
Aus der Klinik und Poliklinik für Mund-, Kiefer- und plastische Gesichtschirurgie 

an der Universitätsmedizin Rostock 

Translationale Ansätze im Screening neuer Anti-Tumor-Wirkstoffe 

zur Identifizierung metabolischer Tumormarker 

Kumulative Habilitationsschrift 

zur 

Erlangung des akademischen Grades 

rerum naturalium habilitatus / habilitata (Dr. rer. nat. habil.) 

an der Universitätsmedizin Rostock 

vorgelegt von Dr. rer. nat. Nadja Engel 

geboren am 03.09.1979 in Rostock 

Wohnhaft in Moltenow 

Rostock, den 27.02.2019 

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00002631



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gutachter:  

Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Bernhard Frerich, Universitätsmedizin Rostock, Klinik und Poliklinik für 

Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie  

 

Prof. Dr. Michael Keusgen, Philipps-Universität Marburg, Institut für Pharmazeutische Chemie 

 

Prof. Dr. Andreas Hensel, Westfälische Wilhelms-Universität Münster, Institut für Pharmazeutische 

Biologie und Phytochemie 

 

 

 

Jahr der Einreichung:  2019 

Jahr der Verteidigung:  2019 

Jahr der Lehrprobe:  2020 

 

 



 
 

 

Inhaltsverzeichnis 
 

Synopsis ....................................................................................................................................................4 

Literaturverzeichnis ............................................................................................................................. 105 

Anhang ................................................................................................................................................ 108 

LEBENSLAUF ....................................................................................................................................... 109 

 

o Referenz I  Engel N, Oppermann C, Falodun A, Kragl U. Proliferative effects of traditional     

     Nigerian medicinal plant extracts on human breast and bone cancer cell lines.  

    J Ethnopharmacol. 2011 Sep 2;137(2):1003-10. 

 

o Referenz II  Engel N, Falodun A, Kragl U, Langer P, Nebe JB. Anti-proliferative and anti- 

    adhesive effects of four plant extracts on the breast cancer cell line MCF-7.  

BMC Complement Altern Med. 2014 Sep 9;14:334. doi: 10.1186/1472-6882-

14-334. 

 

o Referenz III  Engel N, Adamus A, Ali I, Dad A, Ali S, Nebe B, Atif M, Ismail M, Langer P,  

Ahmad VU. Antitumor evaluation of four selected pakistani plants on human 

bone and breast cancer cell lines. BMC Complement Altern Med. 2016 Jul 

26;16:244. doi: 10.1186/s12906-016-1215-9. 

 

o Referenz IV  Engel N, Lisec J, Piechulla B, Nebe B. Metabolic profiling reveals  

sphingosine-1-phosphate kinase 2 and lyase as key targets of (phyto-) 

estrogen action in the breast cancer cell line MCF-7 and not in MCF-12A. PLoS 

One. 2012;7(10):e47833. doi:10.1371/journal.pone.0047833. Epub 2012 Oct 

24. 

 

o Referenz V  Engel N, Adamus A, Schauer N, Kühn J, Nebe B, Seitz G, Kraft K. Synergistic  

action of genistein and calcitriol in immature osteosarcoma MG-63 cells by 

SGPL1 up-regulation. PLoS One. 2017 Jan 26;12(1):e0169742. doi: 

10.1371/journal.pone.0169742. 

 

o Referenz VI  First evidence of SGPL1 expression in the cell membrane silencing the  

extracellular S1P siren in mammary epithelial cells. PLoS One. 2018 May 

2;13(5):e0196854. doi: 10.1371/journal.pone.0196854 

 

 

o Danksagung 

 

o Eidesstattliche Erklärung 



 
 

Synopsis 

 

Die aktuellen Zahlen des deutschen Krebsinformationsdienst (www.krebsinformationsdienst.de/) 

dokumentieren rückwirkend für das Jahr 2014 476.120 Krebsneuerkrankungen in Deutschland. Für 

2018 werden ca. 493.600 Neuerkrankungen prognostiziert. Aktuell steht Krebs als Todesursache an 

vierter Stelle in Deutschland. Angeführt wird die Liste der Krebsinzidenzen von dem Lungen-, Brust-, 

Kolonrektum- und Prostatakrebs, obwohl hier zwischen den Geschlechtern differenziert werden muss. 

Die globale Krebsstatistik spiegelt die deutsche Inzidenzverteilung wider (Bray et al., 2018). Eine 

Schätzung für das Jahr 2018 beschreibt 18,1 Millionen neue Fälle und 9,6 Millionen Krebstodesfälle. 

 

 

Abb. 1 Verteilung der Inzidenz- und Mortalitätsraten der häufigsten Krebsarten beider Geschlechter weltweit. Quelle: 
GLOBOCAN 2018 (Bray et al., 2018). 

 

Neben der chirurgischen Intervention, der radiologischen Behandlung und immer bedeutsamer 

werdenden Immuntherapie ist die Chemotherapie eine Hauptsäule der Krebsbehandlung. Die 

antineoplastische Chemotherapie ist meistens eine zytostatische Behandlung von Krebserkrankungen, 

die kurativ, adjuvant oder palliativ angewendet wird. Zytostatika sind Monosubstanzen natürlichen 

oder synthetischen Ursprungs, die die Proliferation der Tumorzellen inhibieren. Zum Beispiel werden 

Substanzen der Gruppe der Taxane, die durch ein großangelegtes Screening am US-amerikanischen 

Nationalen Krebsinstitut (National Cancer Institute) von 35.000 Pflanzengattungen in 1960er Jahren 

entdeckt wurden (Wall und Wani, 1995), zunehmend bei der Therapie von Brust-, Prostata- und 

Lungenkrebs und Hautkrebs eingesetzt (www.krebsgesellschaft.de). Deren Wirkmechanismus beruht 

auf der Störung der Mikrotubuli-Degradation, wodurch das Zytoskelett stabilisiert wird und die Zellen 



 
 

teilungsunfähig sind (https://www.bionity.com/en/encyclopedia/Paclitaxel.html#_note-2/). Aber 

auch sich schnell teilende gesunde Zellen, wie z. B. Epithelzellen werden teilungsunfähig, wodurch 

schwere Nebenwirkungen, wie Knochenmarksuppression (Thrombozytopenie, Neutropenie, Anämie), 

Neuropathien, Myalgien, Haarausfall, gastrointestinale Nebenwirkungen (z. B. Übelkeit, Erbrechen, 

Durchfall) auftreten können (Alves et. al., 2018). Somit besteht die Notwendigkeit, neue 

Wirkungsstoffe mit anti-tumorigenen Potential zu identifizieren, um zum einen Nebenwirkungen zu 

reduzieren und zum anderen das personalisierte Therapiekonzept zu optimieren. Der ideale Anti-

Tumorwirkstoff beschreibt eine selektive Wirkung auf den Tumor mit einem Minimum an 

zytotoxischen Eigenschaften für das gesunde Gewebe und/oder negativer Einflussnahme auf das 

humane Immunsystem. Bisher wurden weltweit nur 15 % der höheren Pflanzen bezüglich ihrer 

bioaktiven Inhaltsstoffe untersucht. Somit ist ein systematisches Anti-Tumor-Screening traditionell 

genutzter Heilpflanzen sehr bedeutsam für die Identifizierung neuer Anti-Tumor-Wirkstoffe in der 

Therapie und Prävention von neoplastischen Erkrankungen. Diese Arbeit beschreibt die Optimierung 

von Screeningverfahren, um selektiv wirksame Monosubstanzen und Mehrstoffgemische zu isolieren. 

Weiter wird die Wirkungsweise durch zelluläre, biochemische und molekularbiologische Methoden 

beschrieben, um die zellulären Targets der Substanzen zu ermitteln. Dadurch lassen sich auch 

potenzielle neue Tumormarker ableiten. Daraus ergeben sich die drei Hauptziele dieser Arbeit: 

 

1. Die Optimierung der in vitro Anti-Tumor-Screening-Verfahren zur ersten Abschätzung der 

allgemeinen Zytotoxizität und Anti-Tumor Eigenschaften. 

2. Vom pflanzlichen Vielstoffgemisch zur Einzelsubstanz: Isolierung neuer, spezifischer und 

selektiver Anti-Tumor-Wirkstoffe mit dem Potential, als Chemotherapeutikum zugelassen zu werden.  

3. Die Identifizierung validierbarer, metabolischer Tumormarker zur Bewertung des Patienten-

Outcomes. 

 

Um diese ambitionierten Ziele zu erreichen, war es notwendig, ein Konsortium an 

Kooperationspartnern unterschiedlicher Fachrichtungen zusammenzuführen. Das Fundament für die 

Errichtung eines groß-vernetzten Kooperationskonsortiums legten wir durch einen 

Forschergruppenantrag (Projektnummer: 107820), der 2010 durch die Deutsche Krebshilfe „Mildred 

Scheel“ gefördert wurde. Dieses Projekt war darauf ausgerichtet, einheimische Heilpflanzen, wie z. B. 

Sanddorn, Lein, Brennnessel hinsichtlich ihrer antineoplastischen Wirkung durch in vitro Studien zu 

untersuchen. Durch die Vernetzung mit der Naturheilkunde (Frau Prof. Dr. K. Kraft), der Technischen 

und Organischen Chemie (Herr Prof. Dr. Kragl, Herr Prof. Dr. Langer), der Biochemie (Frau Prof. Dr. 

Piechulla), der Frauenklinik (Herr Prof. Dr. Briese) und der Zellbiologie (Frau Prof. Dr. Nebe) der 

Universität und Universitätsmedizin Rostock konnten wir ein multidisziplinäres Team etablieren, das 



 
 

durch eine große Anzahl an gemeinsamen Veröffentlichungen den Erfolg dieses Projektes 

dokumentiert. Durch persönlich initiierte Kooperationen mit der Pharmazeutischen Chemie in Benin, 

Nigeria (Herr Prof. Dr. Falodun), der Chemischen Fakultät in Gilgit-Baltistan, Pakistan (Herr Prof. Dr. 

Iftikhar Ali), der Allgemeinen und Speziellen Botanik der Universität Rostock (Herr Prof. Dr. Porembski) 

sowie der Abteilung für Agrarkultur in Neapel, Italien (Herr Dr. Rosario Nicoletti) gelang es mir, die 

Screenings auf internationale Heilpflanzen auszudehnen. Auf Empfehlung von traditionellen „Heilern“, 

Pharmazeuten und Komplementärmedizinern aus benannten Ländern wurde ein großes Panel an 

Pflanzenextrakten hinsichtlich ihrer Anti-Tumor Eigenschaften untersucht.  

 

Um die anti-kanzerogene Wirkung von Monosubstanzen und Vielstoffgemischen zu evaluieren, 

werden sehr oft in vitro Schnelltests, wie MTS (z. B. Cell Titer Promega), LDH und BrdU eingesetzt. 

Diese Tests eignen sich als Vorscreening-Methoden, geben aber keinen direkten Rückschluss auf die 

Wirkungsweise der zu testenden Substanz. Auch die auf der Grundlage dieser Tests berechneten IC50-

Werte variieren stark und weichen oft von der tatsächlichen inhibitorischen Konzentration ab. 2011 

veröffentlichten McGowan et al. einen fundamentalen Übersichtsartikel zu den „Pitfalls of the MTS 

Assay“. Durch eine vergleichende Betrachtung von günstigen, handelsüblichen in vitro Schnelltests zur 

Beurteilung der Zellvitalität, -proliferation und Apoptose konnte McGowan et al. belegen, dass eine 

Kombination aus metabolischen Analysen und DNA-Markierungsexperimenten für ein effizientes Anti-

Tumor-Screening am besten geeignet ist. Meine Empfehlung für ein valides Anti-Tumor-Screening wird 

noch erweitert und umfasst das Messen der metabolischen Aktivität, die prozentuale Bestimmung der 

Zellzyklusphasen, der Nachweis der Apoptose/Nekrose sowie die morphologische Analyse. Aktuell 

empfehle ich folgende Vorgehensweise im Anti-Tumor-Screening unbekannter Wirkstoffe und 

Wirkstoffgemische: 

 

i. Behandlungskonzeption 

Im initialen Vorscreening mit den potenziellen Wirkstoffen sollten die Tumorzellen in 

Zellkulturmedium ohne Phenolrot und mit Aktivkohle-absorbierten Serum inkubiert werden. Das 

Phenolrot, das in der Regel dem Zellkulturmedium als pH-Indikator zugesetzt wird, kann durch die 

phenolische Struktur Östrogen-ähnliche Reaktionen auslösen (Welshons et al., 1988). In der Regel wird 

fötales Kälberserum zur Supplementierung des Zellkulturmediums verwendet. Da die Wirkungsweise 

des neuen Wirkstoffes noch nicht bekannt ist, ist es sinnvoll, die im Serum enthaltenen Hormone, z. B. 

durch Aktivkohle zu entfernen. Große Schwankungen, z. B. im Östrogengehalt in den jeweiligen Serum-

Chargen wurde in Kooperation mit der Technischen Chemie, Universität Rostock ermittelt. Eine nicht-

tumorigene Kontrollzelllinie oder primäre Kontrollzellen sollten als Negativreferenz immer mitgeführt 

werden.  



 
 

 

ii. Methoden 

Für das initiale Screening sollten mindestens vier zelluläre Prozesse untersucht werden (Abb. 2). 

 

 

 

 

 

Abb. 2 Übersicht der vier zellulären Prozesse, die beim initialen Anti-Tumor-Screening untersucht werden sollten. Mögliche 
Methoden sind dazu annotiert.  

 

1. Der Zellstoffwechsel - dafür eignen sich kostengünstige Schnelltests, wie z. B. der MTS-Assay. Eine 

Kontrollgruppe ohne das Vorhandensein der Tumorzellen muss immer mitgeführt werden, um das 

oxidative/reduktive Potential des Wirkstoffes zu ermitteln. 

2. Die Zellproliferation kann durch Ermittlung der Zellzyklusphasen, BrdU-Markierung oder PCNA-

Expression bestimmt werden. Durch die Interkalation der DNA mit Propidium-Jodid (PI) und sich 

anschließender Berechnung der Zellzyklusphasen am Durchflusszytometer ist eine gleichzeitige 

Determinierung G2-Aresten und DNA-Strangbrüchen in der sub-G1-Phase möglich.   

3. Die Apoptose (der induzierte Zelltod) kann durch Bestimmung der DNA-Fragmentierung am 

Durchflusszytometer, Hoechst-Färbung oder DNA-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Auch 

Lebend-Tod-Färbungen mit Annexin V/PI eignen sich zur Detektion apoptotischer Tumorzellen. 

4. Die Zellbeweglichkeit, die u. a. das Migrations- und Invasionspotential einer Tumorzelle beschreibt, 

kann initial durch einfache Wound-healing- (Scratch-Assay) oder Invasions-Assays (Transwell) 

dokumentiert werden. 

 

Eine Betrachtung dieser vier zellulären Parameter ermöglicht ein umfassendes in vitro Anti-Tumor-

Screening zur ersten Abschätzung des zytotoxischen und anti-tumorigenen Potentials der 

verwendeten Substanz oder des Vielstoffgemisches. Darüber hinaus kann eine erste Eingrenzung der 

Wirkungsweise erfolgen. Daraus leiten sich anschließende Experimente zur Identifizierung der 

zellulären Wirkungsweise ab.  

Im Rahmen dieser Habilitation wurden u. a. drei Vielstoffgemische (Pflanzenextrakte) und eine 

Einzelsubstanz isoliert, die das Potential als Wirkstoff in der standardisierten Tumortherapie besitzen: 

 

Pflanzenextrakte: 

Metabolic Viability 
MTS, MTT, XTT 

Cell proliferation 
Cell cycle analysis, BrdU, 

PCNA expression 

Initial Screening 

Apoptosis 
Annexin V/PI staining, 

DNA fragmentation 

Motility 
Wound healing assay 

Invasion assay 



 
 

o der ethanolische Wurzelextrakt des einheimischen Gemeinen Leins (Linum usitatissimum) 

(Engel et al., 2015) 

o der methanolische Wurzelextrakt des pakistanischen Strauchs Berberis orthobotrys Bien. ex 

Aitch (Engel et al., 2016) 

o der methanolische Wurzelextrakt des pakistanischen Strauchs Vincetoxicum arnottianum 

(Engel et al., 2016) 

 

Einzelsubstanz: 

o 4-hydroxy-5-methylene-3-undecyclidenedihydrofuran-2(3H)-one aus der Wurzel des 

nigerianischen Avocadobaums (Persea americana) (Engel et al., 2011; Falodun et al., 2013) 

 

Der Leinwurzelextrakt in seiner gesamten Wirkstoffkomposition stabilisiert das Zytoskelett von 

Mammakarzinomzellen und bewirkt dadurch das Aufbrechen des Tumorzellverbandes (Engel et al., 

2015). Das Alken-Lakton der Avocadowurzel induziert bereits in sehr geringen Konzentrationen (0,1 - 

1 µg/ml) Apoptose bei verschiedensten Tumorarten (Engel et al., 2011; Falodun et al., 2013). Auch der 

Berberis-Wurzelextrakt führt zum induzierten Zelltod bei Knochenkrebszellen, allerdings durch die 

Lysosomen-vermittelten Signalkaskaden (Engel et al., 2016). Der Vincetoxicum-Pflanzenextrakt 

vermittelt einen G2/M-Arrest im Zellzyklus, hervorgerufen durch eine gesteigerte Aktin-Stressfaser-

Polymerisierung, so dass die Tumorzellen nicht mehr teilungsfähig sind (Engel et al., 2016). Diesen drei 

pflanzlichen Vielstoffgemischen und der beschriebenen Einzelsubstanz ist gemein, dass die Vitalität 

der gesunden Kontrollzellen gar nicht oder nur in sehr hohen Konzentrationen negativ beeinflusst wird.  

Durch das Screening von hunderten Pflanzenextrakten kristallisierte sich unter anderem heraus, dass 

insbesondere die Extrakte aus den heterotrophen Pflanzenorganen, wie z. B. die Wurzel, die 

Kotyledonen oder auch die Rinde ein hohes anti-tumorigenes Potential besitzen. Dies liegt darin 

begründet, dass die Wurzel als Fraßschutz, zu der Abwehr vor Parasitenbefall und zur Kompensation 

von abiotischem Stress höhere Konzentrationen an sekundären Wirkstoffen synthetisieren muss 

(Harborne, 1983). Weiter zeigte sich, dass die meisten Pflanzenextrakte nur in ihrer natürlichen 

Zusammensetzung anti-tumorigenes Potential zeigen. Durch chemische Analysen konnte 

nachgewiesen werden, dass die sekundären, chemischen Modifikationen, wie z. B. Glykosylierungen 

durch pflanzliche Enzyme entscheidend zu der anti-tumorigenen Aktivität der Wirkstoffe beitragen. 

Außerdem konnten wir zeigen, dass biphasische Wirkungen, wie z. B. die konzentrationsabhängige 

Proliferationsstimulation und -repression von dem Hauptsojainhaltstoff Genistein durch die 

Verwendung eines Genistein-haltigen natürlichen Pflanzenextraktes, wie z. B. dem Leinwurzelextrakt 

vermieden werden können (Engel et al., 2015). 



 
 

Die in Kooperation mit Herrn Prof. Falodun (Pharmazeutisches Institut, Universität Benin, Nigeria) 

identifizierte Einzelsubstanz 4-hydroxy-5-methylene-3-undecyclidenedihydrofuran-2(3H)-one ist das 

einzige Isolat, das auch in isolierter Form eine sehr starke anti-tumorigene Aktivität verursacht. Der 

IC50-Wert wurde für hormonabhängige Brustkrebszellen mit einem Wert von 20,48 µg/µl determiniert: 

entspricht einer starken spezifischen Zytotoxizität (Falodun et al., 2013). Diese Zytotoxizität konnte 

aber nicht für nicht-tumorigenen Kontrollzellen nachgewiesen werden. Im Gegenteil, es zeigte sich ein 

positiv stimulierender Effekt. Dieses neuartige Alken-Lakton empfiehlt sich daher für weitere Studien 

am murinen Xenograftmodell. 

 

Um die spezifische Wirkungsweise ausgewählter Substanzen (Genistein) und Vielstoffgemische 

(Leinwurzelextrakt) noch detaillierte zu bestimmen, wurden metabolische Untersuchungen mittels 

Metabolomics ergänzt (Engel et al., 2012, 2017; Lisec et al., 2006). Diese Untersuchungen ermöglichen 

die Analyse verschiedener Stoffwechselwege durch Erfassung primärer und sekundärer 

Stoffwechselmetabolite. Diese Metabolite stellen auch putative Tumormarker dar, die im 

Tumorgewebe, im Blut oder Urin nachgewiesen werden können. Denn zum heutigen Zeitpunkt ist die 

Schwachstelle vieler etablierter Tumormarker, dass diese erst bei fortgeschrittener Erkrankung 

detektiert oder durch weitere Erkrankungen und/oder Lebensgewohnheiten, z. B. durch Rauchen für 

CEA (Kolorektale Karzinome) oder Alkoholabusus für CA 125 (Ovarialkarzinom), erhöht werden. Auch 

das PSA: „prostate specific antigen“, das zur Messung von Prostatakrebs bei Männern verwendet wird, 

hat den Nachteil, dass es sowohl bei benignen als auch tumorigenen Konditionen erhöht vorliegen 

kann. Die meisten Männer mit erhöhten PSA-Gehalt haben allerdings keinen Prostatakrebs, und bis zu 

30 % aller Männer mit normalen PSA-Werten haben Prostatakrebs (Perkins et. al., 2003). Daraus 

resultieren viele Falsch-positive oder -negative Befunde. Letztlich konnten zwei große, randomisierte 

Studien belegen, dass das PSA-Screening die Sterblichkeit durch Prostatakrebs nur minimal reduziert 

(Taneja, 2015; Bublak, 2014). Die Identifizierung neuer Tumormarker mit hoher Spezifität zur Tumor-

Prädiktion, Verlaufskontrolle und Bewertung der Patienten-Outcome nimmt einen besonderen 

Stellenwert in der onkologischen Forschung ein.   

Metabolische Tumormarker treten immer mehr in den Fokus der onkologischen Forschung, denn die 

metabolische Re-Programmierung ist ein Meilenstein des Tumordifferenzierungsprozesses. Dadurch 

rückte z. B. der Glycin-Stoffwechsel von Tumorzellen, insbesondere die Glycin-Serin-Interkonversion 

und der damit assoziierte C1-Metabolismus zur Generierung von Purinen in den Fokus der 

onkologischen Forschung. Dies belegt eindrucksvoll die Arbeit von Jain et al. (2012), die bei 60 

Tumorzelllinien (NCI-60 panel; CORE Profile von 219 Metaboliten) eine Präferenz für einen 

gesteigerten Glycin-Verbrauch nachweisen konnten. Daraus abgeleitet konnten sie auf eine 

gesteigerte Mortalitätsrate bei Mammakarzinom-Patientinnen mit einer überdurchschnittlich hohen 



 
 

Expression der in der mitochondrialen Glycin-Biosynthese involvierten Enzyme schließen (Metaanalyse 

von sechs Datensätzen mit einer Hazard-Ratio von 1,82; 95% CI:143-2.31), welche mit weiteren 

Faktoren wie Lymphknotenstatus und Tumorgrad kongruent waren und so den Rückschluss auf eine 

schlechte Prognose bestätigte. Auf ähnliche Weise identifizierten Zhang et al. (2012) Enzyme des 

Glycin-Decarboxylase System als zentrale Schaltstelle für TICs (tumor initiating cells) im Nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinom. Auch hier konnten die in vitro Untersuchungen durch die Analyse von 

Gewebematerial bestätigt werden: eine aberrante Aktivierung der Glycindecarboxylase korreliert mit 

einer schlechten Überlebensrate bei Lungenkrebspatienten. In einer kürzlich erschienenen Studie 

wurden auch neue potenzielle Biomarker zur Unterscheidung verschiedener Sarkom-Subtypen 

(hochgradiges Osteosarkom, Leiomyosarkom, Myxofibrosarkom und undifferenziertes pleomorphes 

Sarkom) mittels MALDI-MSI (Matrix-assisted laser desorption ionization mit MS imaging) untersucht. 

Hierbei wurden 20 Proteine (z. B. Acyl-CoA-Bindeproteine, Galectin-1) identifiziert, die spezifisch für 

die einzelnen Subtypen, und 9 Proteine (Proteasom-Aktivator-Komplex, Histon-H4-Varianten) die 

spezifisch mit dem Gesamtüberleben assoziiert sind (Lou et al., 2016).  

Für die Identifizierung potenzieller, metabolischer Tumormarker bedienten wir uns der Metabolomics-

Technologie. Insbesondre Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels, wie das Sphingosin, Sphingosin-

1-Phopshat (S1P) oder Ethanolamin wurden während der Tumorigenese stark reguliert (Engel et al., 

2012, 2017; Warsow et al., 2013). In weiterführenden Arbeiten, konnten wir zeigen, dass primär die 

Sphingosin-1-Phosphat Lyase (SGPL1) ein Regulator bei der Metastasierung von verschiedenen 

Tumorentitäten eine essentielle Rolle spielt. Dieses Enzym katalysiert die irreversible Degradierung des 

„second messenger“ S1P zu Ethanolamin-Phosphat und Hexadecenal (Abb. 3).  

 

 

Abb. 3 Irreversible Sphingosin-1-Phosphat (S1P) Degradation zu Ethanolamin-Phosphat und Hexadecenal durch die 
Sphingosin-1-Phosphat-Lyase. Strukturformeln unter der Gleichung. (Adaptiert von https://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?hsa04071+8879) 

 

Weiter konnten wir nachweisen, dass die SGPL1 in nicht-tumorigenen Mammaepithelzellen und – 

geweben stark exprimiert und in Mammakarzinomen reprimiert vorliegt. Fluoreszenz-

Markierungsexperimente belegten, dass in den nicht veränderten Kontrollzellen die SGPL1 neben der 

intrazellulären Lokalisation in dem endoplasmatischen Retikulum auch eine mit der 

Zytoplasmamembran-assoziierte Expression detektierbar war (Abb. 4).  

 



 
 

 

Abb. 4 Konfokal-Mikroskopische Aufnahmen nicht-tumorigener Mammaepithelzellen unter Normalbedingungen in der 3D-
Rekonstruktion (A) und im Seitenquerschnitt (B). Grün: SGPL1; rot: F-Aktin Zytoskelett; blau: Zellkern. Engel et. al., 2018. 

 

Dadurch ist eine direkte Degradation des Tumor-stimulierenden „second messengers“ S1P durch die 

auf der Zellmembran befindlichen SGPL1 denkbar. Aktuell wird der genetische Hintergrund der 

differentiellen SGPL1-Expression evaluiert. Darüber hinaus werden „Rescue“-Experimente zur 

Wiederherstellung des nicht-mutierten Phänotyps experimentell umgesetzt.  

Letztlich könnte die SGPL1-Expressionsstärke, die intrazelluläre Verteilung und genetische Varianz der 

SGPL1 (z. B. in der Promotor- und/oder Transitpeptidsequenz) als neuer, potenzieller Marker in 

Hinblick auf das Metastasierungsvermögen der Tumorzellen Anwendung finden.  

 

Zusammenfassend geben die hier dargestellten Studien zum einen eine Empfehlung für ein 

zielgerichtetes in vitro Screening zur Abschätzung des anti-tumorigenen Potentials eines 

Vielstoffgemisches oder einer Einzelsubstanz und zum anderen wurde ein neuer, potenzieller 

Tumormarker, die SGPL1 identifiziert. Sowohl das SGPL1-Expressionsmuster als auch die SGPL1-

Mutationshäufigkeit sollten unabhängig von der Tumorentität zur Abschätzung des 

Metastasierungsrisikos in sich anschließenden Arbeiten untersucht werden. 

Nachstehend  entnehmen Sie bitte die kurzen Zusammenfassungen der Publikationen, die das 

Fundament dieser Habilitationsschrift bilden. 

 

  



 
 

Referenz I 

Engel N, Oppermann C, Falodun A*, Kragl U. Proliferative effects of traditional Nigerian medicinal plant 

extracts on human breast and bone cancer cell lines. J Ethnopharmacol. 2011 Sep 2;137(2):1003-10. 

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21782919 

  

Zusammenfassung: 

In dieser ersten Publikation aus dem Jahre 2011 wurden fünf nigerianische Pflanzenextrakte für ein 

initiales in vitro Anti-Krebs-Screening bei Osteosarkom- (MG-63, Saos-2) und 

Mammakarzinomzelllinien (MCF-7, BT-20) eingesetzt. Diese Extrakte wurden aus vier traditionell 

medizinisch verwendeten Pflanzen (bzw. -teilen), namens Hunteria umbellata (HUL), Cola lepidota 

(CCL), Persea americana leaf (PAL), Root bark of Persea americana (RPA) und Plukenetia conophora 

(PCL) isoliert. Die Anti-Tumor-Evaluierung erfolgte durch Proliferations- und Apoptose-Messungen 

nach 48 h Extrakt-Inkubation in einer finalen Konzentration von 10 µg/ml im Zellkulturversuch. Im 

Vergleich mit nicht veränderten Primärzellen zeigte der Wurzelextrakt von Persea americana (RPA, 

Avocadowurzel) die stärkste Proliferationsreduktion (18 %) und Apoptose-Induktion (27 %) in den 

MCF-7 Brustkrebszellen. Da es sich bei MCF-7 um hormon-abhängige Tumorzellen (insb. für Östrogen 

und Progesteron) handelt, wurde ein Einfluss von pflanzlichen Hormonen (Phytoöstrogenen) in dem 

RPA Extrakt vermutet. In einer sich anschließenden Arbeit (Falodun et al., 2013) wurde durch 

Fraktionierung und chemische Charakterisierung des RPA-Extraktes eine Einzelsubstanz isoliert, die die 

zytotoxischen Eigenschaften auf MCF-7 vermittelt. Dabei handelt sich allerdings nicht um ein 

Phytoöstrogen, sondern ein Alken-Lakton mit der chemischen Nomenklatur: 4-hydroxy-5-methylene-

3-undecyclidenedihydrofuran-2 (3H)-one. Der IC50-Wert mit 20,48 µg/ml beschreibt eine moderate 

Zytotoxizität für die MCF-7 Brustkrebszellen, die sich durch einen Adhäsionsverlust innerhalb des 

Zellverbandes und damit verbundenem Apoptose-Eintritt darstellt. In den epithelialen Kontrollzellen 

konnte keine zytotoxische Wirkung nachgewiesen werden. Dieses Alken-Lakton weißt selektive, 

spezifische Anti-Krebseigenschaften auf, die weiter untersucht werden. 

 

Falodun A*, Engel N, Kragl U, Nebe B, Langer P. Novel anticancer alkene lactone from Persea 

americana. Pharm Biol. 2013 Jun;51(6):700-6. doi: 10.3109/13880209.2013.764326. Epub 2013 Apr 9. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21782919


 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

  



 
 

Referenz II 

Engel N, Falodun A*, Kragl U, Langer P, Nebe JB. Anti-proliferative and anti-adhesive effects of four 

plant extracts on the breast cancer cell line MCF-7. BMC Complementary and Alternative Medicine 

2014; 14:334 doi:10.1186/1472-6882-14-334. 

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4177160/ 

  

Zusammenfassung: 

Aus einem großen Pool an nigerianischen Pflanzenmaterial wurden vier Extrakte der Pflanzen Jatropha 

curcas (JCP1), Pyrenacantha staudtii (PS), Picralima nitida (ZI) und Jatropha gossypifolia (JCP2) 

ausgewählt und hinsichtlich ihres Anti-Tumor-Potentials an der Brustkrebszelllinie MCF-7 in einer 

Konzentrationsreihe (1 - 50 µg/ml) evaluiert. Dazu wurde die Proliferationsrate mit Hilfe von 

Zellzyklusmessungen, der Apoptose-Induktion via Annexin V/PI-Färbung und Western Blots sowie 

Adhäsions-/Konfluenzveränderungen mittels Durchflusszytometrie, Integrin-Rezeptor-Expression und 

Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Alle vier Extrakte induzierten Apoptose beginnend mit einer 

finalen Konzentration von 10 µg/ml und wiesen moderate IC50-Werte im Bereich von 23–38 μg/ml auf 

(Abb. 5).  

 

Abb. 5 Bestimmung der apoptotischen Zellen mittels Annexin V/PI Färbung nach der Behandlung mit 10 µg/ml PS, ZI, JCP1 und 
JCP2 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Engel et al., 2014) 

 

Weiterführende zellbiologische Untersuchungen zur Beschreibung der detaillierten Extraktwirkung 

zeigten, dass die zytotoxische Wirkung durch Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden induziert 

wurde. Durch die Behandlung mit PS, JCP1 und JCP2 wurde ein Adhäsionsverlust der Zellen aus dem 

Zellverband und zu der extrazellulären Matrix induziert, wodurch die Zellen in Suspension gingen und 

der Zelltod über die Caspasenaktiverung erfolgte. Die zytotoxische Wirkung von Zi war nicht mit einer 

Adhäsionsreduktion assoziiert. Im Gegenteil die Zell-Zellkontakte wurde durch eine erhöhte ß1-

Intergrin-Expression verstärkt. Die Apoptose-Initiierung erfolgte über die Aktivierung der MAPK-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4177160/


 
 

Signalweges. Diese Arbeit belegt eindrucksvoll, dass verschiedene stoffwechselphysiologische 

Wirkungen zur Inhibierung des Tumorwachstums aktiviert werden können. Perspektivisch soll die 

detaillierte metabolische Wirkung von Zi in Kontrast zu den anderen drei Extrakten mittels Proteomics 

und Metabolomics evaluiert werden.  

 

Erharuyi O, Engel-Lutz N, Ahomaforb J, Imiejec V, Falodun A, Nebe B, Langer P. Anticancer activity of 

five Forest crops used in African folklore: antiproliferative and proapoptotic effects. Nat Prod Res. 2014 

Feb 26. DOI: 10.1080/14786419.2013.879475.  

 

Oriakhi K, Erharuyi O, Oikeh EI, Engel-Lutz N, Falodun A. Free radical scavenging and cytotoxic effects 

of methanol extract of Theobroma cacao L. (Sterculiaceae) seed. West Afr J Pharm 2015; 26(2):83-91. 



 
 

 



 
 

 



 
 

   



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 
 

  



 
 

Referenz III 

Engel N*, Adamus A, Ali I, Dad A, Ali S, Nebe B, Atif M, Ismail M, Langer P, Ahmad VU. Antitumor 

evaluation of four selected pakistani plants on human bone and breast cancer cell lines. BMC 

Complementary and Alternative Medicine.2016, 16:244. DOI: 10.1186/s12906-016-1215-9.  

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27457235 

 

Zusammenfassung: 

Ein weiterer Kooperationspartner in diesem internationalen Konsortium zur Identifizierung neuer, 

pflanzlicher Anti-Tumor-Wirkstoffe ist Prof. Dr. Iftikhar Ali (Department of Chemistry, Karakoram 

International University, 15100 Gilgit-Baltistan, Pakistan), der auch dieses Projekt initiiert hat und mit 

dem aktuell eine großanlegte Studie zu der Wirksamkeit von pakistanischen, pflanzlichen Wirkstoffen 

auf Hals-Kop-Tumore begonnen hat. Auch für diese Arbeit stand uns ein großes Reservoir an 

traditionell genutzten Heilpflanzen aus Pakistan und Kamerun zur Verfügung, aus dem wir schöpfen 

konnten. In dieser Arbeit wurden vier pakistanische Pflanzen: Vincetoxicum arnottianum (VSM), 

Berberis orthobotrys (BORM), Onosma hispida (OHRM and OHAM) und Caccinia macranthera (CMM) 

im Anti-Tumor-Screening bei humanen Knochen- und Brustkrebszelllinien eingesetzt. Der 

methanolische Wurzelextrakt von BORM induzierte bereits in geringen Konzentrationen Apoptose in 

den Tumorzellen, primär über einen lysosomalen Signalweg. BORM bewirkte nach der Applikation eine 

sofortige Reduktion der mitochondrialen Respiration (Abb. 6), begleitet von der gesteigerten 

Expression des pro-apoptotischen Moleküls BCL-2.  

 

 

Abb. 6 Messung der mitochondrialen Respiration am Bionas® 2500 Analyzing System, welches mit dem metaboischen Chip 

Bionas DisocveryTM SC1000 kombiniert wurde. Sowohl der VSM als auch der BORM-Extrakt reduzieren die mitochondriale 
Respiration bei der Osteosarkomzelllinie MG-63.Hingegen beeinflusste VMS die Respiration der Kontrollzelllinie (POB – primary 
osteoblasts) nicht. Der BORM-Extrakt reduziert ebenfalls die Respiration der Kontrollzelllinie, aber nur um ca. 20 %. Diese 
Reduktion wurde nach dem Stoppen der BORM-Applikation revertiert und mehr noch, signifikant gesteigert. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27457235


 
 

Der methanolische Extrakt von VSM verursachte einen Zellzyklus-Arrest in der G2/M-Phase und eine 

Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts durch eine gesteigerte Stressfaser-Formierung. Dadurch wurde 

eine reduzierte Migrations- und Invasionsfähigkeit der Tumorzellen erzielt.   

Durch diese Arbeiten konnten wir zwei Pflanzenextrakte mit starker anti-kanzerogener Wirkung 

identifizieren, die zum einem auf eine metabolische Beeinträchtigung (BORM) oder zytoskeletale 

Reprogrammierung (VSM) der Tumorzellen zurückzuführen ist. Aktuell erfolgt die chemische 

Charakterisierung der Inhaltstoffe durch Herrn Prof. Ali. Erste chemische Charakterisierungen liegen in 

einer aktuellen Publikation vor: 

 

Dad A, Ali I, Engel N, Atif M, Hussain H, Ahmad VU, Langer P. The Phytochemical Investigation and 

Biological Activities of Berberis Orthobotrys. Int J Phytomed. 2017 July; 9(2):213-8. doi: 

10.5138/09750185.1899.  



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 
 

 

 

  



 
 

Referenz IV 

Engel N*, Lisec J, Piechulla B, Nebe B. Metabolic profiling reveals sphingosine-1-phosphate kinase 2 

and lyase as key targets of (phyto-) estrogen action in the breast cancer cell line MCF-7 and not in MCF-

12A. PLoS One. 2012;7(10):e47833. doi:10.1371/journal.pone.0047833. Epub 2012 Oct 24. 

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23112854 

 

Zusammenfassung: 

Zur Wirkung von Phytoöstrogenen (sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, die strukturell den humanen 

Östrogenen ähneln) auf Tumorzellen gibt es zahlreiche Arbeiten, die aber niemals die metabolischen 

Downstream-Prozesse der Tumorzelle betrachten. Dies scheint aber sinnvoll, denn Metabolit-

veränderungen ermöglichen Rückschlüsse auf die initiale Wirkungsweise der applizierten Substanz auf 

den Tumorstoffwechsel. Daher wurde mit der Technologie der Metabolomics die Identifizierung neuer 

metabolischer Tumormarker nach der Behandlung mit sekundären Pflanzeninhaltstoffen etabliert. Die 

zellulären Metabolite der Brustkrebszelllinie MCF-7 wurde vergleichend mit denen der  Kontrollzelllinie 

MCF-12A mittels Gaschromatographie separiert und anschließend mit Massenspektrometrie 

analysiert. Sowohl das endogene 17ß-Östradiol als auch das Phytoöstrogen Genistein bewirkten 

signifikante Metabolitveränderungen im Lipid-, Aminosäure- und Kohlenhydratstoffwechsel. 

Besonders auffällig waren die Alterationen dreier Metabolite des Sphingolipidstoffwechsels: 

Sphingosin, Dihydro-Sphingosin und Ethanolamin-Phosphat. Die assoziierten katabolen und anabolen 

Enzyme wurden detailliert untersucht, so dass eine differentielle Regulation der Sphingosin-1-

Phosphat-Kinase und der Sphingosin-1-Phosphat-Lyase (SGPL1) durch humane und pflanzliche 

Östrogene nachgewiesen werden konnte. Dadurch wird in den MCF-7 Brustkrebszellen der „second 

messenger“ Sphingosin-1-Phosphat (S1P) überexprimiert. S1P kann intra- und extrazellulär als 

Proliferations-, Apoptose-, Angiogenese- und Motilitätsregulator wirken und so die Tumorigenese 

entscheidend lenken. Durch die Behandlung mit dem pflanzlichen Hormon Genistein wird die S1P-

abbauende Lyase (SGPL1) verstärkt exprimiert, so dass das stimulierende Signalmolekül S1P sowohl 

intra- als auch extrazellulär reduziert vorliegt. Diese neuen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass durch 

eine Supplementation mit Phytoöstrogenen oder eine entsprechende Umstellung der Ernährung auf 

Phytoöstrogen-haltige Lebensmittel die Tumorigenese beeinflusst werden kann.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23112854


 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 

  



 
 

Referenz V  

 

Engel N*, Adamus A, Schauer N, Kühn J, Nebe B, Kraft K. Synergistic action of genistein and calcitriol in 

immature osteosarcoma MG-63 cells by SGPL1 up-regulation. PLoS ONE. 2017. doi: 

10.1371/journal.pone.0169742. 

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28125641 

 

Zusammenfassung: 

Erste in vitro Untersuchungen belegten, dass die simultane Applikation von Genistein und Vitamin D3 

die Proliferationsinduktion bei der Osteosarkomzelllinie MG-63 auf Normalniveau relativieren kann. 

Ebenso wurde die extrazelluläre Ansäuerung und die Respirationsrate durch eine gleichzeitige 

Stimulation mit beiden Substanzen additiv bzw. synergistisch reduziert. Um die dafür grundlegenden 

zellulären Mechanismen zu untersuchen, wurden abermals metabolische Profile mittels Metabolomics 

angefertigt. Analog zu den Ergebsnissen mit den Brustkrebszelllinien wurde auch bei den 

Osteosarkomzellen eine signifikante Beeinflussung des Sphingosin-Stoffwechsels ermittelt, die sich in 

einer signifikant gesteigerten Ethanolamin-Produktion darstellte. Die Sphingosin-1-Phospat-

abbauende Lyase (SGPL1) wurde durch die simultane Applikation von Genistein und Vitamin D3 um 

das 3,5-fache gesteigert (Abb. 7). Diese Untersuchungen belegen erstmals die Synergie von Genistein 

und Vitamin D3 auf das Expressionsniveau der SGPL1 und deuten darauf hin, dass die SGPL1-Expression 

vermutlich bei vielen Tumorentitäten im Rahmen der Tumorigensese eine fundamentale Rolle spielt. 

 

Abb. 7 Proteinexpressionsanalyse des SGPL1-Gehaltes in der Osteosarkomzelllinie MG-63 nach der Inkubation mit 1, 10, 100 
μM Genistein (G), 10 nM Calcitriol (VitD3) und deren Kombination (G +VitD3) im Vergleich zur Kontrolle (C). Mittelwert ± 
Standardabweichung, n= 3, *** = p < 0.001 im Vergleich zur Kontrolle (ungepaarter t test). 
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Referenz VI 

 

Engel N*, Adamus A, Frank M, Kraft K, Kühn J, Müller P, Nebe B, Kasten A, Seitz G. First evidence of 

SGPL1 expression in the cell membrane silencing the extracellular S1P siren in mammary epithelial 

cells. PLoS One. 2018 May 2;13(5):e0196854. doi: 10.1371/journal.pone.0196854. eCollection 2018 

NCBI-Link: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5931664/ 

 

Zusammenfassung: 

In dieser Studie konnten wir erstmalig nachweisen, dass nicht-tumorigene Mammaepithelzellen nicht 

nur eine hohe SGPL1-Expression aufweisen, sondern dass in den gesunden Zellen auch eine SGPL1-

Expression in der Zytoplasmamembran darzustellen ist (Abb. 4). Die SGPL1 Lokalisation in der 

Plasmamembran wurde noch nicht beschrieben.  

Insbesondere zur Metastasierung neigende Brustkrebzellen zeigen eine reprimierte oder fehlende 

SGPL1-Expression in der Zellmembran. Dadurch kann der permanente S1P-Stimulus nicht mehr 

reguliert werden, und die gerichtete Migration und Invasion wird begünstigt. Durch Restauration der 

SGPL1-Funktionaliät und -Lokalisation in der Plasmamembran konnte die Motilität der 

Brustkrebszellen reduziert werden (Abb. 8).  

 

 

 

Abb. 8 Relative Migrationsgeschwindigkeit der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 im Scratch-Assay. Ermittelt wird 
die Migrationsrate in einen definierten Spalt 100 % - der Spalt enthält keine Zellen. O %  - der Spalt ist zu 100 % mit Zellen 
besiedelt. Bei Stimulation der Mammakarzinomzellen mit 1 µM S1P wird die Migrationsgeschwindigkeit deutlich erhöht. Nach 
Komplementation der Mammakarzinomzelllinien mit der nativen SGPL1.Variante ist die Migrationsgeschwinigkeit signifikant 
unter das Kontrollniveau gesenkt. Mittelwert ± Standardabweichung, n= 3, *** = p < 0.001 im Vergleich zur Kontrolle 
(ungepaarter t test). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5931664/
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