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Zusammenfassung Vv

Zusammenfassung

Arsentrioxid (ATO) induziert klinische Remission bei der akuten Promyelozytenleuka-
mie und Proliferationshemmung bei zahlreichen Zelllinien in vitro. Vorausgehende Stu-
dien haben berichtet, dass pflanzliche Polyphenole die zytotoxische Wirkung von ATO
und die Induktion von Apoptose bei Tumorzellen verschiedener Abstammung verstar-
ken, indem sie zu einer erhdhten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder
einer Verminderung der intrazellularen Glutathionspiegel fihren. Im Hinblick auf alter-
native Therapieansatze fir Patienten mit malignen Gliomen wurde in der vorliegenden
Arbeit die proliferationshemmende Potenz von ATO bei zwei humanen Glioma-
Zelllinien (A-172 und U-87 MG) untersucht. Weiterhin wurde geprift, ob die verwende-
ten Zelllinien fir die Wirkung von ATO durch den gleichzeitigen Einsatz von verschie-
denen Polyphenolen (Genistein, Quercetin, Curcumin, Resveratrol, Epigallocatechin-3-
gallat (EGCG)) bzw. Buthioninsulfoximin (BSO), einen Inhibitor der Glutathionsynthese,
sensitiviert werden kdnnen.

ATO (0,5 - 20 uM) hemmt die Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen konzentrati-
ons- und zeitabhéngig. Bis zu einer Konzentration von 5 pM ist die Proliferationshem-
mung jeweils auf zytostatische und bei héheren Konzentrationen (= 10 uM) auf zytole-
tale Effekte zuriickzufihren. Letztere sind nach 72 h mit einer Induktion von Apoptose
verbunden. Das Ausmald des apoptotischen Zelltods wurde tber Veranderungen der
Zellkernmorphologie, die Externalisierung von Phosphatidylserin und den DNA-Gehalt
im Zellzyklus quantifiziert. Bei U-87 MG Zellen ist die Hemmung des Wachstums au-
Berdem mit einem Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase verknlpft. Nekrotischer Zelltod
spielt bei beiden Zelllinien keine wesentliche Rolle. Die Wirkung von ATO wird nicht
durch erhdhte ROS-Bildung (bestimmt mit DCFH,-DA als Biomarker) oder Verminde-
rung der intrazellularen Glutathionspiegel vermittelt. Im Gegenteil, ATO induziert ein-
deutig Erhdhungen des Glutathiongehalts. Der maximale Effekt (~ 40%) wird bei sub-
toxischen Konzentrationen (0,5 - 2 uM) erreicht.

VVon den untersuchten Polyphenolen 16st Genistein in beiden Zelllinien und Resveratrol
in U-87 MG Zellen eine verstarkte Bildung von ROS aus. Quercetin, Curcumin und
EGCG wirken dagegen antioxidativ und vermindern die endogene ROS-Bildungsrate.

Curcumin und Resveratrol besitzen aufRerdem einen Einfluss auf die intrazellularen



VI Zusammenfassung

Glutathionspiegel. Sie induzieren in beiden Zelllinien einen Anstieg der Levels. BSO
fuhrt dagegen zu einer drastischen Verarmung an Glutathion.

Die Kombinationswirkung von ATO und den Polyphenolen auf das Wachstum der Gli-
oma-Zellen wurde mit Hilfe der Isobologramm- und der Kombinationsindex-Methode
ermittelt. Dazu wurden die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Wachstumshemmung
der Einzelsubstanzen und ihrer Kombinationen herangezogen. Die gemeinsame Wir-
kung der Agentien ist teilweise vom betrachteten Effektniveau abhangig und zelllinien-
spezifisch. Genistein und Quercetin erhéhen die Empfindlichkeit von A-172 Zellen fir
die proliferationshemmende Wirkung von ATO sowie die Induktion von Apoptose. Ent-
sprechende Kombinationen wirken bei U-87 MG Zellen allerdings nur additiv bzw. so-
gar antagonistisch auf das Wachstum und erhéhen die Induktion von Apoptose nicht.
Curcumin, Resveratrol und EGCG sensitivieren beide Zelllinien nicht fir ATO. Hier
zeigen sich jeweils additive und/oder antagonistische Effekte. Eine deutliche Sensitivie-
rung fur ATO (Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion) findet bei A-172 und U-
87 MG Zellen in Anwesenheit von BSO statt, das selbst nicht zytotoxisch ist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass die ausgewéhlten Polyphenole -
im Unterschied zu BSO - kaum geeignete Sensitizer sind, um die proliferationshem-
mende Wirkung von ATO auf A-172 und U-87 MG zu verstarken. Die Verminderung
der intrazellularen Glutathionspiegel, nicht aber eine gesteigerte Bildung von ROS er-
weist sich als Strategie zur Erh6hung der zytotoxischen ATO-Wirkung auf die verwen-
deten Glioma-Zellen. Kombinationen von ATO und BSO koénnten einen geeigneten

Ansatz zur Therapie maligner Glioma darstellen.



Abstract VII

Abstract

Arsenic trioxide (ATO) induces clinical remission in acute promyelocytic leukemia and
growth inhibition in various cancer cell lines in vitro. Recent studies have reported that
plant polyphenols potentiate ATO-provoked cytotoxicity and apoptosis induction in can-
cer cells from different origin via enhanced reactive oxygen species (ROS) generation
or cellular glutathione depletion. Searching for alternative therapy approaches for pa-
tients with malignant gliomas in this study the potency of ATO to inhibit proliferation in
two human glioma cell lines (A-172 and U-87 MG) was investigated. Furthermore, it
was examined, whether selected polyphenols (genistein, quercetin, curcumin, resvera-
trol, epigallocatechin-3-gallate (EGCG)) and buthionine-sulfoximine (BSO), an inhibitor
of glutathione biosynthesis, are able to sensitize the cell lines for the action of ATO.
ATO (0.5 - 20 pM) inhibited the proliferation of A-172 and U-87 MG cells in a concen-
tration- and time-dependent manner. Up to 5 uM ATO acted as cytostatic and at higher
concentrations (= 10 uM) it caused lethal effects. The latter were associated with apop-
tosis induction after 72 h. The extent of apoptotic cell death was measured via nuclear
morphological changes, externalization of phosphatidylserine and DNA-content in the
cell cycle. In addition in U-87 MG cells growth inhibition was also associated with a cell
cycle arrest in the G,/M-phase. Necrotic cell death only played a minor role in both cell
lines. The action of ATO was accompanied neither by enhanced ROS generation (us-
ing DCFH,-DA as indicator) nor decreased glutathione levels. In contrast, ATO signifi-
cantly enhanced glutathione levels. The maximum effect (~ 40%) occurred at sub-toxic
concentrations (0.5 - 2 uM).

Of all studied polyphenols genistein enhanced ROS generation in both cell lines, while
resveratrol did it only in U-87 MG cells. Quercetin, curcumin und EGCG acted as anti-
oxidants and decreased the endogenous ROS generation rate. Curcumin and resvera-
trol also influenced the cellular glutathione contents. They induced an increase of the
levels in both cell lines. In contrast, BSO led to drastic glutathione depletion.

The combination effects of ATO and the polyphenols on the growth of the glioma cells
was investigated via isobolographic- and combination index-analysis. For this purpose
concentration-response curves for growth inhibition caused by the agents alone and in
combination were used. The combination effects of the agents depended in part on the

effect levels regarded and were cell type-specific. Genistein and quercetin enhanced
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the sensitivity of A-172 cell for growth inhibition and apoptosis induction provoked by
ATO. Corresponding combinations acted in U-87 MG cells only additive and even an-
tagonistic, respectively, on the growth and did not enhance the induction of apoptosis.
Curcumin, resveratrol und EGCG did not sensitize both cell lines for ATO. Instead, the
effects were additive and/or even antagonistic. A strong sensitization for ATO (growth
inhibition and apoptosis induction) occurred in the presence of BSO at non-cytotoxic
concentrations.

The results presented in this study indicate that the used polyphenols - in contrast to
BSO - are not suitable “sensitizers” to potentiate ATO-induced growth inhibition in A-
172 and U-87 MG cells. Thus, depletion of cellular glutathione contents rather than an
increase in ROS generation represents a useful strategy to enhance ATO-provoked
cytotoxicity in glioma cells. Combinations of ATO and BSO could be an alternative
therapy approach for malignant gliomas.
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Einfuhrung 1

1 Einfdhrung

1.1 Maligne Gliome

Nach kardiovaskularen Erkrankungen ist Krebs die haufigste Todesursache in den
high-income-La&ndern (WHO, 2008). Laut dem statistischen Bundesamt (2012) verstar-
ben in Deutschland im Jahr 2011 insgesamt 221.591 Personen an bdsartigen Neubil-
dungen. Das waren 26,8% aller Sterbefalle. Im Vergleich zu anderen Krebserkrankun-
gen gehoren primare Hirntumore zu den seltenen Tumorarten (Ferlay et al., 2010). Bei
diesen handelt es sich um hirneigene Tumore, die von Zellen des Gehirns oder der
Hirnhaut abstammen. Sie sind abzugrenzen von sekund&ren Hirntumoren, welche
durch Metastasierung entstehen. Die derzeit gebréuchlichste Klassifizierung von Hirn-
tumoren erfolgt nach den Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und be-
ricksichtigt deren zytogenetische Herkunft sowie den histologischen Malignitatsgrad
(WHO Grad | - IV) (Louis et al., 2007).

Maligne Gliome machen einen groBen Teil aller primaren Hirntumore aus (Ostrom et
al., 2013). Sie werden in WHO Grad Il (anaplastische Formen von Astrozytomen, Oli-
godendrogliomen und Ependymomen) und WHO Grad IV Tumore (Glioblastome) ein-
geteilt. Die Behandlung maligner Gliome stellt nach wie vor eine groRe Herausforde-
rung dar. Als etablierte Standardverfahren gelten in diesem Bereich chirurgische Re-
sektion, Bestrahlung und Chemotherapie, welche je nach Krankheitsverlauf kombiniert
eingesetzt werden (van den Bent et al., 2006; Wick et al., 2009). Bei Patienten mit
Glioblastomen hat sich eine Kombination aus allen drei Therapieformen, mit Temozo-
lomid als Chemotherapeutikum, als besonders vielversprechend gezeigt (Stupp et al.,
2005; Mirimanoff et al., 2006). Trotz bereits erzielter Erfolge stol3en die vorhandenen
Therapieansatze haufig an ihre Grenzen. Die radikale operative Entfernung eines ma-
lignen Glioms ist aufgrund seines infiltrierenden Verhaltes und der Schwierigkeit in der
Abgrenzung von gesundem Gewebe nicht immer durchfiihrbar (Stummer et al., 2006).
Gegeniber Radio- oder Chemotherapien bestehen weiterhin Resistenzen (Shapiro et
al., 1989; Stewart, 2002). Der breite Einsatz von Medikamenten wird auf3erdem durch
die Blut-Hirn-Schranke erschwert oder gar verhindert (Juillerat-Jeanneret, 2008).

Die Prognose fur Patienten mit malignen Gliomen ist ungiinstig. Die mittlere Uberle-

benszeit mit einem Glioblastom betragt nur etwa ein Jahr (Brandes et al., 2003; Ohgaki
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et al., 2004). Niedriger maligne Gliome weisen aufgrund ihres langsameren Wachs-
tums eine etwas bessere Prognose auf (Burkhard et al., 2003; Okamoto et al., 2004).
Sie konnen in ihrem Verlauf jedoch zu hoch malignen Tumoren entarten und sich kli-

nisch wie diese verhalten (Louis et al., 2007).

1.2 Arsentrioxid

Das Metalloid Arsen oder vielmehr zahlreiche seiner Verbindungen, darunter auch Ar-
sentrioxid (ATO, As,0s), haben in der Vergangenheit einen schlechten Ruf erlangt.
Aufgrund ihrer Eigenschaften (farb-, geruchs- und geschmackslos), der freien Verfig-
barkeit sowie fehlender Nachweismaoglichkeiten galten verschiedene Arsenderivate bis
ins 19. Jahrhundert als klassisches Mordgift (Hughes et al., 2011). Trotz bzw. gerade
wegen der toxischen Wirkung fanden und finden arsenhaltige Préparate aber auch
therapeutische Verwendung. Die von Thomas Fowler im 18. Jahrhundert entwickelte
Fowler’s Solution, eine Kaliumbicarbonat-basierte Lésung von ATO, kam beispielswei-
se bei verschiedenen malignen Erkrankungen (Leukamie, Hodgkin-Lymphom) und
anderen Beschwerden (Asthma, Ekzeme, Schuppenflechten etc.) zum Einsatz (Dilda
et al., 2007). Paul Ehrlich nutzte Arsenderivate zur Behandlung von Infektionskrankhei-
ten. Eine von ihm 1909 entwickelte organische Arsenverbindung Namens Salvarsan
stellte das erste effektive Mittel gegen Syphilis dar, welches erst durch Penicillin abge-
|6st wurde (Sekhon, 2013).

Im September 2000 wurde ATO (Handelsname: TRISENOX) durch die Food and Drug
Administration zur Behandlung der akuten Promyelozytenleukamie (APL) in den USA
zugelassen (FDA, 2000). Eine entsprechende Zulassung in Europa folgte im Marz
2002 durch die Europdische Arzneimittelagentur (EMA, 2002). APL ist eine Unterform
der akuten myeloischen Leukamie (AML) und ist durch die Chromosomentranslokation
t(15;17)(g22;q12) gekennzeichnet (Vardiman et al., 2009). Die genetische Verande-
rung fuhrt zur Bildung eines Fusionsproteins, bestehend aus dem Tumorsuppressor
PML und dem Retinsaure-Rezeptor alpha (RAR-a) (de Thé et al.,, 1991). Das
PML/RARa-Protein beeintrachtigt die Differenzierung der Vorlauferzellen im Knochen-
mark und fiahrt zur Akkumulation abnormaler Promyelozyten (Early et al., 1996). Die
Standardtherapie bei APL setzt sich aus einer Kombination von all-trans-Retinsaure
(ATRA) und Anthracyclinen zusammen (Tallman et al., 2002). TRISENOX (1 mg
ATO/ml) wird bei Versagen der Primarbehandlung oder dem Wiederauftreten der Er-

krankung bei erwachsenen Patienten eingesetzt. Die verabreichte ATO-Dosis liegt bei
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0,15 mg pro kg Korpergewicht und Tag. Laut Shen et al. (1997) erreichen APL-
Patienten nach einer intravendsen Gabe von 10 mg ATO Plasmaspiegel zwischen 5,5
und 7,3 uM ATO, welche rapide auf Konzentrationen zwischen 1 und 2 uM sinken.
Letztere gelten als therapeutisch vertretbar.

Die klinische Wirksamkeit von ATO wurde erstmals in den Vereinigten Staaten in zwei
randomisierten Pilotstudien (Soignet et al., 1998; 2001) belegt, nachdem sich Berichte
aus China (Zhang et al., 1996; Shen et al., 1997) zu dessen therapeutischem Potenzial
bei APL mehrten. An beiden Untersuchungen nahmen insgesamt 52 Patienten mit re-
zidivierender APL teil, von denen 45 nach durchschnittlich 57 Tagen eine Vollremission
erreichten. Zu den Nebenwirkungen einer Behandlung mit ATO zahlten Hypokaliamie,
Hyperglykamie, Herzrhythmusstérungen, Neutropenie oder Leukozytose.

Die detaillierte Wirkungsweise von ATO ist bis heute nicht vollstdndig geklart. In vitro
Studien deuten darauf hin, dass eine Forderung der Zelldifferenzierung und/oder Aus-
Idsung von Apoptose in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle spielen. Die Diffe-
renzierungsinduktion erfolgt bei niedrigen ATO-Konzentrationen (0,1 - 0,5 uM) und wird
vermutlich durch eine Degradierung des PML/RARa-Proteins in APL-Zellen ausgeldst
(Chen et al., 1997). Die Induktion von Apoptose scheint unabhangig vom Fusionspro-
tein abzulaufen. Sie findet bei héheren ATO-Konzentrationen (= 0,5 yM) sowohl in ma-
lignen Promyelozyten (Jing et al.,, 1999) als auch anderen Krebszellen (Uslu et al.,
2000; Oketani et al., 2002) statt.

1.3 Pflanzliche Polyphenole

Pflanzliche Polyphenole gehdren zu der gro3en Gruppe der sekundéren Pflanzenstof-
fe. Im Gegensatz zu den Prim&rmetaboliten (z.B. Kohlenhydraten oder Lipiden) haben
sekundare Pflanzenstoffe keinen nutritiven Charakter oder direkten Einfluss auf das
Pflanzenwachstum. Zu ihren Funktionen gehéren Abwehr gegen Schéadlinge und
Krankheiten (Cipollini et al., 2008; Karimi et al., 2011), Schutz vor UV-Strahlung
(Rozema et al., 2002), Farb- (Saito et al., 2011) oder Geschmacksgebung (Zabaras et
al., 2013). Heute sind etwa 100.000 sekundare Pflanzenstoffe bekannt (Watzl, 2008),
die anhand von gemeinsamen Strukturmerkmalen und funktionellen Eigenschaften
eingeteilt werden. Pflanzliche Polyphenole lassen sich in ihrer chemischen Struktur auf
das Phenol (CeHsOH) zurtickfihren. Es sind Verbindungen, die meist mehr als zwei

aromatische Hydroxylgruppen im Molekil besitzen (Tsao, 2010). Eine mdgliche Eintei-
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lung dieser Substanzen ist die, in die Obergruppen der Flavonoide sowie der Nicht-

Flavonoide, jeweils mit weiteren Untergruppen (vgl. Abb. 1-1).

Pflanzliche Polyphenole

Flavonoide Nicht-Flavonoide

Flavanole: Epigallocatechin-3-gallat Phenolsauren: Kaffeesaure

Flavonole: Quercetin Stilbene: Resveratrol

Flavone: Chrysin Cumarine: Warfarin [

B Flavanone: Naringenin Lignane: Matairesinol —

— Isoflavone: Genistein Curcuminoide: Curcumin

Anthocyanidine: Cyanidin und andere —

Abbildung 1-1: Einteilung der pflanzlichen Polyphenole mit jeweils einem Beispiel

Pflanzliche Polyphenole sind in allen Pflanzenteilen und damit auch in Obst, Gemiise,
Getreide, Leguminosen oder Getranken pflanzlichen Ursprungs vertreten (Perez-
Jimenez et al., 2010). Eine hohe Aufnahme entsprechender Lebensmittel wird mit ge-
sundheitsférdernden Effekten assoziiert. Epidemiologische Studien weisen auf eine
negative Korrelation zwischen einer polyphenolreichen Erndhrung und dem Risiko fir
verschiedene Krebsformen (Arts et al., 2002; Mursu et al., 2008; Park et al., 2013) und
kardiovaskulare Erkrankungen (Hertog et al., 1993; Hertog et al., 1995) hin.

In vitro werden pflanzlichen Polyphenolen ebenfalls vielfaltige Wirkungen zugeschrie-
ben. Diese sind abhangig von dem gewahlten experimentellen Aufbau (System, Zeit,
Konzentration etc.), aber auch den individuell betrachteten Substanzen. Fir verschie-
dene Flavonoide und Nicht-Flavonoide zeigen sich antibakterielle, antivirale und anti-
fungale Eigenschaften (Orhan et al., 2010; Plumed-Ferrer et al., 2013). Auf zellularer
Ebene besitzen viele Polyphenole eine proliferationshemmende Wirkung (Hirano et al.,
1994; Braganhol et al., 2006). Polyphenole wie Genistein oder Resveratrol kdnnen bei
niedrigen Konzentrationen aber auch zur Forderung der Proliferation flihren, die erst
bei hoheren Konzentrationen in eine Hemmung Ubergeht (Nakagawa et al., 2001,

Chen et al., 2004). Weiterhin wird in verschiedenen Zelllinien eine Induktion von Zelldif-
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ferenzierung (Constantinou et al., 1990; Sanchez et al., 2009a) oder Forderung von
Apoptose beobachtet (Nakazato et al., 2005; Khan et al., 2014). Dartber hinaus gelten
pflanzliche Polyphenole als Antioxidantien. Sie sind in der Lage Lipidperoxidation und
die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu unterbinden (Lima et al., 2006;
Ruweler et al., 2009) oder einer oxidativ-induzierten DNA-Schadigung entgegen zu
wirken (Ovesna et al., 2006; Silva et al., 2008). Je nach Versuchsbedingungen sind
aber auch prooxidative Effekte bekannt. Das Isoflavon Genistein reduziert in Anwesen-
heit von Cumolhydroperoxid z.B. die Generierung von ROS in C6 Rattenglioma-Zellen,
agiert bei dessen Abwesenheit aber selbst als ROS-Bildner (Riweler et al., 2008). Ne-
ben Genistein induzieren u.a. auch Curcumin (Sanchez et al., 2010) oder Epigallocate-
chin-3-gallat (EGCG) (Lee et al., 2011) eine erhohte Bildung von ROS in Tumorzellen.

1.4 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Angesichts der schlechten Prognose und eines Mangels an effektiven Behandlungs-
moglichkeiten ist die Entwicklung neuer Therapieansétze bei Patienten mit malignen
Gliomen von grof3er Bedeutung. ATO stellt diesbeziiglich einen alternativen Wirkstoff
dar. Basierend auf dem Erfolg bei APL-Patienten ist der Einsatz von ATO auch bei der
Behandlung anderer Formen der Leukamie sowie bei Tumoren soliden Ursprungs Ge-
genstand der Krebsforschung geworden (Maeda et al., 2001; Han et al., 2010). Da
ATO bei anderen Tumorarten als der APL haufig erst im hoheren Konzentrationsbe-
reich wirksam ist (Baumgartner et al., 2004), zeigt sich hier die Notwendigkeit einer
Sensitivierung von Tumorzellen fir ATO. Im Hinblick auf die Therapie kénnte dies mit
einer Verminderung der notwendigen ATO-Dosis und somit der Nebenwirkungen ein-
hergehen. In zahlreichen in vitro Untersuchungen wurden bereits verschiedene Kon-
zepte zur Verstarkung der ATO-Wirkung auf Tumorzellen durch Kombination mit diver-
sen Agentien erprobt. Bekannt sind z.B. Kombinationen mit anderen klinisch genutzten
Zytostatika (Campbell et al., 2007; Kuo et al., 2011), Bestrahlung (Ho et al., 2009), der
mehrfach ungeséttigten Fettsaure DHA (Baumgartner et al., 2004), dem Histon-
deacetylase Inhibitor SAHA (Chien et al., 2011) und diversen sekundéaren Pflanzenstof-
fen wie dem Alkaloid Berberin (Kim et al., 2007), den Isothiocyanaten Sulforaphan,
Erucin sowie Erysolin (Doudican et al., 2010) oder dem Anthrachinonderivat Emodin
(Yi et al., 2004).

Im Zusammenhang mit der zuletzt genannten Gruppe sind seit einigen Jahren auch

pflanzliche Polyphenole zunehmend in den Fokus wissenschaftlichen Interesses ge-
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rickt. Bereits durchgefiihrte Studien haben gezeigt, dass diverse Polyphenole die zyto-
toxische Wirkung von ATO und die Induktion von Apoptose bei Tumorzellen unter-
schiedlicher Abstammung verstarken (vgl. Tab. 1-1). Die Wirkung der Polyphenole
wurde dabei Uber verschiedene Mechanismen vermittelt. Genistein, Curcumin und
EGCG steigerten z.B. die Empfindlichkeit von einigen Leukamie- und Leberkarzinom-
Zelllinien far ATO, indem sie zu einer erhdhten Bildung von ROS flhrten (Sanchez et
al., 2008; Jiang et al., 2010; Sanchez et al., 2010; Lee et al., 2011). Chrysin und Quer-
cetin sensitivierten Leukdmie-Zellen dagegen durch eine Verminderung der intrazellu-
laren Glutathionspiegel (Ramos et al., 2008). Die Effekte einiger Polyphenole gingen
zudem mit einer Aktivierung von proapoptotischen (p38-MAPK = p38-mitogenaktivierte
Proteinkinase, AMPK = adenosinmonophosphataktivierte Proteinkinase, Caspase-3)
oder einer Inaktivierung von antiapoptotischen (PI3K/Akt = Phosphatidylinositol-3-
kinase/Akt, NF-kB = Nuklearfaktor-kappa B) Faktoren einher.

Tabelle 1-1: Sensitivierung von Tumorzellen fir die Wirkung von Arsentrioxid durch eine
Ko-Exposition mit pflanzlichen Polyphenolen (Ubersicht der Literatur)

Wirkungsmechanismen

Kombination Effekt Zelllinie Referenz
der Polyphenole
ATO + Chrysin 1 Apoptoseinduktion | Glutathionspiegel ua37 (Rargggge)t al,
ATO + | Zellviabilitat 1 ROS-Bildung (Sanchez et al.
. . . - U937 '
Curcumin 1 Apoptoseinduktion PI3K/Akt Inaktivierung 2010)
| Zellviabilitat | Glutathionspiegel HS-sultan (Nakazato et al.,
1 Apoptoseinduktion 1 ROS-Bildung 2005)
HL-60 i
ATO + EGCG 1 Apoptoseinduktion nicht untersucht NB4 (Sanzcgggbe)t al,
U937
| Proliferation )
. . 1 ROS-Bildung HL-60 (Lee etal., 2011)
1 Apoptoseinduktion
1 ROS-Bildung (Sénch |
. . - anchez et al.,
1 Apoptoseinduktion p38-MAPK-Aktivierung U937 2008; 2009b)
AMPK-Aktivierung
ATO + HepG2 3 |
Genistein 1 Apoptoseinduktion 1 ROS-Bildung Hep3B ( |a2n(g);1%t)a v
SK-Hep-1
| Zellviabilitat PI3K/Akt Inaktivierung HepG2
. . o (Ma et al., 2011)
1 Apoptoseinduktion NF-kB Inaktivierung Hep3B
ATO + Silibinin 1 Apoptoseinduktion Caspase-3-Aktivierung U-87 MG (Dlzzegllzt) al.,
ATO + . ) | Glutathionspiegel (Ramos et al.
. Apoptoseinduktion U937 ’
Quercetin 1 Apop PI3K/Akt Inaktivierung 2008)

(1) Steigerung; (|) Verminderung
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Bezuglich der gemeinsamen Wirkung von ATO und pflanzlichen Polyphenolen auf ma-
ligne Gliome ist noch wenig bekannt. Friihere Versuche in unserem Labor haben erge-
ben, dass Genistein und Quercetin die Empfindlichkeit von C6 Rattenglioma-Zellen fur
die proliferationshemmende Wirkung von ATO nicht erhéhen (Klauser et al., 2014). Bei
Kombination von ATO mit Genistein - das in C6 Zellen ebenfalls zu einer erhéhten Bil-
dung von ROS filhrte - zeigten sich additive Effekte. Quercetin steigerte bei diesen
Zellen die intrazellularen Glutathionspiegel und verminderte sogar den ATO-Effekt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Glioma-Zellen humanen Ur-
sprungs fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO durch verschiedene pflanz-
liche Polyphenole (Genistein, Quercetin, Curcumin, Resveratrol, EGCG) sensitiviert
werden. Weiterhin wurde geprift, ob die proliferationshemmende Wirkung von ATO
durch Buthioninsulfoximin (BSO) verstarkt wird. BSO ist ein spezifischer Inhibitor der y-
Glutamylcystein-Synthetase (GCS), dem Schrittmacherenzym der Glutathionsynthese
(Griffith et al., 1979). In der Literatur wird eine inverse Beziehung zwischen den intra-
zellularen Glutathionspiegeln und der Sensitivitdt von Tumorzellen fur ATO postuliert
(Dai et al., 1999; Yang et al., 1999; Konig et al., 2007). BSO hemmt spezifisch die Syn-
these von Glutathion, ohne dabei die Synthese von anderen Proteinen zu beeintrachti-
gen. Als Untersuchungsmodell wurden die beiden Glioma-Zelllinien A-172 und U-87
MG herangezogen. Ein Kriterium fur die Wahl dieser humanen Zelllinien war ihr unter-
schiedlicher p53-Status (A-172: p53-Mutante vs. U-87 MG: p53-Wildtyp). Das p53-
Protein ist ein bedeutender Tumorsuppressor, der an der Regulation von Apoptose und
DNA-Reparatur beteilig ist (Vogelstein et al., 2000). Eine Mutation des p53-Gens wird
mit Tumorentstehung und einer erhéhten Chemotherapieresistenz in Verbindung ge-
bracht (Liu et al., 2004).

Im Einzelnen wurden in dieser Arbeit folgende Fragen bearbeitet:

(1) Unterscheiden sich A-172 und U-87 MG Zellen hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit fur

die proliferationshemmende Wirkung von ATO?

(2) Welche Mechanismen liegen der proliferationshemmenden Wirkung von ATO zu-
grunde:
- Induktion von Apoptose und/oder Nekrose?
- Arretierung der Zellen im Zellzyklus?
- Induktion von oxidativem Stress (Bildung von Radikalen, Einfluss auf das Gluta-

thionsystem)?

(3) Kénnen ausgewahlte pflanzliche Polyphenole bzw. BSO die proliferationshemmen-

de Wirkung von ATO erhdéhen? Welche Kombinationswirkung liegt vor?



8 Einfihrung

(4) Werden die unter (2) genannten Prozesse bei einer Kombination von ATO mit den
pflanzlichen Polyphenolen bzw. BSO beeinflusst/ausgelost?

(5) Gibt es qualitative bzw. quantitative Unterschiede zwischen den Glioma-Zelllinien
hinsichtlich der Kombinationswirkung von ATO mit Polyphenolen bzw. BSO? Wenn
ja, wie lassen sich diese Unterschiede erklaren?
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2 Material

2.1 Gerate und Hilfsmittel

Neben den Geraten und Hilfsmitteln, die zur Standardausristung eines Labors geho-

ren, wurden verwendet:

Brutschranke

Durchflusszytometer

HERAcell 240

BD FACS Calibur

Heraeus

Becton Dickinson

Cryo 1 °C Freezing Container Mr. Frosty Nalgene
Fluoreszenzmikroskop Phasenkontrast , IM 35, Zeiss
Photomikroskop lll RS mit
Fluoreszenzauflichtkondensor Ill RS,
Objektiv Ph2 Neoflor
Fluorimeter TECAN GENios Pro Tecan
Fotokamera Olympus E-300 Olympus
(Mikroskop Olympus)
Fotokamera Power Shot A620 Canon
(Mikroskop Zeiss)
Inkubationsschuittler Inkubator 1000/ Unimax1010 Heidolph
Thermomixer compact Eppendorf
Lichtmikroskope Olympus IMT-2 (invers) Spectra
Nikon Optiphot Nikon

Photometer ELx800UV universal microplate reader BioTek Instruments
Reinstwasseranlage ElgaStat Maxima Elga
Sicherheitswerkbank HERAsafe KS Heraeus
Zahlkammer Thoma neu (0,1 mm Tiefe) Marienfeld
Superior

Zentrifugen Megafuge 1.0 R Heraeus
Heraeus fresco 21 Heraeus
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2.2 Reagenzien

Die Lagerung aller aufgefiihrten Reagenzien erfolgte entsprechend den Vorgaben der

Hersteller.
APC Annexin V Biosciences, BD  Franklin Lakes,
USA
CaCl, - 2 H,O Merck Darmstadt
CuSO, - 5H,0 Merck Darmstadt
DCFH,-DA (2’,7-Dichlorodihydrofluorescein- Sigma-Aldrich Steinheim
Diacetat)
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) mit Sigma-Aldrich Steinheim
Phenolrot (D5648)
DMEM ohne Phenolrot (D5030) Sigma-Aldrich Steinheim
DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck Darmstadt
DTNB (5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoeséaure)) Sigma-Aldrich Steinheim
EMEM (Eagle's Minimal Essential Medium) mit 10% CLS Eppelheim
FCS, Phenolrot und Pyruvat (MG-10)
Ethanol (99%) J.T. Baker Deventer, NL
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Sigma-Aldrich Steinheim
FCS (fetal celver serum) Gibco, Invitrogen Ltd. Paisley, UK
Folin-Ciocalteus Phenolreagenz Merck Darmstadt
Fungizone (Amphotericin B 250 pg/ml) Gibco, Invitrogen Ltd. Paisley, UK
Gentamycin (10 mg/ml) Gibco, Invitrogen Ltd. Paisley, UK
D(+)-Glucose (wasserfrei) Merck Darmstadt
Glutamin (200 mM) c.c.pro GmbH Oberdorla
GSH (L-Glutathion, reduziert) Sigma-Aldrich Steinheim
Glutathionreduktase (GR), 100 units Merck Darmstadt
HCL Merck Darmstadt
HEPES-Puffersubstanz 2-(4-(2 Hydroxyethyl)-1 Merck Darmstadt
piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich Steinheim
KCI Merck Darmstadt
KH,PO, Merck Darmstadt
K-Na-Tartrat Merck Darmstadt
MgCl, - 6 H,O Merck Darmstadt
MgSO, - 7 H,0O Merck Darmstadt
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NaCl Merck Darmstadt
Na,CO; Merck Darmstadt
NaHCO, J.T. Baker Deventer, NL
Na,HPO, Merck Darmstadt
NaOH Merck Darmstadt
NADPH (B-Nicotinamidadenindinukleotidphosphat Sigma-Aldrich Steinheim
reduziert - Tetranatriumsalz)

Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich Steinheim
RNase A (Ribonuclease A), DNase-frei AppliChem Darmstadt
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim
5-Sulfosalicylsdure Dihydrat (SSA) Sigma-Aldrich Steinheim
Tris Roth Karlsruhe
Trypanblau Merck Darmstadt
Trypsinlésung Tryple Select Gibco, Invitrogen Ltd. Paisley, UK

2.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen, Durchmesser 18 mm Roth Karlsruhe
FACS Rohrchen BD, Pharmingen Heidelberg
Kryordhrchen Nunc Roskilde, DK
Kulturschalen, 35-mm und 10-cm Sarstedt AG Numbrecht
Membranfilter (PorengréRe: 0,2 pm) Whatmann GmbH Dassel

Mikrotiterplatten, 96-Well (steril)

Mikrotiterplatten, 96-Well (schwarzwandig, durch-
sichtiger Boden, steril)

Mikrotiterplatten, 96-Well (unsteril)
Objekttrager, 76 x 26 mm
Zellkulturflaschen, 75-cm”

Zentrifugenréhrchen, 15 ml und 50 ml

Falcon, BD

Corning

Sarstedt AG
Karl Hecht KG
Sarstedt AG
Sarstedt AG

Franklin Lakes,
USA

New York, USA

Nimbrecht
Sondheim
Nidmbrecht

NUmbrecht
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2.4 Testsubstanzen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der unten aufgefuhrten Substanzen un-
tersucht. Cumolhydroperoxid, ein bekannter Initiator von oxidativem Stress (Ruweler et
al., 2008) sowie Staurosporin, ein klassischer Apoptoseinduktor (Bertrand et al., 1994)

dienten als Positivkontrollen.

= Arsentrioxid (ATO) Sigma-Aldrich, Steinheim: A1010
= Pflanzliche Polyphenole (vgl. Tab. 2-1)

= Buthioninsulfoximin (BSO) Sigma-Aldrich, Steinheim: B2640
= Cumolhydroperoxid (CHP) Sigma-Aldrich, Steinheim: 513296
= Staurosporin (ST) AppliChem, Darmstadt: A7626

Alle Testsubstanzen wurden entsprechend den Vorgaben der Hersteller bei -20 °C
(Curcumin, Genistein, Resveratrol), 5 °C (EGCG, Quercetin, BSO, CHP, ST) bzw. bei
Raumtemperatur (ATO) gelagert. BSO und Quercetin wurden am Tag der Exposition
frisch angesetzt. Die Stammlésungen der Gbrigen Polyphenole und von ST wurden
aliquotiert im Gefrierschrank bzw. die von ATO im Kihlschrank aufbewahrt und mehr-
fach verwendet. Alle Polyphenole sowie ST wurden in DMSO, ATO in NaOH (0,1 N),
BSO und CHP direkt im Versuchsmedium geltst. Der Anteil der Losungsvermittler im
Kulturmedium betrug 0,2% (v/v). Entsprechend wurden stets 500-fach héhere Konzent-
rationen der Substanzen hergestellt und jeweils 20 ul dieser Anséatze zu 10 ml Ver-

suchsmedium gegeben.

Tabelle 2-1: Untersuchte pflanzliche Polyphenole

Genistein (Gen) (Sigma-Aldrich, Steinheim: G6649)

Synonym: 4',5,7-Trihydroxyisoflavon

Gruppe: Isoflavone

Synonym: 3,3',4',5,6 Pentahydroxyflavon

Gruppe: Flavonole
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Curcumin (Cur) (Sigma-Aldrich, Steinheim: 08511)

OCHjs Synonym: Diferulylmethan

Gruppe: Curcuminoide

Resveratrol (Res) (Sigma-Aldrich, Steinheim: R5010)

HO Synonym: 3,4',5-Trihydroxy-trans-stilben
QP

l OH Gruppe: Stilbene

OH

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) (Sigma-Aldrich, Steinheim: E4143)

OH Synonym: (-)-cis-3,3',4",5,5',7-Hexahydroxy-
OH flavane-3-gallat
OH Gruppe: Flavanole
OH
OH

2.5 Zellkultur

2.5.1 Kulturmedien und Pufferlésungen

Kulturmedien

In Tabelle 2-2 ist die Zusammensetzung der verwendeten Medien aufgelistet. Bei den
DMEM-Medien wurde zunachst das jeweilige Basismedium hergestellt, indem die an-
gegebenen Komponenten in 1 | ultra pure H,O geldst und der pH-Wert mit 1 N NaOH
auf 7,4 eingestellt wurde. Anschlie3end erfolgte eine vakuumbetriebene Sterilfiltration
der Lésungen durch einen Membranfilter. Das EMEM-Basismedium wurde gebrauchs-

fertig geliefert. Die Zugabe von FCS, Gentamycin sowie Fungizone fand vor der erst-
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maligen Verwendung statt, wobei das Volumen dieser Substanzen den Medien zu-

nachst entnommen wurde. Alle Medien wurden im Kuhlschrank bei 5 °C aufbewahrt.

Tabelle 2-2: Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien

+ 4,766 g/l HEPES
+3,7 g/l NaHCO,

DMEM-Basismedium (mit Phenolrot)
DMEM-Pulver (Sigma-Aldrich: D5648)

EMEM-Basismedium (mit 10% FCS, Phenolrot und Pyruvat)
(CLS: MG-10) gebrauchsfertig geliefert

+ 4,766 g/l HEPES
+ 3,7 g/ NaHCO;
+ 4,5 g/l Glucose

+ 20 ml/l Glutamin

DMEM-Basismedium (ohne Phenolrot)
DMEM-Pulver (Sigma-Aldrich: D5030)

Wachstumsmedium (A)
DMEM-Basismedium
(mit Phenolrot)

FCS

Gentamycin (10 mg/ml)
Fungizone (250 ug/ml)

93,5 (V/V)

5% (v/v)
1% (viv)
0,5% (v/v)

Verwendung:

Wachstumsmedium fir
- A-172 Zellen (ab Passage 32)
- U-87 MG Zellen (ab Passage 36)

Wachstumsmedium (B)
DMEM-Basismedium
(mit Phenolrot)

FCS

Gentamycin (10 mg/ml)
Fungizone (250 pg/ml)

88,5 (V/v)

10% (v/v)
1% (v/v)
0,5% (v/v)

Verwendung:

Wachstumsmedium fiir A-172 Zellen
(bis Passage 32)

Wachstumsmedium (C)

EMEM-Basismedium (10%
FCS, mit Phenolrot)

Gentamycin (10 mg/ml)
Fungizone (250 pg/ml)

98,5% (v/v)

1% (viv)
0,5% (v/iv)

Verwendung:

Wachstumsmedium fiir U-87 MG Zellen
(bis Passage 36)
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Versuchsmedium (A)

DMEM-Basismedium 93,5% (v/v) | Verwendung:

(ohne Phenolrot) ) )
- Untersuchungen zur Proliferationshemmung

FCS 5% (VIV) | - Glutathionmessung

Gentamycin (10 mg/ml) 1% (v/v) | - Untersuchungen zur Induktion von Apoptose

) und Nekrose
Fungizone (250 pg/ml) 0,5% (Vv/v)

Versuchsmedium (B)

DMEM-Basismedium 98,5% (v/v) | Verwendung:

(ohne Phenolrot) .
Untersuchungen zur Induktion von Apoptose

Gentamycin (10 mg/ml) 1% (v/V) | und Nekrose
Fungizone (250 pg/ml) 0,5% (v/v)

PBS (phosphate buffered saline)-Puffer nach Dulbecco

Zur Herstellung der PBS-Puffer wurden die in Tabelle 2-3 aufgefiihrten Komponenten
in ultra pure H,O geldst, wobei Lésungen A und B (Puffer mit Ca** und Mg®") getrennt
angesetzt und vorsichtig zusammengegeben wurden. Der pH-Wert lag jeweils bei 7,4.
Der PBS-Puffer ohne Ca*" und Mg? wurde anschlieBend steril filtriert. Beide Puffer

wurden im Kihlschrank bei 5 °C gelagert.

HBSS (Hank’s balanced salt solution)-L6sungen

Die Zusammensetzung der HBSS-Ldsungen ist in Tabelle 2-3 angegeben. Die aufge-
listeten Bestandteile wurden jeweils in ultra pure H,O geldst. Beim HEPES-haltigen
HBSS wurde der pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt. Um mogliche Kontaminati-
onen zu vermeiden, fand die Zugabe von Glucose hier unmittelbar vor der erstmaligen
Verwendung statt. Beim HEPES-freien HBSS lag der pH-Wert bei 7,4. Die Losungen

wurden im Kihlschrank bei 5 °C aufbewahrt.

Tabelle 2-3: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlosungen

PBS-Puffer (ohne Ca®* und Mg*")

NacCl 8000 mg/l | Verwendung:
KCI 200 mg/l | - Waschen der Zellen beim Passagieren
Na,HPO, 1150 mg/l | - Untersuchungen zur Induktion von Apoptose

und Nekrose
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PBS-Puffer (mit Ca* und Mg*")

L6sung A:

NacCl 8000 mg/l
KCI 200 mg/l
Na,HPO, 1150 mg/l
KH,PO, 200 mgl/l
L6sung B:

MgCl, - 6 H,O 100 mg/I
CaCl,* 2 H,O 132 mg/l

Verwendung:

Waschen der Zellen vor der
- Proteinbestimmung
- Glutathionmessung

HBSS-L6sung (mit Glucose und HEPES)

CaCl,- 2 H,0 185 mg/l
KCI 400 mg/l
KH2POa4 60 mg/l
MgCl, - 6 H20 100 mg/I
MgSQO, - 7 H,0O 100 mg/l
NacCl 7130 mg/l
NaHCO3 350 mg/l
Na,HPO, 48 mg/l
HEPES 7810 mgl/l
Glucose 1000 mg/l

Verwendung:

Waschen und Exposition der Zellen zur Be-
stimmung der Radikalbildung

HBSS-L6sung (ohne Glucose und HEPES)

CacCl,- 2 H,0 185 mg/l
KCI 400 mg/l
KH2PQO4 60 mgl/l
MgCl; - 6 H20 100 mgl/l
MgSO, - 7 H,O 100 mgl/l
NacCl 7130 mg/l
NaHCO3 350 mgl/l

Na,HPO,4 48 mg/l

Verwendung:

Untersuchungen zur Induktion von Apoptose
und Nekrose
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2.5.2 Verwendete Zelllinien

Alle Versuche dieser Arbeit wurden mit zwei adharent wachsenden, humanen Glioma-
Zelllinien (A-172 und U-87 MG) durchgefihrt. Beide Linien wurden im Jahr 2011 tber
den Cell Line Service (CLS; Eppelheim, Deutschland) bezogen, im Vorfeld dreimal
subkultiviert und in flissigen Stickstoff gelagert.

A-172 Zellen (CLS-Nr.: 300108, erhalten in Passage 27) wurden durch Giard et al.
(1973) aus dem Glioblastom eines 53 Jahre alten Mannes etabliert. Die Experimente
erfolgten mit den davon abstammenden Zellen der Passagen 31 bis 43.

U-87 MG Zellen (CLS-Nr.: 300367, erhalten in Passage 32) stammen aus einem pri-
maren Astrozytoma-Glioblastom einer 44-jahrigen Frau (Ponten et al., 1968). Zum
Zeitpunkt der Entnahme klassifizierte man das Tumorstadium als Grad Il (seit 2007:

Grad V). Fir die Experimente wurden die Zellpassagen 36 bis 47 verwendet.

2.5.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung erfolgte eine Kryokonservierung der verwendeten Zelllinien. Da-
zu wurden die Zellen entsprechend dem Standardprotokoll geerntet und die Zellzahl
bestimmt (vgl. 2.5.4). Nach einer anschlieBenden Zentrifugation (5 min bei 1.300 RPM
und 4 °C, Megafuge 1.0 R) wurde der erhaltene Uberstand abgesaugt und das Pellet in
eiskaltem Einfriermedium resuspendiert. Fir A-172 Zellen diente als Einfriermedium
Wachstumsmedium B und fur U-87 MG Zellen Wachstumsmedium C, jeweils mit ei-
nem DMSO-Anteil von 10%. Die hergestellte Zellsuspension (3 - 10° Zellen/ml) wurde
je 1,5 ml in vorgekihlte Kryoréhrchen aliquotiert, Gber Nacht im Isopropanol-gefllten
Cryo Freezing Container bei -80 °C eingefroren und anschlieRend in flissigen Stick-
stoff (-196°C) uberfihrt.

Die Versuche der vorliegenden Arbeit erfolgten mit bis zu 12 aufeinanderfolgenden
Zellpassagen. Die vorhandenen Kulturen wurden also regelmaRig verworfen und tief-
gefrorene Zellen niedrigerer Passagen rekultiviert. Zur Rekultivierung wurden die Kryo-
réhrchen im Wasserbad (37 °C) zlgig aufgetaut und die Zellsuspension in 6,5 ml eis-
kaltem Wachstumsmedium A aufgenommen. Um das DMSO-haltige Einfriermedium zu
entfernen, wurden die Zellen fir 5 min bei 1.300 RPM und 4 °C abzentrifugiert (Me-
gafuge 1.0 R), der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml Wachstumsmedium A
resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen komplett in eine 75-cm?-Kulturflasche

Uberflhrt und das Medium auf ein Gesamtvolumen von 15 ml aufgefulit.
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2.5.4 Kultivierung

A-172 und U-87 MG Zellen wurden in 75-cm?-Kulturflaschen im Wachstumsmedium A
(15 ml) bei 37 °C und einem CO,-Gehalt von 10% gehalten. Einmal wdchentlich erfolg-
te eine Subkultivierung der Zellen. Das vorhandene Medium wurde hierbei abgesaugt,
der Zellrasen mit 10 ml PBS-Puffer (ohne Ca** und Mg*") gewaschen und mit 8 ml
Trypsinlosung (37 °C) versetzt. Nach kurzem Einwirken wurde die Trypsinldsung bis
auf einen kleinen Rest abgesaugt und die Zellen fur ca. 4 min im Brutschrank inkubiert.
Der dadurch vom Boden geldste Zellrasen wurde anschlieBend mit 5 ml kaltem Wachs-
tumsmedium A heruntergespult und es wurde durch mehrmaliges Auf- und Abpipettie-
ren eine homogene Zellsuspension hergestellt. Vor dem Anlegen neuer Erhaltungs-
und Versuchskulturen erfolgte eine Zellzahlbestimmung. Dazu wurde ein Aliquot der
Zellsuspension im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau (0,2% (v/v)) versetzt und lebende
(trypanblau-negative) Zellen mittels einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmik-
roskop (Nikon Optiphot) gezahlt. Fiir Erhaltungskulturen wurden im Anschluss 7,5 - 10°
(A-172) bzw. 5 - 10° (U-87 MG) Zellen pro Flasche ausgesat. Am 2. und 5. Tag nach

der Passage fand ein Medienwechsel statt.

Kryokonservierte Passagen der A-172 (Passage 33 bis 35) und U-87 MG Zellen (Pas-
sage 28 bis 30) wurden bis zur Kryokonservierung entsprechend den Vorgaben des
CLS gehalten. Fir A-172 Zellen war als Kulturmedium Wachstumsmedium B und fir
U-87 MG Zellen Wachstumsmedium C sowie eine CO,-Atmosphéare von 5% empfoh-
len. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde die Kultivierung der fur die
Versuche verwendeten Passagen beider Zelllinien entsprechend der oberen Beschrei-

bung angeglichen.



Methoden 19

3 Methoden

3.1 Charakterisierung von A-172 und U-87 MG Zellen

Zunachst erfolgte eine Charakterisierung der verwendeten Zelllinien durch die Bestim-
mung ihres Wachstumsverhaltens sowie der ZellgréRe. Dazu wurden 5,3 - 10° Zellen in
35-mm-Kulturschalen (Wachstumsflache: 8,55 cm?) ausgesat und jeweils zwei der
Schalen alle 24 h Uber insgesamt 4 Tage zur Messung herangezogen. Beide Linien
wuchsen im Wachstumsmedium A (2 ml), welches am 3. Tag in den noch verbleiben-
den Schalen gegen 2 ml frisches ausgetauscht wurde. Die gewahlte Zellzahl entsprach
pro Flache der in den Proliferationshemmversuchen (vgl. 3.2.3) geplanten Zelldichte
pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte (2 - 10* Zellen/0,32 c¢m?). Versuche mit A-172
Zellen wurden auRerdem mit zwei niedrigeren Ausgangszellzahlen (2,7 - 10° und 1,3 -
10°) durchgefiihrt.

Die jeweils geernteten Parallelschalen wurden zunédchst zweimal mit 2 ml PBS-Puffer
(mit Ca** und Mg*") gewaschen. Eine der Schalen diente anschlieRend zur Bestim-
mung des Zellproteingehalts (vgl. 3.2.5), die andere zur Ermittlung der Zellzahl (vgl.
2.5.4). Fur die Zellzahlung wurden die Zellen mit 500 ul Trypsinlésung (37 °C) fir ca.
30 min im Brutschrank (37 °C, 10% CO,) inkubiert und durch die Zugabe von 500 ul

Wachstumsmedium A eine Zellsuspension hergestellt.

Die Untersuchung der beiden Parameter ,Zellzahl* und ,Zellproteingehalt® liel? Rick-
schlisse auf das Wachstumsverhalten der Zelllinien zu. Die Gegeniberstellung beider
Parameter erlaubte zudem Aussagen bezuglich der Zellgro3e. Die Daten zum Wachs-
tumsverhalten wurden mit Hilfe einer exponentiellen Wachstumsfunktion angepasst.
Die verwendete Gleichung lautet:

Y= Yo €'

Y. gibt dabei die Populationsgrof3e (hier: als Zellzahl bzw. Zellproteinmenge) an. Y, ist
die GroRRe der Population zum Zeitpunkt Null. k repréasentiert die Wachstumsrate und t
die Zeit. Mit der ermittelten Wachstumsrate k lasst sich die Verdopplungszeit fur jede

beliebige Population Y, anhand der unten angegebenen Gleichung berechnen.

Verdopplungszeit = In(2)/k
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3.2 Untersuchungen zur Proliferationshemmung

3.2.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Um die zytotoxische Potenz der Testsubstanzen zu charakterisieren, wurde die Zeit-
und/oder Konzentrationsabhangigkeit ihrer Wirkung auf die Zellproliferation bestimmt.
Als Mal3 fir die Zahl der Zellen pro Well wurde der Gehalt an Zellprotein verwendet.
Die Proteinbestimmung erfolgte mit einer modifizierten Methode nach Lowry et al.
(1951). Dieses quantitative Verfahren beruht auf der Biuret-Reaktion, gefolgt von einer
Reduktion des Folin-Ciocalteus Phenolreagenzes (L6sung von Natriumwolframat und -
molybdat sowie Phosphor- und Salzsaure). In alkalischer Lésung bilden sich in Anwe-
senheit von Kupfersulfat und Proteinen (oder Peptiden) zun&chst Komplexe zwischen
Cu®" und den vorhandenen Peptidbindungen (Biuret-Reaktion). In einem zweiten Reak-
tionsschritt bewirken vorrangig die Aminosauren Tyrosin und Tryptophan sowie gering-
fugig Cystein, Cystin und Histidin die Reduktion von Wolframat bzw. Molybdat. Dieser
Vorgang wird durch die zuvor gebildeten Kupfer-Protein-Komplexe erleichtert. Das Fo-
lin-Ciocalteus Phenolreagenz erféhrt hierbei einen Farbumschlag von gelb zu blau. Die
resultierende Farbung ist direkt proportional zur Zellproteinmenge und kann photomet-

risch bei einer Wellenlange von 630 nm erfasst werden.

3.2.2 Arbeitslésungen

PBS-Puffer (mit Ca** und Mg*): Zusammensetzung siehe Tabelle 2-3, Seite 15

0,5 N NaOH: 20 g NaOH gelést in 1 | ultra pure H,O

= Proteinstandards: hergestellt aus in 0,5 N NaOH gelostem
(portionsweise bei -20 °C gelagert)  Rinderserumalbumin (BSA)

Standard 0: 1 mg BSA/ml|
Standard 1: 0,4 mg BSA/mi
Standard 2: 0,3 mg BSA/mlI
Standard 3: 0,2 mg BSA/mi
Standard 4: 0,1 mg BSA/mlI
Standard 5: 0,05 mg BSA/ml

= Biuretlosung: 48 Teile 4% Na,COzin ultra pure H,O
(am Versuchstag angesetzt) 1 Teil 2% K-Na-Tartrat in ultra pure H,O
1 Teil 1% CuSO,- 5 H,0 in ultra pure H,O

= Folinlésung: Folin-Ciocalteus Phenolreagenz 1:2 verdinnt
mit ultra pure H,O
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3.2.3 Versuchsaufbau und -durchfihrung

Es wurden Kulturen in 96-Well-Mikrotiterplatten mit 1-10% (A-172) bzw. 2 - 10* Zellen
(U-87 MG) pro Well (Spalten 3 - 10, Zeilen B - G) im Wachstumsmedium A angelegt
(vgl. Abb. 3-1 und 3-2). Nach 24 h wurde das vorhandene Medium durch Expositions-
medium A ersetzt, welches verschiedene Testsubstanzen enthielt. Die &uf3eren Wells
der Platten waren zellfrei und nur mit dem entsprechenden Medium (200 pl) versehen.
Bei jeder Versuchsdurchfihrung wurde jeweils eine Platte nur mit ATO (0,5 - 20 uM)
und dem zu testenden Polyphenol bzw. BSO belegt (2 - 100 uM) (vgl. Abb. 3-1, T, -
Te). Parallele Platten enthielten Kombinationen aus ATO (0,5 - 20 uM) und 5, 20 bzw.
50 uM des Polyphenols (vgl. Abb. 3-2, A; - Ag + T). In den Kombinationsversuchen mit
BSO (5, 20 bzw. 100 uM) wurden die ATO-Konzentrationen auf 0,05 bis 10 uM (A-172)
bzw. 0,02 bis 10 uM (U-87 MG) verringert. Als Kontrolle dienten jeweils Zellen, die nur
mit den Losungsmitteln (0,1 N NaOH und/oder DMSO) behandelt wurden.

Um die Zeitabhangigkeit der proliferationshemmenden Wirkung zu untersuchen, wur-
den in den Versuchen mit Genistein, Quercetin und BSO je zwei Platten auf die gleiche
Weise behandelt und jeweils eine davon 24 bzw. 72 h nach der Exposition zur Protein-
bestimmung herangezogen. Bei den Versuchen mit Curcumin, Resveratrol und EGCG
erfolgte die Proteinbestimmung lediglich nach 72 h.

A| B |S2 S2| B | A
B|B|S2 K |T,|T,|Ts|K|Ts|Ts|Te|S2| B|B
C| B [S3|K [T |To|Ts| K |Ts|Ts|Te|S3|B|C
D|B|S3| K |T|To|Ts| K |Ts|Ts|Te|S3| B|D
E SA| K | To | To | Ta| K | Ta| Ts | Te | S4 E
F SA| K | To | To | Ta| K | Ta| Ts | Te | S4 F
G S5 | K | Ty | To| Ts| K| Ta| Ts| Te|S5 G
H S5 S5 H

Abbildung 3-1: Belegung einer 96-Well-Mikrotiterplatte zur Bestimmung der
proliferationshemmenden Wirkung einer Testsubstanz

B = Blindwerte (0,5 N NaOH); SO - S5 = Proteinstandards; K = Kontrolle; T, = Testsubstanz (T,
= niedrigste und Tg = hochste Konzentration).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | B [S2 S2 | B | A
Al | A | As Ay | As | As
B| B |S2]| K T Tl K T TlT S2 | B | B
Al | A | Ag As | As | As
cC| B |S3| K T Tl K I R S3| B | C
Al | A | Ag As | As | As
D| B |S3]| K T Tl K A R S3| B | D
Al | A | Ag As | As | As
E S4 | K T Tl K I I S4 E
Al | A | Ag Ay | As | As
F S4 | K T Tt K I I S4 F
Al | Az | As Ay | As | As
G S5 | K T TlT K T TlT S5 G
H S5 S5 H
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 3-2: Belegung einer 96-Well-Mikrotiterplatte zur Bestimmung der
proliferationshemmenden Wirkung der Kombination aus zwei Testsubstanzen

B = Blindwerte (0,5 N NaOH); SO - S5 = Proteinstandards; K = Kontrolle; A;.¢ = ATO (A; = nied-
rigste und Ag = htchste Konzentration); T = Kombinationssubstanz (eine Konzentration an Po-
lyphenol oder BSO).

Nach Ablauf der Expositionszeit wurde das Medium in allen Wells abgesaugt und diese
dreimal mit Ca*'- und Mg**-haltigem PBS-Puffer (200 pl/Well) gewaschen. Die zellhal-
tigen Wells wurden dann mit 0,5 N NaOH (60 ul/Well) versetzt und die Platten zur bes-
seren Zellauflésung fur 45 min bei 37 °C auf dem Inkubationsschiittler (Heidolph) ge-
schittelt. In die Wells der Spalten 1, 2, 11 und 12 wurden anschlielend 60 ul 0,5 N
NaOH (Blindwerte) bzw. 60 ul Proteinstandards gegeben, alle Wells mit je 150 pl Bi-
uretldsung beschickt und die Platten fur weitere 10 min (37 °C) auf den Schittler ge-
stellt. Im Anschluss wurden pro Well 60 pl Folinldsung zugegeben und diese durch
wiederholtes Auf- und Abpipettieren vermischt. Nach weiteren 20 min auf dem Inkuba-
tionsschuttler (37 °C) folgte eine photometrische Messung (ELx800UV universal

microplate reader) bei 630 nm.

3.2.4 Auswertung

Anhand der blindwertbereinigten Extinktionswerte der Proteinstandards wurde eine
Eichkurve erstellt. Diese diente zur Zuordnung der um den Blindwert bereinigten Ex-
tinktionen jedes zellhaltigen Wells zu dem entsprechenden Proteingehalt (ug/Well). Die
6 gemittelten Zellproteingehalte pro Expositionsbedingung wurden anschlieend in

Relation zum mittleren Proteingehalt der 12 Kontrollwells (= 100%) gesetzt. Die erhal-
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tenen Daten zur Konzentrations-Wirkungs-Beziehung wurden mittels einer Hill-

Funktion mit folgender Gleichung angepasst:

Top
1+107[(log(ECs0/x)) - HillSlope]

Y =

Y gibt dabei die Zellproteinmenge pro Well in % der unbehandelten Kontrolle an und x
die Konzentration der Testsubstanz. Aus den angepassten Kurven wurden die toxiko-
logischen Kennzahlen EC,, ECso und ECgy (EC = effective concentration) abgeleitet,
welche eine 20%-, 50%- bzw. 80%-ige Proliferationshemmung bezogen auf die Kon-
trolle ergaben. Wurden die Effektniveaus in einzelnen Fallen nicht erreicht, erfolgte

dort, wo es vertretbar war, eine Extrapolation der Werte mittels der Hill-Funktion.

Die proliferationshemmende (= zytotoxische) Wirkung der Substanzen wurde durch
Verminderung des Zellproteingehalts pro Well im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrolle wiedergegeben. Die Verminderung des Zellproteins pro Well kann sowohl auf
eine zytostatische als auch auf eine zytoletale Wirkungsweise zurtickgehen. Abbildung
3-3 stellt schematisch Wachstumskurven bei Exposition mit einer zytostatisch (X) und
einer zytoletal (Y) agierenden Substanz dar. Die Zeitachse gibt nochmal den experi-

mentellen Aufbau wieder.

60
> Kontrolle 7
S 40- -£-}- Substanz X
= M- Substanz Y _
= zytostatische
-5 Wirkung
o
2
N 1
zytoletale
] Wirkung
I T T 1
Oh 24 h 48 h 96 h
Aussaat Beginn der 24 h 72 h
Exposition Exposition Exposition

Abbildung 3-3: Beispiel fir Wachstumskurven bei Exposition mit einer zytostatisch und
einer zytoletal wirkenden Substanz

Die Zellen werden tber insgesamt 96 h kultiviert. In den ersten 24 h nach der Aussaat findet
eine Adaptierung an die neuen Kulturbedingungen statt. Die Exposition erfolgt 24 h nach der
Aussaat Uber weitere 24 bzw. 72 h. Eine zytostatisch wirkende Substanz X vermindert die
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Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen (bis hin zur kompletten Wachstumshemmung). Eine
zytoletal agierende Substanz Y fihrt dagegen zu einer Abnahme der Zahl der angehefteten
Zellen.

3.2.5 Proteinbestimmung in 35-mm- und 10-cm-Kulturschalen

Die Bestimmung der Zellproteinmenge war neben den Versuchen zur Proliferations-
hemmung auch Bestandteil anderer Fragestellungen. Zellprotein aus anderen Kultur-

schalen wurde zur Messung stets in 96-Well-Mikrotiterplatten Gberfuhrt.

35-mm-Kulturschalen

Versuche zur Charakterisierung der verwendeten Zelllinien (vgl. 3.1) sowie zur Be-
stimmung des Glutathiongehalts (vgl. 3.5) erfolgten in 35-mm-Kulturschalen. Nach dem
Waschen der Zellen (siehe entsprechendes Kapitel) wurden die Schalen mit 0,5 N
NaOH (1 ml) versetzt und fiir 45 min bei 37 °C auf dem Inkubationsschittler (Heidolph)
geschuttelt. AnschlieBend wurde der gesamte Inhalt in Eppendorfcups uberfuhrt und
bis zur Messung bei -20 °C gelagert. Am Tag der Messung wurden 60 pl jeder Probe
(wenn notwendig verdinnt) in jeweils zwei innere Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte
gegeben und die Wells der Spalten 1, 2, 11 und 12 mit je 60 pl 0,5 N NaOH (Blindwer-
te) bzw. 60 pl der Proteinstandards belegt. Alle weiteren Schritte wurden analog zu
3.2.3 durchgefihrt.

10-cm-Kulturschalen

Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und Nekrose (vgl. 3.6) fanden in 10-cm-
Kulturschalen statt. Von der in den Versuchen hergestellten Zellsuspension wurden
jeweils zweimal 25 pl mit 0,5 N NaOH auf 600 pl aufgefillt, fir 45 min bei 37 °C inku-
biert (Inkubationsschuttler, Heidolph) und bis zur Messung eingefroren (-20 °C). Zur
Proteinbestimmung wurden 60 ul jeder Probe in jeweils zwei innere Wells einer 96-
Well-Mikrotiterplatte pipettiert und die Wells der Reihen 1, 2, 11 und 12 mit je 60 ul 0,5
N NaOH (Blindwerte) bzw. je 60 ul der Proteinstandards belegt. Alle weiteren Schritte

entsprachen der obigen Beschreibung (vgl. 3.2.3).



Methoden 25

3.3 Analyse der Kombinationswirkung

3.3.1 Isobologramm- und Kombinationsindex-Methode

Die Analyse der Kombinationswirkung beruhte auf einem Vergleich zwischen den ex-
perimentell ermittelten Kombinationseffekten und ihrer Prognose nach dem Konzept
der Konzentrationsadditivitat. Dieses Konzept stellt ein pharmakologisch-theoretisches
Modell dar, welches in seinem Ursprung auf Loewe et al. (1926) zurlickgeht. Es ermog-
licht Vorhersagen lber konzentrationsadditives Zusammenwirken von Substanzen mit
ahnlicher Wirkungsweise und gemeinsamen Wirkorten. Dem Modell liegt der Gedanke
zugrunde, dass eine Mischungskomponente teils oder komplett durch die gleichartig
wirksame Konzentration einer anderen Komponente ersetz werden kann, ohne dass
sich ein beobachteter Effekt verandert. Entspricht ein experimentell ermittelter Kombi-
nationseffekt also dem nach dem Konzept der Konzentrationsadditivitat erwarteten,
besteht eine additive Wirkung. Ist ein tatsachlich ermittelter Kombinationseffekt dage-
gen hoéher bzw. geringer, als aufgrund der Einzelsubstanzeffekte angenommen wird,
deutet das auf Synergismus bzw. Antagonismus hin.

Das Konzept der Konzentrationsadditivitat ist Bestandteil der Isobologramm-Methode
nach Berenbaum (1977) und der Kombinationsindex (Cl)-Methode nach Chou et al.
(1983) (vgl. Abb. 3-4). Bei beiden Verfahren werden vollstandige Konzentrations-

Wirkungs-Kurven der Einzelsubstanzen und ihrer Mischungen zur Analyse benétigt.

m

O
a1
o

Antagonismus
Cl>1

Additivitat
Cl=1

Synergismus
N Cl<1

Konzentration von Substanz Y

Konzentration von Substanz X

Abbildung 3-4: Schematische Darstellung eines Isobologramms nach Berenbaum (1977)
verknipft mit den Kombinationsindizes nach Chou et al. (1983)
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Nach Berenbaum (1977) reicht es nicht aus, jeweils nur eine Konzentration von zwei
Substanzen zu testen, um ihre Kombinationswirkung zu bestimmen. In vielen Arbeiten
zur Sensitivierung von Tumorzellen fiir Chemotherapeutika ist diese Herangehenswei-
se allerdings gangig (Nakazato et al., 2005; Doudican et al., 2010; Ma et al., 2011),
was kritisch zu bewerten ist. In solchen Féllen kann nur dann auf Synergismus ge-
schlossen werden, wenn der Kombinationseffekt deutlich héher ist, als die Effekte der

beiden Einzelsubstanzen.

Bei der graphischen Analyse nach Berenbaum (1977) werden die Konzentrationen von
zwei Substanzen (X und Y), die zur Auslésung eines bestimmten Effekts benétigt wer-
den (hier: ECso-Werte), zusammenhangend in einem Isobologramm (Isobole = Linie
der Konzentrationen mit der gleichen Wirkung) dargestellt. Auf die x-Achse des Isobo-
logramms wird der ECso-Wert von Substanz X, auf die y-Achse derjenige von Substanz
Y aufgetragen und aus der Verbindung der beiden Punkte die Isobolengerade abgelei-
tet. Mischungen von Substanz X und Y, die sich auf dieser Geraden befinden, entspre-
chen dem Konzept der Konzentrationsadditivitat. Oder anders ausgedriickt, generieren
die ECsp-Werte der Mischungen von Substanz X und Y eine gerade Isobole, ist ihre
Kombinationswirkung als additiv zu werten. Bilden die ECs-Werte der Mischungen von
Substanz X und Y eine konkav verlaufende Isobole, ist ihre Kombinationswirkung sy-
nergistisch. Bilden die ECso-Werte der Mischungen dagegen eine konvex verlaufende

Isobole, ist die Kombinationswirkung antagonistisch.

Bei der algebraischen Methode nach Chou et al. (1983) werden Kombinationsindizes
nach der unten aufgefiihrten Gleichung berechnet (hier am Beispiel von ECso-Werten).
Gemal3 Definition liegt Additivitat bei einem Cl-Wert = 1 vor, Synergismus bei einem

Cl-Wert < 1 und Antagonismus bei einem Cl-Wert > 1.

ECso der Substanz X in Kombination ECsy der Substanz Y in Kombination

Cl (ECs0) = ECs, der Substanz X allein ECso der Substanz Y allein

In der vorliegenden Arbeit wurden fur eine feinere Abstufung die nach Chou (2006)

definierten Grenzen fir die Cl-Werte festgelegt:

= Synergismus: Cl-Wert < 0,90
= Additivitat: CI-Wert = 0,91 - 1,09
= Antagonismus: CI-Wert > 1,10

Es sei darauf hingewiesen, dass diese Klassifizierung willkirlich und nur als Richtwert
zu deuten ist. Andere Autoren, wie z.B. Wang et al. (2008) benutzen andere Grenzen.

Nach Chou (2006) wurde bei weiterer Aufschliisselung ,wirklicher” Synergismus erst
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bei Cl-Werten < 0,3 und ,wirklicher® Antagonismus bei Cl-Werten > 1,45 vorliegen.
Andernfalls sind die Effekte als schwach oder moderat einzustufen.

3.3.2 Beispiel fur die angewendeten Methoden

Im Folgenden ist ein Beispiel zur Bewertung der Kombinationswirkung von zwei Sub-
stanzen (X und Y) dargestellt. Abbildung 3-5A zeigt die Konzentrations-Wirkungs-
Kurven der beiden Substanzen allein sowie in Kombination. Aus diesen Kurven wurden
die ECyo-, ECso- und ECgp-Werte abgeleitet und zur Darstellung eines Isobologramms
(vgl. Abb. 3-5B) sowie zur Berechnung von Cl-Werten verwendet:

0,5 uM + 5uM

Cl (ECy) = 2,9 UM 6.1 M =0,99
_ 30uM 5uM _

Cl (ECs) = —gghyi— * 3o = 080

Cl (ECqp) = —2AHM SIM__ _ 4 75

106 UM~ 43,9 uM

Bei der Betrachtung von ECy-Werten zeigt sich fur die Kombination von Substanz X
und Y eine additive Wirkung. Der EC,-Wert ihrer Mischung ergibt, graphisch darge-
stellt, eine gerade Isobole und weicht damit nicht vom Konzept der Konzentrationsaddi-
tivitdt ab. Der berechnete Cl (EC,)-Wert betragt 0,99 und befindet sich damit im fest-
gelegten Intervall fir Additivitat (0,91 - 1,09). Bei den ECso- und ECgo-Werten liegt eine
synergistische Kombinationswirkung vor. Die ECso- und ECgy-Werte der Mischung von
Substanz X und Y ergeben in der isobolographischen Darstellung konkav verlaufende
Isobolen. Die Cl (ECsp)- und (ECgp)-Werte fallen mit 0,80 bzw. 0,72 in den definierten
Bereich fur Synergismus (< 0,9). Numerisch formal handelt es sich um eine schwach
synergistische Wirkung, da ,wirklicher* Synergismus erst bei Cl-Werten < 0,3 ange-
nommen wird (Chou, 2006).
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Abbildung 3-5: Beispiel fur die Durchfiihrung einer Analyse der Kombinationswirkung
mittels der Isobologramm-Methode nach Berenbaum (1977)

Aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Substanz X und Y allein sowie in Kombination
(A) wurden die jeweiligen EC,5-, ECso- und ECgp-Werte abgeleitet und ein Isobologramm mit
den entsprechenden Isobolengeraden erstellt (B). Die Lage der EC-Werte der Mischung von
Substanz X und Y deutet beim EC,o-Wert auf eine additive und bei EC5y- und ECgy-Werten auf
eine synergistische Wirkung hin.
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3.4 Bestimmung der intrazellularen Radikalbildung

3.4.1 DCF-Fluoreszenzmethode

Die Quantifizierung der intrazellularen Radikalbildung erfolgte unter Verwendung der
DCF-Fluoreszenz-Methode nach Wang et al. (1999) sowie Riweler et al. (2008). Das
angewendete Verfahren beruht auf der Oxidation des nichtfluoreszierenden DCFH,-DA
zum stark fluoreszierenden DCF (vgl. Abb. 3-6).

Deacetylierung durch
intrazellulare Esterasen

I COO-

Cl H Cl
HO g 0 ‘ OH

DCFH:2

COCH nicht-fluoreszierend
Cl ! ‘ Cl
(@) (0] (@) O
CHs CoO- Oxidation

durch ROS
DCFH,-DA &l cl
nicht-fluoreszierend
HO 0 =0

DCF
fluoreszierend

ZELLMEMBRAN

Abbildung 3-6: Prinzip der DCF-Fluoreszenz Methode

Das unpolare, nicht-fluoreszierende DCFH,-DA (2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat) dif-
fundiert rasch ins Cytosol, wo es durch intrazellulare Esterasen in das polare, nicht-
fluoreszierende DCFH, (2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein) hydrolysiert wird. DCFH, wird in An-
wesenheit von ROS zu dem stark fluoreszierenden DCF (2’,7’-Dichlorofluorescein) oxidiert.

Das aufgrund von zwei Acetatgruppen hydrophobe DCFH,-DA (2’,7’-Dichlorodihydro-
fluorescein-Diacetat) ist frei membranpermeabel und diffundiert leicht in die Zellen. Hier
wird es durch unspezifische intrazellulare Esterasen deacetyliert und verbleibt im Form
von DCFH, (2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein), welches ebenfalls nicht fluoreszierend
ist, im Cytosol. In Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wird DCFH,
zum stark fluoreszierenden DCF (2’,7’-Dichlorofluorescein) oxidiert. Die Fluoreszenzin-
tensitat des DCF verhdlt sich proportional zu den in den Zellen gebildeten ROS und
kann bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenléange von

535 nm detektiert werden. Die HOhe des gemessenen Signals gilt hierbei als summari-
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sches Mal} fir den oxidativen Stress, da DCFH, unspezifisch mit allen in den Zellen
gebildeten ROS reagiert (Halliwell et al., 2004).

3.4.2 Arbeitsldsungen

= HBSS-LOsung (mit HEPES): Zusammensetzung siehe Tabelle 2-3, Seite 15

= 10 mM CHP-Stamml&sung: 17,3 ul 88% CHP in 10 ml HBSS geldst
(am Versuchstag angesetzt)

= DCFH,-DA-Stammldsung: 5 mM DCFH,-DA in DMSO gel6st
(am Versuchstag angesetzt)

3.4.3 Versuchsaufbau und -durchfihrung

Zur Bestimmung der intrazellularen ROS-Bildung wurden A-172 bzw. U-87 MG Zellen
in schwarzwandige 96-Well-Mikrotiterplatten mit durchsichtigem Boden ausgesét. Die
inneren Wells (Spalten 2 - 11 und Zeilen B - G) (vgl. Abb. 3-7) erhielten jeweils 2 - 10*
Zellen in 200 ul Wachstumsmedium A. Die auReren Wells (Blindwerte) waren zellfrei
und nur mit dem entsprechenden Medium versehen. Die Weiterbehandlung einer Plat-

te erfolgte 24 h nach der Aussaat.

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

A| B B

BIB | ClA | A |[Ta|Te| K |Tu|Te|M|M|B
Ta1 | Toa

ClB | C|A | A |Ta|Tz| K| [T |Ton ||| B
Ta1 | Toa
A1 | Ap

D| B C | At | A2 | Tar | Taz | K | Toz | Te2 B
Tar | Tma
A1 | Ap

E B C | At | A2 | Tar | Taz | K | Toz | Te2 B
Ta1 | Toa
A1 A1

F B C Ar | Ao | Tar | Ta K To1 | Te2 B
Ta1 | Toa
A1 | Ap

G| B C | At | A2 | Tar | Taz | K | Toz | Te2 B
Tar | Tma

H B B

Abbildung 3-7: Belegung einer 96-Well-Mikrotiterplatte zur Bestimmung der
intrazellularen Radikalbildung

B = Blindwerte (HBSS-Ldsung), C = Cumolhydroperoxid, K = Kontrolle, A = ATO in zwei ver-
schiedenen Konzentrationen (;1.5); T4 Ty = ein Polyphenol oder BSO, jeweils in zwei verschiede-
nen Konzentrationen (1.,).
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Nach Ablauf der Wachstumszeit wurden alle Wells zweimal mit 200 yl HBSS gewa-
schen und die Zellen mit 10 yM DCFH,-DA in 150 uyl HBSS fir 30 min im Brutschrank
(37 °C, 10% CO,) aufgeladen. Der nicht aufgenommene Farbstoff wurde anschlieRend
durch zweimaliges Waschen der Zellen mit HBSS (150 ul) entfernt. Dann wurden die
Zellen mit ATO (1, 2 bzw. 10 uM), den Polyphenolen (20 und 50 yM), BSO (5 und 20
UM) sowie einer Kombination aus ATO (2 bzw. 1 uM) und den einzelnen Polyphenolen
(jeweils 20 uM) bzw. BSO (5 uM) in 150 ul HBSS exponiert. Als Positivkontrolle dienten
mit 100 uM CHP behandelte Zellen. Die auBeren Wells (Blindwerte) wurden nur mit
HBSS (150 ul) beschickt. Da fir Curcumin eine Eigenfluoreszenz beschrieben ist
(Strasser et al., 2005), wurden in den entsprechenden Versuchen au3erdem 20 sowie
50 uM des Polyphenols in zell- und DCF-freien Wells (Reihe A und H, Spalten 4 - 9)
zur Kontrolle mitgefiihrt. Die hierbei erzeugte Fluoreszenz wurde bei der Auswertung
vom gemessenen DCF-Signal in den mit Curcumin behandelten Zellen subtrahiert. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte im Fluorimeter (TECAN GENios Pro) direkt nach der
Exposition, wobei folgende Einstellungen gewéhlt wurden:

= Messmodus: Fluoreszenzintensitat, Kinetik

= Fluoreszenz-Wellenlangen: Anregung: 485 nm / Emission: 535 nm
= Verstarkungsgrad (Gain-Wert): 40 (manuell)

= Anzahl der Messungen: 2

= Mehrfachmessungen pro Well: 2 X 2 (Quadrat)

= Anzahl der kinetischen Zyklen: 9

= Kinetischer Zeitabstand: 15 min

= Zulassiger Temperaturbereich: 36 - 38°C
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3.5 Bestimmung des intrazelluldren Glutathiongehalts

3.5.1 DTNB-Glutathionreduktase Recycling-Assay

Die Bestimmung des Gesamtglutathions (GSx) erfolgte mit dem DTNB-
Glutathionreduktase Recycling-Assay in Anlehnung an Abdelmohsen et al. (2003). Bei
dieser enzymatischen Methode wird reduziertes Glutathion (GSH) kontinuierlich durch
5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)  (DTNB) unter  Bildung von  5-Thio-2-
nitrobenzoesaure (TNB) zum Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert (vgl. Schritt a). Das
GSSG wird in Anwesenheit von NADPH durch die Glutathionreduktase (GR) wieder

reduziert (vgl. Schritt b). Hierbei entstehendes GSH kann erneut mit DTNB reagieren.

a) 2GSH+DTNB — > GSSG+2TNB
b) GSSG+NADPHH" —CSR 5 5 GsH + NADP*
DTNB + NADPH/HT —235CG/GSH & 5 1B + NADP?
GR

Die Bildung des gelben TNB ist direkt proportional zu dem in der Probe vorhandenen
Gesamtglutathion (GSx = GSH + GSSG) und kann photometrisch bei 405 nm
(Anderson, 1985) erfasst werden.

3.5.2 Arbeitslésungen

= PBS-Puffer (mit Ca®* und Mg*):  Zusammensetzung siehe Tabelle 2-3 , Seite 15

= 10 mM HCL: 100 pl 1 N HCL ad 10 ultra pure H,O
= 10% SSA-L6sung: 5 g SSA in 50 ml ultra pure H,O geldst
= 5% SSA-L6sung: 2,5 g SSA in 50 ml ultra pure H,O geltst
= 50 mM Phosphatpuffer: 19,6 ml 50 mM KH,PO, mit
(pH-Wert 7,4) 80,4 ml 50 mM Na,HPO, gemischt
= Assaypuffer: 0,5 mM EDTA in 50 mM Phosphatpuffer gelost

(pH-Wert 7,4)

= 10 mM GSH-Stammlésung: 7,68 mg in 2,5 ml ultra pure H,O gelost
(portionsweise bei -20 °C gelagert)

= GSH-Standards: hergestellt aus 10 mM GSH-Stammlésung und
(am Versuchstag angesetzt) 5% SSA-Ldsung:
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Standard 1: 50 pM GSH
Standard 2: 25 uM GSH
Standard 3: 12,5 uM GSH
Standard 4: 6,25 uM GSH
Standard 5: 3,125 uM GSH

= DTNB-Stammldsung: 1,5mg DTNB in 1 ml DMSO gel6st
(portionsweise bei -20 °C gelagert)

= 40 mM NADPH-Stammldsung: 4 mg NADPH in 100 ul ultra pure H,O geldst
(portionsweise bei -20 °C gelagert)

= GR-L6sung (6 units/ml): 500 ul Assay Puffer versetzt mit
(am Versuchstag angesetzt) 7 ul GR (460 units/ml)

= Reaktionsldésung: 16 ml Assaypuffer versetzt mit
(am Versuchstag angesetzt) 456 ul GR-Lésung (6 units/ml) und

456 ul DTNB-Stammldsung

= NADPH-L6sung (0,16 mg/ml): 6 ml Assaypuffer versetzt mit
(am Versuchstag angesetzt) 24 ul der 40 mM NADPH-Stammlésung

3.5.3 Versuchsaufbau und -durchfihrung

Fir die Glutathionbestimmung wurden 6,1 -10° Zellen pro 35-mm-Kulturschale in ei-
nem Volumen von 2 ml Wachstumsmedium A ausgeséat. Nach 24 h wurde das vorhan-
dene Medium durch 1 ml Expositionsmedium A ersetzt. Dieses enthielt ATO (0,5 - 10
uM), die Polyphenole (jeweils 20 uM), BSO (5 und 20 uM) oder eine Kombination aus
ATO (2 uM) und den einzelnen Polyphenolen (20 yM) bzw. ATO (1 yM) und BSO (5
und 20 uM). Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit den Losungsmitteln (0,1 N NaOH
und/oder DMSO) behandelt wurden. Es wurden jeweils 4 Schalen auf die gleiche Wei-
se beschickt und je 2 davon nach einer 24 h-Exposition zur Messung des Glutathion-
bzw. des Proteingehalts herangezogen.

Nach Ablauf der Expositionszeit wurden alle Zellen zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS-
Puffer (mit Ca** und Mg®") gewaschen. Die zur Proteinbestimmung vorgesehenen
Schalen wurden entsprechend 3.2.5 weiter behandelt. Der Zellrasen der zur Gluta-
thionmessung bestimmten Schalen wurde mit 400 pl eiskalter HCI versetzt und die
Zellen mit einem Gummispatel geerntet. Zum Aufschluss noch nicht denaturierter Zel-
len folgten drei Freeze-Thaw-Zyklen bei -180 °C im flussigen Stickstoff und 37 °C im
Wasserbad. Nach einer anschlieRenden Lagerung auf Eis (5 min) wurden jeweils 200
pl der Proben im Verhaltnis 1:2 mit 10%-iger SSA-LOsung versetzt und abzentrifugiert

(10.000 x g, 10 min, 4 °C; Heraeus Fresco 21). Der erhaltene Uberstand wurde in neue
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Eppendorfcups Uberfuhrt und lichtgeschuitzt auf Eis gehalten (Messung innerhalb von 2
h) bzw. bei -80 °C eingefroren (Messung innerhalb von 5 Tagen).

Die Bestimmung des Glutathiongehalts erfolgte in 96-Well-Mikrotiterplatten (vgl. Abb.
3-8) bei RT. Die Wells der Spalten 1 und 2 wurden jeweils mit 10 ul 5%-iger SSA-
Losung (Blindwerte) bzw. mit 10 yl GSH-Standards belegt. Aus den 1:2 verdinnten
Proben wurden weitere Verdiunnungen (1:4 und 1:8) mit 5%-iger SSA-LOsung herge-
stellt und jeweils 10 ul einer Probe in zwei aufeinander folgende Wells der Spalten 3
bis 11 pipettiert. AnschlielRend wurden alle Wells mit 150 pl Reaktionslosung beschickt
und diese durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren gleichméRig verteilt. Nach einer
5-mindtigen Inkubation wurden pro Well 50 ul NADPH-LOsung zugegeben und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren mit dem vorgelegten Platteninhalt vermischt. Die
photometrische Messung (ELx800UV universal microplate reader) fand unmittelbar
nach dem letzten Schritt bei einer Wellenlange von 405 nm statt. Die Absorption der
Blindwerte, der GSH-Standards und der Proben wurde dabei mithilfe des Kinetikpro-

gramms KC Junior 2 (BioTek Instruments) tiber 5 min alle 60 sek. erfasst.

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

(1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8)

s3 | Pr| P2 | Ps| Ps | Peg| Pr| Pg|Pio|Pu
@2 | @ | @ | @2 | @ | @ws) | @2 | @e | @s)

(os}
(o]

(1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2)

(1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2)

s1|s5| Pr| Ps| Pa|Ps | Pr| Pg | Py |Pu|Pa
@e | @2 | @ | @ | @2 | aa | @y | @2 | @)

m

(1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4)

G | s2 Pz | P3| Pa | P | P2 | Pg | Pio | Pua | P12
(1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8) (1:2) (1:4) (1:8)
H | s2 P> | Ps | Pa | Pe | P7 | Pg | P | Pii | Pro

(1:2) | @) | a8 | a2) | @4 | @a8) | a2) | @4) | @s)

Abbildung 3-8: Belegung einer 96-Well-Mikrotiterplatte zur Bestimmung des Glutathion-
gehalts

B = Blindwerte (5%-ige SSA-L6sung); S1 - S5 = GSH-Standards; P;.;, = Proben, verdinnt (1:2,
1:4,1:8)
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3.5.4 Auswertung

Die pro Zeiteinheit gemessenen Extinktionsanderungen (Aasosmin) der GSH-Standards
wurden um den Blindwert bereinigt und zur Erstellung einer Eichkurve herangezogen.
Diese diente der Zuordnung der blindwertbereinigten Apsosmin der verdiinnten Proben
zu der entsprechenden GSx-Konzentration (nmol/ml). Die ermittelten GSx-
Konzentration wurden unter Beriicksichtigung der Verdinnungsfaktoren auf die ur-
sprungliche Probe zurlickgerechnet und es wurde ein Mittelwert aus allen Werten der
beiden, jeweils auf die gleiche Weise behandelten, Schalen gebildet. Die mittleren
GSx-Konzentrationen wurden auRerdem auf den mittleren Proteingehalt der beiden
Parallelschalen bezogen (nmol/mg Zellprotein).
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3.6 Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und

Nekrose

3.6.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Prozesse des apoptotischen und nekrotischen Zelltodes lassen sich durch unter-
schiedliche morphologische Veranderungen der Zellen differenzieren. Zu den typi-
schen Merkmalen der Apoptose zéhlen Zellschrumpfung, Kondensation des Chroma-
tins, Kern-Fragmentierung und Zerfall der Zellen in vesikulare Strukturen. Demgegen-
Uber wird Nekrose durch Zellschwellung, Lyse zellularer Membranen und Freisetzung
von Zellorganellen begleitet.

Apoptotische und nekrotische Zellen kénnen fluoreszenzmikroskopisch durch eine
Doppelfarbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33342 und Propidiumiodid (PI)
detektiert werden. Hoechst 33342 passiert aufgrund seines lipophilen Charakters die
Membran intakter Zellen und bindet vornehmlich an Adenin-Thymin reiche Regionen
der DNA (Latt et al., 1976). Das Anregungsmaximum des Farbstoffs liegt bei 350 nm,
das Emissionsmaximum bei 460 nm. Die Kerne intakter Zellen erscheinen dadurch
hellblau. PI durchdringt nur die Zellmembran geschadigter Zellen und interkaliert ohne
besondere Sequenzpraferenz ebenfalls in die DNA (Waring, 1965). Bei einem Anre-
gungsmaximum von 530 nm und einem Emissionsmaximum von 620 nm erscheinen

mit Pl gefarbte Zellkerne rot.

3.6.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS: fluorescence activated cell sorting) ermdglicht die
Charakterisierung einzelner Zellen hinsichtlich ihrer physikalischen (Grol3e, Form, Gra-
nularitdt) und biochemischen (Oberflachenrezeptoren, DNA-Gehalt) Eigenschaften.
Das in dieser Arbeit verwendete FACS Calibur Geréat (Institut fir Immunologie, UKSH
Kiel) verfugt Uber einen Argon-Laser (488 nm), dem ein Streulicht- und drei Fluores-
zenzdetektoren (FL-1 bis FL-3) zugeordnet sind, und Uber einen nachgeschalteten
Dioden-Laser (635 nm, FL-4 Detektor).

Bei einer durchflusszytometrischen Messung werden einzelne Zellen in einer Suspen-
sion an dem dualen Lasersystem vorbeigefuhrt und streuen aufgrund ihrer physikali-
schen Eigenschaften das Licht des Argon-Lasers. Die Vorwarts-Lichtstreuung (forward
scatter, FSC) ist hierbei ein Mal3 fir die Beugung des Lichts in flachem Winkel und

korreliert mit der GroRRe der Zellen. Die Seitwarts-Lichtstreuung (side scatter, SSC) ist
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ein Mal3 fur die Brechung des Lichts in einem 90°-Winkel, welche von der Granularitat
und &uf3eren Form der Zellen beeinflusst wird. Beide Laser regen zudem oberflachliche
und intrazellulare Fluoreszenzfarbstoffe an, deren charakteristische Emissionsspektren
erfasst werden kénnen. Fur die durchgefiihrten Experimente war die Detektion von
APC Annexin V (FL-4) und PI (FL-2) von besonderem Interesse.

3.6.2.1 PIl/Annexin V-Farbung

Die Farbung mit Pl und Annexin V zur Detektion von Apoptose und Nekrose wurde in
Anlehnung an Vermes et al. (1995) durchgefihrt. In einem friihen Stadium der Apopto-
se erfolgt eine Translokation von Membranphospholipiden, u.a. Phosphatidylserin (PS),
von der Innen- auf die Aul3enseite der Zellmembran. Annexin V, ein 35-36 kDa grof3es
Protein, bindet in Anwesenheit von Ca** mit hoher Affinitat an PS. Durch Kopplung mit
Fluoreszenzfarbstoffen (hier: APC = Allophycocyanin) kann Annexin V durchflusszyto-
metrisch bei einer Anregungswellenlange von 650 nm und einer Emissionswellenléange
von 660 nm detektiert werden. Da nekrotische Zellen aufgrund ihrer permeabilisierten
Membran auch Annexin V anlagern, wird zur Differenzierung der nekrotischen und
apoptotischen Zellpopulation eine Gegenfarbung mit Pl durchgefuhrt. PI dringt bei Ver-
lust der Membranintegritat in nekrotische, allerdings auch in spétapoptotische Zellen
ein und interkaliert hier in die DNA. Das PI-Signal kann ebenfalls am FACS (Anregung:

488 nm, Emission: 620 nm) erfasst werden.

3.6.2.2 Zellzyklusanalyse

Eine Zelle durchlauft einen Zyklus, der sich in die G;-(engl. ,gap®), S- (Synthese), G,-
und M- (Mitose) Phase gliedern lasst. In der G;-Phase findet Zellwachstum statt, in der
sich daran anschlielenden S-Phase die Verdopplung der DNA. Wéahrend der darauf
folgenden G,-Phase wird die Zelle auf die anschlieRende M-Phase vorbereitet, in der
die zuvor replizierte DNA gleichmalig auf die beiden entstehenden Tochterzellkerne
verteilt wird. Differenzierte Zellen treten nach der M-Phase in eine Ruhephase (Gy) ein,
aus der sie auf bestimmte Reize hin erneut in die G;-Phase tbergehen kénnen.

In Abh&ngigkeit von der jeweiligen Zellzyklusphase ist der Chromosomensatz einer
Zelle di- (Gg;1i-Phase), di- bis tetra- (S-Phase) bzw. tetraploid (G,/M-Phase). Durch Féar-
bung mit dem DNA-Interkalator Pl kann der DNA-Gehalt und damit die Zellzyklusvertei-
lung einer fixierten Zellpopulation bestimmt werden. Gleichzeitig ist die Detektion von
Apoptose mdglich. Apoptotische Zellen besitzen aufgrund der DNA-Fragmentierung
geringere Mengen an DNA als diploide (subGg;-Phase). Das PI-Signal kann am FACS

bei einer Anregungswellenléange von 488 nm und einer Emissionswellenlange von 620
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nm aufgezeichnet werden. Da Pl unspezifisch auch in doppelstrangige RNA interkaliert

(Suzuki et al., 1997), muss diese vor der Messung eliminiert werden.

3.6.3 Arbeitsldsungen
= Trypsinlésung Tryple Select: gebrauchsfertig

= Hoechst 33342-Stammlésung: 1 mg Hoechst 33342 in 1 ml ultra pure H,O geldst
(portionsweise bei -20 °C gelagert)

= PI-Stammldsung: 1 mg Plin 1 ml ultra pure H,O geldst
(bei 4 °C gelagert)

= APC Annexin V: gebrauchsfertig

= DNase freie RNase A: 1 mg RNase A in 1 ml RNase-Puffer geltst
(portionsweise bei -20 °C gelagert)

= PBS-Puffer (@ Ca* und Mg®"):  Zusammensetzung siehe Tabelle 2-3 , Seite 15

= HBSS-L6sung (@ Glucose): Zusammensetzung siehe Tabelle 2-3 , Seite 15
= Annexin V-Bindungspuffer: 595,78 mg HEPES in 200 ml H,O geldst
(bei 4 °C gelagert) pH-Wert mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt

2045,29 mg NaCl und 69,36 mg CaCl,
zugegeben und Volumen auf 250 ml aufgefullt

= RNase-Puffer: 302,85 mg Tris in 200 ml H,O gel&st
(bei RT gelagert) pH-Wert mit 1 N HCI auf 7,5 eingestellt
219,15 mg NaCl zugegeben
Volumen auf 250 ml aufgefillt

= Ethanol (99,9%): gebrauchsfertig

3.6.4 Versuchsaufbau und -durchfithrung

Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und Nekrose wurden in 10-cm-
Kulturschalen durchgefiihrt. Die Aussaat erfolgte im Wachstumsmedium A (10 ml). Bei
allen Versuchen mit U-87 MG Zellen wurde stets eine Zellzahl von 4 - 10° je Schale
gewahlt. Bei den Versuchen mit A-172 Zellen wurden 4 - 10° (alle Staurosporin (ST)-
Versuche und PI/Annexin V-Farbungen) bzw. 2 - 10° Zellen (alle anderen Versuche) je
Schale verwendet. Die Exposition der Kulturen fand 24 h nach der Aussaat statt, wobei
das vorhandene Wachstumsmedium durch 8 ml Versuchsmedium A ausgetauscht

wurde. Dieses enthielt verschiedene Konzentrationen an ATO, Polyphenolen sowie
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BSO, jeweils einzeln und in Kombination bzw. ST. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur
mit den Losungsmitteln (0,1 N NaOH und/oder DMSO) behandelt wurden.

Nach Ablauf der Expositionszeit (24 oder 72 h) erfolgte die Uberfiihrung samtlicher
Zellen in 50 ml Zentrifugenréhrchen. Dazu wurden zunachst Versuchsmedium und die
sich darin befindlichen, bereits abgelésten Zellen in die Réhrchen pipettiert. Angehefte-
te Zellen wurden durch Inkubation mit 5 ml Trypsinlésung (37 °C, 3 min) abgel6st, die
Trypsinldsung durch Zugabe von 5 ml serumhaltigem Versuchsmedium A (4 °C) inakti-
viert und die erhaltene Zellsuspension ebenfalls in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. An-
schlielend wurden die Schalen dreimal mit insgesamt 32 ml serumfreiem Versuchs-
medium B (4 °C) gespult und so auch die restlichen Zellen gesammelt. Nach dem Ern-
ten wurden die Zellen bei 1560 x g (3000 RPM) fiir 15 min abzentrifugiert (Megafuge
1.0 R; 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml PBS (ohne Ca®* und
Mg*") resuspendiert. Bei Versuchen mit anschlieRender Pl/Annexin V-Farbung erfolgte
das Resuspendieren des Pellets im Annexin V-Bindungspuffer, um die Anlagerung von
Annexin V an PS zu gewahrleisten. Verwendungsmaoglichkeiten der gewonnenen Zell-
suspension sind im Folgenden beschrieben.

Fluoreszenzmikroskopie

Jeweils 100 pl der Zellsuspension wurden mit je 10 ul PI- (10 pg/ml, verdinnt im PBS)
sowie 10 ul Hoechst 33342-Ldsung (5 pg/ml, verdinnt im HBSS) versetzt und fir 5 min
bei RT inkubiert. Anschlieiend wurden zweimal 10 ul jeder Probe auf einen Objekttra-
ger aufgetragen und mindestens 5 zuféllig ausgewahlte Gesichtsfelder mit einem 20er
Objektiv und weitere 10 mit einem 40er Objektiv im Fluoreszenzmikroskopie (Zeiss) mit

einer Digitalkamera (Canon, Power Shot A620) fotografiert.

Pl/Annexin V-Farbung

Zu jeweils 100 pl der Zellsuspension wurden 5 ul APC Annexin V und 10 pl PIl-Lésung
(10 pg/ml, verdinnt im Annexin V-Bindungspuffer) gegeben. Um die Markierungsreak-
tion der Farbstoffe zu stoppen, wurden die Proben nach einer Inkubationszeit von 15
min (4 °C) mit 400 ul Annexin V-Bindungspuffer versetzt und in eisgekuhlte FACS-
Rohrchen uberfuhrt. Die Analyse erfolgte am FACS Calibur. Zur Auswertung diente

das Programm CellQuest Pro erganzt durch die Freeware WinMDI 2.9.

Zellzyklusanalyse

Jeweils 400 pl der Zellsuspension wurden tropfenweise und unter kontinuierlichem

Mischen (Thermomixer, RT) zu 400 ul eiskaltem Ethanol (99,9%) gegeben und an-
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schlieRend bei -20 °C gelagert. Am Tag der Messung wurden die Zellen bei 300 x g
und 4°C fir 10 min abzentrifugiert (Heraeus fresco 21) und nach Entfernen des Uber-
standes mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Unter Verwendung der gleichen Einstellun-
gen wurden die Zellen anschlieRend erneut abzentrifugiert und das Pellet in 200 pl
PBS-Puffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 8 pl DNase-freier RNase A
(Lmg/ml) sowie 200 pl PI-Lésung (50 pg/ml, verdiinnt im PBS) und die Uberfihrung der
Proben in FACS-R6hrchen. Nach einer Inkubation tiber 30 min bei RT wurden die Pro-
ben bis zur Messung (FACS Calibur) bei 4 °C gehalten. Zur Auswertung der Ergebnis-
se diente das Programm CellQuest Pro, erganzt durch die Freeware WinMDI 2.9.

Proteinbestimmung und Zellzdhlung

Bei den hier angewendeten Methoden sind nur Aussagen tber den Zustand von Zellen
moglich, die noch hinreichend intakt sind. Uber den Untergang von zu stark geschadig-
ten Zellen bzw. ihren Resten (sog. ,desintegrierten Zellen®) konnen keine Aussagen
mehr getroffen werden. Um den Anteil der Zellen abzuschatzen, der in die Analyse
einging, wurde in ausgewahlten Versuchen die Proteinmenge der sedimentierten Zel-
len bestimmt. Weiterhin wurden lichtmikroskopische Zellzahlungen durchgefiihrt.

Fur die Proteinbestimmung wurden jeweils zweimal 25 ul der Zellsuspension abge-
nommen und entsprechend 3.2.5 weiter behandelt. Eine Bestimmung des Proteinge-
halts fand nicht statt, wenn das Pellet im Annexin V-Bindungspuffer aufgenommen
wurde, da das hier enthaltene HEPES zu einer Stérung der Messung fiihrt. Fir die
Zellzahlung wurden jeweils zweimal 100 pl der Zellsuspension mit je 100 ul 0,2%
Trypanblau versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 2 min erfolgte die Bestimmung der
Gesamtzellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zéahlkammer, wobei eine Differenzierung zwi-
schen trypanblau-negativen (vitalen) und trypanblau-positiven (toten) Zellen stattfand.

Insgesamt wurden 4 GroRquadrate ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet.

3.6.5 Auswertung

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopisch kénnen nach einer Farbung mit Hoechst 33342 und PI vier
morphologische Zustande von Zellkernen unterschieden werden (vgl. Abb. 3-9).

a) Vitale Zellen: Die Kerne erscheinen in einem hellen Blau.

b) Frihapoptotische Zellen: Die Kerne sind fragmentiert und hellblau leuchtend. Sie

sind oft kleiner als die Kerne vitaler Zellen und zeigen kondensiertes Chromatin.
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c) Spatapoptotische Zellen: Die Kerne sind fragmentiert, rot und leuchtend. Sie besit-
zen kondensiertes Chromatin und sind ebenfalls kleiner als die Kerne vitaler Zellen.
d) Nekrotische Zellen: Die Kerne sind rot und im Vergleich zu den Kernen vitaler Zel-

len haufig vergroRert.

a) Kerne vitaler Zellen

c) Kerne spatapoptotischer Zellen

d) Kerne nekrotischer Zellen

Abbildung 3-9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kerne von A-172 Zellen nach
Farbung mit Hoechst 33342 und Propidiumiodid

Die Induktion von Apoptose erfolgte durch Exposition der A-172 Zellen mit 500 nM Staurosporin
Uber 24 h. Die Aufnahmen wurden bei einer 400-fachen VergroRerung (Zeiss Fluoreszenzmik-
roskop, Kamera Canon Power Shot A620) gemacht.

Pl/Annexin V-Farbung

Ohne Verwendung eines Gates wurden zunachst 1 - 10* Zellen je Probe analysiert und
ein Ausschluss von Zellbruchstiicken durch Darstellung des FSC/SSC in einem Streu-
ungsdiagramm vorgenommen (vgl. Abb. 3-10A und B). AnschlieRend wurde die Fluo-
reszenzintensitat von APC Annexin V (FL4-H) und PI (FL2-H) der im Gate R1 enthalte-
nen Zellpopulation in einem weiteren Streuungsdiagramm bewertet (vgl. Abb. 3-10C
und D).
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Abbildung 3-10: Auswertung der PI/Annexin V-Farbung am Beispiel von A-172 Zellen

Unbehandelte (A und C) bzw. Uber 24 h mit 500 nM ST behandelte (B und D) A-172 Zellen
wurden entsprechend 3.6.4 mit Pl und APC Annexin V markiert und am FACS Calibur analy-
siert. Durch Darstellung des Streuungsdiagramms des FSC/SSC (A und B) wurde zunéchst
eine Diskriminierung von Zelltrtimmern vorgenommen. Der Zustand der jeweils im Gate R1
enthaltenen Zellsuspension wurde anschlief3end im Streuungsdiagramm des Pl/Annexin (C und
D) bewertet.

Die Einteilung der Streuungsdiagramme der fluoreszenzmarkierten Zellen in die vier
Quadranten erfolgte bei einer einmaligen Kalibrierung des FACS vor Beginn der ei-
gentlichen Messungen. Zum Setzen des Fadenkreuzes wurden eine unbehandelte
sowie eine mit ST behandelte Zellpopulation verwendet, die mit APC Annexin V und PI
einzeln sowie in Kombination gefarbt bzw. ungefarbt gelassen wurden. Im Quadranten
unten links (LL) befinden sich ungefarbte, vitale Zellen. Im unteren rechten Quadranten
(LR) liegen nur mit APC Annexin V gefarbte, frihapoptotische Zellen. Der obere rechte
Quadrant (UR) enthalt Pl- und APC Annexin V-positive Zellen. Diese sind entweder
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nekrotisch oder spatapoptotisch. Im oberen linken Quadranten (UL) sind nur mit PI
gefarbte Zellen zu finden. Sie werden zu den nekrotischen gezahilt.

Zellzyklusanalyse

Es wurden zunachst 1 - 10* Zellen je Probe am FACS Calibur analysiert und eine Dis-
kriminierung von Doubletten (aneinander haftenden Zellen) vorgenommen. Die Proben
wurden dazu im FL2-Kanal, aufgetrennt in FL2-A (engl. ,area®) und FL2-W (engl.
LWwidth®), mit dem Doubletten-Differenzierungsmodus (DDM) vermessen und die Signa-
le gegeneinander aufgetragen (vgl. Abb. 3-11, A und B). Doubletten erzeugen bei glei-
chem DNA-Gehalt mehr Streulicht als Singuletten und lassen sich so ausklammern.

A) B)
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FL2-A
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Abbildung 3-11: Auswertung einer Zellzyklusanalyse am Beispiel von A-172 Zellen

Unbehandelte (A und C) bzw. Uber 24 h mit 500 nM ST behandelte (B und D) A-172 Zellen
wurden entsprechend 3.6.4 mit Pl markiert und am FACS Calibur analysiert. Durch Auftrennung
des FL2-Kanals in FL2-A und FL2-W wurde zunéachst eine Doubletten-Diskriminierung vorge-
nommen (A und B). Die Zellzyklusverteilung der jeweils im Gate R1 enthaltenen Zellpopulation
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wurde anschliel3end in einem Histogramm (C und D) bewertet. M1 = subGg;-Phase; M2 = G-
Phase; M3 = S-Phase; M4 = G,/M-Phase.

Die Zellzyklusverteilung der Singuletten-Population (R1) wurde anschlieend durch
Darstellung in einem Histogramm bewertet. Die x-Achse eines solchen Histogramms
reprasentiert die Fluoreszenzintensitat von Pl (FL2-A), die y-Achse die Anzahl der Er-
eignisse (Zellzahl). Abbildung 3-11C zeigt beispielhaft die Zellzyklusverteilung einer
unbehandelten Probe. Der Hauptanteil der Zellen befindet sich in der Gg;-Phase. In
Abbildung 3-11D ist weiterhin eine mit ST behandelte Zellpopulation zu sehen. Wah-
rend der Apoptose findet eine Fragmentierung der DNA statt, sodass die Interkalation
von Pl zunehmend schlechter wird. Das damit verbundene schwéchere Fluoreszenz-
signal wird in der FACS-Analyse links des Gg;-Peaks sichtbar und als subGg;-Peak
bezeichnet. Eine Ansammlung von Zellen in einer bestimmten Phase des Zellzyklus

(Gor-, S-, Go/M-Arrest) gibt zudem Hinweise auf Proliferationshemmung.
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3.7 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse, ihre lineare und nichtlineare Anpassung
sowie die grafische Darstellung erfolgten mittels des Programms Graph Pad Prism 5.
Zur Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analysen diente zusatzlich die Freeware
WinMDI 2.9. Alle Experimente wurden in der Regel dreimal wiederholt. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert (MW) und Standardfehler des Mittelwertes (SEM; bei n 2 3) bzw.
Spannweite (bei n = 2) dargestellt. Die Fehlerbalken sind nicht abgebildet, wenn sie
kleiner sind als die Symbole, die den Mittelwert repréasentieren.

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde der ungepaarte t-Test (zwei
Gruppen) oder die Varianzanalyse (ANOVA; mehr als zwei Gruppen) gefolgt von ei-
nem Dunnett's multiple comparison test oder einem Tukey's multiple comparison test
durchgefuhrt. Bei der statistischen Auswertung der Daten wurden immer die tatsachlich
generierten und nicht die relativen Zahlen herangezogen, um die Streuung der Kontrol-
le zu bertcksichtigen. Ein Unterschied galt bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p <
0,05 als signifikant. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde in den Abbildungen auf
eine Differenzierung zwischen ,signifikanten“ (p < 0,05) und ,héchst signifikanten® (p <
0,001) p-Werten verzichtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung von A-172 und U-87 MG Zellen

Zunachst erfolgte durch Betrachtung der Morphologie, Proliferationsgeschwindigkeit
sowie der ZellgroRe eine Charakterisierung der verwendeten Glioma-Zelllinien A-172
und U-87 MG. Dazu wurden beide Linien mit einer Zellzahl von 5,3 - 10° in 35-mm-
Kulturschalen ausgesét und die Zellen alle 24 h Uber insgesamt 4 Tage fotografiert.
Weiterhin wurde die Zunahme der Zellzahl und des Gehalts an Zellprotein ermittelt. Die
gewahlte Aussaatdichte pro Flache einer 35-mm-Kulturschale war analog zu der in den
Proliferationshemmversuchen geplanten Zelldichte pro Well einer 96-Well-Mikrotiter-
platte (vgl. 3.2.3). Der betrachtete Zeitraum entsprach zudem der in den Vergiftungs-

versuchen maximal vorgesehenen Kultivierungsdauer.

4.1.1 Morphologie

Abbildung 4-1 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von A-172 und U-87 MG Zellen.
Nach der Aussaat adharieren beide Linien, wobei sich zwischen ihnen wahrend der
Kultivierung morphologische Unterschiede erkennen lassen. A-172 Zellen bilden einen
geschlossenen Zellrasen aus. Die Kulturschale ist bei der gewéhlten Aussaatdichte
bereits nach 24 h fast vollstdndig bedeckt. Die Zellen wachsen nicht ausschlielich,
aber Uberwiegend als Monolayer. Im zunehmenden Zeitverlauf (ab 48 h) nimmt die
GroRRe einzelner A-172 Zellen ab. U-87 MG Zellen breiten sich dagegen nicht tber die
gesamte Kulturoberflache aus. Nach 24 h sind die Zellen Gber lange Fortsatze verbun-
den. Der Zellrasen weist jedoch grof3e Liicken auf, die auch nach 96 h erhalten blei-
ben. Mit steigender Dichte wachsen U-87 MG Zellen vermehrt dreidimensional und

bilden ein netzartiges Geflecht mit Clustern.
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Abbildung 4-1: Morphologie von A-172 und U-87 MG Zellen bei einer Kultivierung tber 96
h

A-172 und U-87 MG Zellen wurden mit einer Zellzahl von 5,3 - 10°in 35-mm-Kulturschalen aus-
gesét und alle 24 h mittels Phasenkontrast-Mikroskop (Olympus IMT-2) und angeschlossener
Digitalkamera (Olympus E-300) fotografiert. Dargestellt sind typische Gesichtsfelder.

4.1.2 Proliferationsgeschwindigkeit

Abbildung 4-2 zeigt Wachstumskurven von A-172 und U-87 MG Zellen bei einer Kulti-
vierung Uber 96 h. Die gemessenen Parameter Zellzahl und Zellproteingehalt wurden
mit Hilfe einer Funktion fiir exponentielles Wachstum (Y, = Y, - €') angepasst.

24 h nach der Aussaat entspricht die ermittelte Zellzahl (~ 5 - 10°) bei beiden Linien der
ausgeséten (5,3 - 10°). Es ist anzunehmen, dass die Zellen zu Beginn der Kultivierung
an die neue Umgebung adaptieren und adhéarieren missen. Im Zeitraum zwischen 24
und 96 h nimmt die Zahl von A-172 und U-87 MG Zellen sowie die Menge an Zellpro-
tein zu. Die Kurven von U-87 MG Zellen weisen dabei einen steileren Verlauf auf, als
die von A-172 Zellen.
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Abbildung 4-2: Wachstumskurven von A-172 und U-87 MG Zellen bei einer Kultivierung

Uber 96 h

Es wurden jeweils 5,3 - 10° A-172 bzw. U-87 MG Zellen pro 35-mm-Kulturschale ausgesat und
Uber 96 h kultiviert. Alle 24 h wurde je eine Schale zur Bestimmung der Zellzahl (A) und des
Zellproteingehalts (B) herangezogen (vgl. 3.1). Dargestellt sind die MW + Spannweite aus n = 2

Versuchen und die Anpassung mittels einer Funktion fur exponentielles Wachstum.

(A) R*-Wert = 0,8095 (A-172) bzw. 0,9225 (U-87 MG)
(B) R*Wert = 0,9029 (A-172) bzw. 0,8201 (U-87 MG)
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Aus den Wachstumskurven lassen sich die Verdopplungszeiten der Zelllinien bestim-
men. Fir A-172 Zellen ergibt sich je nach Bezugsgrof3e (n = 2) eine Verdopplungszeit
von 67 + 13 h (Zellzahl) bzw. 69 + 7 h (Zellprotein). U-87 MG Zellen haben eine Ver-
dopplungszeit von 34 + 11 h, gemessen an der Zellzahl. Der anhand der Zellprotein-
menge bestimmte Wert liegt bei 45 + 3 h. U-87 MG Zellen wachsen also schneller als
A-172 Zellen.

Lichtmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass A-172 Zellen den Boden der Kulturscha-
le bereits 24 h nach der Aussaat fast vollstandig bedecken (vgl. Abb. 4-1). Um der Fra-
ge nachzugehen, ob die geringe Proliferationsrate dieser Zelllinie mdglicherweise das
Ergebnis der hohen Ausgangszellzahl (5,3 - 10°) ist, wurde der Einfluss der Aussaat-
dichte auf die Verdopplungszeit von A-172 Zellen untersucht. Dazu wurden weitere
Kulturen mit 2,7 - 10° sowie 1,3 - 10° Zellen pro 35-mm-Schale angelegt und alle 24 h
Uber insgesamt 4 Tage Zellzahl und Zellproteinmenge bestimmt (Daten nicht gezeigt).
Durch Verminderung der Ausgangszellzahl um den Faktor 2 bzw. 4 nimmt die Ver-
dopplungszeit von A-172 Zellen tendenziell ab. Dieser Zusammenhang wurde jedoch

nicht systematisch analysiert.

Um weiterhin zu klaren, ob die Passagenzahl einen Einfluss auf die Wachstumsrate
der verwendeten Zelllinien hat, wurde nach Abschluss der Proliferationshemmversuche
(vgl. 4.2) die dort gemessene Zellproteinmenge der Kontrollzellen nach einer Kultivie-
rung Uber insgesamt 48 sowie 96 h ihrer jeweiligen Passagenzahl gegeniiber gestellt
(Daten nicht gezeigt). Es ergaben sich zu keinem Zeitpunkt und fiir keine der Zelllinien

signifikante Unterschiede zwischen der Nummer der Passage und dem Zellwachstum.

4.1.3 Zellgrole

Um den Zusammenhang zwischen der Zahl und dem Proteingehalt von A-172 und U-
87 MG Zellen zu ermitteln, wurden Daten, welche aus den oben beschriebenen Versu-
chen stammen, gegen einander aufgetragen (vgl. Abb. 4-3). Zwischen den beiden Pa-
rametern besteht ein linearer Zusammenhang. Der gemessene Proteingehalt nimmt
mit steigender Zellzahl zu. Aus der Steigung der Regressionsgeraden ergibt sich der
Proteingehalt je Zelle. Bei U-87 MG Zellen betragt dieser 0,45 + 0,07 ng pro Zelle. Aus
den mit A-172 Zellen durchgefuhrten Versuchen leitet sich ein Proteingehalt von 0,63 +

0,04 ng pro Zelle ab. Also sind A-172 Zellen gemessen am Proteingehalt um ca. 40%
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groRer als U-87 MG Zellen. Dies stimmt qualitativ mit den lichtmikroskopischen Be-

obachtungen Uberein (vgl. Abb. 4-1).
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Abbildung 4-3: Zusammenhang zwischen Zellzahl und Zellproteingehalt bei A-172 und U-

87 MG Zellen

Die Werte stammen aus n = 2 Versuchen mit gleicher Zelldichte fur U-87 MG Zellen bzw. aus n

= 4 Versuchen mit drei unterschiedlichen Zelldichten fur A-172 Zellen (vgl. 4.1.2).
Gleichung der Regressionsgeraden (A-172): y = 0,0006329 x + 85,69; r’ = 0,9340

Gleichung der Regressionsgeraden (U-87 MG): y = 0,0004544 x + 73,29; r’ = 0,8492
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4.2 Untersuchungen zur Proliferationshemmung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuche beschrieben, in denen der kon-
zentrations- und zeitabhangige Einfluss von Arsentrioxid (ATO), verschiedenen pflanz-
lichen Polyphenolen (Genistein, Quercetin, Curcumin, Resveratrol, Epigallocatechin-3-
gallat) und Buthioninsulfoximin (BSO) auf das Wachstum von A-172 und U-87 MG Zel-
len untersucht wurde. Wie im Methodenteil beschrieben (vgl. 3.2), wurden die Zellen
mit ATO (0,5 - 20 uM), den Polyphenolen (2 - 100 puM), BSO (2 - 100 uM) sowie ver-
schiedenen Kombinationen aus ATO und den einzelnen Polyphenolen bzw. BSO ex-
poniert. Nach 24 und/oder 72 h wurde als Mal3 fir die Zahl angehefteter Zellen der

Proteingehalt pro Well bestimmt.

421 Arsentrioxid

A) A-172 Zellen

Abbildung 4-4 fasst die Informationen aller Versuche zur Wirkung von ATO auf die
Proliferation von A-172 Zellen zusammen. Bei den unter (A) dargestellten Wachstums-
kurven wird davon ausgegangen, dass die Werte beit = 0 und t = 24 dem Zellprotein-
gehalt pro Well bei der Aussaat entsprechen (vgl. 4.1.2). Diese Annahme gilt fur alle
Wachstumskurven, die im Folgenden zu sehen sind. Die Zahl der unbehandelten A-
172 Zellen pro Well nimmt innerhalb der ersten 24 h nach der Exposition nur leicht zu.
Der Effekt einer zytostatisch wirkenden Substanz kann sich nur im Bereich zwischen
der Zunahme der Kontrollzellen und der anfanglich ausgesaten Zellmenge zeigen. Die
in den vorliegenden Versuchen bei zytostatischer Wirkungsweise maximal erreichbare
Hemmung betragt im Vergleich zur Kontrolle nur 30%. Nach 72 h sind es 60%. Das
bedeutet also, dass 24 h-Expositionen bei A-172 Zellen bzw. generell bei Zellen mit
langen Verdopplungszeiten wenig Aussagekraft besitzen, da der Spielraum zur Detek-
tion von Wachstumshemmung gering ist. In diesem Fall sind Expositionen tber langere
Zeiten notwendig.

Die gezeigten Wachstumskurven verdeutlichen weiterhin die Zeitabhangigkeit der
ATO-Wirkung. Niedrige Konzentrationen an ATO (0,5 - 2 uM) haben bei einer Inkubati-
on Uber 24 h keinen messbaren Effekt auf A-172 Zellen. Uber 72 h férdern diese Kon-
zentrationen im Vergleich zur Kontrolle reproduzierbar die Proliferation. Héhere ATO-
Konzentrationen fihren zu einer Hemmung des Zellwachstums. 10 und 20 uM ATO

wirken bei einer Behandlung Uber 24 h dabei zytostatisch. Eine 72 h-Exposition zeigt
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Abbildung 4-4: Wirkung von Arsentrioxid auf die Proliferation von A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden 24 h nach der Aussaat Uber weitere 24 h (n = 9) bzw. 72 h (n = 18) mit
ATO exponiert. AnschlieRend erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). (A) Zeitabhéngigkeit:
Gezeigt sind die MW = SEM des gemessenen Zellproteingehalts in pg/Well. Die Werte beit =0
und t = 24 entsprechen dem Proteingehalt/Well bei der Aussaat (vgl. 4.1.3). (B) Konzentrati-
onsabhangigkeit: Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der
Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. In vielen Féllen sind die
Standardfehler kleiner als die Symbole, die den MW représentieren. *p < 0,05 vs. Kontrolle (A-
NOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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zusatzlich eine zytoletale Wirkung dieser Konzentrationen. D.h. sie induzieren eine
Verminderung der Zellzahl bezogen auf die anfanglich ausgesate Zellmenge (10 uM
ATO) bzw. l6sen einen vollstandigen Zellverlust aus (20 uM ATO).

Aus den Wachstumskurven von A-172 Zellen leiten sich die unter (B) abgebildeten
Konzentrations-Wirkung-Kurven von ATO ab. Diese verdeutlichen nochmal die Kon-
zentrationsabhangigkeit der ATO-Wirkung. Bei einer Inkubation Uber 24 h induziert
ATO ab 5 pM eine statistisch signifikante Verminderung des Zellwachstums im Ver-
gleich zur Kontrolle (5%). Die héchste eingesetzte ATO-Konzentration (20 uM) fuhrt zu
einer Verminderung um 30%. Nach 72 h hat die Konzentrations-Wirkung-Kurve von
ATO einen biphasischen Verlauf. Niedrige ATO-Konzentrationen (0,5 - 2 uM) stimulie-
ren reproduzierbar und teilweise signifikant die Proliferation von A-172 Zellen - ein Ef-
fekt, der auch bei anderen Zelllinien beobachtet werden konnte (Herbert et al., 2012;
Watcharasit et al., 2012). Héhere ATO-Konzentrationen wirken demgegenuber prolife-
rationshemmend. Der ECsp-Wert (n = 18) fir ATO nach 72 h betragt bei A-172 Zellen
8,0 £ 0,4 uM.

B) U-87 MG Zellen

In Abbildung 4-5 sind die Ergebnisse aller Versuche zur Wirkung von ATO auf die
Proliferation von U-87 MG Zellen zusammengefasst. An den Wachstumskurven lasst
sich erkennen, dass die Proliferationsgeschwindigkeit von U-87 MG Zellen wie die von
A-172 Zellen niedrig ist. Innerhalb der ersten 24 h nach der Exposition nimmt die Zahl
der Kontrollzellen kaum zu. Zur Messung von Wachstumshemmung sind daher auch
bei dieser Zelllinie langere Expositionszeiten sinnvoll. Das Wachstum von U-87 MG
Zellen Uber die Zeit ist umso geringer, je hoher die eingesetzte ATO-Konzentration ist.
Bei Konzentrationen zwischen 0,5 und 5 pM agiert ATO zytostatisch. Bei hoheren Kon-
zentrationen geht die zytostatische Wirkung in eine zytoletale tber. Bereits bei einer
Exposition Uber 24 h induzieren 10 und 20 pM ATO eine Verminderung der Zellzahl
bezogen auf die anfanglich ausgesate Zellmenge. Nach 72 h liegt bei diesen Expositi-
onsbedingungen ein vollstandiger Zellverlust vor.

Wie unter (B) gezeigt, tritt ab 2 uM ATO nach 24 h eine statistisch signifikante Vermin-
derung des Zellwachstums auf. Dieser Effekt nimmt mit steigender Konzentration zu
und ergibt beim Einsatz von 20 uM ATO eine Verminderung von ca. 70%. Nach 72 h
fuhrt ATO bereits ab 0,5 uM zu einer statistisch signifikanten Proliferationshemmung. In
Anwesenheit von 10 uM ATO sind keine Zellen mehr zu finden. Der ECso-Wert von
ATO betragt bei einer Exposition tber 24 h 12,8 + 0,8 uM (n = 8) und sinkt nach 72 h
auf 2,0 £ 0,1 uM (n = 20).



54

Ergebnisse

A)
40+
Kontrolle - 5uM ATO
= 301 .o- o5 uM ATO -F3- 10 pm ATO Q
%) { & 1uMATO 4 20uM ATO
S N P
= 204 A 2 M ATO
2
e i -
= 1 -
N 107 g i
o -
I T T 1
0 24 48 96
Zeit [n]
B)
120+
i)
1=
o
X 80+
(]
©
S 604
G
% 40
)
o
o 20+
S
O_

0,5 1 2 5 10 20
Arsentrioxid [ UM]

Abbildung 4-5: Wirkung von Arsentrioxid auf die Proliferation von U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden 24 h nach der Aussaat Uber weitere 24 h (n = 8) bzw. 72 h (n = 20) mit
ATO exponiert. In Anschluss erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). (A) Zeitabhéangigkeit:
Gezeigt sind die MW = SEM des gemessenen Zellproteingehalts in pg/Well. Die Werte beit =0
und t = 24 entsprechen dem Proteingehalt/Well bei der Aussaat (vgl. 4.1.3). (B) Konzentrati-
onsabhangigkeit: Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der
Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. In vielen Fallen sind die
Standardfehler kleiner als die Symbole, die den MW représentieren. *p < 0,05 vs. Kontrolle (A-

NOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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C) Vergleich der Wirkung von Arsentrioxid auf A-172 und U-87 MG Zellen

Vergleicht man die proliferationshemmende Wirkung von ATO auf die untersuchten
Glioma-Zellen, ist zu erkennen, dass U-87 MG Zellen wesentlich empfindlicher reagie-
ren als A-172 Zellen (vgl. Abb. 4-6). Bei U-87 MG Zellen ist nach einer 24 h-Exposition
ab einer Konzentration von 2 uM ATO eine leichte Verminderung des Zellwachstums
verglichen mit der Kontrolle zu beobachten. Dieser Effekt nimmt mit steigender Kon-
zentration zu und ergibt beim Einsatz von 20 uM ATO eine Verminderung um ca. 70%.
Der ECso-Wert (24 h) fir ATO bei U-87 MG Zellen betragt 12,8 uM. A-172 Zellen zei-
gen nach 24 h im Konzentrationsbereich zwischen 0,5 und 2 pM noch keine messbare
Reaktion auf ATO. Die héchste eingesetzte ATO-Konzentration fiihrt zu einer Hem-
mung um 30%.

Nach 72 h verlauft die Konzentrations-Wirkungs-Kurve von ATO bei A-172 Zellen
biphasisch, wahrend die Kurve bei U-87 MG Zellen einen stetigen, sigmoiden Verlauf
aufweist. Bei U-87 MG Zellen fiihrt eine Behandlung mit 0,5 uM ATO bereits zu einer
statistisch signifikanten Hemmung der Proliferation. Der Einsatz dieser Konzentration
wirkt auf A-172 Zellen nicht proliferationshemmend. Im Gegenteil, die Proliferationsrate
der mit bis zu 2 yM ATO exponierten A-172 Zellen ist sogar reproduzierbar héher als
die der unbehandelten Kontrolle (bis zu 10%). Niedrigere Konzentrationen als 0,5 uM
ATO wurden nicht untersucht. Es lassen sich also keine Aussagen Uber eine mdgliche
Wachstumsstimulierung durch noch geringere ATO-Konzentrationen bei U-87 MG Zel-
len treffen. Mit einem ECso-Wert von 2,0 uM sind U-87 MG Zellen nach einer Expositi-
on Uber 72 h um den Faktor 4 sensibler gegentiber ATO als A-172 Zellen (ECso-Wert:
8,0 uM).

Die in Abbildung 4-6 gezeigte Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von ATO basiert
auf nominellen Konzentrationen, d.h. der zu einem bestimmten Volumen an Kulturme-
dium zugegebenen ATO-Menge. Nominell effektive Konzentrationen in vitro kdnnen
von der eingesetzten Zellkonzentration abhangig sein (Gulden et al., 2001; 2013). Cha-
rakterisiert man die Zellkonzentration zu Beginn der Exposition durch die Zellprotein-
menge pro Volumeneinheit Medium (pg/ml), so ergibt sich fur die hier beschriebenen
Versuche eine Zellkonzentration von 31,5 pg/ml (A-172) und 45 pg/ml (U-87 MG).
Tragt man die Wirkung von ATO gegen die ,Dosis pro Zelle* (umol/mg Zellprotein) auf,
leiten sich die in Abbildung 4-7 dargestellten Dosis-Wirkungs-Kurven ab. Es wird deut-
lich, dass der Unterschied beziiglich der Empfindlichkeit beider Zelllinien bestehen
bleibt. Die halbmaximal wirksame Zelldosis (EDso-Wert) nach einer 72 h-Exposition ist
bei U-87 MG Zellen mit 0,05 + 0,01 pumol ATO/mg Zellprotein finfmal niedriger als bei
A-172 Zellen (0,25 + 0,01 pmol ATO/mg Zellprotein).
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Abbildung 4-6: Vergleich der konzentrationsabhéngigen Wirkung von Arsentrioxid auf

die Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen

Dargestellt sind die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von ATO aus den Abbildungen 4-4B und
4-5B. Weitere Beschreibung siehe dort. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple

comparison test).
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Abbildung 4-7: Vergleich der dosisabhéngigen Wirkung von Arsentrioxid auf die
Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen

Dargestellt sind Dosis-Wirkungs-Kurven von ATO, die den in Abbildung 4-6 gezeigten Konzent-
rations-Wirkungs-Kurven entsprechen. Die ATO-Dosis (umol/mg Zellprotein) wurde aus der
nominellen ATO-Konzentration (uM) und der jeweils vorliegenden Zellproteinkonzentration bei
der Aussaat (ug Zellprotein/ml Mediumvolumen) berechnet.
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4.2.2 Pflanzliche Polyphenole

4.2.2.1 Genistein

Wie in Abbildung 4-8 gezeigt, besitzt Genistein eine von der Konzentration und Exposi-
tionszeit abhangige proliferationshemmende Wirkung auf A-172 und U-87 MG Zellen.
An den Wachstumskurven lasst sich erkennen, dass Genistein die Proliferationsge-
schwindigkeit der beiden Zelllinien bei Konzentrationen ab 10 uM gegeniiber den Kon-
trollen vermindert. Das Wachstum der Zellen ist dabei umso geringer, je h6her die ein-
gesetzte Konzentration ist. Selbst bei 100 uM Genistein tritt jedoch kein Zellverlust be-
zogen auf die anfanglich ausgeséate Zellmenge auf. Mit anderen Worten: Genistein
wirkt bei beiden Zelllinien nicht zytoletal.

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Genistein haben bei beiden Zelllinien einen
ahnlichen Verlauf. Eine 24 h-Exposition mit Genistein fuhrt bei Konzentrationen bis zu
20 uM zu keinem Effekt. Hohere Genistein-Konzentrationen bewirken jeweils eine ge-
ringe, aber statistisch signifikante Hemmung des Zellwachstums im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle. Bei A-172 Zellen betragt die Hemmung 10% (50 uM) bzw. 20%
(100 pM). Bei U-87 MG Zellen ist die Hemmung beim Einsatz entsprechender Konzent-
rationen mit 20% bzw. 35% etwas hoher. Nach 72 h ist bei beiden Zelllinien eine re-
produzierbare Verminderung des Wachstums (~ 10%) ab 10 uM Genistein zu erken-
nen. Die hdchste eingesetzte Genistein-Konzentration (100 uM) fuhrt zu einer Abnah-
me des gemessenen Zellproteingehalts pro Well um jeweils 70%. Der ECso-Wert (n =
3) fir Genistein nach 72 h betragt 45,9 + 5,1 uM (U-87 MG) bzw. 66,7 £ 14,5 uM (A-
172). Die wachstumshemmende Potenz von Genistein ist also bei beiden Zelllinien

sehr ahnlich.
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Abbildung 4-8: Wirkung von Genistein auf die Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden 24 h nach der Aussaat Uber weitere 24 sowie 72 h mit Ge-
nistein (Gen) behandelt und im Anschluss einer Proteinbestimmung unterzogen (vgl. 3.2). Es
wurden n > 3 Versuche durchgefiihrt. (A - B) Zeitabhéangigkeit: Gezeigt sind die MW + SEM
des gemessenen Zellproteingehalts in ug/Well. Die Werte bei t = 0 und t = 24 entsprechen dem
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Proteingehalt/Well bei der Aussaat (vgl. 4.1.3). (C) Konzentrationsabhangigkeit: Dargestellt
sind die MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) und die
Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple
comparison test).

4.2.2.2 Quercetin

Anders als auf Genistein reagieren A-172 und U-87 MG Zellen auf eine Behandlung
mit Quercetin deutlich unempfindlicher (vgl. Abb. 4-9). An den Wachstumskurven l&asst
sich erkennen, dass Quercetin bis zu einer Konzentration von 20 yM die Proliferation
der beiden Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle nicht beeinflusst. Das gilt sowohl fir
eine Exposition Uber 24 als auch Uber 72 h. Eine schwache zytostatische Wirkung zeigt
sich erst bei hoheren Quercetin-Konzentrationen. Die Proliferationsgeschwindigkeit der
mit 50 und 100 pM Quercetin behandelten Zellen ist verglichen mit den unbehandelten
Zellen Uber die gesamte Expositionsdauer verlangsamt. Eine vollstdndige Wachstums-
hemmung wird jedoch nicht erreicht.

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Quercetin haben bei beiden Zelllinien einen
ahnlichen Verlauf. Mit dem Einsatz von 100 uM Quercetin wird nach 24 h eine Hem-
mung des Wachstums von 10% (U-87 MG) bzw. 25% (A-172) erzielt. Letztere ist im
Vergleich zur Kontrolle statistisch signifikant. Nach 72 h betragt die Hemmung in An-
wesenheit von 50 uM Quercetin bei beiden Zelllinien 20%. Bei einer Behandlung mit
100 uM Quercetin steigt der Wert auf jeweils 40%. Der ECso-Wert flir Quercetin wurde
durch Extrapolation berechnet. Er betrdgt nach 72 h 119 + 13,9 uM (n = 3) bei A-172
Zellenund 114 + 10,5 pM (n = 5) bei U-87 MG Zellen.
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Abbildung 4-9: Wirkung von Quercetin auf die Proliferation von A-172 und U-87 MG
Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden 24 h nach der Aussaat Uber weitere 24 sowie 72 h mit
Quercetin (Que) behandelt und einer Proteinbestimmung unterzogen (vgl. 3.2). Es wurden n > 3
Versuche durchgefuhrt. (A - B) Zeitabhangigkeit: Dargestellt sind die MW + SEM des gemes-
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senen Zellproteingehalts in pg/Well. Die Werte bei t = 0 und t = 24 entsprechen dem Protein-
gehalt/Well bei der Aussaat (vgl. 4.1.3). (C) Konzentrationsabhangigkeit: Dargestellt sind die
MW = SEM des Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mittels einer
Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).

4.2.2.3 Curcumin

Da in den bisherigen Versuchen mit Genistein und Quercetin selbst hohe Konzentrati-
onen nicht ausreichend waren, um nach 24 h vollstandige Konzentrations-Wirkungs-
Kurven zu erhalten, wurden bei Curcumin und den im Folgenden beschriebenen Poly-
phenolen nur 72 h-Expositionen vorgenommen. Wie in Abbildung 4-10 gezeigt, bt
Curcumin auf A-172 und U-87 MG Zellen eine ahnliche wachstumshemmende Wirkung
aus. Es beeinflusst bis zu 10 uM kaum oder gar nicht das Wachstum der beiden Zellli-
nien. Im Konzentrationsbereich zwischen 10 und 50 uM erfolgt eine steile Abnahme
des Zellproteins pro Well im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Ab 50 uM kommt es zu
einem vollstandigen Verlust an angehefteten Zellen. D.h. also, dass Curcumin nicht nur
die Proliferation der Glioma-Zellen hemmt, sondern, zumindest bei hinreichend hohen
Konzentrationen, auch zytoletal wirkt. Der ECsp-Wert (n = 3) fir Curcumin betragt bei
A-172 Zellen 24,6 + 1,6 uM und bei U-87 MG Zellen 22,9 + 2,5 uM.
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Abbildung 4-10: Wirkung von Curcumin auf die Proliferation von A-172 und U-87 MG
Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden tber 72 h mit Curcumin exponiert und anschlielend einer
Proteinbestimmung unterzogen (vgl. 3.2). Dargestellt sind die MW = SEM des gemessenen
Zellproteins in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3 Versuchen und die Anpassung mittels einer
Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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4.2.2.4 Resveratrol

Abbildung 4-11 zeigt, dass Resveratrol auf A-172 und U-87 MG Zellen eine ahnliche
Wirkung bezuglich der Wachstumshemmung aufweist. Im Bereich zwischen 2 und 20
UM wirkt Resveratrol nicht proliferationshemmend. Eine Behandlung mit héheren Res-
veratrol-Konzentrationen fuhrt dagegen zu einer eindeutigen Hemmung des Wachs-
tums bei beiden Zelllinien. In Anwesenheit von 50 uM Resveratrol betragt die Hem-
mung 30% (A-172) bzw. 45% (U-87 MG). Beim Einsatz von 100 uM Resveratrol steigt
sie jeweils auf 70% an. Die beobachteten Effekte sind statistisch signifikant. Der ECso-
Wert (n = 3) fir Resveratrol betragt 68,9 + 3,2 uM bei A-172 Zellen und 62,4 + 1,2 UM
bei U-87 MG Zellen.
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Abbildung 4-11: Wirkung von Resveratrol auf die Proliferation von A-172 und U-87 MG
Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden Uber 72 h mit Resveratrol exponiert und im Anschluss einer
Proteinbestimmung unterzogen (vgl. 3.2). Dargestellt sind die MW = SEM des gemessenen
Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) mit n = 3 Versuchen und die Anpassung mittels
einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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4.2.2.5 Epigallocatechin-3-gallat

Anders als bei den zuvor vorgestellten Polyphenolen zeigen sich die untersuchten Zell-
linien fur Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) unterschiedlich stark empfindlich (vgl. Abb.
4-12). Bei A-172 Zellen wirkt EGCG im Konzentrationsbereich zwischen 2 und 20 uM
nicht wachstumshemmend. 50 uM EGCG induzieren bei dieser Zelllinie eine geringe
Proliferationshemmung von ca. 15%. Bei U-87 MG Zellen kann eine 15%-ige Vermin-
derung des Wachstums dagegen bereits mit 5 uM EGCG erzielt werden. Dieser Effekt
verstarkt sich mit zunehmender EGCG-Konzentration und ist ab 20 uM und einem Zell-
verlust von 30% statistisch signifikant. Die héchste getestete EGCG-Konzentration
(100 pM) fuhrt bei beiden Zelllinien zu einer Abnahme des Zellproteins pro Well von
70%. Der ECsp-Wert (n = 3) ist bei A-172 Zellen mit 79 + 10,3 uM doppelt so hoch wie
bei U-87 MG Zellen (41,6 = 7,5 uM).
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Abbildung 4-12: Wirkung von Epigallocatechin-3-gallat auf die Proliferation von A-172
und U-87 MG Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden tber 72 h mit EGCG behandelt und im Anschluss einer
Proteinbestimmung unterzogen (vgl. 3.2). Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen
Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3 Versuchen und die Anpassung mittels
einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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4.2.3 Kombination von Arsentrioxid mit pflanzlichen Polyphenolen

Die in den Kombinationsversuchen verwendeten Konzentrationen an den pflanzlichen
Polyphenolen (5, 20, 50 uM) orientierten sich an ihrer proliferationshemmenden Wir-
kung (vgl. 4.2.2). Die Konzentrationen wurden so gewdahlt, dass sie nach einer 72 h-
Exposition noch keine, beginnende bzw. klare Effekte auf das Wachstum von A-172
und U-87 MG Zellen hatten. Es wurde also nicht nur untersucht, ob selbst zytotoxische
Polyphenol-Konzentrationen die Wirkung von ATO verstarken, sondern ob auch sub-
toxische Konzentrationen einen solchen Effekt haben.

4.2.3.1 Arsentrioxid und Genistein
A) A-172 Zellen

Abbildung 4-13 zeigt den Einfluss von Genistein auf die proliferationshemmende Wir-
kung von ATO bei A-172 Zellen. Weiterhin dargestellt sind die Konzentrations-
Wirkungs-Kurven der beiden Einzelsubstanzen. Sie wurden unter 4.2.1 und 4.2.2.1
bereits beschrieben. Eine 24 h-Ko-Exposition mit Genistein-Konzentrationen, die selbst
nicht proliferationshemmend sind (5, 20 uM), beeinflusst den Verlauf der ATO-Kurve
und damit dessen Wirkung auf A-172 Zellen nicht. In Anwesenheit von 50 uM Ge-
nistein wird die ATO-Kurve dagegen nach links verschoben. Das Ausmal3 dieser Ver-
schiebung entspricht der durch 50 UM Genistein allein verursachten Wachstumshem-
mung (~ 10%). Eine 72 h-Ko-Behandlung mit einer auch nach der langeren Inkubati-
onszeit unwirksamen Genistein-Konzentration (5 uM) verandert die Lage der ATO-
Kurve ebenfalls nicht. Dagegen fihren bereits selbst proliferationshemmende Ge-
nistein-Konzentrationen (20, 50 uM) zu einer deutlichen, konzentrationsabhangigen
Linksverschiebung der ATO-Kurve. Wéhrend z.B. 0,5 pM ATO das Zellwachstum noch
nicht vermindern, findet bei einer Ko-Inkubation der Zellen mit 0,5 uM ATO und 20 bzw.
50 uM Genistein eine Verminderung um 20% bzw. 40% statt. Diese Effekte sind statis-
tisch signifikant.

Fur die Analyse aller im Folgenden gezeigten Kombinationswirkungen wurden, wann
immer moglich, die EC,-, ECso- und ECgo-Werte der Einzelsubstanzen und ihrer Mi-
schungen abgeleitet. Diese Werte geben jene Konzentrationen an, die zu einer Hem-
mung der Proliferation von 20%, 50% bzw. 80% fihren. Durch Betrachtung verschie-
dener Effektniveaus wurde der Steigungsverlauf der Konzentrations-Wirkungs-Kurven

bertcksichtigt.
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Abbildung 4-13: Einfluss von Genistein auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, Genistein und verschiedenen Kombinationen aus beiden Agen-
tien exponiert. Nach 24 h (A) bzw. 72 h (B) erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Darge-
stellt ist der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mit-
tels einer Hill-Funktion. Firr die ATO/5 uM Gen-Kurve sind die Ergebnisse aus n = 1 Experiment
angegeben. Alle anderen Kurven reprasentieren MW + SEM aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs.
Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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Die Analyse der Kombinationswirkung von ATO und Genistein wurde nur fur die Mes-
sungen nach einer 72 h-Exposition durchgefiihrt. 24 h-Messungen liefern wenig Aus-
kunft Gber die Kombinationswirkung der Substanzen. Selbst hohe Konzentrationen von
ATO und Genistein reichen bei einer Exposition Uber 24 h nicht aus, um vollstandige
Konzentrations-Wirkungs-Kurven zu erhalten. Hier konnen héchstens EC,y-Werte ab-
geleitet werden. Das liegt an der langsamen Proliferationsrate von A-172 Zellen, wie in
Abbildung 4-4 gezeigt.

Die Kombinationswirkung von ATO und Genistein ist bei den ECsy- und ECgo-Werten
formal als synergistisch zu werten. EC,-Werte kénnen nicht verwendet werden, da
hier eine mehr als 20%-ige Wachstumshemmung vorliegt. Bei der graphischen Darstel-
lung nach Berenbaum (1977) erzeugen die ECso- und ECgo-Werte der Mischungen von
ATO und 20 bzw. 50 uM Genistein konkav verlaufende Isobolen (vgl. Abb. 4-14). Das
hdchste Ausmald an Synergie bzw. die starkste sensitivierende Wirkung von Genistein
tritt dabei im Bereich ,mittlerer® Konzentrationen beider Substanzen auf. Mit anderen
Worten: Je ndher man den ECso- und ECgo-Werten der einzelnen Substanzen kommt,
desto geringer ist der Kombinationseffekt. In den Randbereichen sind kleine Abwei-

chungen nach oben und unten damit zu vernachlassigen.
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Abbildung 4-14: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Genistein auf das Wachstum von A-172 Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO, Ge-
nistein und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-13B) wurden die jeweiligen ECsy- sowie ECgp-Werte
abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung der
aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentrati-
onsadditivitat. Dargestellt sind MW + SEM aus n = 3 Experimenten.
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Der oben beschriebene Zusammenhang wird durch die berechneten Kombinationsindi-
zes verdeutlicht (vgl. Tab. 4-1). Die CI-Werte liegen in dem nach Chou (2006) definier-
ten Bereich fur Synergismus (< 0,9) und sind fir die Kombination aus ATO und 20 uM
Genistein niedriger als fir die Kombination aus ATO und 50 uM Genistein. Das Aus-
malfd der Sensitivierung ist bei der zuerst genannten Kombination also héher. Nume-
risch formal handelt es sich um einen schwachen Synergismus. Nach Chou (2006)

besteht ,wirklicher® Synergismus erst bei Cl-Werten, die niedriger sind als 0,3.

Tabelle 4-1: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Genistein auf das Wachstum von A-172 Zellen

Kombination Cl (EC4) Cl (ECsp) Cl (ECg)
ATO + 20 uM Genistein - x* 0,73 0,73
ATO + 50 uM Genistein - *x 0,90 0,81

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-14) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung der Cl-Werte nicht moéglich (vgl. Abb. 4-13B).

Zusammengefasst: Kombinationen von ATO und Genistein wirken unabh&ngig vom
zugrunde gelegten Effektniveau schwach synergistisch auf das Wachstum von A-172
Zellen. Genistein sensitiviert die Zellen also fur die proliferationshemmende Wirkung
von ATO.

B) U-87 MG Zellen

Abbildung 4-15 verdeutlicht den Einfluss von Genistein auf die proliferationshemmende
Wirkung von ATO bei U-87 MG Zellen. Genistein flhrt nach einer Exposition Uber 24 h
ab 50 pM zu einer statistisch signifikanten Hemmung des Zellwachstums. Bei einer 24
h-Ko-Inkubation mit ATO sind die gleichzeitig verwendeten Genistein-Konzentrationen
(5, 20 pM) somit allein unwirksam. Diese Konzentrationen induzieren keine zusétzliche
Wachstumshemmung verglichen mit der Wirkung von ATO allein. Nach einer 72 h-Ko-
Behandlung wird die Wirkung von ATO erst in Anwesenheit selbst proliferationshem-
mender Genistein-Konzentrationen (20, 50 pM) beeinflusst. Bei niedrigen ATO-
Konzentrationen (0,5 - 1 uM) findet hier eine Verlagerung der ATO-Kurve nach links
statt. 0,5 pM ATO ldsen z.B. eine Hemmung des Zellwachstums von 15% aus. In
Kombination mit Genistein steigt dieser Wert auf 35% (20 uM) bzw. auf mehr als 50%
(50 uM) an. Bei hoheren ATO-Konzentrationen nahern sich die beiden Kombinations-
kurven allerdings wieder der ATO-Kurve an. Ab 10 uM ATO sind unabhangig vom

gleichzeitigen Genistein-Einsatz keine Zellen mehr zu finden.
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Abbildung 4-15: Einfluss von Genistein auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden mit ATO, Genistein und verschiedenen Kombinationen aus beiden
Agentien exponiert. Nach 24 h (A) bzw. 72 h (B) erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2).
Dargestellt ist der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung
mittels einer Hill-Funktion. Fur die ATO-Kurve nach 24 h und die ATO/50 uM Gen-Kurve nach
72 h sind die Ergebnisse aus n = 2 Experimenten als MW + Spannweite angegeben. Alle ande-
ren Kurven reprasentieren MW + SEM aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit
Dunnett's multiple comparison test).
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Die Analyse der Kombinationswirkung von ATO und Genistein auf U-87 MG Zellen
wurde wie bei A-172 Zellen nur fir die 72 h-Messungen durchgefuhrt. Auch bei U-87
MG Zellen erhalt man keine vollstandigen Konzentrations-Wirkungs-Kurven, wenn die
Expositionszeit nur 24 h betragt. Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 4-16
und in Tabelle 4-2 gezeigt. Aus der isobolographischen Darstellung leitet sich fur alle
Effektniveaus eine additive Kombinationswirkung fir ATO und Genistein ab. Die ECo-,
ECso- und ECgo-Werte ihrer Mischungen bilden gerade Isobolen und weichen damit
nicht vom Konzept der Konzentrationsadditivitat ab. Verdeutlicht werden die Befunde
durch die berechneten Cl-Werte, welche in das nach Chou (2006) definierte Intervall
fur Additivitat (0,91 - 1,09) fallen. Einen ,Ausreil3er® stellt der ECgo-Wert der Kombinati-
on aus ATO und 50 uM Genistein dar. Dieser Wert ergibt sich aus dem Verlauf der
Konzentrations-Wirkungs-Kurven. Die Kurve von ATO zeigt bei U-87 MG Zellen eine
geringe Steigung. Der Verlauf dieser Kurve wird bei Kombination mit steigenden Ge-
nistein-Konzentrationen zunehmend flacher. Dadurch wird die Spannweite der gemes-
senen EC-Werte und damit die Unterschiede zwischen den Werten immer geringer.
Besonders empfindlich gegentber kleinen Variationen sind hier die ECg,-Werte. Diese

sind zur Analyse der Kombinationswirkung nur bedingt geeignet.
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Abbildung 4-16: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Genistein auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO, Ge-
nistein und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-15B) wurden die jeweiligen ECy-, ECso- SOWie
ECgo-Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die Verbindung der
aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentrati-
onsadditivitat. Fir die Kombination ATO/50 uM Gen ist der ECgo-Wert aus n = 2 Experiment als
MW + Spannweite angegeben. Alle anderen Punkte sind MW + SEM aus = 3 Versuchen.
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Tabelle 4-2: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Genistein auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 UM Genistein 1,12 0,93 0,91
ATO + 20 uM Genistein -x* 1,01 0,93
ATO + 50 uM Genistein -x* ok 1,43

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-16) sind MW aus n = 2 Experimenten.
** Berechnung der CI-Werte nicht mdglich (vgl. Abb. 4-15B).

Kurz gefasst: Unabhéngig vom betrachteten Effektniveau wirken Kombinationen von
ATO und Genistein additiv auf das Wachstum von U-87 MG Zellen. Genistein sensiti-
viert die Zellen fir die proliferationshemmende Wirkung von ATO also nicht.

4.2.3.2 Arsentrioxid und Quercetin
A) A-172 Zellen

Wie Abbildung 4-17 nochmals verdeutlicht, induziert Quercetin bei A-172 Zellen nach
einer Exposition tber 24 h ab 50 uM eine geringe (~ 12%), aber statistisch signifikante
Hemmung des Zellwachstums. Eine 24 h-Ko-Inkubation mit Quercetin-Konzentration-
en, die allein unwirksam sind (5, 20 uM), beeinflusst die Wirkung von ATO auf A-172
Zellen nicht. In Kombination mit 50 uM Quercetin wird die ATO-Kurve dagegen gering-
fligig nach links verschoben. Das Ausmal dieser Verschiebung entspricht dem durch
50 uM Quercetin allein verursachten Effekt. Nach einer 72 h-Behandlung wirkt Querce-
tin ebenfalls erst bei Konzentrationen ab 50 uM zytotoxisch auf A-172 Zellen (~ 20%
Wachstumshemmung). 5 pM Quercetin beeinflussen die Wirkung von ATO auch nach
72 h nicht. Hohere Quercetin-Konzentrationen (20, 50 uM) fihren dagegen zu einer
deutlichen, konzentrationsabhangigen Verlagerung der ATO-Kurve nach links unten. In
Anwesenheit von 20 UM Quercetin wird sie ab 2 uM ATO verlagert. Bei Kombination
mit 50 uM Quercetin findet eine Verlagerung der kompletten ATO-Kurve statt. In die-
sem Fall ist die verursachte Hemmung des Zellwachstums ab 0,5 uM ATO statistisch
signifikant.

Wie bei den Genistein-Versuchen (vgl. 4.2.3.1) geben 24 h-Messungen auch bei den
Quercetin-Versuchen wenig Auskunft Gber die Kombinationswirkung mit ATO. Selbst
hohe Konzentrationen der Substanzen reichen bei einer Exposition tUber 24 h nicht
aus, um ECso-Werte abzuleiten. Die Analyse der Kombinationswirkung von ATO und
Quercetin erfolgte daher nur fur die 72 h-Messungen (vgl. Abb. 4-18 und Tab. 4-3).
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Abbildung 4-17: Einfluss von Quercetin auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO, Quercetin und verschiedenen Kom-
binationen aus beiden Agentien exponiert. Im Anschluss erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl.
3.2). Dargestellt ist der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die An-
passung mittels einer Hill-Funktion. Fir die ATO/5 uM Que-Kurve sind die Ergebnisse aus n =1
Experiment angegeben. Alle anderen Kurven reprasentieren MW + SEM aus n = 3 Experimen-
ten. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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Bei den EC,-Werten ergibt sich fur die Kombination aus ATO und Quercetin formal
eine additive Wirkung. Bei der graphischen Darstellung nach Berenbaum (1977) gene-
rieren die EC,o-Werte der Mischungen von ATO und Quercetin eine gerade Isobole
und weichen damit nicht vom Konzept der Konzentrationsadditivitat ab. Die Cl (ECy)-
Werte liegen mit 1,02 in dem festgelegten Bereich fur Additivitat. Bei den ECso-Werten
ist die Kombinationswirkung von ATO und Quercetin als synergistisch zu werten. Die
ECso-Werte ihrer Mischungen bilden eine konkav verlaufende Isobole. Wie bei Ge-
nistein (vgl. Abb. 4-14) ist auch die sensitivierende Wirkung von Quercetin auf A-172
Zellen im Bereich ,mittlerer® Konzentrationen beider Substanzen am hdéchsten. Die
berechneten Cl (ECso)-Werte zeigen weiterhin, dass es sich auch hier numerisch for-
mal um einen schwachen Synergismus handelt. Die ECgy-Werte kdnnen zur Analyse
nicht verwendet werden, da man mit den eingesetzten Quercetin-Konzentrationen kei-

ne 80%-ige Wachstumshemmung auslésen kann.
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Abbildung 4-18: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Quercetin auf das Wachstum von A-172 Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO,
Quercetin und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-17B) wurden die jeweiligen ECy- und ECgo-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitat. Dargestellt sind die MW + SEM aus n = 3 Versuchen.
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Tabelle 4-3: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Quercetin auf das Wachstum von A-172 Zellen

Kombination Cl (ECzo) Cl (EC50) Cl (ECgQ)
ATO + 20 uM Quercetin 1,02 0,83 -xE
ATO + 50 uM Quercetin 1,02 0,76 ok

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-18) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung der CI-Werte nicht mdglich (vgl. Abb. 4-17B).

Kurz gefasst: Kombinationen von ATO und Quercetin wirken, abhangig vom betrachte-
ten Effektniveau, additiv bzw. schwach synergistisch auf das Wachstum von A-172

Zellen.

B) U-87 MG Zellen

In Abbildung 4-19 ist der Einfluss von Quercetin auf die proliferationshemmende Wir-
kung von ATO bei U-87 MG Zellen dargestellt. Quercetin fiihrt, wie unter 4.2.2.2 schon
beschrieben, bei einer Exposition Uber 24 h selbst bei hohen Konzentrationen (100
MM) nur zu einer geringen Hemmung des Zellwachstums (~ 10%). Bei einer 24 h-Ko-
Inkubation mit ATO sind die gleichzeitig verwendeten Quercetin-Konzentrationen (5, 20
pM) allein unwirksam. Diese Konzentrationen beeinflussen den Verlauf der ATO-Kurve
nicht. Nach 72 h wird die Lage der ATO-Kurve in Anwesenheit allein nicht proliferati-
onshemmender Quercetin-Konzentrationen (5, 20 puM) ebenfalls nicht verandert. Eine
Ko-Inkubation mit 50 pM Quercetin, einer bereits selbst wirksamen Konzentration, fuhrt
dagegen zu einer Linksverschiebung der ATO-Kurve. Diese Verschiebung ist im Be-
reich zwischen 0,5 und 1 uM ATO stérker ausgepragt und wird im Bereich zwischen 2
und 5 uM ATO deutlich schwécher. Ab 10 pM ATO sind unabhangig vom gleichzeitigen
Quercetin-Einsatz keine angehefteten Zellen mehr vorhanden.

Wie bei A-172 Zellen wurde die Analyse der Kombinationswirkung von ATO und Quer-
cetin auch bei U-87 MG Zellen nur fur die 72 h-Messungen durchgefiihrt. Bei den EC,o-
und ECg-Werten leitet sich fir ATO und Quercetin formal eine antagonistische Kombi-
nationswirkung ab. Bei der graphischen Darstellung generieren die ECy- und ECso-
Werte der Mischungen beider Agentien konvex verlaufende Isobolen (vgl. Abb. 4-20).
Verdeutlicht werden die Befunde durch die berechneten Cl-Werte, welche in den nach
Chou (2006) definierten Bereich flir Antagonismus (= 1,10) fallen (vgl. Tab. 4-4). Nu-
merisch formal handelt sich dabei um einen schwachen Antagonismus. ,Wirklicher*
Antagonismus besteht nach Chou (2006) erst bei Cl-Werten, die hoéher sind als 1,45.
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Abbildung 4-19: Einfluss von Quercetin auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden mit ATO, Quercetin und verschiedenen Kombinationen aus beiden
Agentien exponiert. Nach 24 h (A) und 72 h (B) erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2).
Dargestellt ist der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung
mittels einer Hill-Funktion. Fur die ATO/50 uM Que-Kurve (72 h) sind die Ergebnisse aus n = 2
Experimenten als MW + Spannweite angegeben. Alle anderen Kurven reprasentieren MW +
SEM aus n = 3 Experimenten. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple compari-
son test).
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Die ECgo-Werte kdnnen zur Analyse nicht verwendet werden, da mit den eingesetzten

Quercetin-Konzentrationen keine 80%-ige Hemmung des Wachstums erreicht wird.
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Abbildung 4-20: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Quercetin auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir ATO,
Quercetin und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-19B) wurden die jeweiligen ECy- und ECso-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitat. Fur die Kombination ATO/50 uM Que ist der ECsp-Wert aus n = 2 Experimenten
als MW + Spannweite angegeben. Alle anderen Punkte reprasentieren MW + SEM aus n = 3
Versuchen.

Tabelle 4-4: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Quercetin auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 uM Quercetin 1,22 1,04 -xE
ATO + 20 uM Quercetin 1,42 1,12 -rx
ATO + 50 uM Quercetin wx 1,19 xx

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-20) sind MW aus n = 2 Experimenten.
** Berechnung der Cl-Werte nicht mdglich (vgl. Abb. 4-19B).

Kurz gefasst: Quercetin wirkt bei Ko-Inkubation mit ATO keinesfalls synergistisch auf
das Wachstum von U-87 MG Zellen. Im Gegentelil, es ist eine schwach antagonistische

Wirkung festzustellen.
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4.2.3.3 Arsentrioxid und Curcumin
A) A-172 Zellen

Da 24 h-Messungen bisher wenig Auskunft Uber die Kombinationswirkung der Sub-
stanzen geliefert haben, wurden bei den im Folgenden beschriebenen Versuchen aus-
schlie3lich 72 h-Expositionen vorgenommen.

Abbildung 4-21 zeigt den Einfluss von Curcumin auf die proliferationshemmende Wir-
kung von ATO bei A-172 Zellen. Wie unter 4.2.2.3 erlautert, hemmt Curcumin ab 20
UM reproduzierbar das Zellwachstum. Ab 50 uM kommt es zu einem vollstéandigen
Zellverlust. Bei einer Ko-Exposition mit einer allein unwirksamen Curcumin-Konzentra-
tion (5 puM) wird der Verlauf der ATO-Kurve nicht beeinflusst. In Anwesenheit hdherer,
allein proliferationshemmender Curcumin-Konzentrationen (20, 50 uM) erfolgt hinge-
gen eine deutliche Verschiebung der ATO-Kurve nach links unten. Wéahrend beispiels-
weise 0,5 bis 2 uM ATO noch keine Wirkung auf das Wachstum von A-172 Zellen ha-
ben, nimmt der gemessene Zellproteingehalt pro Well bei gleichzeitigem Einsatz von
20 pM Curcumin bereits um etwa 20% ab. In Kombination mit 50 uM Curcumin sind
hier keine angehefteten Zellen mehr zu finden.
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Abbildung 4-21: Einfluss von Curcumin auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, Curcumin (Cur) und verschiedenen Kombinationen aus beiden
Agentien exponiert. Nach 72 h erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Dargestellt sind die
MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3 Versu-
chen und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnet-
t's multiple comparison test).
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Abbildung 4-22 und Tabelle 4-5 geben die Ergebnisse der Analyse zur Bewertung der
Kombinationswirkung von ATO und Curcumin auf A-172 Zellen wieder. Unabhéngig
vom zugrunde gelegten Wirkungsniveau ergeben sich bei der graphischen Darstellung
konvexe Isobolen, die formal betrachtet, auf eine antagonistische Kombinationswirkung
der beiden Substanzen hinweisen. Verdeutlicht werden die Befunde durch die berech-
neten Cl-Werte, welche in den definierten Bereich fur Antagonismus (= 1,10) fallen.
Betrachtet man allerdings die Konzentrations-Wirkungs-Kurven (vgl. Abb. 4-21), so fallt
auf, dass die durch ATO ausgeloste Hemmung des Zellwachstums in keinem Fall
durch Curcumin vermindert wird. Somit handelt es sich hier um einen ,untypischen®
Antagonismus. Dieses, zunachst widersprichlich erscheinende, Phanomen ist bereits
beschrieben worden. Nach Berenbaum (1977) kann ein Kombinationseffekt antagonis-
tisch sein, selbst wenn er hoher ist als die Summe der Einzeleffekte. Der beobachtete
Sachverhalt macht also deutlich, dass die Kombinationswirkung von Substanzen nicht
schlicht abgeleitet werden kann, indem man den Kombinationseffekt mit der Summe
der Einzelsubstanzeffekte vergleicht.
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Abbildung 4-22: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Curcumin auf das Wachstum von A-172 Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO, Cur-
cumin und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-21) wurden die jeweiligen EC,o-, EC5o- Sowie ECgo-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitat. Alle Punkte reprasentieren MW + SEM aus n = 3 Experimenten.
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Tabelle 4-5: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Curcumin auf das Wachstum von A-172 Zellen

Kombination Cl (ECzo) Cl (EC50) Cl (ECgQ)
ATO + 5 uM Curcumin 1,24 1,15 1,06
ATO + 20 pM Curcumin -x* 1,51 1,25

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-22) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung des Cl-Wertes nicht mdglich (vgl. Abb. 4-21).

Zusammengefasst: Curcumin wirkt bei Ko-Inkubation mit ATO keinesfalls synergistisch
auf das Wachstum von A-172 Zellen. Im Gegenteil, formal ist eine antagonistische Wir-

kung festzustellen.

B) U-87 MG Zellen

Wie Abbildung 4-23 nochmal verdeutlicht, induziert Curcumin bei U-87 MG Zellen eine
reproduzierbare Wachstumshemmung ab 20 uM (vgl. 4.2.2.3). Bei 50 uM lassen sich
keine angehefteten Zellen mehr finden. Eine allein unwirksame Curcumin-
Konzentration von 5 pM beeinflusst die Wirkung von ATO auf U-87 MG Zellen nicht. 20
MM Curcumin fihren hingegen zu einer Verschiebung der ATO-Kurve nach links. Diese
Verschiebung ist insbesondere im Bereich zwischen 0,5 und 1 uM ATO ausgepragt.
Bei htheren ATO-Konzentrationen nahert sich die Kombinationskurve der ATO-Kurve.
Ab 10 uM ATO sind unabh&ngig vom gleichzeitigen Curcumin-Einsatz keine angehefte-
ten Zellen mehr vorhanden. In Kombination mit 50 uM Curcumin sind alle Zellen abge-
|Ost.

Die Kombinationswirkung von ATO und Curcumin auf U-87 MG Zellen ist bei den ECy-
Werten als additiv zu werten. Bei der isobolographischen Darstellung (vgl. Abb. 4-24)
wird bei diesem Wirkungsniveau eine gerade Isobole generiert. Das entspricht dem
Konzept der Konzentrationsadditivitat. Bei den ECsy- und ECgo-Werten ergibt sich for-
mal eine antagonistische Wirkung. Die ECso- und ECgo-Werte der Mischungen von ATO
und Curcumin bilden konvexe Isobolen. Die berechneten CI (ECsp)- und (ECgo)-Werte
(vgl. Tab. 4-6) liegen zwischen 1,11 und 1,73 und sind damit hoher als die definierte
Obergrenze fur Additivitat (vgl. 3.3). Wie bei A-172 Zellen tritt auch bei U-87 MG Zellen
ein ,untypischer” Antagonismus auf. Es ist keine offensichtliche Abschwéachung der
ATO-Wirkung in Anwesenheit von Curcumin zu erkennen, wenn man die Konzentrati-
ons-Wirkungs-Kurven betrachtet (vgl. Abb. 4-23).
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Abbildung 4-23: Einfluss von Curcumin auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden tUber 72 h mit ATO, Curcumin und verschiedenen Kombinationen aus
beiden Agentien exponiert. Im Anschluss erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Dargestellt
sind die MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3
Versuchen und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit
Dunnett's multiple comparison test).
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Abbildung 4-24: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Curcumin auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO, Cur-
cumin und ihrer Kombinationen (vgl. Abb. 4-23) wurden die jeweiligen ECyg-, ECso- und ECgp-
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Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitéat. Dargestellt sind die MW + Spannweite aus n = 3 Experimenten.

Tabelle 4-6: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Curcumin auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 pM Curcumin 1,08 1,12 1,11
ATO + 20 pM Curcumin SAK 1,73 1,48

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-24) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung der Cl-Werte nicht méglich (vgl. Abb. 4-23).

Zusammengefasst: Kombinationen von ATO mit Curcumin wirken, in Abhéangigkeit vom
zugrunde gelegten Effektniveau, additiv bzw. antagonistisch auf das Wachstum von U-
87 MG Zellen. Die Zellen werden durch Curcumin also nicht fir die proliferationshem-
mende Wirkung von ATO sensitiviert.

4.2.3.4 Arsentrioxid und Resveratrol
A) A-172 Zellen

Abbildung 4-25 zeigt den Einfluss von Resveratrol auf die proliferationshemmende
Wirkung von ATO auf A-172 Zellen. Resveratrol induziert bei einer 72 h-Exposition ab
50 uM eine statistisch signifikante Hemmung des Wachstums (~ 30%). Eine Ko-
Inkubation mit 5 yM Resveratrol &ndert den Verlauf der ATO-Kurve nicht. In Anwesen-
heit hdherer Resveratrol-Konzentrationen wird die ATO-Kurve dagegen nach links un-
ten verschoben. Die Steigung der Kurve nimmt also ab. Bei einer Ko-Exposition mit 20
MM Resveratrol wird die durch 0,5 bis 2 uM ATO hervorgerufene Férderung der Prolife-
ration komplett unterbunden. In Kombination mit 50 pM Resveratrol findet in diesem
Bereich eine Hemmung des Wachstums verglichen mit der Kontrolle statt (jeweils ca.
30%). Ab 5 uM ATO laufen die beiden Kombinations-Kurven zunehmend mit der ATO-

Kurve zusammen.
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Abbildung 4-25: Einfluss von Resveratrol auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, Resveratrol (Res) und verschiedenen Kombinationen aus beiden
Agentien exponiert. Nach 72 h erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Gezeigt sind die MW
+ SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3 Versuchen
und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's
multiple comparison test).

Die Ergebnisse der Analyse zur Bewertung der Kombinationswirkung von ATO und
Resveratrol sind in Abbildung 4-26 und in Tabelle 4-7 wiedergegeben. Unabhéngig
vom zugrunde gelegten Effektniveau ergeben sich bei der isobolographischen Darstel-
lung konvexe Isobolen. Diese weisen, formal betrachtet, auf eine antagonistische
Kombinationswirkung hin. Das hdochste Ausmal an Antagonismus tritt dabei im Bereich
,mittlerer” Konzentrationen beider Substanzen auf. Je weiter also die ECyy-, ECso- und
ECgo-Werte der Mischungen von ATO und Resveratrol von ihren separaten EC-Werten
entfernt liegen, desto hoher ist die antagonistische Wirkung. In den Randbereichen
sind damit kleine Abweichungen nach oben und unten, wie sie sich hier fur ATO und 5
UM Resveratrol ergeben, zu vernachlassigen. Die Cl-Werte deuten numerisch formal
auf eine schwach antagonistische Wirkung hin. Auf3erdem liegt auch hier, wie bei Cur-

cumin (vgl. 4.2.3.3), ein ,untypischer“ Antagonismus vor.
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Abbildung 4-26: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Resveratrol auf das Wachstum von A-172 Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir ATO, Res-
veratrol und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-25) wurden die jeweiligen EC,q-, ECso- und ECgo-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitat. Dargestellt sind die MW = SEM aus n = 3 Experimenten.

Tabelle 4-7: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Resveratrol auf das Wachstum von A-172 Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 pM Resveratrol 1,08 1,02 0,94
ATO + 20 uM Resveratrol 1,30 1,22 1,10
ATO + 50 uM Resveratrol S 1,41 1,31

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-26) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung des Cl-Wertes nicht mdglich (vgl. Abb. 4-25).

Zusammengefasst: Kombinationen von ATO und Resveratrol wirken schwach antago-
nistisch auf das Wachstum von A-172 Zellen. Resveratrol sensitiviert die Zellen fur die

proliferationshemmende Wirkung von ATO also nicht.
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B) U-87 MG Zellen

Abbildung 4-27 zeigt den Einfluss von Resveratrol auf die proliferationshemmende
Wirkung von ATO bei U-87 MG Zellen. Wie unter 4.2.2.4 beschrieben, wirkt Res-
veratrol bei Konzentrationen bis zu 20 uM nicht proliferationshemmend. 50 bzw. 100
UM flhren dann aber zu einer deutlichen Hemmung des Wachstums. Eine Ko-
Exposition mit 5 uM Resveratrol beeinflusst die Lage der ATO-Kurve nicht. In Anwe-
senheit hoherer Resveratrol-Konzentrationen verlauft die Kurve dagegen zunehmend
flacher. Wahrend 0,5 uM ATO allein beispielsweise eine Verminderung des Wachs-
tums um 15% bewirken, steigt diese in Anwesenheit von 20 bzw. 50 pM Resveratrol
auf 25% bzw. 55%. Bei Konzentrationen, die hoéher sind als 1 puM ATO né&hern sich die

Kombinations-Kurven zunehmend der ATO-Kurve an.
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Abbildung 4-27: Einfluss von Resveratrol auf die proliferationshemmende Wirkung von
Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden mit ATO, Resveratrol und verschiedenen Kombinationen aus beiden
Agentien exponiert. Nach 72 h erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Gezeigt sind die MW
+ SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung
mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison
test).

Aus der isobolographischen Darstellung (vgl. Abb. 4-28) leitet sich fir ATO und Res-
veratrol bei allen zugrunde gelegten Effektniveaus eine antagonistische Kombinations-
wirkung ab. Die ECyy-, ECso- und ECgo-Werte der Mischungen beider Agentien generie-
ren konvex verlaufende Isobolen. Wie bei A-172 Zellen tritt das hdochste Ausmald an

Antagonismus im Bereich ,mittlerer* Konzentrationen beider Substanzen auf. Auch hier
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ist auRerdem keine offensichtliche Verminderung der ATO-Wirkung durch Resveratrol
zu erkennen (vgl. Abb. 4-27). Es liegt also erneut ein ,untypischer Antagonismus vor.
Die berechneten Cl-Werte (vgl. Tab. 4-8) deuten numerisch formal weiterhin auf

schwach antagonistische Effekte hin.
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Abbildung 4-28: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Resveratrol auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Aus den nach 72 h Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur ATO, Res-
veratrol und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-27) wurden die jeweiligen EC,-, ECso- und ECgo-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung
der aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentra-
tionsadditivitat. Dargestellt sind die MW = SEM aus n = 3 Experimenten.

Tabelle 4-8: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Resveratrol auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 uM Resveratrol 1,19 1,07 1,02
ATO + 20 uM Resveratrol S 1,40 1,22
ATO + 50 uM Resveratrol -xE -xk 1,36

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-28) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Bestimmung der ClI-Werte nicht mdglich (vgl. Abb. 4-27).

Zusammengefasst: Kombinationen von ATO mit Resveratrol wirken, unabhangig vom
betrachteten Effektniveau, schwach antagonistisch auf das Wachstum von U-87 MG
Zellen. Die Zellen werden durch Resveratrol also nicht fur die proliferationshemmende

Wirkung von ATO sensitiviert.
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4.2.3.5 Arsentrioxid und Epigallocatechin-3-gallat
A) A-172 Zellen

Abbildung 4-29 verdeutlicht den Einfluss von EGCG auf die proliferationshemmende
Wirkung von ATO auf A-172 Zellen. Wie unter 4.2.2.5 beschrieben, hemmt EGCG ab
50 uM reproduzierbar das Wachstum von A-172 Zellen. Bei einer Ko-Exposition flhrt
EGCG bei allen eingesetzten Konzentrationen zu einer Verlagerung der ATO-Kurve
nach links unten. Wahrend ATO im Konzentrationsbereich zwischen 0,5 und 2 uM bei-
spielsweise zu einer Steigerung der Proliferation bei A-172 Zellen fuhrt, wird dieser
Effekt in Anwesenheit von 5 yM EGCG komplett unterbunden. In Kombination mit 20
MM EGCG tritt im Bereich zwischen 0,5 und 2 pM ATO eine Hemmung des Zellwachs-
tums von ca. 10% auf. In Kombination mit 50 pM EGCG steigt die Hemmung auf 20%
(0,5 uM ATO) bis 36% (2 uM ATO).
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Abbildung 4-29: Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat auf die proliferationshemmende
Wirkung von Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, EGCG und verschiedenen Kombinationen aus beiden Agentien
exponiert. Nach 72 h erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Dargestellt sind die MW + SEM
des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n = 3 Versuchen und die
Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple
comparison test).

In Abbildung 4-30 ist das Isobologramm und in Tabelle 4-9 die berechneten Cl-Werte
zur Bewertung der Kombinationswirkung von ATO und EGCG auf A-172 Zellen zu se-
hen. Unter Berlcksichtigung der Streuung der Ergebnisse leitet sich fur alle betrachte-

ten Effektniveaus eine additive Kombinationswirkung fir ATO und EGCG ab. Bei der
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isobolographischen Darstellung generieren die ECyy-, ECso- und ECgo-Werte der Mi-
schungen beider Agentien gerade Isobolen. Sie weichen damit nicht vom Konzept der
Konzentrationsadditivitat ab. Entsprechend geben auch die Cl-Werte Hinweis auf eine
additive Wirkung (vgl. 3.3).
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Abbildung 4-30: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Epigallocatechin-3-gallat auf das Wachstum von A-172 Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir ATO,
EGCG und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-29) wurden die jeweiligen ECyy-, ECso- und ECgo-
Werte abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die Verbindung der aquief-
fektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentrationsadditi-
vitat. Dargestellt sind die MW + SEM aus n = 3 Experimenten.

Tabelle 4-9: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Epigallocatechin-3-gallat auf das Wachstum von A-172 Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO +5 uM EGCG 0,99 1,00 0,97
ATO + 20 uM EGCG 1,16 1,14 1,06
ATO + 50 pM EGCG -k 1,09 1,06

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-30) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung des Cl-Wertes nicht mdglich (vgl. Abb. 4-29).

Zusammengefasst: Unabhangig vom zugrunde gelegten Effektniveau wirken Kombina-
tionen von ATO und EGCG additiv auf das Wachstum von A-172 Zellen. EGCG sensi-

tiviert die Zellen fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO also nicht.
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B) U-87 MG Zellen

In Abbildung 4-31 ist der Einfluss von EGCG auf die proliferationshemmende Wirkung
von ATO bei U-87 MG Zellen dargestellt. Wie unter 4.2.2.5 bereits beschrieben, fuhrt
EGCG ab 5 uM reproduzierbar zu einer Hemmung des Wachstums bei U-87 MG Zel-
len (~ 15%). In Kombination mit 5 bzw. 20 uM EGCG findet eine Linksverschiebung der
ATO-Kurve lediglich bei der niedrigsten ATO-Konzentration statt. Wahrend 0,5 UM
ATO allein das Wachstum der Zellen um ca. 15% vermindern, steigt dieser Wert in
Anwesenheit von EGCG auf 20% bzw. 30%. Ab 1 uM ATO nahern sich die beiden
Kombinationskurven allerdings der ATO-Kurve. 50 pM EGCG induzieren eine deutliche
Verlagerung der gesamten ATO-Kurve nach links. Auch hier ist der Effekt aber bei
niedrigeren ATO-Konzentrationen starker ausgepragt. Mit anderen Worten: Die Stei-
gung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven nimmt in Anwesenheit von EGCG ab.
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Abbildung 4-31: Einfluss von Epigallocatechin-3-gallat auf die proliferationshemmende
Wirkung von Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden uber 72 h mit ATO, EGCG und verschiedenen Kombinationen aus
beiden Agentien behandelt. Im Anschluss erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Darge-
stellt sind die MW + SEM des gemessenen Zellproteingehalts in % der Kontrolle (= 100%) aus n
= 3 Versuchen und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA
mit Dunnett's multiple comparison test).

In Abbildung 4-32 und in Tabelle 4-10 sind die Ergebnisse zur Bewertung der Kombi-
nationswirkung von ATO und EGCG auf U-87 MG Zellen dargestellt. EC,-Werte kon-
nen zur Analyse nicht herangezogen werden, da bei Kombination von ATO und EGCG

bereits eine mehr als 20%-ige Wachstumshemmung auftritt. Bei den ECso-Werten zeigt
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sich eine antagonistische Kombinationswirkung. Die ECso-Werte der Mischungen von
ATO und EGCG generieren eine konvex verlaufende Isobole. Die berechneten ClI
(ECs0)-Werte deuten numerisch formal auf einen schwachen Effekt hin (vgl. 3.3). Bei
der Betrachtung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven ist keine offensichtliche Vermin-
derung der ATO-Wirkung durch EGCG zu erkennen (vgl. Abb. 4-31). Es handelt sich
damit auch hier um einen ,untypischen“ Antagonismus, ein Phanomen, das bereits bei
Curcumin beschrieben wurde (vgl. 4.2.3.3). Bei den ECgy-Werten ist die Kombinati-
onswirkung von ATO und EGCG additiv. Die ECgy-Werte ihrer Mischungen bilden eine
gerade Isobole und weichen damit nicht vom Konzept der Konzentrationsadditivitat ab.
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Abbildung 4-32: Isobologramm zur Bewertung der Kombinationswirkung von
Arsentrioxid und Epigallocatechin-3-gallat auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Aus den nach einer 72 h-Exposition erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir ATO,
EGCG und ihre Kombinationen (vgl. Abb. 4-31) wurden die jeweiligen ECso- und ECgo-Werte
abgeleitet und es wurde ein Isobologramm erstellt (vgl. 3.3). Die gepunktete Verbindung der
aquieffektiven Konzentrationen der Einzelsubstanzen entspricht der Isobole bei Konzentrati-
onsadditivitat. Dargestellt sind die MW + SEM aus n = 3 Experimenten.

Tabelle 4-10: Kombinationsindizes (Cl)* zur Bewertung der Wirkung von Arsentrioxid und
Epigallocatechin-3-gallat auf das Wachstum von U-87 MG Zellen

Kombination Cl (ECy) Cl (ECs) Cl (ECg)
ATO + 5 uM EGCG -x* 1,21 1,06
ATO + 20 uM EGCG -x* 1,39 1,06
ATO + 50 uM EGCG -x* S 1,06

* Die Cl-Werte (berechnet aus EC-Werten der Abb. 4-32) sind MW aus n = 3 Experimenten.
** Berechnung der CI-Werte nicht moglich (vgl. Abb. 4-31).
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Kurz gefasst: Kombinationen von ATO mit EGCG wirken, abhangig vom betrachteten
Effektniveau, schwach antagonistisch bzw. additiv auf das Wachstum von U-87 MG
Zellen. Eindeutig ist, dass EGCG die Zellen nicht fir die proliferationshemmende Wir-

kung von ATO sensitiviert.

4.2.4 Kombination von Arsentrioxid mit Buthioninsulfoximin
A) A-172 Zellen

Anders als die untersuchten pflanzlichen Polyphenole wirkt BSO bei einer Exposition
Uber bis zu 72 h im gesamten getesteten Konzentrationsbereich (2 - 100 pM) nicht
proliferationshemmend auf A-172 Zellen (vgl. Abb. 4-33). Dennoch fuhrt BSO zu einer
dramatischen Verstarkung der ATO-Wirkung.

Bei einer Exposition tUber 24 h hemmt ATO ab 5 UM reproduzierbar das Zellwachstum
(~ 10%). Die hochste eingesetzte Konzentration (20 uM ATO) fuhrt zu einer Hemmung
von 30%. In Kombination mit BSO sind schon niedrigere ATO-Konzentrationen wirk-
sam. Bei einer Ko-Exposition mit 5 uM BSO deutet sich bereits ab 2 uM ATO ein Effekt
an (~ 15% Wachstumshemmung). In Kombination mit 20 pM BSO wird eine vergleich-
bare Wirkung ab 1 pM ATO (~ 15%) und in Kombination mit 100 uM BSO bereits ab
0,5 UM ATO (~ 10%) erzielt. Die ECso-Werte (n = 3) fir ATO liegen beim gleichzeitigen
Einsatz von 5, 20 bzw. 100 uM BSO nach 24 h bei 5,1 £ 1,0 uM, 2,0 £ 0,3 uM bzw. 1,4
+ 0,04 uM. Bei einer 72 h-Behandlung verringert ATO ebenfalls erst ab 5 uM die
Proliferationsrate von A-172 Zellen. Hierbei nimmt der Zellproteingehalt pro Well um
ca. 20% ab. In Anwesenheit von BSO wird die ATO-Kurve deutlich nach links verscho-
ben. Bereits ab 2 uM ATO sind dabei keine angehefteten Zellen mehr zu finden. Der
ECso-Wert (n = 3) fur ATO (9,0 £ 0,8 uM) sinkt auf 0,98 £ 0,02 uM, 0,51 + 0,02 uM bzw.
0,40 = 0,03 uM, wenn man A-172 Zellen gleichzeitig mit 5, 20 bzw. 100 uM BSO be-
handelt. Somit verstarkt BSO die proliferationshemmende Wirkung von ATO nach 72 h
um das 9-, 18- bzw. 22-fache.

Die Bewertung der Kombinationswirkung von ATO und BSO auf A-172 Zellen mittels
der Isobologramm- und der Kombinationsindex-Methode ist aufgrund der fehlenden
Zytotoxizitat von BSO nicht moglich. Wegen dieser fehlenden Zytotoxizitat und der
gleichzeitigen Fahigkeit von BSO zur Verstarkung der ATO-Wirkung ist die Kombinati-
onswirkung der Agentien bei unterschiedlichen Konzentrationen aber als synergistisch

Zu werten.
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Abbildung 4-33: Einfluss von Buthioninsulfoximin auf die proliferationshemmende
Wirkung von Arsentrioxid bei A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, BSO und verschiedenen Kombinationen aus beiden Agentien
exponiert. Nach 24 h (A) und 72 h (B) erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Dargestellt ist
der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mittels einer
Hill-Funktion. Die Ergebnisse sind mit Ausnahme der Kombination 2 pM ATO/100 uM BSO (h =
2; MW + Spannweite) als MW = SEM aus n = 3 Experimenten angegeben. *p < 0,05 vs. Kon-
trolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).



92 Ergebnisse

B) U-87 MG Zellen

Wie bei A-172 Zellen zeigt BSO auch bei U-87 MG Zellen keine Wirkung auf das
Wachstum (vgl. Abb. 4-34), es verstarkt aber deutlich den ATO-Effekt. Bei einer Expo-
sition Uber 24 h hat ATO einen ECso-Wert (n = 3) von 14,5 £ 1,5 pM. In Anwesenheit
von 5 bzw. 20 uM BSO verringert sich dieser Wert auf 3,1 £ 0,3 uM bzw. auf 2,1 £ 0,4
UM ATO. In Kombination mit 100 uM BSO ist die hdchste, gleichzeitig eingesetzte
ATO-Konzentration von 1 UM nicht ausreichend um eine 50%-ige Wachstumshem-
mung zu erzielen. Die Abnahme des Zellproteingehalts pro Well betragt hier ca. 30%.
Nach einer 72 h-Ko-Behandlung sind bei dieser Expositionsbedingung dagegen keine
angehefteten Zellen mehr zu finden. Der ECg-Wert von ATO (2,6 £ 0,4 uM) sinkt bei
gleichzeitigem Einsatz von BSO auf 1,1 + 0,2 uM (+ 5 uM BSO), 0,59 + 0,10 uM (+ 20
UM BSO) bzw. 0,32 + 0,05 pM (+ 100 pM BSO). BSO erhdht die proliferationshem-
mende Wirkung von ATO auf U-87 MG Zellen nach 72 h damit um mehr als das 2-, 4-
bzw. 8-fache.

Die Bewertung der Kombinationswirkung von ATO und BSO mittels der Isobologramm-
sowie der Kombinationsindex-Methode ist auch bei U-87 MG Zellen nicht moglich. Die
Kombinationswirkung der beiden Agentien ist wegen der einerseits fehlenden BSO-
Zytotoxizitat und der andererseits hervorgerufenen Verstarkung der ATO-Wirkung aber

auch hier als synergistisch zu werten.
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Abbildung 4-34: Einfluss von Buthioninsulfoximin auf die proliferationshemmende
Wirkung von Arsentrioxid bei U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden mit ATO, BSO und verschiedenen Kombinationen aus beiden Agentien
exponiert. Nach 24 h (A) bzw. 72 h (B) erfolgte eine Proteinbestimmung (vgl. 3.2). Dargestellt
ist der gemessene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) und die Anpassung mittels
einer Hill-Funktion. Die Ergebnisse sind mit Ausnahme der Kombination 1 pM ATO/100 uM
BSO (n = 2; MW + Spannweite) als MW + SEM aus n = 3 Experimenten angegeben. *p < 0,05
vs. Kontrolle (ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).
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C) Vergleich der proliferationshemmenden Wirkung von Arsentrioxid auf A-172

und U-87 MG Zellen in Anwesenheit von Buthioninsulfoximin

Abbildung 4-35 stellt die proliferationshemmende Wirkung von ATO auf A-172 und U-
87 MG Zellen bei gleichzeitigem Einsatz von BSO nach einer Exposition tber 72 h ge-
geniiber. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind unter A) bis C) die Konzentrations-
Wirkungs-Kurven von ATO allein und in Anwesenheit von jeweils einer BSO-
Konzentration gezeigt. Unter D) sind weiterhin die ECso-Werte fir ATO in Abhangigkeit

von der gleichzeitig verwendeten BSO-Konzentration zu sehen.
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Abbildung 4-35: Vergleich der proliferationshemmenden Wirkung von Arsentrioxid auf A-
172 und U-87 MG Zellen in Anwesenheit von Buthioninsulfoximin

A-172 (Dreiecke) und U-87 MG Zellen (Quadrate) wurden mit ATO allein und in Kombination mit
5 uM BSO (A), 20 uM BSO (B) bzw. 100 uM BSO (C) exponiert. Nach 72 h erfolgte eine Pro-
teinbestimmung (vgl. 3.2). (A - C) Konzentrations-Wirkungs-Kurven: Gezeigt ist der gemes-
sene Zellproteingehalt in % der Kontrolle (= 100%) als MW + SEM, wenn n > 2 Experimente
und die Anpassung mittels einer Hill-Funktion. (D) Abhangigkeit der wachstumshemmenden
Potenz von ATO (ECso-Werte) von der BSO-Konzentration: Dargestellt sind die ECso-Werte
(MW + SEM; n = 3) von ATO mit/ohne BSO bei A-172 und U-87 MG Zellen, welche aus den
Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Abbildungen A - C abgeleitet wurden.
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Die untersuchten Zelllinien weisen deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Sensitivitat
fur ATO auf. U-87 MG Zellen sind mit einem ECso-Wert (n = 3) von 2,6 + 0,4 uM deut-
lich empfindlicher fur ATO als A-172 Zellen (ECso-Wert: 9,0 £ 0,8 uM). BSO fuhrt bei
beiden Zelllinien zu einer konzentrationsabhangigen Verschiebung der ATO-Kurve
nach links. Interessanterweise wird die Empfindlichkeit von A-172 und U-87 MG Zellen
fir ATO durch BSO angeglichen. In Abhangigkeit von der verwendeten BSO-
Konzentration werden die beiden ATO-Kurven jeweils auf das gleiche Niveau verscho-
ben. Die ECso-Werte fur ATO, welche sich bei gleichzeitiger Inkubation mit BSO erge-
ben, sind bei beiden Zelllinien nahezu identisch.
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4.3 Bestimmung der intrazellularen Radikalbildung

Bei der Vermittlung der zytotoxischen ATO-Wirkung soll die Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und damit die Auslésung von oxidativem Stress eine wichtige
Rolle spielen (Sumi et al., 2010; Flora, 2011). Die Induktion der intrazellularen ROS-
Bildung gilt zudem als eine wichtige Strategie zur Sensitivierung von Tumorzellen fur
ATO (Maeda et al., 2001; 2004). Sanchez et al. (2008) bzw. (2010) haben z.B. berich-
tet, dass Genistein und Curcumin die Wirkung von ATO auf die Leukamie-Zelllinie
U937 verstarken, indem sie ROS bilden.

In diesem Kapitel wurde daher geprift, welchen Einfluss ATO, die gewahlten pflanzli-
chen Polyphenole und BSO auf die intrazellulare ROS-Bildung in A-172 und U-87 MG
Zellen haben. Wie im Methodenteil beschrieben (vgl. 3.4), wurden die Zellen dazu fir
30 min mit DCFH,-DA aufgeladen und mit den Testsubstanzen jeweils einzeln und in
Kombination exponiert. Direkt im Anschluss erfolgte die Detektion der erzeugten DCF-
Fluoreszenz als MaR fur die Entstehung von ROS. Die Messungen fanden in einem
Abstand von 15 min Uber insgesamt 2 h statt. Als Positivkontrolle wurde in allen Versu-

chen Cumolhydroperoxid (CHP) mitgeftuhrt.

4.3.1 Cumolhydroperoxid

Abbildung 4-36 zeigt die ROS-Bildung uber 2 h in den unbehandelten und mit CHP
behandelten A-172 und U-87 MG Zellen. In Kulturen, die keiner Exposition unterzogen
wurden, findet eine stetige, allerdings geringe, Erhdhung der DCF-Fluoreszenz statt.
Diese dirfte Ausdruck der endogenen ROS-Bildung sein. CHP induziert eine deutliche
Zunahme des Fluoreszenzsignals Uber die Zeit. Nach einer Exposition tber 2 h wird
bei A-172 Zellen eine DCF-Fluoreszenz von 45.000 + 5.000 Einheiten und bei U-87
MG Zellen von 24.000 £ 3.000 Einheiten gemessen. Das ist eine Erhdhung des Signals
um den Faktor 6 (A-172) bzw. 5 (U-87 MG) im Vergleich zu den unbehandelten Kultu-
ren. Anders als in den Kontrollzellen ist die Zeitabhangigkeit der ROS-Bildung durch

CHP nicht linear. Die Geschwindigkeit nimmt Uber die Zeit ab.

In den Abbildungen des Abschnitts 4.3.4 wurde darauf verzichtet das CHP-Signal dar-

zustellen, um Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen.
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Abbildung 4-36: Zeitabhangige Radikalbildung durch Cumolhydroperoxid in A-172 und U-
87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit der Positivkon-
trolle CHP exponiert (vgl. 3.4). Die Messung der DCF-Fluoreszenz erfolgte direkt nach der Ex-
position in einem Abstand von 15 min Uber insgesamt 2 h. Dargestellt sind die MW + SEM des
Fluoreszenzsignals aus n = 9 Versuchen.
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Vergleicht man die untersuchten Zelllinien, so zeigt sich, dass die endogene ROS-
Bildung in A-172 Zellen signifikant héher als in U-87 MG Zellen ist (vgl. Abb. 4-37).
Nach 2 h ist die DCF-Fluoreszenz in Kulturen von A-172 Zellen um 90% hoéher als in U-
87 MG Zellen. Bezieht man die Messwerte auf den Zellproteingehalt, wird der Unter-

schied geringer (~ 40%), er bleibt aber signifikant.
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Abbildung 4-37: Vergleich der endogenen Radikalbildung in A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 und U-87 MG wurden mit DCFH»-DA aufgeladen. Die DCF-Fluoreszenz wurde nach der
Exposition Uber insgesamt 2 h erfasst (vgl. 3.4). Gezeigt sind die (A) ,absoluten“ und (B) auf
Zellprotein bezogenen, relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU). Die Ergebnisse sind angegeben
als MW + SEM aus n = 9 Versuchen. *p < 0,05 vs. A-172 Zellen (t-Test).

Um die Wirkung von CHP in den verwendeten Zelllinien zu vergleichen, wurden zum
einen die Messwerte nach 2 h gegentbergestellt (vgl. Abb. 4-38). Bezogen auf den
Zellproteingehalt bildet CHP in A-172 Zellen 1,4-mal mehr ROS als in U-87 MG Zellen.
Aufgrund der nichtlinearen Zeitabhéngigkeit der CHP-Wirkung wurde weiterhin die
ROS-Bildungsrate in den ersten 30 min nach der Exposition betrachtet. Pro Minute
werden in A-172 Zellen anfangs 2,4-mal so viele ROS durch CHP gebildet wie in U-87
MG Zellen. Der Unterschied zwischen den Zelllinien ist statistisch signifikant. Damit ist
die ROS-Bildungsfahigkeit von CHP oder anders ausgedrtickt der CHP-induzierte oxi-
dative Stress in A-172 Zellen hoher als in U-87 MG Zellen.
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Abbildung 4-38: Vergleich der Cumolhydroperoxid-induzierten Radikalbildung in A-172
und U-87 MG Zellen

A-172 und U-87 MG Zellen wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit 100 pM CHP exponiert
(vgl. 3.4). Gezeigt sind (A) die relativen, auf Zellprotein bezogenen Fluoreszenzeinheiten, wel-
che nach der Exposition Uber insgesamt 120 min gemessen wurden und (B) die Veranderung
der relativen, auf Zellprotein bezogenen Fluoreszenzeinheiten, welche in den ersten 30 min
nach der Exposition stattfand. Die Ergebnisse sind angegeben als MW + SEM aus n = 9 Versu-
chen. *p < 0,05 vs. A-172 Zellen (t-Test).

4.3.2 Arsentrioxid

ATO allein ist in den hier dargestellten Versuchen stets in zwei Konzentrationen (2 und
10 uM bzw. 1 und 2 pM) eingesetzt worden (vgl. 4.3.3 und 4.3.4). Diese Konzentratio-
nen wurden gewahlt, um zu prifen, welchen Einfluss ATO auf die intrazellulare ROS-
Bildung in A-172 und U-87 MG Zellen im Bereich unterschiedlicher Proliferationshem-
mung hat (vgl. 4.2.1). Abbildung 4-39 fasst die Informationen aller Versuche nach einer
Exposition Uber 2 h zusammen.

ATO fahrt in beiden Zelllinien reproduzierbar zu einem Anstieg der DCF-Fluoreszenz
verglichen mit den unbehandelten Kontrollen. Allerdings ist die ROS-Bildung in den
ATO-behandelten Kulturen gering. Dies wird deutlich, wenn man den Anstieg des Sig-
nals betrachtet, der durch die Positivkontrolle CHP ausgel6st wird. Die Wirkung von
CHP ist um den Faktor 6 (A-172) bzw. 5 (U-87 MG) hoher als die von ATO. Daruber
hinaus ist der Effekt von ATO nicht konzentrationsabhangig. Im Mittel wird im Vergleich
zu den Kontrollen eine Erhéhung des DCF-Signals um 20% erreicht. Aufgrund der feh-
lenden Konzentrations-Wirkungs-Beziehung und der geringen Effekte kann nicht auf

eine durch ATO induzierte ROS-Bildung geschlossen werden. Da der Anstieg des



100 Ergebnisse

DCF-Signals in beiden Zelllinien &hnlich grof3 ist, ist er mit hoher Wahrscheinlichkeit

auf methodische Veranderungen zurtickzufihren. Welche das sind, ist derzeit unklar.
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Abbildung 4-39: Einfluss von Arsentrioxid auf die Radikalbildung in A-172 und U-87 MG
Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und anschlie3end mit
ATO bzw. der Positivkontrolle CHP (100 puM) exponiert (vgl. 3.4). Die Messung der DCF-
Fluoreszenz erfolgte nach der Exposition Uber insgesamt 120 min. Dargestellt sind die MW *
SEM des Fluoreszenzsignals in % Kontrolle (= 100%) aus n > 3 Versuchen. *p < 0,05 vs.
Kontrolle (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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4.3.3 Kombination von Arsentrioxid mit pflanzlichen Polyphenolen

Die im vorliegenden Abschnitt verwendeten Konzentrationen der pflanzlichen Poly-
phenole (20 und 50 pM) orientierten sich an den Proliferationshemmversuchen. Sie
wurden gewahlt um zu klaren, welche Wirkung die Polyphenole auf die intrazellulare
ROS-Bildung in A-172 und U-87 MG Zellen im Bereich unterschiedlicher Wachstums-
hemmung haben (vgl. 4.2.2). Bei Kombination von ATO mit den Polyphenolen wurden
aullerdem Konzentrationen ausgesucht, die gemeinsam appliziert keinen vollstandigen

Zellverlust auslosen (vgl. 4.2.3).

In Abbildung 4-40 ist die Wirkung von ATO und Genistein auf die intrazellulare ROS-
Bildung in A-172 und U-87 MG Zellen gezeigt. Genistein induziert bei beiden Zelllinien
eine von der Konzentration und Expositionsdauer abhangige Bildung von ROS. Diese
Resultate sind nicht sonderlich Uberraschend, da &hnliche Effekte schon bei C6 Zellen
beobachtet wurden (Ruweler et al., 2008). Bei A-172 Zellen ist die DCF-Fluoreszenz
nach 120 min gegenuber der Kontrolle um 150% (20 uM Genistein) bzw. 270% (50 uM
Genistein) erhoht. Bei U-87 MG Zellen ist die Erhéhung mit 155% bzw. 240% ahnlich.
In Anwesenheit von 2 uM ATO und 20 uM Genistein tritt bei beiden Zelllinien jeweils
die durch 20 uM Genistein allein verursachte ROS-Bildung auf. Die Fluoreszenzintensi-
tat in den mit ATO und Genistein gleichzeitig behandelten Kulturen weist statistisch
signifikante Unterschiede zu den Kontrollen, aber nicht zur Intensitat, welche sich bei

der Exposition mit Genistein allein ergibt, auf.

Ganz anders als Genistein 16st Quercetin keine Erhéhung der ROS-Bildung aus (vgl.
Abb. 4-41). In unbehandelten A-172 und U-87 MG Zellen ist ein leichter Anstieg des
Fluoreszenzsignals Uber die Zeit zu erkennen. Quercetin wirkt diesem Anstieg sogar
entgegen - ein Effekt, der darauf beruhen kénnte, dass Quercetin Radikale abfangt.
Nach einer 60 min-Exposition pendelt sich das Fluoreszenzsignal, welches in den mit
Quercetin behandelten Wells detektiert wird, jeweils auf einem Niveau ein und bleibt
wahrend der weiteren Messung konstant. Die Hemmung der ROS-Bildung ist in Anwe-
senheit von 50 uM Quercetin nicht starker als in Anwesenheit von 20 puM. Mit anderen
Worten: Die Wirkung von Quercetin ist schon bei 20 uM maximal. Bei gleichzeitigem
Einsatz von 2 uM ATO und 20 uM Quercetin tritt bei A-172 und U-87 MG Zellen jeweils
die durch Quercetin allein verursachte Verminderung des Fluoreszenzsignals auf. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Fluoreszenzintensitat in den mit

Quercetin allein und in Kombination mit ATO behandelten Kulturen.
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Abbildung 4-40: Einfluss von Arsentrioxid und Genistein auf die Radikalbildung in A-172

und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit ATO, Genistein
und einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss erfolgte
die Messung der DCF-Fluoreszenz tiber 120 min in einem Intervall von 15 min. Dargestellt sind
die MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrollwert nach
120 min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-41: Einfluss von Arsentrioxid und Quercetin auf die Radikalbildung in A-172

und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit ATO, Quercetin
und einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss erfolgte
die Messung der DCF-Fluoreszenz tber 120 min in einem Intervall von 15 min. Dargestellt sind
die MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrollwert nach

120 min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Die Wirkung von Curcumin und ATO auf die intrazellulare ROS-Bildung ist in Abbildung
4-42 zu sehen. Bei A-172 Zellen verlaufen die Kurven der mit Curcumin inkubierten
Kulturen ab einer Expositionszeit von 45 min zunehmend flacher als die Kontrollkurve.
Das ist ein Phanomen, das auch bei Quercetin beobachtet wurde und auf dem Abfan-
gen von ROS beruhen kénnte. Die Wirkung von Curcumin ist schon bei 20 uM maxi-
mal. Bei U-87 MG Zellen drosselt nur die héhere Curcumin-Konzentration die endoge-
ne ROS-Entstehung. Dieser Effekt wird in zunehmendem Zeitverlauf ebenfalls héher.
Bei einer gleichzeitigen Behandlung der untersuchten Zelllinien mit 2 uM ATO und 20
UM Curcumin tritt jeweils die durch Curcumin allein verursachte Wirkung auf. In A-172
Zellen ist bei einer Ko-Exposition mit den beiden Agentien also eine Verminderung des
Fluoreszenzsignals zu beobachten, wahrend sich das Signal in U-87 MG Zellen nicht
von dem der Kontrolle unterscheidet.

Resveratrol besitzt in A-172 Zellen keinen Einfluss auf die intrazellulare ROS-Bildung
(vgl. Abb. 4-43). Geringfugige Schwankungen zwischen den exponierten Gruppen und
der Kontrolle liegen im Rahmen der Messstreuung. Dagegen fihrt Resveratrol in U-87
MG Zellen ab einer Expositionszeit von 15 min zu einer zunehmenden Erhéhung des
Fluoreszenzsignals. Nach 120 min ist die DCF-Fluoreszenz gegentiber der Kontrolle im
Mittel um mehr als 100% erhoht. Die beobachteten Effekte sind stets reproduzierbar,
aber wegen der relativ groBen interexperimentellen Variation nicht statistisch signifi-
kant. Bei einer gleichzeitigen Behandlung der untersuchten Zelllinien mit 2 uM ATO
und 20 uM Resveratrol liegt das Fluoreszenzsignal in A-172 Zellen unter Beriicksichti-
gung der Streuung im Bereich der Kontrolle. In U-87 MG Zellen tritt die durch Res-

veratrol allein verursachte ROS-Bildung auf.

EGCG wirkt ahnlich wie Quercetin und Curcumin der endogenen ROS-Bildung in A-
172 und U-87 MG Zellen entgegen (vgl. Abb. 4-44). Ab einer Expositionszeit von 45
min pendelt sich das Signal in den mit EGCG inkubierten Kulturen auf einem Level ein
und bleibt wéhrend der restlichen 75 min konstant. 20 uM EGCG bewirken in beiden
Zelllinien eine hohere Drosselung des Signals als 50 pM. Statistisch signifikante Unter-
schiede zur Kontrolle liegen nur bei U-87 MG Zellen vor, bestimmt fir die Werte nach
120 min-Exposition. Bei A-172 Zellen sind die Effekte stets reproduzierbar, jedoch nicht
signifikant. Bei gleichzeitigem Einsatz von 2 uM ATO und 20 uM EGCG ist in beiden
Zelllinien jeweils die durch EGCG allein verursachte Verminderung des Fluoreszenz-

signals zu erkennen.
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Abbildung 4-42: Einfluss von Arsentrioxid und Curcumin auf die Radikalbildung in A-172
und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit ATO, Curcumin
und einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss erfolgte
die Messung der DCF-Fluoreszenz tber 120 min in einem Intervall von 15 min. Dargestellt sind
die MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrollwert nach
120 min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-43: Einfluss von Arsentrioxid und Resveratrol auf die Radikalbildung in A-
172 und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA vorbehandelt und mit ATO, Res-
veratrol und einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss
erfolgte die Messung der DCF-Fluoreszenz Gber 120 min in einem Intervall von 15 min. Darge-
stellt sind die MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontroll-
wert nach 120 min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-44: Einfluss von Arsentrioxid und Epigallocatechin-3-gallat auf die Radikal-
bildung in A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit ATO, EGCG und
einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss erfolgte die
Messung der DCF-Fluoreszenz tber 120 min in einem Intervall von 15 min. Dargestellt sind die
MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrollwert nach 120
min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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4.3.4 Kombination von Arsentrioxid mit Buthioninsulfoximin

In den Versuchen mit BSO wurde ATO in einer niedrigeren Konzentration getestet als
in den Versuchen mit den Polyphenolen. Die gewéhlte Konzentration (1 uM ATO) ori-

entierte sich auch hier an den Proliferationshemmversuchen (vgl. 4.2.4). Bei gemein-
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Abbildung 4-45: Einfluss von Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin auf die Radikal-
bildung in A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit DCFH,-DA aufgeladen und mit ATO, BSO und
einer Kombination aus beiden Agentien exponiert (vgl. 3.4). Direkt im Anschluss erfolgte die
Messung der DCF-Fluoreszenz tber 120 min in einem Intervall von 15 min. Dargestellt sind die
MW + SEM des Fluoreszenzsignals aus n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs. Kontrollwert nach 120
min (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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samer Applikation mit BSO sollte sie keinen vollstandigen Zellverlust auslésen. Wie in
Abbildung 4-45 gezeigt, besitzt BSO (5, 20 uM) keine Wirkung auf die ROS-Bildung in
A-172 und U-87 MG Zellen. Bei einer gleichzeitigen Behandlung der Zellen mit 5 uM
BSO und 1 uM ATO entspricht das gemessene Fluoreszenzsignal der Wirkung von
ATO allein.

4.3.5 Ubersicht tiber die Ergebnisse

Abbildungen 4-46 und 4-47 geben Ubersicht tber den Einfluss aller getesteten Sub-
stanzen auf die intrazellulare ROS-Bildung in A-172 und U-87 MG Zellen. Gezeigt ist
die DCF-Fluoreszenz in % Kontrolle, welche sich nach 120 min ergibt. ATO fihrt in
beiden Zelllinien zu einem schwachen Anstieg des DCF-Signals. Die Oxidation von
DCFH, in den ATO-behandelten Kulturen héangt aber héchstwahrscheinlich mit metho-
dischen Veranderungen zusammen (vgl. 4.3.2), sodass man davon ausgehen kann,
dass die proliferationshemmende Wirkung von ATO unabhéngig von einer ROS-
Bildung auftritt. Die untersuchten pflanzlichen Polyphenole lassen sich in drei Gruppen
einteilen: (i) Polyphenole, die zu einer erhéhten ROS-Bildung fuhren, (ii) Polyphenole,
die die endogene ROS-Bildung vermindern, also antioxidativ wirken und (iii) Poly-
phenole, die keinen Effekt haben. Genistein induziert eine deutliche Erhéhung der
ROS-Bildung in beiden Zelllinien. Ob auch Resveratrol in U-87 MG Zellen prooxidativ
agiert, ist nicht eindeutig. Aufgrund der groRen Streuung kann hier keine Entscheidung
getroffen werden. In A-172 Zellen zeigt Resveratrol keinen Effekt. Quercetin, EGCG
und Curcumin hemmen die endogene ROS-Bildung. Bei Kombination von ATO mit den
Polyphenolen tritt in beiden Zelllinien nur die durch das jeweilige Polyphenol allein ver-
ursachte Wirkung auf. Polyphenole, die allein appliziert zu einer erhdhten ROS-Bildung
fuhren, tun dies also auch in Anwesenheit von ATO. Polyphenole, die die endogene
ROS-Bildungsrate vermindern, zeigen diesen Effekt ebenfalls bei einer Kombination
mit ATO. BSO hat keinen Einfluss auf die ROS-Bildung in A-172 und U-87 MG Zellen.
Bei gleichzeitigem Einsatz von ATO und BSO ist jeweils nur der ATO-Effekt zu erken-

nen.
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Abbildung 4-46: Ubersicht (ber die Radikalbildung in A-172 Zellen in Anwesenheit von Arsentrioxid, verschiedenen pflanzlichen
Polyphenolen und Buthioninsulfoximin

Dargestellt sind die MW + SEM der DCF-Fluoreszenz in % der Kontrolle (= 100%), welche nach der Exposition Uber 2 h gemessen wurde. *p < 0,05 vs.
Kontrolle. Die absoluten Werte stammen aus den Abbildungen der Abschnitte 4.3.1 bis 4.3.4. Weitere Details siehe dort.
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Abbildung 4-47: Ubersicht liber die Radikalbildung in U-87 MG Zellen in Anwesenheit von Arsentrioxid, verschiedenen pflanzlichen
Polyphenolen und Buthioninsulfoximin

Dargestellt sind die MW + SEM der DCF-Fluoreszenz in % der Kontrolle (= 100%), welche nach der Exposition Uber 2 h gemessen wurde. *p < 0,05 vs.
Kontrolle. Die absoluten Werte stammen aus den Abbildungen der Abschnitte 4.3.1 bis 4.3.4. Weitere Details siehe dort.
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4.4 Bestimmung des intrazellularen Glutathiongehalts

Glutathion ist ein Antioxidanz, das eine wichtige Rolle bei der zellularen Abwehr von
oxidativem Stress spielt (Dickinson et al., 2002). Die Verminderung der intrazellularen
Glutathionspiegel gilt als eine weitere Strategie zur Erhéhung der Empfindlichkeit von
Tumorzellen fir ATO (Dai et al.,, 1999). Nach Ramos et al. (2008) sensitiviert z.B.
Quercetin U937 Zellen fur die Wirkung von ATO, indem es die Glutathionspiegel senkt.
Einen besonderen Fall stellt in diesem Zusammenhang BSO dar, da es als Inhibitor der
y-Glutamylcystein-Synthetase die Glutathionsynthese spezifisch hemmit.

In diesem Kapitel wurde der Frage nachgegangen, wie ATO, die gewahlten Polypheno-
le und BSO auf den Glutathionspiegel von A-172 und U-87 MG Zellen wirken. Die Zel-
len wurden dazu mit den Testsubstanzen Uber 24 h exponiert. Hierbei wurden Kon-
zentrationen gewahlt, die in den Proliferationshemmversuchen noch keine bzw. nur
eine geringe Hemmung des Wachstums nach 24 h gezeigt hatten (vgl. 4.2). Der Gehalt
an Gesamtglutathion (GSx) wurde bezogen auf den Proteingehalt der Kulturen mit der

unter 3.5 beschriebenen Methode ermittelt.

Abbildung 4-48 zeigt zunachst den GSx-Spiegel, welcher in den unbehandelten Kon-
trollzellen gemessen wurde. Zu erkennen ist, dass U-87 MG Zellen mit 61,4 + 2,3
nmol/mg Zellprotein (n = 15) einen 1,5-mal héheren GSx-Spiegel besitzen als A-172
Zellen (39,6 = 1,5 nmol/mg Zellprotein; n = 14). Der Unterschied zwischen den beiden

Zelllinien ist statistisch signifikant.
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Abbildung 4-48: Vergleich der Glutathionspiegel von A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 (n = 14) und U-87 MG Zellen (n = 15) wurden einer Glutathion- sowie Proteinbestimmung
unterzogen (vgl. 3.5). Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen GSx in nmol/mg Zellpro-
tein. *p < 0,05 vs. A-172 Zellen (t-Test).
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441 Arsentrioxid

Abbildung 4-49 stellt die Wirkung von ATO auf den intrazellularen GSx-Gehalt sowie
die Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen gegenuber.
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Abbildung 4-49: Wirkung von Arsentrioxid auf den Glutathionspiegel und die
Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden mit ATO exponiert. Nach 24 h erfolgte eine Gluta-
thion- und Proteinbestimmung (vgl. 3.5). Zu jeder Konzentration wurden (n) Versuche durchge-
fuhrt. Dargestellt sind die MW + SEM (wenn n > 2) des GSx/mg Zellprotein und des Zellpro-
teins/Schale in % der Kontrolle (= 100%). *p < 0,05 vs. Kontrolle (ANOVA mit Tukey's multiple
comparison test).



114 Ergebnisse

Bei A-172 Zellen steigert ATO die GSx-Spiegel im gesamten untersuchten Konzentra-
tionsbereich (0,5 - 10 uM). In Anwesenheit von 0,5 pM ATO nimmt der Gehalt an GSx
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bereits um 20% zu. Dieser Effekt verdoppelt
sich bei einer Exposition der Zellen mit 1 uM ATO. Noch héhere ATO-Konzentrationen
(2 - 10 uM) induzieren keine weitere Zunahme der GSx-Levels. Diese bewegen sich
jeweils im Bereich der bereits mit 1 uM ATO erzielten Wirkung. Das Wachstum von A-
172 Zellen wird bei einer Inkubation mit 0,5 bis 5 UM ATO nicht beeinflusst und nimmt
erst bei 10 uM ATO geringfugig ab (~ 15%) - eine Wirkung, die sich schon in den
Proliferationshemmversuchen zeigte (vgl. Abb. 4-4).

Bei U-87 MG Zellen besitzt ATO eine ,zweiphasige“ Wirkung auf den GSx-Gehalt. 0,5
bis 2 uM ATO erhthen den Gehalt an GSx jeweils um etwa 40% verglichen mit der
Kontrolle. 10 pM ATO fihren dagegen zu einer deutlichen Verminderung der GSx-
Levels pro mg Zellprotein auf 65% der Kontrollwerte. Das Wachstum von U-87 MG
wird bei einer 24 h-Behandlung mit niedrigen ATO-Konzentrationen (0,5 - 1 uM) nicht
gehemmt, wahrend es bei hoheren Konzentrationen (2 - 10 pM) um etwa 20% ab-

nimmt.

Zusammengefasst: Eine Behandlung mit ATO erhoht in niedrigen Konzentrationen (0,5
- 2 uM) bei beiden Zelllinien in ahnlicher Weise die zellularen GSx-Spiegel. Die Wir-
kung héherer ATO-Konzentrationen (5 und 10 uM) weist allerdings Unterschiede auf.
Wahrend bei A-172 Zellen auch hier die GSx-Spiegel liber den unbehandelten Kontrol-

len liegen, sinken sie in U-87 MG Zellen um 15% bzw. 35% unter die Kontrollwerte.

4.4.2 Kombination von Arsentrioxid mit pflanzlichen Polyphenolen

Zur besseren Ubersicht ist in den Abbildungen 4-50 und 4-51 die Wirkung von ATO
und den funf untersuchten Polyphenolen auf die intrazellularen GSx-Spiegel von A-172
und U-87 MG Zellen zusammengefasst. Die Zellen wurden in den hier dargestellten
Versuchen stets mit 2 uM ATO, 20 uM eines Polyphenols und der Kombination aus
beiden Agentien exponiert. Es fanden jeweils drei Messungen statt. Fur jede Poly-
phenol-Gruppe sind die Ergebnisse dieser drei Messungen und die dazugehdrige sta-
tistische Auswertung gezeigt. Der Effekt von ATO entspricht dem Mittelwert aus allen

durchgefihrten Experimenten.
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Abbildung 4-50: Wirkung von Arsentrioxid und pflanzlichen Polyphenolen auf den Glutathionspiegel von A-172 Zellen

A-172 Zellen wurden mit ATO, pflanzlichen Polyphenolen und ihrer Kombination exponiert. Nach 24 h erfolgte eine Glutathion- und Proteinbestimmung
(vgl. 3.5). Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen GSx/mg Zellprotein in % der Kontrolle (= 100%) mit n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs.
Kontrolle; #p < 0,05 vs. ATO allein (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-51: Wirkung von Arsentrioxid und pflanzlichen Polyphenolen auf den Glutathionspiegel von U-87 MG Zellen

U-87 MG Zellen wurden mit ATO, pflanzlichen Polyphenolen und ihrer Kombination exponiert. Nach 24 h erfolgte eine Glutathion- und Proteinbestim-
mung (vgl. 3.5). Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen GSx/mg Zellprotein in % der Kontrolle (= 100%) mit n = 3 Versuchen. *p < 0,05 vs.
Kontrolle; “p < 0,05 vs. ATO allein (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Die untersuchten Polyphenole kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: (i) Poly-
phenole, die keinen Effekt haben und (ii) Polyphenole, die eine Erhéhung der intrazel-
luldaren GSx-Spiegel bewirken. Genistein, Quercetin und EGCG sind der ersten Gruppe
zuzuordnen. Sie besitzen keinen Einfluss auf die GSx-Spiegel in beiden Zelllinien. Cur-
cumin und Resveratrol gehdren der zweiten Gruppe an. Curcumin fihrt bei beiden Zell-
linien zu einer Erhéhung der GSx-Levels um jeweils etwa 70% verglichen mit den un-
behandelten Kontrollen. Die Wirkung von Resveratrol ist im Vergleich zu der von Cur-
cumin deutlich geringer. Durch dieses Polyphenol erfolgt bei beiden Zelllinien eine
Steigerung des GSx-Gehalts um jeweils ca. 16%.

Bei einer gleichzeitigen Behandlung von A-172 Zellen mit ATO und Genistein, Querce-
tin, EGCG bzw. Resveratrol tritt jeweils nur der durch ATO allein verursachte GSx-
steigernde Effekt auf. Bei einer Ko-Behandlung mit Curcumin sind die GSx-Spiegel
verglichen mit der Wirkung von ATO allein signifikant erhoht. Die Erhdhung erreicht
allerdings nicht das Mal3 einer Summierung der separaten Wirkung beider Agentien.
Der maximale Effekt wird also schon vorher erreicht. Bei U-87 MG Zellen ist der GSx-
Gehalt bei einer Ko-Exposition mit ATO und allen Polyphenolen verglichen mit der
Kontrolle ebenfalls erhéht. In Anwesenheit von Quercetin, Resveratrol bzw. EGCG ist
er gegeniiber dem GSx-Gehalt der mit nur ATO exponierten Kulturen jedoch leicht

vermindert.

4.4.3 Kombination von Arsentrioxid mit Buthioninsulfoximin

Anders als die untersuchten pflanzlichen Polyphenole induziert BSO eine drastische,
von der Konzentration abhangige Verminderung der intrazellularen GSx-Spiegel (vgl.
Abb. 4-52). Bei A-172 Zellen sinken die Spiegel auf 47% (5 uM BSO) bzw. 11% (20 pM
BSO) der Kontrollwerte. Bei U-87 MG Zellen nehmen die Spiegel in Anwesenheit glei-
cher BSO-Konzentrationen auf 29% bzw. 9% ab. Bei gleichzeitigem Einsatz von ATO
und BSO sinkt der Gehalt an GSx in beiden Zelllinien entsprechend der Wirkung von
BSO allein unter die der jeweiligen Kontrolle. Mit anderen Worten: Der GSx-steigernde
Effekt von ATO wird bei einer Ko-Exposition mit BSO aufgehoben. Die GSx-Levels sind
nach einer Inkubation mit ATO und BSO reproduzierbar niedriger als die Levels, wel-
che sich nach einer separaten Behandlung mit der entsprechenden BSO-Konzentration

ergeben.
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Abbildung 4-52: Wirkung von Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin auf den Glutathion-
spiegel von A-172 und U-87 MG Zellen

A-172 (A) und U-87 MG (B) Zellen wurden mit ATO und BSO einzeln sowie in Kombination
Uber 24 h exponiert. Anschlie3end erfolgte eine Glutathion- und Proteinbestimmung (vgl. 3.5).
Dargestellt sind die MW + SEM des gemessenen GSx/mg Zellprotein in % der Kontrolle (=
100%) aus n = 3 Experimenten. *p < 0,05 vs. Kontrolle; ns = nicht signifikant bzw. *p < 0,05 vs.
BSO allein (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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4.5 Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und

Nekrose

Fir Substanzen, die in den Proliferationshemmversuchen zumindest bei einer der Gli-
oma-Zelllinien zu einer Sensitivierung fur ATO gefihrt haben (vgl. 4.2), wurde zusatz-
lich geprift, ob ihre proliferationshemmende Wirkung auf apoptotischem und/oder nek-
rotischem Zelltod beruht oder ob eine Arretierung im Zellzyklus stattfindet und Zelltod
nur eine untergeordnete Rolle spielt. In diesem Kapitel werden also die Ergebnisse der
Versuche mit ATO, Genistein, Quercetin und BSO beschrieben.

Wie im Methodenteil erlautert (vgl. 3.6), wurden A-172 und U-87 MG Zellen Uber unter-
schiedliche Zeiten (24 h / 24 und 72 h) mit den Substanzen einzeln sowie in Kombina-
tion exponiert. Anschlieend wurden Veranderungen in der Zellkernmorphologie, die
Externalisierung von Phosphatidylserin und der DNA-Gehalt im Zellzyklus bestimmit.
Um die verwendeten Nachweismethoden und den Versuchsaufbau zu etablieren, wur-
den zunachst Versuche mit Staurosporin (ST), einem bekannten Apoptoseinduktor
(Bertrand et al., 1994) durchgeftihrt. Da Gliome héaufig als resistent gegen Apoptose
beschrieben werden (Lefranc et al., 2006; Sarafian et al., 2009), sollten die Versuche
mit ST gleichzeitig Auskunft Uber die Empfindlichkeit von A-172 und U-87 MG Zellen
fur einen klassischen Apoptoseinduktor bzw. die Mdglichkeit bei ihnen Apoptose aus-

zuldsen, geben.

4.5.1 Staurosporin

A) Bestimmung des Anteils der in die Analyse eingehenden Zellpopulation

In Abbildung 4-53 sind zunachst phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von A-172
und U-87 MG Zellen nach einer 24 h-Inkubation mit ST (100 - 1000 nM) dargestellt.
Unbehandelte A-172 und U-87 MG Zellen (Kontrollen) weisen eine fur sie typische
Morphologie auf (vgl. Abb. 4-1). Die Zellen der jeweiligen Linie sind tiber lange Fortsat-
ze miteinander verbunden, wobei sich A-172 Zellen Uber die gesamte Kulturschale
ausbreiten, wahrend U-87 MG Zellen dreidimensional wachsen und zahlreiche Licken
im Zellrasen besitzen. Mit ST behandelte Kulturen zeigen ein grundlegend anderes
Erscheinungsbild. Beide Zelllinien sind bereits nach einer Behandlung mit 100 nM ST
deutlich geschadigt. Die Leiber von A-172 und U-87 MG Zellen sind geschrumpft und

abgekugelt. Ihre Fortsatze sind stark verdinnt, das Netzwerk zwischen den Zellen
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bleibt aber noch jeweils erhalten. An den Fortsatzen von A-172 Zellen kann man wei-
terhin winzige Blaschen erkennen. Ab einer Konzentration von 500 nM ST verschwin-
den die Fortsatze bei U-87 MG Zellen vollstandig, bei A-172 Zellen treten sie nur noch
vereinzelt auf. Die meisten Zellen haben sich vom Schalenboden abgel6st. Es sind

zahlreiche Zelltrimmer sichtbar.

500 nM ST 1000 nM ST

Nk F 4
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Abbildung 4-53: Morphologische Veréanderungen von A-172 und U-87 MG Zellen nach
einer Exposition mit Staurosporin

A-172 und U-87 MG Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert und anschlie3end fotografiert.
Die Aufnahmen erfolgten mittels Phasenkontrast-Mikroskop (Olympus IMT-2) und angeschlos-
sener Digitalkamera (Olympus E-300).

Bei den Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und Nekrose wurden alle Zellen
(angeheftet und abgeldst) gesammelt, abzentrifugiert und das gewonnene Pellet aufbe-
reitet (vgl. 3.6.4). Mit den dann angewendeten Methoden konnten nur Aussagen uber
den Zustand von Zellen gemacht werden, die sich wahrend der Zentrifugation sedi-
mentieren lieRen, also noch hinreichend intakt waren. Uber den Untergang von zu
stark geschadigten Zellen bzw. ihren Resten (sog. ,desintegrierten Zellen) konnten
keine Aussagen mehr getroffen werden. Um den Anteil der Zellen abzuschatzen, der in
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die Analyse einging, wurde die Zahl der sedimentierten Zellen bestimmt. Dazu wurde
zum einen der Gehalt an Zellprotein ermittelt und zum anderen eine lichtmikroskopi-
sche Zellzahlung vorgenommen. Letztere Methode erlaubte zudem eine Differenzie-
rung in die trypanblau-negative (vitale) und -positive (tote) Fraktion. Die Ergebnisse
beider Messverfahren sind am Beispiel von U-87 MG Zellen nach einer 24 h-Exposition
mit unterschiedlichen ST-Konzentrationen in Abbildung 4-54 gezeigt. Bei A-172 Zellen
war die Bestimmung der Zellzahl aufgrund einer starken Aggregatbildung nach der
Exposition mit ST nicht méglich.

Die gemessene Proteinmenge pro Schale nimmt in den mit ST behandelten U-87 MG
Kulturen im Vergleich zur Kontrolle nur leicht ab. Bei den beiden niedrigeren ST-
Konzentrationen (100 und 200 nM) betragt die Abnahme jeweils ca. 10%. Bei den bei-
den hoheren Konzentrationen (500 und 1000 nM) liegt sie jeweils bei etwa 15%. Ge-
maR der Zellzahlung befinden sich in der Kontrollschale etwa 7 - 10° Zellen. Verglichen
mit der ausgeséaten Zellzahl (4 - 10° Zellen/Schale) hat hier also ein Wachstum stattge-
funden. In den mit ST exponierten Kulturen bleibt die ermittelte Zellzahl im Bereich der
ausgesaten. Sie ist um etwa 40% niedriger als in der Kontrolle. Weiterhin ist eine von
der ST-Konzentration abhangige Zunahme der trypanblau-positiven Fraktion zu erken-
nen. Dies deutet darauf hin, dass ST die Proliferation von U-87 MG Zellen komplett
unterbindet und zytoletal wirkt.

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Methoden, so zeigt sich, dass die Zellzah-
lung einen hoéheren Verlust an Zellen ergibt als die Proteinbestimmung. Das dirfte da-
rauf zurlickzuflhren sein, dass bei der Proteinbestimmung das gesamte sedimentierte
Protein erfasst wird, also auch Zelltrimmer, welche bei der Zellzahlung nicht bertck-
sichtigt werden. Mit anderen Worten: Bei der Proteinbestimmung wird der Anteil der in
die Untersuchungen zur Induktion von Apoptose und Nekrose eingehenden Zellpopula-

tion Uberschéatzt.
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Abbildung 4-54: Methodenvergleich zur Bestimmung des Verlusts an U-87 MG Zellen
nach einer Exposition mit Staurosporin

U-87 MG Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert und anschlieBend einer Protein- sowie Zell-
zahlbestimmung unterzogen (vgl. 3.6.4). (A) Proteinbestimmung: Dargestellt ist der gemesse-
ne Zellproteingehalt/Schale als MW + SEM aus n > 3 Experimenten (Ausnahme: fir 500 nM ST
entsprechen die Daten MW + Spannweite aus n = 2 Versuchen). (B) Zellzdhlung: Gezeigt ist
die Zellzahl/Schale, differenziert in trypanblau-negative (vitale) und trypanblau-positive (tote)
Zellen als MW + Spannweite aus n = 2 Versuchen.
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B) Fluoreszenzmikroskopie

Zur morphologischen Bestimmung von Apoptose und Nekrose wurden Zellkernfarbun-
gen mit den Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33342 und Pl durchgefuhrt (vgl. 3.6.1).
Abbildungen 4-55 und 4-56 zeigen zunachst fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von A-172 und U-87 MG Zellen nach einer 24 h-Behandlung mit ST (100 - 1000 nM).
ST fuhrt bei beiden Zelllinien zu einer Induktion von Apoptose. Bei A-172 Zellen ist die
Zunahme an apoptotischen Zellen bereits ab einer Konzentration von 100 nM sichtbar.
Nekrotischer Zelltod ist kaum zu beobachten. Bei U-87 MG Zellen ist das Auftreten von
Apoptose erst ab einer ST-Konzentration von 500 nM deutlich ausgepragt. Insbeson-
dere bei einer Exposition mit 2000 nM ST sind bei dieser Zelllinie auch vermehrt nekro-
tische Zellkerne zu erkennen.

Kontrolle 100 nM ST

1000 nM ST

Abbildung 4-55: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kerne von A-172 Zellen
nach einer Exposition mit Staurosporin

A-172 Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert und anschlieRend mit Hoechst 33342 sowie PI
gefarbt (vgl. 3.6.4). Die Aufnahmen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) und ange-
schlossener Digitalkamera (Canon Power Shot A620). Dargestellt ist jeweils ein typisches Ge-
sichtsfeld. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Zellen.



124 Ergebnisse

Kontrolle 100 nM ST

200 nM ST 500 nM ST 1000 nM ST

Abbildung 4-56: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kerne von U-87 MG Zellen
nach einer Exposition mit Staurosporin

U-87 MG Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert und anschlieRend mit Hoechst 33342 sowie
Pl gefarbt (vgl. 3.6.4). Die Aufnahmen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) und an-
geschlossener Digitalkamera (Canon Power Shot A620). Dargestellt ist jeweils ein typisches
Gesichtsfeld. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Zellen.

Um quantitative Aussagen Uber das Auftreten von Friih- und Spatapoptose sowie Nek-
rose zu treffen, wurden jeweils mindestens 15 zufallig ausgewdahlte fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahmen gemacht und die Zellkerne ausgezahlt (vgl. Abb. 4-57). Eine
Behandlung von A-172 Zellen mit 100 nM ST fiihrt bei 12% der Population zur Indukti-
on von Apoptose. In Anwesenheit von 1000 nM ST stirbt knapp die Halfte der Zellen
(48%) apoptotisch. Auffallig ist jeweils der hohe Anteil der Spatapoptose an der Ge-
samtapoptoserate. Der Anteil an Nekrose ist bei allen Expositionsbedingungen kon-
stant niedrig (~ 8%). Bei U-87 MG Zellen findet ab einer Konzentration von 100 nM ST
eine Induktion von Nekrose statt (8,5%). Bei der héchsten getesteten ST-Konzentration
betragt der Anteil nekrotischer Zellen 38,6%. Eine Induktion von Apoptose tritt bei U-87
MG Zellen bei einer Behandlung mit ST-Konzentrationen bis zu 200 nM nicht auf. 500
nM ST induzieren dann aber bei 37% der Zellen apoptotischen Zelltod. Dieser Anteil
nimmt bei Erhéhung der ST-Konzentration auf 1000 nM nicht weiter zu (41,6%). Wie
bei A-172 Zellen ist auch bei U-87 MG Zellen nach 24 h hauptsachlich Spéatapoptose

zu beobachten.
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Abbildung 4-57: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 und U-87 MG Zellen
durch Staurosporin

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden Uber 24 h mit ST behandelt und anschlieRend mit
Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt (vgl. 3.6.4). Gezeigt sind die Anteile nekrotischer sowie friih-
und spatapoptotischer A-172 und U-87 MG Zellen an der jeweiligen Gesamtpopulation als (A)
MW + Spannweite aus n = 2 Versuchen bzw. (B) MW + SEM aus n = 3 Versuchen (Kontrolle,
100 und 200 nM ST) bzw. MW + Spannweite aus n = 2 Versuchen (500 und 1000 nM ST).
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C) PI/Annexin V-Farbung

Zum weiteren Nachweis von Apoptose und Nekrose erfolgten durchflusszytometrische
Messungen nach einer Markierung der Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen APC
Annexin V und Pl (vgl. 3.6.2.1). Abbildung 4-58 zeigt reprasentative Streuungsdia-
gramme von A-172 und U-87 MG Zellen nach einer 24 h-Behandlung mit verschiede-
nen ST-Konzentrationen (200 - 1000 nM).

91,3% der unbehandelten A-172 Zellen und 93,5% der unbehandelten U-87 MG Zellen
erscheinen jeweils im unteren linken Quadranten. Bei diesen Zellen erfolgt keine spezi-
fische Annexin V-Bindung oder Pl-Aufnahme. Diese Zellen sind also intakt. ST bewirkt
eine Verschiebung von A-172 und U-87 MG Zellen in die drei anderen Quadranten und
somit eine Abnahme der vitalen Population. Mit 500 nM ST exponierte A-172 Zellen
befinden sich mit 12,7% in der friihen Phase der Apoptose, weitere 15,4% der Zellen
sind nekrotisch. Bei dem gro3ten Anteil der Population (64,4%) kann nicht differenziert
werden, ob dieser nekrotisch und/oder spéatapoptotisch zugrunde geht. Eine Erhéhung
der ST-Konzentration auf 1000 nM verandert die prozentuale Verteilung von A-172
Zellen auf die vier Quadranten kaum. 9,7% der Zellen sind hier friihapoptotisch, 16,2%
nekrotisch und 67,8% spatapoptotisch und/oder nekrotisch. Bei U-87 MG Zellen sind
nach einer Exposition mit 200 nM ST 2,9% aller Zellen frihapoptotisch, 7,9% nekro-
tisch, wahrend 8,8% nekrotisch und/oder spatapoptotisch sein kénnen. Nach einer In-
kubation mit 500 nM ST bleibt der Anteil der frihapoptotischen U-87 MG Zellen mit 2%
niedrig. Der Anteil nekrotischer Zellen steigt auf 53%. Bei weiteren 18,3% der Zellen ist

nicht eindeutig zu bestimmen, ob sie nekrotisch und/oder spatapoptotisch sterben.

Zusammengefasst: Die PI/Annexin-Farbung erlaubt den Nachweis vom Zelltod, der auf
eine Induktion von Apoptose und/oder Nekrose zurlckzufuhren ist. Diese Methode
ermoglicht allerdings keine Unterscheidung von apoptotischem und nekrotischem Zell-
tod, wenn sich die Zellen zum Zeitpunkt der Messung bereits in einer spéten Phase der
Apoptose befinden. D.h., dass die Anwendung dieses Verfahrens nur dann sinnvoll ist,

wenn Frihapoptose vorherrscht, andernfalls gehen Teilinformationen verloren.
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Abbildung 4-58: Bindung von APC Annexin V und Aufnahme von PI durch A-172 und U-
87 MG Zellen nach einer Exposition mit Staurosporin

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden Uber 24 h mit ST exponiert. Anschlieend wurden
die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen APC Annexin V sowie PI gefarbt und durchflusszyto-
metrisch analysiert (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die Streuungsdiagramme jeweils einer repra-

sentativen Messung.
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D) Zellzyklusanalyse

Eine weitere Methode zum Nachweis von Apoptose ist die Quantifizierung der subGg;-
Fraktion in der Zellzyklusverteilung (vgl. 3.6.2.2). Hier wird der DNA-Gehalt der Zellen
nach einer Farbung mit Pl im Durchflusszytometer bestimmt. Abbildungen 4-59 und
4-60 zeigen reprasentative DNA-Histogramme von A-172 bzw. U-87 MG Zellen nach
einer 24 h-Exposition mit ST (100 - 1000 nM). Um die Konzentrationsabhangigkeit der
ST-Wirkung zu verdeutlichen, sind in Abbildung 4-61 zudem die aus den Histogram-
men abgeleiteten Konzentrations-Wirkungs-Kurven zu sehen.

Unbehandelte A-172 und U-87 MG Zellen befinden sich mit 86,5% bzw. 65% Uberwie-
gend in der Gg1-Phase. Der subGy;-Fraktion ist jeweils weniger als 1% der Kontrollzel-
len zuzuordnen. ST I6st bei den untersuchten Zelllinien &hnliche Veranderungen im
Zellzyklus aus. 100 nM ST fihren bei beiden Linien zu einem Arrest der Zellen in der
G,/M-Phase (~ 45%). Damit verbunden tritt jeweils eine Abnahme der Gg;-Population
auf 41% (A-172) bzw. 52% (U-87 MG) auf. Ab 200 nM ST erfolgt wiederum eine Ver-
ringerung der zuvor arretierten G,/M-Population. In Anwesenheit der hdchsten ST-
Konzentration (1000 nM) befinden sich nur noch 19,4% (A-172) bzw. 15% (U-87 MG)
aller Zellen in dieser Phase. Die Gg;;-Population nimmt bei beiden Linien mit steigender
ST-Konzentration weiter ab. Auf den Abfall der Go;- und G,/M-Phase folgt eine kon-
zentrationsabhangige Zunahme der subGg,-Fraktion. Bei A-172 Zellen treten erste
Effekte ab 100 nM ST auf. Hier sind bereits 10,9% der Zellen apoptotisch. Bei U-87
MG Zellen ist ein deutlicher Anstieg erst ab 500 nM ST zu beobachten (17,3%). Beim
Einsatz von 1000 nM ST macht die subGy;-Population bei A-172 Zellen 40% und bei
U-87 MG Zellen 46,5% aus.
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Abbildung 4-59: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer Exposition mit
Staurosporin

A-172 Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert. Anschlie3end folgte eine Farbung der Zellen
mit Pl und Bestimmung ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind
die DNA-Histogramme jeweils einer reprasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentu-
ale Verteilung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 2 Ver-

suchen dar.
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Abbildung 4-60: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit
Staurosporin

U-87 MG Zellen wurden tber 24 h mit ST exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zel-
len mit Pl und Bestimmung ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt
sind die DNA-Histogramme jeweils einer reprasentativen Messung, in denen die prozentuale
Verteilung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW aus n = 2 Experi-
menten vermerkt ist.
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Abbildung 4-61: Konzentrationsabhangigkeit der Staurosporin-Wirkung auf die
Verteilung von A-172 und U-87 MG Zellen im Zellzyklus

Aufgetragen ist die prozentuale Verteilung von A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) auf die ein-
zelnen Zellzyklusphasen in Abhangigkeit von der eingesetzten ST-Konzentration. Die Werte

(MW £ SEM, wenn n > 2 Versuche) stammen aus den Abbildungen 4-59 und 4-60. Weitere
Beschreibung siehe dort.
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E) Methodenvergleich: Fluoreszenzmikroskopie vs. Zellzyklusanalyse

Um zu prifen, ob die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie und der Zellzyklusanaly-
se zusammenpassen, wurden die bei A-172 und U-87 MG Zellen jeweils gemessenen
Apoptoseraten nach einer Exposition mit ST gegenibergestellt (vgl. Abb. 4-62). Zur
Durchfuhrung der beiden Tests wurden stets Proben aus der gleichen Zellsuspension
entnommen (vgl. 3.6.4). Zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden besteht ein
linearer Zusammenhang. Die Korrelation ist mit r>-Werten von 0,9632 (A-172) bzw.
0,9189 (U-87 MG) sehr hoch. Die Steigung der Regressionsgeraden deutet zudem auf

eine hohe Ubereinstimmung der mit beiden Verfahren ermittelten Apoptoseraten hin.

80+

- U-87 MG y =0,98x + 0,34
2= 0,9189
604 A-172

% Apoptose [Zellzyklusanalyse]

0 20 40 60 80

% Apoptose [Fluoreszenzmikroskopie]

Abbildung 4-62: Korrelation zwischen den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie und
der Zellzyklusanalyse

Dargestellt sind die Wertepaare der gemessenen Apoptoseraten in Abhangigkeit von der ver-
wendeten Methode und die Anpassung mittels linearer Regression. Die gezeigten Werte stam-
men aus den Abbildungen 4-57, 4-59 und 4-60.

F) Vergleich der Konzentrationsabhangigkeit der Staurosporin-Wirkung

Abbildung 4-63 veranschaulicht die konzentrationsabhdngige Wirkung von ST auf die
Induktion von Apoptose, ermittelt mit zwei unterschiedlichen Methoden. Die Konzentra-
tionsabhéngigkeit der ST-Wirkung stimmt bei Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie
und der Zellzyklusanalyse tUberein. Die gezeigten Kurven verdeutlichen zudem noch-

mals, dass A-172 Zellen im Vergleich zu U-87 MG Zellen bereits bei niedrigeren ST-
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Konzentrationen (ab 100 nM) zur Apoptose fahig sind. Bei U-87 MG Zellen tritt apopto-

tischer Zelltod erst bei ST-Konzentrationen auf, die hoher sind als 200 nM.
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Abbildung 4-63: Vergleich der Konzentrationsabhéangigkeit der Staurosporin-Wirkung auf
die Induktion von Apoptose

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden tber 24 h mit ST exponiert. AnschlieRend wurden
die Zellen am Fluoreszenzmikroskop untersucht bzw. einer Zellzyklusanalyse unterzogen. Dar-
gestellt ist der %-Anteil apoptotischer Zellen bezogen auf die Gesamtpopulation. Die Werte
stammen aus den Abbildungen 4-57, 4-59 und 4-60. Weitere Details siehe dort.
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452 Arsentrioxid

A) Bestimmung des Anteils der in die Analyse eingehenden Zellpopulation

Um den Anteil der Zellen zu ermitteln, der nach einer Exposition mit ATO in die Unter-
suchungen zur Induktion von Apoptose und Nekrose einging, wurden bei U-87 MG
Zellen lichtmikroskopische Zellzahlungen durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen, wie
unter 3.6.4 beschrieben, abgel6st und mit dem Kulturmedium vereinigt. Adh&rente und
abgel6ste Zellen wurden dann durch Zentrifugation gesammelt und nach Anfarbung mit
Trypanblau ausgezahlt. Abbildung 4-64 fasst die Resultate aller Versuche zusammen.
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1.0x107 1
@
8 8.0x10°-
ﬁ ——
CEU 6.0x10° *
—— *
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Abbildung 4-64: Verlust von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit Arsentrioxid

U-87 MG Zellen wurden Uber 24 sowie 72 h mit ATO exponiert und anschlie3end einer Zell-
zahlbestimmung unterzogen (vgl. 3.6.4). Zu jeder Konzentration wurden (n) Versuche durchge-
fuhrt. Gezeigt ist die ermittelte Zellzahl/Schale, differenziert in trypanblau-negative (vitale) und
trypanblau-positive (tote) Zellen als MW + SEM, wenn n > 2 Versuche. *p < 0,05 vs. Kontrolle
(ANOVA mit Dunnett's multiple comparison test).

Die ausgeséte Zellzahl pro Schale betrug 4 - 10° In den Kontrollschalen nimmt die
Zahl der Zellen wéhrend der Kultivierung zu. Verglichen damit ist die Zellzahl in den mit
ATO exponierten Kulturen deutlich niedriger. ATO hemmt also die Zellproliferation.
Nach einer 24 h-Exposition mit 1 uM ATO ist die Zellzahl um ca. 20% geringer als die
der Kontrolle. In Anwesenheit hoherer ATO-Konzentrationen (2 - 20 uM) ist die Popula-
tion gleichbleibend um ca. 40% reduziert. Die Gesamtzellzahl entspricht dabei der an-

fanglich ausgesaten Zellmenge. Der Anteil der trypanblau-positiven Fraktion an der
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gesamten Zellpopulation liegt bei Konzentrationen bis zu 5 yM ATO im Bereich der
Kontrolle. Bei 10 und 20 uM ATO steigt der Anteil der Zellen, die Trypanblau aufneh-
men, konzentrationsabhangig an. Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass ATO bis
zu 5 pM zytostatisch auf U-87 MG Zellen wirkt, wahrend es bei héheren Konzentratio-
nen zusatzlich eine zytoletale Wirkung entfaltet. Nach 72 h agieren 2 und 5 uM ATO
ebenfalls zytostatisch. In den mit diesen Konzentrationen exponierten Schalen findet,
absolut betrachtet, keine Verringerung der Zellzahl im Vergleich zur ausgesaten statt.
Weiterhin ist keine Zunahme der trypanblau-positiven Fraktion zu beobachten. Hohere
Konzentrationen an ATO wurden nicht getestet. Aufgrund der Ergebnisse der Prolifera-
tionshemmversuche kann man davon ausgehen, dass hier nach 72 h keine Zellen
mehr zu finden sind (vgl. Abb. 4-5).

B) Fluoreszenzmikroskopie

Um zu prifen, ob ATO (2 - 10 puM) apoptotischen und/oder nekrotischen Zelltod bei
den untersuchten Glioma-Zelllinien auslost, wurden morphologische Veranderungen
ihrer Zellkerne nach einer 24 h- und 72 h-Exposition am Fluoreszenzmikroskop analy-
siert. Wie in Abbildung 4-65 zu erkennen, tritt bei einer Exposition von A-172 und U-87
MG Zellen Uber 24 h mit ATO-Konzentrationen bis zu 10 uM keine Apoptose auf. Im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ist nur eine geringe Zunahme der nekrotischen Popu-
lation zu erkennen. Bei A-172 Zellen betragt der Nekroseanteil 6,5% (2 uM) bis 15,8%
(10 uM). Bei U-87 MG Zellen liegt dieser unabhangig von der eingesetzten ATO-
Konzentration bei ca. 10%. Nach einer 72 h-Exposition ist bei A-172 Zellen eine Induk-
tion von Apoptose ab 5 pM zu erkennen (vorwiegend Spatapoptose). Insgesamt ster-
ben hier 8,5% der Zellen apoptotisch. Dieser Effekt verstérkt sich durch den Einsatz
von 10 pM ATO deutlich auf 62,7%. Der Anteil nekrotischer A-172 Zellen bleibt mit
7,3% (2 pM) bis 12,7% (10 uM) niedrig. Bei U-87 MG Zellen sind nach einer 72 h-
Behandlung mit den beiden niedrigeren ATO-Konzentrationen bis zu 10% der Zellen
apoptotisch. Ein deutlicher Anstieg an Apoptose ist wie bei A-172 Zellen erst ab 10 uM
ATO zu erkennen (28,6%). Auch hier ist hauptsachlich Spatapoptose zu beobachten.
Der Prozentsatz nekrotischer U-87 MG Zellen betragt ca. 15% (2 uM ATO) bis 20% (5
und 10 uM ATO).

Abbildung 4-66 zeigt nochmals typische Aufnahmen von A-172 und U-87 MG Zellen
am Fluoreszenzmikroskop nach einer Exposition mit ATO Uber 72 h. Es wird verdeut-
licht, dass apoptotischer Zelltod bei beiden Zelllinien erst ab 10 uM ATO ausgepragt

ist, wobei Spatapoptose vorherrscht.
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Abbildung 4-65: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 und U-87 MG Zellen
durch Arsentrioxid

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden Uber 24 bzw. 72 h mit ATO behandelt. AnschlieRend
wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt und am Fluoreszenzmikroskop ausge-
zahlt (vgl. 3.6.4). Zu jeder Konzentration wurden (n) Versuche durchgefiihrt. Dargestellt sind
jeweils die %-Anteile nekrotischer sowie friih- und spétapoptotischer Zellen bezogen auf die
Gesamtpopulation. Die Ergebnisse sind gezeigt als MW + SEM, wenn n > 2 Versuche. a)p <
0,05 vs. Kontrolle, bezogen auf Gesamtapoptose bzw. Nekrose (ANOVA mit Dunnett's multiple

comparison test).
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Abbildung 4-66: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kerne von A-172 und U-87

MG Zellen nach einer Exposition mit Arsentrioxid

A-172 und U-87 MG Zellen wurden tber 72 h mit ATO exponiert und anschlieRend mit Hoechst
33342 sowie PI gefarbt (vgl. 3.6.4). Die Aufnahmen erfolgten mittels Fluoreszenzmikroskop
(Zeiss) und angeschlossener Digitalkamera (Canon Power Shot A620). Dargestellt ist jeweils

ein typisches Gesichtsfeld. Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Zellen.
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Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie zeigen grundsatzlich, dass ATO in beiden
Zelllinien ganz anders als ST wirkt. Wenn ATO Apoptose induziert, dann mit einer an-
deren Zeitabhangigkeit. Bei einer Exposition mit ATO ist apoptotischer Zelltod erst
nach einer Exposition Uber 72 h zu erkennen. ST I6st bereits nach 24 h deutliche Effek-
te aus (vgl. 4.5.1A).

C) PI/Annexin V-Farbung

Fur den Nachweis eines frilhen Stadiums an Apoptose wurden A-172 und U-87 MG
Zellen nach einer 24 h-Exposition mit verschiedenen ATO-Konzentrationen einer
Pl/Annexin V-Farbung unterzogen. Wie an den Streuungsdiagrammen der Abbildung
4-67 zu erkennen ist, fihrt ATO bei beiden Zelllinien zu keiner Verlagerung der vitalen
Fraktion in den unteren linken Quadranten, was ein Zeichen fir Frilhapoptose wére. Es
findet auch keine Verschiebung der Zellen in die beiden oberen Quadranten statt, was
auf das Vorliegen von Spéatapoptose und/oder Nekrose hindeuten wirde. Diese Ergeb-
nisse stimmen mit den 24 h-Messungen der Fluoreszenzmikroskopie Gberein (vgl. Abb.
4-65).

Aufgrund von theoretischen Erwagungen und der Ergebnisse mit ST (vgl. 4.5.1C) wur-
de nach einer 72 h-Exposition mit ATO keine Farbung mit Pl und Annexin V vorge-
nommen. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass die Zellen beider
Linie zu diesem Zeitpunkt schon spatapoptotisch oder aber nekrotisch sind. Wie sich
bereits in den Versuchen mit ST zeigte, kdnnen die Ergebnisse des PIl/Annexin V-
Farbetests in diesem Fall nicht interpretiert werden, da keine Trennung der spatapopto-
tischen Population von der nekrotischen moglich ist. In den spateren Versuchen mit
Genistein, Quercetin und BSO (s.u.) sind ausschlie3lich Analysen der Kernmorpholo-
gie und des Zellzyklus durchgefiihrt worden. Dort fand auf3erdem keine Differenzierung

mehr zwischen Frih- und Spatapoptose statt.
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Abbildung 4-67: Bindung von APC Annexin V und Aufnahme von PI durch A-172 und U-
87 MG Zellen nach einer Exposition mit Arsentrioxid

A-172 (A) und U-87 MG Zellen (B) wurden Uber 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an
ATO exponiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen APC Annexin V
sowie PI gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die Streu-
ungsdiagramme jeweils einer reprasentativen Messung.
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D) Zellzyklusanalyse

Weiterhin wurden Zellzyklusanalysen durchgefiinrt. Diese gaben Aufschluss Uber das
Zellzyklusprofil von A-172 und U-87 MG Zellen nach einer 24 h- und 72 h-Exposition
mit ATO. Zudem lieferten sie Hinweise auf apoptotischen Zelltod. Abbildungen 4-68
und 4-69 zeigen reprasentative DNA-Histogramme.

Das Zellzyklusprofil unbehandelter A-172 Zellen verandert sich im betrachteten Zeit-
raum nicht. Der grof3te Anteil der Population befindet sich mit 83,2% (24 h) bzw. 86,5%
(72 h) in der Gg;i-Phase. ATO zeigt erst nach 72 h bei einer Konzentration von 10 uM
eine deutliche Wirkung auf das Zellzyklusprofil von A-172 Zellen. Bei dieser Expositi-
onsbedingung nimmt die Gg;;-Population auf 50,1% ab. Damit verbunden kommt es zu
einem Anstieg der subGg;-Fraktion (19,5%). Dies deutet auf eine Induktion von
Apoptose hin.

Bei unbehandelten U-87 MG Zellen finden bei langerer Kultivierung Verédnderungen im
Zellzyklus statt. Bei der 24 h-Messung liegen 68% der Kontrollzellen in der Gy;;-Phase.
Weitere 12,3% bzw. 19,3% verteilen sich auf die S- bzw. G,/M-Phase. 48 h spéter ist
eine Anhaufung der Zellen in der Gg;;-Phase (85,4%) zu erkennen. Dies geschieht auf
Kosten der S- sowie der G,/M-Population. ATO induziert bei einer Exposition tber 24 h
bei allen getesteten Konzentrationen einen Arrest in der G,/M-Phase (~ 30%). Dies
geht mit einem Rickgang der Gg;-Population einher. Nach 72 h befinden sind bei einer
Exposition mit 2 uM ATO bereits 54,4% der U-87 MG Zellen in der G,/M-Phase, wéh-
rend sich nur noch 29,4% in der Gg;-Phase aufhalten. Hohere ATO-Konzentrationen
bewirken keine zeitabhangige Wirkung. Die nach 24 h hervorgerufene Arretierung in
der G,/M-Phase durch 5 bzw. 10 uM ATO bleibt auch bei einer Exposition tber 72 h
bestehen. Eine Induktion von Apoptose durch ATO zeigt sich bei U-87 MG Zellen wie
bei A-172 Zellen erst nach 72 h bei einer Konzentration von 10 pM. Der Anteil der
subGg;-Fraktion betragt hier 8,3%.

Zusammengefasst: Bei beiden Zelllinien induziert ATO nach 24 h selbst bei der héchs-
ten eingesetzten Konzentration (10 uM) keine Apoptose. Apoptotischer Zelltod tritt erst
nach 72 h und dann auch nur bei 10 uM ATO in nennenswertem Ausmald auf. Dabei ist
der Anteil bei A-172 Zellen (19,5%) etwa doppelt so hoch wie bei U-87 MG Zellen.
Grundsatzlich stimmen die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse gut mit denen der Analy-
se der Kernmorphologie Uberein (vgl. 4.5.2B). Allerdings ergab Letztere insbesondere

bei A-172 Zellen deutlich héhere Anteile apoptotischer Zellen nach 72 h.
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Abbildung 4-68: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer Exposition mit ATO

A-172 Zellen wurden Uber 24 bzw. 72 h mit ATO exponiert. AnschlieBend folgte eine Farbung
mit Pl und Bestimmung ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind
die DNA-Histogramme jeweils einer reprasentativen Messung, in denen die prozentuale Vertei-
lung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW aus n = 2 Experimenten

vermerkt ist.
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Abbildung 4-69: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit ATO

U-87 MG Zellen wurden tber 24 bzw. 72 h mit ATO exponiert. Anschlieend folgte eine Far-
bung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4).
Dargestellt sind die DNA-Histogramme jeweils einer reprasentativen Messung, in denen die
prozentuale Verteilung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW aus n 2

3 Experimenten vermerkt ist.
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4.5.3 Kombination von Arsentrioxid mit pflanzlichen Polyphenolen

Um die Wirkung von ATO (5 uM) und Genistein bzw. Quercetin (20 und 50 uM) auf den
Zelltod von A-172 und U-87 MG Zellen sowie deren Zellzyklusprofil zu bestimmen, er-
folgte nach einer Exposition Uber 24 sowie 72 h eine morphologische Analyse der Zell-
kerne am Fluoreszenzmikroskop und eine Zellzyklusanalyse mithilfe von Durchflusszy-
tometrie (vgl. 3.6.4). Die verwendeten Konzentrationen an ATO und den Polyphenolen,
aber auch an ATO und BSO (s.u.) wurden im Hinblick auf ihre proliferationshemmende
Wirkung ausgesucht. Bei den gewahlten Konzentrationen Iosten die Substanzen in den
Kombinationsversuchen zur Proliferationshemmung noch keinen vollstandigen Zellver-
lust aus (vgl. 4.2.3 und 4.2.4).

45.3.1 Arsentrioxid und Genistein
A) A-172 Zellen

Abbildung 4-70 gibt zunachst die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie fir A-172
Zellen nach einer Behandlung mit ATO und Genistein wieder. 5 uM ATO l6sen bei A-
172 Zellen nur geringfiigig und erst nach einer Exposition Uber 72 h Apoptose aus
(8,2%). Der Anteil an Zellen, der nekrotisch zugrunde geht, betragt zu beiden Mess-
zeitpunkten ca. 7%. Genistein fihrt bei A-172 Zellen sowohl nach 24 als auch nach 72
h nicht zum apoptotischen Zelltod. Nekrotisch gehen durch Genistein ca. 10% der Zel-
len zugrunde. Die Kombinationswirkung der beiden Agentien ist stark von der Behand-
lungsdauer, aber auch von der Genistein-Konzentration abhangig. Nach 24 h sterben
12,3% (+ 20 pM Genistein) bzw. 16,2% (+ 50 uM Genistein) der gezahlten Zellen nek-
rotisch. Apoptotische Zellen sind nach 24 h entsprechend einer Behandlung mit den
beiden Einzelsubstanzen kaum zu finden. Nach 72 h ist dagegen eine deutliche Zu-
nahme der apoptotischen Zellpopulation zu erkennen. Wahrend ATO und Genistein
einzeln kaum Apoptose ausltésen, steigt der Anteil apoptotischer Zellen bei einer Kom-
bination von ATO und 20 pM Genistein auf 17,9% an. In Anwesenheit von ATO und 50
MM Genistein sterben 62,3% aller analysierten Zellen durch Apoptose. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zur Kontrolle sowie zur Apoptoseinduktion durch ATO allein
ist allerdings nur bei einer Kombination von ATO mit 50 uM Genistein gegeben. Der
Anteil nekrotischer Zellen bleibt nach 72 h mit jeweils ca. 10% niedrig.

In Abbildung 4-71 ist die Verteilung von A-172 Zellen im Zellzyklus nach einer Behand-
lung mit ATO und Genistein dargestellt. Einzelne DNA-Histogramme sind im Anhang
zu finden (Abb. 7-1, S. 202). Das Zellzyklusprofil unbehandelter A-172 Zellen bleibt
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Uber den betrachteten Zeitraum nahezu konstant. Der grof3te Anteil der Population
befindet sich in der Gy;;-Phase (~ 85%). 5 uM ATO und 20 bzw. 50 uM Genistein besit-
zen einzeln nur einen geringen Einfluss auf die Verteilung von A-172 Zellen im Zellzyk-
lus und fuhren zu keinem Anstieg des subGg;-Peaks, was als Indiz fur die Induktion
von Apoptose zu werten ware. Bei gleichzeitiger Behandlung von A-172 Zellen mit
ATO und Genistein erfolgt eine von der Genistein-Konzentration sowie der Expositi-
onszeit abhangige Anhaufung der Zellen in der subGy;-Phase. Der Anteil apoptoti-
scher Zellen nach 24 h liegt bei lediglich 1,8% (+ 20 uM Genistein) bzw. 2,8% (+ 50 uM
Genistein), steigt nach 72 h aber deutlich auf 14,6% bzw. 46% an. Der Unterschied zur
Kontrolle sowie zur Wirkung von ATO allein ist zu beiden Expositionszeiten nur fur die
Kombination aus ATO und 50 pM Genistein statistisch signifikant. Die Ko-Exposition
von A-172 Zellen mit ATO und Genistein geht auch mit weiteren Veranderungen im
Zellzyklus einher. Nach 24 h findet ein konzentrationsabhangiger Rickgang der Gg-
Population auf 73,1% (+ 20 uM Genistein) bzw. auf 60,1% (+ 50 pM Genistein) statt.
Damit verbunden kommt es zu einem voribergehenden Arrest der Zellen in der G,/M-
Phase, was auf eine zytostatische Wirkungsweise hindeutet. Bei gleichzeitigem Einsatz
von ATO und 20 pM Genistein befinden sich 18,1% und bei gleichzeitiger Verwendung
von ATO und 50 pM Genistein 30,1% der Zellen in der G,/M-Phase. Nach 72 h sinkt
die Gy -Population weiter auf 66,3% (+ 20 uM Genistein) bzw. auf 32,3% (+ 50 uM
Genistein). Die zuvor arretierte G,/M-Population nimmt ebenfalls ab, jeweils auf etwa

12%. Die Zellen gehen vermehrt in die subGg;-Phase uber.

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild: Die Resultate der Zellzyklusanalyse
stimmen mit denen der Analyse der Kernmorphologie tberein. Nach einer Exposition
tber 72 h wird die Induktion von Apoptose bei A-172 Zellen durch eine Kombination
von ATO mit Genistein deutlich verstarkt. Die hier beobachteten Effekte passen damit
zu den Ergebnissen der Proliferationshemmversuche, in denen sich bereits zeigte,
dass die proliferationshemmende Wirkung von ATO auf A-172 Zellen durch Genistein

synergistisch verstarkt wird (vgl. 4.2.3.1).
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Abbildung 4-70: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 Zellen durch
Arsentrioxid und Genistein

A-172 Zellen wurden Uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Genistein einzeln sowie in Kom-
bination behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt und
am Fluoreszenzmikroskop ausgezéahlt (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW + SEM der %-Anteile
der apoptotischen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation aus n = 3
Experimenten. a)p < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. b)p <0,05: ATO + Gen vs. ATO
allein (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-71: Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit Arsentrioxid
und Genistein

A-172 Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Genistein einzeln sowie in Kom-
bination exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres
DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der
Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW + SEM aus n = 3 Versuchen. él)p <
0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. b)p < 0,05: ATO + Gen vs. ATO allein (ANOVA mit

Tukey's multiple comparison test).
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B) U-87 MG Zellen

Abbildung 4-72 zeigt die Ergebnisse fluoreszenzmikroskopischer Messungen fir U-87
MG Zellen nach einer Exposition mit ATO und Genistein. Nach einer 24 h-Behandlung
mit 5 uM ATO betragt der Anteil nekrotischer Zellen an der betrachteten Gesamtpopu-
lation 8,7%. Nach 72 h sind es 24,6%. Der Anteil apoptotischer Zellen ist mit 1,5% (24
h) bzw. 4,1% (72 h) jeweils niedrig. Eine Inkubation von U-87 MG Zellen mit Genistein
fuhrt zu keiner Auslésung von Apoptose. Der Anteil nekrotischer Zellen entspricht zu
beiden Messzeitpunkten dem Kontrollniveau. Genistein induziert also keinen Zelltod.
Kombiniert man ATO und Genistein, so bewegen sich die Effekte jeweils im Bereich
der mit ATO allein erzielten Wirkung. Nach einer Behandlung von U-87 MG Zellen tber
24 h mit ATO und 20 pM Genistein gehen 7,6% samtlicher Zellen nekrotisch zugrunde.
In Kombination mit 50 uM Genistein sind es 14,8%. Apoptotisch sterben hier jeweils
weniger als 2,5% der Zellen. Nach einer Ko-Exposition tber 72 h sind in Kombination
mit 20 pM Genistein insgesamt 25,9% der analysierten Zellen nicht mehr vital. In An-
wesenheit von 50 pM Genistein sind es 30,2%. Apoptotisch sind davon lediglich 7,9%
(+ 20 pM Genistein) bzw. 8,7% (+ 50 uM Genistein) der Zellen.

Abbildung 4-73 zeigt das Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen, welche mit ATO und
Genistein exponiert wurden. Reprasentative DNA-Histogramme sind im Anhang zu
finden (Abb. 7-2, S. 204). Verglichen mit der 24 h-Messung (69,2%) kommt es bei un-
behandelten U-87 MG Zellen nach 72 h zu einer Zunahme der Gg;;-Population (85%).
Damit verbunden tritt eine Verringerung der S- und G,/M-Population auf. 5 uM ATO
fihren nach einer 24 h-Exposition zu einem Riickgang der Gg;-Polpulation auf 58%.
Dies geht mit einer Arretierung der Zellen in der G,/M-Phase (29%) einher, welche
auch nach 72 h zu beobachten ist. Genistein hat nur eine geringe Wirkung auf das
Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen. Eine Erhdhung des subGy;-Peaks, als Zeichen fir
Apoptose, findet durch die beiden Einzelsubstanzen nicht statt. In Kombination fiihren
ATO und Genistein zu einer statistisch signifikanten, jedoch auf3erst geringen Induktion
von Apoptose nach einer Exposition tUber 72 h. Durch ATO und 20 puM Genistein ster-
ben 1,6% und durch ATO und 50 pM Genistein 2,5% der Zellen apoptotisch. Bei der
Umverteilung aller anderen Zellzyklusphasen spiegelt sich in den Kombinationsversu-
chen sowohl nach 24 als auch nach 72 h die Wirkung von ATO allein wieder. Das Zell-
zyklusprofil der mit ATO und Genistein exponierten Zellen ist nahezu identisch mit dem

Profil von Kulturen, die nur mit ATO behandelt wurden.
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Abbildung 4-72: Induktion von Apoptose und Nekrose bei U-87 MG Zellen durch
Arsentrioxid und Genistein

U-87 MG Zellen wurden mit ATO und Genistein einzeln sowie in Kombination behandelt. Nach
24 h (A) bzw. 72 h (B) wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie PI gefarbt und am Fluores-
zenzmikroskop ausgezahlt (vgl. 3.6.4). Gezeigt sind die MW = SEM der %-Anteile der apoptoti-
schen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation aus n = 3 Experimenten.
a‘)p < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. nicht signifikant; ATO + Gen vs. ATO allein
(ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-73: Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen nach einer

Arsentrioxid und Genistein

Exposition mit

U-87 MG Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Genistein einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieBend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung
ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Vertei-
lung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW = SEM aus n = 3 Versu-
chen. Pp < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. ”p < 0,05: ATO + Gen vs. ATO allein

(ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Kurz gefasst: Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie und der Zellzyklusanalyse
stimmen hinsichtlich der Apoptoseauslésung bei U-87 MG durch eine Kombination von
ATO mit Genistein Uberein. In Anwesenheit von Genistein wird die Induktion von
Apoptose durch ATO zu keinem Zeitpunkt verstéarkt. Diese Ergebnisse passen damit zu
den Daten der Proliferationshemmversuche (vgl. 4.2.3.1). Dort zeigte sich, dass Ge-
nistein und ATO in Kombination keinesfalls synergistisch, sondern additiv auf das
Wachstum von U-87 MG Zellen wirken.

4.5.3.2 Arsentrioxid und Quercetin
A) A-172 Zellen

Abbildung 4-74 zeigt die Resultate fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen fir A-
172 Zellen nach einer Exposition mit ATO und Quercetin. 5 pM ATO l6sen nach 24 h
ausschlie3lich nekrotischen Zelltod aus (12,8%). Nach 72 h gehen 7% aller gezahlten
Zellen nekrotisch und 8,6% apoptotisch zugrunde. Bei einer 24 h-Behandlung mit
Quercetin sind 8,9% (20 uM) bzw. 15,5% (50 uM) der betrachteten Zellen nicht mehr
vital. Nach 72 h ist der Prozentsatz mit 11,1% (20 uM) bzw. 17,4% (50 uM) ahnlich. Es
tritt Uberwiegend Nekrose auf. Die Kombinationswirkung von ATO und Quercetin ist
stark von der Behandlungsdauer abhéngig. Nach einer 24 h Ko-Inkubation bewegen
sich die erzielten Effekte auf dem Niveau der mit den beiden Einzelsubstanzen ausge-
|[6sten Wirkung. Qualitativ deutet sich jedoch ein Anstieg des apoptotischen Zelltodes
an. Bei einer Ko-Exposition mit ATO und 20 pM Quercetin sind insgesamt 16,3% der
untersuchten Zellpopulation nicht mehr vital. Davon sind 3,6% apoptotisch. Durch ATO
und 50 uM Quercetin sterben 5,9% der Zellen apoptotisch und 20,1% nekrotisch. Bei
Verlangerung der Expositionszeit auf 72 h tritt bei Kombination von ATO und den bei-
den Quercetin-Konzentrationen jeweils keine Zunahme an Nekrose im Vergleich zur 24
h-Messung auf. Es findet allerdings ein dramatischer Anstieg an Apoptose statt. Dieser
Anstieg ist jeweils statistisch signifikant zur Kontrolle sowie zur Apoptoseinduktion
durch ATO allein. Interessanterweise sind unter beiden Ko-Expositionsbedingungen
insgesamt jeweils ca. 60% der Zellen nicht mehr intakt. Der zytoletale Effekt bzw. die
Induktion von Apoptose wird in Anwesenheit der hoheren Quercetin-Konzentration also
nicht verstarkt. Bei Kombination von ATO mit 20 uM Quercetin betragt der Anteil an
Apoptose 44,3%. Bei gleichzeitigem Einsatz von 50 pM Quercetin ist er mit 39,2% &hn-
lich hoch.

In Abbildung 4-75 ist das Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit

ATO und Quercetin dargestellt. Reprasentative DNA-Histogramme sind im Anhang zu
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finden (Abb. 7-3, S. 206). Unbehandelte A-172 Zellen zeigen zu beiden Messzeitpunk-
ten ahnliche Zellzyklusverteilungen. Die analysierte Population liegt mit 83% (24 h)
bzw. 86% (72 h) in der Gy-Phase. ATO und Quercetin induzieren, einzeln appliziert,
keine statistisch signifikante Erh6hung des subGg;-Peaks. Dies gilt fir beide Expositi-
onszeiten. 5 uM ATO und 20 uM Quercetin besitzen ebenfalls keine signifikante Wir-
kung auf die Verteilung von A-172 Zellen auf die anderen Zellzyklusphasen. 50 uM
Quercetin fuhren dagegen zu einer Verringerung der Population in der Gg;-Phase.
Dieser Effekt ist zeitabhéngig. Nach 24 h befinden sich noch 70,2% der Zellen in der
Go;1-Phase, nach 72 h sind es nur noch 54,3%. Damit verbunden steigt der Anteil der
Zellen in der S- sowie der G,/M-Phase zeitabhéangig an. Bei gleichzeitiger Behandlung
von A-172 Zellen mit ATO und Quercetin bleibt der Anteil der subGg;-Fraktion nach 24
h unverandert niedrig. Es treten aber andere Effekte im Zellzyklus auf. Die Gg;-
Population sinkt jeweils zugunsten der S- und G,/M-Population auf 67,1% (+ 20 pM
Quercetin) bzw. 61% (+ 50 UM Quercetin). Nach 72 h ist eine deutliche, von der Quer-
cetin-Konzentration abhéngige Anhaufung der subGg;;-Fraktion zu erkennen. 28,6% (+
20 uM Quercetin) bzw. 44,7% (+ 50 UM Quercetin) der Zellen sind hier apoptotisch. Die
Induktion von Apoptose ist jeweils statistisch signifikant zur Kontrolle sowie zur Wir-
kung von ATO allein. Damit verbunden sinkt der Anteil der Zellen in der Gg;-Phase auf

jeweils ca. 40%.

Zusammenfassend lasst sich festhalten: Die Resultate der angewendeten Methoden
liefern konsistente Befunde. Nach einer Exposition tGber 72 h wird die Induktion von
Apoptose bei A-172 Zellen durch eine Kombination von ATO mit Quercetin deutlich
verstarkt. Damit passen die hier beobachteten Effekte zu den Ergebnissen der Prolife-
rationshemmversuche, in denen sich bereits zeigte, dass die proliferationshemmende
Wirkung von ATO auf A-172 Zellen durch Quercetin synergistisch verstarkt wird (vgl.
4.2.3.2).
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Abbildung 4-74: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 Zellen durch
Arsentrioxid und Quercetin

A-172 Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Quercetin einzeln sowie in Kom-
bination exponiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt und am
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW £ SEM der %-Anteile der
apoptotischen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation aus n = 3 Versu-
chen. Pp < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. ”p < 0,05: ATO + Que vs. ATO allein

(ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-75: Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit Arsentrioxid
und Quercetin

A-172 Zellen wurden Uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Quercetin einzeln sowie in Kom-
bination exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres
DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW = SEM der prozen-
tualen Verteilung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen aus n = 3 Versuchen.
A < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. “p < 0,05: ATO + Que vs. ATO allein (ANOVA

mit Tukey's multiple comparison test).
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B) U-87 MG Zellen

In Abbildung 4-76 sind die Ergebnisse fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen
nach einer Exposition von U-87 MG Zellen mit ATO und Quercetin dargestellt. 5 uM
ATO losen vorrangig nekrotischen Zelltod aus. Nach 24 h sind insgesamt 13,2% und
nach 72 h 28% der gezahlten Zellen nicht mehr vital. Davon sterben lediglich 2,4%
bzw. 8,3% durch Apoptose. Quercetin zeigt eine von der Konzentration, aber nicht von
der Expositionszeit abhangige Wirkung auf U-87 MG Zellen. Durch 20 uM Quercetin
gehen 6,4% (24 h) bzw. 9,2% (72 h) der Zellen zugrunde. 50 uM Quercetin filhren bei
insgesamt 19,3% (24 h) bzw. 13,2% (72 h) der analysierten Population zum Unter-
gang. Nekrotischer Zelltod ist jeweils vorherrschend. Eine 24 h-Ko-Exposition von U-87
MG Zellen mit ATO und Quercetin induziert bei 13,8% (+ 20 uM Quercetin) bzw. bei
17,3% (+ 50 uM Quercetin) der betrachteten Population Nekrose. Apoptotischer Zelltod
tritt nicht auf. Nach 72 h sterben bei einer Behandlung mit ATO und 20 puM Quercetin
22,9% der Zellen nekrotisch und 5,2% apoptotisch. In Kombination mit 50 uM Querce-
tin ist der Prozentsatz der insgesamt nicht mehr intakten Zellen (20%) im Vergleich zur
ATO-Wirkung allein sogar leicht vermindert. Von diesen Zellen sind 7,2% apoptotisch.
Mit anderen Worten: Quercetin verstarkt die Wirkung von ATO auf U-87 MG Zellen
nicht. Es findet auch keine Verschiebung des nekrotischen Zelltodes zugunsten des
apoptotischen statt.

In Abbildung 4-77 ist die Verteilung von U-87 MG Zellen im Zellzyklus nach einer Ex-
position mit ATO und Quercetin zu sehen. Reprasentative DNA-Histogramme sind im
Anhang zu finden (Abb. 7-4, S. 208). Bei unbehandelten U-87 MG Zellen liegt der
grofdte Anteil der Population mit 71,8% (24 h) bzw. 88,9% (72 h) in die Gy;;-Phase. So-
wohl eine separate als auch eine kombinatorische Inkubation von U-87 MG Zellen mit
5 uM ATO und 20 bzw. 50 pM Quercetin fuhrt zu keinem Zeitpunkt zu einer Anhaufung
der subGg;-Fraktion und damit zur Induktion von Apoptose. Es treten aber andere Ver-
anderungen im Zellzyklus auf. 5 pyM ATO fuhren nach einer 24 h-Exposition zu einem
Ruckgang der Gg;-Polpulation auf ca. 60%. Dies geht mit einer Arretierung der Zellen
in der G,/M-Phase (~ 30%) einher, welche auch nach 72 h zu beobachten ist. Beim
Einsatz von 20 pM Quercetin erfolgt nach 24 h eine &hnliche Umverteilung der Zellen
auf die einzelnen Zellzyklusphasen wie durch eine Behandlung mit ATO allein. Nach
72 h steigt die durch 20 uM Quercetin verminderte Gg;;-Population wieder an, was mit
einem Rlckgang der S- und der G,/M-Population verbunden ist. 50 uM Quercetin be-
sitzen bei einer Inkubation Uber 24 h keinen Einfluss auf den Zellzyklus. Nach 72 h ist
die Zellzyklusverteilung der mit 50 uM Quercetin behandelten Zellen vergleichbar mit

der Verteilung, die sich nach einer Exposition mit ATO allein zeigt. Bei Kombination
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von ATO und Quercetin treten zu beiden Zeitpunkten jeweils nur die durch ATO bereits

allein induzierten Effekte auf.

Zusammenfassend ist festzuhalten: Die angewendeten Methoden liefern hinsichtlich
der Induktion von Apoptose bei U-87 MG Zellen durch eine Kombination von ATO mit
Quercetin konsistente Ergebnisse. Die Wirkung von ATO auf den apoptotischen Zelltod
von U-87 MG Zellen wird durch Quercetin nicht verstarkt. Die hier generierten Daten
passen damit zu denen der Proliferationshemmversuche (vgl. 4.2.3.2). Dort zeigte sich,
dass Quercetin und ATO in Kombination keinesfalls synergistisch, sondern sogar anta-

gonistisch auf das Wachstum von U-87 MG Zellen wirken.
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Abbildung 4-76: Induktion von Apoptose und Nekrose bei U-87 Zellen durch Arsentrioxid
und Quercetin

U-87 Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Quercetin einzeln sowie in Kom-
bination exponiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt und am

Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW + Spannweite der %-
Anteile der apoptotischen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation aus n

= 2 Experimenten.
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Abbildung 4-77: Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit
Arsentrioxid und Quercetin

U-87 MG Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und Quercetin einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit PI und Bestimmung

ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Vertei-
lung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW + Spannweite aus n = 2

Experimenten.
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454 Kombination von Arsentrioxid mit Buthioninsulfoximin

A) A-172 Zellen

Um die Wirkung von ATO und BSO (5, 20, 100 uM) auf den Zelltod von A-172 Zellen
sowie deren Zellzyklusprofil zu bestimmen, wurde ATO zunachst bei einer Konzentrati-
on von 1 UM getestet. Gegenulber dieser ATO-Konzentration in Anwesenheit von BSO
waren A-172 Zellen bei den Versuchen zur Proliferationshemmung nach 72 h bereits
stark geschadigt (vgl. 4.2.4).

Abbildung 4-78 zeigt die Ergebnisse fluoreszenzmikroskopischer Messungen. 1 pM
ATO und BSO induzieren, einzeln appliziert, keinen apoptotischen oder nekrotischen
Zelltod bei A-172 Zellen. Im Vergleich zur Kontrolle ist der Anteil der nicht mehr intak-
ten Population in den mit den Einzelsubstanzen behandelten Gruppen zu beiden
Messzeiten um maximal 5% erhoht. Das liegt im Rahmen der Streuung. Die Kombina-
tionswirkung von 1 pM ATO und BSO ist von der Expositionszeit und der gleichzeitig
verwendeten BSO-Konzentration abhangig. Bei einer Ko-Exposition tber 24 h wird die
Wirkung von ATO auf den apoptotischen und nekrotischen Zelltod durch BSO nicht
verstarkt. Es findet aber nach 72 h eine Verstarkung statt. Hier sterben 6,8% (+ 5 uM
BSO), 14% (+ 20 uM BSO) bzw. 18% (+ 100 uM BSO) der analysierten Population
apoptotisch. Der Anteil nekrotischer Zellen steigt erst in Anwesenheit von 100 uM BSO
an (25,5%).

In Abbildung 4-79 ist das Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit 1
UM ATO und BSO zu sehen. Unbehandelte A-172 Zellen liegen mit 82,8% (24 h) bzw.
86,6% (72 h) in der Gy;-Phase. 1 uM ATO und BSO flihren, einzeln appliziert, zu kei-
nem Anstieg des subGg;-Peaks und besitzen keinen Einfluss auf die Verteilung von A-
172 Zellen auf die anderen Zellzyklusphasen. Dies gilt fir beide Expositionszeiten. Die
Kombinationswirkung von 1 uM ATO und BSO ist nach einer Exposition Uber 24 h
ebenfalls gering. Es findet eine schwache Arretierung der Zellen in der S- sowie G,/M-
Phase statt, welche mit einer Abnahme der Gy;-Population einhergeht, wenn man die
Zellen mit ATO und 100 uM BSO exponiert. Apoptose wird nach 24 h nicht ausgeldst.
Nach 72 h ist der Rickgang der Gg;-Population durch ATO und 100 uM BSO starker
ausgepragt und jetzt auch in Kombination mit 20 uM BSO zu beobachten. Im Vergleich
zur Kontrolle befinden sich ca. 14% (+ 20 uM BSO) bzw. 25% (+ 100 uM BSO) weniger
Zellen in dieser Phase. Die Verminderung der Gg,-Fraktion geht mit einer Zunahme
der Zellen in der S-, G,/M- und subGg,.Phase einher. Letzterer sind 5,3% (+ 20 pM
BSO) bzw. 7,4% (+ 100 uM BSO) der gesamten Population zuzuordnen.
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Abbildung 4-78: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 Zellen durch 1 pM
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

A-172 Zellen wurden Uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit 1 pM ATO und BSO einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt
und am Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW + Spannweite
der %-Anteile der apoptotischen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation
aus n = 2 Experimenten (Ausnahme: fur alle Gruppen mit 100 uM BSO sind die Ergebnisse aus

n = 1 Versuch gezeigt).
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Abbildung 4-79: Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit 1 pM

Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

A-172 Zellen wurden Uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit 1 uM ATO und BSO einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieBend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung
ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Vertei-
lung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW + Spannweite aus n = 2
Experimenten (Ausnahme: fir alle Gruppen mit 100 uM BSO sind die Ergebnisse aus n = 1

Versuch gezeigt).
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Im Weiteren stellte sich die Frage, welchen Einfluss BSO auf den ATO-induzierten Zell-
tod von A-172 Zellen hat, wenn man die zuvor gewéahlte ATO-Konzentration erhéht. Zu
diesem Zweck erfolgten analoge 24 h- und 72 h-Messungen, in denen ATO bei einer
Konzentration von 2 uM und BSO wie bereits vorher bei 5 bis 100 uM getestet wurde.
Abbildung 4-80 zeigt die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie. 2 uM ATO allein
induzieren zu beiden Messzeitpunkten keinen apoptotischen oder nekrotischen Zelltod
bei A-172 Zellen. BSO besitzt, wie oben bereits beschrieben, ebenfalls keinen Effekt.
Die Kombinationswirkung von ATO und BSO ist durch die Erhéhung der ATO-
Konzentration deutlich starker ausgepragt. Nach einer 24 h-Ko-Exposition nimmt der
Anteil nekrotischer Zellen auf 14,6% (+ 5 uM BSO), 16,2% (+ 20 uM BSO) bzw. 19,8%
(+ 100 pM BSO) zu. Der Anteil der apoptotischen Population ist unter allen drei Ko-
Expositionsbedingungen mit ca. 5,3% konstant. Eine Behandlung von A-172 Zellen mit
2 UM ATO und BSO uber 72 h fuhrt bei den meisten Zellen zum Untergang. Insgesamt
sind 73,5% (+ 5 uM BSO), 79,3% (+ 20 uM BSO) bzw. 86% (+ 100 uM BSO) der Popu-
lation nicht mehr vital. Nekrotisch sind davon 18,7%, 31,3% bzw. 36%. Der Anteil
apoptotischer Zellen liegt durchschnittlich bei 51%. Dieser wird bereits bei 5 pM BSO
erreicht.

Abbildung 4-81 gibt das Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit 2
UM ATO und BSO wieder. Reprasentative DNA-Histogramme sind im Anhang darge-
stellt (Abb. 7-5, S. 210). 2 uM ATO und BSO bewirken, einzeln appliziert, keinen An-
stieg des subGg;-Peaks und lésen im Vergleich zur Kontrolle auch keine sonstigen
Veranderungen im Zellzyklus aus. Das gilt fir beide Messzeitpunkte. In Kombination
fihren ATO und BSO zu einer deutlichen Erhéhung des subGy;-Peaks. Bei einer Ko-
Exposition Uber 24 h deutet sich die Induktion von Apoptose mit 2,3% (+ 5 uM BSO),
2,6% (+ 20 uM BSO) bzw. 3,4% (+ 100 pM BSO) nur an. Nach 72 h nimmt dieser An-
teil dagegen deutlich auf 14,3%, 31,9% bzw. 38,5% zu. Der jeweils beobachtete Uber-
gang der Zellen in die subGy;-Phase ist mit weiteren Veranderungen im Zellzyklus
verknupft. Nach 24 h erfolgt zunéachst eine Arretierung der Zellen in der G,/M-Phase.
Dies geht mit einem Rickgang der Gg,;-Population einher. Beim Einsatz von ATO und
5 uM BSO sinkt die Gg;-Population auf 70%, wahrend die G,/M-Fraktion auf 21,3%
ansteigt. In Kombination mit den beiden héheren BSO-Konzentrationen sind jeweils ca.
63% der Zellen in der Gg;1- und ca. 25% in der G,/M-Phase zu finden. Nach 72 h nimmt
der Anteil der Go;i-Population weiter auf 62,2% (+ 5 uM BSO), 47,4% (+ 20 uM BSO)
bzw. 39,9% (+ 100 uM BSO) ab. Weiterhin ist eine Abnahme der zuvor in der G,/M-
Phase arretierten Population zu erkennen. Die Zellen gehen vermehrt in die subGyy-

Phase Uber.
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Abbildung 4-80: Induktion von Apoptose und Nekrose bei A-172 Zellen durch 2 puM
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

A-172 Zellen wurden mit 2 uM ATO und BSO einzeln sowie in Kombination exponiert. Nach 24
h (A) bzw. 72 h (B) wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie Pl gefarbt und am Fluores-
zenzmikroskop ausgezéahlt (vgl. 3.6.4). Gezeigt sind die MW = SEM der %-Anteile der apoptoti-
schen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation mit n = 3 Versuchen. a)p <
0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. “p < 0,05;: ATO + BSO vs. ATO allein (ANOVA mit

Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-81: Zellzyklusprofil von A-172 Zellen nach einer Exposition mit 2 pM
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

A-172 Zellen wurden Uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit 2 uM ATO und BSO einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlielBend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung
ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Vertei-
lung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW + SEM mit n = 3 Experi-
menten. ?p < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. ”p < 0,05: ATO + BSO vs. ATO allein

(ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Kurz gefasst: Die Befunde der Fluoreszenzmikroskopie und der Zellzyklusanalyse sind
konsistent. Bei Kombination von ATO mit BSO wird die Induktion von Apoptose bei A-
172 Zellen deutlich verstarkt. Die beobachteten Effekte sind dabei stark von der jeweils
eingesetzten ATO- und BSO-Konzentration sowie der Expositionszeit abhéngig. Eine
Sensitivierung der A-172 Zellen durch BSO fir die Wirkung von ATO zeigte sich bereits

bei den Untersuchungen zur Proliferationshemmung (vgl. 4.2.4).

B) U-87 MG Zellen

Analog zu A-172 Zellen wurde die Kombinationswirkung von ATO und BSO auch auf
den Zelltod von U-87 MG Zellen sowie deren Zellzyklusprofil untersucht. Die Versuche
erfolgten ebenfalls Uber 24 sowie 72 h, wobei ATO bei einer Konzentration von 2 uM
und BSO bei Konzentrationen von 5, 20 und 100 puM getestet wurde.

Abbildung 4-82 zeigt die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Bewertung. 2 uM
ATO induzieren bei U-87 MG Zellen vorrangig nekrotischen Zelltod. Nach 24 h sind
von den insgesamt 14% der nicht mehr intakten Population 10,9% nekrotisch. Nach 72
h sind 19,9% der Zellen nekrotisch und weitere 9,6% apoptotisch. BSO l6st wahrend
der gesamten Behandlungsdauer keinen Zelltod bei U-87 MG Zellen aus. In Kombina-
tion mit BSO wird die durch ATO allein erzielte Wirkung nicht verstéarkt. Es erfolgt auch
keine Verschiebung des nekrotischen Zelltodes zugunsten des apoptotischen. Bei ei-
ner 24 h-Ko-Exposition sind unabhdngig von der gleichzeitig verwendeten BSO-
Konzentration maximal 20% der gezahlten Zellen nicht mehr vital. Apoptotisch sind
davon jeweils nur etwa 3%. Nach 72 h gehen in Anwesenheit von ATO und BSO je-
weils ca. 30% der Zellen zugrunde. Davon sind 14,5% (+ 5 uM BSO), 10,9% (+ 20 pM
BSO) bzw. 15,9% (+ 100 uM BSO) apoptotisch. Die Apoptoseinduktion nach 72 h ist
jeweils statistisch signifikant zur Kontrolle, jedoch nicht zur ATO-Wirkung allein.
Abbildung 4-83 gibt das Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit
ATO und BSO wieder. Reprasentative DNA-Histogramme sind im Anhang zu finden
(Abb. 7-6, S. 212). Unbehandelte U-87 MG Zellen halten sich bei der 24 h-Messung mit
67,8% und bei der 72 h-Messung mit 80,8% in der Gy;;-Phase auf. Gleichzeitig ist ein
Ruckgang der S- und der G,/M- Population nach 72 h zu beobachten. 2 uM ATO flh-
ren nach einer 24 h-Exposition zu einem Anstieg der G,/M-Population auf 29,6%. Da-
mit verbunden nimmt die Gg,-Population auf 55,4% ab. Diese Arretierung von U-87
MG Zellen ist zeitabhangig und statistisch signifikant zur entsprechenden Kontrolle.
Nach 72 h liegen nur noch 35,1% der Zellen in der Gy-Phase, wahrend sich 48,1% in
der G,/M-Phase aufhalten. BSO bewirkt bei Konzentrationen bis zu 100 uM keinen

Anstieg des subGg;-Peaks und |6st auch sonst keine Veranderungen im Zellzyklus
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aus. Eine Kombination von ATO mit BSO induziert bei U-87 MG Zellen keine verstéarkte
Induktion von Apoptose. Nach 24 h betragt der Anteil der subGg;-Population 3,5% (+ 5
UM BSO), 4,4% (+ 20 uM BSO) bzw. 3,2% (+ 100 uM BSO). Nach 72 h befinden sich
jeweils nur ca. 2,5% der Zellen in der subGy;-Phase. Die Verteilung von U-87 MG Zel-
len auf die anderen Zellzyklusphasen bei einer Ko-Exposition mit ATO und BSO unter-
scheidet sich nur geringfligig von der Verteilung, welche sich bei einer separaten Be-
handlung mit ATO ergibt. Mit anderen Worten: BSO verstarkt auch die Wirkung von
ATO auf den Zellzyklus nicht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden: Sowohl die Ergebnisse der Fluores-
zenzmikroskopie als auch die der Zellzyklusanalyse zeigen, dass die Wirkung von ATO
auf den apoptotischen Zelltod von U-87 MG Zellen durch BSO nicht verstarkt wird. Bei
den Proliferationshemmversuchen wurde das Wachstum von U-87 MG Zellen bei
Kombination beider Agentien synergistisch gehemmt (vgl. 4.2.4). Aufgrund der hier
vorliegenden Daten ist davon auszugehen, dass die Sensitivierung von U-87 MG Zel-
len durch BSO fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO auf anderen Mecha-

nismen beruht, als auf der verstarkten Induktion von Apoptose.
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Abbildung 4-82: Induktion von Apoptose und Nekrose bei U-87 Zellen durch Arsentrioxid
und Buthioninsulfoximin

U-87 Zellen wurden tber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und BSO einzeln sowie in Kombinati-
on behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen mit Hoechst 33342 sowie PI gefarbt und am
Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die MW + SEM der %-Anteile der
apoptotischen und nekrotischen Fraktion an der jeweiligen Gesamtpopulation mit n = 3 Versu-
chen. a)p < 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. nicht signifikant: ATO + BSO vs. ATO

allein (ANOVA mit Tukey's multiple comparison test).
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Abbildung 4-83: Zellzyklusprofil von U-87 MG Zellen nach einer

Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

Exposition mit

U-87 MG Zellen wurden uber 24 h (A) bzw. 72 h (B) mit ATO und BSO einzeln sowie in Kombi-
nation exponiert. Anschlieend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres
DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der
Zellpopulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen als MW + SEM mit n = 3 Experimenten. a)p
< 0,05: exponierte Gruppen vs. Kontrolle bzw. b)p < 0,05: ATO + BSO vs. ATO allein (ANOVA

mit Tukey's multiple comparison test).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die proliferationshemmende Wirkung von Arsentrioxid
(ATO, As,03) auf zwei Glioma-Zelllinien humanen Ursprungs (A-172 und U-87 MG)
untersucht, welche als in vitro-Modelle flir maligne Gliome gelten. Weiterhin wurde die
Fahigkeit von funf pflanzlichen Polyphenolen (Genistein, Quercetin, Curcumin, Res-
veratrol, Epigallocatechin-3-gallat) sowie von Buthioninsulfoximin (BSO) geprtft, Glio-

ma-Zellen fir die proliferationshemmende Wirkung von ATO zu sensitivieren.

5.1 Arsentrioxid

5.1.1 Proliferationshemmung

ATO (0,5 - 20 uM) besitzt einen konzentrations- und zeitabhangigen Einfluss auf das
Wachstum der untersuchten Glioma-Zellen. Bei A-172 Zellen wirkt ATO nach 24 h ab 5
MM (vgl. Abb. 4-4) und bei U-87 MG Zellen bereits ab 2 uM (vgl. Abb. 4-5) proliferati-
onshemmend. Wenn man die Wachstumskurven der Zellen zugrunde legt und die Wir-
kung von ATO auf die Zellzahl bezogen auf die anfanglich ausgeséte Zellmenge be-
trachtet, zeigt sich, dass die Proliferationshemmung bei beiden Zelllinien bis zu einer
Konzentration von 5 uM auf zytostatische Effekte zurtick geht. Bei h6heren Konzentra-
tionen (10 und 20 uM) treten zusatzlich zytoletale Effekte auf. Diese sind bei A-172
Zellen erst nach einer Exposition Uber 72 h, bei U-87 MG Zellen bereits nach 24 h zu
erkennen. Die halbmaximal wirksame Konzentration (ECsp) von ATO betragt bei A-172
Zellen > 20 pM nach 24 h und 8,0 £ 0,4 uM nach 72 h. Fur U-87 MG Zellen ergeben
sich mit 12,8 + 0,8 uM (24 h) bzw. 2,0 £ 0,1 uM (72 h) deutlich niedrigere ECsy-Werte.
Die Ergebnisse fur beide Zelllinien decken sich mit denen von anderen Arbeitsgruppen
(Haga et al., 2005; Lin et al., 2008; Zhen et al., 2010).

In einigen Studien wird eine inverse Beziehung zwischen der Sensitivitat verschiedener
Zelllinien fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO und ihren basalen Gluta-
thionspiegeln postuliert (Dai et al., 1999; Yang et al., 1999; Konig et al., 2007). Bei den

hier untersuchten Zelllinien besteht ein solcher Zusammenhang nicht. U-87 MG Zellen
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sind nach 72 h um den Faktor 4 empfindlicher fir ATO als A-172 Zellen. Sie verfligen
mit 61,4 £ 2,3 nmol/mg Zellprotein aber auch Uber einen signifikant héheren Gluta-
thiongehalt als A-172 Zellen (39,6 = 1,5 nmol/mg Zellprotein) (vgl. Abb. 4-48). Davison
et al. (2003) stellten ebenfalls fest, dass die proliferationshemmende Potenz von ATO
bei einigen Zelllinien wenig mit der Hohe ihrer basalen Glutathionspiegel korreliert. Die
unterschiedliche Sensitivitat von Tumorzellen fir ATO muss also auch von weiteren

Faktoren abhangig sein.

5.1.2 Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest

Die Effizienz einer Radio- oder Chemotherapie wird insbesondere mit ihrer Fahigkeit,
Apoptose bei entarteten Zellen auszulésen, verbunden. In der Tumorforschung ist die
Entwicklung von Therapieansatzen, die apoptotische Signalwege induzieren, heute von
besonderem Interesse (Bremer et al., 2006; Ocker et al., 2012). ,Apoptose* (auch pro-
grammierter Zelltod 1) ist im Gegensatz zu Nekrose ein streng regulierter, physiologi-
scher Prozess, der durch die betroffenen Zellen selbst gesteuert bzw. sogar eingeleitet
wird. Er ermdglicht alternde oder geschadigte Zellen, weitgehend ohne Beeintrachti-
gung des umliegenden Gewebes, zu eliminieren (Lawen, 2003).

ATO lost apoptotischen Zelltod bei Tumorzellen unterschiedlicher Abstammung, u.a.
bei Leukamie- (Chen et al., 1996), Gebarmutterhalskarzinom- (Han et al., 2008), Le-
berkarzinom- (Kito et al., 2002) und Lungenkarzinom-Zellen (Jiang et al., 2013), aus.
Um zu prifen, ob die proliferationshemmende Wirkung von ATO auch bei A-172 und
U-87 MG Zellen auf die Induktion von Apoptose zuriickgeht, wurden Verénderungen in
der Zellkernmorphologie am Fluoreszenzmikroskop verfolgt. Weiterhin wurde die Ex-
ternalisierung von Phosphatidylserin (PS) - ein frihes Zeichen fur Apoptose - mittels

Pl/Annexin V-Farbung untersucht und der Gehalt an DNA im Zellzyklus gemessen.

Die Etablierung der Methoden erfolgte mit dem Alkaloid Staurosporin (ST), einem klas-
sischen Apoptoseinduktor (Bertrand et al., 1994). Die PI/Annexin V-Farbung erwies
sich dabei als wenig aussagekréftig. Diese Methode erlaubt zwar den Nachweis von
frihapoptotischen Zellen, ermdglicht aber keine Abgrenzung der spétapoptotischen
Population von der nekrotischen (vgl. Abb. 4-58) - ein Problem, das auch Thierfelder
(2006) schilderte. Da sich die meisten Zellen 24 h nach der Exposition mit ST bereits in
einer spaten Phase der Apoptose befinden oder aber nekrotisch sind, kdnnen nur Aus-

sagen zum Ausmal3, aber nicht zur Art des Zelltodes getroffen werden. D.h., dass die
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Durchfuhrung der Pl/Annexin V-Farbung generell nur dann sinnvoll ist, wenn Frih-
apoptose vorherrscht. Andernfalls gehen wichtige Informationen verloren. Im Gegen-
satz hierzu kann man bei der Analyse der Zellkernmorphologie auch der Kinetik des
apoptotischen und nekrotischen Zelltodes folgen. Nach Farbung der Zellen mit Pl und
Hoechst 33342 lassen sich frih- und spéatapoptotische sowie nekrotische Zellkerne
stets klar differenzieren (vgl. Abb. 4-55 - 4-57). Die Vorzige einer kernmorphologi-
schen Untersuchung beschrieben auch Lizard et al. (1995). Sie nannten dieses Verfah-
ren ,einfach, eindeutig und zuverlassig“. Die Bestimmung des DNA-Gehalts in der Zell-
zyklusanalyse nach einer Markierung der Zellen mit Pl gibt Hinweise auf die Induktion
von Apoptose, nicht allerdings auf Nekrose. Diese Methode hat gegenuliber den beiden
anderen aber den Vorteil, dass sie zusatzlich die Verteilung der Zellen auf die einzel-
nen Phasen des Zellzyklus und damit eine mogliche Zellzyklusarretierung anzeigt (vgl.
Abb. 4-59 - 4-61). Die gemessenen Apoptoseraten nach einer Exposition mit ST wei-
sen bei der Analyse der Zellkernmorphologie und des Zellzyklus eine hohe Uberein-
stimmung auf (vgl. Abb. 4-62).

Gliome werden haufig als apoptoseresistent beschrieben (Lefranc et al., 2006; Sarafian
et al., 2009). Ein weiteres Ziel der ST-Versuche war es deshalb zu prifen, wie emp-
findlich A-172 und U-87 MG Zellen auf einen klassischen Apoptoseinduktor reagieren
oder anders ausgedriickt, ob sie durch ST zur Apoptose gebracht werden kénnen. Die
Induktion von Apoptose durch ST ist bei beiden Zelllinien nach 24 h sichtbar und kon-
zentrationsabhangig. Bei A-172 Zellen treten erste Effekte ab einer Konzentration von
100 nM auf (~ 10%). Bei U-87 MG Zellen sind hoéhere Konzentrationen (> 200 nM)
notwendig, um Apoptose auszuldsen. 1000 nM ST fihren jeweils bei etwa der Halfte
der Glioma-Zellen zum apoptotischen Untergang. Eine &hnliche Konzentrationsabhan-
gigkeit zeigte ST auch bei zwei Melanom-Zelllinien (Zhang et al., 2004). Bei CNE 2
Nasopharynxkarzinom-Zellen war ST dagegen deutlich wirksamer und l6ste nach 24 h
schon bei 20 nM (~ 20%) Apoptose aus (Lan et al., 1999).

Im Vergleich zu ST besitzt ATO eine andere Zeitabhangigkeit bei der Induktion von
Apoptose. Nach einer 24 h-Inkubation finden bei beiden Glioma-Zelllinien selbst bei der
hochsten eingesetzten Konzentration (10 puM) noch keine morphologischen Zellkern-
veranderungen (vgl. Abb. 4-65) und keine Verminderung des DNA-Gehalts in der Zell-
zyklusanalyse (vgl. Abb. 4-68 und 4-69) statt. Zu beobachten ist auch noch keine Ex-
ternalisierung von PS (vgl. Abb. 4-67). Apoptotischer Zelltod tritt erst nach einer Expo-
sition tber 72 h und dann auch nur bei 10 pM ATO in nennenswertem Ausmal} auf,
bestimmt durch die Analyse der Kernmorphologie und des Zellzyklus. Die Befunde

beider Verfahren sind grundsatzlich konsistent. Allerdings ergeben sich bei der Analyse
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der Kernmorphologie deutlich hdhere Apoptoseraten: Ca. 60% bei A-172 Zellen und
30% bei U-87 MG Zellen. Bis zu 20% der Zellen sind hier weiterhin nekrotisch. Die
Zellzyklusanalyse liefert Apoptoseraten von ca. 20% (A-172) bzw. 10% (U-87 MG). Die
Durchfuhrung der PIl/Annexin-V Farbung machte nach einer 72 h-Exposition wenig
Sinn, da zu diesem Zeitpunkt Spatapoptose bereits dominierte (vgl. Abb. 4-66). Auf-
grund ihrer Schwachen wurde diese Methode bei den Kombinationsversuchen nicht
angewendet.

Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen haben bereits andere Studien
gezeigt, dass verschiedene Glioma-Zelllinien nicht zur Apoptose gebracht werden kon-
nen, wenn man sie mit niedrigeren Konzentrationen an ATO (< 4 pM) tber bis zu 72 h
behandelt (Kanzawa et al., 2003; Aoki et al., 2008; Chiu et al., 2009). Die zitierten Ar-
beitsgruppen beobachteten unter den genannten Expositionsbedingungen die Auslo-
sung von Autophagie (auch programmierter Zelltod Il). ,Autophagie® ist ein Prozess,
bei dem zytoplasmatische Bestandteile (langlebige Proteine, geschadigte Organellen
etc.) eukaryotischer Zellen abgebaut werden und der auf einem basalen Niveau in
vermutlich allen Zellen ablauft (Hara et al., 2006). Unter Stressbedingungen (z.B. Man-
gel an Nahrstoffen) kann der partielle Selbstverdau stark induziert werden (Kuma et al.,
2004). Kurzfristig stellt er so einen Uberlebensmechanismus der Zelle dar, bei voll-
standigem Ablauf kann er allerdings auch zu ihrem Tod flhren (Notte et al., 2011). Laut
Literatur sind zur Induktion von Apoptose bei Glioma-Zellen (darunter auch A-172 und
U-87 MG) hohe Konzentrationen an ATO (= 8 uM), aber auch Expositionszeiten von
mindestens 48 h notwendig (Zhao et al.,, 2002; Kanzawa et al., 2003; Haga et al.,
2005). Hierdurch werden die vorliegenden Befunde bestatigt.

Insgesamt fallt auf, dass 10 uM ATO bei etwa doppelt so vielen A-172 wie U-87 MG
Zellen apoptotischen Zelltod auslésen, obwohl diese Konzentration bei U-87 MG Zellen
zu einer deutlich stéarkeren Proliferationshemmung fuhrt. Ein diesbeziglich diskutierter
Erklarungsansatz geht auf den p53-Status von Tumorzellen zurlick. p53 ist ein bedeu-
tender Tumorsuppressor, der an der Regulation von Apoptose und DNA-Reparatur
beteilig ist (Vogelstein et al., 2000). Eine Mutation des p53-Gens ist mit Tumorentste-
hung verbunden und bei der Mehrzahl aller Tumorerkrankungen nachweisbar (Liu et
al., 2004). Liu et al. (2003) haben beschrieben, dass verschiedene Multiple Myelom
(MM)-Zelllinien, die ein mutiertes p53-Gen besitzen, sensibler auf ATO mit Apoptose
reagieren als MM-Zelllinien, bei denen das Gen nicht mutiert ist. Das passt zu den hier
beobachteten Effekten. A-172 Zellen bilden ein mutiertes und U-87 MG Zellen ein Wild-
typ p53-Protein. Eine andere Begrindung, die im Zusammenhang mit der héheren

Apoptoserate haufig aufgegriffen wird, bezieht sich auf den Redox-Status von Tumor-
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zellen. Zelllinien, die eine schlechtere antioxidative Ausstattung besitzen und per se
hohere inhdarente ROS-Levels aufweisen, sollen empfindlicher fir die Induktion von
Apoptose durch ATO sein (Jing et al., 1999; Gao et al., 2002; Yi et al., 2002). Auch das
konnte die beobachteten Unterschiede erklaren. Die endogene ROS-Bildungsrate ist
bei A-172 Zellen signifikant hoher (vgl. Abb. 4-37) und ihre antioxidative Kapazitat
(gemessen am Glutathiongehalt) signifikant niedriger (vgl. Abb. 4-48) als bei U-87 MG
Zellen. Im Vergleich zu U-87 MG Zellen weisen A-172 Zellen weiterhin eine etwa drei-
mal niedrigere Aktivitat an der manganhaltigen Superoxiddismutase und der Gluta-

thionperoxidase, zwei antioxidativ wirksamen Enzymen, auf (Zhong et al., 1999).

Proliferationshemmung kann zudem mit einem Zellzyklusarrest einhergehen. Kanzawa
et al. (2003) haben berichtet, dass ATO (2 pM) nach einer 72 h-Exposition zu einer
Arretierung von A-172 und U-87 MG Zellen in der G,/M-Phase fiihrt. Ein G,/M-Arrest
durch ATO wurde auch bei diversen anderen Zelllinien beobachtet (MCF-7, H460, He-
La, U-118 MG) (Ling et al., 2002; Chiu et al., 2009). Ling et al. (2002) stellten fest, dass
ATO dabei eine Hemmung der Mitose induziert, indem es mit Tubulin interagiert. Uber-
einstimmend mit den Befunden der Literatur zeigte sich bei der Zellzyklusanalyse, dass
ATO bei U-87 MG Zellen bereits nach 24 h bei der niedrigsten getesteten Konzentrati-
on (2 uM) eine Arretierung der Zellen in der G,/M-Phase bewirkt (vgl. Abb. 4-68). Die-
ser Prozess findet auch bei hdheren ATO-Konzentrationen (5 und 10 pM) sowie bei
Verlangerung der Expositionszeit (72 h) statt. Im Gegensatz dazu l6st ATO bei A-172
Zellen erst nach 72 h und nur bei der hichsten eingesetzten Konzentration (10 puM)
Veranderungen im Zellzyklus aus (vgl. Abb. 4-69). Diese sind verbunden mit einem
Ruckgang der Gg;- zugunsten der apoptotischen subGg;-Population. Somit wieder-
sprechen die Beobachtungen bei A-172 Zellen denen von Kanzawa et al. (2003). Die
Analyse des Zellzyklus fuhrten Kanzawa et al. (2003) ebenfalls an einem FACS (Bec-
ton Dickinson) durch, nachdem sie die Zellen mit Pl gefarbt hatten. Wodurch die Dis-
krepanz zustande kommt, ist nicht ganz klar. Abweichungen lassen sich nur in der Kul-
tivierung erkennen. In der zitierten Arbeit wurde eine geringere Aussaatdichte und ein

héherer Gehalt an FCS verwendet.

Zusammengefasst: ATO hemmt die Proliferation von A-172 und U-87 MG Zellen. Die
Hemmung ist bei einer hohen ATO-Konzentration (10 uM) jeweils mit der Induktion von
Apoptose verbunden. Bei U-87 MG Zellen geht die Hemmung weiterhin mit einem Zell-
zyklusarrest in der G,/M-Phase einher. Nekrotischer Zelltod spielt bei beiden Zelllinien

keine wesentliche Rolle.
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5.1.3 Einfluss auf die intrazelluldre Radikalbildung und den

Glutathiongehalt

Die exakten Mechanismen der ATO-Wirkung sind bis heute nicht vollstandig geklart.
Eine wichtige Rolle wird der Bildung von ROS (insbesondere H,0,, ‘OH, O,-) und da-
mit der Auslosung von oxidativem Stress zugeschrieben (Sumi et al., 2010; Flora,
2011). Die gebildeten ROS gelten als Vermittler fur die proliferationshemmende Wir-
kung von ATO und die Induktion von Apoptose (Jing et al., 1999; Maeda et al., 2001;
2004). Wie weit diese Annahme allgemeine Gultigkeit hat, ist allerdings fraglich. Ver-
gleicht man die Ergebnisse der Literatur, so ist die Fahigkeit von ATO, ROS-Bildung zu
induzieren, auch bei gleichen experimentellen Bedingungen von der untersuchten Zell-
linie abhangig (Han et al., 2010; Jiang et al., 2010). Bei Verwendung von DCFH,-DA
als Marker fihrt ATO (1 - 10 uM) in A-172 und U-87 MG Zellen innerhalb einer Inkuba-
tionszeit von 120 min zu keiner gesteigerten Generierung von ROS (vgl. Abb. 4-39).
Das entspricht den Beobachtungen bei anderen Glioma-Zelllinien (U-118 MG, C6),
welche ebenfalls tGber 120 min mit ATO-Konzentrationen bis zu 25 UM behandelt wur-
den (Cheng et al., 2007; Klauser et al., 2014). Nicht vollig auszuschliel3en ist, dass die
Generierung von ROS durch ATO erst nach langerer Inkubationszeit erfolgt. In C6 Rat-
tenglioma-Zellen gab es allerdings auch nach 24 h keine Hinweise auf einen solchen
Effekt (Klauser et al., 2014). Auch Lipidperoxidation, ein weiteres Indiz fur oxidativen
Stress, fand hier nach 24 h nicht statt.

Oxidativer Stress kann weiterhin als Folge einer Stérung des antioxidativen Abwehr-
systems auftreten, beispielsweise durch eine Verarmung an intrazellularem Glutathion.
In einigen Studien wurde beobachtet, dass die zytotoxische Wirkung von ATO mit einer
Senkung der Glutathionspiegel einhergeht (Han et al., 2009; Cheng et al., 2010). Bei
A-172 Zellen fuhrt eine 24 h-Behandlung mit ATO-Konzentrationen bis zu 10 pM zu
keiner Verminderung des Glutathiongehalts (vgl. Abb. 4-49A). Im Gegentell, es ist so-
gar eine Steigerung der Levels zu beobachten. Der maximale Effekt (~ 40%) wird bei
einer noch nicht proliferationshemmenden Konzentration von 1 pM erreicht. Bei U-87
MG Zellen erhéht ATO im nicht bzw. zytostatisch wirksamen Konzentrationsbereich
(0,5 - 2 uM) ebenfalls die Glutathionspiegel (bis zu 40%; vgl. Abb. 4-49B). Eine bereits
nach 24 h auch zytoletal wirkende ATO-Konzentration (10 pM) fihrt hier dagegen, &hn-
lich wie bei den oben zitierten Berichten, zu einer Verringerung der Glutathionspiegel
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (~ 35%). Es ist allerdings unwahrscheinlich,
dass die Wachstumshemmung, welche bei U-87 MG Zellen durch 10 uM ATO induziert

wird (~ 40%), Konsequenz einer Glutathionverarmung ist. Dagegen sprechen z.B. die
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Versuche mit BSO (siehe 5.2.2). Da sich die Verminderung des Glutathiongehalts im
Bereich der Wachstumshemmung bewegt, ist der Effekt eher umgekehrt als Folge der
unspezifischen Zellschadigung anzusehen.

Eine Steigerung der Glutathionspiegel durch ATO ist kein unbekanntes Phanomen. In
unserem Labor zeigten sich ahnliche Effekte auch bei C6 Zellen (Klauser et al., 2014).
Hier erhdhten sub-toxische ATO-Konzentrationen (1 und 2 pM) den Glutathionspiegel
nach 24 h sogar um etwa 70%. Die Wirkung von ATO war zeitabhangig und trat bereits
nach 2 h auf. Versuche an primaren Endothelzellen (PAECS) lieferten Hinweise darauf,
dass die ATO-induzierte Erhéhung der Glutathionlevels mit einer gesteigerten Aktivitat
sowie einer Expression der GCS und GGT (y-Glutamyltranspeptidase), zwei Enzymen,
die am Glutathion-Turnover beteiligt sind, einhergeht (Cheng et al., 2008). Bei V79-
Fibroblasten war nach einer Exposition mit verschiedenen Arsenderivaten zudem eine
verstarkte Aufnahme und ein erhdhter Umsatz von Cystin zur Glutathionsynthese zu
beobachten (Ochi, 1997). Ochi (1997), aber auch andere Autoren (Bannai et al., 1991,
Thompson et al., 2009) vermuten, dass die Steigerung der intrazellularen Glutathion-
spiegel als Abwehrmechanismus von Zellen gegen die zytotoxische Arsen-Wirkung

auftritt.

Kurz gefasst: Die proliferationshemmende Wirkung von ATO ist bei A-172 und U-87
MG Zellen nicht mit einer erhdhten Bildung von ROS oder einer Verminderung der int-
razellularen Glutathionspiegel verbunden. Im Gegenteil, ATO induziert eindeutig Erho-

hungen des Glutathiongehalts.
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5.2 Sensitivierung von humanen Glioma-Zellen fur

Arsentrioxid

Der klinische Einsatz von ATO wird durch seine Toxizitat begrenzt. Bei APL-Patienten
konnen nach einer Behandlung mit ATO unerwiinschte Effekte wie Hypokaliamie, Hy-
perglykamie, Herzrhythmusstorungen, Neutropenie oder Leukozytose auftreten
(Soignet et al., 1998; 2001). Um das therapeutische Spektrum von ATO zu erhdhen,
sind daher Strategien zur Sensitivierung von Tumorzellen notwendig. Im Hinblick auf
eine Therapie kdonnte diese mit einer Verminderung der notwendigen ATO-Dosis und
damit der Nebenwirkungen einhergehen.

5.2.1 Kombination von Arsentrioxid mit pflanzlichen Polyphenolen

5.2.1.1 Arsentrioxid und Genistein

Eine Erhdhung der intrazellularen ROS-Generierung gilt als eine der wichtigsten Stra-
tegien zur Verstarkung der ATO-Wirkung auf Tumorzellen (Maeda et al., 2001;
Doudican et al., 2010). Sanchez et al. (2008) haben berichtet, dass Genistein (50 uM)
die Induktion von Apoptose durch ATO (2 uM) bei der humanen Leukamie-Zelllinie
U937 nach 24 h verstarkt, indem es zur Bildung von ROS fihrt. Verbunden mit der
ROS-Bildung erfolgte eine Aktivierung der ROS-sensitiven Kinasen p38-MAPK und
AMPK, welche an der Regulation von Apoptose beteiligt sind. Eine verstarkte Induktion
von Apoptose durch ATO (2 pM) und Genistein (15 bzw. 20 pM) nach 48 h wurde auch
bei verschiedenen Leberkarzinom-Zelllinien (HepG2, Hep3B, SK-Hep-1) vom Arbeits-
kreis um Jiang et al. (2010) und Ma et al. (2011) beschrieben. Jiang et al. (2010) fuhr-
ten die Effekte ebenfalls auf die Bildung von ROS durch Genistein zuriick. Ma et al.
(2011) beobachteten dariiber hinaus eine Hemmung der redox-sensitiven, antiapopto-
tischen PI3K/Akt und NF-kB Signalwege in Anwesenheit des Isoflavons.

Auch bei den hier untersuchten A-172 und U-87 MG Zellen induziert Genistein eine
erhohte Generierung von ROS (vgl. Abb. 4-40). Bereits nach 120 min sind bei beiden
Zelllinien vergleichbare Steigerungen des DCF-Signals um ca. 50% (20 pM Genistein)
bzw. 150% (50 uM Genistein) der Kontrollwerte zu messen. Der prooxidative Charakter
von Genistein in kultivierten Zellen ist erst seit einigen Jahren bekannt und vermutlich
auf eine Stérung der mitochondrialen Atmungskette zurtickzufuihren, wie sich in einer

Studie an isolierten Mitochondrien zeigte (Salvi et al., 2002). Bei der Analyse der Kom-
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binationswirkung von ATO und Genistein anhand ihrer Konzentrations-Wirkungs-
Kurven fir Wachstumshemmung ergeben sich bei A-172 Zellen formal synergistische
Effekte. Die Sensitivierung der Zellen flr ATO ist allerdings nicht sonderlich hoch. In
Kombination mit 20 bzw. 50 uM Genistein missen nicht 6,3 bzw. 2,2 uM sondern 3,9
bzw. 1,3 pM ATO eingesetzt werden, um eine 50%-ige Wachstumshemmung zu errei-
chen (vgl. Abb. 4-14). Die Konzentration an ATO ist also unabhangig von der verwen-
deten Genistein-Konzentration um etwa 40% niedriger, als bei Additivitat notig ware. Im
Gegensatz zu A-172 Zellen wirken ATO und Genistein bei U-87 MG Zellen ,nur” additiv
auf das Wachstum (vgl. Abb. 4-16). Der zelllinienspezifische Einfluss von Genistein auf
die Wirkung von ATO &ulert sich nicht nur in der Hemmung des Wachstums, sondern
auch in der Induktion von Apoptose. Bei der Analyse der Kernmorphologie ist bei A-
172 Zellen nach 72 h eine deutliche Verstarkung des apoptotischen Zelltodes (18%
bzw. 62%) durch Kombination von ATO (5 uM) mit Genistein (20 bzw. 50 uM) zu er-
kennen (vgl. Abb. 4-70). Vergleichbar hoch ist der gemessene Anteil an Apoptose in
der Zellzyklusanalyse (15% bzw. 46%; vgl. Abb. 4-71). Bei U-87 MG Zellen findet da-
gegen keine Steigerung der Apoptoseinduktion statt (vgl. Abb. 4-72 und 4-73). Warum
Genistein nur eine der Glioma-Zelllinien fir die Wirkung von ATO sensitiviert, ist nicht
ersichtlich. So besitzt Genistein bei A-172 und U-87 MG Zellen - neben der Fahigkeit
zur ROS-Bildung - z.B. auch eine vergleichbare proliferationshemmende Potenz (vgl.
Abb. 4-8) und flhrt, einzeln appliziert, jeweils nicht zur Apoptoseauslésung oder einem
Zellzyklusarrest.

Ahnlich wie U-87 MG Zellen konnten auch C6 Zellen durch Genistein nicht fiir die
proliferationshemmende Wirkung von ATO und eine Induktion von Apoptose sensiti-
viert werden, obwohl Genistein in dieser Zelllinie ebenfalls zu einer erhéhten Bildung
von ROS fuhrte (Klauser et al., 2014). Die Empfindlichkeit von C6 Zellen fur ATO konn-
te auch dann nicht gesteigert werden, wenn man statt Genistein H,O, als ROS-Bildner
einsetzte. Die Effekte waren jeweils additiv. Die Befunde der vorliegenden Arbeit zu-
sammen mit den Beobachtungen bei C6 Zellen lassen den Ruckschluss zu, dass eine
Erhohung der intrazellularen ROS-Generierung keine allgemeingiltige Strategie zur
Verstarkung der ATO-Wirkung auf Tumorzellen darstellt. Wenn die Bildung von ROS in
diesem Zusammenhang tatsachlich eine Rolle spielt, dann nur zelltypspezifisch. An-
dernfalls misste Genistein auch U-87 MG (und C6) Zellen fur die Wirkung von ATO

sensitivieren.
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5.2.1.2 Arsentrioxid und Quercetin

Quercetin ist ein Polyphenol aus der Gruppe der Flavonole. Es kommt insbesondere in
Zwiebeln, Apfeln und Schnittlauch vor (Aherne et al., 2002). In einer Arbeit von Shen et
al. (2012) wurde berichtet, dass Quercetin bei HaCaT Keratinocyten die ATO-
induzierte Zytotoxizitdt und Apoptose verstarkt, indem es - ahnlich wie Genistein - zu
einer Bildung von ROS fihrt. Eine Verstarkung des apoptotischen Zelltodes durch eine
Kombination von ATO mit Quercetin wurde auch von Ramos et al. (2008) bei drei (von
vier untersuchten) Leuk&mie-Zelllinien beobachtet. Bei der Zelllinie U937 betrug die
Apoptoserate nach einer 24 h-Ko-Exposition mit ATO (2 pM) und Quercetin (25 pM)
ganze 80%. Anders als bei den HaCaT Keratinocyten verstérkte Quercetin (25 uM, 24
h Exposition) die Wirkung von ATO bei den Leuk&amie-Zellen durch eine Verminderung
der intrazellularen Glutathionspiegel (~ 25%). Dieser Mechanismus stellt eine weitere
wichtige Strategie dar, um Tumorzellen fir ATO zu sensitivieren. Der damit zusam-
menhangende Sachverhalt wird unter 5.2.2 diskutiert.

Im Unterschied zu den Beobachtungen von Shen et al. (2012) induziert Quercetin in
den untersuchten Glioma-Zellen weder allein, noch in Kombination mit ATO eine er-
hdhte Generierung von ROS (vgl. Abb. 4-41). Im Gegenteil, Quercetin (20 und 50 puM)
verringert sogar signifikant die endogene ROS-Bildungsrate - ein Effekt, der z.B. schon
von Alia et al. (2006) in HepG2 Zellen beobachtet wurde. Bei Versuchsbedingungen,
die mit denen von Ramos et al. (2008) vergleichbar sind, hat Quercetin (20 uM, 24 h
Exposition) aul3erdem keine Wirkung auf die Glutathionspiegel von A-172 und U-87
MG Zellen (vgl. Abb. 4-50 und 4-51). Bei Kombination von ATO (2 puM) und Quercetin
(20 puM) sind die Spiegel entsprechend der Wirkung von ATO allein erhdht. Unabhan-
gig von einer ROS-Bildung oder einer Senkung des Glutathiongehalts steigert Querce-
tin die Empfindlichkeit von A-172 Zellen fur die proliferationshemmende Wirkung von
ATO. Das Ausmald der Sensitivierung ist allerdings nicht sonderlich hoch. Um eine
50%-ige Wachstumshemmung zu erreichen, ist die Konzentration an ATO in Kombina-
tion mit 20 bzw. 50 uM Quercetin um etwa 20% bzw. 40% niedriger, als bei Additivitat
notig ware (vgl. Abb. 4-18). Die verstarkte Wachstumshemmung in Anwesenheit von
Quercetin geht bei A-172 Zellen wie bei den HaCaT Keratinocyten (Shen et al., 2012)
oder den U937-Zellen (Ramos et al., 2008) mit einer Apoptoseinduktion einher. Die
Untersuchungen der Kernmorphologie zeigen, dass jeweils etwa 40% der A-172 Zellen
apoptotisch sterben, wenn man sie tber 72 h mit 5 uM ATO und 20 bzw. 50 uM Quer-
cetin behandelt (vgl. Abb. 4-74). Die Analyse des Zellzyklus liefert mit Apoptoseraten
von ca. 30% (+ 20 uM Quercetin) bzw. 45% (+ 50 uM Quercetin) vergleichbare Ergeb-
nisse (vgl. Abb. 4-75).
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Im Gegensatz zu den Effekten auf A-172 Zellen steigert Quercetin die Empfindlichkeit
von U-87 MG Zellen nicht fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO und die
Induktion von Apoptose (vgl. Abb. 4-76 und 4-77). Wenn man die Konzentrations-
Wirkungs-Kurven fir Wachstumshemmung zugrunde legt, ist die Kombinationswirkung
der beiden Agentien bei U-87 MG Zellen formal sogar als schwach antagonistisch ein-
zustufen (vgl. Abb. 4-20). Das ist kein ganzlich unbekanntes Phdnomen. Untersuchun-
gen in unserem Labor ergaben bereits, dass Quercetin (5 und 20 puM) bei C6 Zellen
ebenfalls auf antagonistische Weise agiert und die proliferationshemmende Wirkung
von ATO vermindert (Klauser et al., 2014). Bekannt ist auRerdem die schiitzende Wir-
kung von Quercetin bei MCF-7 Mammakarzinom-Zellen vor der Natriumarsenit
(NaAsOy)-induzierten Zytotoxizitat (Soria et al., 2007). Abweichend von ihren sonst
positiven Befunden (s.0.) stellten auch Ramos et al. (2008) fest, dass Quercetin eine
der Leukamie-Zelllinien (NB4), die sie untersuchten, nicht fir die ATO-induzierte
Apoptose sensitiviert. Die Effekte der beiden Agentien waren bei dieser Zelllinie ,less
than additive“. Die Resistenz von NB4 Zellen gegenliber einer Apoptoseinduktion ver-
knupften Ramos et al. (2008) mit einem G,/M-Arrest im Zellzyklus, der nach einer Be-
handlung mit Quercetin allein (25 puM) und in Kombination mit ATO (1 uM) auftrat. Die
Autoren mutmalften, dass ein G,-Arrest NB4 Zellen voriibergehend daran hindern kon-
ne den apoptotischen Prozess einzuleiten. Quercetin arretiert auch U-87 MG Zellen in
der G,/M-Phase des Zellzyklus (vgl. Abb. 7-4). Allerdings scheint dieser Effekt als Be-
grindung fir die Unempfindlichkeit von U-87 MG Zellen nicht ausreichend. Die durch
Quercetin allein und in Kombination mit ATO hervorgerufenen Veranderungen in der
Zellzyklusverteilung von U-87 MG Zellen sind verglichen mit (i) den unbehandelten
Kulturen (s 16%) und (ii) den Effekten, welche bei NB4 Zellen ausgeltst wurden, &u-
Rerst gering. Fur die letzteren ist nur eine Gegenuberstellung der DNA-Histogramme
moglich, da Ramos et al. (2008) keine Zahlenwerte angeben.

Es lassen sich auch sonst keine offensichtlichen Erklarungen finden, warum Quercetin
bei den verwendeten Glioma-Zellen einen unterschiedlichen Einfluss auf die ATO-
Wirkung hat. So besitzt Quercetin bei beiden Zelllinien mit ECso-Werten (72 h Expositi-
on) von 119 + 13,9 (A-172) bzw. 114 £ 10,5 (U-87 MG) z.B. die gleiche proliferations-
hemmende Potenz (vgl. Abb. 4-9) und induziert selbst jeweils keine Apoptose. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um die Zelllinienspezifitat aufzuklaren. Auffallig ist,
dass hier erneut A-172, nicht aber U-87 MG Zellen fiir die Wirkung von ATO sensitiviert

werden (siehe Genistein).
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5.2.1.3 Arsentrioxid und Curcumin

Sanchez et al. (2010) haben berichtet, dass Curcumin, ein aus dem Rhizom der Gelb-
wurzel (Curcuma longa L.) stammendes Polyphenol, die zytotoxische Wirkung von
ATO sowie die Induktion von Apoptose bei einigen (aber nicht allen) Leukamie-
Zelllinien verstarkt, indem es ebenfalls zu einer intrazellularen Bildung von ROS flhrt.
Vor diesem Hintergrund wurde Curcumin mit dem Ziel die Empfindlichkeit von Glioma-
Zellen fur die Wirkung von ATO zu erhdhen, als weiteres Polyphenol ausgewéhlt. Inte-
ressanterweise unterscheiden sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deutlich von
den Beobachtungen, die Sanchez et al. (2010) gemacht haben. Curcumin (5 - 50 uM)
sensitiviert weder A-172, noch U-87 MG Zellen fur die proliferationshemmende Wir-
kung von ATO. Legt man die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir Wachstumshem-
mung zugrunde, sind die Kombinationseffekte der beiden Agentien bei A-172 Zellen
formal unabh&ngig und bei U-87 MG Zellen abhangig vom zugrunde gelegten Wir-
kungsniveau als antagonistisch zu werten (vgl. Abb. 4-22 und 4-24). Curcumin ubt wei-
terhin keine prooxidative Wirkung aus. So induziert es (20 und 50 uM) keine Erhdhung,
sondern fuhrt sogar zu einer Verminderung der endogenen ROS-Bildungsrate in bei-
den Zelllinien (vgl. Abb. 4-42). Dartber hinaus steigert Curcumin (20 uM) allein und in
Kombination mit ATO (2 puM) signifikant die intrazellularen Glutathionspiegel (= 50%)
(vgl. Abb. 4-50 und 4-51). Ahnlich beschrieben auch Lavoie et al. (2009) eine Erho-
hung der Glutathionlevels durch Curcumin (20 uM) in Primarkulturen von korticalen
Maus-Astrozyten um ca. 75%. Verbunden damit trat eine Erhéhung der GCS-Aktivitat
auf. Einer Steigerung des Glutathiongehalts durch Curcumin wurde auch bei K562
Leukamie-Zellen beobachtet und ebenfalls auf eine Induktion der GCS-Aktivitat zu-
rickgefuhrt (Singhal et al., 1999).

Vorausgehende Studien haben gezeigt, dass Curcumin kultivierte, humane Lymphozy-
ten sowie Maus-Milzzellen vor den zytotoxischen Effekten von dreiwertigem Arsen
schitzt, indem es aufgrund seiner antioxidativen Kapazitat den Arsen-ausgeldsten,
oxidativen Stress hemmt (Mukherjee et al., 2007; Khan et al., 2012). Im Gegensatz zu
den Beobachtungen an den Nichttumor-Zellen liefern die hier vorliegenden Untersu-
chungen keine Hinweise darauf, dass ATO prooxidativ agiert (siehe 5.1.3). Daher ist es
aullerst unwahrscheinlich, dass die antagonistische Wirkung, welche bei einer Ko-
Exposition mit ATO und Curcumin auftritt, aufgrund der antioxidativen Eigenschaften
von Curcumin zustande kommt. Der Einfluss von Curcumin auf die Glutathionspiegel
konnte in diesem Zusammenhang aber trotzdem eine bedeutende Rolle spielen, da die
Sensitivitdt von A-172 und U-87 MG Zellen fur ATO durch Veranderungen der endoge-

nen Glutathionlevels stark beeinflusst werden kann (siehe 5.2.2). Wie vorher schon



180 Diskussion

beschrieben steigert auch ATO die Glutathionspiegel von A-172 und U-87 MG Zellen.
Evtl. wirken ATO und Curcumin auf die gleiche Weise und erhéhen die Aktivitat der
glutathionsynthetisierenden Enzyme. Die Tatsache, dass die Glutathionlevels, die nach
der Ko-Exposition gemessen werden, kaum bzw. nicht héher sind, als nach einer Be-
handlung mit den Einzelsubstanzen, konnte damit zusammenhangen, dass die Effekte
schon maximal sind. Daflir spricht insbesondere der Verlauf der Konzentrations-
Wirkungs-Kurven, welche den Einfluss von ATO auf den Glutathiongehalt beschreiben
(vgl. Abb. 4-49). Diese zeigen, dass die hochstmdgliche Steigerung der Glutathion-
spiegel bereits bei 1 uM (A-172) bzw. 0,5 pM (U-87 MG) ATO erreicht wird.

5.2.1.4 Arsentrioxid und Resveratrol

Resveratrol ist ein Nicht-Flavonoid aus der Gruppe der Stilbene und u.a. in Rotwein
oder Erdnissen zu finden (Burns et al., 2002). In der Literatur existiert eine Vielzahl
von Berichten, die belegen, dass Resveratrol Tumorzellen fir die Wirkung von diversen
Zytostatika sensitiviert. Harikumar et al. (2010) haben z.B. beschrieben, dass Res-
veratrol die Empfindlichkeit von verschiedenen Pankreaskarzinom-Zelllinien fur die
Gemcitabin-vermittelte Apoptose erhoht. Resveratrol unterdriickte dabei die Aktivie-
rung des Transkriptionsfaktors NF-kB und hemmte die Expression verschiedener NF-
kB-regulierter Genprodukte, die antiapoptotische, metastasenbildende, proliferations-
und angiogenesefordernde Effekte austiben. Jazirehi et al. (2004) haben weiterhin ge-
zeigt, dass Resveratrol die Induktion von Apoptose durch Paclitaxel in verschiedenen
Non-Hodgkin-Lymphom- und MM-Zelllinien verstarkt. Entscheidend fir die Sensitivie-
rung war hier die Expressionshemmung des antiapoptotischen Proteins Bcl-xL (B cell
lymphoma extra large) durch Resveratrol. Weitere Studien belegen, dass Resveratrol
beispielsweise auch die Effekte von Bortezomib bei MM-Zellen (Bhardwaj et al., 2007)
oder die von Doxorubicin bei AML-Zellen (Kweon et al., 2010) steigert.

Aufgrund der genannten und zahlreicher weiterer positiver Befunde wurde in der vor-
liegenden Arbeit der Frage nachgegangen, ob Resveratrol auch die proliferationshem-
mende Wirkung von ATO bei A-172 und U-87 MG Zellen verstarkt. Die Ergebnisse
zeigen allerdings, dass die Empfindlichkeit der Glioma-Zellen fir ATO in Anwesenheit
von Resveratrol (5 - 50 pM) nicht erhdht wird. Im Gegenteil, Kombinationen von ATO
und Resveratrol wirken, unabhangig vom betrachteten Effektniveau, schwach antago-
nistisch auf das Wachstum der Zellen (vgl. Abb. 4-26 und Abb. 4-28).

Bei embryonalen Ratten-Kardiomyocyten (H9c2) fuihrte eine 1 h-Vorinkubation mit ei-
ner sub-toxischen Resveratrol-Konzentration (10 pM) ebenfalls zu keiner Verstarkung,

sondern zu einer offensichtlichen Verminderung der ATO (10 pM)-induzierten Zytotoxi-
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zitat und Apoptose (Zhao et al., 2008). Resveratrol hemmte in diesem Zusammenhang
die durch ATO ausgeléste ROS-Generierung, intrazellulare Ca?*-Mobilisierung und
damit die Aktivierung von Caspase-3, welche an der Ausfiihrung von Apoptose beteiligt
ist. In zwei klrzlich publizierten, tierexperimentellen Untersuchungen wurde dartber
hinaus festgestellt, dass Resveratrol (3 mg/kg) das Gehirn und die Lunge von Katzen
vor der oxidativen Schadigung durch ATO (1 mg/kg) schitzt, indem es verschiedene,
durch ATO ausgeltste, prooxidative Prozesse (ROS-Bildung, Lipidperoxidation, Gluta-
thionspiegel-Senkung u.a.) unterdriickt (Cheng et al., 2013a; 2013b).

Wie Curcumin erhoht auch Resveratrol (20 uM) allein oder in Kombination mit ATO (2
UM) die Glutathionspiegel von A-172 und U-87 MG Zellen (vgl. Abb. 4-50 und 4-51).
Die Effekte von Resveratrol (jeweils ~ 16%) sind allerdings deutlich geringer als die
von Curcumin (jeweils ~ 70%). In Primarkulturen von korticalen Maus-Astrozyten hatte
Resveratrol (25 uM) eine starkere Wirkung. Hier fand eine Steigerung der Glutathionle-
vels um ca. 60% statt (de Almeida et al., 2007). Die Erhdhung der Glutathionspiegel
durch Resveratrol hangt mdglicherweise mit einer Hochregulierung der GCS via einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 (nuclear factor erythroid related factor-2)
zusammen. Beide Effekte zeigten sich bei A549 Lungenkarzinom-Zellen nach einer
Behandlung mit 10 uM Resveratrol (Kode et al., 2008). Es ist unwahrscheinlich, dass
die antagonistische Kombinationswirkung von ATO und Resveratrol - ahnlich wie die
von ATO und Curcumin - Konsequenz einer gesteigerten antioxidativen Kapazitat der
Zellen aufgrund der durch Resveratrol erhdhten Glutathionspiegel ist. Anders ausge-
driickt tritt die antagonistische Wirkung aller Voraussicht nach nicht auf, weil Res-
veratrol, wie in den oben zitierten Arbeiten, den ATO-induzierten, oxidativen Stress
unterdrickt. Bei U-87 MG Zellen wirkt Resveratrol (20 und 50 pM) zudem selbst
prooxidativ und erhoht die intrazellularen ROS-Levels (vgl. Abb. 4-43). Die Tatsache,
dass Resveratrol die Empfindlichkeit von U-87 MG Zellen nicht fir die Wirkung von
ATO verstarkt, demonstriert erneut, dass eine Generierung von ROS keine geeignete

Strategie ist, um diese Zelllinie fur ATO zu sensitivieren (vgl. 5.2.1.1).

5.2.1.5 Arsentrioxid und Epigallocatechin-3-gallat

Das flinfte Polyphenol, das in der vorliegenden Arbeit mit dem Ziel die Wirkung von
ATO bei Glioma-Zellen zu verstarken, untersucht wurde, war das im grinen Tee vor-
kommende Flavanol EGCG. Wie die anderen Polyphenole wurde auch EGCG im Hin-
blick auf vorausgehende, positive Befunde ausgewahlt. In einer Studie von Nakazato et

al. (2005) wurde z.B. berichtet, dass EGCG bei einer sub-toxischen Konzentration (10
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UM) die zytotoxische Wirkung von ATO (2 uM) und die Induktion von Apoptose bei HS-
sultan Lymphom-Zellen nach 24 h verstéarkt. Die beobachteten Effekte verknlpften die
Wissenschaftler mit dem Einfluss der Agentien auf die Glutathion- und ROS-Levels.
Sowohl EGCG als auch ATO flhrten bei HS-sultan Zellen bereits nach 3 h zu einer
schwachen Erh6hung der ROS-Bildung und einer Verminderung der Glutathionspiegel.
Bei Kombination von ATO und EGCG nahm das Ausmald der Wirkung auf die beiden
Parameter deutlich zu.

In einer Studie von Sanchez et al. (2009b) wurde herausgefunden, dass Kombinatio-
nen von ATO (1 - 2 uM) und EGCG (50 pM) nach 24 h auch zu einer gesteigerten
Apoptoserate bei HL-60 Zellen und anderen Leukamie-Zelllinien (U937, NB4) fuhren.
Ahnlich beobachteten Lee et al. (2011), dass EGCG bei einer sub-toxischen Konzent-
ration (20 pM) die zytotoxische Wirkung von ATO (1 - 2 pM) auf HL-60 Zellen nach 72
h verstarkt. Die Verstarkung der ATO-Zytotoxizitat war verbunden mit einer mitochond-
rienabhangigen Induktion von Apoptose. Wie bei HS-sultan-Zellen (Nakazato et al.,
2005) loste EGCG bei HL-60 Zellen (Lee et al., 2011) eine gesteigerte Bildung von
ROS aus, die bei Kombination mit ATO zunahm. ATO selbst hatte keinen Effekt auf die
ROS-Bildung, induzierte aber die Hamoxygenase 1 (HO-1), welche Ham u.a. zu freiem
Fe?* abbaut. Lee et al. (2011) mutmaRten, dass durch EGCG H,0, und iiber ATO Fe*
gebildet wirden und dass die Sensitivierung der Leukamie-Zellen bei Kombination der
Agentien auftrat, weil H,O, in der Fenton Reaktion (Fe*" + H,0, — Fe** + ‘'OH + OH-)
zu reaktiven Hydroxyl-Radikalen (OH) umgewandelt wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass Kombinationen von ATO und EGCG auf A-
172 und U-87 MG Zellen eine deutlich andere Wirkung ausiben als auf die Lymphom-
(Nakazato et al., 2005) und Leukamie-Zellen (Sanchez et al., 2009b; Lee et al., 2011).
EGCG (20 und 50 pM) induziert weder allein, noch in Anwesenheit von ATO (2 puM)
eine erhdhte Generierung von ROS (vgl. Abb. 4-44). Im Gegenteil, verglichen mit den
unbehandelten Kulturen findet bei beiden Glioma-Zelllinien eine Verminderung der en-
dogenen ROS-Bildungsrate statt. Eine ahnliche antioxidative Wirkung hatte EGCG (5
und 10 pM) z.B. auch bei Caco2 Kolonkarzinom-Zellen. Es verringerte hier die inharen-
te ROS-Entstehung (Rodriguez-Ramiro et al., 2011). Anders als bei den Lymphom-
Zellen (Nakazato et al., 2005) besitzt EGCG (20 uM, 24 h Exposition) weiterhin keinen
Einfluss auf die Glutathionspiegel von A-172 und U-87 MG Zellen (vgl. Abb. 4-50 und
4-51). Bei gleichzeitigem Einsatz von ATO (2 puM) und EGCG ist der Gehalt an Gluta-
thion sogar erhoht. Dabei zeichnet sich die Wirkung von ATO allein ab. Von besonde-
rer Bedeutung sind an dieser Stelle aber v.a. die Befunde der Kombinationswirkungs-
analyse fur Wachstumshemmung. Diese machen deutlich, dass die Empfindlichkeit der

Glioma-Zellen fur ATO weder bei sub-toxischen, noch bei selbst toxischen Konzentra-
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tionen an EGCG gesteigert werden kann. Bei A-172 Zellen wirken Kombinationen der
beiden Agentien additiv auf das Wachstum (vgl. Abb. 4-30). Bei U-87 MG treten in Ab-
hangigkeit vom betrachteten Effektniveau formal schwach antagonistische (ECs) bzw.
ebenfalls additive (ECg,) Effekte auf (vgl. Abb. 4-32).

5.2.2 Kombination von Arsentrioxid mit Buthioninsulfoximin

Die Verminderung der intrazellularen Glutathionspiegel gilt, wie oben bereits erwahnt,
als eine weitere wichtige Strategie zur Sensitivierung von Tumorzellen fir ATO. BSO,
ein spezifischer Inhibitor der GCS (Griffith et al., 1979), verstarkt die zytotoxische Wir-
kung von ATO bei verschiedenen Zelllinien, darunter Leber- (Kito et al., 2002), Gebar-
mutterhals- (Han et al., 2008), Brust- und Blasen- (Yang et al., 1999), Prostata- und
Kolonkarzinom-Zellen (Maeda et al., 2004). Damit stehen die Befunde der vorliegen-
den Arbeit im Einklang mit denen der Literatur. BSO selbst wirkt bei Konzentrationen
bis zu 100 uM nicht zytotoxisch auf die untersuchten Glioma-Zellen, sensitiviert sie
aber deutlich fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO (vgl. Abb. 4-33 und
4-34). Die Effekte von BSO sind konzentrationsabhangig und bereits bei 5 uM stark
ausgepragt. In Kombination mit 20 bzw. 100 uM BSO wird nach 72 h bei einer klinisch
vertretbaren ATO-Konzentration von 1 pM (Shen et al., 1997) ein (fast) vollstandiger
Zellverlust induziert. Gemessen an den ECsy-Werten werden A-172 Zellen durch 100
MM BSO um den Faktor ~ 22 und U-87 MG Zellen um den Faktor ~ 8 fir die Wirkung
von ATO sensitiviert. Der fir A-172 Zellen ermittelte ,Sensitivierungsfaktor entspricht
in etwa dem, der in unserem Labor friher fir C6 Zellen gemessen wurde (~ 20)
(Klauser et al., 2014). Die ECg-Werte fur ATO, welche sich bei gleichzeitiger Inkubati-
on mit BSO ergeben, sind bei A-172 und U-87 MG (vgl. Abb. 4-35) sowie C6 Zellen
(Klauser et al., 2014) nahezu identisch. Anders ausgedriickt werden die drei Zelllinien
durch eine intrazellulare Glutathionverarmung gleich empfindlich fur ATO. Auch wenn
Unterschiede in den Versuchsbedingungen eine direkte Ubertragung der Ergebnisse
schwierig machen, scheinen die hier gemessenen ECs,-Werte aul3erdem mit denen
vergleichbar zu sein, die bei verschiedenen anderen Tumor-Zelllinien bei Kombination
von ATO und BSO erfasst wurden (Yang et al., 1999; Maeda et al., 2004).

Glutathion ist ein ubiquitdr vorkommendes Antioxidanz, das eine wichtige Rolle bei der
zellularen Abwehr von ROS-vermitteltem, oxidativem Stress spielt (Dickinson et al.,
2002). In der Literatur wird z.T. angenommen, dass BSO Tumorzellen fir ATO sensiti-

viert, indem es durch Senkung der intrazellularen Glutathionspiegel ebenfalls zu einer
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erhdhten Generierung von ROS fiuhrt (Kito et al., 2002; Maeda et al., 2004). Bei A-172
und U-87 MG Zellen verringert BSO (5 uM) allein und in Kombination mit ATO (1 uM)
deutlich den Glutathiongehalt (vgl. Abb. 4-52), induziert aber keine erhéhte ROS-
Bildung (vgl. Abb. 4-45). Da die Akkumulation von ROS eine Konsequenz von vermin-
derten Glutathionspiegeln sein kdnnte, kann man nicht vollstandig ausschliel3en, dass
die hier gewahlte Expositionszeit (0 - 120 min) nicht ausreicht, um solche Effekte zu
beobachten. In einer Studie von Wu et al. (2004) an verschiedenen Nierenkarzinom-
Zelllinien trat allerdings selbst nach einer 24 h-Behandlung mit ATO und BSO keine
erhohte Bildung von ROS auf. Grundsétzlich ist es unwahrscheinlich, dass die Sensiti-
vierung von A-172 und U-87 MG Zellen fir ATO durch BSO auf ROS-Bildung beruht.
Wenn dem so wére, dann mussten Genistein und Resveratrol auch die Empfindlichkeit
von U-87 MG Zellen fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO steigern (vgl.
5.2.1.1und 5.2.1.4).

Ein anderer Mechanismus, auf dem die Sensitivierung von Tumorzellen fiir ATO durch
eine Senkung der Glutathionspiegel beruhen kénnte, ist die verminderte Bindung von
ATO in der Zelle. Glutathion spielt eine wichtige Rolle bei der Biotransformation von
Fremdstoffmetaboliten (Dickinson et al., 2002). Bekannt ist, dass dreiwertiges Arsen
direkt an die Thiol-Gruppe von Glutathion bindet, wodurch ein As(SG)s-Komplex ent-
steht (Scott et al., 1993; Delnomdedieu et al., 1994). Dieser Komplex stellt ein Substrat
fir Membrantransportproteine dar und kann auf diese Weise aus der Zelle geschleust
werden. Fir ATO ist ein MRP1 (human multidrugresistanceprotein 1)-vermittelter As-
GSH Efflux bekannt (Leslie et al., 2004). In der TRL1215 Rattenleber-Zelllinie konnte
gezeigt werden, dass eine BSO-induzierte Glutathionverarmung mit einer zellularen
Natriumarsenit-Akkumulation einhergeht, méglicherweise tber einen reduzierten Efflux
(Liu et al., 2001). Eine Verminderung der intrazellularen Glutathionspiegel kdnnte also
dazu fuhren, dass die Konzentration an freiem, aktivem ATO und seine Verweildauer in
der Zelle ansteigen. Damit verbunden kdnnte eine erhthte Zytotoxizitat auftreten.
Zahlreiche Berichte schildern, dass eine Ko-Exposition mit BSO, und damit Verringe-
rung der Glutathionspiegel, bei Tumorzellen unterschiedlichster Abstammung zu einer
verstarkten Induktion von Apoptose durch ATO fuhrt. Diese Effekte sollen auch dann
auftreten, wenn ATO allein keinen apoptotischen Zelltod auslést (Dai et al., 1999; Kito
et al., 2002; Maeda et al., 2004; Wu et al., 2004; Han et al., 2008). Ubereinstimmend
mit diesen Befunden geht auch die erhdhte proliferationshemmende Wirkung von ATO
auf A-172 Zellen in Anwesenheit von BSO mit einer Induktion von Apoptose einher. Bei
Kombination von 2 uM ATO mit 100 pM BSO betragt der Anteil apoptotischer Zellen
nach 72 h beispielsweise ~51%, bestimmt anhand von Ver&nderungen der Zellkern-

morphologie (vgl. Abb. 4-80). Der bei der Zellzyklusanalyse gemessene Apoptoseanteil
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ist mit ~40% &ahnlich hoch (vgl. Abb. 4-81). Anders als bei A-172 Zellen ist die gestei-
gerte Wachstumshemmung bei U-87 MG Zellen nicht mit einer Apoptoseausldsung
verbunden (vgl. Abb. 4-82 und 4-83). Der Anteil apoptotischer Zellen ist bei einer Ko-
Exposition mit ATO und BSO nicht héher, als bei einer Behandlung mit ATO allein.
Verédnderungen im Zellzyklus oder eine Induktion des nekrotischen Zelltodes kénnen
als Ursache fir die gesteigerte Wachstumshemmung ebenfalls ausgeschlossen wer-
den. Ein alternativer Mechanismus, der in diesem Zusammenhang auftreten kdnnte, ist
eine verstarkte Induktion von Autophagie. Wie unter 5.1.2 erwahnt, wird diese Zellto-
desart nach einer Exposition mit ATO bei verschiedenen Glioma-Zellen haufig beo-
bachtet (Kanzawa et al., 2003; Aoki et al., 2008; Chiu et al., 2009). Ob dieser Mecha-
nismus tatsachlich eine Rolle spielt, bedarf allerdings weiterer Untersuchungen. Soweit
bekannt, existieren in der Literatur dazu keine Angaben.

5.3 Schlussfolgerung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Frage, ob humane Glioma-Zellen fir die
zytostatische bzw. zytoletale Wirkung von ATO durch den gleichzeitigen Einsatz von
verschiedenen pflanzlichen Polyphenolen bzw. BSO sensitiviert werden kénnen. Damit
sollte gepruft werden, ob ATO in Kombination mit einem Sensitizer einen geeigneten
Ansatz zur Therapie maligner Glioma darstellen konnte.

Von den funf untersuchten Polyphenolen erhéhen Genistein und Quercetin die Emp-
findlichkeit von A-172 Zellen fur die proliferationshemmende Wirkung von ATO. Das
Ausmald der Sensitivierung ist allerdings nicht sehr hoch. Bei U-87 MG Zellen wirken
Kombinationen von ATO und Genistein additiv, wahrend Kombinationen von ATO und
Quercetin formal eine antagonistische Wirkung besitzen. Curcumin, Resveratrol und
EGCG steigern die Empfindlichkeit beider Zelllinien nicht. Sie wirken in Kombination
mit ATO z.T. additiv, vorwiegend aber antagonistisch auf das Wachstum der Zellen.
Die Ergebnisse machen deutlich, dass die Kombinationswirkung von ATO und den fiinf
Polyphenolen komplex und teilweise zelllinienspezifisch ist. Aufgrund der sensitivieren-
den Wirkung eines Polyphenols bei einer Glioma-Zelllinie lassen sich nicht automatisch
Ruckschlisse auf die Sensitivierung bei einer anderen Glioma-Zelllinie ziehen. Um die
Ursachen fur die Zelllinienspezifitdt und die zugrundeliegenden Mechanismen der
Kombinationswirkung von ATO und den eingesetzten Polyphenolen besser zu verste-

hen, sind weitere Untersuchungen notwendig. Hinsichtlich eines Einsatzes in der Tu-
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mortherapie kann aber bereits an dieser Stelle die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die gewahlten Polyphenole kaum geeignete Sensitizer sind, um die proliferations-
hemmende Wirkung von ATO auf maligne Gliome zu verstarken. Ob sich andere Poly-
phenole als geeignet erweisen, gilt es zu prifen. Bei weiteren Untersuchungen sollte
die Heterogenitat von Glioma-Zelllinien stets bertcksichtigt und Extrapolationen nur mit
Vorsicht durchgefihrt werden. Es sollte auRerdem bedacht werden, dass Polyphenole
die Wirkung von ATO auf Glioma-Zellen nicht nur verstarken, sondern auch auf eine
antagonistische Weise beeinflussen kdnnen.

Im Gegensatz zu den funf Polyphenolen agiert BSO selbst nicht zytotoxisch, steigert
die Empfindlichkeit beider Zelllinien aber deutlich fur die Wirkung von ATO - ein Effekt
der bereits bei zahlreichen anderer Zelllinien beobachtet wurde, also nicht zellspezi-
fisch zu sein scheint. Damit erweist sich die Verminderung der intrazellularen Glutathi-
onspiegel, nicht aber eine erhdhte Bildung von ROS als eine vielversprechende Strate-
gie zur Sensitivierung von A-172 und U-87 MG Zellen fur ATO. Eine Kombinationsthe-
rapie mit ATO und BSO (oder anderen glutathionsenkenden Agentien) kénnte somit
einen alternativen Therapieansatz zur Behandlung von Patienten mit malignen Glio-
men darstellen. Die klinische Wirksamkeit (Glutathionsenkung) und Vertraglichkeit von
BSO wurde bereits in verschiedenen Phase | Studien an Krebspatienten belegt (Bailey
et al., 1994; O'Dwyer et al., 1996; Bailey et al., 1997). Bei Anwendung unterschiedli-
cher Therapiekonzepte flihrte eine intravendse BSO-Applikation bei Dosen, die gut
toleriert wurden, zu einer deutlichen Verarmung an Glutathion in peripheren Lymphozy-
ten und im Tumorgewebe.

Mittlerweile existieren vier abgeschlossene Phase | Studien an Patienten mit malignen
Gliomen, bei denen ATO in Kombination mit Temozolomid und/oder Radiotherapie
eingesetzt wurde (www.clinicaltrials.gov; Stand: April 2014). Ziele dieser Studien waren
in erster Linie eine Dosisfindung (maximal tolerierte ATO-Dosis) und die Bestimmung
der toxischen Nebenwirkungen. Veroffentlichte Ergebnisse liegen dazu allerdings noch
nicht vor. Eine weitere, dhnliche Studie befindet sich derzeit im Aufbau. In vivo Unter-
suchungen zur Kombinationswirkung von ATO und BSO bei malignen Gliomen sind
bisher nicht vorhanden. Der gemeinsame Einsatz der Agentien erwies sich aber bereits
in einer tierexperimentellen Studie an Mausen mit einem orthotop implantierten Prosta-
takarzinom als wirksam und vertraglich (Maeda et al., 2004). Bei Versuchstieren, de-
nen in dieser Studie ATO (2 mg/kg/Tag) und BSO verabreicht (i.p.) wurden, zeigte sich
eine starkere Hemmung des Tumorwachstums und eine hohere Uberlebensrate als bei
Tieren, die einer Behandlung mit ATO allein (5 mg/kg/Tag) bzw. keiner Behandlung

unterzogen wurden. Die Kombinationstherapie mit ATO und BSO war mit einem leich-
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ten Gewichtsverlust verbunden. Schwerwiegende Nebenwirkung, z.B. eine Anamie

oder eine Schadigung von wichtigen Organen (Leber, Lunge, Niere), traten nicht auf.
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Abbildung 7-1A: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer Exposition mit

Arsentrioxid und Genistein

Beschreibung siehe Abbildung 7-1B.
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Abbildung 7-1B: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer

Arsentrioxid und Genistein

A-172 Zellen wurden uber die angegebene Zeit mit ATO und Genistein einzeln sowie in Kombi-
nation exponiert. Anschlieend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres
DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme je-
weils einer reprasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zellpo-
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pulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 3 Versuchen dar.
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Abbildung 7-2A: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition

Arsentrioxid und Genistein

Beschreibung siehe Abbildung 7-2B.
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Abbildung 7-2B: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit
Arsentrioxid und Genistein

U-87 MG Zellen wurden Uber die angegebene Zeit mit ATO und Genistein einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung
ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme
jeweils einer reprasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zell-
populationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 3 Versuchen dar.
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Abbildung 7-3A: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer

Arsentrioxid und Quercetin

Beschreibung siehe Abbildung 7-3B.
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Abbildung 7-3B: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer Exposition mit

Arsentrioxid und Quercetin

A-172 Zellen wurden Uber die angegebene Zeit mit ATO und Quercetin einzeln sowie in Kombi-
nation exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres
DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme je-
weils einer reprasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zellpo-
pulationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 3 Versuchen dar.
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Abbildung 7-4A: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition

Arsentrioxid und Quercetin

Beschreibung siehe Abbildung 7-4B.



208

Anhang

B) 72 h-Exposition

Kontrolle
o
&
SUbGo/li 0,4%
Goni: 88%
S:2,8%
£ G,/M: 8,8%
c
[0]
>
I}
o
0 1023
FL2-A

20 pM Quercetin

o
o
[aV]
subGos: 0,5%
Go/li 75,4%
.g S: 2%
o G2/M: 22,1%
|
Py B S :
0 1023

FL2-A

5 uM ATO + 20 pM Quercetin

o
o
N
subGon: 1,6%
Gon: 62,5%
o S: 13,2%
o GoIM: 22,7%
@

0 1023
FL2-A

5 uM ATO
o
&
subGg: 1,1%
Gon: 62,4%
S: 11,8%
42 Go/M: 24,7%
[}
>
L

0 1023
FL2-A

50 uM Quercetin

o
o
(V)
subGos: 0,7%
Go/li 65,7%
fé’ S:8,8%
g G2/M: 24,8%
w
Qe ™ .
0 1023

FL2-A

5 uM ATO + 50 pM Quercetin

o
o
oV}
subGona: 1,2%
Gon: 65,3%
® S:11,4%
o G2/M: 22,1%
@

0 1023
FL2-A

Abbildung 7-4B: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit

Arsentrioxid und Quercetin

U-87 MG Zellen wurden uber die angegebene Zeit mit ATO und Quercetin einzeln sowie in
Kombination exponiert. AnschlieRend folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung
ihres DNA-Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme
jeweils einer reprasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zell-
populationen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 2 Versuchen dar.
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Abbildung 7-5A: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer

Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

Beschreibung siehe Abbildung 7-5B.
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Abbildung 7-5B: DNA-Histogramme von A-172 Zellen nach einer
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin
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Exposition mit

A-172 Zellen wurden Uber die angegebene Zeit mit ATO und BSO exponiert. AnschlieRend
folgte eine Farbung der Zellen mit PI und Bestimmung ihres DNA-Gehalts am Durchflusszyto-
meter (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme jeweils einer représentativen Mes-
sung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zellpopulationen auf die einzelnen Zell-
zyklusphasen stellt MW aus n = 3 Versuchen dar.
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A) 24 h-Exposition
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Abbildung 7-6A: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

Beschreibung siehe Abbildung 7-6B.
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B) 72 h-Exposition
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Abbildung 7-6B: DNA-Histogramme von U-87 MG Zellen nach einer Exposition mit
Arsentrioxid und Buthioninsulfoximin

U-87 MG Zellen wurden uber die angegebene Zeit mit ATO und BSO einzeln sowie in Kombina-
tion exponiert. Anschliel3end folgte eine Farbung der Zellen mit Pl und Bestimmung ihres DNA-
Gehalts am Durchflusszytometer (vgl. 3.6.4). Dargestellt sind die DNA-Histogramme jeweils
einer repréasentativen Messung. Die ebenfalls gezeigte prozentuale Verteilung der Zellpopulati-
onen auf die einzelnen Zellzyklusphasen stellt MW aus n = 3 Versuchen dar.
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