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AbKkiirzungen
CHP Cumolhydroperoxid
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
ECs Konzentration einer Testsubstanz, die zu einer 50 %igen Reduktion des
betrachteten Messparameters gegeniiber der Kontrollgruppe fiihrt
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
FBS Fotales Rinderserum (Fetal bovine serum)
HEPES N-2-Hydroxy-ethyl-piperazin-N-2-ethansulfonsiure
HS Pferdeserum (Horse serum)
PBS Phosphate buffered saline
ROS Reactive oxygen species (Reaktive Sauerstoffspezies)
SD Standardabweichung des Mittelwertes
SEM Standardfehler des Mittelwertes



1 Einleitung

Bei einer Vielzahl biologischer Reaktionen werden Sauerstoffradikale wie das
Superoxidradikalanion (¢*O;") und nichtradikalische reaktive Sauerstoffspezies wie das
Wasserstoffperoxid (H,0O,) gebildet, die unter dem Begriff ROS (= reactive oxygen species =
reaktive Sauerstoffspezies) zusammengefasst werden. ROS koénnen durch eine Reihe von
Interaktionen schidigend auf Zellen bzw. Zellbestandteile wie DNA, Lipide, Proteine und
andere Biomolekiile wirken. Zellen besitzen unter physiologischen Bedingungen eine Anzahl
verschiedener enzymatischer und nichtenzymatischer antioxidativer Mechanismen zum
Schutz vor diesen schidigenden FEinfliissen. Reaktive Sauerstoffspezies konnen durch
zelleigene Enzyme, beispielsweise Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalase,
und nichtenzymatische Schutzsysteme wie Glutathion, Ascorbinsdure (Vitamin C),
Carotinoide und a-Tocopherol (Vitamin E) direkt abgefangen bzw. inaktiviert werden. Eine
weitere Schutzfunktion besteht in ihrer Fahigkeit, oxidative Prozesse wie z.B. die
Lipidperoxidation zu unterbinden. Ubersteigt die Bildung der ROS die Kapazitit der
antioxidativen Systeme, werden zelluldre Bestandteile oxidativ zerstort.

Dieser so genannte oxidative Stress hat fiir physiologische Prozesse der Alterung eine
Bedeutung, ist aber unter anderem auch an der Pathogenese der Atherosklerose und der
Tumorentstehung sowie bei neurodegenerativen Prozessen beteiligt (Halliwell and Whiteman,
2004). Die Belastungen fiir das Gesundheitssystem durch diese Erkrankungen lassen
praventive Malnahmen immer bedeutsamer werden. In der additiven Zufuhr von
Pflanzeninhaltsstoffen mit antioxidativer Wirkung, wie z.B. Vitamin E und den Polyphenolen,
wird ein schiitzender Effekt vor oxidativem Stress und den damit assoziierten Erkrankungen
vermutet (Rice-Evans et al., 2000; Brigelius-Floh¢ et al.,, 2002). Verschiedene
epidemiologische Studien beschéftigen sich vor allem mit dem Schutz vor kardiovaskuldren
Erkrankungen durch Supplementation mit Vitamin E, kommen jedoch nicht zu eindeutigen
Ergebnissen (vgl. Munteanu et al., 2003).

Die Tocopherole, die gemeinsam mit den Tocotrienolen unter dem Begriff Vitamin E
zusammengefasst werden, stellen eine Gruppe lipophiler Antioxidantien dar. Die
verschiedenen z.B. in Pflanzendlen, in Weizenprodukten oder in Maisprodukten natiirlich

vorkommenden Tocopherole (a, B, y, 0) unterscheiden sich in Anzahl und Stellung der
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Methylgruppen am Chromanolring (siche Abb.1), wobei das a-Tocopherol am stdrksten

wirksam ist.
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Abbildung 1: Strukturformeln natiirlich vorkommender Tocopherole (A) und Tocotrienole (B).

a-Tocopherol schiitzt die Zellen vor allem durch nichtenzymatische Unterbrechung der
Lipidperoxidationskette in Membranphospholipiden vor oxidativer Schidigung. Aus der
oxidationslabilen allylischen C-H-Bindung der mehrfach ungesittigten Fettsduren der
Membranen kann in einer Initiationsreaktion mit Radikalen, wie z.B. dem Hydroxylradikal
OHe, leicht ein Wasserstoffatom abstrahiert werden, so dass ein Lipidalkylradikal entsteht
(sieche Abb. 2). Die Addition von Sauerstoff fiihrt in der Folge zur Bildung eines
Lipidperoxylradikals, welches erneut ein Wasserstoffatom von einer benachbarten
ungesittigten Fettsdure abspaltet und somit zur Kettenfortpflanzung fiihrt. LOOH
(Lipidhydroperoxid) kann in Anwesenheit von Fe*" in das reaktive LO» (Lipidalkoxyradikal)
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umgewandelt werden. Ein Abbruch der Lipidperoxidation geschieht nur, wenn zwei Radikale
miteinander reagieren. a-Tocopherol ist in der Lage, diese Kettenreaktion zu unterbrechen,
indem die Chromanolgruppe des a-Tocopherol mit Peroxyl- und Alkoxylradikalen reagiert.
Das dabei entstandene Tocopheroxylradikal muss anschlieend wieder mittels Reduktion in
seine aktive Form tuberfiihrt werden. Als Reduktionsmittel werden hierbei Ascorbinsiure,
Glutathion oder auch Ubichinon diskutiert (Munteanu et al., 2003). a-Tocopherol verhindert
zusitzlich sowohl die Schidigung anderer oxidationsempfindlicher Zellbestandteile als auch
der Lipoproteine durch ROS (Munteanu et al., 2003).

Neben den erwdhnten antioxidativen Wirkungen scheint a-Tocopherol in hohen Dosen selbst
auch einen prooxidativen Effekt zu haben, wenn es nicht in ausreichender Menge reduziert
werden kann (Rietjens et al., 2002). a-Tocopherol beeinflusst dariiber hinaus die intrazellulire
Signaltransduktion und die Regulation der Genexpression. So hemmt es beispielsweise die
Proteinkinase C (Brigelius-Flohé et al., 2002) und ist beteiligt an der Regulation der
Genexpression von Scavenger-Rezeptoren CD36 und SR-A, Collagenase und verschiedenen

Integrinen (Munteanu et al., 2003; Brigelius-Flohé et al., 2002).

LH + Re — Le+RH Initiation
Le+ O, —  LOO-

LOO*+LH — LOOH+Le- Propagation
LOOH + Fe** — LOe«+H"+Fe*

Abbildung 2: Lipidperoxidation.

LH: Ungesittigte Fettsdure; Re: Radikal, Le: Lipidalkylradikal; LOOe: Lipidperoxylradikal; LOOH:
Lipidhydroperoxid; LOe: Lipidalkoxyradikal

Wenn a-Tocopherol in der oben beschriebenen Weise antioxidativ wirkt, sollten Zellen durch
a-Tocopherol vor dem Angriff durch Peroxide geschiitzt werden, d.h. mit zunehmender
Konzentration von a-Tocopherol resistenter gegen die zytotoxische Wirkung von Peroxiden
werden. Entsprechende Untersuchungen mit kultivierten Zellen in vitro ergaben jedoch
unterschiedliche und zum Teil widerspriichliche Ergebnisse. Wenn die Zellen beispielsweise

gleichzeitig mit Peroxiden und a-Tocopherol behandelt wurden, zeigten sich keine oder nur
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sehr geringe zytoprotektive Effekte (Suttorp et al., 1986; Block, 1991; Kuzuya et al., 1991;
Cutaia und Parks, 1994). Wurden die Zellen mit a-Tocopherol inkubiert, bevor sie Peroxiden
ausgesetzt wurden, wurden deutliche (Block, 1991; Kuzuya et al., 1991), geringfiigige
(Schweda, 2004) bzw. ebenfalls keine (Cutaia und Parks, 1994; Leist et al., 1996; Ram und
Hiebert, 2004; Schweda, 2004) zytoprotektiven Wirkungen von a-Tocopherol beobachtet.

Die Dauer der Vorinkubation mit a-Tocopherol und die Natur des Peroxids scheinen eine
wichtige Rolle fiir die Ausprigung der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol zu spielen.
Die Abhéngigkeit der Zytoprotektion von der Vorinkubationsdauer lésst sich erklidren, wenn
man davon ausgeht, dass nur das zelluldre, in Lipidmembranen eingelagerte a-Tocopherol
Lipidradikale abfangen und die Lipidperoxidation abbrechen kann. In diesem Fall sollte das
AusmalB der Zytoprotektion abhéngig von der zelluldren a-Tocopherol-Konzentration sein.
Zur Konzentrationsabhéngigkeit der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol in vitro ist
bisher wenig bekannt. In der Regel wurde nur eine einzige relativ hohe Konzentration
zwischen 10 und 50 uM, z. T. auch deutlich hohere (unldsliche) Konzentrationen, eingesetzt
(Suttorp et al., 1986; Ram und Hiebert, 2004). Schweda (2004) beobachtete nur eine geringe
Abhingigkeit der schiitzenden Wirkung von der angebotenen a-Tocopherol-Konzentration
(10- 100 uM). Inwieweit die zytoprotektive Wirkung von a-Tocopherol abhéngig von dessen
intrazelluldrer Konzentration ist, wurde bisher nicht untersucht. Ebenfalls ist wenig bekannt
tiber das Verhéltnis zwischen extrazelluldr angebotener und intrazelluldr vorhandener a-
Tocopherol-Konzentration.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Bedeutung der Vorinkubation fiir die zytoprotektive
Wirkung von a-Tocopherol gegen oxidative Schiddigung durch Peroxide und deren
Abhingigkeit von der extrazelluliren und intrazelluldren Konzentration von a-Tocopherol
genauer zu untersuchen. Insbesondere sollten folgende Fragen geklért werden:

e Ist es zur Erfassung dieser zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol in vitro
notwendig, die untersuchten Zellen vor der Auslésung von oxidativem Stress mit
a-Tocopherol zu behandeln?

e Welche Beziehung besteht zwischen der extrazelluldr angebotenen Konzentration

und der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol?



e Wie viel a-Tocopherol enthalten die zur Kultivierung der Zellen verwendeten
Kulturmedien, und wie hoch ist der zellulire Gehalt an a-Tocopherol unter den
gegebenen Kulturbedingungen?

e st die zellulire Konzentration von a-Tocopherol abhédngig von der extrazelluldr
angebotenen Konzentration und, wenn ja, in welcher Weise? D.h. wie ist der
Zeitverlauf der zelluldren Anreicherung von a-Tocopherol und welche Beziehung
besteht zwischen der extrazelluldr angebotenen und der zelluldren Konzentration
von a-Tocopherol bei Gleichgewichtsverteilung?

e Welche Beziehung besteht zwischen der bei Auslosung von oxidativem Stress
vorhandenen zelluldiren Konzentration und der zytoprotektiven Wirkung von a-
Tocopherol?

Diese Versuche wurden mit C6-Rattengliomzellen durchgefiihrt. Schweda (2004) konnte
zeigen, dass das organische Peroxid Cumolhydroperoxid (CHP), aber nicht
Wasserstoffperoxid (H,O,) in C6-Zellen Lipidperoxidation auslosen kann. Aus diesem
Grunde wurde CHP verwendet, um oxidativen Stress in C6-Zellen auszulosen. CHP wird in
ahnlicher Weise wie H,O, in Anwesenheit von Eisen(Il)-Ionen in der Fenton-Reaktion in ein
Radikal, das Alkoxyradikal umgewandelt (siche Abb. 3), das dhnlich wie das aus H,O;
entstehende Hydroxylradikal mit zelluliren Makromolekiilen reagieren kann (Cohen, 1985).
Vermutlich wirkt CHP aufgrund seiner Lipophilie vorwiegend an biologischen Membranen
(Vroegop et al., 1995). Konzentrationen von CHP, die in C6-Zellen Lipidperoxidation
auslosen, sind auch zytotoxisch (Schweda, 2004). Der Fe’"-Chelator Deferoxamin und der
wasserlosliche Radikalfinger Dimethylthioharnstoff schiitzen C6-Zellen sowohl vor der
zytotoxischen als auch vor der lipidperoxidierenden Wirkung von CHP (Schweda, 2004).
Deshalb wurde zur Erfassung der oxidativen Schiadigung von C6-Zellen durch CHP die
zytotoxische Wirkung gemessen. Schweda (2004) konnte zeigen, dass C6-Zellen nach kurzer
Vorinkubation (zwei Stunden) mit a-Tocopherol geringfligig resistenter gegen die

zytotoxische Wirkung von CHP waren als unbehandelte Zellen.
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Abbildung 3: Umwandlung von Cumolhydroperoxid in der Fenton-Reaktion in ein Alkoxyradikal.



2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 C6-Zellen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um C6-Rattengliomzellen. Diese
Zellen stammen aus einem primdren Rattenhirntumor und konnten von Bender et al. (1968)
etabliert werden. Sie wurden in der 37. Passage von der American Type Culture Collection

(ATCC: CCL-107) bezogen, dreimal passagiert und in fliissigem Stickstoff gelagert.

2.1.2 Materialien

Ham’s F 10 Nutrient Mixture
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)
mit 4,5 g Glucose/l, mit Pyruvat, mit Phenolrot

DMEM mit 4,5 g Glucose/l, ohne Pyruvat, mit Phenolrot

[Gibco]

[c.c.pro: PM-25-S]
[c.c.pro: PM-13-S]

HS (Pferdeserum) [Gibco]
FBS (Fotales Rinderserum) [Gibco]
Glutamin (200 mM) [c.c.pro]
HEPES-Puffersubstanz [Merck]
Gentamycin (10 mg/ml) [Gibco]
Fungizone (Amphotericin B 250 pg/ml) [Gibco]
Trypsin-EDTA-L6sung (10 x) [Gibco]
25 cm*-Gewebekulturflaschen [Sarstedt]
96-Well-Mikrotiterplatten [Falcon]



2.1.3 Kulturmedien und Losungen

Der pH-Wert aller Medien und Ldsungen betrug 7,4. Vor dem Gebrauch wurden sie im

Wasserbad auf 37° C vorgewarmt.

Erhaltungsmedium:

Zur Herstellung des Ham’s F 10 Basismediums wurde Ham’s F 10 Nutrient Mixture in ultra
pure H,O geldst. AnschlieBend wurde mehr Glutamin (2 mM anstelle von 1 mM) und mehr

NaHCO;j; (2 g/l statt 1,2 g/l) hinzugefiigt als in der Originalformulierung.

Das Erhaltungsmedium besal3 folgende Zusammensetzung:

e Ham’sF 10 81,0%  (v/v)
e HS 150%  (v/v)
e FBS 2,5% (v/v)
e Gentamycin 1,0%  (v/v)
e Fungizone 0,5% (v/v)

PBS-Puffer ( Phosphate buffered saline nach Dulbecco):

PBS-Puffer ohne Magnesium und Calcium besal} folgende Zusammensetzung:

e NaCl [Merck] 8000 mg/1
o KCI [Merck] 200 mg/1
e Na,HPO, [Merck] 1150 mg/1
e KH,PO,4 [Merck] 200 mg/1

Die Substanzen wurden in ultra pure H,O angesetzt. Der Puffer wurde anschlieBend steril

filtriert.

Der PBS-Puffer mit Calcium und Magnesium enthielt zusétzlich zu den oben genannten

folgende Substanzen:

o MgCl, x 6 HO [Merck] 100 mg/l



e CaCl, x 2 H;O [Merck] 132 mg/l

Versuchsmedien:

Zur Herstellung des DMEM-Basismediums wurde DMEM mit bzw. ohne Pyruvat in ultra
pure H,O geldst und mit 2 g/l NaHCOs und 4,768 g/l HEPES-Puffersubstanz versetzt und
enthielt somit 20 mM HEPES und weniger NaHCOs (2 g/l anstelle von 3,7 g/l) als in der

Originalformulierung, um fiir die Inkubation unter 5 % CO, geeignet zu sein.

Das serumbhaltige Versuchsmedium war folgendermallen zusammengesetzt:

e DMEM-Basismedium mit Pyruvat 93,5% (v/v)
e FBS 5,0% (v/v)
e (Gentamycin 1,0 % (v/v)
e Fungizone 0,5% (v/v)

Das serumfreie Versuchsmedium besal3 folgende Zusammensetzung:

e DMEM-Basismedium ohne Pyruvat 98,5% (V/v)
¢ Gentamycin 1,0% (v/v)
e Fungizone 0,5% (v/v)

2.1.4 Kultivierung

2.1.4.1 Erhaltungskulturen

Fiir die Versuche wurden die Zellen aufgetaut und in 25 cm?-Flaschen als Erhaltungskulturen
bei 37° C und 5 % CO, im Begasungsbrutschrank [Heraeus] kultiviert. Diese
Erhaltungskulturen erhielten am dritten und am sechsten Kulturtag 7 ml frisches
Erhaltungsmedium und wurden einmal in der Woche passagiert. Die Zellen wurden aus den
Kulturflaschen ,,geerntet”, d.h. zundchst wurde das Erhaltungsmedium aus den 25 cm?-
Flaschen abgesaugt und die Zellen mit 5 ml sterilem, im Wasserbad auf 37° C erwdrmtem

PBS gespiilt. Das PBS wurde anschlieBend abgesaugt und durch 5 ml Trypsin-EDTA-L&sung
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(1:10 mit PBS verdiinnt) ersetzt, welches nach 30 Sekunden erneut abgesaugt wurde. Im
Begasungsbrutschrank wurden die Kulturflaschen fiir mehrere Minuten inkubiert, bis sich der
Zellrasen abloste. Sodann wurden die Zellen mit 5 ml serumhaltigem Versuchsmedium durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren aufgenommen und die so entstandene Zellsuspension in
ein Zentrifugenrohrchen auf Eis iiberfiihrt. Aus dieser Zellsuspension wurden 100 pl
entnommen, mit 100 pl Trypanblaulésung ([Sigma], mit PBS verdiinnt), welches zur
Markierung der toten Zellen dient, verdiinnt und mithilfe der Thoma Zdhlkammer wurde die
Zellzahl bestimmt. Neue Erhaltungskulturen erhielten 300 ul Zellsuspension und 7 ml
Erhaltungsmedium. Nach dem Auftauen wurden die Zellen iiber 15 bis 20 Passagen (P 44-60)

fiir die Versuche genutzt.

2.1.4.2 25 em*-Flaschen-Versuchskulturen

Die Versuche zur Akkumulation von a-Tocopherol in C6-Zellen wurden in 25 cm?-Flaschen
durchgefiihrt. Dazu erhielt jede Kulturflasche bei der Aussaat wie die Erhaltungskulturen 300
ul Zellsuspension in 7 ml Erhaltungsmedium und wurde im Begasungsbrutschrank kultiviert.
Am dritten Kulturtag erfolgte ein Mediumwechsel mit 7 ml Erhaltungsmedium. Am sechsten
Kulturtag erfolgte ein Mediumwechsel mit serumhaltigem bzw. serumfreiem
Versuchsmedium, dem eine bestimmte Menge o-Tocopherol hinzugefiigt worden war.
AnschlieBend wurden die 25 cm?-Flaschen-Versuchskulturen im Begasungsbrutschrank
inkubiert, bis die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten geerntet wurden. In einigen
Versuchen konnte der Versuchsbeginn dadurch friither erfolgen, dass die 25 cm?-Flaschen eine

groBBere Menge, ndmlich 600 pl, Zellsuspension in 7 ml Erhaltungsmedium erhielten.

2.1.4.3 Mikrotiterplatten-Versuchskulturen

Fir die Versuche zur zytotoxischen und zytoprotektiven Wirkung in 96-Well-
Mikrotiterplatten wurde zur Aussaat von 20 000 Zellen/Well in 200 pl Medium die

Zellsuspension mit der entsprechenden Menge an serumhaltigem Medium verdiinnt. In den



11

Mikrotiterplatten wurden nur die inneren Wells (Z) mit Zellen befiillt, wihrend die dulleren

Wells (M) ausschlieBlich Versuchsmedium erhielten (siche Abb. 4).

112 |3 (4|5 (6|7 (8|9 10|11|12
AAMM MMM MM MMM M M A
B MM|Z2|Z2|Z|Z|Z|Z|Z|Z M| M B
C/\MM|Z|Z|Z | Z|Z2|2|Z2Z|Z M|M|C
D MM|Z2|Z2|Z|Z|Z|Z|Z|Z M| M D
EM\M|Z|Z2|Z |Z|Z|Z|Z|Z M | M|E
FIM|M|Z |2 |Z|Z2|Z|Z|Z |Z M |M|F
GIMM|Z |z |Z2|Z|Z2|Z|Z|Z M| M| G
HMMMM MM MM MMM M|H

1/2 |3 (4|5(6 |7 (8|9 10|11 12

Abbildung 4: Einsaatschema in die 96-Well-Mikrotiterplatten.

M= serumbhaltiges Versuchsmedium ohne Zellen, Z= serumhaltiges Versuchsmedium mit Zellen.

2.2 Messung zytotoxischer und zytoprotektiver Wirkung

2.2.1 Testsubstanzen

e Cumolhydroperoxid (CHP) [Aldrich] Luperox CU 90 88 %
e DL-a-Tocopherol [Calbiochem]

a-Tocopherol wurde lichtgeschiitzt im Kiihlschrank aufbewahrt. CHP wurde ebenfalls im
Kiihlschrank gelagert und konnte direkt im Medium gelost werden. a-Tocopherol wurde in
Dimethylsulfoxid (DMSO) [Aldrich] geldst. Um einen konstanten Losungsmittelanteil von
0,2 % im Medium zu erreichen, wurde jeweils das 500fache der gewiinschten

Endkonzentration in DMSO angesetzt.
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2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche zur Messung zytotoxischer und zytoprotektiver Wirkung in den 96-Well-
Mikrotiterplatten wurden im serum- und pyruvatfreien Medium durchgefiihrt.
Vorangegangene Arbeiten hatten gezeigt, dass der Entzug von Serum wachstumshemmend
wirkt (Zielinska et al., 2003). Pyruvat hat selbst eine antioxidative Wirkung (Schweda 2004,
Andrae et al., 1985). Der prinzipielle Versuchsaufbau ist in Abbildung 5 schematisch
dargestellt.

48 h 72h

h
Erhaltungskultur Versuchskultur
4 A A

Kultur in Aussaat in 96-Well- Exposition mit Proteinbestimmung
25 cm*-Flaschen ,, Mikrotiterplatten ‘, CHP ‘, nach Lowry

Erhaltungsmedium Serumbhaltiges Versuchsmedium| Serumfreies Versuchsmedium

*Ham's F10 *DMEM mit Pyruvat *DMEM (pyruvatfrei)

*15 % HS *5 % FBS sserumfrei

*2,5 % FBS Ggf. Vorinkubation mit Ggf. Koinkubation mit
a-Tocopherol a-Tocopherol

Abbildung 5: Schema des Versuchsaufbaus.

2.2.2.1 Zytotoxische Wirkung

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von CHP und a-Tocopherol erfolgte die
Exposition mit den Testsubstanzen 48 Stunden nach der Aussaat. Dazu wurde zunéchst das
serumhaltige Medium aus den Wells abgesaugt. Sowohl die zellhaltigen als auch die
zellfreien Wells wurden zweimal mit serumfreiem Medium gespiilt, um sicherzustellen, dass
kein FBS mehr vorhanden war und um somit ein weiteres Wachstum der Kulturen zu
unterbinden. AnschlieBend wurde 200 pul/Well serumfreies Medium mit sechs verschiedenen

Konzentrationen (T1- T6) der zu untersuchenden Substanz auf die Zellen gegeben (siche Abb.
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6). Die zwolf Kontrollwells einer Platte erhielten serumfreies Medium (K) ohne die
Testsubstanz, aber im Falle von a-Tocopherol serumfreies Medium mit 0,2 % DMSO.
Danach wurden die Mikrotiterplatten wiederum in den Begasungsbrutschrank (5 % CO,, 37°
C) gegeben und dort fiir 24 Stunden inkubiert. Die Zytotoxizitit wurde als Verlust an

Zellprotein in den Kulturen nach 24 Stunden erfasst.

1/2 |3 /4 |5 (6 (7|8 |9 |[10]|11 |12
AIMM M M MMM MM M M| A
B MM K|TI| T2 T3 K |T4 |T5|T6 M M B
C/IMMK|T1|T2|T3 K|T4 T5 T6 M M | C
DMIM|K |T1|T2 | T3 K|T4|T5|T6 M (M |D
E MM K|TI|T2|T3 K| T4 |T5 T6 M M |E
FIM|MK|T1|(T2 T3 K |T4 |T5|T6 M M |F
GIM|M K|T1|T2|T3|K|T4 | T5| T6 M M |G
HM M M M M MM M M M| M H

1/2 |3 /4 |5 (6 (7|8 |9 |[10]|11 |12

Abbildung 6: Expositionsschema in 96-Well-Mikrotiterplatten.

M= zellfreie Wells, die nur Medium enthalten, K= Kontrollen (Zellhaltige Wells mit Medium ohne
Testsubstanz), T1-T6: Zellhaltige Wells mit Medium mit verschiedenen Testsubstanzkonzentrationen, wobei T1

die niedrigste und T6 die hochste Konzentration enthilt.

2.2.2.2 Zytoprotektive Wirkung

Zur Untersuchung der mdglichen schiitzenden Wirkung von a-Tocopherol vor der
zytotoxischen Wirkung von CHP wurden vier Mikrotiterplatten pro Versuch verwendet. Die
zytoprotektive Wirkung wurde als Hemmung der zytotoxischen Wirkung von CHP erfasst.
Jede Platte wurde, wie unter 2.2.2.1 beschrieben, mit sechs verschiedenen Konzentrationen
von CHP behandelt. Eine Platte diente der Untersuchung der zytotoxischen Potenz von CHP
ohne Zusatz von a-Tocopherol. Hier erhielten die Kontrollwells serumfreies Medium ohne

CHP. Mit den anderen Mikrotiterplatten-Kulturen wurde der Einfluss von a-Tocopherol auf
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die zytotoxische Potenz von CHP untersucht, indem die Zellkulturen {iber einen
vorgegebenen Zeitraum mit einer bestimmten Konzentration von a-Tocopherol im
serumhaltigen Versuchsmedium vorinkubiert wurden und anschlieBend in An- oder
Abwesenheit von a-Tocopherol mit CHP inkubiert wurden. Wenn die zytotoxische Wirkung
von CHP in Anwesenheit von a-Tocopherol untersucht wurde, erhielten die Zellen der
Kontrollwells serumfreies Versuchsmedium ohne CHP, jedoch mit der entsprechenden
Konzentration von a-Tocopherol. Wenn die zytotoxische Wirkung von CHP in Abwesenheit
von a-Tocopherol untersucht wurde, enthielt das Medium der Kontrollwells weder CHP noch

a-Tocopherol.

2.2.3 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Zellproteinmengen pro Well wurde die fiir Mikrotiterplatten
modifizierte Methode von Lowry et al. (1951) angewendet, bei der Folin-Ciocalteaus-
Phenolreagenz, eine Losung aus Natriummolybdat, -wolframat, Phosphor- und Salzsiure,
verwendet wird. Zunichst erfolgt die Biuretreaktion, bei der in Anwesenheit von Kupfersulfat
und Peptiden bzw. Proteinen sogenannte Biuretkomplexe zwischen Kupfer-lonen und
Peptidbindungen entstehen. Diese Biuret-Komplexe unterstiitzen die Reduktion von Molybdat
und Wolframat durch Tyrosin und Tryptophan, aber auch durch andere Proteine wie Cystin,
Cystein und Histidin, zu verschiedenen Formen mit charakteristischer blauer Farbe. Die
Extinktion konnte anschlieBend photometrisch im Mikrotiterplattenphotometer bei 630 nm

gemessen werden.

Materialien und Losungen:

- PBS-Puffer mit Calcium und Magnesium (siche 2.1.3)
- Biuretlosung:

o 48 Teile 4 % Na,CO3 [Merck]

e 1 Teil 2 % K-Na-Tartrat [Merck]

e 1 Teil 1% CuSOs4x 5 H,O [Merck]
- Folinreagenz [Merck]: 1:2 verdiinnt mit ultra pure H,O

- Rinderserumalbumin (BSA) [Sigma], in 0,5 N NaOH gel6st
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Am Ende der 24 Stunden dauernden Exposition mit CHP wurden die Mikrotiterplatten aus
dem Begasungsbrutschrank geholt und alle Wells dreimal mit 200 pul PBS mit Calcium und
Magnesium (siehe 2.1.3) griindlich gespiilt, um alle eventuell noch vorhandenen Reste an
FBS zu entfernen. Anschliefend wurden die zellhaltigen Wells mit je 60 ul NaOH (0,5 N)
befiillt und zur Zellsolubilisierung fiir 45 Minuten auf dem Shaker-Inkubator [Heidolph] bei
37° C geschiittelt. In die duBeren Wells wurden dann 60 pl NaOH als Blindwerte (Bl) bzw.
60 pl der Proteinstandards aus Rinderserumalbumin (Stl: 0,4 mg BSA/ml bis St6: 0,025 mg
BSA/ml) pipettiert (siche Abb. 7). In jedes Well wurden nun 150 ul Biuretlosung gegeben
und die Mikrotiterplatten fiir 10 Minuten auf dem Shaker-Inkubator geschiittelt. Zum Schluss
wurden jedem Well 60 pl Folinlosung hinzugefiigt und die Platten fiir 20 Minuten auf dem
Shaker-Inkubator geschiittelt. Die photometrische Messung der Extinktion erfolgte mit dem
Mikrotiterplattenphotometer [BIO-TEK EL,800,,] bei 630 nm. Eine Eichgerade aus den
blindwertbereinigten Extinktionen der Proteinstandards wurde erstellt, so dass die
gemessenen Extinktionen der Wells den entsprechenden Proteinmengen zugeordnet werden

konnten.

1 2 |13/ 4|56 |7|8|9|10]| 11|12
A| Bl |St3 M M MM M| M| St3| BI |A
B|Bl |[St3/K|T1|T2|T3|K|T4 T5|T6|St3| Bl | B
C| Bl |[St4| K| T1|T2 | T3 | K|T4 | T5 | T6 |St4| Bl | C
D (Bl |[St4 K|T1|T2 T3 | K|T4 T5|T6 |St4| Bl |D
E|St1|St5 K|T1|T2 | T3 | K|T4|T5|T6 | St5|St1 | E
F|St1|St5 K| T1|T2 | T3 | K| T4 |T5|T6 | St5|St1 | F
G|St2 | St6 | K| T1 (T2 | T3 | K| T4 |T5 | T6 | St6 | St2 | G
H|St2 | St6 | M M MM M| M| Ste|St2 | H

1 2 |[3|4 (5|6 |7|8|9 (10| 11 |12

Abbildung 7: Schema zur Proteinbestimmung in 96-Well-Mikrotiterplatten.

Bl= Blindwerte mit NaOH, St1- St6= Standardwerte mit Rinderserumprotein BSA (0,4 -0,025mg BSA/ml), T1-

T6= Testsubstanzen in ansteigenden Konzentrationen, K= Kontrollen, M= Medium
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2.2.4 Auswertung

Die Zytotoxizitdit von CHP wurde als Verminderung des Zellproteingehalts der Kulturen
erfasst. Als Kontrollwert einer Mikrotiterplatte diente jeweils der Mittelwert des
Proteingehalts aus den zwdlf unbehandelten Wells. Zur Darstellung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurven wurde der Mittelwert der jeweiligen Kontrolle gleich 100 % gesetzt und
die Mittelwerte aus den sechs Wells pro Konzentration der Testsubstanz in Relation dazu
angegeben. Die Konzentration von CHP, die eine Verminderung um 50 % bewirkt, wird als
ECso-Wert bezeichnet und wurde aus dem Kurvenverlauf der auf halblogarithmischem
Millimeterpapier aufgezeichneten Konzentrations-Wirkungs-Kurven ermittelt. Die ECso-
Werte wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben, wenn die Zahl der
durchgefiihrten Versuche n > 3 war.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des Computerprogramms GraphPad Prism 4.

2.3 Versuche zur Akkumulation von a-Tocopherol

2.3.1 Zeitabhangigkeit der Akkumulation

Zur Untersuchung der Zeitabhéngigkeit der a-Tocopherol-Akkumulation in C6-Zellen wurden
25 cm?-Flaschen-Versuchskulturen verwendet. Die Versuchskulturen erhielten zum
Versuchsbeginn, d.h. zum Zeitpunkt t = 0, serumhaltiges oder serumfreies Versuchsmedium
mit 10 bzw. 50 uM a-Tocopherol und wurden dann im Begasungsbrutschrank inkubiert. Zu
festgelegten Zeitpunkten wurde aus dem Versuchsmedium eine Probe entnommen und die
Zellen wurden geerntet. Fiir jede Konzentration von a-Tocopherol wurde zu jedem Zeitpunkt
eine 25 cm’-Flaschenkultur verwendet; lediglich fiir den Zeitpunkt t = 0, d.h. zum Zeitpunkt
der Zugabe von a-Tocopherol zum Medium, wurden die Zellen aus mehreren Flaschen
geerntet, um eine fiir die Messung ausreichende Menge an zellulirem a-Tocopherol

extrahieren zu konnen.
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2.3.2 Konzentrationsabhingigkeit der Akkumulation

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhéngigkeit der a-Tocopherol-Akkumulation in C6-
Zellen wurden 25 cm?-Flaschen-Kulturen verwendet. Jeweils eine Flasche wurde mit einer
bestimmten Konzentration im Medium iiber 48 Stunden inkubiert, fir 0 und 1 pM a-
Tocopherol wurden jeweils mehrere Flaschen verwendet. Sieben a-Tocopherol-
Konzentrationen im serumbhaltigen bzw. serumfreien Versuchsmedium wurden untersucht.
Bei den Versuchen im serumfreien Medium wurden die Kulturen vor der Exposition mit a-
Tocopherol zweimal mit serumfreiem Medium gespiilt, um Reste des FBS zu entfernen. Nach
der 48stiindigen Inkubation im Begasungsbrutschrank wurden die Zellen aus den

Kulturflaschen geerntet.

2.4 Bestimmung des a-Tocopherol-Gehaltes von Seren, Medien und Zellen

2.4.1 Extraktion
Extraktion von a-Tocopherol aus den C6-Rattengliomzellen

Zunichst wurde das Medium aus den 25 cm*-Flaschen abgesaugt und der Monolayer mit 5 ml
PBS ohne Calcium und Magnesium gespiilt. Trypsin-EDTA-L6sung (1:10 mit PBS verdiinnt)
wurde flir 30 Sekunden auf die Zellen gegeben und wieder abgesaugt. AnschlieBend wurden
die 25 cm’-Flaschen-Versuchskulturen 10 Minuten lang in den Brutbegasungsschrank
gestellt, um eine Ablosung des Zellrasens zu erreichen. Zur Herstellung einer Zellsuspension
wurden die Zellen dann mehrmals mit 5 ml serumhaltigem Medium auf- und abpipettiert und
in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen im Eisbad iiberfiihrt. Um die Zellen zu waschen, d.h. von
Resten des Mediums zu befreien, wurden die Zellsuspensionen mit 2000 rpm bei 4° C fiir 10
Minuten zentrifugiert [Heraeus Minifuge], der Uberstand abgesaugt und der Zellpellet in 20
ml eiskaltem PBS mit Calcium und Magnesium resuspendiert. Dieses Vorgehen wurde noch
zweimal wiederholt, allerdings wurden die Zellen nach der letzten Zentrifugation in nur 1 ml
PBS resuspendiert und das Zellpellet in ein Zentrifugenglas mit Glasstopfen im Eisbad
iiberfithrt. Anschliefend wurden die Zellen mit Ultraschall bei 50 Watt fiir 30 Sekunden

behandelt. 50 pl des Zellhomogenats wurden zum Zwecke der spéteren Proteinbestimmung
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entnommen, in ein Eppendorfhiitchen iiberfiihrt und im Tiefkiihlschrank gelagert. Danach
wurde zum iibrigen Zellhomogenat 1 ml Ethanol hinzugefiigt und dieses fiir 30 Sekunden mit
dem Vortexer geschiittelt. Nachfolgend wurde dem Zellhomogenat 2 ml Iso-Hexan
zugegeben, dieses flir eine Minute mit dem Vortexer geschiittelt und zur Trennung der Phasen
5 Minuten bei 15° C mit 3500 rpm zentrifugiert. Die obere Iso-Hexanfraktion wurde in ein
Zentrifugenglas mit konischem Boden pipettiert. Diese Extraktion wurde noch zweimal
wiederholt. AnschlieBend wurde das Iso-Hexan mit Hilfe des Speedvacs (SPD121P; [Thermo
Life Sciences]) getrocknet. Der Extrakt wurde entweder mit Stickstoff begast und im
Tiefkiihlschrank gelagert, um die HPLC-Messung zu einem spéteren Zeitpunkt durchzufiihren
oder der Extrakt wurde zur sofortigen Messung mit der vorgesehenen Menge an Methanol

rekonstituiert und mithilfe des Vortexers gemischt.

Um den Proteingehalt des Zellhomogenats zu bestimmen, wurde eine Proteinbestimmung in
96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die bei der Extraktion entnommenen und
tiefgefrorenen 50 pl des Zellhomogenats einer Probe wurde mit einer addquaten Menge an
NaOH (0,5 N) verdiinnt, um innerhalb des Konzentrationsbereichs der Proteinstandards zu
bleiben. Es wurden jeweils drei Wells mit dem verdiinnten Zellhomogenat einer Probe befiillt.
AnschlieBend erfolgte, wie unter 2.2.3 beschrieben, die Proteinbestimmung nach Lowry. Aus
den Messwerten der drei Wells einer Probe wurde der Mittelwert gebildet. Nachfolgend
konnte aus diesen Mittelwerten in pg/Well unter Beriicksichtigung der Verdiinnung mit
NaOH der Proteingehalt der 950 ul des Zellhomogenats, aus welchem a-Tocopherol
extrahiert wurde, berechnet werden. Die extrahierte a-Tocopherol-Menge wurde dann auf den

Proteingehalt des Zellhomogenats bezogen.

Extraktion von a-Tocopherol aus den Medien und Seren

Zur Extraktion von o-Tocopherol aus den verschieden Medien bzw. aus dem foetalen
Rinderserum sowie dem Pferdeserum wurde 1 ml der zu untersuchenden Substanz mit
Ethanol mithilfe des Vortexers gemischt und anschlieBend wie bei der Extraktion aus den C6-

Zellen eine dreimalige Iso-Hexanextraktion durchgefiihrt.
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2.4.2 HPLC

Die Analyse der Extrakte erfolgte mit Hilfe der Reversed-Phase-HPLC. Dazu wurden sie wie
unter 2.4.1 beschrieben behandelt, mit 200 ul Methanol resuspendiert, mit dem Vortexer
gemischt und gegebenenfalls weiter mit Methanol verdiinnt. 50 pul der Extrakte wurden mit
einer Pumpe ([Waters] 515 HPLC pump) und einem Probengeber ([Waters] 717 plus
Autosampler) injiziert und auf eine C18-Sédule ( [Merck], Licrospher 100; 4x25 mm; Spum)
gegeben mit Methanol als mobiler Phase und einer Flussrate von 1 ml/min. a-Tocopherol
wurde mithilfe eines Fluoreszenzdetektors ([Shimadzu] RF-10 A XL Fluorescence detector;
Exzitation 290 nm, Emission 330 nm) bestimmt. Der a-Tocopherol-Peak erschien mit einer
Retentionszeit von 9,56 min (siche Abb. 8). Die Auswertung erfolgte mithilfe des
Computerprogramms Chromatography Station for Windows CSW 32 [Data Apex]. Eine
Standardkurve aus den Peakflichen (AUC = Area under the curve) in mV x s fiir 5 bis 5000
pmol a-Tocopherol wurde aus den Mittelwerten zweier unabhéngiger Messungen erstellt, so
dass die Peakflichen der Extrakte den entsprechenden a-Tocopherol-Mengen zugeordnet

werden konnten (Abb. 9).
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Abbildung 8: Originalchromatogramme fiir a-Tocopherol.

Dargestellt sind die Chromatogramme einer Messung fiir a-Tocopherol-Mengen von 500 pmol, 1000 pmol und

2500 pmol. a-Tocopherol wurde in Methanol geldst. Peak 9 reprisentiert a-Tocopherol.
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Abbildung 9: Eichgeraden fiir a-Tocopherol.

Es wurden die Peakflichen (AUC) in mV x s fiir a-Tocopherol-Mengen von 5 bis 5000 pmol bei einer
Retentionszeit von 9,559 Minuten mithilfe der HPLC ermittelt. Durchgezogene Linie: Regressionsgerade aus
den Mittelwerten der durchgefiihrten zwei Einzelmessungen (gestrichelte Linien). Gleichung der

Regressionsgeraden: Y =4,3194 x X.

2.4.3 Auswertung

In der Regel wurden zwei bis drei Versuche mit Einfachbestimmung durchgefiihrt. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwerte und Standardabweichung (wenn n > 3) bzw. Spannweite
(wenn n = 2) dargestellt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe des

Computerprogrammes GraphPad Prism 4.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytotoxizitit von Cumolhydroperoxid und a-Tocopherol

Zur Bestimmung der zytotoxischen Potenz von Cumolhydroperoxid (CHP) wurden in
Mikrotiterplatten ~ kultivierte =~ wachstumsgehemmte  C6-Zellen in  serumfreiem
Versuchsmedium iiber 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von CHP inkubiert
und darauf folgend die zytotoxische Wirkung als Verlust von Zellprotein im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen gemessen (siche 2.2.2.1). Zur Charakterisierung der zytotoxischen
Potenz wurden aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven (sieche Abb. 10) die halbmaximal
effektiven Konzentrationen (ECso-Werte) ermittelt. Der ECso-Wert entspricht derjenigen
Konzentration von CHP, die eine Reduktion des Zellproteingehaltes auf 50 % der Kontrolle
auslost.

Derartige Versuche wurden iiber einen Zeitraum von neun Monaten insgesamt 18mal mit
unterschiedlichen Passagen von C6-Zellen wiederholt. Abbildung 10 zeigt exemplarisch, dass

die Ergebnisse stark variierten. Die ECso-Werte fiir CHP variierten zwischen 11 und 90 pM.
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Abbildung 10: Variabilitit der zytotoxischen Wirkung von CHP.

Beispielhaft sind vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven aus Einzelversuchen gezeigt, die die Variabilitdt der
zytotoxischen Wirkung von CHP dokumentieren. Dargestellt sind fiir jede Konzentration die Mittelwerte des

Proteingehaltes aus sechs Wells in % der Kontrolle.
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Abbildung 11: Abhiingigkeit der zytotoxischen Potenz von CHP von der Zelldichte.

Dargestellt sind die ECsp-Werte aus 18 durchgefiihrten Versuchen bezogen auf den jeweiligen Zellproteingehalt.
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Abbildung 12: Zytotoxizitit von a-Tocopherol fiir C6-Zellen.

Die Zellen wurden {iber 24 Stunden in serumfreiem Medium mit verschiedenen Konzentrationen von (m) o-
Tocopherol inkubiert. Dargestellt sind fiir jede Konzentration die Mittelwerte + SD des Proteingehalts aus sechs

Wells aus einem durchgefiihrten Versuch.
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Eine Ursache fiir die Unterschiede in der zytotoxischen Potenz ist offensichtlich in der
unterschiedlichen Zelldichte der C6-Kulturen zu Beginn der Exposition mit CHP zu finden.
Die Zelldichte (Zellzahl/Well) ist proportional der Zellproteinmenge pro Well. Diese variierte
zwischen 8 und 18,9 pg/Well. Abbildung 11 zeigt eine deutliche Abhédngigkeit der ECs-
Werte fiir die zytotoxische Wirkung von CHP von der Zellproteinmenge.

Vor der Untersuchung der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol wurde ein Versuch zur
Zytotoxizitdt von o-Tocopherol durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass a-Tocopherol iiber
einen Zeitraum von 24 Stunden bis zur Grenze der Loslichkeit bei 50 bis 100 uM selbst nicht
zytotoxisch wirkt (siche Abb. 12).

3.2 Zytoprotektive Wirkung von a-Tocopherol

Zur Untersuchung der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol wurde der Einfluss von a-
Tocopherol auf die zytotoxische Potenz von CHP gemessen. Es wurde die hochste 16sliche
Konzentration von 50 uM a-Tocopherol eingesetzt. Ein zytoprotektiver Effekt von a-
Tocopherol sollte sich als Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir die
zytotoxische Wirkung von CHP zu hoheren Konzentrationen zeigen, d.h. als Verringerung der
zytotoxischen Potenz von CHP. Wegen der starken Variabilitit der zytotoxischen Potenz von
CHP von Versuch zu Versuch (siehe 3.1) wurden in diesen vergleichenden Untersuchungen
immer parallel unbehandelte und mit a-Tocopherol behandelte Mikrotiterplattenkulturen

untersucht und nur diese miteinander verglichen (siehe 2.2.2.2).

3.2.1 Koinkubation mit a-Tocopherol

Wie Abbildung 13 zeigt, bewirkte die gleichzeitige Gabe von a-Tocopherol wihrend der
Exposition mit CHP keinen Schutz gegeniiber der oxidativen Schidigung des CHP. Die
Zellen, die nur wiahrend der Exposition mit CHP a-Tocopherol erhielten, waren gegeniiber der
oxidativen Schidigung von CHP nicht geschiitzt (ECsp-Wert = 42,67 £ 16,17 uM) im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen (ECsp-Wert = 39 + 10,54 uM) (n = 3).
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Abbildung 13: Einfluss der Koinkubation mit a-Tocopherol auf die zytotoxische Wirkung von CHP.

Die Zellen wurden iiber 24 Stunden in serumfreiem Medium mit verschiedenen Konzentrationen von CHP (o)
mit bzw. (m) ohne 50 pM a-Tocopherol inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM aus drei unabhéngigen

Versuchen.

3.2.2 Vorinkubation mit a-Tocopherol

Mikrotiterplattenkulturen wurden wéhrend der Wachstumsphase in den ersten 48 Stunden
nach Aussaat mit 50 uM a-Tocopherol in serumhaltigem Versuchsmedium inkubiert
(Vorinkubation). Die Konzentrationsabhiangigkeit der zytotoxischen Wirkung von CHP
wurde darauf folgend in Abwesenheit von a-Tocopherol in serumfreiem Versuchsmedium
gemessen. Abbildung 14 zeigt, dass die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir CHP bei den
vorinkubierten Zellkulturen nach rechts in Richtung hoherer Konzentrationen verschoben
wurden. Der mittlere ECsp-Wert bei 48stiindiger Vorinkubation mit 50 uM a-Tocopherol
betrug 103,7 + 33,47 uM (n = 3) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen mit einem
mittleren ECso-Wert von 39 + 10,54 uM (siehe Tab. 1). Dies bedeutet eine Steigerung des
ECso-Wertes im Mittel um den Faktor 2,6. Somit wurde die zytotoxische Wirkung von CHP
durch Vorinkubation mit a-Tocopherol trotz Abwesenheit von a-Tocopherol wéhrend der
CHP-Inkubation vermindert.

Die zusitzliche Gabe von 50 uM a-Tocopherol gleichzeitig zur Exposition mit CHP bewirkte
bei den vorinkubierten Zellen keine zusitzliche Erhohung des ECso-Wertes (76,33 + 25,42
uM) (n = 3) (siche Abb. 14).
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Tabelle 1: Zytoprotektive Wirkung der Vorinkubation iiber 48 Stunden mit 50 uM a-Tocopherol (a-Toc).

Ohne a-Toc Mit a-Toc
Versuch Faktor*
ECso (MM) ECso (MM)
12.11.2004 38 115 3,0
26.11.2004 50 130 2,6
03.12.2004 29 66 2,3
Gesamt** 39+10,5 103,7 £ 33,5 26104

* Faktor der Erhohung des ECsp-Wertes im Vergleich zur Kontrolle

** Mittelwert + SD (n = 3)
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Abbildung 14: Einfluss der Vorinkubation mit a-Tocopherol auf die zytotoxische Wirkung von CHP.

Die Zellen wurden iiber 48 Stunden in serumhaltigem Medium mit 50 uM a-Tocopherol kultiviert und
anschlieBend in serumfreiem Medium mit verschiedenen Konzentrationen von CHP mit (0) bzw. ohne (o) 50
pM a-Tocopherol inkubiert. Die Kontrolle (m) wurde nur mit CHP behandelt. Es sind die Mittelwerte + SEM aus

drei unabhéngigen Versuchen dargestellt.
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3.2.3 Supplementierung der Wachstumsmedien mit a-Tocopherol

C6-Zellen wurden iiber mehrere Wochen in Erhaltungsmedium mit zusétzlich 50 uM a-
Tocopherol kultiviert und wochentlich passagiert. Wochentlich wurden von diesen und von o-
Tocopherol-freien Erhaltungskulturen Mikrotiterplattenkulturen angelegt und jeweils die
zytotoxische Potenz von CHP gemessen. Das serumhaltige Versuchsmedium in den ersten
zwei Tagen der Mikrotiterplattenkultur enthielt jeweils die gleiche a-Tocopherol-
Konzentration wie das entsprechende Erhaltungsmedium.

Nach insgesamt neun Tagen Kultur in 50 uM a-Tocopherol zeigten die vorinkubierten C6-
Kulturen eine deutliche Verschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve nach rechts in
Richtung hoherer Konzentrationen im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Kulturen, wie
aus Abbildung 15 A ersichtlich. Der ECso-Wert fir CHP betrug bei den vorinkubierten
Kulturen 150 uM und war somit um den Faktor 4,5 hoher als der der unbehandelten Kulturen
mit 33 uM.

Abbildung 15 B zeigt, dass nach insgesamt 16 Tagen Kultur in 50 pM a-Tocopherol dieser
Effekt deutlich geringer ausgepragt war. Der ECso-Wert der vorinkubierten Kulturen war mit
33 uM nur noch um das 2,5fache hoher als der der nicht mit a-Tocopherol vorinkubierten
Kulturen. Hier war zu beobachten, dass mit zunehmender Kulturdauer der C6-Zellen in dem
mit o-Tocopherol supplementierten Wachstumsmedium die Zellproteinmenge in den
Mikrotiterplattenkulturen abnahm. Nach neuntédgiger Kultur in 50 uM a-Tocopherol wiesen
die Kontrollwells im Mittel einen Zellproteingehalt von 13,388 ng/Well (unbehandelt 15,514
ug/Well) auf, wihrend nach 30tégiger Kultur der Zellproteingehalt im Mittel nur noch 4,631
nug/Well (unbehandelt 15,053 pg/Well) betrug. Langer dauernde Kultivierung in Anwesenheit
von 50 uM a-Tocopherol war offensichtlich nicht vertraglich.
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Abbildung 15: Zytoprotektive Wirkung der Vorinkubation mit a-Tocopherol gegeniiber CHP.

Die Zellen wurden 7 Tage (A) bzw. 14 Tage (B) in Erhaltungsmedium mit 50 pM a-Tocopherol (0) bzw. ohne
zusitzliches a-Tocopherol (m) und nach Anlage der Mikrotiterplattenkulturen weitere 2 Tage in serumhaltigem
Versuchsmedium mit bzw. ohne a-Tocopherol kultiviert und anschliefend in serumfreiem Versuchsmedium mit
CHP fiir 24 Stunden inkubiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM nach neuntdgiger (A) bzw. 16tigiger (B)
Erhaltungskultur.



28

3.3 Konzentrationsabhéngigkeit der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol

Die vorhergehenden Versuche haben gezeigt, dass die Supplementierung des
Erhaltungsmediums mit 50 uM oa-Tocopherol keinen deutlich stirkeren zytoprotektiven
Effekt hat als die Vorinkubation der C6-Zellen iiber 48 Stunden mit der gleichen a-
Tocopherol-Konzentration. Dariiber hinaus scheint die ldnger dauernde Kultivierung der C6-
Zellen in Anwesenheit dieser hohen a-Tocopherol-Konzentration einen zytotoxischen bzw.
proliferationshemmenden Effekt zu haben. Deshalb wurden zur Untersuchung der
Konzentrationsabhéngigkeit der zytoprotektiven Wirkung von o-Tocopherol die
Mikrotiterplattenkulturen wie unter 3.2.2 beschrieben in den ersten 48 Stunden nach Aussaat
mit unterschiedlichen a-Tocopherol-Konzentrationen in serumhaltigem Versuchsmedium
inkubiert und danach, in Abwesenheit von a-Tocopherol, die Konzentrationsabhdngigkeit der
zytotoxischen Wirkung von CHP im serumfreien Versuchsmedium fiir wachstumsgehemmte
C6-Zellen bestimmt.

Abbildung 16 und Tabelle 2 dokumentieren die FErgebnisse aller in dieser Weise
durchgefiihrten Versuche. In jedem Fall erwiesen sich bereits 2 uM a-Tocopherol als
zytoprotektiv. Nur in zwei der vier Versuche (s. Abb. 16 A, D) bewirkte eine Erhéhung der a-
Tocopherol-Konzentration auf 10 pM bzw. 50 uM auch die Verstirkung der zytoprotektiven
Wirkung. Die in einem Versuch beobachtete Zytoprotektion durch 0,5 uM a-Tocopherol lief3
sich nicht reproduzieren (s. Abb. 16 C, D).

Die zytoprotektive Wirkung von a-Tocopherol kann durch den Faktor, um den der ECso-Wert
fiir die zytotoxische Wirkung von CHP durch Vorinkubation der C6-Zellen mit a-Tocopherol
verschoben wird, charakterisiert werden. Abbildung 17 und die Tabellen 1 und 2 zeigen, dass
2 uM a-Tocopherol zu einer Erhohung des ECsp-Wertes fiir CHP auf das Zwei- bis Vierfache
verglichen mit der Kontrolle fiihrte. Eine Steigerung der a-Tocopherol-Konzentration auf 10

bzw. 50 uM bewirkte keine wesentliche Steigerung der zytoprotektiven Aktivitét.



29

1004 1004

—i— Kontroll

——Kontrolle Bs, > Mo
i o e = -© 2uMa-Toc
- S iMoo \v\\"«g\\ -E}10 uM a-Toc
. N 10 uM a-Toc S~ \\\ -¥-50 uM a.-Toc

504 504

Protein/Well in % der Kontrolle
Protein/Well in % der Kontrolle

1'0 1(‘)0 1'0 1l')0
CHP (uM) A CHP (uM) B

8 —i- Kontrolle —&-Kontrolle

w0l N\ -A:0,5uM o-Toc o -A:0,5 uM o-Toc
-©- 2uMa-Toc [ -©- 2uMa-Toc
-¥ 50 uM a.-Toc A -E 10 uM a.-Toc

100

Proetin/Well in % der Kontrolle
Protein/Well in % der Kontrolle

1'0 1(‘!0 1'0 1(‘)0
CHP (uM) C CHP (uM) D

Abbildung 16: Einfluss der Vorinkubation mit verschiedenen a-Tocopherol-Konzentrationen (a-Toc) auf

die zytotoxische Wirkung von CHP.

Dargestellt sind aus vier Einzelversuchen (A-D) fiir jede Konzentration von CHP die Mittelwerte des

Proteingehalts aus sechs Wells in % der Kontrolle.

Tabelle 2: ECs-Werte der zytotoxischen Wirkung von CHP nach Vorinkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen von a-Tocopherol (a-Toc).

Versuch Kontrolle 0,5 uM a-Toc 2 uyM a-Toc 10 uM a-Toc 50 uM a-Toc
ECs, (UM) ECs, Faktor* ?50 Faktor* ?50 Faktor* ?50 Faktor*
(uM) (uM) (uM) (uM)
16.06.2005 14 30 21 50 3,6
23.06.2005 13 42 3,2 42 3,2 33 2,5
27.06.2005 14 31 2,2 56 4 59 4,2
01.07.2005 14 15 1,1 28 21 47 34

* Faktor der Erhohung des ECso-Wertes im Vergleich zur Kontrolle
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Abbildung 17: Konzentrationsabhingigkeit der zytoprotektiven Aktivitit von a-Tocopherol.

Die zytoprotektive Aktivitdt entspricht dem Faktor der Erhdhung des EC50-Wertes im Vergleich zur Kontrolle.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Spannweite, in Klammern die Anzahl (n) unabhingiger Versuche. Daten aus

den Tabellen 1 und 2.

3.4 a-Tocopherol-Gehalt von Seren und Kulturmedien

Zur Ermittlung der a-Tocopherol-Konzentrationen in den verwendeten Kulturmedien wurden
mittels HPLC (siehe 2.4.1) die Konzentrationen von a-Tocopherol in den Serumchargen
gemessen, mit denen die Kulturmedien supplementiert wurden.

Foetales Rinderserum (FBS), welches sowohl dem Erhaltungskulturmedium als auch dem
Versuchsmedium zugegeben wurde, um ein Wachstum der Kulturen zu gewéhrleisten,
enthielt Konzentrationen von 1,084 £+ 0,303 nmol a-Tocopherol/ml (n = 3). Im Pferdeserum
(HS) waren a-Tocopherol-Konzentrationen von 0,737 + 0,081 nmol/ml vorhanden (n = 3).
Dies bedeutet bei einer Konzentration von 5 % FBS im Versuchskulturmedium eine a-
Tocopherol-Konzentration von 0,054 nmol/ml. Das Erhaltungsmedium enthielt 2,5 % FBS
sowie 15 % HS und hatte somit eine a-Tocopherol-Konzentration von 0,138 nmol/ml.

Die Konzentrationen von a-Tocopherol in den Seren und Kulturmedien sind in Tabelle 3

zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 3: a-Tocopherol-Gehalte der verwendeten Seren und Medien.

Seren und Medien a-Tocopherol-Gehalt (nmol/ml)

Foetales Rinderserum (FBS) 1,084 + 0,303* (n = 3)
Pferdeserum (HS) 0,737 £ 0,081* (n = 3)
Erhaltungsmedium

0,138**
(2,5 % FBS + 15 % HS)
serumhaltiges Versuchsmedium

0,054 **

(5 % FBS)
* Mittelwerte + SD

** Berechnete Werte

3.5 a-Tocopherol-Gehalte von C6-Zellen unter Standardbedingungen

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich wird, enthielten die C6-Zellen, die im Erhaltungskulturmedium
mit 2,5 % FBS und 15 % HS kultiviert wurden, 0,169 + 0,062 nmol a-Tocopherol/mg
Zellprotein (n = 4). Nach 48 Stunden im serumhaltigen Versuchsmedium mit 5 % FBS
wiesen die Zellen einen a-Tocopherol-Gehalt von 0,106 nmol/mg Protein (n = 2) auf. Die
Kulturen, die tiber 48 Stunden im serumfreien Versuchsmedium kultiviert wurden, hatten

einen a-Tocopherol-Gehalt von 0,138 + 0,011 nmol/mg Protein (n = 3).

Tabelle 4: a-Tocopherol-Gehalt in C6-Zellen, die im Erhaltungskulturmedium bzw. 48 Stunden im

serumhaltigen oder serumfreien Versuchsmedium kultiviert wurden.

C6-Zellen kultiviert in a-Tocopherol Dauer der Kultur
(nmol/mg Protein)* (Stunden)
Erhaltungsmedium (15 % HS, 2,5 % 0,169 * 0,062 (n = 4) stindig
FBS
serumhaltigem Versuchsmedium (5 0,106 (n =2) 48
% FBS)
serumfreiem Versuchsmedium 0,138 £ 0,011 (n = 3) 48

* Mittelwert £ SD wennn >3
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3.6 Aufnahme von o-Tocopherol aus dem Kulturmedium und Akkumulation in Cé6-

Zellen

Die oben beschriebenen Untersuchungen haben gezeigt, dass sowohl der Zeitpunkt der
Exposition gegeniiber o-Tocopherol (Vorinkubation oder Koinkubation) als auch die
Konzentration von a-Tocopherol im Kulturmedium von Bedeutung fiir den Schutz von C6-
Zellen vor der zytotoxischen Wirkung von CHP sind. Um die Zeit- und
Konzentrationsabhédngigkeit der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol weiter zu kléren,
wurde die Zeit- und Konzentrationsabhéngigkeit der Aufnahme von a-Tocopherol aus dem
Kulturmedium und der Akkumulation in den C6-Zellen untersucht. Diese Untersuchungen
wurden sowohl mit dem fiir die Vorinkubation verwendeten serumhaltigen Versuchsmedium
als auch mit dem fiir die Koinkubation verwendeten serumfreien Versuchsmedium

durchgefiihrt.

3.6.1 Zeitabhingigkeit

C6-Zellen wurden in serumfreiem und in serumhaltigem Medium mit 10 bzw. 50 pM a-
Tocopherol inkubiert. Zu festgelegten Zeitpunkten nach Beginn der Inkubation wurden die a-
Tocopherol-Gehalte von Zellen und Medien mittels HPLC gemessen (sieche 2.3.1).
Zellproliferation fand wihrend dieser Inkubation nur in serumhaltigem Medium statt, in
serumfreiem Medium blieb die Zellzahl nahezu konstant (siche Abb. 18).

Abbildung 19 zeigt, dass die proliferierenden C6-Zellen in serumhaltigem Medium
wesentlich mehr a-Tocopherol aus dem Medium aufnahmen als die wachstumsgehemmten
C6-Zellen in serumfreiem Medium. In Abwesenheit von Serum war 24 Stunden nach
Inkubationsbeginn ein Verteilungsgleichgewicht zwischen Zellen und Medium erreicht, in
serumhaltigem Medium erst nach 48 Stunden. Dies liegt offensichtlich daran, dass in
serumhaltigem, aber nicht in serumfreiem Medium die Zellzahl weiter zunimmt. Bezieht man
die in den Zellen gemessene a-Tocopherol-Menge auf die Zellproteinmenge, zeigt sich, dass
in beiden Fillen die zelluldre Akkumulation nach 24 Stunden nahezu abgeschlossen ist (siche

Abb. 20).
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Abbildung 18: Zellproteingehalt in proliferierenden und wachstumsgehemmten 25 cm’-Flaschen-

Versuchskulturen.

Die Kulturen wurden in serumhaltigem (A) bzw. serumfreiem (B) Medium mit (o) 10 bzw. (m) 50 puM o-
Tocopherol inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte = Spannweite aus zwei unabhingigen Versuchen. Zu
Beginn des Versuches zeigt sich aufgrund der spéteren Exposition und damit einer hoheren Zelldichte bei den

wachstumsgehemmten Kulturen ein hoherer Zellproteingehalt als in den proliferierenden Kulturen.
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Abbildung 19: Verteilung von a-Tocopherol zwischen Medium und Zellen.

Dargestellt sind die o-Tocopherol-Gehalte von Kulturmedium (e) und Zellen (m) und deren Summe (A) in
nmol/Flasche. Die Zellen wurden mit 10 uM a-Tocopherol (70 nmol/Flasche) (A, B) bzw. 50 uM a-Tocopherol
(350 nmol/Flasche) (C, D) in serumfreien (A, C) bzw. serumhaltigen (B, D) Versuchsmedium inkubiert.

Dargestellt sind Mittelwerte + Spannweite aus jeweils zwei durchgefiihrten Versuchen.

Die Zellkulturen erhielten jeweils 7 ml Medium mit nominell 10 bzw. 50 uM a-Tocopherol,
d.h. nominell 70 bzw. 350 umol a-Tocopherol/Flasche. Davon wurden im Medium zwischen
71 und 92 % wieder gefunden (Abb. 19, Messwerte zum Zeitpunkt t = 0). In serumfreiem
Medium wurden davon maximal 5,252 nmol = 7,5 % (10 uM a-Tocopherol) bzw. 6,256 nmol
=19 % (50 puM a-Tocopherol) in die Zellen aufgenommen, in serumhaltigem Medium
maximal 21,697 nmol = 31,0 % (10 uM a-Tocopherol) bzw. 85,351 nmol = 24,4 % (50 uM
a-Tocopherol).

Wihrend in serumfreiem Medium der Gesamtgehalt an a-Tocopherol nahezu konstant blieb,

sank er in serumhaltigem Medium parallel zur Aufnahme in die Zellen nach 72 Stunden auf
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70 % (10 uM) bzw. 79 % (50 uM) des Wertes zum Zeitpunkt t = 0. Mdgliche Ursachen dafiir
konnten eine geringere Wiederfindungsrate fiir zelluldres a-Tocopherol, die Metabolisierung

oder die Oxidation von a-Tocopherol in den Zellen sein.
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf der a-Tocopherol-Akkumulation in C6-Zellen.

Die Zellen wurden in serumfreiem (A) oder serumhaltigem (B) Versuchsmedium kultiviert, das 10 uM (0) bzw.

50 uM (m) a-Tocopherol enthielt. Dargestellt sind Mittelwerte £ Spannweite aus jeweils zwei durchgefiihrten

Versuchen.
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3.6.2 Konzentrationsabhingigkeit

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhiangigkeit der Akkumulation von a-Tocopherol in
C6-Zellen wurden diese fiir 48 Stunden in serumfreiem bzw. serumhaltigem Versuchsmedium
gegeniiber unterschiedlichen Konzentrationen von a-Tocopherol exponiert und danach der

zelluldre Gehalt an a-Tocopherol gemessen.
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Abbildung 21: Einfluss der a-Tocopherol-Konzentration im Medium auf die Akkumulation in C6-Zellen.
Die Zellen wurden iiber 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von a-Tocopherol im serumfreien (A)
bzw. serumhaltigen (B) Medium inkubiert. Dargestellt sind die nach dieser Zeit in den C6-Zellen bestimmten a-
Tocopherol-Gehalte in Abb. A als Mittelwerte + Spannweite (n = 2) und in Abb. B als Mittelwerte + SEM (n =
3).
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Abbildung 21 =zeigt eine deutliche Abhingigkeit der akkumulierten o-Tocopherol-
Konzentration von der eingesetzten Konzentration im Medium. Zudem wird deutlich, dass in
serumfreiem Medium wesentlich geringere Mengen akkumuliert werden als in serumhaltigem
Medium. In serumfreiem Medium erhohte die hochste Konzentration von 50 uM a-
Tocopherol den intrazelluldren a-Tocopherol-Gehalt um das 31fache von 0,138 + 0,011 nmol
a-Tocopherol/mg Protein auf 4,281 + 2,274 nmol a-Tocopherol/mg Protein. 1 pM o-
Tocopherol im Medium fiihrte zu einer zelluldren Konzentration von 0,451 + 0,124 nmol a-
Tocopherol/mg Protein.

In serumhaltigem Medium bewirkte die hochste eingesetzte Konzentration von 50 uM o-
Tocopherol eine Erh6hung um mehr als das 300fache auf 38,44 nmol a-Tocopherol/mg
Protein (n = 2) im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen mit 0,106 nmol o-
Tocopherol/mg Protein. 1 pM a-Tocopherol im serumhaltigen Medium hatte eine Erh6hung
des intrazelluldren a-Tocopherol-Gehaltes auf 1,633 nmol a-Tocopherol/mg Protein zur

Folge.
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4 Diskussion

4.1. a-Tocopherol-Gehalte von Seren und Medien

In den in dieser Arbeit verwendeten Seren und Kulturmedien waren ohne Supplementation
von a-Tocopherol bereits geringe Konzentrationen von a-Tocopherol vorhanden. Foetales
Rinderserum (FBS) und Pferdeserum (HS) enthielten 1,084 + 0,303 bzw. 0,737 = 0,081 nmol
a-Tocopherol/ml. Somit wiesen das serumhaltige Versuchsmedium (5 % FBS) bzw. das
Erhaltungsmedium (15 % HS, 2,5 % FBS) 0,054 bzw. 0,138 nmol a-Tocopherol/ml auf (vgl.
3.4). In der Literatur zeigt sich beziiglich der a-Tocopherol-Gehalte der in vitro verwendeten
Seren eine grofle Variabilitit. So haben beispielsweise Kelley et al. (1995) im foetalen
Rinderserum a-Tocopherol-Gehalte von 0,448 nmol/ml gemessen, d.h. im Kulturmedium mit
10 % FBS befanden sich 45 nmol/ml a-Tocopherol. Bei Leist et al. (1996) variierte der a-
Tocopherol-Gehalt in 10 verschiedenen FBS-Proben zwischen < 0,01 nmol/ml bis 12 nmol/ml
a-Tocopherol. Dies bedeutet Schwankungen der Konzentration im Medium mit 5 % FBS von
< 0,0005 bis 0,6 nmol/ml. Patel et al. (1991) fanden im FBS 150 ng/ml Serum = 0,348 nmol
a-Tocopherol/ml, wodurch das Medium mit 4 % FBS 0,014 nmol a-Tocopherol/ml enthielt.

Verglichen mit dem menschlichen Blutplasma, welches nach Angaben aus der Literatur ca. 25
nmol/ml a-Tocopherol enthilt (Brigelius-Flohé et al., 2002; Karg et al., 2003), ist der a-
Tocopherol-Gehalt in den verwendeten tierischen Seren und den damit versetzten
Kulturmedien um ein Vielfaches geringer. Daraus schlieen einige Autoren, dass Zellen in
vitro im Vergleich zu Zellen in vivo besonders gefihrdet beziiglich oxidativer Schiadigung

sein miissen (Leist et al., 1996; Kelley et al., 1995; Halliwell et al., 2003).

4.2 a-Tocopherol-Gehalte der C6-Zellen unter Standardbedingungen

Weiterhin wurde in dieser Arbeit untersucht, wie hoch der zellulire a-Tocopherol-Gehalt
unter den gegebenen Kulturbedingungen ist. Die C6-Zellen wiesen ohne Supplementation von
a-Tocopherol 0,106 bis 0,169 nmol a-Tocopherol/mg Protein auf (vgl. 3.5).

In der Literatur zeigen sich dhnliche a-Tocopherol-Gehalte in verschiedenen Zellkulturen, wie
Tabelle 5 verdeutlicht. Dabei schwankte der a-Tocopherol-Gehalt in den einzelnen

Untersuchungen zwischen 0,072 bis 0,5164 nmol o-Tocopherol/mg Zellprotein bzw.
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zwischen 0,03 bis 0,144 nmol a-Tocopherol/10° Zellen, die GroBenordnung der gemessenen

Werte blieb jedoch gleich.

Tabelle 5: a-Tocopherol-Gehalte von kultivierten Zellen.

Zellkultur

a-Tocopherol

nmol/10° Zellen

nmol/mg Protein

Literatur

Menschliche Endothelzellen 0,144 Huang et al., 1998
Menschliche 0,2%0,1 Kaneko et al., 1991
Nabelschnurendothelzellen

SRA 01-04 Menschliche < 0,020 Chitchumrookai et
Linsenepithelzellen al., 2004
HAEC-Zellen 0,03 Martin et al., 1996
L1210 Mauslymphozyten- 0,0534 0,5164 Kelley et al., 1995
leukdamiezellen

L929 Mausfibrosarkomzellen 0,018 0,072 Leist et al., 1996
V79 Chinesische 0,016 O’Leary et al., 2001
Hamsterlungenzellen

C6-Rattengliomzellen 0,027-0,042* 0,106-0,169 Diese Arbeit

*10° C6-Rattengliomzellen ca. 200 pg Zellprotein entsprechend

Es finden sich auch dhnliche Werte bei Untersuchungen in vivo. So konnten z. B. Makar et al.
(1994) a-Tocopherol-Gehalte in Hiihnerastrozyten von 0,213 £ 0,023 nmol/mg Protein, in
Neuronen 0,087 £+ 0,009 nmol a-Tocopherol/mg Protein sowie im Vorderhirn von
Hiithnerembryonen 0,092 + 0,007 nmol a-Tocopherol/mg Protein messen.

Yokota et al. (2000) haben verschiedene menschliche Gewebe untersucht und dabei im
menschlichen Lebergewebe a-Tocopherol-Gehalte von 0,03 bis 0,162 nmol/mg Protein sowie
fiir zerebelldres Gewebe 0,023 bis 0,042 nmol/mg Protein, im Kortex 0,028 bis 0,074
nmol/mg Protein und in dorsalen Spinalwurzelganglien 0,079 - 0,237 nmol/mg Protein
gemessen.

Menschliche Mundschleimhautzellen enthielten 0,232 nmol o-Tocopherol/mg Protein
(Winklhofer-Roob, 2003) und wiesen somit trotz hoherer Konzentration im Plasma (siche

4.1) als die C6-Kulturen nicht wesentlich mehr intrazelluldres a-Tocopherol auf.
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Daraus wird ersichtlich, dass kultivierte Zellen in vitro trotz des niedrigeren a-Tocopherol-
Gehaltes der Kulturmedien verglichen mit Zellen in vivo keinen Mangel an a-Tocopherol
haben, wie in einigen Arbeiten postuliert wird, wodurch sie anfilliger flir oxidativen Stress

sein sollen als Zellen in vivo (Leist et al., 1996; Kelley et al., 1995; Halliwell et al., 2003).

4.3 Akkumulation von a-Tocopherol in C6-Zellen

Nach Zusatz von a-Tocopherol zum Kulturmedium erhohte sich der a-Tocopherol-Gehalt der
C6-Zellen in konzentrations- und zeitabhingiger Weise.

Nach 24 Stunden erreichte der intrazelluldre a-Tocopherol-Gehalt sein Maximum. Kelley et
al. (1995) haben ebenfalls eine Zeitabhéngigkeit in der a-Tocopherol-Aufnahme festgestellt.
Hier wurde die Inkubation von L1210 Mauslymphozytenleukdmiezellen mit 20- 200 pM a-
Tocopherol-Acetat untersucht, wobei der zelluldre a-Tocopherol-Gehalt nach 24 Stunden ein
Plateau erreichte. Patel et al. (1991) untersuchten in Lungenendothelzellen die Inkorporation
von oa-Tocopherol in Mitochondrienmembranen, in mikrosomalen Membranen und in
Plasmamembranen, welche ebenfalls nach ungefdahr 24 Stunden ein Maximum erreichte.

Die maximale zelluldre Konzentration von a-Tocopherol war abhingig von der a-Tocopherol-
Konzentration des Mediums zu Beginn der Exposition und vom Serumgehalt des Mediums.
In Anwesenheit von 5 % FBS nahmen C6-Zellen, bei gleicher a-Tocopherol-Konzentration,
etwa 10mal mehr a-Tocopherol aus dem Medium auf als in Abwesenheit von Serum. In der
Literatur ist diese Beobachtung bisher nicht ndher untersucht bzw. beschrieben worden. Hier
wurden die Zellkulturen meist nur mit serumhaltigem Medium inkubiert (O’Leary et al.,
2001; Kelley et al., 1995; Leist et al., 1996; Martin et al., 1996; Huang et al., 1988)

In serumhaltigem Medium war in dieser Arbeit mit der hochsten l6slichen Konzentration von
50 uM a-Tocopherol eine Steigerung des zelluldren a-Tocopherol-Gehaltes auf das bis zu
300fache der Kontrolle moglich. In der Literatur findet sich ebenfalls eine Abhédngigkeit der
Akkumulation von der angebotenen Konzentration von a-Tocopherol, wobei jedoch das
Ausmal} der Erh6hung des intrazelluldren a-Tocopherol-Gehaltes variierte:

Kelley et al. (1995) inkubierten L1210 Mauslymphozytenleukédmiezellen mit 20 -200 uM a-
Tocopherol-Acetat, wodurch der zelluldre a-Tocopherol-Gehalt nur um das 4fache gesteigert

werden konnte.
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Bei O’Leary et al. (2001) erhohte die Vorinkubation von V79 (Chinesische
Hamsterlungenzellen) mit 10 pM o-Tocopherol {iiber 24 Stunden den zelluldren a-
Tocopherol-Gehalt um das 10fache.

Huang et al. (1988) erreichten eine Erhohung des a-Tocopherol-Gehaltes um das 15- bis
30fache in primér kultivierten Endothelzellen aus menschlichen Nabelschnurvenen (2.-3.
Subkultur) durch Inkubation mit 1- 2 mM a-Tocopherol wéhrend des Wachstums bis zur
Konfluenz.

Kaneko et al. (1991) konnten eine konzentrationsabhingige zelluldre Akkumulation von -
Tocopherol (bis zu 50 uM im Kulturmedium) auf mehr als das 80fache im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen beobachten.

Bei Martin et al. (1996) bewirkte die Vorinkubation von HAEC-Zellen (Menschliche
Aortenendothelzellen) mit 15, 30 oder 60 uM a-Tocopherol im Kulturmedium 22 Stunden
eine konzentrationsabhéngige Steigerung des intrazelluliren a-Tocopherol-Gehaltes auf das
bis zu 100fache.

Die Inkubation von Mausfibrosarkomzellen 1929 {iber drei bis vier Tage wéhrend der
exponentiellen Wachstumsphase mit 30 pM a-Tocopherol erhohte den zelluldren o-
Tocopherol-Gehalt um mehr als das 100fache (Leist et al.,1996).

In vitro ist es somit leicht moglich, den intrazelluldren a-Tocopherol-Gehalt um mehr als das
100fache zu erhdhen.

In vivo hingegen ist die a-Tocopherol-Aufnahme begrenzt. Die a-Tocopherol-Konzentration
des menschlichen Blutplasmas von ca. 25 uM kann lediglich um das Zwei- bis Dreifache
erhoht werden, unabhéngig von der angebotenen Menge an a-Tocopherol oder der Dauer der
Zugabe. Es bestehen zudem beim Menschen grofe interindividuelle Unterschiede in der a-
Tocopherol-Aufnahme (vgl. Munteanu et al., 2004).

In Fitterungsversuchen konnten die starken Erhohungen in vitro ebenfalls nicht gemessen
werden. So beobachteten beispielsweise Gavazza et al. (2001) nur Steigerungen des o-
Tocopherol-Gehaltes in der Rattenleber um den Faktor 17, in Rattenhoden lediglich um den
Faktor 1,7.

Als mogliche Ursache dieser Unterschiede in vivo und in vitro kommt eine gewebespezifische
Aufnahmekapazitit von a-Tocopherol in Frage. Das stark lipophile a-Tocopherol ist bei der
Aufnahme in die Zellen abhidngig von Membranproteinen, wie z.B. das a-Tocopherol-

Transferprotein (a-TTP), welches vor allem in der Leber, aber auch im Gehirn, der Retina,
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Lymphozyten, Fibroblasten und der Plazenta vorkommt. Jedoch miissen auch unspezifische
Transporter vorhanden sein, da a-TTP nicht ubiquitir im K&rper vorhanden ist (Munteanu et
al., 2004).

Zudem konnen eine variable a-TTP-Aktivitét, die metabolische Rate, der Lipidgehalt, andere
Stoffen in der Nahrung, die a-Tocopherole recyceln sowie weitere Umweltfaktoren die
Aufnahme in vivo im Vergleich zu in vitro Untersuchungen beeinflussen (vgl. Brigelius-

Flohé et al., 2002).

4.4 Zytoprotektion

In dieser Arbeit zeigte sich, dass a-Tocopherol bei gleichzeitiger Gabe mit CHP keinen
schiitzenden Effekt gegeniiber der zytotoxischen Wirkung des Peroxids auf C6-Zellen hatte
(vgl. 3.2.1). Andere Untersuchungen stimmen mit diesen Ergebnissen iiberein. Bei Schweda
(2004) wurde bei Koinkubation mit a-Tocopherol nur eine geringfiigige schiitzende Wirkung
beobachtet. Suttorp et al. (1986) konnten feststellen, dass die Koinkubation mit a-Tocopherol
und H,O,-generierender Glucose-Glucoseoxidase die Zytotoxizitdt nur geringfligig
vermindert, was mit den Beobachtungen dieser Arbeit in Einklang steht.

Bolt et al. (2001) beobachteten bei der Koinkubation von a-Tocopherol mit Amiodaron zwar
einen schiitzenden Effekt auf Hamsteralveolarmakrophagen, jedoch nicht bei Clarazellen und
Alveolarmakrophagen Typ 2. Hier zeigte sich also ein zellabhdngiger Schutz vor der
schdadigenden Wirkung des Amiodarons.

Um C6-Zellen vor der schiddigenden Wirkung von Peroxiden zu schiitzen, mussten sie mit a-
Tocopherol vorinkubiert werden. Dies deutet darauf hin, dass sich bereits zu
Expositionsbeginn mit CHP a-Tocopherol in den Zellen befinden muss, um schiitzend wirken
zu konnen. a-Tocopherol wird nur langsam in die Zellen aufgenommen. Erst nach 24 Stunden
erreicht die a-Tocopherol-Akkumulation ihr Maximum, wéihrend CHP rasch aus dem
Medium in die Zellen verschwindet (Kussmaul et al., 1999) und die zytotoxische Wirkung
bereits innerhalb der ersten Stunden der Exposition einsetzt (Zielinska et al., 2002).

Durch Vorinkubation mit a-Tocopherol {iber 48 Stunden war eine Erhohung des ECso-Wertes
auf das Drei- bis Vierfache im Vergleich zu den Kontrollen mdglich, d.h. die Zellen waren
drei- bis viermal besser gegen oxidativen Stress geschiitzt (vgl. 3.2.2). In anderen

Untersuchungen finden sich, wenn die Zellen vor der Exposition mit Peroxiden mit a-
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Tocopherol inkubiert wurden, unterschiedliche und z. T. widerspriichliche Ergebnisse
beziiglich der schiitzenden Wirkung von o-Tocopherol. Beispielsweise konnte Schweda
(2004) nur geringe zytoprotektive Wirkungen von a-Tocopherol beobachten. Hier wurden die
Zellen allerdings nur zwei Stunden vorinkubiert, wodurch wahrscheinlich noch keine
ausreichende Menge an a-Tocopherol in die Zellen aufgenommen werden konnte, um vor
CHP zu schiitzen. Kaneko et al. (1991) und Mobio et al. (2000) konnten feststellen, dass die
Vorinkubation mit a-Tocopherol einen schiitzenden Einfluss auf Zellen hatte, die oxidativer
Schadigung ausgesetzt waren. Auch sehr kurze Vorinkubationen sind als wirksam
beschrieben worden. So hat z.B. Block (1991) bereits nach einstiindiger Vorinkubation von
Schweinendothelzellen mit 50 uM a-Tocopherol einen Schutz vor Membranschadigung durch
H,0, beobachtet. Im Gegensatz dazu konnten Leist et al. (1996) keinen Schutz vor der durch
H,0, induzierten oxidativen Schadigung in Mausfibrosarkomzellen durch Vorinkubation mit
a-Tocopherol feststellen. Ein Grund konnte dafiir sein, dass die schiitzende Wirkung der
Vorinkubation abhéngig von der Zellspezies ist, wie von Bolt et al. (2001) beschrieben. Eine
weitere mogliche Ursache konnte sein, dass H,O, anders als CHP nicht vorrangig
Lipidperoxidation ausldst, sondern es unter anderem DNA-Schédden in der Zelle und ATP-
Mangel durch die Hemmung von Glykolyse und Atmungskette verursacht (Vroegop et al.,
1995; Halliwell, 1996).

Es sollte in der vorliegenden Arbeit zudem untersucht werden, ob und inwieweit die
zytoprotektive Wirkung von o-Tocopherol abhingig von der extrazelluldren bzw.
intrazelluldren a-Tocopherol-Konzentration ist. Dabei zeigte sich, dass die schiitzende
Wirkung von a-Tocopherol bereits bei geringen Konzentrationen von 2 uM im Medium zu
beobachten war. Durch hohere Konzentrationen von 10 oder 50 uM a-Tocopherol konnte
dieser schiitzende Effekt nicht wesentlich gesteigert werden (vgl. 3.3). Somit war die
schiitzende Wirkung nicht proportional der im Medium vorhandenen Konzentration an o-
Tocopherol, sondern zeigte einen ,,Sattigungseffekt”. Die zytoprotektive Wirkung lie3 sich
also durch Steigerung der a-Tocopherol-Konzentrationen im Medium trotz weiter steigender
intrazelluldrer a-Tocopherol-Gehalte nicht erhdhen.

Zelluldr ist a-Tocopherol hauptsdchlich in den Mitochondrienmembranen, Mikrosomen und
der Plasmamembran lokalisiert (Patel et al., 1991). Man kann deshalb annehmen, dass die
Erhohung des zelluldren a-Tocopherol-Gehaltes mit einer Erhdhung der a-Tocopherol-

Konzentration in den Lipidmembranen einhergeht. Wenn die zytoprotektive Wirkung von a-
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Tocopherol darauf beruht, dass in Lipidmembranen eingelagertes a-Tocopherol Lipidradikale
abfingt und damit die Lipideroxidation abbricht, sollte die zytoprotektive Wirkung umso
hoher sein, je hoher die a-Tocopherol-Konzentration in der Lipidmembran ist. Dies war
offensichtlich nicht der Fall. Dafiir gibt es verschiedene Erklarungsmoglichkeiten:

Bei hoheren CHP-Konzentration konnte ein weiterer zytotoxischer Wirkungsmechanismus
von CHP zum Tragen kommen. CHP soll zwar, vor allem wegen seiner Lipophilie,
vorwiegend auf Lipidmenbranen wirken (Vroegop et al., 1995) und kann dort
Lipidperoxidation ausldsen. Doch eine andere Wirkung, oxidativ oder nicht, beispielsweise
im Zytoplasma, an den Zellorganellen oder der DNA wiirde von a-Tocopherol nicht gechemmt
werden konnen.

Die Lipidperoxidation wird durch Reaktion des o-Tocopherols mit Peroxyl- und
Alkoxylradikalen in der Lipidmembran abgebrochen. Dabei entsteht ein Tocopheroxylradikal.
Durch Reaktion des Tocopheroxylradikals mit anderen in der Zelle vorhandenen
Antioxidantien, wie Ascorbinsdure, GSH oder Ubichinon wird a-Tocopherol regeneriert
(Munteanu et al., 2003). Wird das Tocopheroxylradikal durch diese Co-Antioxidantien nicht
abgefangen, kann es wahrscheinlich selbst Lipidperoxidation auslosen (Rietjens et al., 2001;
Munteanu et al., 2003). Somit kann a-Tocopherol selbst oxidativ wirken (Bast et al., 2001).
Eine mogiche Erkldrung fiir die séttigende zytoprotektive Wirkung von a-Tocopherol wére
also, wenn durch hohere Konzentrationen von a-Tocopherol und a-Tocopherol-Radikalen in
Lipidmembranen die Kapazitit der Zellen, das a-Tocopherol-Radikal zu ,entgiften®,
erschopft ist und a-Tocopherol deshalb die durch CHP ausgeldste Lipidperoxidation nicht
mehr nachhaltig abbrechen kann.

In zahlreichen Untersuchungen ist gezeigt worden, dass a-Tocopherol auler seiner direkten
antioxidativen Wirkung auch nicht-antioxidative genomische Wirkung haben kann. Von
entscheidender Bedeutung fiir diese genomischen Wirkungen scheint die Hemmung des
Proteins C (PKC) und die Bindung an das intrazelluldre a-Tocopherol-assoziierte Protein
(TAP) zu sein. Ferreira et al. (2005) beobachteten nach voriibergehender Behandlung mit
geringen Konzentrationen von a-Tocopherol (I puM) eine nachhaltige lang anhaltende
Zytoprotektion von kultivierten Hippocampusneuronen der Ratte vor oxidativem Stress. Aus
der Nachhaltigkeit der zytoprotektiven Wirkung von a-Tocopherol und der Tatsache, dass
diese Wirkung durch Hemmung der Proteinsynthese wihrend der a-Tocopherol-Behandlung

verhindert werden konnte, schlossen die Autoren auf einen genomischen Effekt von a-
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Tocopherol. Dies wire eine weitere Erklarung fiir die in dieser Arbeit beobachtete nachhaltige
sattigbare Wirkung von o-Tocopherol. Solche genomischen antioxidativen Effekte,
moglicherweise vermittelt liber sogenannte antioxidative-responsive elements (ARE), die an
der Kontrolle der Expression von detoxifizierenden Phase-II-Enzymen und antioxidativen
Proteinen beteiligt sind, sind bisher fiir einige Antioxidantien, z.B. Butylhydrochinon

beschrieben worden (Ferreira et al., 2005), aber nicht fiir a-Tocopherol.
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5 Zusammenfassung

ROS (reactive oxygen species) bzw. oxidativer Stress werden mit einer Vielzahl von
Erkrankungen, wie beispielsweise der Atherosklerose oder neurodegenerativen Erkrankungen,
aber auch mit dem physiologischen Alterungsprozess in Verbindung gebracht. Durch die
additive Zugabe von Vitamin E bzw. a-Tocopherol, eines der bekanntesten Vertreter der
Antioxidantien, wird ein schiitzender Effekt vor den oben genannten Erkrankungen vermutet,
doch bisher gibt es sowohl in epidemiologischen Studien als auch in zahlreichen
Zellkulturversuchen z. T. widerspriichliche Ergebnisse.

In dieser Arbeit sollte daher geklirt werden, ob und inwieweit sich durch eine Vorbehandlung
von kultivierten C6-Rattengliomzellen mit dem als Radikalfinger bekannten a-Tocopherol
eine schiitzende Wirkung gegentiber einer oxidativen Schadigung durch Cumolhydroperoxid
(CHP) erreichen lasst und ob diese schiitzende Wirkung von der extra- und intrazelluldren
Konzentration von a-Tocopherol abhéngig ist.

Die zytotoxische Wirkung von CHP wurde als Verlust von Zellprotein gemessen. Die
zytoprotektive Wirkung von a-Tocopherol wurde als Aufhebung der zytotoxischen Wirkung
bzw. Verminderung der zytotoxischen Potenz von CHP erfasst. Der a-Tocopherol-Gehalt in
Seren, Medien und Zellen wurde mit Hilfe der HPLC bestimmt.

a-Tocopherol zeigte bei gleichzeitiger Gabe wihrend der Exposition mit CHP keinen Schutz
vor der oxidativen Schidigung von CHP. Der ECsp-Wert war gegeniiber den Kontrollen mit
42,67 £ 16,17 uM (n = 3) zu 39 = 10,54 uM (n = 3) nicht erhoht. Eine 48stiindige
Vorinkubation der C6-Zellen mit 50 pM o-Tocopherol hingegen hatte eine deutliche
Erhohung des ECso-Wertes auf 103,7 + 33,47 uM (n = 3) zur Folge. Dies bedeutet eine
durchschnittliche Steigerung des ECso-Wertes um den Faktor 2,6 und somit einen Schutz der
Zellen vor der schidigenden Wirkung des CHP. Durch zusétzliche Gabe von a-Tocopherol
wiéhrend der Exposition mit CHP war keine weitere Erhéhung des ECso-Wertes zu
beobachten.

In den verwendeten Seren, Medien und den Zellkulturen war a-Tocopherol bereits ohne
zusitzliche Gabe vorhanden. Foetales Rinderserum (FBS) enthielt Konzentrationen von 1,084
+ 0,303 nmol/ml (n = 3) und Pferdeserum (HS) 0,737 &+ 0,081 nmol a-Tocopherol/ml (n = 3).
Somit war im serumbhaltigen Versuchskulturmedium mit 5 % FBS eine o-Tocopherol-

Konzentration von 0,054 nmol/ml sowie im Erhaltungsmedium mit 2,5 % FBS und 15 % HS
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0,138 nmol a-Tocopherol/ml vorhanden. Die Zellkulturen enthielten 0,169 + 0,062 nmol a-
Tocopherol/mg Zellprotein (n = 4), wenn sie im Erhaltungskulturmedium (2,5 % FBS und 15
% HS) kultiviert wurden. In Anwesenheit von 5 % FBS im Versuchsmedium enthielten die
Zellkulturen nach 48 Stunden 0,106 nmol a-Tocopherol/mg Protein (n = 2), wéhrend sie in
Abwesenheit von FBS einen a-Tocopherol-Gehalt von 0,138 = 0,011 nmol/mg Protein (n = 3)
aufwiesen.

Die Anreicherung von a-Tocopherol in den C6-Zellen zeigte eine Zeitabhéngigkeit. Nach 24
Stunden war die Akkumulation in die C6-Zellen nahezu abgeschlossen und der zellulédre a-
Tocopherol-Gehalt erreichte sein Maximum. Uberdies war eine deutliche Abhiingigkeit der
akkumulierten Menge an a-Tocopherol von der eingesetzten Konzentration im Medium zu
beobachten. Eine 48stiindige Vorinkubation mit der hochsten 16slichen Konzentration von 50
uM a-Tocopherol bewirkte eine Erhdhung des intrazelluldren a-Tocopherol-Gehaltes auf das
31fache (Serumfreies Versuchsmedium) bzw. auf mehr als das 300fache (Serumbhaltiges
Versuchsmedium).

Die schiitzende Wirkung von a-Tocopherol war bereits bei geringen Konzentrationen von 2
uM im Medium zu beobachten. Das Ausmal3 der zytoprotektiven Wirkung zeigte sich anhand
einer Steigerung der ECsp-Werte auf das Zwei- bis Vierfache im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen. Dieser schiitzende Effekt konnte durch Erhéhung der o-
Tocopherol-Konzentrationen auf 10 bzw. 50 uM nicht wesentlich gesteigert werden (vgl.
3.3). Somit war die zytoprotektive Wirkung nicht proportional der im Medium vorhandenen
Konzentration an a-Tocopherol, sondern zeigte im Gegensatz zum konzentrationsabhdngigen
intrazelluldren a-Tocopherol-Gehalt einen ,,Sattigungseffekt”. Als mogliche Ursachen dieser
Séttigung sind andere schiddigende Mechanismen des CHP aufer der Lipidperoxidation, das
Fehlen von Tocopherolradikale reduzierende Co-Antioxidantien wie GSH und Ubichinon
oder andere sittigbare genomischeWirkungen des a-Tocopherol zu nennen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse sind weitere Untersuchungen sinnvoll.
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