.3 Einfluss auf die Apoptoserate 

Die Apoptoserate (Anzahl apoptotischer Zellkerne an der Gesamtzahl der 

Zellkerne) wurde an den Zelllinien Hs578T und MDA-MB-231 nach Inkubation 

der Substanzen durch Färbung mit DAPI und anschließendem Auszählen der 

apoptotischen Zellkerne unter dem Mikroskop bestimmt. In der Zelllinie Hs578T 

zeigte die Inkubation mit 10 µM MSBA-S den größten Effekt mit einer Rate an 

apoptotischen Zellkernen von 22,1 %. Den zweitgrößten Effekt zeigte 40 µM 

BSBA-S mit 7,1%. Die Apoptoseraten von 40 µM OSBA-S; USBA-S und PSBA-

S lagen zwischen 3,6 % und 5,5%. Somit zeigte MSBA-S mit ¼ der Konzentration 

von OSBA-S eine ca. dreimal so starke Apoptoseinduktion. 

Auch das Auszählen der apoptotischen Zellkerne der Zelllinie MDA-MB-

231 nach Färbung mit DAPI zeigte nach Inkubation mit 10 µM MSBA-S unter 

Normoxie den stärksten Effekt mit einer Apoptoserate von 8,33%. OSBA-S zeigte 

bei einer Konzentration von 40 µM eine Apoptoserate von 10,50%. 40 µM PSBA-

S, USBA-S oder BSBA-S verursachten bei 2,03% bis 8,33% der gezählten 

Zellkerne eine Apoptose.  

In weiterführenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe quantifizierten Petrenko 

et al. vitale, nekrotische, spät apoptotische und apoptotische Zellen der Zelllinien 

Hs578T und MDA-MB-231 nach Behandlung mit den auch in dieser Arbeit 

verwendeten Triterpensulfamaten. Hierfür färbten sie die Zellen mittels Annexin 

V und Propiumiodid (PI) und teilten sie anschließend mittels Durchfluss-

zytometrie in die verschiedenen Kategorien ein. Auch hier ließen sich an der 

Zelllinie MDA-MBA-231 nur moderate Effekte beobachten, während MSBA-S an 

der Zelllinie Hs578T hohe Zelltodraten mit 2,6% nekrotischen, 8,7% 

apoptotischen und 44,4% spät-apoptotischen Zellen verursachte (87). Somit 

decken sich die Ergebnisse dieser Arbeiten. In beiden wurde MSBA-S als 

stärkster Apoptoseinduktor unter den untersuchten Triterpensulfamaten 

identifiziert.  

 Auch die Beobachtungen bezüglich der Zelltodrate nach Behandlung mit 

BSBA-S mittels Annexin V-PI-Assay spiegeln die Ergebnisse der eigenen Unter-

suchungen wider. Interessanterweise fiel die im DAPI-Assay beobachtete 

Apoptoseinduktion durch OSBA-S deutlich stärker aus als die von BSBA-S, 

obwohl für beide Substanzen IC50-Werte in der gleichen Größenordnung ermittelt 
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wurden. Somit ist fraglich, ob die Behandlung mit BSBA-S noch weitere, bisher 

nicht untersuchte Zelltodformen induziert. 

 Auch die Triterpensäuren, die hier als Grundgerüste für die 

Triterpensulfamate verwendet wurde, wurden schon hinsichtlich ihrer Effekte auf 

die Zellapoptose und die zugrundeliegenden Mechanismen untersucht. So 

induziert beispielweise BS Apoptose über den mitochondrialen bzw. intrinsischen 

pathway über Caspase-abhängige und Caspase-unabhängige Mechanismen 

(88). Die Apoptoseinduktion durch US erfolgt bei Behandlung von 

Brustkrebszellen über extrinsische sowie intrinsische pathways (46).  Als 

Mechanismus für die Apoptoseinduktion durch MS konnte die Aktivierung des 

proapoptotischen Proteins Bax und die Inhibierung des antiapoptotischen BCL-

2-Gens beobachtet werden. Zudem induziert MS die Freisetzung von Cytochrom 

C und trägt zur Aktivierung von Caspase 3 und 9 bei (55).  

BS-Derivate wie die Betulinyl-Sulfamate CAI 1 und CAI 3 konnten nach 48 

h Inkubation mit 5 µM der Substanzen deutliche apoptotische Prozesse in MDA-

MB-231-Zellen induzieren (69). Jedoch fiel die Apoptoseinduktion durch die 

Betulinyl-Sulfamate an den Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 jeweils geringer 

aus als die Apoptoseinduktion durch BS, obwohl für CAI 3 eine höhere 

Zytotoxizität als für BS nachgewiesen wurde (63,69). Dies könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass Apoptoseinduktion aufgrund der Unterschiede in der 

Geschwindigkeit der Membranpenetration der verschiedenen Substanzen als 

zeitlicher Prozess zu betrachten ist. 

Güttler et al. untersuchten die zwei Betulin-Derivate 13 und 15 und die 

Betulin-Sulfonamide 13b und 15b mittels Annexin V-PI-Assay hinsichtlich der 

verursachten Zelltodformen. Während die Betulin-Derivate 13 und 15 fast keinen 

Einfluss auf die Zelllinien MDA-MB-231, Hs578T und MCF-7 hatten, 

verursachten die Betulin-Sulfonamide 13b und 15b insbesondere Apoptose und 

Nekrose (65). Der größte Effekt ließ sich bei Behandlung der MDA-MB-231-

Zellen beobachten. Interessanterweise ließ sich  sowohl bei den Untersuchungen 

an den Betulinyl-Sulfamaten als auch an den Betulin-Sulfonamiden an der 

Zelllinie MCF-7 nur eine geringe Apoptoseinduktion beobachten (65,69). Grund 

hierfür könnte die fehlende Expression von Caspase 3 bei dieser Zelllinie sein 

(89). 
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Weiterführend konnte auch für die OS-Derivate HIMOXOL und SZC015 

eine Apoptoseinduktion nachgewiesen werden (45,83). PS oder Derivate der PS 

wurden bislang noch nicht gesondert auf ihren Effekt hinsichtlich der 

Apoptoseinduktion an humanen Mammakarzinomzellen untersucht.  

Für BS und OS konnte auch die Induktion von Autophagie nachgewiesen 

werden (90). So induziert OS die Autophagie bei MCF-7-Zellen, und OS führt 

über den PI3K-AKT-GSK pathway in T47D-Zellen ebenfalls zur Autophagie (90).  

Tian et al. konnten nachweisen, dass durch Behandlung mit MS die Expression 

von Proteinen wie beispielweise das Hitzeschockprotein HSPA8, welche mit 

Autophagie in Verbindung stehen, in der Pankreaskarzinomzelllinie Panc-28 

beeinflusst werden (91) In dieser Arbeit erwies sich MSBA-S auch hinsichtlich 

der Apoptoseinduktion als stärkster Apoptose-Induktor unter den hier 

untersuchten Substanzen.  

Aufgrund der Diskrepanz zwischen der stark zytotoxischen Wirkung von  

10 µM MSBA-S im SRB-Assay im Vergleich zu 40 µM OSBA-S und der nach  

24 h Inkubation beobachteten annähernd gleichen Apoptoseinduktion sind 

weiterführende Untersuchungen bezüglich weiterer Zelltodformen, wie 

beispielsweise Autophagie, und der Entwicklung der Apoptoseinduktion als 

zeitlicher Prozess nach längerer Inkubation nötig.  

 

5.4 Einfluss auf die Zellmigration 

Die Migration der Zelllinie MDA-MB-231 wurde nach Inkubation von 40 µM 

OSBA-S, PSBA-S, USBA-S oder BSBA-S oder 10 µM MSBA-S untersucht. Die 

Migration der so behandelten Zellen wurde in Relation mit der Migration einer mit 

DMSO behandelten Kontrolle gesetzt und somit eine Migrationsrate ermittelt. Die 

Behandlung mit OSBA-S und MSBA-S zeigte keinen Effekt auf die Migration. 

PSBA-S und USBA-S reduzierten die Migration auf 92%, bzw. 93%. BSBA-S 

konnte eine Reduktion der Migration auf 79%, verglichen mit der Kontrolle 

bewirken. Insgesamt zeigten die verwendeten Triterpensulfamate somit nur 

relativ geringe Effekte auf die Zellmigration der verwendeten Mamma-

karzinomzellen. 
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Für die bereits erwähnten Betulinyl-Sulfamate CAI 1 und CAI 3 konnte eine 

Hemmung der Migration in den Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7, ähnlich der 

Migrationshemmung durch BS beobachtet werden (69). 

Tang et al. untersuchten die Auswirkung des BS-Derivates SH-479 auf die 

Zellmigration humaner Mammakarzinomzellen der Zelllinie MDA-MB-231. SH-

479 induzierte ein signifikantes Absinken der Zellmigration in Abhängigkeit der 

Verwendeten Konzentration (92). Bereits 5 µM SH-479 reduzierten die 

Zellmigration um die Hälfte. Somit scheinen bezüglich der Migrationshemmung 

humaner Mammakarzinomzellen weitere Untersuchungen zur Detektion des 

zugrundeliegenden Mechanismus nötig, um im Folgenden diejenigen 

Triterpenderivate mit der effektivsten Migrationshemmung identifizieren und 

untersuchen zu können. 

 

5.5 Effekte auf die Radiosensitivität 

Strahlenresistenz stellt noch immer ein großes Problem dar; insbesondere in der 

Therapie hypoxischer solider Tumoren. Deshalb rücken radiosensitizer vermehrt 

in den Fokus der Forschung, und eine Vielzahl an potenziellen Kandidaten wird 

untersucht. BS und andere pentazyklische Triterpene zeigten zwar bisher 

Attribute eines radiosensitizers, jedoch ist es von Interesse, die unter anderem 

besser löslichen Derivate, wie beispielsweise Sulfamat-Derivate, zu untersuchen 

(93).  

 Die Untersuchung hinsichtlich radiosensitivierender Effekte von BSBA-S 

wurde analog zu den Zellkoloniebildungstests in einer Konzentration von 40 µM 

unter Hypoxie durchgeführt. Hieraus ergab sich ein DMF10 von 1,15. Die 

Behandlung mit 40 µM BSBA-S führte somit zu einer leichten Radiosensitivität 

der MDA-MB-231-Zellen.  

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe an den Betulinyl-Sulfamaten 

mit 20 µM CAI 1 und CAI 3 ergaben unter Hypoxie DMF 10-Werte von 1,47 und 

1,75 (69) . BSBA-S zeigte eine leichte Radiosensitivierung, der Effekt war jedoch 

geringer als der der Betulinyl-Sulfamate CAI 1 und CAI 3. Zudem wurde eine 

doppelt so hohe Konzentration an Substanz verwendet als bei den 

Untersuchungen an den Betulinyl-Sulfamaten. Auch die Kombinationstherapie 

des Betulin-Derivates 3-AC mit dem CAI SCL-0111 führte zu einer signifikanten 
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Radiosensitivierung von MDA-MB-231- Zellen mit einem DMF 10-Wert von 1,46 

(77). Weiterhin untersuchte die eigene Arbeitsgruppe die Betulin-Sulfonamide 

13b und 15b auf radiosensitivierende Eigenschaften. Obwohl 10 µM der 

Substanzen die Proteinlevel von CA IX und CA XII um ca. 50% reduzierten, hatte 

diese Konzentrationen keinen Einfluss auf die Radiosensitivität von MDA-MB-

231-Zellen unter Hypoxie. Bei einer höheren Konzentration von 20 µM konnte für 

13b ein DMF10 von 1,25 und für 15b ein DMF10 von 1,36 ermittelt werden (65). 

Die bisherigen Ergebnisse ermutigen somit dazu, weitere Triterpene mit BS-

Gerüst und einer als CAI fungierenden Sulfamat- oder Sulfonamid-Gruppe 

hinsichtlich ihrer Eignung als radiosensitizer zu untersuchen. 

Da sich MSBA-S in den Voruntersuchungen als stark zytotoxisch erwies, 

wurde für die Analyse radiosensitivierender Effekte eine Dosis von 5 µM 

verwendet. Die Untersuchung wurde ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen 

durchgeführt. Nach Einsatz der Konzentration von 5 µM zeigte MSBA-S einen 

vergleichbaren Effekt wie 40 µM BSBA-S, und es konnte ein DMF 10 von 1,14 

ermittelt werden. Somit wurde auch hier eine leichte Radiosensitivierung 

festgestellt. Es gibt bislang keine Studien, die MS als potenziellen radiosensitizer 

untersucht haben, und auch ihre Derivate wurden noch nicht in Kombination mit 

Bestrahlung betrachtet. Im Vergleich mit CAI 1 und CAI 3, die einen DMF 10 von 

1,47 bzw. 1,75 zeigten, ist der in dieser Arbeit ermittelte DMF 10 zwar geringer, 

jedoch wurde auch eine geringere Konzentration für die Untersuchung verwendet 

(69). Petrenko et al. konnten in MDA-MB-231-Zellen eine 5,7-fach erhöhte 

Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nach Behandlung mit MSBA-S 

nachweisen (87). Dies könnte ein möglicher Mechanismus des 

radiosensitivierenden Effektes von MSBA-S sein und zusätzlich einen Beitrag zu 

seiner zytotoxischen Wirkung leisten.  

Weiterführende Untersuchungen an MSBA-S könnten Aufschluss über die 

genauen Mechanismen seiner Wirkungen auf Tumorzellen geben.  

Auch die Inhibition von CA IX wurde schon hinsichtlich ihres Effekts auf die 

Radiosensitivität von humanen Mammakarzinomzellen untersucht. 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe verglichen die Inhibierung von CA IX 

durch siRNA mit dem CAI U104. U104 zeigte stärkere Effekte auf die 

Radiosensitivität als die RNA-Interferenz (68). Ein Grund hierfür könnte sein, 

dass die Effekte der CA IX- Inhibierung durch siRNA durch CA XII kompensiert 
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werden (68). U104 hingegen unterdrückt die Aktivität beider Enzyme und zeigt 

somit auch stärkere Effekte auf die Radiosensitivität.  Demnach könnten weitere, 

neu synthetisierte Triterpene mit einer gleichermaßen hohen Selektivität für CA 

IX als auch für CA XII starke radiosensitizer sein und sollten zukünftig weiter ins 

Interesse der Tumorforschung rücken. 

 

5.6 Zusammenfassung 

Naturstoffe, insbesondere pentazyklische Triterpene, haben vielversprechende 

gesundheitsfördernde und antitumoröse Eigenschaften. Die Konjugation von 

Triterpenen und einer Sulfamatgruppe als CAI stellt einen interessanten Ansatz 

dar, um neue Behandlungsmöglichkeiten für solide Tumoren zu finden, die die 

Hypoxie induzierte CA IX exprimieren und somit mit einer schlechten Prognose 

assoziiert sind. Triterpensulfamate mit einer hohen Selektivität für CA IX, aber 

auch für CA XII könnten somit die antitumorösen Eigenschaften der Triterpene 

mit den vielfältigen Effekten der CAI, wie unter anderem Hemmung der 

Proliferation, der Migration und vor allem Steigerung der Radiosensitivität durch 

zahlreiche pathways vereinen (94). Die aus den Triterpenen Betulinsäure, 

Oleanolsäure, Ursolsäure, Platansäure und Maslinsäure hergestellten 

Triterpensulfamate BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S zeigten in 

dieser Arbeit alle eine konzentrationsabhängige Zytotoxizität auf humane 

Mammakarzinomzelllinien. Besonders auffällig war MSBA-S mit einer sehr hohen 

Zytotoxizität (IC50-Werte zwischen 3,7 µM und 5,8 µM). Zudem ließ sich die 

Zytotoxizität unter Hypoxie verstärkt beobachten. Diese Ergebnisse korrelieren 

mit Untersuchungen an anderen MS-Derivaten an verschiedenen 

Tumorzelllinien, die den Derivaten ebenfalls eine hohe Zytotoxizität zuwiesen. 

Generell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Triterpen-Grundgerüst 

in den verwendeten Verbindungen für die Zytotoxizität verantwortlich ist, da den 

verschiedenen Substanzen mit jeweils einer Sulfamat-Gruppe unterschiedliche 

Zytotoxizitäten nachgewiesen werden konnten. Weiterhin wurde bereits durch 

Csuk et al. die Affinität der Triterpensulfamate gegenüber verschiedener CA 

untersucht. Für alle Derivate, auch MSBA-S,ließ sich eine Inhibierung der CA u.a. 

der CA XI nachweisen.  Die Daten der Inhibierungsstudien (Ki-Werte) zeigen in 

Zusammenschau der in dieser Arbeit gesammelten Daten bezüglich der 
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Zytotoxizität der Substanzen, dass eine effektive CA XI-Hemmung nicht mit einer 

hohen Zytotoxizität korreliert. 

Alle Substanzen bewirkten bei den Mammakarzinomzelllinien eine 

Induktion der Apoptose. Es ließ sich eine Diskrepanz zwischen Zytotoxizität und 

Apoptoseinduktion beobachten, welche bei MSBA-S besonders groß ausfiel. 

Dies lässt auf die Induktion weiterer Zelltodformen schließen. Weiterhin könnte 

die Apoptoseinduktion noch über den in dieser Arbeit beobachteten Zeitraum 

hinausgehen. 

Den größten Effekt auf die Zellmigration ließ sich nach Behandlung mit 

BSBA-S beobachten. Auch BS und andere BS-Derivate rufen die Reduktion der 

Migration in Tumorzelllinien hervor. PSBA-S und USBA-S bewirkten ebenfalls 

eine geringe Reduktion der Migration. OSBA-S und MSBA-S zeigten dagegen 

keine Migrationshemmung bei Mammakarzinomzellen. Die Kombination der 

Derivate BSBA-S und MSBA-S mit Radiotherapie führt zu einer leichten 

Radiosensitivierung. Der stärkste Effekt wurde nach der Behandlung mit MSBA-

S beobachtet, wobei aufgrund der hohen Zytotoxizität eine deutlich geringere 

Konzentration als bei BSBA-S eingesetzt wurde. 

 Insgesamt wurden fünf neue Triterpen-Derivate charakterisiert, welche für 

die Therapie von Mammakarzinomen interessante Eigenschaften aufweisen. 

Hervorzuheben ist MSBA-S, welches sich durch starke Zytotoxizität und 

Radiosensitivierung hervortat. Weitere Untersuchungen sind nötig, um die 

Möglichkeiten und Chancen für die Behandlung des humanen Mamma-

karzinoms aufzuklären. Von Interesse könnten hierbei der Einsatz von Triterpen-

Derivaten sein, die selektiv die beiden tumorassoziierten Carboanhydrasen CA 

IX und CA XII inhibieren.  Die Erhöhung der Selektivität der Triterpensulfamate 

auf hypoxische Tumorzellen könnte die Anwendbarkeit auch im Tiermodell und 

später in klinischen Studien verbessern. Der Einsatz von Triterpensulfamaten 

stellt somit einen vielversprechenden Ansatz für die Mammakarzinomtherapie 

dar.  
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7 Thesen  
 

1. Die Triterpensulfmatate BSBA-S, OSBA-S, USBA-S, PSBA-S und MSBA-S 

haben eine zytotoxische Wirkung gegenüber Mammakarzinomzellen. 

 

2. Die Zytotoxizität der Triterpensulfamate steigt mit zunehmender 

Konzentration. 

 

3. Behandlung mit den oben genannten Triterpensulfamaten verursacht eine 

Reduktion des klonogenen Zellüberlebens. 

 

4. Hypoxie verstärkt die zytotoxische Wirkung der Triterpensulfamate. 

 

5. Die Triterpensulfamate verursachen eine Apoptoseinduktion in humanen 

Mammakarzinomzellen. 

 

6. BSBA-S, USBA-S und PSBA-S hemmen die Migration in der triple-negativen 

Zelllinie MDA-MB-231. 

 

7. BSBA-S und MSBA-S wirken in der triple-negativen Zelllinie MDA-MB-231 als 

radiosensitizer. 

 

8. MSBA-S ist ein vielversprechendes pentazyklisches Triterpensulfamat, 

welches in humanen Mammakarzinomzellen stark zytotoxisch, 

apoptoseinduzierend und radiosensitivierend wirkt. 

 

 



 III 

Erklärungen 

 

(1) Ich erkläre, dass ich mich an keiner anderen Hochschule einem 

Promotionsverfahren unterzogen bzw. eine Promotion begonnen habe.  

(2) Ich erkläre, die Angaben wahrheitsgemäß gemacht und die wissenschaftliche 

Arbeit an keiner anderen wissenschaftlichen Einrichtung zur Erlangung eines 

akademischen Grades eingereicht zu haben.  

(3) Ich erkläre an Eides statt, dass ich die Arbeit selbstständig und ohne fremde 

Hilfe verfasst habe. Alle Regeln der guten wissenschaftlichen Praxis wurden 

eingehalten; es wurden keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und 

Hilfsmittel benutzt und die den benutzten Werken wörtlich oder inhaltlich 

entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht.  

 

 

 

 

                                                                                            

____________________________________ 

 

         Elena Anne Pflüger 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 



 IV 
 

Danksagung 

 

Mein Dank gilt meinem Doktorvater Prof. Dr. med. Dirk Vordermark für das 

Ermöglichen dieser Dissertation.  

 

Besonders danken möchte ich Dr. Matthias Bache für Bereitstellung der 

Forschungsräumlichkeiten, der Geräte als auch seiner Expertise und Erfahrung. 

 

Mein Dank gilt des weiteren Marina Petrenko für die Einarbeitung und Betreuung 

während der Forschungsarbeit, als auch für die moralische Unterstützung. 

 

Außerdem danke ich Dr. Antje Güttler, Gabriele Thomas und Jana Block für ihre 

Unterstützung und Zuarbeit. 

 

Ein besonderer Dank gilt meinen Eltern Isabelle Pflüger und Andreas Pflüger, 

welche mir das Studium und diese Arbeit erst ermöglicht haben, meinen Brüdern 

und meinem Freund Jan Bartuschka für seine stets liebevolle Unterstützung. 


