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Kapitel 1

Einleitung

Die experimentelle Krebsforschung begann mit dem 20. Jahrhundert und ist noch heu-
te eine der grofiten Herausforderungen fiir Biologen und Mediziner. In Deutschland ist
Krebs die zweithaufigste Todesursache bei Mannern und Frauen [Becker (2012)]. Un-
ter dem Begriff Krebs verbergen sich maligne (bosartige) Tumore, Raumforderungen
durch Gewebeneubildung (Neoplasie), die im gesamten menschlichen Korper vorkom-
men konnen. Heute sind tiber 100 verschiedene Krebserkrankungen bekannt, die sich
in Behandlungsmoglichkeiten und Uberlebensrate teilweise stark unterscheiden. Eine
von diesen Erkrankungen stellen die Hirntumore dar, die sich wiederum in iiber 100
verschiedene Arten von Tumoren unterteilen lassen. Die Behandlung von Glioblasto-
men, die am haufigsten auftretende hirneigene Tumorart, stellt das Hauptthema dieser

Arbeit dar.

In diesem Kapitel werden die relevanten Inhalte dieser Arbeit beschrieben. Zu Beginn
des Kapitels wird eine Ubersicht iiber Glioblastome gegeben und die klassischen Be-
handlungsmethoden diskutiert. Daran anschlieBend wird eine innovative Medikation
mit Artesunat diskutiert. AbschlieBend wird die Strahlenbehandlung zusammengefasst

und eine Ubersicht iiber die Folgen der Behandlungen fiir die Tumorzellen gegeben.
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1.1 Glioblastom

Hirntumore werden nach ihrem Ursprung eingeteilt und benannt. Die meisten Tumore
bilden sich aus dem Stiitzgewebe des Gehirns, bestehend aus verschiedenen Stiitzzellen,
den sogenannten Gliazellen. Aus diesen entwickeln sich Astrozytome, Oligodendroglio-
me und Ependymome. Bosartigkeit und Wachstumsverhalten von Hirntumoren lassen
sich durch die sogenannten Malignitatsgrade beschreiben. Die Einteilung der Hirntumo-
re erfolgt anhand der WHO-Klassifikation (Weltgesundheitsorganisation) in die Grade I
bis IV mit ansteigender Bosartigkeit. Glioblastome gehoren in die WHO-Klassifikation
Grad IV (WHO-IV). Sie sind die aggressivste Form der Astrozytome und die haufigste
Form von Hirntumoren bei Erwachsenen [Furnari u.a. (2007)] mit einer Inzidenz von

3-5 von 100000 Menschen pro Jahr [Preusser u.a. (2011)].

Diese Menschen zeigen abhéngig von der Lage des Tumors meist sehr unspezifische
Symptome!, sodass die Diagnose Hirntumor oft erst sehr spit gestellt werden kann. Zu
diesen Symptomen gehoren Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Bewusstseinssto-
rungen, die durch den erhéhten Druck ausgelost werden, den der Tumor mit seinem
Volumen auf das Gehirn ausiibt. Zudem kann es zu epileptischen Anféllen und neuro-
logischen Ausfallerscheinungen wie halbseitiger Lahmung, Sehstorung, Gleichgewichts-

problemen, Gefiihlsstorungen und psychischen Veranderungen kommen.

Zu den diagnostischen Verfahren gehort die Magnetresonanztomografie (MRT). Sie ist
eine der bildgebenden Untersuchungsverfahren in der Tumortherapie [Adamson u. a.
(2009)]. Hiermit kénnen Hirntumore lokalisiert und ihr Ausmaf bestimmt werden. Mit
Hilfe eines starken Magnetfelds erzeugt der Kernspintomograf Schnittbilder in jeder
Ebene des Kopfes. Unterstiitzend werden Kontrastmittel eingesetzt, die den Tumor
deutlich vom umliegenden Gewebe abheben. Mittels des Computers werden 3D-Bilder
des Schadels rekonstruiert. Und im Gegensatz zum konventionellen Rontgen oder der

Computertomografie setzt die Untersuchung den Patienten dabei keiner Strahlenbela-

thttp:/ /www.cume.columbia.edu /research /animal /Brain_ Cancer.html



1.1. Glioblastom

stung aus. Dieses ist ein wichtiges Kriterium, da die Bestrahlung, neben zunehmendem
Lebensalter und genetischen Anlagen, als Ursache bzw. Risikofaktor fiir die Entste-
hung eines Hirntumors diskutiert wird. Besonders beim Glioblastom scheint das hohe
Lebensalter ein entscheidender Risikofaktor zu sein. Das Durchschnittsalter eines Pa-

tienten mit einem priméren Glioblastom betrégt 62 Jahre [Ohgaki u.a. (2004)].

Mit der Lokalisation und dem Volumen des Tumors kann die Art des Therapiean-
satzes festgelegt werden. Auch das Alter und die korperliche Verfassung wird bei der
Therapie berticksichtigt. Da das Verhalten der Glioblastome durch hohe Invasivitét ge-
kennzeichnet ist, reicht eine Operation als Behandlung allein nicht [Cheng u. a. (2011)].
Die einzige lebensverlangernde Behandlung, die sich bisher als wirksam erwies, besteht
aus der Kombination von Bestrahlung mit Chemotherapie. Dennoch bleibt die Progno-
se schlecht mit einer mittleren Uberlebenszeit von 14,6 Monaten und einer 2-Jahres-

Uberlebensrate von 26,5% [Stupp u.a. (2005, 2009)].

Die klassische Behandlung eines Glioblastoms beinhaltet die Operation, die Bestrah-
lung des Tumors (Strahlentherapie) und die Chemotherapie. Die Bestrahlung erfolgt in
den meisten Féllen von aufien mit einer Dosierung von 60 Gy in 30 Etappen [Omuro u. a.
(2013)]. Strahlungsquellen, sogenannte Radionuklide, die direkt in den Tumorbereich
im Gehirn eingebracht werden, sind in einigen Féllen auch moglich. Als Nebenwirkung

kann es dabei zu neurologischen Ausfallerscheinungen beim Patienten kommen.

Der Begriff Chemotherapie bezieht sich auf jede Art von medikamentoser Behandlung,
bei der die Zellteilung verhindert oder der Zelltod induziert wird. Auch hierbei konnen
neurologische Probleme auftreten, da spezielle Medikamente, sogenannte Zytostatika,
zum Einsatz kommen. Diese konnen nur selten lokal angewendet werden und wirken
sich besonders auf schnell teilende Zellen im gesamten Korper aus. Die Chemotherapie
wird auch bei weniger aggressiven Hirntumoren haufig in Kombination mit einer Ope-
ration oder der Strahlentherapie eingesetzt, um ein Rezidiv zu verhindern (adjuvant).
Dariiber hinaus wird die Chemotherapie eingesetzt, um nach erfolgten Operationen

verbliebenes Tumorgewebe einzuschrénken (additiv) oder einen Tumor zu verkleinern,

3



Kapitel 1. FEinleitung

um so eine Operation iiberhaupt erst moglich zu machen (neo-adjuvant).

Bei Hirntumoren der Klassifizierung WHO-IV hat die Therapie im Normalfall nicht die
Heilung der Krebserkrankung zum Ziel (kurative Therapie). Da eine Heilung meist nicht
moglich ist, dient die Behandlung dazu, den Krankheitsverlauf zu bremsen und/oder
die Beschwerden des Patienten zu lindern. In diesem Fall spricht man von palliativer
Therapie. Zudem zeigen Hirntumore der Klassifizierung WHO-IV oft Resistenzen ge-
geniiber der Strahlen- und Chemotherapie [Altieri u.a. (2014)], was die Behandlung

zusatzlich erschwert.

1.2 Temozolomid

Temozolomid (Temodal®, TMZ), das Medikament erster Wahl in der Chemotherapie
maligner Gliome [Villano u.a. (2009)], wurde erstmals 1984 synthetisiert [Newlands
u.a. (1997)] und Anfang 1999 fir die Behandlung von Patienten mit Hirntumor lizen-
ziert. Die besondere Eignung zur Behandlung maligner Gliome beruht auf der geringen
Molektlgrofie und dem lipophilen Charakter von TMZ, wodurch 20-30% des Blut-
plasmaspiegels die intakte Blut-Hirn-Schranke passieren [Stupp und Newlands (2001);
Ostermann u. a. (2004)].

Dieses Imidazotetrazin-Derivat des Agenz Dacarbazin ist sdurestabil und oral zu appli-
zieren. Nach Applikation wird das Prodrug bei einem physiologischen pH-Wert spontan
hydrolysiert. Durch die hydrolytische Ring6ffnung entsteht das aktive Monomethyl-
Triazeno-Imidazol-Carboxamid (MTIC) [Moody und Wheelhouse (2014)]. Bei einem
pH-Wert von 7,4 hat TMZ eine Halbwertszeit von 1,24 Stunden [Ramirez u.a. (2013)].
Die Strukturformel von TMZ und die hydrolytische Ring6ffnung zur Entstehung des
aktiven MTIC sind in Abb. 1.1 gezeigt.

Methylierende Agenzien wie TMZ induzieren verschiedene Methylierungs-Schéden an
der DNA [Beranek (1990)]. Eines der toxischsten Methylierungs-Produkte ist das O6-

Methylguanin (O6MeG) [Kaina u.a. (1991); Preuss u.a. (1996)]. Unrepariertes O6-
4
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Abbildung 1.1: Strukturformel von TMZ und MTIC. Dargestellt ist die hydrolyti-
sche Ringdffnung von Temozolomid. Somit entsteht das aktive Monomethyl-Triazeno-

Imidazol-Carboxamid.

Methylguanin ist mutagen, da die Fehlpaarung mit Thymidin zu G:C A:T-Transition-
mutationen infolge der Replikation fiithrt [Toorchen und Topal (1983); Eadie u.a.
(1984); Safthill u.a. (1985)]. Die O6MeG:T Fehlpaarungen werden von der Basenfehl-
paarungs-Reparatur (Mismatch-Repair, MMR) erkannt. Somit stellt die MMR, einen
sehr wichtigen Schutzmechanismus der Zelle dar, indem sie die Mutationsfrequenz redu-
ziert und somit die genomische Stabilitdt erhdlt [Umar u.a. (1994)]. Dieses Reparatur-
system ist aber fiir die Toxizitdt von TMZ essenziell und fihrt schliefllich zur Induktion
von Doppelstrangbriichen (DSBs) und zum Zelltod [Karran und Bignami (1994); Kai-
na u.a. (1997); Ochs und Kaina (2000); Roos u.a. (2007); Quiros u.a. (2010)]. Die
Reparatur von N-alkylierten Purinen (N7TMeG, N3MeA und N3MeG durch die TMZ-
Applikation) kann durch die Basen-Exzisions-Reparatur (Base-Excision-Repair, BER)
behoben werden [Curtin (2012)]. Dieser Reparaturweg wird im folgenden Abschnitt 1.3

in Zusammenhang mit Artesunat beschrieben.

Geht die O6MeG-Lésion mit in den nidchsten DNA-Replikationszyklus ein, kommt es
zur Fehlpaarung mit Thymin [Toorchen und Topal (1983); Eadie u.a. (1984)]. Diese
Lasion wird von den Reparaturproteinen der MMR erfasst und prozessiert. Eine sche-

matische Darstellung der Prozesse ist in Abb. 1.2 gezeigt. Beginnend mit dem MutSa-
5
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Komplex, bestehend aus den Proteinen MSH2 (MutS homolog 2) und MSH6 (MutS
homolog 6), wird die Lésion erfasst [Duckett u.a. (1996)]. Die Konformation des Kom-
plexes wird ATP-abhéngig verdndert, sodass dieser an der DNA bindet und auf dieser
weitergleiten kann [Gradia u.a. (1999)]. Ebenfalls ATP-abhéngig bindet anschliefSend
der MutLa-Komplex, der aus den beiden MutL-homologen Proteinen MLH1 (MutL
homolog 1) und PMS2 (Postmeiotic segregation increased 2) aufgebaut ist [Li und
Modrich (1995)], an den MutSa-Komplex. Diese beiden Komplexe rekrutieren weite-
re Polypeptide, Exonukleasen, Polymerase(n) und andere Replikationsfaktoren fiir die
DNA-Strang-Diskriminierung und abschliefend die Basen-Exzision und Neusynthese
der DNA [Christmann u.a. (2003)]. Durch das Gleiten des Reparaturkomplexes ent-
lang der DNA wird der DNA-Tochterstrang mit falsch eingebauten Basen erkannt.
Anschlieflend werden von der Exonuklease I bis zu 100 Basen des Tochterstrangs ein-
schlieBlich der falsch eingebauten Base entfernt [Stojic u. a. (2004)]. Zum Schutz des pa-
rentalen Strangs binden an diesen RPA-Proteine und stabilisieren ihn. Die Neusynthese
des Tochterstrangs erfolgt durch die Polymerase ¢ [Longley u.a. (1997)]. Abschlieflend

wird die Liicke durch eine DNA-Ligase wieder geschlossen.

Nach dem Reparaturzyklus ist die Lasion O6MeG noch in der DNA vorhanden und
Thymin wird wiahrend der Resynthese der Doppelstrang-DNA wieder eingesetzt. Da
dies weiterhin ein Substrat fiir die MMR ist, kommt es wiederholend zum vergeblichen
Entfernen und Wiedereinsetzen von Thymin (sogenannten ‘vergeblichen Reparaturzy-
klen’). Diese ‘vergeblichen Reparaturzyklen’ fithren zur Bildung von langen Strecken
einzelstrangiger DNA [Mojas u.a. (2007)]. Wahrend der DNA-Synthesen und den ver-
geblichen MMR-Prozessen kommt es zur Bildung von DSB [Ochs und Kaina (2000);
Quiros u. a. (2010)] und schlieBlich zur Induktion des Zelltods [Roos u.a. (2007)]. Ab-
bildung 1.3 zeigt schematisch die verschiedenen Wege der TMZ-Toxizitat.

Neben dem gewtinschten Zelltod 16st die Applikation von TMZ auch Resistenzen ge-
geniiber der Chemotherapie aus. Der am besten dokumentierte Resistenzmechanis-

mus gegeniiber TMZ ist das DNA-Reparaturprotein O6-Methylguanin-DNA-Methyl-
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der MMR nach Behandlung von TMZ. Das
TMZ induziert O6MeG, das mit der folgenden Replikation zur Fehlpaarung mit Thymin
fiihrt. Der MutSa- Komplex erfasst die Lasion und der MutLa-Komplex wird zur Lision
rekrutiert. Es folgt die Basen-Ezzision und die Resynthese des Strangs, abschlieffend
wird die Liicke durch die DNA-Ligase geschlossen.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der TMZ-Toxizitdt [verindert nach [Roos
und Kaina (2013)]]. Das TMZ induziert O6MeG und N-Methylierung. Die N-
Methylierungen werden durch die BER repariert, wihrend der es zu SSBs und apurinen
Stellen kommt. Diese wiederum fiihren zu Replikationsblockaden, die zusammenbrechen
kénnen und DSBs induzieren. Uberlappende Reparaturbereiche kénnen zu DSBs fiih-
ren. Werden diese nicht repariert, wird der Zelltod induziert. Das O6MeG wird von
der MMR erkannt, bei der ndchsten Replikation kommt es wiederum zur Fehlpaarung.
Es resultieren immer wieder Fehlpaarungen und somit vergebliche Reparaturzyklen, die

schliefllich zu DSBs fiihren und ebenfalls den Zelltod induzieren.
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transferase (MGMT), das die O6MeG-Lésion direkt reparieren kann. So tibertriagt die
MGMT die Methylgruppe von der O6-Methylguanin-Lésion direkt auf sich und de-
methyliert die Base. Dieser Transfer fiithrt zur irreversiblen Inaktivierung des MGMT-
Proteins und bereitet es fiir die Ubiquitinierung und den Proteasom-vermittelten Ab-
bau vor [Christmann u.a. (2003)]. Zudem fithrt die Behandlung mit TMZ in einigen
Gliomzellen zu dem Uberlebensmechanismus Autophagie [Kanzawa u. a. (2004); Kniz-
hnik u.a. (2013); Carmo u.a. (2011)] und zur Seneszenz [Collado und Serrano (2006);
Akbar und Henson (2011); Gorospe und Abdelmohsen (2011); Knizhnik u.a. (2013)].
Diese Mechanismen der Zellen (in den entsprechenden Abschnitten 1.5.2 und 1.5.3 ge-
nauer beschrieben) sind ebenfalls Ausloser von Resistenzen [Chen u.a. (2010)], die den

Erfolg der Chemotherapie erheblich vermindern kénnen.

1.3 Artesunat

Im Jahr 1971 entdeckten chinesische Wissenschaftler die Antimalaria-Eigenschaften
der aus der traditionellen chinesischen Medizin bekannten Pflanze Huang Hua Hao
(Artemisia annua), oft Qing Hao genannt [Klayman (1985)]. Durch die Ethylether-
Extraktion bei niedriger Temperatur gewannen sie die traditionelle Medizin Qinghaosu
(Artemisinin). Es dauert Jahre (1979), bis Artemisinin in der gesamten Welt bekannt
wurde. Nach Entschliisselung der chemischen und physikalischen Eigenschaften konnte
das stiarker wirksame Dihydroartemisinin synthetisiert werden [White (2008)]. Im Jahr
2015 erhielt die chinesische Forscherin Youyou Tu fiir die Entdeckung von Artemisinin

den Nobelpreis in Medizin.

Durch systematische Untersuchungen von Forschern auf der ganzen Welt kam es zur
weiteren Entdeckung von Artemether, Dihydroxiartemisinin und Artesunat (ART),
die als Anti-Malaria-Medikamente fiir die Behandlung von Plasmodium falciparum In-
fektionen Verwendung fanden. Diese Studien zeigten auch, dass die Trioxan-Briicke

(Peroxid-Briicke) fiir die Antimalaria-Aktivitat verantwortlich ist [Kumar u. a. (2011)].

9
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Trioxan-Briicke
(Peroxid-Brucke)
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Abbildung 1.4: Strukturformel von Artesunat ((3R,5aS,6R,8aS,9R,10S,12R,12aR)-
Decahydro-3,6,9- Trimethyp-3,12- Epoxy-12H-Pyrano[4,3-j/-1,2- Benzodiozepin-10-ol-
Hydrogensuccinat). Die Summenformel ist Ci9 Hyg Og. Entscheidend fir die zytotoxische

Wirkung ist die Peroxid-Bricke im Pharmakophor.

Die Peroxid-Briicke, die spezifisch fiir diese Gruppe der Medikamente ist, ist in der

Strukturformel von Artesunat in Abb. 1.4 dargestellt.

Weitere Studien ergaben, dass die Modulation von oxidativem Stress dem Wirkmecha-
nismus zu Grunde liegt [Kamchonwongpaisan u.a. (1994); Krungkrai und Yuthavong
(1987)]. Als Quelle der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) dient das Peroxid im Trioxan-
Pharmakophor [Olliaro u.a. (2001)]. Zum einen kann es zur reduktiven Spaltung der
Peroxid-Bindung und somit zur Bildung von Kohlenstoff-zentrierten Radikalen kom-
men. Zum anderen kann die Peroxid-Briicke durch Protonierung einer Ringoffnung
unterliegen. Eine schematische Darstellung des Trioxan-Pharmakophor und der Bin-
dungsoffnung der Peroxid-Briicke von Artesunat ist in Abb. 1.5 gezeigt. Desweiteren

kann es zur Bildung eines Metallkomplexes fithren. Die folgende Spaltung der C-O-
10
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Bindung kann somit ein Peroxid-Metall oder ein offenes Hydroperoxid erzeugen, das zu
einem Peroxyradikal fithren kann. Diese Reaktion wird u.a. durch Eisensalze (FE(II))
kathalysiert und wird als Fentonreaktion bezeichnet. Es konnen aber auch andere nie-
dervalente Metallkomplexe beteiligt sein. In Abb. 1.6 ist eine schematische Darstellung

der Fenton-Reaktion und den potentiell entstehenden Molekiilen gegeben.

Der semi-synthetische Wirkstoff Artesunat, mit einer besseren Bioverfiigbarkeit als
Artemisinin, wurde 2002 wegen seiner Anti-Malaria-Wirksamkeit von der WHO in die
Liste der unentbehrlichen Arzneimittel der WHO aufgenommen?. Vor rund fiinfzehn
Jahren entdeckte das Forscherteam um Prof. Efferth, dass Artesunat Krebszellen dar-
an hindern kann, sich weiter zu vermehren [Efferth u.a. (2001)]. Nur sieben Jahre
spater bestétigte die Arbeitsgruppe um Prof. Kaina, dass der induzierte Zelltod in
einer immortalisierten Hamsterzelllinie durch die gentoxische Wirkung von Artesunat

hervorgerufen werden konnte [Li u.a. (2008)].

Eine Weise, wie ART den programmierten Zelltod von Tumorzellen auslésen kann,
wurde von den Wissenschaftlern um Nathan Brady und Anne Hamacher-Brady an
Brustkrebszellen gezeigt. Dabei spielen die Lysosomen und das darin enthaltene lyso-
somale Eisen eine zentrale Rolle [Hamacher-Brady u.a. (2011)]. Lysosomen sind nor-
malerweise verantwortlich fiir den Abbau von verschiedenen zellularen Bestandteilen,
die beschadigt sind oder die die Zelle nicht mehr benotigt. Somit werden der Zelle
neue Bausteine fir tiberlebenswichtige Prozesse geliefert. Das Eisen in den Lysosomen
reagiert mit dem Artesunat und es entstehen unter anderem freie Sauerstoffradika-
le. Diese extrem reaktiven Radikale oxidieren bestimmte Bestandteile der Lysosomen.
Durch diese Verdnderungen startet eine Signalkaskade zum intrinsischen Apoptoseweg

(siche Kapitel 1.5.1.1) [Hamacher-Brady u.a. (2011)].

Im selben Jahr konnte in der Arbeitsgruppe der Toxikologie in Mainz gezeigt werden,
dass Artesunat zudem auch gentoxisch in Glioblastomzelllinien wirkt [Berdelle u. a.

(2011)]. Einer der Hauptschiaden an der DNA durch oxidativen Stress ist das 8-oxo-

2WHO Model List of Essential Medicines
11
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offnen der
Briicke

stabile Formation

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Bindungséffnung des Trioxan-
Pharmakophor von Artesunat. Die Peroxid-Bricke wird protoniert und somit gedffnet.
Die positive Ladung kann an verschiedenen Stellen des Pharmakophors gelagert sein.

Mit der folgenden Owidation wird die Offnung der Peroxid-Briicke stabilisiert.
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Hydroxilierung,
Oxidation von Biomolektlen

Hydroxilierung
von Biomolekulen

O

1
| Radikale
- O »  Autooxidation

R
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Fenton-Reaktion an der Peroxid-
Briicke, die maoglichen resultierenden Molekiile und deren mogliche Reaktion in der
Zelle. Die z.B. durch Eisensalze (FE(II)) kathalysierte Spaltung der C-O-Bindung
(Fenton-Reaktion) kann ein Peroxid-Metall oder ein offenes Hydroperoxid erzeugen,
das zu einem Peroxyradikal fiihren kann. Dieses fihrt zur Hydrozilierung von Biomo-

lekilen. Desweiteren kommt es zur Oxidation von Biomolekilen und zur Autooxidation

der Radikale.

Guanin (80xoG). Dieses und auch weitere oxidative Schaden bis hin zu SSBs und DSBs
konnten nach Zugabe von ART in dieser Studie nachgewiesen werden. Geschadigten
Basen, die unter anderem durch Oxidation der Basen entstehen (z.B. 8oxoG) oder
durch die Alkylierung der Basen induziert werden (z.B. durch das Alkylanz TMZ),
aber auch durch Desaminierung an den Basen ihren Ursprung haben, konnen durch
die BER repariert werden [Curtin (2012)]. In der Abbildung 1.7 ist schematisch die

Toxizitat von Artesunat dargestellt.

Die BER und die Einzelstrangbruch-Reparatur (Single-strand break repair, SSBR)
werden haufig als Synonyme angesehen, weil sie die gleichen Komponenten beinhalten

und nach dem initialen Schritt gleich verlaufen. Eine schematische Darstellung der

13
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Toxizitat von Artesunat [verdndert
nach [Roos und Kaina (2013)]]. Artesunat induziert S8oxoG, SSBs und DSBs. Das
S8oxoG wird durch die BER repariert, wahrend dessen kommt es zu SSBs und apurinen
Stellen. Diese wiederum fiihren zur Blockade der Replikationsgabeln, die zusammenbre-
chen kénnen und DSBs induzieren. Uberlappende Reparaturbereiche kénnen ebenfalls

zu DSBs fiihren. Werden diese nicht repariert, wird der Zelltod induziert.

BER ist in Abb. 1.8 gezeigt.

Im ersten Schritt der BER werden die oxidierten, alkylierten oder desaminierten Ba-
sen von Glycosylasen erkannt und durch Hydrolisieren der N-glycosidischen Bindung
entfernt [Wilson und Barsky (2001)]. Unter den DNA-Glycosylasen wird zwischen zwei
Subgruppen unterschieden, dem Typ I und Typ II. Die Typ-I-Glycosylasen katalysie-
ren ausschlieflich die Hydrolyse der N-glycosidischen Bindung und die resultierende
apurinische /apyrimidinische Stelle wird von einer Endonuklease hydrolysiert. Die Typ-
II-Glycosylasen, zu denen die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase (OGG1) zahlt, die 8-
14
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der BER nach Behandlung von ART. Ar-
tesunat induziert SoxoG. Diese Lisionen werden durch die BER repariert. Die geschd-
digten Basen werden durch Glycolasen erkannt und entfernt. Je nach resultierender
Bruchstelle erfolgt die short oder long patch BER und die entfernten Nukleotide werden
ersetzt. Der tiberstehende Strang wird entfernt und die Licke durch eine entsprechende

Ligase geschlossen.
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Oxoguanin erkennt, verfiigen zuséatzlich iber 3'-Endonukleaseaktivitédt und spalten das
DNA-Riickgrat durch Losen der Phospho-Diester-Bindung [Christmann u.a. (2003)].
Die Liicke in der DNA wird dann durch die short patch BER (ein einzelnes Nukleo-
tid wird ersetzt) oder durch die long patch BER repariert (2 - 20 Nukleotide werden
ersetzt). Dies ist abhéngig von der Art der 5’- und 3’-Enden an dem entstandenen Ein-
zelstrangbruch [Vos u.a. (2012)]. Die Polymerase 3 (Polj3) setzt das erste Nukleotid
unabhéngig von short oder long patch BER ein. Auf Grund der Endungen ist es der
Polf in der short patch BER moglich, ihre Lyaseaktivitit zu nutzen. In der long patch
BER ist dies nicht moglich und nach dem ersten Nukleotid dissoziiert die Pol3 von
der DNA und das prolieferierende Zellkernantigen (Proliferating cell nuclear antigen,
PCNA) bindet an die DNA. Im Gegensatz zur short patch BER, in der das DNA-
Riickgrat direkt geschlossen wird, werden bei der long patch BER weitere Proteine
bendtigt. Rekrutiert von der PCNA wird die Synthese von der Polymerase § oder ¢ fort-
gesetzt [Stucki u. a. (1998)]. Die Endstruktur zur Ligation wird durch die Endonuklease
Flap-Endonukleasel (FEN1) geschaffen. Die Ligation selbst kann durch die Ligase I,
die hauptséchlich in der long patch BER aktiv ist, und durch die Ligase III, die nur in
der short patch BER aktiv ist, durchgefithrt werden [Tomkinson u. a. (2001)]. Die DNA-
Ligase III interagiert mit dem Rontgen-Reparatur-Kreuz-Komplementierungsprotein 1
(X-ray repair cross-complementing protein 1, XRCC1), das weitere Enzyme rekrutieren
kann, u.a. um die Chromatinstruktur zur Reparatur zu lockern. Die Bindung von Poly-
ADP-Ribose-Polymerase 1 (PARP1) an die DNA ist nétig fir die Rekrutierung von
XRCC1 [El-Khamisy u. a. (2003)]. Desweiteren schiitzt diese vor der Degradation, wenn
die BER-Kapazitét erschopft ist [Woodhouse u. a. (2008)]. Doch auch dann kommt es
zu SSBs und zu Replikationsblockaden. Diese induzieren DSBs; die unrepariert zum

Zelltod fithren [Roos und Kaina (2013)].

Induzierte DSBs kénnen tiber die Homologe Rekombination (HR) repariert werden,
die eine bedeutende Rolle als Resistenzfaktor fiir gentoxische Krebsmedikamente wie

TMZ [Roos u.a. (2007)] und auch ART [Berdelle u.a. (2011)] spielt, da sie die Re-
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paratur von DSBs an blockierten Replikationsgabeln ermdoglicht. Die HR ist ein kom-
plexer Prozess, der mit der Schadenserkennung beginnt, die den intakten homologen
DNA-Strang findet. Darauf folgt der Transport des Strangs zu der Léasion, die partielle
Denaturierung der DNA, die DNA-Synthese an der intakten Matrix, die Separation der
DNA-Striange und die Wiederherstellung einer unversehrten und intakten DNA [Fil-
ippo u.a. (2008)]. Eine Schliisselfunktion bei der HR spielen die Proteine ATM und
ATR, die durch Phosphorylierung weitere Proteine wie BRCA1, BRCA2, FANCD2,
WRN und BLM fiir den Reparaturprozess rekrutieren und aktivieren [Roos und Kaina

(2013)].

1.4 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Tumore ist neben der Chemotherapie eine entscheidende Medi-
kation in der Glioblastomtherapie. In der Strahlentherapie zeigen die fraktionierten
Behandlungsschemata die effektivste Wirkung. Die geringeren Dosen sind fiir das Nor-
malgewebe leichter zu tolerieren und das empfindlichere Tumorgewebe wird an der
Wiederbesiedlung gehindert [Huber u.a. (2013)]. Die Standard-Fraktionierung wird
als Einzeldosen von 1,8 bis 2 Gy einmal téglich an fiinf Tagen pro Woche festgelegt,
die Maximaldosis von insgesamt 60 Gy wird selten iiberschritten. Bei besonders schnell
wachsenden Tumoren kann die tégliche Dosis aber auf zwei Bestrahlungseinheiten er-
hoht werden. Bei Hirntumoren wird nicht nur die auflere Bestrahlung eingesetzt, son-
dern es kann auch mittels eines speziellen Skalpels direkt im Hirn bestrahlt werden.
Die Bestrahlung mit hoheren Einzeldosen ist ohne erhohte Nebenwirkungen nur mog-
lich, wenn das Strahlungsfeld auf den Tumor eingeschrankt werden kann, z.B. mit einer

stereotaktischen Einheit [Grills u.a. (2012); Rodrigues u.a. (2013)].

Unter den DNA-schédigenden Mitteln ist die Bestrahlung einzigartig in Bezug auf die
Vielfalt der Schédden und deren Induktion [Roos und Kaina (2013)]. Ionisierende Strah-
lung induziert ROS innerhalb des Zellkerns, die die DNA schédigen. Achtzig Prozent
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der DNA-Lésionen sind Basenmodifikationen [Cadet u.a. (1999)], unter denen 8oxoG
die am besten bekannte Lésion ist. Zu den Basenmodifikationen kommen eine hohe An-
zahl von SSBs und auch DSBs [Rothkamm und Lobrich (2003)], die die hohe Toxizitét
der Bestrahlung ausmachen (siche Schema Abb. 1.7).

Die Reparatur dieser DSBs erfolgt hauptséichlich iiber die Nicht-homologe-End-Ver-
kniipfung (non-homologous end joining, NHEJ) [Rothkamm u. a. (2003); Mahaney u. a.
(2009); Beucher u.a. (2009)]. Sie basiert auf dem Zusammenspiel der Proteine Ku70
(XRCC6), Ku80 (XRCC5) und der katalytischen Untereinheit der DNA-abhéngigen
Proteinkinase (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit, DNA-PKcs), so wie
XRCC4, XLF (XRCC4-like factor), Ligase IV und Artemis. Ku70 und Ku80 erken-
nen die DNA-Enden und binden dort, anschlieend koppeln die DNA-PKcs an diese
Proteine und bilden den DNA-PK-Komplex [Smith und Jackson (1999)]. Dieser Kom-
plex phosphoryliert die Histone H2AX und die Proteine XRCC4, XLF, Ligase IV und
Artemis, die dann an der Lésion verbleiben und die DNA-Enden verkniipfen. Dieser
Reparaturmechanismus ist nicht fehlerfrei, aber er ist in allen Zellzyklusphasen der

Zelle aktiv, iiberwiegend in der GO- und G1-Phase [Shrivastav u.a. (2008)].

1.5 Zellzyklus und Zellschicksale

Der Zellzyklus beginnt mit der Zellproliferation und endet mit dem Zelltod. Diese
Prozesse sind entgegengesetzte Zellschicksale [Kerr u.a. (1972)], deren Ablaufe durch
molekulare Faktoren gekoppelt sind [Lowe u.a. (2004); Evan und Vousden (2001)]. In
normalen Zellen besteht ein fein gesteuertes Gleichgewicht zwischen Proliferation und
Zelltod, welches bei Bedarf oder Stress verlagert wird. Die Prozesse der Proliferation
und der Differenzierung von Zellen treten in geordneter Weise auf und enden, wenn sie
nicht mehr erforderlich sind. In Tumorzellen sind diese Prozesse gestort und es kommt
zur unkontrollierten Proliferation [Hahn und Weinberg (2002)]. Diese Faktoren sind oft

Zielgruppen onkogener Mutationen, die zu unkontrollierten Zellproliferationen fiihren.
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DNA-Gehalt: 2n

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung des Zellzyklus zusammen mit dem DNA-
Gehalt in den einzelnen Phasen des Zyklus. Die Interphase umfasst die tempordire Ru-
hephase (G0), G1-Phase (G1), Synthese-Phase (S-Phase) und G2-Phase (G2). In der
G1 bleibt der DNA-Gehalt konstant einfach (1n). In der S-Phase werden die Chromo-
somen verdoppelt (DNA-Synthese), hier steigt der DNA-Gehalt der Zelle an (n1-n2).
In der G2 bereitet sich die Zelle auf die Mitose vor, aber der DNA-Gehalt bleibt kon-
stant (2n).

Die unkontrolliert proliferierenden Zellen sind dann von dem programmierten Zelltod
entkoppelt und sind verantwortlich fiir die Tumorentstehung [Danial und Korsmeyer
(2004)]. Weitere Merkmale von Krebszellen sind die Angiogenese, Metastasen und die
Unterdriickung der Apoptose. Allerdings ist die unkontrollierte Proliferation der Zelle
das Hauptmerkmal der Tumorgenese [Sherr (1996)].

Der Zellzyklus wird in Mitose (Kernteilung) und Interphase unterteilt. Nur 5% des

Zellzyklus fallen zeitlich der Mitose zu, wohingegen die Interphase 95% des Zyklus
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einnimmt. Die Interphase wird in G1-Phase (G1), Synthese-Phase (S-Phase) und G2-
Phase (G2) unterteilt. Zudem kénnen sich Zellen in einer temporéren Ruhephase be-
finden, die als GO-Phase (GO) bezeichnet wird. In der G1 bereitet sich die Zelle auf
die bevorstehende Chromosomenverdopplung vor. In dieser Phase wéachst die Zelle und
nimmt an Volumen zu, aber der DNA-Gehalt bleibt konstant einfach (In). In der
S-Phase werden die Chromosomen verdoppelt (DNA-Synthese), hier steigt der DNA-
Gehalt der Zelle an. Am Ende der Phase hat die Zelle ihren DNA-Gehalt verdop-
pelt (2n). In der G2 bereitet sich die Zelle auf die ndchste Mitose vor. Die Zelle wéchst
in dieser Phase weiter, aber der DNA-Gehalt bleibt konstant (2n). Bei einem DNA-
Gehalt von iiber 2n spricht man von einer polyploiden Zelle (z.B. tetraploide Zelle mit

4n). In Abb. 1.9 ist eine schematische Darstellung des Zellzyklus gezeigt.

Das Voranschreiten zwischen den Phasen wird durch einen konservierten Regulierungs-
mechanismus gesteuert. Dabei wird nicht nur die Koordination der verschiedenen Er-
eignisse des Zellzyklus gesteuert, sondern er verbindet auch den Zellzyklus mit ex-
trazelluldren Signalen [Sa und Das (2008)]. Der fehlerfreie Ablauf des Zellzyklus in
gesunden Zellen wird durch die koordinierte Aktivitit von Cyclin-abhéngigen Kinasen,

Checkpoint-Kontrollen und DNA-Reparaturwegen erreicht [Hartwell u. a. (1994)].

Die DNA unterliegt auch ohne Tumortherapie hohen endogenen Schédigungen und die
DNA-Schadensantwort (DNA Damage Response, DDR) ist wesentlich fir die Aufrecht-
erhaltung der Stabilitdt des Genoms und des Zelliiberlebens verantwortlich. Die DDR
koordiniert die Reparatur der DNA und die Aktivierung der Zellzykluskontrollpunk-
te, um die Zelle im Zyklus zu arretieren, damit ausreichend Zeit fiir die Reparatur
ermoglicht wird [Curtin (2012)]. Genomische Instabilitdt ist eine der am héufigsten
vorkommenden Eigenschaften von Tumorzellen. Sie ist vermutlich auf die kombinierte
Wirkung von DNA-Schéden, Dysregulation der DNA-Reparatur und der Signalkaska-
den an den Zellzykluskontrollpunkten zuriickzufithren [Lord und Ashworth (2012)].

Blockierte Replikationsgabeln und DSBs fithren iiber das mutierte Ataxia telangiecta-

sia (Ataxia telangiectasia mutated, ATM)-Protein und das Ataxia telangiectasia und
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4IE\IA-Schadensantwort]—

/vv Y V¥
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Apoptose Nekrose Autophagie —— | Seneszenz

Zelliiberleben

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der verschiedenen Zellschicksale. Durch
die DNA-Schadensantwort werden differenzierte Zellschicksale induziert. Die DNA-

Reparatur wird induziert, sowie der Zellzyklus unterbrochen, um die notige Zeit zur
Reparatur zu gewdhrleisten. Dieser Zellzyklus-Arrest kann dann auch permanent wer-
den und Seneszenz induzieren. Ist die Reparatur-Kapazitat erschépft, wird einer der
Zelltodprozesse aktiviert. Die induzierte Autophagie kann sowohl zum Zelltod als auch
zum Uberleben der Zelle fiihren. Die Autophagie ist in einigen Zellen auch nétig, um

die Seneszenz einzuleiten.

Rad3 bezogene (Ataxia telangiectasia and Rad3-related, ATR)-Protein zur Phosphori-
lierung benachbarter H2AX-Histone (die phosphorylierte Form: yH2AX) und weiterer
Signalproteine. Insbesondere die Phosphorilierung von Chkl, Chk2 und p53 ist von
entscheidender Bedeutung bei der Weiterleitung von ATM/ATR-Signalen, die u.a. zu
einem Zellzyklusarrest und erhéhter DNA-Reparatur fithren [Christmann u.a. (2003)].
Die DDR fiihrt dariiber hinaus zur Weiterleitung von Signalen zum Zelltod [Lee u. a.

(2012); Roos und Kaina (2013)], zur Autophagie [Czarny u.a. (2015); Filomeni u. a.
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(2015)] und zur Seneszenz [d’Adda di Fagagna (2008); Akbar und Henson (2011); Go-
rospe und Abdelmohsen (2011)]. Die unterschiedlichen Zellschicksale beeinflussen die
Effizienz der Tumortherapie. Abbildung 1.10 zeigt eine Ubersicht der verschiedenen
Zellschicksale ausgehend von der DNA-Schadensantwort, die in den nachfolgenden Ka-

piteln detailliert beschrieben sind.

1.5.1 Zelltod

Der Nomenklaturausschuss fiir Zelltod stellte im Jahr 2012 zum dritten Mal einen
Artikel zur Definition der verschiedenen Zelltode zusammen [Galluzzi u. a. (2012)]. Ba-
sierend auf dieser Definition werden die drei fiir diese Arbeit relevanten Zelltodtypen
Apoptose (Typ 1), Autophagie (Typ 2) und Nekrose (Typ 3) in den folgenden Ab-
schnitten dargestellt.

1.5.1.1 Typ 1 — Apoptose

Hippokrates war der Erste, der den Begriff der Apoptose in der medizinischen Litera-
tur verwendete [Esposti (1998)]. Anfang der 70er Jahre fiihrten Kerr et al. basierend
auf ihren mikroskopischen Untersuchungen den Begriff des programmierten Zelltods
Apoptose erneut ein [Kerr u. a. (1972)]. Morphologisch charakterisiert sich die Apopto-
se durch Chromatinkondensation, Kernfragmentierung, Schrumpfung des Zytoplasma
und Bildung von apoptotischen Koérpern. Biochemisch wird die Apoptose in zwei wei-
tere Subtypen, den extrinsischen und den intrinsischen Apoptoseweg, unterschieden.

Der extrinsische Apoptoseweg wird durch extrazellulire Stresssignale an den soge-
nannten Todesrezeptoren (Transmembranrezeptoren) induziert. Diese werden durch
die Bindung von lethalen Liganden, z.B. durch den FAS-Liganden (FASL) oder durch
das Absinken der Konzentration von spezifischen Liganden, wie z.B. das NETRIN-1,
aktiviert [Wajant (2002); Schiitze u.a. (2008); Mehlen und Bredesen (2011)]. Mit Bin-

dung des Liganden findet eine Konformationsdnderung und/oder eine Stabilisierung
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der Form statt, die die Bindung weiterer Proteine und Proteinkomplexe am zytosoli-
schen Ende des Rezeptors ermoglicht. Zu diesen Proteinen gehoren bei Bindung an den
FAS-Rezeptor das Rezeptor-interagierende Protein (RIP1), das FAS-assoziierte Prote-
in mit Todes-Doméne (FADD), verschiedene Isoformen von c-FLIP und cIAPs®. Uber
die Rekrutierung und Bindung dieser Proteine wird ein sogenannter Tod-induzierender
Signalkomplex (TiSK) gebildet, der die Kaspasen-Kaskaden aktivieren kann. Bei den
NETRIN-Rezeptoren werden etwas andere Proteine rekrutiert und andere Protein-
komplexe gebildet als bei den Todesrezeptoren. Zu diesen Proteinen gehéren z.B. das
DRAL* und TUCAN?, die ebenfalls die Kaspasen-Kaskade aktivieren kénnen. Die Kas-
kade beginnt mit den Kaspasen 8 oder 9, die folgend die Kaspasen 3, 6 und 7 aktivieren
konnen. Die Kaspase8 kann zudem iiber das BID® Protein durch Abspaltung eines
Teils dieses Proteins, die mitochondriale Auflenmembranpermeabilisierung (mitochon-
drial outer membran permealisation, MOMP) stimulieren [Kischkel u. a. (1995); Muzio
u.a. (1996); Li u.a. (1998); Yin u.a. (1999)]. Bei den konzentrationsabhingigen Re-
zeptoren gibt es ebenfalls die Moglichkeit, iiber einen Signalkomplex, bestehend aus
der Proteinphosphatase 2A (PP2A) und der DAPK17, die MOMP zu induzieren [Bia-
lik und Kimchi (2006); Guenebeaud u.a. (2010)]. Eine schematische Darstellung der
extrinsischen Apoptose ist in Abb. 1.11 gezeigt. Das korrespondierende Schema fiir die

intrinsische Apoptose ist in Abb. 1.12 dargestellt.

Die mitochondriale Aulenmembranpermeabilisierung erfolgt aber auch als Reaktion

auf vielfdltige intrazelluldre Stressbedingungen, wie u.a DNA-Schiden und ROS, die

3zelluliires Inhibitor-Protein der Apoptose (cellular inhibitor of apoptosis proteins, cIAPs)
4in Rhabdomyosarcoma runterreguliertes LIM Protein (down-regulated in thabdomyosarcoma LIM

protein, DRAL)

Sder im Tumor-raufregulierte Kaspase-assoziierte-Rekrutierungsdoméne-enthaltender Kaspase 9
Antagonist (tumor-up-regulated Caspase-associated recruitment domains-containing antagonist of cas-
pase nine, TUCAN)

Spro-apoptotische BH3 interagierende Doméne Todesantagonisten (BH3 interacting-domain death
agonist, BID)

"Todes-assoziierte Proteinkinase 1 (death-associated protein kinase 1, DAPK1)
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Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der extrinsischen Apoptose [verdindert

nach [Galluzzi u.a. (2012)]]. Auf der linken Seite ist der Signalweg tber den To-

desrezeptor FAS dargestellt, auf der rechten Seite tiber die konzentrationsabhdingigen

NETRIN-Rezeptoren. Uber die Aktivierung verschiedener Proteinkompleze wie TiSK

und den Kaspasen-Kaskaden werden die Signale zur Apotose prozessiert.
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den intrinsischen Apoptoseweg induzieren konnen. Das BAX® und BAK® interagie-
ren mit der Mitochondrienmembran. Sie aktivieren spannungsabhangige Ionenkandale
und konnen selbst Poren bilden, wodurch die Mitochondrienmembran durchléssig wird.
Aber auch andere Poren-Komplexe, wie der PTPC!?, sind an der MOMP beteiligt [Ver-
rier u.a. (2003)]. Es kommt zu einer Ubergenerierung von ROS, die zusammen mit
spezifischen mitochondrialen Proteinen ins Zytosol freigesetzt werden [Kroemer u. a.
(2007)]. Zu den Proteinen gehoren der Apoptose-induzierende-Faktor (AIF) und die
Endonuklease G (ENDOG), die Kaspase-unabhéngig die DNA-Fragmentierung einlei-
ten konnen [Chai u.a. (2000); Yang u.a. (2003); Srinivasula u.a. (2003)]. Desweiteren
zéhlen dazu das Zytochrom C (CYTC), das zusammen mit dem zytoplasmatischen
Adapterprotein (cytoplasmic adaptor protein, APAF1) und Adenosin-Tri-Phosphat
(ATP) tiber die Bildung des Apoptosoms Kaspase-abhéangig die Apoptose induziert [Li
w.a. (1997)]. Die ebenfalls freigesetzten Proteine, das fiir hohe Temperaturen beno-
tigte Protein 2 (high temperature requirement protein A2, HTRA2) und das zwei-
te mitochondrial-abgeleitete Aktivatorprotein der Kaspasen (second mitochondria-de-
rived activator of caspases, SMAC) unterstiitzen diesen Prozess, indem sie die Kaspase 9
und 3 inhibierenden Proteine (Inhibierende Apoptose Proteine, IAPs) durch Degradie-
rung inaktivieren [Zou u.a. (1997)]. Das HTRA2 degradiert zudem das Zytoskelett der
Zelle und unterstiitzt somit auch den Kaspase-unabhéngigen Apoptoseweg [Yang u. a.

(2003)].

1.5.1.2 Typ 2 — Autophagie

Als eine weitere Antwort auf intrazelluldren Stress und als aktiver Prozess wiahrend
der Entwicklung der Zelle aktivieren eukaryotische Zellen oft die Autophagie. Wah-
rend der Autophagie werden ein Teil des Zytoplasmas und intrazellulidre Bestandteile

der Zelle, dies konnen sowohl Proteine als auch ganze Organellen sein, von einer Dop-

8Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) assoziiertes X Protein, BAX
9Bcl-2 homologe Antagonisten/Killer Protein, BAK
0Permeabilisierender Transitionsporenkomplex (permeability transition pore complex, PTPC)
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Abbildung 1.12: Schematische Darstellung der intrinsischen Apoptose [verdindert
nach [Galluzzi u. a. (2012)]]. Oben ist das Mitochondrium mit seiner duferen (AM)
und inneren Membran (IM) sowie dem Intramembranraum (IMR) und dem mitochon-
drialen Transmembranpotential (Av,,) dargestellt. Auf der linken Seite ist der Signal-
weq zur Kaspase-unabhdngigen Apoptose dargestellt, auf der rechten Seite zur Kaspase-
abhdngigen Apoptose. Bei der Kaspase-unabhdngigen Apotose werden durch die Pro-
teine AIF, ENDOG und HTRAZ2 direkt die DNA bzw. das Zytoskelett geschddigt. In-
nerhalb der Kaspase-abhdngigen Apoptose wird zundchst das Apoptosom gebildet und
anschlieffend die Kaspase-Kaskade aktiviert.
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pelmembran umschlossen. Diese Vesikel (Autophagosomen) fusionieren mit den Lyso-
somen, deren Enzyme die eingeschlossenen Bestandteile degradieren. Die durch Stress
induzierte Autophagie tibt haufig Zellschutzfunktionen aus und fordert die Wiederher-
stellung der Homoostase und das Uberleben der Zelle. Eine pharmakologische oder
genetische Hemmung der Autophagie in einer Stressphase der Zellen beschleunigt den
Zelltod [Boya und Kroemer (2008)]. Doch im Kontrast dazu ist die Folge einer solchen
Inhibition der Autophagie die Hemmung des Zelltods, was darauf hinweist, dass die
Autophagie auch einen todlichen Mechanismus, den ’autophagischen Zelltod’, vermit-
telt [Berry und Baehrecke (2007); Denton u.a. (2009); Nezis u.a. (2010)]. So kann
auch eine zu stark frequentierte Autophagie und somit eine massive Vakualisierung der
Zelle zu einer Art Selbstzerstorung der Zelle fithren [Galluzzi u.a. (2007); Boya und
Kroemer (2009)]. Durch diese Kontroverse bleibt die Autophagie stets ein Thema mit
vielen Diskussionen und Interpretationen. Der Prozess der Autophagie wird im Kapitel

1.5.2 noch genauer dargestellt.

1.5.1.3 Typ 3 — Nekrose

Die Nekrose galt lange Zeit als ein rein zufélliger und ungeregelter Zelltod-Mechanis-
mus, der keine morphologischen Merkmale der Apoptose und Autophagie aufwiefi [Kroe-
mer u.a. (2009); Galluzzi u.a. (2007)]. Da félschlicherweise damals angenommen wur-
de, dass die Apoptose ohne eine Aktivierung der Immunantwort auskommen wirde,
wurde diese in der Krebstherapie als Zelltodart bevorzugt und die Nekrose moglichst
vermieden. Heute weifl man, dass es unabhéngig von der Art des induzierten Zelltods zu
Immunantworten kommen kann [Albert u. a. (1998); Banchereau und Steinman (1998);
Zitvogel u.a. (2004)]. Mittlerweise ist bekannt, dass die Nekrose ein geregelter Prozess
ist, der durch verschiedene Stressfaktoren wie z.B. DNA-Schiden und ROS induziert
werden kann [Cho u.a. (2009); He u.a. (2009)]. Die Nekrose kann aber auch durch die
Ligation der Todesrezeptoren ausgelost werden. Dies passiert insbesondere, wenn die

Zellen nicht tiber die (Pro-)Kaspase 8 verfligen oder durch Deubiquitinierung von RIP1,
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z.B. durch Cylindromatosis (CYLD). In diesem Fall werden die Schliisselproteine der
Nekrose RIP1 und RIP3 nicht abgebaut und aktivieren den Nekrosesignalweg.

Bei lysosomalen Stress, wie er durch ROS induziert werden kann, oder vom aktivierten
Todesrezeptor aus kann die generelle Proteolyse der Zelle induziert werden [Maiuri u. a.
(2007)]. Vom Rezeptor aus wird tiber die Jun-Kinase (JNK) die lysosomale Membran-
permealisierung (LMP) ausgelost. Dadurch werden die Inhaltsstoffe der Lysosomen
ins Zytosol freigesetzt. Die so freigesetzten Kathepsine B und D leiten die generelle

Proteolyse der Zelle ein.

Oft wird der Begriff der Nekroptose als Synonym der geregelten Nekrose verwendet,
doch ist hier lediglich die Nekrose in Abhédngigkeit des Proteins RIP1 und der Induktion
tiber den TNF-Rezeptorl bezeichnet [Degterev u.a. (2005)].

Zur Zeit sind zwei Wege zur Aktivierung des Nekrosoms (RIP1/RIP3-Komplex) und
somit zur Induktion der geregelten Nekrose bekannt [Galluzzi u. a. (2012)]. Der besser
beschriebene Weg beginnt mit der Aktivierung des TNF-Rezeptorl und anschlieBender
Protein-Signalkaskade zur Bildung des Nekrosoms [Han u.a. (2011)]. Hierfiir werden
das TNF-Rezeptor assoziierte Protein mit Todesdoméne (TNFR-associated death do-
main, TRADD) [Schiitze u. a. (2008)], die TNFR-assoziierten Faktoren 2 (TRAF2) und
5 (TRAF5) [Micheau und Tschopp (2003)] und das FADD Protein rekrutiert.

Der andere nicht vollstandig aufgeklarte Weg setzt die Aktivierung der Poly-(Adenosin-
Di-Phosphat-Ribose) Polymerase (PARP) voraus, z.B. in Folge eines DNA-Schadens,
die dann zur Bildung des Nekrosoms fithrt [Vandenabeele u. a. (2010)]. Abbildung 1.13
gibt eine schematische Ubersicht iiber den Ablauf der Nekrose.

1.5.2 Autophagie

Das Wort Autophagie, vom griechischen Wort fiir ‘selbst-essen’ abgeleitet, bezieht sich
auf die Abbauprozesse, durch die die Zelle Komponenten des Zytoplasmas mit Hilfe der

Lysosomen degradiert [Yang und Klionsky (2010)]. Dies fithrt zu der Freisetzung von
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Abbildung 1.13: Schematische Darstellung der Nekrose. Die Bildung des Nekrosoms

kann durch die Aktivierung des TNF-Rezeptors (mittig) oder durch die Aktivierung
der PARP, z.B. durch DNA-Schdden (rechte Seite), induziert werden. Bei lysosomalen

Stress kommt es durch LMP zur Ausschiittung von Kathepsin B und D in das Zytosol

zur generellen Protolyse.
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Aminosduren und Fettsduren, die von der Zelle wiederverwendet werden [Baehrecke
(2005)]. Die Autophagie wird in Mikroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie
und Makroautophagie unterschieden [Patel u.a. (2013)].

Die Mikroautophagie beinhaltet die nicht-selektive direkte Umbhiillung einzelner Zell-
komponenten von den Lysosomen selbst. Bei der Chaperon-vermittelten Autophagie
werden die abzubauenden Komponenten selektiv markiert, zu den Lysosomen gelei-
tet und tber ihre Membran ins Innere transportiert und degradiert. Der Prozess der
Makroautophagie beginnt mit der Bildung einer Doppelmembran, die sich zu einem
Autophagosom schliefit. In das Autophagosom werden Teile des Zytoplasmas, Proteine
und ganze Organellen eingeschlossen und nach dem Verschmelzen mit einem Lysosom
degradiert. Dieser Prozess kann in weitere Unterklassen von Makroautophagie unter-
teilt werden, z.B. in die Mitophagie, bei der selektiv Mitochondrien abgebaut und re-
zykliert werden [Tolkovsky (2009)]. Die Mitochondrien spielen eine entscheidene Rolle
in der Energieproduktion, aber ebenso generieren sie ROS, das durchaus schéadlich fiir
die Zelle werden kann. Geschadigte Mitochondrien miissen in der Zelle effektiv entfernt
werden, bevor sie den Zelltod induzieren. Dies erfolgt durch die Mitophagie [Klionsky
u.a. (2014)].

Die Makroautophagie ist in dieser Arbeit die relevante Art der Autophagie und wird
nachfolgend als Autophagie bezeichnet. Die Autophagie spielt neben der Apoptose eine
wichtige Rolle bei der Bestimmung des Zellschicksals [Rodriguez-Rocha u.a. (2011)].
Der Prozess der Autophagie ist ein hochkonservierter Mechanismus in eukaryontischen
Zellen, der durch eine Vielzahl von Faktoren induziert werden kann. Zu diesen Fakto-
ren zahlen u.a. der Mangel an Néhrstoffen [Martinet u.a. (2006); Mizushima (2007)],
oxidativer Stress [Klionsky und Emr (2000); Polager u.a. (2008)] und Schéden an der
DNA [Bordin u.a. (2013); Gewirtz (2014)].

Die Autophagie wurde in den letzten zwei Dekaden intensiv erforscht. Bis heute sind

mehr als 30 der Autophagie zugehorigen Proteine (Autophagy-related protein, Atg) in
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Hefen bekannt und die Orthologen der meisten dieser Proteine!! sind auch in héheren
Eukaryoten vertreten [Patel u.a. (2013); Jin und Klionsky (2014)]. Der Prozess der
Autophagie wird in vier Phasen unterteilt. Er beginnt mit der (1) Induktion der Mem-
branbildung und (2) Vollendung der Phagophore zum Autophagosom mit Einschluss
der Zellkomponenten und Zytoplasma, folgend mit der (3) Bildung des Autophagolyso-
soms durch die Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom und abschliefend mit der
(4) Degradierung der eingeschlossenen Komponenten und Wiederfreisetzung der rezy-
klierten Zellbausteine [Maiuri u.a. (2007)]. Die Abbildung 1.14 gibt eine schematische
Ubersicht iiber diesen Ablauf der Autophagie mit den vier Phasen.

Zur Induktion und Bildung des Autophagosoms treten verschiedene Atg-Proteine und
Atg-Proteinkomplexe in Interaktion. Zu den vier wichtigsten Atg-Proteinkomplexen ge-
héren der Atgl/ULK'-Komplex, der Atg8/LC3"3-Komplex, der Atg9- und der Atgl2-
Komplex [Feng u. a. (2014)]. Der Atgl /ULK-Komplex erfasst die Signale zur Autophagie-
Induktion und reguliert die Autophagosombildung. Einer der bekanntesten und am be-
sten untersuchten Signalwege erfolgt tiber ‘das Zielmolekiil von Rapamycin’ (target of
rapamycin, TOR) [Maclsaac u. a. (2006)]. Der Atg9-Komplex spielt eine wichtige Rolle
bei der Lieferung der Membran fiir die wachsende Phagophore. Der Phosphatidylinositol-
3- (PtdIns3-) Kinase-Komplex ist im Bildungsprozess der Phagophore beteiligt und
rekrutiert weitere PtdIns3-bindende Proteine an die bildende Phagophore. Der Atgl2-
Komplex und der Atg8/LC3-Komplex spielen eine entscheidende Rolle bei der Erwei-
terung der Phagophore. Die genaue Quelle der urspriinglichen Autophagosommembran
steht weiterhin in der Diskussion. Diese Membran kann de novo aus Bausteinen des Zy-
toplasmas oder anderen membranartigen Strukturen entstehen. Es gibt Hinweise, dass
das Endoplasmatische Retikulum (ER) zur Bildung der Phagophore beitragt [Axe u. a.
(2008); Hayashi-Nishino u.a. (2009); Yla-Anttila u. a. (2009)]. Aber auch Mitochondri-

1Bei der Bezeichnung dieser Proteine in humanen Zellen wird daher meistens zuerst auf den Namen

des homologen Proteins in Hefen hingewiesen und anschieflend auf die alternative Bezeichnung.
12Unc-51 dhnliche Autophagie-aktivierte Kinase 1
3Mikrotubuli-assoziiertes Protein leichte Kette 3 (microtubule-associated protein light chain 3,

LC3)
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en [Hailey u.a. (2010)] und der Golgi-Apparat [Young u.a. (2006)], sowie die Plasma-
membran [Ravikumar u.a. (2010)] werden als Quellen diskutiert. Mit Erweiterung der
Phagophore werden ein Teil des Zytoplasmas und einige Zellkomponenten umschlossen.
Das geschlossene Autophagosom bewegt sich an den Mikrotubuli der Zelle entlang und
fusioniert unterstiitzt durch weitere Proteine mit den Lysosomen [Kochl u.a. (2006);
Kimura u. a. (2008)]. Die Hydrolasen in den Lysosomen degradieren den Inhalt des Au-
tolysosoms. Durch die Permease-Kanéle in der Membran werden die Abbauprodukte

zur Wiederverwendung zurtick ins Zytosol transportiert [Klionsky (2007)].

Das LC3 Protein, das essentiell fir die Bildung des Autophagosoms ist [Mizushima
u.a. (1998); Ichimura u.a. (2000)], ist ein wichtiger Marker zur Identifizierung au-
tophagischer Vesikel [Mizushima (2007)]. Das Pro-LC3 (LC3-Vorlaufer-Protein) wird
durch das Atg4-Protein zu zytosolischem LC3-I gespalten. Durch die Proteine Atg3 und
Atg7 wird an das LC3-I ein Phosphatidylethanolamin (PE) gebunden. Das modifizier-
te LC3 wird LC3-II genannt [Tanida u.a. (2004)]. LC3-II ist essentieller Bestandteil
der Doppelmembran, sowohl auf der zytoplasmatischen als auch auf luminaler Seite.
Auf der aufleren Seite kann das PE von dem LC3-II wieder abgespalten und das LC3
somit rezykliert werden. Das LC3 an der inneren Membran wird nach Fusion mit dem

Lysosom abgebaut [Patel u.a. (2013)].

1.5.3 Seneszenz

Der Begriff Seneszenz stammt von dem lateinischen Wort ‘senex’ fiir hohes Alter oder
Altern. In der allgemeinen Biologie beschreibt die Seneszenz Prozesse der Entwicklung
und Reifung. Das Konzept der Seneszenz in vitro wurde erstmals durch Hayflick als
irreversibler Wachstumsstillstand der Zellen nach lingerer Zeit der Proliferation unter

nicht physiologischen Bedingungen eingefiihrt [Hayflick (1965)].

Heute wird der Begriff im Allgemeinen fir den irreversiblen proliferativen Arrest der

Zellen benutzt, der durch verschiedene Faktoren ausgelost wird. Unterschieden wer-
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Bestrahlung
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Abbildung 1.15: Schematische Darstellung der Seneszenz. Der Prozess wird durch
Schdden der DNA und der Organellen induziert. Anschlieffend folgt die DDR mit einem
tempordren Replikationsstop und es kommt zur Veranderung des Phdanotyps der Zelle.
Werden die Signale, die den Zellzyklus verhindern, nicht wieder aufgehoben, werden
diese fixiert und der seneszente Zustand wird permanent. Die seneszente Zelle zeigt
eine gesteigerte SA-B-Galaktosidase-Aktivitat und einen permanenten Zellzyklusarrest

z.B. mit einem polyploiden Chromosomensatz von mehr als 4n.
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den die Telomer-abhéngige replikative Seneszenz (Verkiirzung der Telomere bei jeder
Replikation) und die Telomer-unabhéngige replikative Seneszenz. Letztere kann durch
verschiedene Stressfaktoren (Stress-induzierte Seneszenz, hier im weiteren als Senes-
zenz bezeichnet) [Itahana u.a. (2003); Herbig u.a. (2004)] oder durch Onkogene (on-
kogen induzierte Seneszenz) [Nardella u.a. (2011)] ausgelost werden. Beide Ausléser
haben die Induktion der DDR gemeinsam. Sie ist sowohl fiir die Initiation als auch
den Fortbestand des Seneszenzprozesses substanziell [d’Adda di Fagagna (2008)]. Zu
den bekanntesten Stressfaktoren gehoren oxidativer Stress [Serrano u. a. (1997); Finkel
und Holbrook (2000)] und DNA-Schédigung [Leonardo u. a. (1994); Robles und Adami
(1998)], u.a. durch chemotherapeutische Wirkstoffe [Shay und Roninson (2004)]. So-
mit ist das DDR-Protein YH2AX ein wichtiger Marker fiir die Seneszenz [Gorospe und
Abdelmohsen (2011)].

Unabhéngig vom Ausléser der Seneszenz zeigen die seneszenten Zellen neben dem Zell-
zyklusarrest eine gesteigerte f—Galaktosidase—Aktivitat. Beides sind héufig verwendete
und zusammen aussagekraftige Marker der Seneszenz [Dimri u.a. (1995); Cristofalo
u.a. (2004); Herbig u. a. (2006)]. Je nach Zelltyp und Ausloser der Seneszenz zeigen die
seneszenten Zellen haufig eine charakteristische Morphologie. Die Zellen sind meist flach

und stark vergroBert und kénnen im Zytoplasma Autophagosomen ansammeln [Goro-

spe und Abdelmohsen (2011)].

Es gibt drei Hauptphasen bei der Entwicklung von zelluldrer Seneszenz [Akbar und
Henson (2011)]. Die erste Phase ist die Induktion des Prozesses durch Telomer-ab-
héangige oder Telomer-unabhéngige Mechanismen. Dem folgt die DDR mit einem tem-
poraren Replikationsstop (Phase 2). Wenn die DNA-Schiaden nicht repariert werden,
folgt Phase 3, in der die Signale, die den Zellzyklus verhindern, fixiert werden und der
seneszente Zustand permanent wird [Campisi und d’Adda di Fagagna (2007); d’Adda di
Fagagna (2008)]. Eine schematische Darstellung der Seneszenz ist in Abb. 1.15 gezeigt.
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1.6 Zielsetzung

Wie in Kapitel 1.1 diskutiert wurde, ist die Behandlung von Glioblastomen mit star-
ken Beeintrachtigungen fiir die Patienten verbunden und eine Heilung zur Zeit nicht
moglich. Auflerdem bilden die Glioblastomzellen Resistenzen gegeniiber der klassischen
Krebstherapie (Chemotherapie und Bestrahlung) aus, sodass die Wirkung dieser klas-
sischen Methoden eingeschréinkt ist. Der Anti-Malaria-Wirkstoff Artesunat verursacht
oxidative Schaden an der DNA von Tumorzellen und hemmt die Zellteilung der Krebs-
zellen, weswegen Artesunat als ein vielversprechender Wirkstoff fiir neue Tumorthera-
pien angesehen werden kann. In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss von Artesunat
auf die bestehende Therapie von Glioblastomen anhand von drei verschiedenen Zellli-

nien, LN-229, A172 und U87 MG, untersucht werden.

Temozolomid und Bestrahlung induzieren veschiedene DNA-Schéaden und wirken so-
mit gentoxisch auf die Tumorzellen ein. Nach Behandlung mit Artesunat konnte sowohl
eine zytotoxische als auch eine gentoxische Wirkung bei Glioblastomzelllinien nachge-
wiesen werden. Daher ist es naheliegend, die Arbeitshypothese aufzustellen, dass die
Kombination von Artesunat mit Temozolomid bzw. Bestrahlung die gentoxische Wir-
kung der entsprechenden Einzelbehandlung verstarkt. Auf Grund einer Verbesserung
der kombinierten Wirkung gegeniiber den Einzelbehandlungen kénnte es moglich sein,
die Dosen der Einzeltherapien zu reduzieren. Somit besteht die Moglichkeit, die Uber-
lebenszeit der Patienten zu verlangern und die durchaus starken Nebenwirkungen der

Krebstherapie zu senken.

Dazu sollen fiir die drei erwahnten Zelllinien zunachst in vitro die Toxizitat der Einzel-
behandlung sowie in der Kombination mit Artesunat untersucht werden. Dabei sollen
die Dosen der Wirkstoffe angepasst und ein optimales Behandlungsschema etabliert
werden. Nach erfolgreichen in vitro-Studien soll das neue Behandlungsschema in vivo
untersucht werden. In verschiedenen Mausmodellen sollen dabei Ergebnisse in Bezug

auf Tumorwachstum und Uberlebensrate erzielt werden.
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Ist tatsdchlich eine gesteigerte Toxizitat festzustellen, sollen die Griinde dafiir unter-
sucht werden. Dabei ist zunédchst die Wirkungsweise von Artesunat auf die Chemothe-
rapie von grofler Bedeutung. Dariiber hinaus spielen die involvierten Mechanismen in
der Zelle ebenfalls eine wichtige Rolle. Ein tieferes Verstédndnis der involvierten Abléufe
kann sowohl fiir die Therapie mit Artesunat als auch fiir kiinftige Therapieformen von

grundlegender Bedeutung sein.

Somit werden in dieser Arbeit unter anderem folgende Fragestellungen bearbeitet:

o Worauf ist die Steigerung der toxischen Wirkung in der Kombination der klassi-

schen Therapie mit Artesunat zuriickzufithren?
o Wie wirkt Artesunat auf die Chemotherapie ein?

o Welche Zellmechanismen spielen bei den Resistenzen eine Rolle und wie wirkt
sich Artesunat darauf aus bzw. welche Mechanismen 16st die Behandlung mit

Artesunat aus?

o Wie unterscheiden sich die drei untersuchten Zelllinien in Bezug auf das kombi-

nierte Behandlungsschema?
« Lassen sich die in vitro-Modelle auf Mausmodelle tibertragen?

o Wie sehen bei den in vivo-Studien die Ergebnisse in Bezug auf das Tumorwachs-

tum und die Uberlebensrate aus?
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Kapitel 2

Material

2.1 Zelllinien

Humane Glioblastomzelllinien:
LN-229 DMEM + 10 % FCS, AG Weller, Tubingen, Deutschland

A172 DMEM + 10 % FCS, AG Weller, Tubingen, Deutschland
U87TMG DMEM + 10 % FCS, Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Deutschland

2.2 Medien und Zellkulturkomponenten

10 x Trypsin-EDTA (0,5 %, 0,2 % in D-PBS) PAA, Pasching, Osterreich
Dimethylsulfoxid (DMSO), Roth, Karlsruhe, Deutschland

DMEM, PAA /GE Healthcare, Buckinghamshire, Grofibritannien

DMEM without Phenolred, PAA/GE Healthcare, Buckinghamshire, Grofibritannien
Fetales Kélberserum (FCS) PAA, Pasching, Osterreich
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2.3. Versuchstiere

2.3 Versuchstiere

NMRI Nu/Nu Méuse, Charles River, Sulzfeld, Deutschland
BALB/C Nu/Nu Méiuse, Charles River, Sulzfeld, Deutschland

BALB/C Nu/Nu Maiuse, Zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE), Mainz, Deutsch-
land

2.4 Versuchstier-Material

Federschere 8 cm spitz Fine, Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland

Feeding Needle 20 Gauge 30 mm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
Ear Punch 11,5 cm, Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland
Universal-Kassetten, Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Einbettschéalchen 24x24x5 mm, Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland
Mikrochirurgische Schere, Aesculap, Tuttlingen, Deutschland

Stereotaktisches Gerédt, Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim-Ober Beerbach,
Deutschland

Rohre mit Verschluss 114x44 mm, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Dotarem 0,5 mmol/ml, Guerbet, Sulzbach, Deutschland

MRT 1,5 Tesla Siemens, Erlangen, Deutschland

2.5 DNA-Oligonukleotide

Die Primersequenzen von Invitrogen Life Science sind in Tab. 2.1 zusammengestellt.

39



Kapitel 2. Material

Name Vorwarts Riickwarts

p21-CIP  TGTGGACCTGTCACTGTCTTG AAATCTGTCATGCTGGTCTGC
Th3BP1  AAGAGAAGGAAGAAGATACTT AAACCCAACTGTGATGAG
pl4-TA CCCTCGTGCTGATGCTACTG CATCATGACCTGGTCTTCTAGGAA
BCL-2 CCTGTGGATGACTGAGTACC GAGACAGCCAGGAGAAATCA
BCL-XL AAGCGTAGACAAGGAGAT TAGGTGGTCATTCAGGTAA
MDM?2 ATCTTGATGCGTTGTTAA AGGCTATAATCTTCTGAGTC
Noxa GCTGGAAGTCGAGTGTGCTA CCTGAGCAGAAGAGTTTGGA
mTOR CGCTGTCATCCCTTTATCG ATGCTCAAACACCTCCACC
BECN1 GGATGGAAGGGTCTAAGA CTGTGGTAAGTAATGGAG
cJUN ATGGAAACGACCTTCTATG TCTTGGGGTTACTGTAGC
APAF1 TGTAGTATCTTTAATTGGTG AAGACGAAGATTTCCTTA
FASR TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA GGCTTCATTGACACCATT
TERT CTGGCTGATGAGTGTGTA CAAGTGCTGTCTGATTCC
XIAP CTGAGCCAGATCAAAGTATG CCGAAGAGAAACCACATTT
IL6 TGGATTCAATGAGGAGACTTG CTCACTACTCTCAAATCTGTTCT
ABH AACCTAATGTATGTAACCT TAGTCGCTTCTTTATACC

Tabelle 2.1: Primersequenzen von Invitrogen Life Science.
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2.6. Primarantikorper

2.6 Primarantikorper

Anti-CHK2 Rabbit pAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-pCHK2 (T68) Rabbit mAb, Epitomics, Burlingame, Kalifornien, USA
Anti-ERK2 Rabbit pAb, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-PARP1 Mouse mAb, BD Transduction Laboratories, New Jersey, USA

Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) Mouse mAb, Merck Millipore, Darmstadt,
Deutschland

Anti-LAMP2 Mouse mAb, R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Anti-Nestin Rabbit mAb, Abcam, Cambridge, Gro3btitannien

Anti-LC3 Rabbit mAb, Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Anti-LC3 Mouse mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-Caspase 1 Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-Caspase 8 Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-cleaved-Caspase 3 Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-cleaved-Caspase 7 Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-cleaved-Caspase 9 Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Anti-Cyclin D1 Mouse pAb, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-Cyclin B1 Mouse pAb, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-p53 Mouse pAb, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-phospho-JNK Mouse pAb, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Anti-IRE Rabbit mAb, Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA

2.7 Sekundarantikorper

Irdye 800CW Donkey Anti-Mouse IgG
Infrarot-Farbstoff-Konjugat
1:10.000

LI-COR Biosciences, Bad Homburg, Deutschland
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Irdye 800CW Donkey Anti-Rabbit IgG
Infrarot-Farbstoff-Konjugat

1 :10.000

LI-COR Biosciences, Bad Homburg, Deutschland

Alexa Fluor 488 Goat-Anti-Mouse IgG (H+L)
Fluorophor-Konjugat
1:1.000

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Alexa Fluor 546 Goat-Anti-Mouse IgG (H+L)
Fluorophor-Konjugat
1:1.000

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Alexa Fluor 647 Goat-Anti-Rabbit IgG (H+L)
Fluorophor-Konjugat
1:1.000

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.8 Chemikalien

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-Oktan (DABCO), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsdure (HEPES), Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

4’ 6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPT), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Ammoniumpersulfat (APS), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

B-Mercaptoethanol, Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.9. Inhibitoren und Aktivatoren

Bromphenol Blau Natriumsalz, SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland

Coomassie Brillant-Blau G250, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Entwicklungs- und Fixier-Losung, Kodak, Rochester, New York, USA
Ethidiumbromid-Loésung (1%, 10 mg/ml), Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA), Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Formamid, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerin, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Harnstoff, Roth, Karlsruhe, Deutschland

NAD, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS), Roth, Karlsruhe, Deutschland
N,N,N’.N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth, Karlsruhe, Deutschland
Nonylphenylpolyethylen-Glykol (NP-40), Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Nocodazole, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ponceau S, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Propidiumiodid (PI), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Rotiphorese Gel 40 (19:1), Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotiszint eco plus, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris [Hydroxymethyl]-Aminomethan (Tris), Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton X100, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween-20, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylen Cyanol FF, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Xylol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2.9 Inhibitoren und Aktivatoren

Dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Natriumorthovanadat (NagVO,), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Pepstatin, Merck, Darmstadt, Deutschland
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF), Sigma, Missouri, USA

3-Methyl-Adenin (3-MA), Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Bafilomycin A1 (BafAl), Sigma, Missouri, USA

Ammoniak (MHj3), Sigma, Missouri, USA

Staurosporin (Stauro), Sigma, Missouri, USA

Chloroquinn (CQ), Sigma, Missouri, USA

Rapamycin (Rap), CYTO-ID®Autophagy Detection Kit Enzo Life Sciences, Lorrach,
Deutschland

General Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK (ZVAD-fmk), R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Necrostatin-1 (NST), Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA
MG132, Sigma, Missouri, USA

2.10 Biologische und chemische Substanzen

Artesunat, Dafra Pharma, Turnhout, Belgien

Desoxinukleotid-Mix (dANTP), New England Bio Labs, Frankfurt am Main,
Deutschland

5-dodecanoylaminofluorescein di-beta-D-galactopyranoside (Cio FDG), Invitrogen,
Massachusetts, USA

Eosin-Y, Dako Agilent Technologies, Hamburg, Deutschland

Glycin, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hamatoxylin, Dako Agilent Technologies, Hamburg, Deutschland

Forene 100% Isofluran, Abott, Wiesbaden, Deutschland

Magermilch (Pulver), Frema Reform, Granovita, Reformhaus, Mainz, Deutschland
Mini-Protean TGX Precast Gels, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Monodansylcadaverin (MDC), Sigma, Missouri, USA

Mounting, Medium Merck, Darmstadt, Deutschland
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2.11. Kits und Assays

PeqGOLD Protein-Marker I, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
PeqGOLD Protein-Marker IV, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
100 bp DNA-Leiter, New England Bio Labs, Frankfurt am Main, Deutschland
Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA), Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roti-Load 1, Proteinauftragspuffer, reduzierend Roth, Karlsruhe, Deutschland
Temozolomid, Schering-Plough, Kenilworth, New Jersey, USA
tert-Butylhydroperoxid (tBOOH), Sigma, Missouri, USA

Target Retrieval Losung, Dako Agilent Technologies, Hamburg, Deutschland

VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI, Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Verdiinnungsmedium, Dako Agilent Technologies, Hamburg, Deutschland
Wasserstoffperoxid 30% (H203), Roth, Karlsruhe, Deutschland

2.11 Kits und Assays

CYTO-ID®Autophagy Detection Kit, Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
FITC-Annexin V, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
HoDCFEFDA Farbstoff, Thermo Scientific, Massachusetts, USA

LysoTracker Green DND-26, Thermo Scientific, Massachusetts, USA
MitoTracker Orange CMTMRos, Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Magic Red Caspase 3/7 Detection Kit, ImmunoChemistry Technologies, Bloomington,
USA

Magic Red Cathebsin B/L Detection Kit, ImmunoChemistry Technologies, Blooming-
ton, USA

NucleoSpin RNA Kit, Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

SensiMix SYBR Hi-ROX Kit, Bioline, Aschaffenburg, Deutschland
SuperPicture’™ Polymer Detection Kit, Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Verso™™ ¢DNA Synthese Kit, Thermo Scientific, Massachusetts, USA
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2.12 Puffer und Losungen

Annexin V-Bindepuffer
(Annexin V/PI-Doppelfirbung)

10mM HEPES

140 mM NaCl

2,5mM CaCl,

0,1 % BSA

pH 7.4
Antifade-Medium
(Immunfluoreszenz)
48,75 % Glycerin

48,75 % PBS

2,5% DABCO

pH 8,6

Blocklosung
(Immunfluoreszenz)
5% Magermilch

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NasHPO,

1,76 mM KH,PO,

0,1 % Tween-20

pH 7,4

Blocklosung
(Westernblot-Verfahren)
5% Magermilch
20mM Tris

137 mM NaCl

0,1 % Tween-20

46
pH 7,6

Bradford-Losung
(Proteinkonzentrationsbestim—
mung)

8,5 % Phosphorsaure
4,75 % Ethanol
0,01 % Coomassie Brillant-Blau G250

Losung filtern

Einfriermedium

(Zellkultur)

90 % Zellkulturmedium (DMEM mit
10 % FCS)

10 % DMSO
Elektrophorese-Puffer
(Westernblot-Verfahren)
50mM Tris

384 mM Glycin

0,1% SDS

Farbelosung
(Koloniebildungsassay)
1,25 % Giemsa

0,125 % Kristallviolett
Fixierlosung
(Koloniebildungsassay)
1 Volumenanteil Essigsédure
1 Volumenanteil Methanol

& Volumenanteile Wasser
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PBS-Twen-20 (PBST)

(Immunfluoreszenz)

137 mM NaCl

2,7mM KCl

10mM NasHPO,

1,76 mM KH,PO,

0,1 % Tween-20

pH 7,4
Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS)

137mM NaCl

2,7mM KC1

10 mM NasHPO,

1,76 mM KH,yPO,

pH 7,4
Polyacrylamid-Sequenziergel
(BER-Aktivitatstest)

50 % Rotiphorese Gel 40

7 M Harnstoft

90 mM Tris

90 mM Borsaure

1,25mM EDTA

0,035% APS

0,0175% TEMED
Ponceau S-Losung
(Westernblot-Verfahren)
0,1 % Ponceau S

5% CH,COOH

Protein-Ladepuffer
(Westernblot-Verfahren)

50 mM Tris/HCl

2% SDS

10 % Glycerin

0,02 % Bromphenol-Blau

1% p-Mercaptoethanol
Lysispuffer A fiir Kernextrakte
(Westernblot-Verfahren)

10mM Tris-HCI [pH 7,4]

10mM NaCl

3mM MgCl,

1mM DDT

2mM PMSF

Lysispuffer B fiir Kernextrakte
(Westernblot-Verfahren)

20mM Hepes-KOH [pH 7 4]

0,6 M KCI

0,2mM EDTA

0,5mM PMSF

10mM DDT

Lowry I-Losung

(Proteinkonzentrationsbestim—
mung)

2 % Na2C03
0,1 M NaOH
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Lowry II-Losung
(Proteinkonzentrationsbestim—
mung)

2% NayCOg3

0,1 M NaOH

0,0002 % Na-K-Tartrat
0,0001 % CuSOy4
Protein-Transferpuffer
(Westernblot-Verfahren)
50 mM Tris

384 mM Glycin

20 % Methanol
SDS-Sammelgel-Losung
(Westernblot-Verfahren)
0,76 ml Rotiphorese Gel 40
0,76ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8
4,4ml dH20

60 pl 10 % SDS

60 ul 10 % APS

6 ul TEMED
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SDS-Trenngel-Losung
(Westernblot-Verfahren)

(5%/7,5%,10%,12,5 %)

1,5ml/2,3ml/3ml/3,6 ml Rotiphorese
Gel 40

3ml 1,5M Tris/HCI, pH 8,8
7,2ml/6,5ml/5,7ml/5,1 ml
dH,0

120 4l 10% SDS

60 ul 10% APS

6 ul TEMED
Sonifizierungspuffer
(Westernblot-Verfahren)

20 mM Tris(hydroxymethyl)-amino—
methan [Tris] - HCI

1mM EDTA
1mM [-Mercaptoethanol
5% Glycerin

100 uM Phenylmethylsulfonylfluorid
[PMSF]

pH =85
Tris-Borat-EDTA-Puffer
(TBE-Puffer)

90 mM Tris

90 mM Borsaure

1,25mM EDTA
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Tris-EDTA-Puffer
(TE-Puffer)

10 mM Tris/HCI

1mM EDTA

pH 8

Tris-gepufferter Salzlosung-

Tween-20 (TBST)
(Westernblot-Verfahren)

20 mM Tris
137mM NaCl
0,1 % Tween-20
pH 7,6

2.13 Software

Zelllysepuffer
(Proteinextraktherstellung
Westernblot-Verfahren)

20mM Tris/HCI

1mM EDTA

1mM p-Mercaptoethanol
5% Glycerin

10mM DTT

500 uM PMSF

1 uM NazVOy

pH 8,5

Cell A, Olympus Soft Imaging Solutions, Miinster, Deutschland
CellQuest Pro, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
GraphPad Prism v5.0, GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, USA

ImageQuant v5.2, Molecular Dynamics, Sunnyvale, Kalifornien, USA

JabRef Reference Manager v2.7, http://jabref.sourceforge.net

LibreOffice v5.0.1, The Document Foundation, Kaufbeuren, Deutschland
MS Office v2003, Microsoft, Unterschleifheim, Deutschland
Multi-Analyst v1.0.1, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Odyssey v3.0, LI-COR Biosciences, Bad Homburg, Deutschland

Photoshop v7.0, Adobe Systems, Miinchen, Deutschland

Scanner Control v4, Molecular Dynamics, Sunnyvale, Kalifornien, USA

Wine v1.3.37, http://winehq.org

WinMDI v2.9, J. Trotter, http://facs.scripps.edu/software.html
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2.14 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien, die in dieser Studie Anwendung fanden, wurden von den Firmen Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Verbrauchsmaterialen, die in dieser Studie Anwendung fanden, wurden von den Fir-
men Bio-Rad (Miinchen, Deutschland), Diagonal (Miinster, Deutschland), Greiner Bio-
One (Frickenhausen, Deutschland), GE Healthcare (Miinchen, Deutschland), B. Braun
(Melsungen, Deutschland), Eppendorf (Hamburg, Deutschland) und Roth (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen.

2.15 Gerate

[137Cs]-Quelle Typ Gammacell 2000, Molsgaard Medical, Heorsholm, Danemark
Analysenwaage Typ TE4101, Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Analysenwaage Typ A200S, Sartorius, Gottingen, Deutschland

Binokular Typ Wilovert A, Hund, Wetzlar, Deutschland

Binokular Typ Telaval 31, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Brutschrank Typ Hera Cell 150, Heraeus, Hanau, Deutschland
Durchflusszytometer Typ FACS Calibur BD, Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Durchflusszytometer Typ FACS Canto BD, Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Einfrierbox Typ Cryo 1°C Freezing Container, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Gelelektrophorese-Kammer Typ 41-2025, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Gelelektrophorese-Kammer Typ Wide Mini-Sub Cell, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C) Typ Forma 905, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, USA

Heizblock Typ Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Heizkammer fiir Schiittelinkubator Typ Certomat H, B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Infrarot-Abbildungsanlage Typ Odyssey LI-COR, Biosciences, Bad Homburg,
Deutschland

Kombipipette Typ Multipette plus, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroskop Typ Microphot-FXA, Nikon, Diisseldorf, Deutschland

Mikroskop Typ Axiovert 35, Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Mikrozentrifuge Typ DW41, Qualitron, Korea

N2-Zelltank Typ Locator 6+, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
NanoDrop, Agilent Technologies, Hamburg, Deutschland

pH-Meter Typ pH525, WTW, Weilheim, Deutschland

Photometer Typ Multiscan EX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Photometer Typ Sunrise RC TS/TW, Tecan, Crailsheim, Deutschland

Pipetten Typ Research 0,5-2,5 ul, 1-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pel,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe Typ Pipetboy acu, IBS, Fernwald, Deutschland
Proteintransferkammer Typ Trans-Blot Cell, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Roller Mixer Stuart SRT 6, Stuart, Staffordshire, GrofSbritannien
Schiittelinkubator Typ Certomat R, B. Braun, Melsungen Deutschland
SDS-PAGE-System Typ Mini-Protean 3 Cell, Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Sequenziergel-System Typ Sequi-Gen GT, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Spannungsgerit Typ Power Pac 200, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Spannungsgerit Typ Power Pac 300, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Spannungsgerit Typ 200/2.0 Power Supply, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Spannungsgerit Typ 3000Xi, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Spektrophotometer Typ Nanodrop ND-1000, PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Stereotaktisches Gerat, Leihgabe AG Ella Kim Neurochirurgie, Mainz, Deutschland

Sterilbank Typ Hera Safe, Heraeus, Hanau, Deutschland
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Uberkopfschiittler Typ Eigenbau, Werkstatt, Universititsmedizin Mainz, Deutschland

Ultraschallgerat Typ Sonifier Cell Disruptor B15, Branson Ultraschall, Dietzenbach,
Deutschland

Vakuumpumpe Typ N022 AN.18, KNF Neuberger, Freiburg, Deutschland
Vortexer Typ Vortex Genie 2, Bender & Hobein, Gera, Deutschland
Wasserbad Typ 3044, Kottermann, Uetze Hénigsen, Deutschland
Wasserbad Typ 1002, GFL, Burgwedel, Deutschland

Wippschiittler Typ Certomat TC2, B. Braun, Melsungen, Deutschland
Zéhlkammer Typ Neubauer, Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland
Zellschaber, Deutsch & Neumann, Berlin, Deutschland

Zentrifuge Typ Centrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Typ Megafuge 1.0R, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Zentrifuge Typ Megafuge 1.0, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Zentrifuge Typ Heraeus Pico 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-
sachusetts, USA

Zentrifuge Typ Sorvall RC-5, Du Pont, Neu Isenburg, Deutschland
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Methoden

Der Methodenteil beinhaltet die Beschreibung der Kultivierung der Zellen, der Be-
handlung und der Methoden der einzelnen Analysen, sowie das Methodenspektrum zu
den in vivo-Versuchen. Die Methoden sind in sechs tibergeordneten Methodengruppen
sortiert. Diese setzen sich aus der Zellkultur, den Untersuchungen am Durchflusszy-
tometer, der Protein- und Genexpression, den Immunfluoreszenz-Farbungen, die am

Mikroskop untersucht wurden, und den Methoden fiir die in vivo-Versuche zusammen.

3.1 Zellkultur

Die zu untersuchenden Zelllinien wurden tiber die Zeit der Versuche steril und kontrol-
liert kultiviert. Fiir die entsprechenden Versuche wurden die Zellen ausgesét, behandelt
und analysiert. Um die Zellen in Kultur zu halten, mussten diese regelmafig passagiert,

neu in Kultur genommen und im fliissigen Stickstoff gelagert werden.

3.1.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien wurde in dem entsprechenden Nahrmedi-

um (siehe Kapitel 2.1) in Plastikzellkulturflaschen bei 37° C in wasserdampfgeséttigter
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Atmosphéare mit 7 % CO, durchgefithrt. Die Zelllinien wurden drei mal wochentlich pas-
sagiert. Dafiir wurden die zu 80 % konfluenten Zellen mit auf 37° C vorgewarmten PBS
gewaschen und mit ebenfalls auf 37° C vorgewarmten Trypsin/EDTA-Losung inkubiert.
Die abgelosten Zellen wurden mit frischem auf 37° C vorgewdrmten Medium vereinzelt
und die Zelldichte wurde mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. AnschlieSend wur-
den die enstprechenden Zellzahlen in frischem Medium aufgenommen, passagiert oder

fiir die anstehenden Versuche ausgesét.

Zur Herstellung des in Stickstoff gelagerten Zellvorrats (Kryobank) wurden die Zellen
im exponentiellen Wachstum geerntet, in PBS aufgenommen und 5 min bei 1500 Upm
abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen in Einfriermedium aufgenommen, in ein
Kryorohrchen tiberfiihrt und in der dafiir vorgesehenen Einfrierbox bei -80° C eingefro-
ren und am néchsten Tag in fliisssigen Stickstoff {iberfithrt. Zum Auftauen der Zellen
aus dem Stickstoff-Vorrat wurden die Kryoréhrchen dem Stickstoff-Tank entnommen
und das Medium am Rand des Kryoréhrchens im Wasserbad aufgetaut. Dann wurde
die gesamte Zellsuspension in frisches vorgewédrmtes Medium tiberfiihrt, resuspendiert
und 5min bei 1500 Upm abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die

Zellen in frischem, angewarmtem Medium erneut ausgesat.

Nach erstem konfluenten Wachstum wurde 1 ml Medium fiir den Mykoplasmen-Test
abgenommen, dieser wurde in regelméfliigen Abstédnden (4-6 Wochen) wiederholt. Nach
drei Monaten wurden die passagierten Zellen verworfen und ein neues Aliquot aus dem

Stickstoff-Vorrat neu in Kultur genommen.

3.1.2 Behandlung der Zellen

Die Behandlung der Zellen erfolgte durch direkte Zugabe des spezifischen Volumens
der Stammlosung oder einer Vorverdiinnung des Wirkstoffes zum Zellkulturmedium.
Aufgrund der geringen Stabilitaten und der damit verbundenen kurzen Halbwertszeiten

wurde bei der Behandlung mit TMZ und ART eine Dauerbehandlung durchgefithrt und
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auf einen Mediumwechsel verzichtet. Als Stammlosung wurde Artesunat (100 mg/ml)
in DMSO gelost. Die Arbeitslosung (2mg/ml) wurde entsprechend in PBS verdiinnt.
Sowohl Stammlosung als auch Arbeitslosung von ART wurden bei -20° C gelagert. Die
Stammloésung von TMZ (35mM) wurde in DMSO angesetzt und bis zur Verwendung
bei -80°C gelagert. Unmittelbar vor Einsatz wurde die Stammlosung von TMZ im
entsprechendem Zellmedium verdiinnt. Bei einigen Hemmstoffen wurde aufgrund der
abfallenden Aktivitat und der Dauer der Experimente die Behandlung mit dem Hemm-
stoff 48 bis 72 Stunden nach Erstbehandlung wiederholt, hier wurden die Angaben nach
Hersteller befolgt.

Alle anderen Schalen, die nicht mit dem entsprechenden Wirkstoff behandelt wurden,
erhielten das entsprechende Volumen der Stammlosungen oder Vorverdiinnungen ohne

den entsprechenden Wirkstoff.

Die Bestrahlung der Zellkulturen mit IR erfolgte an der [3"Cs]-Strahlungsquelle des
Institutsgebaudes. Zellkulturschalen mit Zellen, die nicht bestrahlt wurden, wurden bis

zur Strahlenquelle mitgefiihrt.

3.1.3 Verdopplungszeit und Aussaatzahlen

Zur Ermittlung der Verdopplungszeiten der Zelllinien wurden jeweils 5 x 10* Zellen
in 6 cm-Schalen ausgesét, im Intervall von 24 Std. geerntet und die Zellzahl mit der
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die erste Zellzahlbestimmung 24 Stunden nach Aus-
saat war der Beginn der Messreihe (t = 0 Stunden), da sonst die Anwachseffizienz der
Zellen die Werte zur Ermittlung der Verdopplungszeit verfalscht hitte. Mittels der Gra-
phPad Prism v5.0 Software wurden die Verdopplungszeiten der verwendeten Zelllinien

berechnet.

Zur Ermittlung der Aussaatzahlen der Zelllinien fiir die Kombinationsbehandlung wur-
den jeweils bis zu fiinf Zellzahlen pro Behandlung pro Zelllinie in 6 cm-Schalen ausge-

sat und vor der zweiten Behandlungseinheit (ART-Behandlung, z.B. 72 Stunden nach
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TMZ-Behandlung) geerntet und die Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Mittels der GraphPad Prism v5.0 Software wurden wiederum die entsprechenden Zell-

zahlen der verwendeten Zelllinien berechnet.

3.1.4 Koloniebildungsassay

Die Zellen wurden geerntet und in entsprechenden Zellzahlen (200 bis 3.000 Zellen) in
6 cm Zellkulturschalen ausgesat. Die Zellzahlen wurden so gewahlt, dass auch nach der
Behandlung noch geniigend Zellen zur Koloniebildung tiberlebten. Nachdem die Zellen
sich am Boden abgesetzt hatten, wurden diese nach dem Behandlungsschema in ver-
schiedenen Konzentrationen behandelt. Nach einer Dauer von 10 bis 15 Tagen wurde
das Medium entfernt und die Zellen auf den Platten mit PBS vorsichtig gewaschen. An-
schlieend wurden die Zellen mit der Fixierlosung fiir 30 Minuten fixiert. Die Kolonien,
bestehend aus mindestens 50 Zellen, wurden mit Farbelosung fiir 15 Minuten ange-
farbt. Die Uberlebensrate wurde unter Beriicksichtigung der Koloniebildungseffizenz
relativ zur unbehandelten Kontrolle berechnet und in der Kombinationsbehandlung

als Rohdaten und normiert dargestellt.

3.2 Durchflusszytometrische Analysen

Am Durchflusszytometer wurden der Zellzyklus und Zelltod, die ROS-Messung, die Au-
tophagie und Seneszenz durchgefiihrt, sowie die Aktivitdt der Kaspasen und Katepsine

gemessen.

3.2.1 PI-Farbung und Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszy-

tometrie

In der Zellzyklusanalyse wurde der in den Phasen unterschiedliche DNA-Gehalt der

Zellen genutzt. Unter Verwendung von Propidiumjodid (PI), das in Nukleinsduren in-
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terkaliert, konnen am Durchflusszytometer die Zellen nach DNA-Gehalt getrennt dar-

gestellt werden.

Zur Analyse wurden sowohl die adhérenten Zellen als auch die abgelosten Zellen im
Medium geerntet. Dazu wurden die adharenten Zellen mit Trypsin/EDTA-Lésung ab-
gelost (siehe Kapitel 3.1.1) und zusammen mit dem iiberstehenden Medium gesammelt.
Die Zellsuspension wurde bei 1500 Upm fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Die Zellen wur-
den mit kaltem PBS (4°C) gewaschen und erneut fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Das
Pellet wurde anschliefend in kaltem PBS aufgenommen und die Zellen darin resuspen-
diert. Zur Fixierung der Zellen wurden diese langsam in 80 % Ethanol aufgenommen

und fir mindestens zwei Stunden (bis zu zehn Tagen) bei -20° C inkubiert.

Zur Farbung wurden die Zellen mit PBS versetzt und bei 1500 Upm fiir fiinf Minuten
zentrifugiert. Zum Ausschluss der RNA wurden die Zellpellets in PBS mit 30 ug/ul
Ribonuklease A aufgenommen und eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert
(RNA-Verdau). Nach dem RNA-Verdau wurde die DNA der Zellen mit 16,7 ug/ml PI
angefarbt. Bis zur durchflusszytrometrischen Messung wurden die Zellsuspensionen auf

4° C gehalten.

Fiir jede zu analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer
BD FACSCanto’™ (BD Canto) von Becton Dickinson Biosciences (New Jersey) un-
tersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. AnschlieBend wurden die
aufgenommen Daten mit der WinMDI Software v2.9 kalkuliert und mit der Graphpad

Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.2.2 Annexin V/PI-Doppelfirbung und Analyse mittels

Durchflusszytometrie

In der Zelltodanalyse durch die Doppelfarbung mit Annexin V und PI werden die
unterschiedlichen Zellzustdnde von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen

genutzt [Vermes u. a. (1995)]. Ein frithes Ereignis der Apoptose ist die Membranverén-
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derung der Zelle. Dabei wird Phosphatidylserin von der Innenseite der Plasmamembran
nach auflen zur Zelloberfliche transferiert. Annexin V ist nicht membrangangig, bindet
aber an frei zugangliches Phosphatidylserin. Das Annexin V mit gekoppelten Fluore-
sceinisothiocyanat (FITC) ermoglicht dadurch eine Unterscheidung im Durchflusszy-
tometer zwischen vitalen und apoptotischen oder membrangestorten (nekrotischen)
Zellen. Eine Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen wird un-
ter zusatzlicher Verwendung von PI ermoglicht. Da bei apoptotischen Zellen (in frithen
Stadien) die Membranen noch intakt sind, wird das PI von der Zelle ausgeschlossen.
Im Gegensatz dazu wird das PI von nekrotischen Zellen (mit einem frithen Zusammen-
buch der Membranen) nicht ausgeschlossen und es interkaliert in den Nukleinséduren

der Zelle.

Zur Analyse wurden sowohl die adhédrenten Zellen als auch die abgelosten Zellen im
Medium geerntet und gewaschen (siche Kapitel 3.2.1). Das Pellet wurde anschliefiend in
52,5 pl Annexin V-Férbelosung (50 ul Annexin V-Bindepuffer mit 2,5 ul FITC-markier-
tem Annexin) resuspendiert und fiir eine Inkubation von 15 bis 20min auf Eis im
Dunkeln gelagert. Danach wurde die Zellsuspension mit 440 pl PI-Féarbelosung (430 pl
Annexin V-Bindepuffer mit 10 ul PI-Losung mit einer Konzentration von 50 mg/ml)
resuspendiert und die Zellen mit PI gefarbt. Bis zur durchflusszytrometrischen Messung

wurden die Zellsuspensionen auf 4° C gehalten.

Fiir jede zu analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer
BD FACSCalibur®™ (BD Calibur) von Becton Dickinson Biosciences (New Jersey)
untersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. AnschlieBend wurden die
aufgenommen Daten mit der WinMDI Software v2.9 kalkuliert und mit der Graphpad

Prism Software v5.0 ausgewertet.
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3.2.3 ROS-Messung

Fir die ROS Messung wurden die Zellen in DMEM ohne Phenolrot ausgesit und
entsprechend behandelt. Zur semiquantitativen Untersuchung der ROS-Bildung in den
Zellen wurde der Farbstoff H,DCFDA von Thermo Scientific in einer Konzentration
von 1 pM von Thermo Scientific nach den Angaben des Herstellers verwendet. Fiir
jede zu analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer BD
Calibur untersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. Anschliefend

wurden die aufgenommen Daten mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.2.4 MDC-Messung

Die Autophagie-Messung wurde durch den autofluoreszierenden Farbstoff Monodan-
sylcadaverin (MDC) ermdéglicht [Biederbick u.a. (1995)]. MDC ist eine fluoreszierende
Substanz, die saure Kompartimente, z.B. mit Lysosomen fusionierte Autolysosome, an-
farbt. Die zu analysierenden Zellen wurden geerntet und in 500 ul 0,1 mM MDC in PBS
aufgenommen und 30 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen drei mal in 4ml PBS gewaschen und dann in 2ml 1% Formaldehyd in PBS fiir
30 Minuten bei RT im Dunkeln fixiert. AbschlieBend wurden die Zellen einmal in 8 ml
PBS und zweimal in 4 ml PBS gewaschen und in 400 bis 500 pl PBS aufgenommen. Bis

zur Messung wurden die Zellen auf Eis im Dunkeln gelagert.

Fiir jede zu analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer
BD Canto untersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. Anschliefend

wurden die aufgenommen Daten mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.2.5 CytolID-Messung

Die Autophagie-Messung wurde mittels CYTO-ID® Autophagy Detection Kit von En-

zo Life Sciences (Lorrach) nach Angaben des Herstellers durchgefithrt. Fir jede zu
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analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer BD Canto
untersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. Anschlieend wurden

die aufgenommen Daten mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.2.6 MagicRed-Messungen

Fiir die Aktivitatsbestimmung der Kaspasen und Kathepsine in den Zellen wurde mit-
tels Magic Red Caspase 3/7 und Cathepsin B/L Detection Kit von ImmunoChemistry
Technologies (Bloomington) nach Angaben des Herstellers verfahren. Fiir jede zu ana-
lysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer BD Canto un-
tersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. AnschlieBend wurden die

aufgenommen Daten mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.2.7 Ci3-FDG-Messung

Zur Messung der Seneszenz der Zellen wurde das fluoreszierende Substrat der SA-Gala-
tosidase 5-Dodecanoylaminofluorescein Di-beta-D-Galactopyranosid (C12FDG) verwen-
det [Debacg-Chainiaux u.a. (2009)]. Um die einzusetzenden Mengen zu reduzieren,
wurde zundchst das Medium auf den Zellen auf 2 ml reduziert. Dann wurde zur Ansédue-
rung der Zellen der Protonenhemmer Bafilomycin in einer Konzentration von 100 nM
zu den Zellen gegeben und eine Stunde im Inkubator (37°C) inkubiert. Anschliefend
wurden 33 jul einer 2mM C;,FDG-Losung zu den Zellen gegeben und diese ebenfalls fiir
eine Stunde im Inkubator (37° C) im Dunkeln geférbt. Abschliefend wurden die Zellen
zweimal in 2ml PBS gewaschen und in 400 ul PBS aufgenommen Die Zellen wurden

bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

Fir jede zu analysierende Probe wurden 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer
BD Canto untersucht und mit der Software CellQuest Pro dokumentiert. Anschlieend

wurden die aufgenommen Daten mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.
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3.3 Proteinexpression

Fiir die Analyse der Proteinexpression der behandelten Zellen wurden von diesen und
von den unbehandelten Kontrollzellen die Proteine isoliert, mittels Gelelektrophorese

aufgetrennt und mittels Antiképerbindung quantifiziert.

3.3.1 Herstellung von Proteinextrakten

Bei der Herstellung von Proteinextrakten fiir die Westernblot-Analyse wurden drei un-
terschiedliche Protokolle angewendet. Zur Untersuchung von Proteinen, die im Zellkern
lokalisiert sind, wurden Kernextrakte isoliert und fiir alle anderen Proteine wurden Ge-
samtzellextrakte hergestellt. Bei den Gesamtzellextrakte wurden methodisch die Un-
tersuchungen von phosphorilierten und nicht phosphorilierten Proteinen unterschieden,
da bei der Herstellung des einfachen Gesamtzellextrakts die Wahrscheinlichkeit grofl
ist, dass die zu untersuchenden Phosphorylierungen enzymatisch abgebaut werden.
Anschliefend wurde die Proteinkonzentration der Extrakte mittels der Methode nach
Bradford oder nach Lowry (siche folgendes Kapitel 3.3.2) bestimmt. Bei den Extrak-
ten mit Sonifizierungspuffer /Proteinladepuffer sind diese Methoden der Proteinbestim-
mung nicht moglich, da die Puffer diese Messung storen. Hier wurde das gleichméaflige
Beladen der Gele durch ein Probegel ermdéglicht. Das Auftragsvolumen der Extrakte
fiir die weiteren Gele wurde anhand der Bandenintensitiaten des Probegels bestimmt

und fiir die folgenden Gele entsprechend angepasst.

3.3.1.1 Herstellung von Kernextrakten

Die zu verwendeten Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-Losung geerntet, gewaschen und
pelletiert (5min, 4°C, 1500 Upm). Zum Aufschluss der Zellen wurden die Pellets zuerst
in 1 ml Lysispuffer A resuspendiert und auf Eis fiir zehn Minuten inkubiert. Anschlie-

Bend erfolgte eine weitere finfmintitige Inkubation mit 50 ul 10 %-igem NP40, in der
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die Membranen aufgebrochen wurden. Die Zellkerne wurden bei 3200 Upm und 4° C fiir
fiinf Minuten pelletiert. Zur Entfernung aller Membranreste wurden die Zellkerne in
1 ml Lysispuffer A resuspendiert und erneut zentrifugiert. Fiir die Zellkernlysen wurden
je nach Pelletgrofie 150 bis 300 ul Lysispuffer B zu den Kernen gegeben, resuspendiert
und dann sonifiziert (2 x 10 Impulse, Ausgangsreglerstufe 4, Auslastungsgrad 40 %).
Nach erneutem Waschen der Lysate durch einen weiteren Zentrifugationsschritt wur-
de die Proteinbestimmung mit der Methode nach Lowry durchgefiihrt. Anschlieend
wurden die Lysate bei -80° C gelagert.

3.3.1.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Die zu verwendeten Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-Losung geerntet, gewaschen,
pelletiert (5min, 4°C, 1500 Upm) und im flussigen Stickstoff schockgefroren. Die Zellen
wurden bis zur Lyse auf -80° C (bis zu drei Wochen) gelagert.

Zum Aufschluss der Zellen wurden die Pellets auf Eis aufgetaut und im Sonifizierungs-
puffer aufgenommen. Anschliefend erfolgte der Aufschluss durch Sonifizierung auf Eis
(3 x 10 Impulse, Ausgangsreglerstufe 4, Auslastungsgrad 40 %). Die verbleibenden Zell-
fragmente wurden fiir zehn Minuten bei maximaler Geschwindigkeit in der gekiihlten
(4° C) Zentrifuge pelletiert. Der Uberstand mit den gelésten Proteinen wurde in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei -20° C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte
nach der Methode von Bradford (siehe folgendes Kapitel 3.3.2).

3.3.1.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten zur Untersuchung von phos-
phorilierten Proteinen

Die zu erntenden Zellen wurden mit PBS gespiilt und sorgfaltig vom PBS befreit. Auf
die Zellen wurden je nach Zelldichte 200-400 pl heiler Roti-Load 1 Proteinauftrags-
puffer (95°C) gegeben. Durch den Puffer und leichtes Klopfen und Schwenken der
Platten wurden die Zellen von der Zellkulturplatte gelost und anschlieBend in 1,5ml

Reaktionsgefiafle iiberfithrt. Die beginnende Lyse der Zellen wurde durch eine anschlie-
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Bende Sonmifizierung (2 x 10 Impulse, Ausgangsreglerstufe 4, Auslastungsgrad 40 %)
abgeschlossen. Zum Denaturieren der Proteine wurden die Proteinextrakte anschlie-
Bend fiir fiinf Minuten auf 95° C erhitzt. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei
-20° C.

3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten

Bei der Proteinkonzentrationsbestimmung nach der Methode von Bradford beruht das
Testverfahren auf der Bindung von Comassie Blue G250 an die Aminogruppen der

Proteine und der folgenden Verschiebung des Adsobtionsspektrums [Bradford (1976)].

Es wurden je nach zu erwartender Proteinkonzentration ein bis drei Mikroliter Pro-
teinextrakt pro Loch einer 96-Lochplatte (in Verfachbestimmung) pipettiert und mit
200 pl Bradford-Losung versetzt. Nach zehnminiitiger Inkubation im Dunkeln wurde
die Absorption der Proben bei einer Wellenldnge von 595 nm photometrisch bestimmt.
Als Referenz wurde eine Eichreihe mit ein bis fiinf Mikrogramm BSA (in Doppelbe-
stimmung) mitgefiihrt. Mittels der Absorptionswerte der Eichreihe und der Proben
wurde mit der Ascent Software v2.6 eine Regressionsgerade ermittelt und anhand der

daraus resultierenden Steigungsfunktion die Konzentrationen der Proben bestimmt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Methode von Lowry beruht auf ei-
ner chemischen Reaktion, bei der die reaktiven Gruppen der Proteine unter alkalischen
Bedingungen Kupferionen reduzieren [LOWRY u.a. (1951)]. Diese reagieren mit Na-
K-Tartrat zu einem Komplex, dessen Absorption bei 600 nm am Photometer bestimmt

wird.

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl der Proteinextrakte mit 140 pul Lowry I-
Losung gemischt. AnschlieBend wurde die Proteinlosung mit 250 pul Lowry II-Losung
(frisch zubereitet) und danach mit 30 ul 50%-iges Folin-Reagenz versetzt und 30 Mi-
nuten im Dunkeln bei RT inkubiert. Zur Messung wurden je 100 ul in Doppelwerten

in eine 96-Lochplatte pipettiert und bei einer Wellenldnge von 600 nm vermessen. Als
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Referenz wurde eine Eichreihe mit ein bis fiinf Mikrogramm BSA mitgefithrt. Mittels
der Absorptionswerte der Eichreihe und der Proben wurde eine Regressionsgerade er-
mittelt und anhand der daraus resultierenden Steigungsfunktion die Konzentrationen

der Proben bestimmt.

3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte nach der Beschrei-
bung in [Laemmli (1970)]. Es wurden selbstgegossene und fertige denaturierende Poly-
acrylamidtrenngele von Bio-Rad mit einem Polyacrylamidanteil von 5%, 7,5 %, 10 %,
12% oder 15% verwendet. Das Trenngel fir die selbstgegossenen Gele wird zwischen
Glasplatten (Bio-Rad, Miinchen) gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach
45 Minuten ist die Polimerisation abgeschlossen. Nach dem Entfernen des Isopropa-
nols wurde ein Sammelgel (4% Polyacrylamidanteil) auf das Trenngel gegossen und
ein Kamm fiir die Ladetaschen eingebracht. Nach der Polymerisation des Sammelgels
wurde das Gel feucht eingepackt und bei 4°C bis zum Gebrauch (bis zu 48 Stunden)

gelagert.

Vor Gebrauch des Gels wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit SDS-Laufpuffer
ausgespiilt. Pro Probe/Tasche wurden 15-50 ug Protein mit 1/4 Volumenanteil Protein-
Ladepuffer versetzt und fiinf Minuten bei 95° C denaturiert. Die gelelektrophoretische
Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 130 Volt.

3.3.4 Proteintransfer

Nach der Gelelektrophorese erfolgte der Proteintransfer im elektrischen Feld vom Gel
auf eine Nitrozellulose-Membran. Dazu wurde das Gel der Elektrophoresekammer ent-
nommen und auf einer mit Transferpuffer getrankten Nitrozellulose-Membran gelegt.
Von beiden Seiten wurden die Membran und das Gel mit feuchten Transferpapier und

Schwammmatten umschlossen. Der gesamte Stapel wurde in einer speziellen Halterung
64



3.3. Proteinexpression

(Bio-Rad) fixiert und in die mit Transferpuffer gefiillte Transferkammer gelegt. An-
schliefend erfolgte der Transfer bei einer Stromstéarke von 100 mA tiber Nacht. Dabei
wandern die Proteine aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld in Richtung

Anode auf die Transfer-Membran.

3.3.5 Antikorperbindung

Nach abgeschlossenem Proteintransfer erfolgte die Antikérperbindung auf der Mem-
bran. Dazu wurde die Membran der Transferkammer entnommen und mit TBST ge-
waschen. Anschliefend wurde die Membran kurz mit Ponceau S-Losung, das Proteine
unspezifisch anfarbt, inkubiert, um einen ersten Eindruck von der Elektrophorese und
dem Transfer zu erhalten. Die Membran wurde erneut mit TBST gewaschen und an-
schliefend entsprechend dem Marker die Banden mit Bleistift markiert. Zum Abblocken
unspezifischer Antikérperbindungen wurde die Membran eine Stunde bei RT in Block-
l6sung inkubiert und anschliefend erneut mit TBST gewaschen. Die Inkubation der
Membran mit dem Primarantikérper wurde bei 4° C tiber Nacht in Rotation durch-
gefiihrt. Dazu wurden die Antikérper in einer Konzentration von 1:500 bis 1:5000 in
Blocklosung verdiinnt und zur Membran gegeben. Abschlielend wurde die Membran 3 x
10 Minuten mit TBST gewaschen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper wurde
fiir 1,5 Stunden bei RT in Rotation durchgefiihrt. Dazu wurden die Sekundéarantikérper
ebenfalls in Blocklosung verdiinnt (Infrarot-Farbstoff-konjugierte Antikoérper 1:10000).
Danach wurde die Membran erneut 3 x 10 Minuten im Dunkeln mit TBST gewaschen

und abschliefend im Dunkeln bei RT getrocknet.

3.3.6 Antikorperdetektion

Die Detektion der Antikorper erfolgte mit der Odyssey-Infrarot-Abbildungsanlage. Die
getrocknete Membran wurde dazu plan in die Anlage gelegt und zunéchst bei geringer

Auflésung gescannt. Die Intensitét der abgebildeten Banden wurde soweit runterge-
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regelt, dass kleinste Unterschiede in der Intensitat der Banden moglich waren, aber
keine Bande durch zu geringe Intensitit verloren ging. Dann wurden mit hoher Auflo-
sung die relevanten Bereiche der Membran erneut gescannt und im Anschluss mittels
der Software die Intensitat jeder Bande erfasst. Die Scans und die Auswertungen wur-
den dokumentiert und gespeichert. Anschlieend wurden die aufgenommen Daten mit
der LibreOfficeCalc Software kalkuliert und mit der Graphpad Prism Software v5.0

ausgewertet.

3.4 Immunfluoreszenz-Farbungen zur mikroskopi-

schen Auswertung

Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz-Farbung kénnen nicht nur am Durchfluss-
zytometer untersucht werden, sondern auch an speziellen Laser-Scanner-Mikroskopen.

Die Zellen kénnen dafir fixiert (tot) sein oder auch lebend untersucht werden.

3.4.1 Fixierte Zellen

Fiir die Immunfluoreszenz-Férbung der Zellen wurden diese in Zellkulturschalen ausge-
sét, in denen zuvor entsprechend praparierte Deckglidschen ausgelegt worden waren, auf
denen die Zellen ebenfalls wie auf den Boden der Zellkulturschalen adhirend wachsen
konnten. Auf den Deckgliaschen konnten die Zellen wie zuvor behandelt und gewaschen
werden. So wurden sie darauf anschlieBend gefarbt, auf Objektriagern fixiert und unter

dem Mikroskop dokumentiert und analysiert.

3.4.1.1 Vorbereitung der Deckgliaschen

Die Deckglaschen wurden zunéchst 20 Minuten in Methylether gespiilt und anschlie-
flend in einer absteigenden Alkoholreihe (100 % Ethanol, 70 % Ethanol, Wasser) gewa-

schen. Dann wurden sie 20 Minuten in 1 N HCI gespiilt, erneut mehrmals mit Wasser
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gewaschen und anschlieBend bis zur Anwendung in 70 % Ethanol bei 4° C gelagert. Vor
der Aussaat der Zellen wurden in die 6 cm Zellkulturschélchen je zwei Deckglaschen

steril eingelegt und trocknen gelassen.

3.4.1.2 Fixierung der Zellen

Zu den gewéhlten Endpunkten der Versuche wurde das Medium aus den Schalen vor-
sichtig abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen. Fiir die Fixierung wurden
die Zellen zuerst 15 Minuten bei RT in Paraformaldehyd (4 % in PBS) inkubiert und
nach drei Waschschritten mit PBS 10 Minuten in 100 % Methanol bei -20° C inkubiert.
Abschlieflend wurden die Deckglaschen erneut dreimal mit PBS gewaschen und dann
in 3cm Schalen umgesetzt. Die Deckglaschen konnten im PBS einige Tage bei 4°C

gelagert werden oder direkt weiter prozessiert werden.

3.4.1.3 Antikorperbindung

Um unspezifische Bindungen zu unterbinden, wurden die Deckglédschen fiir eine Stunde
in 5% BSA-Losung (in 0,3 % Tritonx100-PBS) geblockt. Die Inkubation der Deckglas-
chen mit dem Primarantikorper wurde bei 4°C iiber Nacht in einer Feuchtkammer
durchgefithrt. Dazu wurden die Antikérper in einer Konzentration von 1:200 (LC3,
LAMP2) bis 1:1000 (gammaH2AX) in Blocklosung verdiinnt und je 100 pl auf die
Deckglédschen gegeben. Abschliefend wurden die Deckglédschen 3 x 5 Minuten mit PBS
gewaschen. Dann folgt ein kurzer Waschschritt von zwei Minuten mit High Salt PBS
(0,4M NaCl). Anschlieflend wurden die Deckgkéschen 3 x 5 Minuten mit PBS gewa-
schen. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurde fiir zwei Stunden bei RT im
Dunkeln durchgefithrt. Dazu wurden die Sekundarantikorper in 0,3 % Tritonx100-PBS
verdiinnt (Infrarot-Farbstoff-konjugierte Antikorper 1:400 fir LC3 und LAMP2, 1:500
fir yH2AX). Danach wurden die Deckgldschen erneut 3 x 10 Minuten im Dunkeln mit
PBS gewaschen und abschliefend im Dunkeln bei RT mit VECTASHIELD Mounting

Medium mit DAPI (Vector Laboratories) zur Kernfarbung auf saubere Objekttrager
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eingedeckelt.

Fiir die Untersuchungen am LSM wurden die Zellkerne der Zellen vor dem Eindeckeln
auf den Objektrager mit TO-PRO3 gefarbt. Dazu wurden die Deckglaschen mit 100 ul
TO-PRO3-Lésung (1% in PBS) versetzt und 15 Minuten bei RT im Dunkeln inkubiert.
Abschlieend wurden die Deckglédschen kurz in PBS gewaschen.

3.4.2 Lebende Zellen

Zur Untersuchung lebender Zellen ist es wichtig, sie so schonend wie moglich zu behan-
deln und die aulere Umgebung fiir die Zellen so gut wie moglich stabil am Optimum zu
halten. Daher wurden die Zellen nur kurz unter das Mikroskop gelegt und analysiert,

da dieses noch nicht iiber einen internen Inkubator verfiigte.

3.4.2.1 Mito-/LysoTracker-Untersuchung

Fiir die Immunfluoreszenz-Analyse der Zellen wurden diese in spezielle Zellkulturscha-
len ausgesit, die mikroskopische Aufnahmen von unten an die Zellkulturschale ermog-
lichen (Schélchen mit Glasboden). Auf den Schéalchen konnten die Zellen wie zuvor be-
handelt und gewaschen werden. So wurden sie darauf anschlieflend gefarbt und lebend
unter dem Mikroskop dokumentiert und analysiert. Da das Phenolrot im Zellkulturme-
dium fiir die mikroskopischen Aufnahmem stérend wirkt, wurde fiir diese Untersuchung

das gleiche Medium aber ohne Phenolrot verwendet.

Fir die qualitative Untersuchung der Mitochondrien in den Zellen wurde der Fluores-
zenzfarbstoff MitoTracker Orange CMTMRos (100nM) genutzt. Fiir die Lysosomen
wurde der Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker Green DND-26 (50nM) ebefalls von Ther-
mo Fisher Scientific (Carlsbad) verwendet. Das Anférben der Zellen wurde nach An-
gaben des Herstellers durchgefithrt. Mit dem Laser-Scan-Mikroskop LSM 710 (Zeiss)
wurden die die Lebendaufnahmen dokumentiert und mit der ZEN Software (Zeiss)

anschlieflend ausgewertet.
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3.5 Genexpression

Fiir die Analyse der Genexpression behandelter Zellen wurde von diesen und den unbe-
handelten Kontrollzellen die RNA isoliert, daraus cDNA synthetisiert und dann mittels

semiquantitativer PCR die Genexpression mit entsprechenden Primern analysiert.

3.5.1 RNA-Isolierung

Aus den schockgefrorenen Zellpellets (siche Kapitel 3.3.1.2) wurde die Gesamt-RNA
mittels NucleoSpin RNA Kit von Macherey-Nagel (Diiren) nach Angaben des Her-
stellers isoliert. Anschliefend erfolgte die Qualitits- und Konzentrationsbestimmung
mittels der optischen Dichte (OD) am NanoDrop. Einer OD bei 260nm von 1 ent-
spricht 40 pg/ml. Das Verhéltnis von einer OD bei 260 nm zu einer OD bei 280 nm gibt
Aufschlufl iiber die Reinheit der RNA (Verunreinigung durch Proteine). Der Quotient

einer reinen RNA hat einen Wert von zwei.

3.5.2 cDNA-Synthese

Aus der zuvor isolierten RNA wurde die cDNA mittels Verso cDNA Synthesis Kit von
Thermo Scientific (Massachusetts) nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Als Aus-
gangsmaterial wurden 2 ug RNA fiir einen dreifach Ansatz eingesetzt. Als Qualitéts-

kontrolle der cDNA wurde eine PCR mit dem Haushaltsgen betaAktin durchgefiihrt.

3.5.3 Semiquantitative PCR

Die semiquantitative PCR erfolgte im MyiQ5-Zykler (Real-Time PCR Detection Sy-
stems von Bio-Rad). Die verwendeten Primer von Invitrogen (Carlsbad) wurden vor
Gebrauch auf eine Konzentration von 10 pM eingestellt. Als Ausgangsmaterial wur-

den 100ng cDNA fiir eine Reaktion eingesetzt. Fiir jede spezifische PCR wurden drei
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Reaktionen durchgefiihrt. Die weiteren Komponenten und das Protokoll zur PCR wur-
den aus dem SensiMix SYBR Hi-ROX Kit von Bioline (Aschaffenburg) bezogen. An-
schliefend wurden die aufgenommenen Daten mit der Bio-Rad Software kalkuliert, die
Qualitiat der PCR (Schmelzkurvenanalyse) visuell iiberpriift und abschliefSend mit der
Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.6 Invivo-Analysen

Zu den in vivo-Untersuchungen sind hier die Methoden zum subkutanen Tumormaus-
modell und dem intrakranialen Tumormausmodell aufgezeigt. Ebenso werden die durch-

gefiihrten histologieschen Methoden besprochen.

Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

3.6.1 Subkutanes Tumormausmodel

Fiir das subkutane Xenograph-Tumor-Modell wurden vier Wochen alte BALB/C nu/nu
Mause beiden Geschlechts verwendet. Die Mause bekamen unter einer leichten Isofluran-

Bedampfung jeweils 100 ul 5 x 10® Zellen in PBS unter die Haut jeder Flacke injiziert.

Nachdem die Tumore auf ein Volumen von mindestens 100 pl je Tumor herangewachsen
waren, wurden die Tiere in moglichst gleiche Gruppen (Tumorvolumen und Geschlecht)
von mindestens fiinf Tieren eingeteilt und es wurde mit der Behandlung der Tiere

begonnen.

3.6.1.1 Behandlung der Tiere

Vor der initialen TMZ-Behandlung wurden die Tiere gewogen und anschlieend ent-
sprechend ihrem Gewicht wurden 100 mg/kg Korpergewicht TMZ intra peritoneal (i.p.)

injiziert. Kinen Tag spéater begann die Artesunat-Behandlung iiber das Trinkwasser der
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Tiere. Es wurde eine Konzentration von 1 mg/ml Artesunat mit 2% Saccharose ver-
wendet. Diese wurde alle zwei Tage frisch angesetzt und das Trinkvolumen der Gruppe
dokumentiert. Die Tiere anderer Gruppen bekamen den gleichen Ansatz der Behand-

lungen, aber ohne den Wirkstoff.

Alle zwei Tage wurden die Tumore der Tiere mit einer Schieblehre gemessen. Jede Wo-
che wurden die Tiere gewogen und das Gewicht der Tiere dokumentiert. Bei zu grolem
Gewichtsverlust oder zu groBem Tumor wurden die Tiere terminiert. Die Tiere wurden
ebenfalls terminiert, wenn sie einen offenen Tumor oder andere Einschrankungen ihrer

Lebensqualitéat zeigten.

Den Tieren wurden nach Versuchsende die Tumore entnommen und in 4 % PFA fir die
histologischen Untersuchungen fixiert. Abschlieend wurden die aufgenommen Daten

mit der Graphpad Prism Software v5.0 ausgewertet.

3.6.2 Intrakranielles Tumormausmodell

Fiir das intrakranielle Xenograph-Tumor-Modell wurden vier Wochen alte MNRI nu/nu
Mause weiblichen Geschlechts verwendet. Die Tiere wurden schon vor Beginn des Ver-
suchs an die Handhabung bei der Sondierung und den Injektionen gewohnt, damit die

Tiere wahrend der Behandlung weniger gestresst wurden.

Wiéhrend des Versuchs wurden die Tiere jeden Tag auf ihre Vitalitdt hin untersucht.
Bei ersten Anzeichen neurologischer Ausfélle oder sonstigen Einschriankungen ihrer

Lebensqualitat wurden die Tiere zweimal am Tag kontrolliert und ggf. terminiert.

In unregelméafigen Absténden wurden einzelne Tiere im MRT untersucht. Dazu wurden
die Tiere zuvor mit Avertim narkotisiert und ihnen wurde das Kontrastmittel Dotarem
i.p. gespritzt. Die Tiere wurden zur Reduzierung der lauten Gerdusche des MRT mit
Ohrstopseln versehen und in Zellstoff eingewickelt, um die narkotisierte Maus zu stabi-
lisieren. Anschliefend wurden die Tiere in einer sterilen Transport-Box fixiert, sodass

die Tiere zum MRT transportiert und nach der Untersuchung wieder zuriick in die Bar-
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Abbildung 3.1: Sterile Barriere-Box. Darstellung der sterilen Barriere-Box in
Seitenansicht und in Aufsicht von oben. Am Boden der Barriere-Box befindet sich das
Warmepack, abgedeckt mit einem sterilen OP-Tuch (1). Am linken Rand der Box ist die
Handgelenksspule (2) fixiert, in die der Kopf der Mduse gelegt wird. Nach rechts AufSen
ist der Anschluss (3) fir das MRT-Gerdt gelegt. Neben der Spule ist der Zellstoff zur
Fizierung der Maus zu sehen (4). Die Box wird mit einem Deckel, der mit einer sterilen

Gaze versehen ist, verschlossen. Die Gaze ermdglicht den sterilen Luftaustausch.
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riere geschleust werden konnten. Wahrend der gesamten Untersuchung befanden sich
die Tiere in der Box. In dieser Box war eine Handgelenksspule des MRT installiert, um
das geringe Signal, das aufgrund der kleinen Grofle der Tiere entsteht, zu verstéirken.
Die Tiere wurden so fixiert, dass ihr Kopf mittig in der Spule zu liegen kommt. Unter
den Tieren befand sich ein Warmepack, damit die Tiere wiahrend der Untersuchung
und des Transports nicht auskiihlen. Die dafiir eigens entwickelte Box ist in Abb. 3.1

dargestellt.

Nachdem die Tiere gestorben sind bzw. terminiert wurden, wurden ihnen anschlieffend
die Gehirne entnommen, die Lympfknoten und inneren Organe auf andere Todesursa-
chen untersucht und anschliefiend in 4% PFA fiir die histologischen Untersuchungen

fixiert.

3.6.2.1 Vorbereitung der Zellen

Die zu erntenden Zellen wurden auf den Platten mit vorgewdrmten PBS gewaschen
und anschliefend mit Trypsin/EDTA-Losung abgelost. Die Lyse wurde kurz mit Medi-
um abgestoppt. Die erneut gewaschenen Zellen wurden vorsichtig in wenigen ml PBS
resuspendiert. Anschlieend wurde die Zellzahl und die Vitalitdt der Zellen mit Try-
phanblau in einer Neubauerkammer bestimmt. Die Zellen mussten eine Vitalitdt von
mindestens 85 % aufweisen, um ein sicheres Anwachsen im Gehirn der Méause sicher
zu stellen. Dann wurden die Zellen auf eine Endkonzentration von 50.000 Zellen/pul

eingestellt und bis zur Injektion auf Eis gestellt.

Kurz vor der Injektion wurde eine Hamiltonspritze mit den Zellen prapariert und in
das stereotaktische Gerat eingespannt. Diese Spritze trug einen Stutzen, der genau auf

3mm Eintauchtiefe eingestellt wurde.
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3.6.2.2 Injektion der Zellen

Die Tiere wurden vor der Operation gewogen und entsprechend markiert. Dann wurden
die Tiere nacheinander mit Arvertim in Narkose gelegt und fiir die Operation vorbe-
reitet. Zuerst wurde der Kopf der Méuse desinfiziert und ggf. rasiert. Dann wurde die
Tiefe der Narkose tiberpriift. AnschlieBend wurde der Kopf der Tiere in einem stereo-
taktischen Gerét fixiert. Zunachst wurde die Zunge der Tiere nach vorne und zur Seite
aus dem Maul gelegt, damit eine ausreichende Luftversorgung wahrend des Eingriffs
gewéhrleistet wurde. Dann wurden die Zéhne auf das Gebissstiick gelegt und das Maul
mit einer Schraubklemme fixiert. Der Kopf wurde dann mit den Fixierstdben in den
Ohren/an den seitlichen Schadelknochen fixiert. Mit einem leichten Druck von oben
auf den Schéidel wurde die stabile Fixierung der Maus tiberpriift, Der Aufbau des ste-
reotaktischen Geréts ist in Abb. 3.2 dargestellt. Nach Fixierung der Maus wurde die
Schédelhaut der Tiere mit einem Skalpel mittig aufgeschnitten und mit einer Pinzet-
te zu den Seiten gezogen, sodass die Schiddelmerkmale zur Orientierung gut sichtbar

vorlagen.

Mit einer frischen Injektionsnadel wurde vorsichtig mit minimalen Druck ein Loch
in die Schideldecke gebohrt, 2mm oberhalb des Bregma in der rechten Hemisphére.
Anschliefend wurde die Hamiltonspritze bis zum Stutzen auf genau 3 mm in das Loch
gefithrt. Dann wurden mit 1 pl pro Minute 100.000 Zellen in das Gehirn injiziert.

Daraufhin wurde die Nadel mit 1 mm pro Minute aus dem Kopf gezogen.

Die Tiere wurden dann aus dem stereotaktischen Gerédt genommen, gendht und zum
Aufwachen auf eine Warmematte gelegt. Wenn die Tiere aus der Narkose erwachten,
wurden sie wieder zuriick in die Kéfige gebracht und das Trinkwasser der Kéfige wurde

mit einem Schmerzmittel fiir die erste Nacht ausgestattet.
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Abbildung 3.2: Stereotaktisches Gerat. Darstellung des stereotaktischen Gerdts
aus unterschiedlichen Perspektiven. Die Tiere werden auf dem OP-Tisch (1) platziert,
die Zunge zur Seite gelegt und der Kopf mit den Zihnen auf dem Gebissstiick (2)
und den Fizierstaben (3) in den Ohren fiziert. In die freie Taxiereinheit (4) wird eine
Hamiltonspritze justiert. Die Spritze wird an die entsprechende Stelle tiber dem Kopf

der Maus fiziert und dann in den Schddel der Maus wenige Millimeter eingelassen.
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3.6.2.3 Behandlung der Tiere

Nachdem das Anwachsen der Tumore durch Bilder der MRT-Untersuchung bestétigt
wurde, wurde mit der Behandlung der Tiere wie in Kapitel 4.3.2.1 dargestellt begon-
nen. Die Behandlung der Tiere mit TMZ erfolgte i.p. und die Artesunat-Behandlung
erfolgte mittels Schlundsonde. Zur Ermittlung der zu verabreichenden Dosen und zur
Kontrolle des Zustandes der Tiere wurden diese jede Woche gewogen. Zudem wurden in
unregelméfigen Abstidnden die Tiere zur Kontrolle unter Zugabe des Kontrastmittels

Dotarem am MRT untersucht.

3.6.3 Histologie

Sowohl die Gehirne als auch die Tumore wurden aus der Fixierlosung genommen und
zunachst in Wasser gesptilt. AnschlieBend wurden sie in Einbettkammern gegeben. Die
Gehirne wurden zuvor in Querschnitte aufgeteilt, da die geringere Schichtdicke das

Einbetten (schnelleres Eindringen der verschiedenen Losungen) verbessert.

Das Einbetten erfolgte am Einbettautomaten VIP der MTA-Schule an der Universi-
tatsmedizin. Anschliefend wurden die Tumore und die Querschnitte der Gehirne in
Parafin eingeblockt und darauthin am Mykrotom in 1M Schnitte aufgereiht. Die ein-
zelnen Schnitte wurden auf Objektrager (OT) fixiert und anschliefend geférbt. Bis zur
Farbung wurden die Schnitte auf den OT bei 4° C gelagert.

Zunéchst erfolgte eine Ubersichtsfirbung, dann folgten die immunhistologischen Fir-
bungen mit den Antikérpern fiir Nestin, LC3 und fiir die gespaltene Form der Kaspa-
se 3. Nach den entsprechenden Féarbungen wurden die Schnitte durch Eindecken (siehe
Kapitel 3.6.3.1) fixiert und mit dem Mikroskop untersucht. Die Schnitte wurden in

verschiedenen Vergroflerungsstufen dokumentiert und ausgewertet.
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3.6.3.1 Ubersichtsfirbung

Die Farbungen mit Hdmatoxylin und Eosin (HE) dienten einer einfachen Ubersichts-
farbung. Dazu wurden die OT in einer Kiivette zunachst entparafiniert und in Wasser
gespiilt. Anschliefend wurden die OT fiir 90 Sekunden in Hématoxylin von Dako in-
kubiert und danach in flieBendem Leitungswasser geblaut. Nachdem die OT zweimal
kurz in destilliertem Wasser gespiilt wurden, wurden diese in Eosin-Y von Dako fiir 30
Sekunden inkubiert. Danach wurden die OT dreimal in destilliertem Wasser gewaschen
und einer aufsteigenden Alkoholreihe unterzogen. In 100 % Ethanol blieben die OT fir
drei Minuten, bevor sie in Xylol fiir zweimal drei Minuten inkubiert wurden. Nach
kurzem Ablaufen wurden die OT mit Eukitt von Merck und einem entsprechenden

Deckglaschen eingedeckt.

3.6.3.2 Immunhistologische Farbung

Dazu wurden die OT in einer Kiivette zunéchst entparafiniert und in Wasser gesptilt.
Anschlieflend erfolgte die Hitzevorbereitung mit Target Retrieval Losung von Dako fiir
30 Minuten im Dampfgarer. Dann wurden die OT kurz mit destilliertem Wasser gespiilt
und mit TBS gewaschen. Zum Blocken der endogenen Peroxidase wurden die OT mit

30 % H50, fiinf Minuten inkubiert und abschlieend in TBS gewaschen.

Dann wurden die Primarantikorper im Verdiinnungsmedium von Dako verdiinnt (1:200
bis 1:1000) und fir 30 Minuten auf die OT zur Inkubation gegeben. AnschliefSend
wurden die OT in TBS gewaschen und mit Rabbit Link von Dako fir 15 Minuten
vorbehandelt. Dann erfolgte die Sekundérantikérperbindung mit Super Picture HRP
Polymer Kit von Thermo Scientific fiir 20 Minuten. Danach wurden die OT in TBS
gewaschen und fiir 10 Minuten in AEC Chromogen inkubiert. Nach kurzem Spiilen mit
destilliertem Wasser wurden die OT in Hamatoxylin von Dako fiir drei Minuten inku-
biert. Abschlielend wurden die OT fir fiinf Minuten in destilliertem Wasser gewaschen

und mit Mounting Medium von Merck eingedeckt.
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Kapitel 4

Ergebnisse

Dieses Kapitel ist in mehrere Unterkapitel aufgeteilt. Es beginnt mit einem kurzen
allgemeinen Uberblick iiber die verwendeten Zelllinien. Daran schliet sich der erste Teil
der in vitro-Experimente mit den Untersuchungen nach Behandlung mit TMZ und ART
als Einzeldosen an. Darauf folgen die Untersuchungen zur Kombinationsbehandlung
von TMZ und ART. Im zweiten Teil der in vitro-Experimente sind die Resultate der
Untersuchungen zur Kombination von IR und ART zusammengetragen. Im folgenden

in vivo-Teil sind die Ergebnisse der Tierexperimente aufgefiihrt.

Aufbauend auf den Arbeiten im Institut fungiert die Zelllinie LN-229 als Hauptzellli-
nie der Experimente. Deswegen wurden mit dieser Zelllinie sowohl die ersten als auch
die meisten Versuche durchgefiihrt. Da diese Zelllinie unter den hier gewahlten Bedin-
gungen keine Tumorgenitéit unter der Haut der Mause zeigte, wurde fiir diese in vivo-
Versuche mit der Zelllinie U887 MG in den Mausmodellen begonnen. Im Gegensatz dazu
konnte im intrakraniellen Experiment wieder auf die Zelllinie LN-229 zuriickgegriffen

werden, da sie direkt im Gehirn wiederum eine gute Tumorgenitit aufweist.

In den grafisch dargestellten Ergebnissen sind die Einzelbehandlungen mit ART in blau,
die Einzelbehandlungen mit TMZ oder IR in rot und die Kombinationen von ART und
TMZ oder ART und IR in violett dargestellt. Sind Signifikanzen in den Abbildungen
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farblich dargestellt, entspricht die Farbe in den Abbildungen jeweils der hier gewéhlten

Zuordnung.

4.1 Invitro-Modelle

Die 1979 etablierte Glioblastomzelllinie LN-229, mit der die meisten Experimente
durchgefiithrt wurden, stammt von einer 60-jéhrigen Patientin mit einem Glioblastom in
der rechten Hirnhélfte (right frontal parieto-occipital glioblastoma). Als weitere Zellli-
nien wurden die A172 und die U887 MG Zelllinien untersucht. Die Zelllinie A172 stammt
von einem 5H3-jahrigen Patienten und die Zelllinie US7 MG von einem 44-jdhrigen Pa-
tienten mit einem Glioblastom. Diese Zelllinien wurden alle aus einem Glioblastom
der WHO-Klassifizierung Grad IV isoliert und kultiviert. Die Zellinie U87 MG wurde
direkt von Cell Lines Service bezogen (Klassifizierung WHO-Grad IV).

Die wichtigsten bekannten Charakteristika dieser Zelllinien fiir die Tumortherapie sind
in Tabelle 4.1 zusammengetragen. Alle Zelllinien zeigen keine bzw. keine relevante

MGMT-Aktivitdt. Sie verfiigen iiber funktionsfihiges p53 und p21. Fiir das Protein

LN-229 A172 USTMG
MGMT - — —
P53 + + +
P21 + + +
PTEN + - -
P16 - - —
Verdopplungszeit (Std) 24 32 28

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der fir die Tumortherapie und somit auch fir die
hier durchgefiihrten Untersuchungen wichtigen Charakteristika der Zelllinien LN-229,
A172 und USTMG.
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p16 sind sie negativ, hier weisen alle Zelllinien eine Deletion auf. Die Zelllinie LN-229
verfiigt im Unterschied zu den anderen beiden Zelllinien tiber die Phosphatase PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog). Die Bedeutung der hier aufgefiihrten Charakteri-

stika wird an den entsprechenden relevanten Stellen diskutiert.

Ein weiteres Charakteristikum fiir diese Zelllinien ist die uneingeschrankte Proliferati-
on. Zur Bestimmung der Verdopplungszeit wurden die Zellen vor Aussaat gezahlt und
die Zellzahl an weiteren vier Zeitpunkten bestimmt (sieche Methodenteil 3.1.3). Die
kiirzeste Verdopplungszeit mit 24 Stunden wurde bei der Zelllinie LN-229 beobachtet,
sie war somit die am schnellsten proliferierende Zelllinie. Mit einer Verdopplungszeit
von 28 Stunden folgte die Zelllinie U7 MG. Die Zelllinie A172 war mit 32 Stunden die
Zelllinie mit der langsten Verdopplungszeit.

Ein anderes Merkmal der Zelllinie LN-229 ist gegeben durch die (Pro-)Kaspase-8, die

in dieser Zelllinie in nur sehr geringen Mengen vorhanden ist [Heylmann (2011)].

4.2 In vitro Experimente

Zu den in vitro-Experimenten zéhlen alle Untersuchungen der drei Zelllinien nach ver-
schiedenen Behandlungen mit Temozolomid, Bestrahlung und Artesunat innerhalb der
Kultivierung im Brutschrank. Die Analysen erfolgten am Durchflusszytometer und
Fluoreszenz-Mikroskop nach verschiedenen Farbungen. Ebenso wurden zur Untersu-

chung Proliferations-Assays, Protein- und Genexpressionsanalysen durchgefiihrt.

4.2.1 Temozolomid und Artesunat

Zur Etablierung eines geeigneten Behandlungsschemas wurden die Zellen zunéchst nach
Einzelbehandlungen von Temozolomid und Artesunat untersucht und anschlieBend die
Kombination der beiden Wirkstoffe studiert. Dazu wurde zuerst die Induktion des Zell-

tods in Abhédngigkeit von Konzentrationen und Zeit der Gabe analysiert. Zudem wurde
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der Einfluss der Zellzahl auf die Behandlung und die Art des Zelltods in Abhéngig-
keit der Behandlung untersucht. Dartiber hinaus wurde der Einfluss auf den Zellzyklus
und die Proliferation studiert. Ein weiteres Augenmerk wurde auf die Untersuchung
der Uberlebensmechanismen der Zellen gelegt. Hierzu wurde der Autophagie-Prozess

analysiert und im spéteren Verlauf auch die Induktion der Seneszenz bestimmt.

4.2.1.1 TUntersuchung der zellularen Sensitivitdt nach Behandlung mit
TMZ und ART

Die Sensitivitat der Zelllinien gegentiber TMZ und ART wurde bestimmt, indem die do-
sisabhéngige Koloniebildung analysiert wurde. Diese spiegeln die Proliferation und das
Uberleben der Zellen wider. Dariiber hinaus wurden zudem dosis- und zeitabhingige
Zelltodanalysen mit Annexin/PI am Durchflusszytometer durchgefithrt. Zum direkten

Vergleich der Zelllinien wurde in den Zelltodanalysen der induzierte Zelltod dargestellt.

Nach Behandlung mit TMZ zeigte sich die Zelllinie LN-229 am sensitivsten, sowohl
in der Koloniebildung als auch in der Zelltodanalyse tiber die Zeit von 144 Stunden
nach verschiedenen Dosen von TMZ (siehe Abb. 4.1). In den Zelltodanalysen zeigte
sich die Zelllinie A172 als die resistenteste gegentiber der Behandlung mit TMZ. In
der Koloniebildung aber war die Zelllinie US7 MG noch etwas widerstandsfahiger als
die Zelllinie A172 und zeigte auch noch nach einer Behandlung mit 5 uM TMZ keine

Verdnderung in der Koloniebildung.

Nach Behandlung mit ART manifestierte sich die Zelllinie A172 in der Koloniebildung
zunéchst als stabilste Zelllinie gegeniiber ART, doch bei der hochsten Konzentration
von 5 pg/ml drehte sich das Ergebnis und zeigte die Zelllinie U87 MG und auch LN-
229 als widerstandsfahiger (siehe Abb. 4.2). In den Zelltodanalysen ist die Zelllinie
US7TMG die resistenteste der drei. Die anderen beiden Zelllinien variierten in ihrer
Sensitivitat gegeniiber ART in Abhéangigkeit der ART-Konzentration und der Dauer
der Behandlung.
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Abbildung 4.1: Zytotoxische Wirkung der TMZ-Behandlung auf Gliobla-
stomzellen. Koloniebildung ausgesdter Zellen nach TMZ-Behandlung in Abhdngig-
keit aufsteigender TMZ-Konzentrationen (oben). Mittels Durchflusszytometrie ermit-
telter induzierter Zelltod nach TMZ-Behandlung in Abhdngigkeit aufsteigender TMZ-
Konzentrationen nach 144 Stunden Inkubationszeit (unten links) und in Abhdngigkeit

der Inkubationszeit nach 50 uM TMZ-Behandlung (unten rechts).

4.2.1.2 Konzentrationen fiir die Kombination von ART und TMZ

Um Therapien zu kombinieren und ein Urteil iber die Effektivitdt und Wirksamkeit
fallen zu konnen, diirfen die Konzentrationen nicht zu hoch gewéahlt werden, da eine
Auswertung nur unterhalb der Séttigung moglich ist. Bei Zelltodanalysen heifit das,
dass die addierten Zelltodanteile unter 100 % bleiben miissen. Desweiteren sollten die
Dosen in den in vitro- und in vivo-Experimenten nicht die Dosen iiberschreiten, die bei

der Therapie von Patienten eingesetzt werden.

Bei TMZ wurde eine Konzentration von 50 uM gewahlt, da hier eine Wirkung der
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Abbildung 4.2: Zytotoxische Wirkung der ART-Behandlung auf Gliobla-
stomzellen. Koloniebildung ausgesdter Zellen nach ART-Behandlung in Abhdngigkeit
aufsteigender ART-Konzentrationen (oben links). Mittels Durchflusszytometrie ermit-
telter induzierter Zelltod nach ART-Behandlung in Abhdngigkeit aufsteigender ART-
Konzentrationen nach 72 Stunden Inkubationszeit (oben rechts) und in Abhdngigkeit
der Inkubationszeit nach 15pg/ml (unten links) und 30 pug/ml ART-Behandlung (un-

ten rechts).

Einzeldosis klar zu definieren war, und diese aber nicht zu hoch fiir eine Kombination
mit weiteren Noxen war. Zudem zeigten hohere Dosen nur eine geringe Steigerung der
toxischen Wirkung von TMZ. Erst 120 Stunden nach TMZ-Zugabe war eine deutliche
Zunahme der Zelltodinduktion zu beobachten. Daher wurden die weiteren Analysen

bis einschlieBlich 144 Stunden angelegt.

Artesunat zeigte nicht nur tiber die Zeit eine starke Zunahme der Toxizitéit, sondern
auch mit Erhohung der Konzentration. Fiir die Kombination mit TMZ wurde hier eine

Konzentration von 15 pg/ml gewahlt, da diese auch tiber eine Dauer von 144 Stunden
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Abbildung 4.3: Zelltodanalysen der Zelllinien nach ART-Behandlung. In-
duzierte Apoptose (oben links) und Nekrose (oben rechts) der Zelllinien 72 Stunden
nach ART-Behandlung in Abhdngigkeit aufsteigender ART-Konzentrationen. Gegen-
tberstellung der Zelllinien nach Apoptose- und Nekrose-Anteil unbehandelter Zellen
und 72 Stunden nach 15pug/ml (unten links) und 30pug/ml ART-Behandlung (unten
rechts).

noch Spielraum zur Kombination mit anderen Noxen und deren Analysen zulief3.

4.2.1.3 Untersuchung des induzierten Zelltods nach Behandlung mit ART

Durch die spezifischen Charakteristika von Apoptose und Nekrose konnen Zellen durch
Annexin/PI-Farbung und Durchflusszytometrie in frithe Apoptose (Apoptose) und spéa-
te Apoptose/Nekrose (Nekrose) unterschieden werden (siche auch Kapitel 3.2). Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 4.3 grafisch dargestellt.

Die untersuchten Zelllinien zeigten 72 Stunden nach ART-Zugabe Parallelen in der

Induktion des Gesamtzelltods in Abhangigkeit der Konzentration von ART. Sie unter-
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schieden sich aber in der Art des induzierten Zelltods. Die Zelllinie U887 MG zeigte sich

in allen Untersuchungen als die resistenteste gegeniiber ART.

Die Zelllinien LN-229 und A172 zeigten konzentrationsabhéngig einen sehr &hnlichen
Verlauf in der Induktion des Gesamtzelltods (siche Abb. 4.2), wiahrend sie sich in der
Aufteilung von Apoptose und Nekrose stark unterschieden, wie in Abb. 4.3 (oben links
bzw. rechts) dargestellt ist. In der Zelllinie LN-229 wurde nach Zugabe von ART in
den Konzentrationen von 15 pug/ml und 30 pg/ml mehr Nekrose als Apoptose induziert
(Abb. 4.3 unten: 15 ug/ml links, 30 pug/ml rechts). In diesen Graphen ist ebenfalls die
Aufteilung von Apoptose und Nekrose der anderen beiden Zelllinien dargestellt. Bei
diesen beiden Zelllinien iiberwog der Anteil der Apoptose gegeniiber der Nekrose in

Bezug auf den Gesamtzelltod (Apoptose und Nekrose addiert).

In der grafischen Darstellung des induzierten Gesamtzelltods (siehe Abb. 4.2), der in
Abhéngigkeit der Zeit aufgetragen ist (unten links nach ART-Zugabe von 15 ug/ml und
unten rechts nach 30 pg/ml), wurde deutlich, dass sich die Zelllinien nicht nur in der
Sensitivitit gegeniiber ART, sondern auch in dessen zeitlichen Verlauf unterschieden.
Bei den Zelllinien LN-229 und U887 MG stieg die Toxizitdt von ART nach der Dauer
von 120 Stunden noch einmal deutlich an. Die Zelllinie A172 hingegen zeigte schon

nach einer Dauer von 96 Stunden keinen weiteren Anstieg in der Toxizitét von ART.

4.2.1.4 Morphologische Untersuchung des induzierten Zelltods nach Be-
handlung mit ART und TMZ

Fiir ein besseres Verstiandnis der Induktion und Charakteristika des Zelltods nach Zu-
gabe von ART folgten morphologische Untersuchungen am Mikroskop. Zur Unterschei-
dung des induzierten Zelltods nach Behandlung mit ART und TMZ wurden spezifische
Substanzen genutzt, die als Kontrolle des induzierten Zelltods fungierten. So konnte
durch die Zugabe von Staurosporin (stauro) die Induktion von Apoptose und durch
die Zugabe von tert-Butylhydroperoxid (tBOOH) die Induktion von Nekrose bei den

Zelllinien beobachtet werden.
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Ktr ART TMZ stauro tBOOH
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Abbildung 4.4: Morphologie der Zelllinie LN-229 nach verschiedenen Behandlungen. Lebendaufnahmen der
Zelllinie LN-229 in 10-facher Vergrofierung 72 Stunden (obere Reihe) und 144 Stunden (untere Reihe) nach ART- und

TMZ-Behandlung. Als Positivkontrolle fir die Apoptoseinduktion dient Staurosporin (stauro) und fir die Nekroseinduktion
tert- Butylhydroperoxid (tBOOH).
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Abbildung 4.6: Morphologie der Zelllinie U887 MG nach verschiedenen Behandlungen. Lebendaufnahmen der
Zelllinie U87TMG in 10-facher Vergriflerung 72 Stunden (obere Reihe) und 144 Stunden (untere Reihe) nach ART- und
TMZ-Behandlung. Als Positivkontrolle fir die Apoptoseinduktion dient Staurosporin (stauro) und fir die Nekroseinduktion
tert-Butylhydroperozid (tBOOH).
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In Abb. 4.4 bis 4.6 sind die mikroskopischen Bilder mit 10-facher Vergréflerung 72 Stun-
den (jeweils obere Reihe) und 144 Stunden (jeweils untere Reihe) der drei Zelllinien

LN-229, A172 und U887 MG zusammengestellt.

Bei der Zelllinie LN-229 lief§ sich nach Zugabe von ART eine morphologische Verén-
derung der Zellform und der Granularitdt beobachten. Die Granularitit in den Zellen
nahm zu, bis die Zelle sich dem nekrotischen Zelltod dhnelnd vom Boden der Zellkul-
turplatte abloste und im Medium schwamm. Durch die Zugabe von TMZ durchliefen
die Zellen der Zelllinie LN-229 ebenfalls eine morphologische Verdnderung der Zell-
form und der Granularitat. Die Zellen zeigten sich abgeflacht und wesentlich grofer,
auch die Zellkerne verédnderten sich und nahmen deutlich an Grofle zu. Zudem stieg
die Granularitat der Zellen an. Nur wenige Zellen losten sich vom Boden ab, einige der

Zellen zeigten eher apoptotischen Charakter und andere wiederum eher nekrotische

Merkmale.

Die Zelllinie A172 zeigte sowohl nach Behandlung mit ART als auch nach Behandlung
von TMZ eher den apoptotischen Zelltod. Auch hier verdnderten sich die Zellformen
und die Granularitdt der Zellen nahm zu. Nach ART-Zugabe wurden die Ausldufer
der Zellen schmaler und der Zellkérper mit Nukleus wurde kugeliger. Die Zellen nach
TMZ-Zugabe zeigten sich wiederum abgeflacht und vergroflerten sowohl die Zellober-
flache als auch den Zellkern. Bei der Zelllinie U7 MG waren kaum Verédnderungen nach
Behandlung von ART und TMZ zu beobachten, somit war es hier nicht moglich, ein

Ergebnis zur Tendenz der induzierten Zelltodart festzuhalten.

4.2.1.5 Untersuchung der ROS-Bildung in den Zelllinien und Nekrosomak-
tivitat in der Zelllinie LN-229 nach Behandlung mit ART

Um der Frage nachzukommen, wieso es in der Zelllinie LN-229 zu einer so hohen In-
duktion der Nekrose kam (siehe Kapitel 4.2.1.3 und Abb. 4.3), wurde die Induktion
der ROS iiber die Zeit gemessen und die Aktivitdt des Nekrosoms untersucht. Zudem

wurde die sich aus den Analysen ergebende Hypothese bearbeitet, nach der eine hohere
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Abbildung 4.7: ART-Behandlung in Abhéangigkeit von ROS-Bildung und

Nekrosomaktivitit. Vergleich des ROS-Levels der unbehandelten Zelllinien (oben

links) und des ROS-Levels relativ zur unbehandelten Kontrolle der mit 15ug/ml ART

behandelten Zelllinien (oben rechts) in Abhdngigkeit der Zeit. Als Positivkontrolle dient

Wasserstoffperozid (H). Zelltodanalyse der Zelllinie LN-229 72 Stunden nach ART-

Behandlung in Abhdngigkeit aufsteigender Nekrostatinkonzentrationen (unten links).

Vergleich des ROS-Levels in der Zelllinie LN-229 nach ART-Behandlung in Abhdngig-

keit der Zeit und Nekrostatinbehandlung. Als Positivkontrolle dient Wasserstoffperoxid

(H) und tert-Butylhydroperozid (T). Die Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten

sind nicht signifikant (ns).
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Induktion des Nekrosoms sowohl zum nekrotischen Zelltod als auch zu einem weiteren

Anstieg der ROS fiihrt.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen sind in Abb. 4.7 dargestellt.
Der basale ROS-Level in der Zelllinie LN-229 war deutlich hoher als in den beiden
anderen Zelllinien, die in etwa den gleichen basalen ROS-Level zeigten (oben links).
Nach ART-Behandlung stiegen die ROS-Level mit der Dauer der Behandlung stetig
in allen drei Zelllinien weiter an. Hier unterschieden sich die beiden Zelllinien A172
und U87MG deutlich von einander. Bei der Zelllinie U887 MG stieg der ROS-Level
schneller an als in den anderen beiden. Besonders in der Zelllinie A172 erhohte sich der

ROS-Level langsamer iiber die Zeit.

Anhand der Ergebnisse mit Annexin/PI-Farbung (Abb. 4.7 unten links) war eine sig-
nifikante Aktivitat des Nekrosoms nur nach einer hohen ART-Dosis von 30 ug/ml de-
tektierbar. Eine Konzentration von 20 M des spezifischen Nekrosominhibitors Nekro-
statin war ausreichend zur Hemmung der Nekrosomaktivitat. Bei einer Konzentration
von 15 pug/ml ART war keine signifikante Aktivitat bzw. Hemmung der Aktivitat zu

messen.

Dieses Ergebnis wurde durch die ROS-Messung widergespiegelt. Nach einer Behandlung
von 15 pug/ml ART war die Nekrosomaktivitat nur gering und nahm mit der Dauer der

ART-Behandlung weiter ab (Abb. 4.7 unten rechts).

4.2.1.6 Untersuchung der Genexpression der Zelllinie LN-229 nach Einzel-
behandlung von ART und TMZ und in Kombination

Da sowohl fiir TMZ als auch fiir ART die Induktion von DNA-Schédden bekannt ist, aber
der gentoxische Einfluss der Kombination hingegen noch nicht, wurde ein Screening spe-
zifischer Proteine, die an einer DDR beteiligt sein kénnen, bzw. deren Genregulation
durchgefiihrt. Zur Genexpressionsanalyse der Zelllinie LN-229 nach Einzelbehandlung
von ART und TMZ und in Kombination wurde ein PCR-Array mit iiber hundert Pri-

mern fir spezifische Gene der DNA-Schadensantwort, DNA-Reparatur, Apoptose und
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Abbildung 4.8: Expression ausgewihlter Gene nach TMZ- und ART-
Behandlung. Zusammenstellung der wiederholten PCRs der tiber 1.5-fach regulierten
Gene aus einem durchgefiihrten PCR-Array (DNA-Repair-Array) der Zelllinie LN-229
sechs Stunden nach Finzelbehandlung von ART und TMZ und nach Kombinationsbe-

handlung mit simultaner Zugabe.

Autophagie genutzt. Bei einer Geninduktion tiber einen Wert von 1,5 im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle wurden diese PCRs erneut dreimal wiederholt und anschlie-

Bend analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.8 grafisch dargestellt.

Nach simultaner Gabe von ART und TMZ waren keine Genregulationen abweichend
zur unbehandelten Kontrolle zu messen. Nach Einzelbehandlung von ART fielen sechs
Gene auf, die im Vergleich zu Kontrolle herunter reguliert waren. Besonders das Gen

fiir mMTOR war tiber vierfach nach ART-Behandlung reprimiert.
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4.2.1.7 Morphologische Untersuchung der Zelllinie LN-229 nach Einzel-
behandlung mit ART und TMZ und simultaner Kombination von
ART und TMZ

Um einen ersten visuellen Eindruck zur Wirkung der Kombinationsbehandlung zu be-
kommen, wurden die Zellen 72 Stunden und 144 Stunden nach Behandlung unter dem

Mikroskop beobachtet. Reprasentative Bilder sind in Abb. 4.9 zusammengestellt.

Nach der Gabe der Einzeldosen verhielt sich die Zelllinie LN-229 analog zu den Be-

obachtungen der in Kapitel 4.2.1.4 beschriebenen Experimente. In der Kombinations-
Kir ART TMZ TMZ||ART

10x
72 Std

10x
144 Std

32x &

Abbildung 4.9: Morphologie der Zelllinie LN-229 nach ART- und TMZ-
Behandlung. Lebendaufnahmen der Zelllinie LN-229 72 Stunden (oberer Block) und
144 Stunden (unterer Block) nach FEinzelbehandlung von ART und TMZ und nach
Kombinationsbehandlung mit simultaner Zugabe in 10-facher (jeweils obere Reihe) und

32-facher Vergrofferung (jeweils untere Reihe).
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behandlung iiberwog die zellulidre Veranderung éhnlich wie nach alleiniger Gabe von
ART. Die Zellen zeigten sich nicht abgeflacht und vergréfierten sich auch nicht wie
nach TMZ-Einzelbehandlung. Stattdessen nahm die Granularitit stark zu und die Zel-

len verkiirzten ihre Ausldufer und wirkten somit in ihrer Form kantiger.

Die vielen Vesikel in den Zellen waren nach Kombinatiosbehandlung besonders deutlich
zu erkennen. Im Vergleich der Aufnahmen nach 72 Stunden zu denen nach 144 Stunden
waren kaum Unterschiede auszumachen. Nur in den unbehandelten Zellen war eine

deutliche Zunahme der Dichte an Zellen zu beobachten.

4.2.1.8 Zellzyklusanalyse der Zelllinie LN-229 nach Einzelbehandlung von
ART und TMZ und in Kombination

Um die Auswirkungen der Behandlungen auf den Zellzyklus zu untersuchen, wurde der
DNA-Gehalt mittels PI-Farbung am Durchflusszytometer gemessen. Durch ein besseres
Verstédndnis der Ablaufe in den Zellen nach den Einzelbehandlungen und der Kombina-
tion konnen eventuell effektivere Abfolgen fiir das Behandlungsschema definiert werden.
Da ausschliellich der Zyklus von lebenden Zellen untersucht werden sollte, wurden die
SubG1-Fraktionen (tote Zellen) gesondert dargestellt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.10
als Balkendiagramme aufgezeigt. Oben sind die SubG1-Daten gezeigt und unten sind

die Zellzyklusphasen zusammengestellt.

Anhand der SubG1-Daten war bei simultaner Kombinationsbehandlung keine Verstér-
kung der Zelltodinduktion zu erkennen. In den Zellzyklen waren einige Unterschiede
nach den Behandlungen zu beobachten. Nach Behandlung mit ART waren weniger Zel-
len in der S-Phase und deutlich mehr Zellen in der G2-Phase als in den unbehandelten
Zellen. Wesentlich deutlicher war der G2-Block nach TMZ-Behandlung zu beobach-
ten. Die G1-Phase und S-Phase waren kaum noch zu erkennen. Uber die Zeit wurde
der G2-Block weniger und die Population von Zellen mit einem DNA-Gehalt iiber 4n
nahm zu. Diese Population an Zellen war deutlich niedriger nach Kombinationsbehand-

lung von ART und TMZ. Die G1-Phase war wesentlich weniger ausgepragt als nach
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Abbildung 4.10: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie LN-229
nach ART- und TMZ-Behandlung. Apoptoseanalyse als SubG1 Anteil (oben) und
Zellzyklusanalysen ohne SubG1 Anteil (unten) der Zelllinie LN-229 von 72 Stunden
bis 144 Stunden nach Einzelbehandlung von ART und TMZ und nach Kombinationsbe-
handlung mit simultaner Zugabe. Die Signifikanzen zur Kombinationsbehandlung sind
fiir ART (blau) und TMZ (rot) getrennt fir die Phasen G1, G2 und >4n dargestellt.

Unterschiede in den S-Phasen sind nicht signifikant.
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ART-Zugabe alleine, aber wesentlich hoher als nach alleiniger TMZ-Behandlung. Ein

G2-Block war gut zu erkennen, der mit der Zeit weiter zunahm.

4.2.1.9 Untersuchung der DNA-Schaden der Zelllinie LN-229 nach Ein-
zelbehandlung von ART und TMZ und in Kombination

Eine der ersten sich aus den gentoxischen Eigenschaften von TMZ und ART entwickeln-
de Hypothese besagt, dass die DSB akkumulieren und in der Kombinationsbehandlung
in der Anzahl hoher sind als in den Einzelbehandlungen. Zur Untersuchung dieser
Hypothese wurden die DNA-Schiden nach den Behandlungen quantifiziert. Da die
Zeitpunkte der hochsten Intensitdt an DNA-Schiden bei den beiden Substanzen mit
48 Stunden bei TMZ und acht Stunden bei ART deutlich auseinanderlagen, wurden

diese entsprechend kombiniert, sodass die beiden Hohepunkte genau aufeinanderfielen.

Dazu wurden die Zellen 24 Stunden nach Aussaat mit TMZ behandelt und 40 Stun-
den nach TMZ-Behandlung mit ART behandelt. Acht Stunden nach ART-Behandlung
(entspricht 48 Stunden nach TMZ-Behandlung) wurden die Zellen fixiert (siche dazu
auch Abb. 4.11).

Zur Bestimmung der DNA-Schadensmenge wurden die YH2AX-Foci mittels Fluores-
zenzmikroskopie ermittelt und quantifiziert. Die Zellen der Zelllinie LN-229 wurden
48 Stunden nach TMZ-Behandlung fixiert, gefarbt und mikroskopiert. Repréisentative
Bilder sind oben in Abb. 4.12 gezeigt. Darunter ist die quantitative Auswertung der

Versuche als Balkendiagramm aufgefiihrt.

Die yH2AX-Foci akkumulierten nach den Einzeldosen sowohl von ART mit 15 pg/ml
als auch von TMZ mit 50 puM. Nach ART-Behandlung lagen die Mittelwerte mit
25vH2AX-Foci pro Zelle deutlich unter denen nach TMZ-Behandlung, die Mittelwerte
nach TMZ-Behandlung lagen deutlich tiber 100 YH2AX-Foci pro Zelle. Nach der Kom-
binationsbehandlung mit TMZ und ART lagen die Mittelwerte der YH2AX-Foci pro

Zelle nur wenige Foci tiber denen der TMZ-Einzelbehandlung.
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Abbildung 4.11: Behandlungsschema zur zeitversetzten Behandlung von
ART und TMZ. Behandlungsschema zur zeitversetzten Behandlung 48 Stunden nach
TMZ-Behandlung und 8 Stunden nach ART-Behandlung.

4.2.1.10 Zelltoduntersuchung der drei Zelllinien zur Anpassung der Kom-
binationsbehandlung von ART und TMZ

Zur Anpassung der Kombinationsbehandlung wurde der induzierte Zelltod nach Einzel-
und Kombinationsbehandlung durch Annexin/PI-Farbung und mittels Durchflusszyto-
metrie quantifiziert. Alle Zellen wurden 144 Stunden nach TMZ-Behandlung geerntet
und analysiert. Das ART wurde an verschiedenen Tagen zu den Zellen gegeben, um das
Behandlungsschema in Abhéngigkeit der zeitlichen Kombination mit ART zu untersu-
chen. Die Ergebnisse der Zelllinien sind in Abb. 4.13 grafisch dargestellt. Wurde ART
72 Stunden nach TMZ-Behandlung zu den Zellen dazugegeben, war die Zelltodinduk-

tion besonders effektiv.
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Abbildung 4.12: DN A-Schiden (gemessen als YH2AX-Foci) der Zelllinie LN-
229 nach ART- und TMZ-Behandlung. Reprasentative I[F-Bilder der Zelllinie L N-
229 48 Stunden nach TMZ-Behandlung und 8 Stunden nach ART-Behandlung (oben):
die Zellkerne sind blau und vH2AX-Foci grin dargestellt. Quantitative Auswertung
des Versuchs, die die mittlere Anzahl der Foci pro Zelle nach Einzelbehandlung von

15 pug/ml ART und 50 uM TMZ und nach Kombinationsbehandlung zeigt (unten).
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Abbildung 4.13: Anpassung der Kombinationsbehandlung von ART und
TMZ. Gesamter Zelltod der Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und U87T MG (un-
ten) mittels Durchflusszytometrie 144 Stunden nach TMZ-Behandlung in Abhdngigkeit
der Zugabe von ART von 24 Stunden vor TMZ-Zugabe (-24 Std) bis 120 Stunden nach
TMZ-Behandlung (120 Std).
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4.2.1.11 Untersuchung der Sensitivitit der drei Zelllinien auf die ange-
passte Kombinationsbehandlung von ART und TMZ

Zur weiteren Untersuchung der Sensitivitéit der Zelllinien auf die angepasste Kombina-
tionsbehandlung und deren Auswirkung auf die Proliferation wurde das Behandlungs-
schema auf die Koloniebildung tibertragen und analysiert. Zunachst wurden die Zel-
len mit TMZ behandelt, 72 Stunden danach mit verschiedenen ART-Konzentrationen.
Zwolf bis sechzehn Tage nach Aussaat wurden die Kolonien analysiert. Die Ergebnisse

sind als Rohdaten und normiert in den Uberlebenskurven in Abb. 4.14 dargestellt.

In den Zelllinien LN-229 (links) und A172 (Mitte) war deutlich eine konzentrations-
abhéangige Sensitivierung nach ART-Zugabe zu beobachten, da die Kurven mit Kom-
binationsbehandlung unter der Kurve der Zellen lagen, die nur mit TMZ behandelt
wurden. Bei der Zelllinie US7 MG gab es eine deutliche Abweichung zu den anderen
Zelllinien. Bei der hochsten Konzentration von ART und den hochsten Konzentratio-

nen von TMZ war die Sensitivitat in der Kombinationsbehandlung geringer als in der

Einzelbehandlung mit TMZ.

4.2.1.12 Untersuchung der Zellzahlabhingigkeit auf die Induktion des Zell-
tods nach Behandlung von TMZ und ART

Wihrend der Behandlung der Zelllinie LN-229 mit ART konnte beobachtet werden,
dass je nach Zellzahl die Intensitat der Zelltodinduktion unterschiedlich stark ausfiel.
Dies legte die Hypothese nahe, dass die Wirkung von ART zellzahlabhéngig ist. Um
die Abhéangigkeit fiir beide Behandlungen mit TMZ und ART zu untersuchen, wurden
verschiedene Zellzahlen von LN-229 ausgesit und fiir 144 Stunden mit TMZ bzw.
72 Stunden mit ART behandelt. Bei der Behandlung mit ART hatte die Zellzahl eine
grofle Auswirkung auf die Induktion des Zelltods, die mit der Konzentration von ART
anstieg. Bei 15 und 30 pug/ml stieg der Zelltod von den ausgesiten 40.000 Zellen auf
das mehr als vierfache bei 100.000 ausgesaten Zellen an. Im Gegensatz dazu hatte

jedoch bei der Behandlung mit TMZ die Zellzahl kaum Einfluss auf die Induktion
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Abbildung 4.14: Zytotoxische Wirkung der Kombinationsbehandlung von
TMZ und ART auf Glioblastomzellen. Kolonien ausgesdter Zellen der Zelllini-
en LN-229 (oben), A172 (Mitte) und U87TMG (unten) nach TMZ-Behandlung in Ab-
hingigkeit der Zugabe von ART 72 Stunden nach TMZ-Behandlung mit aufsteigenden
Konzentrationen von ART (links) und nach Normierung der aufsteigenden Konzentra-

tionen von ART (rechts).
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Abbildung 4.15: Analyse der Zellzahlabhiangigkeit der Einzelbehandlun-
gen von TMZ und ART. Zelltodanalyse der Zelllinie LN-229 144 Stunden nach
TMZ-Behandlung (oben links) und 72 Stunden nach ART-Behandlung (oben rechts)
in Abhdngigkeit der Behandlungsdosen und der ausgesdten Zellzahlen. Zelltodanaly-
sen der Zelllinien A172 (unten links) und U87MG (unten rechts) 72 Stunden nach
ART-Behandlung von 15 ug/ml in Abhdngigkeit der ausgesdten Zellzahlen.

des Zelltods. Die Ergebnisse der Zelltodanalysen der Zelllinie LN-229 sind oben in
Abb. 4.15 dargestellt. Darunter folgen die Ergebnisse der Zelllinien A172 und U887 MG
fir die Messung 72 Stunden nach der Behandlung mit 15 pug/ml ART. Im Gegensatz

zur Zelllinie LN-229 waren bei den anderen beiden Zelllinien keine Abhéngigkeiten von

den ausgesiten Zellzahlen zu erkennen.
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4.2.1.13 Anpassung der Zellzahl der Zelllinie LN-229 auf das neue Behand
lungsschema von TMZ und ART

Nach Bestatigung der Zellzahlabhangigkeit wurden die Versuche zur Kombinations-
behandlung entsprechend neu angesetzt. Um die gleichen Voraussetzungen vor ART-
Behandlung zu schaffen und somit zur Behandlung von ART die gleichen Zellzahlen in
allen Schalen vorliegen zu haben, wurden die Zellzahlen zur Aussaat so gewéhlt, dass
zum Zeitpunkt der Zugabe von ART in allen Schalen die gleichen Zellzahlen vorlagen.
Anschliefend wurde die Untersuchung des Behandlungsschemas analog dem in Kapi-
tel 4.2.1.10 beschriebenen Versuch bis ART-Zugaben 72 Stunden nach TMZ-Zugabe
wiederholt und 144 Stunden nach TMZ-Behandlung ausgewertet. Die Ergebnisse der
Zelltodanalyse sind in Abb. 4.16 dargestellt. Das neue Behandlungsschema ist oben in
Abb. 4.17 in einer schematischen Zeichnung dargestellt.

3 Kontrolle @l ART [15 pg/ml] @l TMZ[50 pM] @ TMZ/ART
@B Apoptose _
50 E3 Nekrose LN-229

Y
o
1

Gesamter Zelltod [%]
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Abbildung 4.16: Anpassung des Behandlungsschemas und der Zellzahl bei
der Zelllinie LN-229. Zelltodanalysen der Zelllinie LN-229 144 Stunden nach TMZ-
Behandlung in Abhdngigkeit der Zugabe von ART von 24 Stunden vor TMZ-Zugabe (-
24 Std) bis 72 Stunden nach TMZ-Behandlung (72 Std), wobei die Zellzahlen bei ART-
Zugabe der Zellzahl der unbehandelten Kontrollen und der TMZ-behandelten Zellen

entsprechen.
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Abbildung 4.17: Neues Behandlungsschema entsprechend ART-Zugabe
72 Stunden nach TMZ-Behandlung. Versuchsschema fir die Behandlung von
ART-Zugabe 72 Stunden nach TMZ-Behandlung (oben). Gegeniiberstellung der Zell-
linien LN-229 (unten links), A172 (unten Mitte) und U887 MG (unten rechts) mittels
Zelltodanalyse unter Verwendung des Behandlungsschemas von ART-Zugabe 72 Stun-
den nach TMZ-Behandlung. Die Zellzahlen bei ART-Zugabe sind angepasst. Es sind
die Signifikanzen von ART und TMZ zur Kombinationsbehandlung dargestellt.
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4.2.1.14 Untersuchung des neuen Behandlungsschemas von TMZ und ART
auf die Induktion des Zelltodes

Die entsprechenden Zellzahlen wurden in die Schalen ausgesét. Vierundzwanzig Stun-
den nach der Aussaat wurden die Zellen mit TMZ behandelt. Die ART-Behandlung
folgte 72 Stunden nach der TMZ-Behandlung. Fir die verschiedenen Analysen wurden
die Zellen 72 bis 144 Stunden nach TMZ-Behandlung geerntet oder direkt fixiert und
anschliefend analysiert. Fiir die Zelltodanalyse zur Bestimmung der Effektivitét des
neuen Behandlungsschemas fiir alle drei Zelllinien wurden die Zellen nach 144 Stun-
den geerntet und mittels Annexin/Pi-Farbung und Durchflusszytometer analysiert. Die
Ergebnisse fir die Zelllinien LN-229 (links), A172 (Mitte) und U87 MG (rechts) sind
unten in Abb. 4.17 dargestellt. Bei allen drei Zelllinien konnte durch die Kombinations-
behandlung von ART und TMZ die Induktion des Zelltods gesteigert werden. Besonders
bei der Zelllinie A172 konnte der Zelltod von unter 20 % bei den Einzelbehandlungen

auf iiber 40 % in der Kombinationsbehandlung gesteigert werden.

Wenn nicht explizit anders erwahnt, wurden die weiteren Versuche und Analysen unter

Verwendung des neuen Behandlungsschemas durchgefiihrt.

4.2.1.15 Untersuchung der Induktion von DN A-Schiden nach Behandlung
von TMZ und ART

Nach Etablierung des neuen Behandlungsschemas wurden einige Hypothesen erneut
iiberprift. Zur Untersuchung der induzierten DNA-Schidden nach dem neuen Behand-
lungsschema wurden die Zellen 96 Stunden nach TMZ-Behandlung (24 Stunden nach
ART-Behandlung) fixiert. Mittels Immunfluoreszenzfarbung wurden die yH2AX-Foci
im Zellkern quantifiziert. Reprédsentative [F-Bilder der einzelnen Zelllinien und Behand-
lungen sind oben in Abb. 4.18 in 63-facher VergroBerung dargestellt. Die quantitative
Auswertung des Versuchs fir alle drei Zelllinien ist in Abb. 4.19 gezeigt.

In keiner Zelllinie war eine deutliche Steigerung der DNA-Schiaden in der Kombina-

tionsbehandlung zu beobachten. Bei der Zelllinie A172 war eher eine Minderung der
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Ktr TMZ/ART

LN-229

ART T™MZ

Abbildung 4.18: DN A-Schiden der Zelllinien nach neuem Behandlungssche-

A172

us7 MG

ma. Reprdsentative IF-Bilder in 63-facher Vergroflerung der drei Zelllinien 96 Stunden
nach TMZ-Behandlung und 24 Stunden nach ART-Behandlung. Die Zellkerne sind blau
und YyH2AX-Foci griin dargestellt.

Schéden in der Kombinationsbehandlung im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit
TMZ zu erkennen. Die direkte Gegeniiberstellung der quantitativen Auswertung des
Versuchs mit der Zelllinie LN-229 ohne und mit Zugabe von Nekrostatin (unten rechts)
zeigte eine deutliche Minderung der YH2AX-Foci in der Kombinationsbehandlung mit
Nekrostatin zu der Einzelbehandlung von TMZ und Nekrostatin.
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Abbildung 4.19: Quantitative Auswertung der DN A-Schidden nach neuem
Behandlungsschema. Die quantitative Auswertung des Versuchs fiir alle drei Zell-
linien zeigt die mittlere Anzahl der Foci pro Zelle nach FEinzelbehandlung von ART
und TMZ und nach Kombinationsbehandlung (links). Die direkte Gegeniiberstellung
der quantitativen Auswertung des Versuchs mit der Zelllinie LN-229 ohne und mit

Zugabe von Nekrostatin (rechts).

4.2.1.16 Untersuchung des Proteinexpressionsprofils zum induzierten Zell-
tod

Zur Analyse der Induktion des Zelltods wurde das Expressionsprofil der Zelllinien auf
verschiedene Proteine untersucht, die an der Induktion und dem Prozess des Zelltods
beteiligt sein konnten. Die Zellen wurden nach dem neuen Behandlungsschema ausgesat
und behandelt. Sechsundneunzig Stunden nach TMZ-Behandlung wurden die Zellen
geerntet und die Proteine isoliert und analysiert. Das resultierende Expressionsprofil

ist in Abb. 4.20 aufgefiihrt.

Im Expressionsprofil der Zelllinie LN-229 (oben in Abb. 4.20) waren keine signifikanten
Unterschiede in der Kombinationsbehandlung zu den Einzelbehandlungen zu beobach-
ten. Zudem waren die hier untersuchten Proteine maximal zweifach zur unbehandelten
Kontrolle hochreguliert. Bei der Zelllinie A172 (Mitte in Abb. 4.20) zeigte sich bei

der Kaspasel und dem gespaltenen PARP eine deutliche Regulation nach Behand-
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Abbildung 4.20: Zelltodanalyse der Zelllinien nach neuem Behandlungs-

schema. Fzpressionsanalyse Zelltod-relevanter Proteine der Zelllinien LN-229 (oben),

A172 (Mitte) und US8TMG (unten) nach neuem Behandlungsschema. Die Proteinex-

pression der Finzelbehandlungen von ART und TMZ und der Kombinationsbehandlung

ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.
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lung. Nach ART-Behandlung und nach der Kombinationsbehandlung war das gespal-
tene PARP tiber siebenfach hoher exprimiert als in der unbehandelten Kontrolle. Nach
TMZ-Behandlung war in dieser Zelllinie nicht einmal eine zweifach hohere Regulation
zu messen. Bei der Kaspasel war eine iiber siebenfache Hochregulation nach TMZ-
Behandlung zu beobachten. Obwohl nach ART-Behandlung ebenfalls eine zweifache
Hochregulation zu messen war, war in der Kombinationsbehandlung kein Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle zu sehen. Umgekehrt zum Expressionsprofil der Zelllinie
A172 zeigte die Zelllinie US7 MG (unten in Abb. 4.20) bei der Kaspase 1 eine deutliche
Hochregulation nach ART-Behandlung und kaum einen Unterschied zur unbehandelten
Kontrolle nach TMZ-Behandlung. Auch nach der Kombinationsbehandlung war nur ei-
ne knapp zweifache Hochregulation zu beobachten. Alle anderen untersuchten Proteine
zeigten bei der Zelllinie U87 MG eine Regulation weit unter einem Wert von zwei. Re-
prasentative Bilder der Westernblots von Kaspase 1 und dem gespaltenen PARP sind
in Abb. 4.21 fiir alle drei Zelllinien dargestellt.

LN-229 A172 us7 MG
Kasp 1 45 kDa e an o = - -_— G > .=
HSP90 90 kDa ——— s s — -— - —
gesp. PARP 89 kDa — — —— B
HSP90 90 kDa Tm— Py S g— s " G w— —
TMZ [50 uM] - -+ o+ - -+ o+ - -+ o+
ART [15 pg/ml] - + - + - + - + - + - +

Abbildung 4.21: Westernblots der Zelllinien fiir Kaspase1l und PARP. Re-
prasentative Westernblots von Kaspase 1 und gespaltenem PARP der Zelllinien LN-229
(links), A172 (Mitte) und U87MG (rechts). Die Proteinisolation erfolgte 96 Stunden
nach TMZ-Behandlung. Das Protein HSP90 wurde als Auftragskontrolle verwendet.
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4.2.1.17 Untersuchung zur Zelltodanalyse von Apoptose und Nekrose

Um die Art des Zelltods genauer zu analysieren, wurde die Wirkung spezifischer Marker
der Nekrose und Apoptose auf den durch TMZ und ART induzierten Zelltod unter-
sucht. Da die Kaspase8 ein entscheidender Faktor in der Art der Zelltodinduktion
zwischen Apoptose und Nekrose ist (siehe Kapitel 1.5.1.3), wird diese hier noch mal
genauer untersucht. Besonders zwischen den Zelllinien LN-229 und A172 ist der Un-
terschied in der Induktion der beiden Zelltodarten grofi (siehe Kapitel 4.2.1.3). In der
Expression von Kaspase8 waren allerdings kaum Unterschiede zu sehen, obwohl die
Tendenzen von den Einzelbehandlungen hin zur Kombination gegenlaufig waren. Nach
TMZ-Behandlung lag die Expression fiir das Protein Kaspase8 bei beiden Zelllinien
bei einem Wert von zwei (siche Abb. 4.22).

Durch eine Vorbehandlung mit Interferon S kann die Kaspase 8-Expression gesteigert
werden [Heylmann (2011)]. Der Einflul der Kaspase 8-Expression auf den Zelltod wurde
anschlieBend durch die Zelltodanalyse mittels Annexin/PI-Farbung und Durchflusszy-
tometer untersucht. Zudem wurde die Induktion der Zelltodarten Nekrose und Apop-
tose durch spezifische Inhibitoren studiert. Fiir die Nekrose wurde der Inhibitor Nekro-
statin verwendet und fiir die Apoptose der Inhibitor ZVADfmk. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abb. 4.22 dargestellt. Links sind die Ergebnisse der Untersu-
chungen nach Vorbehandlung von Interferon f und den Behandlungen mit TMZ und
Nekrostatin gezeigt, rechts sind die Behandlungen nach dem neuen Behandlungsschema

in Abhéngigkeit von Nekrostatin und ZVADfmk abgebildet.

Bei der Zelllinie LN-229 steigerte die Vorbehandlung von Interferon 8 den induzierten
Zelltod von TMZ um 10 %, das Nekrostatin zeigte nur in Kombination mit TMZ und
Interferon /3 eine zelltodinhibierende Wirkung. Diese Inhibition war etwas starker in der
Nekrose als in der Apoptose sichtbar. Die Zelllinie A172 reagierte viel intensiver auf
die Vorbehandlung von Interferon g als die Zelllinie LN-229. Die Zelltodinduktion von
TMZ wurde durch die Vorbehandlung von Interferon 8 auf das Dreifache gesteigert. Das

Nekrostatin zeigte in dieser Zelllinie absolut keinen Einfluss auf die Zelltodinduktion.
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Abbildung 4.22: Zelltodanalyse der Zelllinien in Abhéngigkeit des Apoptose-
und Nekrose-Signalwegs. Zelltodanalyse mittels Durchflusszytometrie der Zellli-
nien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und U87 MG (unten) 144 Stunden nach TMZ-
Behandlung. Die Analyse wird mit und ohne Vorbehandlungen von Interferon 3 und
Nekrostatin (linke Spalte) und des Kaspase Inhibitors ZVADfmk und Nekrostatin nach
neuem Behandlungsschema (rechte Spalte) durchgefiihrt. Dargestellte Signifikanzen oh-

ne direkten Verweis beziehen sich auf alle anderen Finzeldosen.
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Ebenso zeigte die Vorbehandlung von Interferon § und auch die Behandlung durch
Nekrostatin bei der Zelllinie U7 MG keine Wirkung.

Innerhalb des Behandlungsschemas waren die Wirkungen von Nekrostatin denen in
der Kombination von TMZ in den Zelllinien LN-229 und A172 gleich. Nur die Zell-
linie US7 MG zeigte nach TMZ und Nekrostatin-Behandlung eine deutliche Zunahme
von Apoptose und Nekrose. Die Behandlung mit ZVADfmk fiihrte zur Abnahme des
induzierten Zelltods, besonders die Apoptose wurde reduziert. Dieses Bild zeigte sich
in allen drei Zelllinien, aber besonders die Zelllinie A172 zeigte eine drastische Abnah-
me der Apoptose in der Kombinationsbehandlung. Die Abnahme der Apoptose nach
ZVADfmk-Behandlung war in dieser Zelllinie auch schon in der Einzelbehandlung von

ART zu beobachten. Hier nahm sowohl die Apoptose als auch die Nekrose ab.

4.2.1.18 Morphologische Untersuchung der Zelllinie LN-229 nach Einzel-
behandlung mit ART und TMZ und Kombination von ART und
TMZ

Um einen besseren Eindruck zur Wirkung der Kombinationsbehandlung nach dem
neuen Behandlungsschema zu bekommen, wurden die Zellen 144 Stunden nach Be-
handlung unter dem Mikroskop beobachtet. Reprasentative Bilder sind in Abb. 4.23

zusammengestellt.

Wie bei der Untersuchung zur simultanen Gabe von ART und TMZ (siehe Kapi-
tel 4.2.1.7) verhielten sich die Zellen nach der Gabe der Einzeldosen gleich. Nach
Kombinationsbehandlung iiberwog die zelluldre Verdnderung ahnlich der nach ART-
Einzeldosis. Die Zellen zeigten sich nicht abgeflacht und vergrofiert wie nach TMZ-
Einzelbehandlung. Stattdessen nahm die Granularitét stark zu und die Zellen verkiirz-
ten ihre Auslaufer und wirkten somit in ihrer Form kantiger. Die vielen Vesikel in
den Zellen waren nach Kombinatiosbehandlung besonders deutlich zu erkennen. Im
Unterschied zur simultanen Gabe von TMZ und ART zeigten sich die Zellen nach

Kombinationsbehandlung nach dem neuem Schema grofier als bei der Einzelbehand-
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TMZ/ART

Abbildung 4.23: Morphologie der Zelllinie LN-229 nach ART- und TMZ-
Behandlung. Lebendaufnahmen der Zelllinie LN-229 in 10-facher (oberer Block) und
32-facher Vergriferung (unterer Block) 144 Stunden nach FEinzelbehandlung von ART

und TMZ und nach Kombinationsbehandlung mit neuem Behandlungsschema.

lung von ART. Dennoch zeigten sich die Zellen nicht abgeflacht und so vergroflert wie
nach der Einzelbehandlung mit TMZ. Auch die Menge an Vesikeln war in der Kombi-
nationsbehandlung deutlich héher als nach Einzelbehandlung von ART.

4.2.1.19 Untersuchungen zur Autophagie-Induktion nach ART-Behand-
lung in der Zelllinie LN-229

Aufgrund der morphologischen Beobachtungen der Zellen (Zunahme von Vesikeln in
den Zellen nach ART-Zugabe), einzelner Ergebnisse im Screening (m-TOR) und der
Zelltodanalysen (verschiedene Anteile von Apoptose und Nekrose) ergab sich die Hy-
pothese, dass der Uberlebensmechanismus/Zelltodtyp Autophagie eine Rolle im Wir-
kungsmechanismus von TMZ und ART spielt.

Um die Induktion der Autophagie eindeutig zu bestimmen, wird ein Inhibitor benétigt,
der den letzten Schritt der Autophagie, die Fusion von Lysosom und Autophagosom,
verhindert. Ohne den Inhibitor kann zwischen einer gesteigerten Induktion der Auto-

phagie und einer Hemmung am Ende des autophagischen Prozesses nicht unterschieden
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Abbildung 4.24: Zytotoxische Untersuchung zur Kombination von ART
mit Autophagie-Inhibitoren. Zelltodanalysen der Zelllinie LN-229 72 Stunden nach
ART-Behandlung ohne und mit Zugabe der Autophagie-Inhibitoren Bafilomycin (links)
und Chloroquin (rechts) in Abhdngigkeit der Dauer der Inhibitoren-Behandlung. Die
Signifikanzen sind zu den 0 Stunden-Werten dargestellt.

werden. In beiden Féllen steigt die Anzahl der autophagischen Vesikel an und somit das
LC3BII, ein spezifischer Marker fir die Autophagie in den Zellen (siche Kapitel 1.5.2).
Im ersten Fall wird aufgrund der Steigerung der Autophagie eine Zunahme der Auto-
phagosomen erreicht, wohingegen im zweiten Fall durch eine Verhinderung des Abbaus
der Autophagosomen eine Anreicherung in der Zelle herbeigefiihrt wird. Ein Inhibitor,
der die letzten Schritte der Autophagie verhindert, erlaubt somit eine Unterscheidung

zwischen den beiden Fallen.

Wenn die Autophagie in den Zellen gesteigert und ein solcher Inhibitor eingesezt wird,
werden mehr Autophagosomen in den Zellen angereichert als nur durch Inhibition oder
Induktion alleine. Dennoch ist die Autophagie in vielen Zellen ein lebenswichtiger Pro-
zess, der basal zu jeder Zeit ablauft. Wird dieser Prozess zu lange inhibiert, kann er
zum Zelltod fithren. Um die Dauer der Behandlung mit dem Inhibitor festzulegen,
wurde zunéchst eine zytotoxische Untersuchung mit den Inhibitoren durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Zelltodanalysen mit den Autophagie-Inhibitoren Bafilomycin und Chlo-
roquin in Kombination mit ART sind in Abb. 4.24 grafisch dargestellt. Die Inhibitoren

alleine zeigten in den ersten 24 Stunden nach Behandlung keine zytotoxische Wirkung
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Abbildung 4.25: Untersuchung zur Autophagie-Induktion durch ART-
Zugabe. Westernblot zur LC3BII Expressionsanalyse bei der Zelllinie LN-229 48 Stun-
den nach ART-Zugabe ohne und mit Bafilomycin in Abhdngigkeit aufsteigender ART-
Konzentrationen. Als Ladekontrolle diente das Protein ERK2.

in den Zellen. Bei der Kombination mit ART zeigten sich ab 24 Stunden die ersten

zytotoxischen Wirkungen auf die Zellen.

Um die Wirkung auf den Autophagie-Prozess in der Zelllinie LN-229 nach ART-Zugabe
zu analysieren, wurden die Zellen fiir 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
von ART behandelt und abschlielend 12 Stunden mit dem Autophagie-Inhibitor Bafi-
lomycin inkubiert. Ein reprasentativer Westernblot zur Expressionsanalyse von LC3BII
ist in Abb. 4.25 dargestellt. Als Ladekontrolle fungierte die durch extrazellulére Signale

regulierte Kinase 2 (extracellular signal-regulated kinases 2, ERK2).

Nach der Behandlung mit 5 pug/ml ART (siche Abb. 4.25) war eine eindeutige Induktion
und Steigerung des Autophagie-Prozesses zu erkennen. Dies wurde deutlich, da die
LC3BII-Bande wesentlich starker war als die der unbehandelten Kontrolle. Ebenso war
die Bande mit Bafilomycin und ART deutlich stérker als die mit Bafilomycin alleine.
Eine eindeutige ART-konzentrationsabhéngige Steigerung des gesamten Autophagie-
Prozesses war nicht zu erkennen. Zwar nahm die Akkumulation der LC3BII-Proteine
mit Steigerung der ART-Konzentration zu (Autophagie-Induktion), aber die Intensitét

der Bande mit ART und Bafilomycin stieg nicht im selben Verhéltnis an.
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4.2.1.20 Untersuchungen zum Autophagie-Prozess nach Behandlung von
TMZ und ART

Fir die Untersuchungen des Autophagie-Prozesses nach Behandlung von TMZ und
ART innerhalb des neuen Behandlungsschemas wurden die Zellen 144 Stunden nach
TMZ-Behandlung geerntet und die Proteine isoliert. Analog zu der in Kapitel 4.2.1.19
diskutierten Untersuchung wurde die LC3BII-Expression analysiert. Ein représenta-
tiver Westernblot von jeder Zelllinie und die zur Ladekontrolle ERK2 berechneten
Expressionsprofile sind in Abhéangigkeit der unbehandelten Kontrolle in Abb. 4.26 dar-
gestellt. Desweiteren wurde die p62-Expression analysiert. Das p62 Protein erkennt
toxische Zellabfalle, die dann in das Autophagosom transportiert und degradiert wer-
den [Rusten und Stenmark (2010)]. Mangelnde Autophagie kann so zu einer Akkumu-

lation von p62 fithren. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.27 zusammengestellt.

Nach Einzelbehandlung mit ART zeigte die Zelllinie LN-229 eine gesteigerte Expres-
sion von LC3BII (siche Abb. 4.26). Mit dem Inhibitor Bafilomycin zusammen war
die Ansammlung an LC3BII in den Zellen aber nur wenig hoher. Bei der Einzelbe-
handlung von TMZ zeigte sich der umgekehrte Fall. Hundertvierundvierzig Stunden
nach TMZ-Behandlung war nur noch wenig mehr LC3BII in den Zellen als bei der
unbehandelten Kontrolle. In Kombination mit dem Inhibitor Bafilomycin zeigte sich
eine deutliche Akkumulation an LC3BII in den Zellen. Nach Kombinationsbehandlung
von ART und TMZ war die LC3BII-Expression deutlich gesteigert gegeniiber der un-
behandelten Kontrolle. Wurde diese Behandlung noch mit dem Inhibitor Bafilomycin
kombiniert, zeigte sich aber eine deutlich geringere Ansammlung an LC3BII als in den

nur mit Bafilomycin behandelten Zellen.

In der Zelllinie A172 zeigten sich in den Zellen, die mit TMZ behandelt wurden, sowohl
einzeln als auch in Kombination die gleichen Tendenzen wie in der Zelllinie LN-229.
Insgesamt war die Expression an LC3BII schwécher als in der Zelllinie LN-229. Zudem
zeigte sich nach Einzelbehandlung von ART eine deutlich geringere LC3BII-Expression

im Vergleich zur TMZ-Behandlung im Unterschied zur Zelllinie LN-229. In der Kom-
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Abbildung 4.26: Untersuchung zum Autophagie-Prozess (LC3BII) inner-

halb des neuen Behandlungsschemas. Reprisentative Westernblots zur LC3BII

Ezpressionsanalyse 144 Stunden nach TMZ-Zugabe ohne und mit Bafilomycin (linke

Spalte) und quantitative Auswertung der LC3BII Ezpression relativ zur unbehandelten
Kontrolle (rechte Spalte) fiir die Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und USTMG
(unten). Als Ladekontrolle diente das Protein ERK2.

117



Kapitel 4. Ergebnisse

2 32 LN-229
s¢g
= = 16
28 144 Std
ox g
Sc
@ [
c 2 44
85
QO = 2
o R
Nz 14
25
@ 0.5
Ktr ART T™™Z TMZ/ART
2 8 A172 2 24 Us7 MG
§ S § £
25 4 144Std] @ 5 144 Std
9 X oxX
S & g
x X
23 2 @8 4
- O B -
93 8 S
O = O =
R 1 a R
N > N >
[T~} oS
ow© ow®
® 0.5 @ o0.54
Ktr ART T™MZ TMZ/ART Ktr ART T™MZ TMZ/ART

Abbildung 4.27: Untersuchung zum Autophagie-Prozess (p62) innerhalb
des neuen Behandlungsschemas. Quantitative Auswertung der p62 FExpression
144 Stunden nach TMZ-Zugabe relativ zur unbehandelten Kontrolle fiir die Zelllini-
en LN-229 (oben), A172 (unten links) und U8TMG (unten rechts).

binationsbehandlung von ART und TMZ war die gleiche Wirkung wie in der Zelllinie
LN-229 zu beobachten, da auch hier nach Kombinationsbehandlung von ART und TMZ
die LC3BII-Expression deutlich gesteigert war gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
(trotz geringerer Proteinbeladung der Kombinationsbehandlung). Wurde die Kombi-
nationsbehandlung noch mit dem Inhibitor Bafilomycin kombiniert, zeigte sich auch
hier eine deutlich geringere Ansammlung an LC3BII als in den nur mit Bafilomycin

behandelten Zellen.

Die Zelllinie U887 MG zeigte nach Behandlung nur wenig Expression an LC3BII im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Selbst nach Behandlung mit dem Inhibitor Ba-
filomycin lag die Expression unter einem Wert von vier im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Ohne Bafilomycin zeigten sich die Expressionprofile in ihrer Tendenz denen

der Zelllinie A172 &dhnlich. In Kombination mit Bafilomycin zeigte sich in der Kombi-
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nationsbehandlung mit ART und TMZ aber keine geringere Ansammlung an LC3BII
im Vergleich zu den Einzelbehandlungen und der Kontrolle. Somit unterscheidet sich

hier die Zelllinie U887 MG deutlich von den anderen beiden Zelllinien.

Die Intensitat der Expression an p62 war in den drei Zelllinien unterschiedlich hoch
(siche Abb. 4.27). Die Zelllinie LN-229 zeigte das intensivste Expressionsprofil, ge-
folgt von der Zelllinie A172. Die Zelllinie US7 MG zeigte auch hier das schwichste
Expressionsprofil. In allen drei Zelllinien zeigten sich jedoch die gleichen Tendenzen
im Expressionsprofil von p62 in Bezug auf das neue Behandlungschema von ART und

TMZ.

Nach Einzelbehandlung von ART zeigte sich die hochste Akkumulation von p62 in den
Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach Einzelbehandlung von TMZ
zeigte sich eine nur gering hohere Akkumulation von p62 in den Zellen im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Obwohl die Expression in der Zelllinie LN-229 vierfach
hoher ist als zur Kontrolle, fiel die Expression im Vergleich zur Expression nach ART
und in der Kombination mit mehr als 10-fach gering aus. Die Akkumulation an p62
nach der Kombinationsbehandlung von TMZ und ART lag zwischen denen der Einzel-
behandlungen von ART und TMZ.

4.2.1.21 Untersuchungen zu den Abbauprozessen Autophagie und Protea-
som-Aktivitat nach Behandlung von TMZ und ART

Da Proteine nicht nur durch die Autophagie degradiert werden kénnen sondern auch
im Proteasom, wurde deren Aktivitdt in Bezug auf die in der Autophagie beteiligten
Proteine LC3BII und p62 innerhalb des neuen Behandlungsschema mit ART und TMZ
in der Zellline LN-229 untersucht. Durch eine erhohte Aktivitdt des Proteasoms in den
behandelten Zellen und besonders in der Kombinationsbehandlung kénnte in Protein-
analysen nicht mehr allein auf die Autophagie geschlossen werden. Um dieser Frage-
stellung nachzukommen, wurde die Proteasom-Aktivitdt mittels Proteasom-Inhibitor

gehemmt. Dazu wurde der Proteasom-Inhibitor MG132 verwendet, somit wurde ein
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Abbildung 4.28: Untersuchung zum Autophagie-Prozess und zur
Proteasom-Aktivitdt innerhalb des neuen Behandlungsschemas bei
der Zelllinie LIN-229. Westernblot zur LCSBII und p62 FEzxpressionsanalyse bei
der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas 144 Stunden nach
TMZ-Zugabe in Abhdngigkeit von der Zugabe des Proteasom-Inhibitors MG132. Als
Ladekontrolle diente das Protein ERK2.

Vergleich der Proteinmenge mit und ohne Proteasom-Aktivitit in den Zellen ermog-
licht. In Abb. 4.28 ist ein repriasentativer Westernblot gezeigt. Als Ladekontrolle diente
das Protein ERK2.

Im Expressionsprofil des LC3BII Proteins wurde deutlich, dass das Proteasom sowohl
in der unbehandelten Kontrolle als auch nach den Behandlungen aktiv war. Nach den
Einzelbehandlungen von ART und TMZ wurde mehr LC3BII exprimiert und somit
auch mehr vom Proteasom wieder abgebaut, was durch die starkeren Banden nach
Inhibition dargelegt ist. Nach der Kombinationsbehandlung von ART und TMZ zeigte
sich das Proteasom trotz intensivster Expression von LC3BII in den Zellen nicht so

aktiv wie in den Einzelbehandlungen, da die Bande eher geringer ausfiel als in den
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Einzelbehandlungen. Das Proteasom war am Abbau von LC3BII beteiligt, aber in der

Kombinationsbehandlung nicht mehr als in den anderen Zellen.

Das p62 Expressionsprofil zeigte in Bezug auf die Proteasomaktivitiat Unterschiede in
den Behandlungsarten. In der unbehandelten Kontrolle war nur eine geringe Expression
von p62 zu sehen. Nach Behandlung mit dem Proteasom Inhibitor MG132 zeigte sich
eine leichte Akkumulation von p62. Nach der Einzelbehandlung von ART war eine
gesteigerte Expression von p62 zu beobachten, die in Kombination mit dem Proteasom-
Inhibitor deutlich abnimmt. Das umgekehrte Bild zeigte sich nach Einzelbehandlung
von TMZ. Hier war die p62 Expression nur minimal starker als in der unbehandelten
Kontrolle. In Kombination mit dem Proteasom-Inhibitor stieg die Menge von p62 an. In
der Kombinationsbehandlung mit ART und TMZ war, analog zu der Einzelbehandlung
mit ART, eine gesteigerte Expression von p62 zu beobachten, die in Kombination mit

dem Proteasom-Inhibitor wieder deutlich abnahm.

4.2.1.22 Durchflusszytometrische Untersuchungen zum Autophagie-Pro-
zess nach Behandlung von TMZ und ART

Um den Autophagie-Prozess nach Behandlung mit TMZ und ART an lebenden Zel-
len zu untersuchen, wurden zwei zytometrische Verfahren genutzt. Zum einen wurde
der fluoreszierende Farbstoff Monodansylcadaverine (MDC) genutzt, der vorzugswei-
se in den autophagischen Vakuolen akkumuliert. Diese Akkumulation wird durch eine
Kombination von Ionenfallen und spezifischen Wechselwirkungen mit Membranlipiden
ermoglicht. Aufgrund dessen ist eine spezifische Farbung reiner autophagischer Vesikel

nicht moglich, da Lysosomen oftmals mitgefarbt werden.

Daher wurde zusétzlich auf das Autophagie-Detektions Kit CytolD® zuriickgegrif-
fen, das durch einen neuartigen fluoreszierenden Farbstoff autophagische Vakuolen
markiert und die Diskriminierung von Lysosomen ermoglicht. Die Zelllinien wurden
nach dem neuen Behandlungsschema mit ART und TMZ behandelt. Zur Analyse des

Autophagie-Prozesses wurde das Behandlungsschema wie in Kapitel 4.2.1.20 mit dem
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Abbildung 4.29: Untersuchung zum Autophagie-Prozess (MDC und Cy-
toID) innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Durchflusszytometrie-Analyse
mittels der Fluoreszenzfarbstoffe Monodansylsadaverin (linke Spalte) und CytoID (rech-
te Spalte) bei den Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und U87 MG (unten) inner-
halb des neuen Behandlungsschemas 144 Stunden nach TMZ-Zugabe in Abhdngigkeit
von der Zugabe des Autophagie-Inhibitors Bafilomycin. Die Fluoreszenzinduktion ist

relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.
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Autophagie-Inhibitor Bafilomycin (spéte Inhibition des Prozesses) kombiniert. Hun-
dertvierundvierzig Stunden nach TMZ-Behandlung wurden die Zellen gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. Die Ergebnisse sind als Balkendiagramme in Abhén-
gigkeit der gemessenen Fluoreszenz relativ zur unbehandelten Kontrolle in Abb. 4.29

zusammengestellt.

Die Zelllinien LN-229 und A172 zeigten nach beiden Verfahren tendenziell dhnliche Er-
gebnisse. Die hochste Intensitit der Fluoreszenz war nach Einzelbehandlung von TMZ
zu messen. Bei der Zelllinie LN-229 war abgesehen von der unbehandelten Kontrolle
die Intensitét der Fluoreszenz nach Einzelbehandlung von ART am geringsten, gefolgt
von der Kombinationsbehandlung von ART und TMZ. Die Zelllinie A172 wich bei der
CytolD-Messung etwas von der Tendenz ab, da hier die Fluoreszenz-Induktion nach
Einzelbehandlung von ART hoher ausfiel als in der MDC-Messung oder in der Zellli-
nie LN-229. Bei der Zelllinie US7 MG war die hochste Intensitiat der Fluoreszenz nach
Einzelbehandlung von ART zu beobachten. Dann unterschieden sich die Ergebnispro-
file der MDC-Messung und CytolD-Messung voneinander. Bei der MDC-Messung war
die Intensitat der Fluoreszenz nach Einzelbehandlung von TMZ und nach Kombinati-
onsbehandlung von ART und TMZ in etwa gleich hoch. Bei der CytolD-Messung fiel
die Intensitat der Fluoreszenz nach Einzelbehandlung von TMZ geringer aus als nach
Kombinationsbehandlung von ART und TMZ. Die Intensitdt der Fluoreszenz nach
Bafilomycin-Behandlung war bis auf zwei Félle, wo sie margial hoher anstieg, geringer
als in den Zellen ohne Bafilomycin-Behandlung. Diese beiden Ausnahmeféille kamen
in der Zelllinie LN-229 vor, und zwar in der MDC-Messung bei der unbehandelten
Kontrolle und in der CytolD-Messung nach Einzelbehandlung mit TMZ.
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4.2.1.23 Untersuchung zum Autophagie-Prozess und Zelltod mittels ver-
schiedener Inhibitoren

Zur Untersuchung einer gegenseitigen Einflussnahme von Autophagie und induzierten
Zelltod innerhalb des neuen Behandlungsschemas und zur generellen Verstarkung der
Hypothese, nach der die Autophagie im Wirkungsprozess der Kombinationsbehandlung
beteiligt ist, wurden Inhibitoren des Autophagie-Prozesses, der Apoptose und Nekrose

eingesetzt und deren Einflussnahme auf die Prozesse untersucht.

Zur direkten Unterbindung des gesamten Autophagie-Prozesses wurde der Autophagie-
Inhibitor 3-Methyladenin (3MA) verwendet, der die Autophagosombildung unterbin-
det. Es ist ein Inhibitor der Phosphatidylinosit-3-Kinase (PI3K), die eine wichtige
Rolle in vielen biologischen Prozessen spielt, einschliellich der Steuerung der Aktivie-
rung von mTOR, einem Schliisselregulator der Autophagie [Wu und Hu (2010)]. Bei
einer Beteiligung des Uberlebensmechanismus Autophagie sollte bei einer Inhibition
zu Beginn des Prozesses die Induktion des Zelltods zunehmen. Dieser Inhibitor wurde
mit dem neuen Behandlungsschema kombiniert. Hundertvierundvierzig Stunden nach
TMZ-Behandlung wurden die Zellen mittels Annexin/PI-Farbung und Durchflusszy-
tometer in Bezug auf den induzierten Zelltod analysiert. Die Ergebnisse dieser Unter-

suchung sind in Abb. 4.30 dargestellt.

In einer weiteren Untersuchung wurde das neue Behandlungsschema mit den Inhibi-
toren Nekrostatin (zur Inhibition des Nekrosoms — Nekroseweg) und ZVADfmk (zur
Inhibition der Kaspasen — Apoptoseweg) kombiniert. Hundertvierundvierzig Stunden
nach TMZ-Behandlung wurden die Zellen mittels CytolD-Féarbung und Durchflusszy-
tometer in Bezug auf die Autophagie analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung

sind in Abb. 4.31 dargestellt.

Zu allen drei Endzeitpunkten der Untersuchung steigerte die Zugabe des Autophagie-
Inhibitors SMA deutlich den induzierten Zelltod bei der Zelllinie LN-229, besonders in
der Kombination mit TMZ. Die Induktion des Zelltods nahm tiber die Zeit stetig zu,

der Unterschied in der Induktion des Zelltods zwischen dem neuen Behandlungsschema
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Abbildung 4.30: Untersuchung zum Autophagie-Prozess und Zelltod mit-
tels frither Inhibition innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Zelltodana-
lyse bei der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas nach 96 Stun-
den (oben), nach 120 Stunden (unten links) und nach 144 Stunden (unten rechts)
nach TMZ-Zugabe in Abhdngigkeit von der Zugabe des friihen Autophagie-Inhibitors
3-Methyladenin.

mit und ohne Autophagie-Inhibitor fiel mit der Zeit stetig ab.

Die Behandlung mit dem Nekrose-Inhibitor Nekrostatin zeigte wenig Wirkung auf das
neue Behandlungsschema in Bezug auf die Autophagie-Induktion. Bei der Zelllinie
LN-229 konnte ebenso kaum eine Wirkung auf die Autophagie-Induktion im Rahmen
des neuen Behandlungsschemas wiahrend der Behandlung mit dem Apoptose-Inhibitor
ZVADfmk festgestellt werden. Bei den beiden anderen Zelllinien war eine starke Wir-
kung in der Kombinationsbehandlung von ART und TMZ von dem Apoptose-Inhibitor
zu beobachten, ebenso bei der Zelllinie A172 nach Einzelbehandlung von ART. Durch
die Zugabe des Apoptose-Inhibitors ZVADfmk wurde die Intensitdt der Fluoreszenz
bei der Autophagie-Messung signifikant gesteigert.
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Abbildung 4.31: Untersuchung zum Autophagie-Prozess und Zelltod mittels
Inhibition des Apoptose- und Nekrose-Signalwegs innerhalb des neuen Be-
handlungsschemas. Durchflusszytometrie-Analyse mittels des Fluoreszenzfarbstoffs
CytoID bei den Zelllinien LN-229 (oben), A172 (unten links) und U87TMG (unten
rechts) innerhalb des neuen Behandlungsschemas 144 Stunden nach TMZ-Zugabe in
Abhdngigkeit von der Zugabe des Kaspase-Inhibitors ZVADfmk und Nekrostatin. Die

Fluoreszenzinduktion ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.

4.2.1.24 Zellzyklusanalyse nach der Behandlung von ART und TMZ

Um den Einfluss des etablierten Behandlungsschemas auf den Zellzyklus zu studieren,
wurde erneut auf die Analyse des DNA-Gehalts der Zellen mittels PI-Farbung am
Durchflusszytometer zuriickgegriffen. Dabei wurde die SubG1-Fraktion (tote Zellen)
gesondert dargestellt, um ausschlieSlich den Zyklus der lebenden Zellen zu untersuchen.
Die Ergebnisse sind als Balkendiagramme fiir die Zelllinie LN-229 in Abb. 4.32 gezeigt,
fir die Zelllinie A172 in Abb. 4.33 und fir die Zelllinie US7 MG in Abb. 4.34.

Desweiteren wurde auch hier das Expressionsprofil von den beiden Proteinen pChkl

und pChk2 untersucht. Angepasst an das neue Behandlungsschema wurden die Zellen
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84 Stunden nach TMZ-Behandlung geerntet und die Proteine isoliert. Fiir die Behand-
lungen mit ART wurden zwei Zeitpunkte gewéahlt. Als erster Zeitpunkt wurde ART
72 Stunden nach TMZ-Behandlung zugegeben (12-Stundenwert von ART), als zwei-
ter die Zugabe von ART 78 Stunden nach TMZ-Behandlung (sechs-Stundenwert von
ART). Fiir die Zelllinien LN-229 und U87 MG sind die Ergebnisse in Abb. 4.35 gezeigt,
fiir die Zelllinie A172 konnten die Expressionen von Check-Proteinen trotz analoger
Bearbeitung mit den anderen Zelllinien nicht detektiert werden. Die Ursache dafiir lies

sich nicht feststellen.

Bei der Zelllinie LN-229 lag der SubG1-Anteil in der unbehandelten Kontrolle tiber die
Zeit von 72 Stunden bis 144 Stunden bei etwa 5 %. Mit der Dauer einer Behandlung
stieg der Anteil an. Nach Einzelbehandlung von ART erhohte sich der Anteil nach
24 Stunden (96-Stundenwert) auf 20 % und innerhalb von 48 Stunden um weitere 5 %.
Nach Einzelbehandlung von TMZ stieg der Anteil nach 72 Stunden (72-Stundenwert)
auf 12 % an und erst nach weiteren 72 Stunden um weitere 8 %. In der Kombinations-
behandlung war ein stetiger Anstieg des Anteils an SubG1-Zellen zu beobachten. Nach
144 Stunden lag der Anteil bei etwa 35 %.

In der Zellzyklusanalyse zeigten die Zellen tiber die Zeit je nach Behandlung ein verén-
dertes Profil im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Nach ART-Behandlung blieb
der Anteil der Zellen der G2- und G1-Phase etwa gleich grofl im Gegensatz zur unbehan-
delten Kontrolle, bei der die Zellen in der G1-Phase stetig anstiegen und der Anteil der
Zellen in der G2-Phase kontinuierlich geringer wurde. Zweiundsiebzig Stunden nach der
Einzelbehandlung von TMZ befanden sich die Zellen in einem ausgepragten G2-Block,
dieser Block wurde iiber die Zeit geringer und durch eine tetraploide Phase aufgefiillt,
in der sich nach 144 Stunden tiber 25% der Zellen befanden. In der Kombinations-
behandlung zeigte sich dieses Bild wesentlich abgeschwéchter und nach 144 Stunden
befanden sich nur etwa 10 % der Zellen in einer tetraploiden Phase. Zudem stieg der

Anteil der Zellen in der G1-Phase uber den beobachteten Zeitraum leicht an.

Das Expressionsprofil der Proteine pChk1 und pChk2 zeigte die groite Veranderung im
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Abbildung 4.32: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie LN-229
nach ART- und TMZ-Behandlung nach dem neuen Behandlungsschema.
Apoptoseanalyse als SubG1 Anteil (oben) und Zellzyklusanalysen ohne SubG1 Anteil
(unten) der Zelllinie LN-229 von 72 Stunden bis 144 Stunden nach FEinzelbehandlung
von ART und TMZ und nach Kombinationsbehandlung. Die Signifikanzen zur Kombi-
nationsbehandlung sind fir ART (blau) und TMZ (rot) getrennt fir die Phasen G1,
G2 und >/4n dargestellt. Unterschiede in den S-Phasen sind nicht signifikant.
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Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nach Einzelbehandlung von TMZ. Das Protein
pChk1 wurde iiber vierfach héher exprimiert und das Protein pChk2 wurde iiber drei-
fach hoher exprimiert nach Einzelbehandlung von TMZ. Nach Kombinationshehand-
lung war die Expression von pChk2 noch tiber zweifach hoher als in der unbehandelten

Kontrolle.

Bei der unbehandelten Kontrolle der Zelllinie A172 lag der Anteil an Zellen in SubG1
bei etwa 5% tiber die gesamte Zeit. In den Behandlungen stieg der Anteil tiber die

Zeit stetig an, am stirksten in der Kombinationsbehandlung bis iiber 50 %. Bei der

Einzelbehandlung von ART blieb der Anteil unter 30 % und bei TMZ unter 40 %.

Das Zellzyklusprofil der unbehandelten Kontrolle war iiber die beobachtete Zeit sehr
stabil. Uber 70 % der Zellen befanden sich in der G1-Phase, 2-5% der Zellen in der
S-Phase und etwa 25 % in der G2-Phase. Nach Einzelbehandlung von ART stieg der
Anteil der G1-Phase leicht an, der Anteil der G2-Phase fiel leicht ab. Die Einzelbehand-
lung von TMZ fithrte nach 72 Stunden zu einem ausgepragten G2-Block, etwa 70 % der
Zellen befanden sich in der G2-Phase. Ab 96 Stunden schrumpfte der Anteil der Zellen
in der G2-Phase und es trat die tetraploide Phase ein. Nach 144 Stunden nahm die
tetraploide Phase etwa 45 % ein, die G2-Phase dann auch nur noch etwa 45 %. Durch
die Kombinationsbehandlung von TMZ und ART war das Anreichern der Zellen in
der tetraploiden Phase geringer, nach 144 Stunden waren nur etwa 10 % der Zellen in
dieser Phase und noch tiber 70 % der Zellen in der G2-Phase. Leider konnten, trotz
wiederholten Versuchen mit gesteigerten Proteinmengen, keine auswertbaren Signale

fiir die Proteine pChk1 und pChk2 detektiert werden.

Bei der Zelllinie US7 MG war der SubG1-Anteil in der unbehandelten Kontrolle mit
etwa 10 % hoher als in den anderen beiden Zelllinien. Die Einzelbehandlung von ART
zeigte nur wenig Auswirkungen auf die SubGl-Fraktion, nach 120 Stunden erreichte
diese den Hohepunkt von 15 %. Die SubG1-Fraktion nach der TMZ-Einzelbehandlung
nahm stetig zu, nach 144 Stunden hatte diese ihren Hohepunkt bei etwa 28 %. In der
Kombinationsbehandlung schwankte die SubG1-Fraktion zwischen 20 % nach 96 Stun-
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Abbildung 4.33: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie A172 nach
ART- und TMZ-Behandlung nach dem neuen Behandlungsschema. Apopto-
seanalyse als SubG1 Anteil (oben) und Zellzyklusanalysen ohne SubG1 Anteil (unten)
der Zelllinie A172 von 72 Stunden bis 144 Stunden nach Einzelbehandlung von ART
und TMZ und nach Kombinationsbehandlung. Die Signifikanzen zur Kombinationsbe-
handlung sind fir ART (blau) und TMZ (rot) getrennt fir die Phasen G1, G2 und
>/n dargestellt. Unterschiede in den S-Phasen sind nicht signifikant.
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Abbildung 4.34: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie U887 MG
nach ART- und TMZ-Behandlung nach dem neuen Behandlungsschema.
Apoptoseanalyse als SubG1 Anteil (oben) und Zellzyklusanalysen ohne SubG1 Anteil
(unten) der Zelllinie U87 MG von 72 Stunden bis 144 Stunden nach Einzelbehandlung
von ART und TMZ und nach Kombinationsbehandlung. Die Signifikanzen zur Kombi-
nationsbehandlung sind fir ART (blau) und TMZ (rot) getrennt fir die Phasen G1,
G2 und >/4n dargestellt. Unterschiede in den S-Phasen sind nicht signifikant.
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den und etwa 30 % nach 144 Stunden.

Die mit ART behandelten Zellen zeigten in etwa das gleiche Profil wie die unbehan-
delte Kontrolle. Sie hatten einen Anteil von tiber 60 % der Zellen in der G1-Phase und
einen Anteil von 30% in der G2-Phase, der iiber die Zeit auf etwa 20 % schrumpfte.
Beide zeigten einen kleinen Anteil an einer tetraploiden Phase und auch der S-Phase,
der in der unbehandelten Kontrolle etwas grofier und stabiler iiber die Zeit blieb. Nach
der Einzelbehandlung von TMZ zeigte sich wie in den anderen beiden Zelllininen ein
deutlicher G2-Block mit etwa 60 % der Zellen. Der Unterschied zu den anderen Zellen
bestand in dem iiber die Zeit geringeren Anteil der tetraploiden Phase, der zwischen
10 % und 15 % schwankte. In der Kombinationsbehandlung war dieser Anteil nur ge-

ringfiigig kleiner mit etwa 10 % bis 12 %.

Die Expressionsprofile der Proteine pChkl und pChk2 zeigten deutliche Unterschiede
zueinander. Bei pChkl war die starkste Expression des Proteins in der Kombinations-
behandlung sechs Stunden nach ART-Zugabe. Nach weiteren sechs Stunden war diese

schon wieder niedriger, mit einem Wert von etwa drei war sie sogar geringer als nach
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Abbildung 4.35: Zellzyklusanalysen der Zelllinien LN-229 und U87 MG nach
ART- und TMZ-Behandlung nach dem neuen Behandlungsschema mit-
tels Proteinexpression. Zellzyklusanalysen mittels Proteinexpression von pChkl und
pChk2 der Zelllinien LN-229 (links) und U87MG (rechts) sechs und 12 Stunden nach
ART-Behandlung. Die Proteinexpession ist relativ zur unbehandelten Kontrolle darge-
stellt, TA entspricht der Kombinationsbehandlung mit TMZ und ART nach dem neuem

Behandlungsschema.
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TMZ-Einzelbehandlung. Das Protein pChk1 wurde tiber vierfach hoher exprimiert und
das Protein pChk2 wurde tiber fiinffach héher exprimiert nach TMZ-Einzelbehandlung.
Die hochste Expression von pChk2 wurde in der Kombinationsbehandlung erreicht.
Sechs Stunden nach ART-Behandlung war sie iiber siebenfach héher als in der un-
behandelten Kontrolle und nach weiteren sechs Stunden war sie auf iiber achtfach

gestiegen.

4.2.1.25 Untersuchung zum Autophagie-Verlauf und Aktivierung der
Kaspasen

Da die Endpunktanalysen nach 144 Stunden nur begrenzt den Ablauf eines Prozesses
widerspiegelten, wurden die Prozesse mit Zeitpunkt der ART-Zugabe im Abstand von
24 Stunden bis zum Endpunkt von 144 Stunden analysiert. Um die Wirkung auf den
Autophagie-Prozess und parallel auf die Aktivierung der Kaspasen im zeitlichen Verlauf
des neuen Behandlungsschemas zu untersuchen, wurden die fluoreszierenden Farbstoffe
CytolID, MDC und Magic Red fiir das Kathepsin B und die Kaspasen 3 und 7 verwendet.
Die Induktion der Farbstoffe wurde mittels Durchflusszytometrie zu den Zeitpunkten
72, 96, 120 und 144 Stunden nach TMZ-Zugabe analysiert. Die mittleren Intensititen
relativ zur unbehandelten Kontrolle sind in den Abbildungen 4.36 fir die Zelllinie
LN-229, 4.37 fiir die Zelllinie A172 und 4.38 fiir die Zelllinie U7 MG dargestellt. Die
Fluoreszenzfarbstoffe sind in der Reihenfolge CytoID (1. Reihe), Monodansylsadaverin
(2. Reihe), Kathepsin B (3. Reihe) und Kaspasen 3 und 7 (4. Reihe) aufgefiihrt.

Das CytolD-Profil der Zelllinie LN-229 spiegelte sich in der MDC-Messung wider. Nach
Einzelbehandlung von ART stieg die Intensitat der Fluoreszenz langsam an. Dem ge-
geniiber war ein starker Anstieg der Intensitdt der Fluoreszenz bei Einzelbehandlung
mit TMZ zu beobachten. Auch in der Kombinationsbehandlung stieg die Intensitéat
der Fluoreszenz zunichst an, fiel dann aber immer weiter ab. Besonders in der MDC-
Messung wurde der Unterschied der Einzelbehandlungen und deren Kombination deut-

lich. Wahrend die Intensitéit der Fluoreszenz bei den Einzelbehandlungen immer weiter
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Abbildung 4.36: Untersuchung zum Autophagie-Verlauf bei der Zellli-
nie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Durchflusszytometrie-
Analyse bei der Zelllinie LN-229 mittels der Fluoreszenzfarbstoffe CytolD (1. Reihe),
Monodansylsadaverin (2. Reihe), Kathepsin B (3. Reihe) und Kaspasen 3 und 7
(4. Reihe) bei der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas in Ab-
hdingigkeit der Zeit 72 bis 144 Stunden nach TMZ-Zugabe. Die Fluoreszenzinduktion

ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.
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Abbildung 4.37: Untersuchung zum Autophagie-Verlauf bei der Zelllinie
A172 innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Durchflusszytometrie- Analyse
bei der Zelllinie A172 mittels der Fluoreszenzfarbstoffe CytolD (1. Reihe), Monodan-
sylsadaverin (2. Reihe), Kathepsin B (3. Reihe) und Kaspasen 3 und 7 (4. Reihe) bei der
Zelllinie A172 innerhalb des neuen Behandlungsschemas in Abhdngigkeit der Zeit 72
bis 144 Stunden nach TMZ-Zugabe. Die Fluoreszenzinduktion ist relativ zur unbehan-

delten Kontrolle dargestellt.
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Abbildung 4.38: Untersuchung zum Autophagie-Verlauf bei der Zellli-
nie U887 MG innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Durchflusszytometrie-
Analyse bei der Zelllinie U8T MG mittels der Fluoreszenzfarbstoffe CytoID (1. Reihe),
Monodansylsadaverin (2. Reihe), Kathepsin B (3. Reihe) und Kaspasen 3 und 7
(4. Reihe) bei der Zelllinie U87MG innerhalb des neuen Behandlungsschemas in Ab-
hdingigkeit der Zeit 72 bis 144 Stunden nach TMZ-Zugabe. Die Fluoreszenzinduktion

ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.
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anstieg, sank diese in der Kombinationsbeandlung ab 96 Stunden kontinuierlich ab.

Das Kathepsin-Profil und das Kaspase-Profil waren unterschiedlich und wichen auch
von den anderen beiden Profilen ab. Im Kathepsin-Profil stieg die Intensitat der Fluo-
reszenz nach Einzelbehandlung von ART stetig langsam an. Die Intensitit der Fluo-
reszenz nach TMZ-Einzelbehandlung stieg bis zu 120 Stunden stark an und blieb dann
konstant auf einen Wert von etwa drei stehen. In der Kombinationsbehandlung erhéhte
sich die Intensitat der Fluoreszenz deutlich bis 96 Stunden, ab da sank sie wieder leicht

ab.

Das Kaspase-Profil zeigte im Vergleich zu den anderen Profilen die geringsten Ab-
weichungen zu der unbehandelten Kontrolle. Mit einer Intensitatssteigerung auf einen
Wert knapp iiber zwei war dies die hochste Intensitat in diesem Profil. Nach ART-
Einzelbehandlung nahm die Intensitdt der Fluoreszenz nur minimal zu, nach TMZ-
Einzelbehandlung stieg die Intensitat der Fluoreszenz stetig bis zu einem Wert von
zwei an. Auch in der Kombinationbehandlung erhohte sich die Intensitéit der Fluores-
zenz stetig. Allerdings geschah dies bis zum 96 Stundenwert langsamer als bei TMZ-
Einzelbehandlung, danach starker als bei TMZ-Einzelbehandlung bis zu einem Wert

uber zwei.

Bei der Zelllinie A172 waren die Autophagie-Profile (CytoID- und MDC-Messung) von
der Tendenz dhnlich zueinander und zu denen der Zelllinie LN-229. Auch die ande-
ren beiden Profile (Kathepsin- und Kaspase-Messung) zeigten die gleichen Tenden-
zen. Nach Einzelbehandlung von ART stieg die Intensitdt der Fluoreszenz langsam
an, wohingegen nach Einzelbehandlung von TMZ die Intensitat der Fluoreszenz stark
zunahm. Auch in der Kombinationsbehandlung ist eine Erhéhung der Intensitdt der
Fluoreszenz zu beobachten, diese fiel dann aber immer weiter ab. Besonders in der
MDC-Messung wurde der Unterschied der Einzelbehandlungen und der Kombination
deutlich. Wahrend die Intensitiat der Fluoreszenz bei den Einzelbehandlungen immer
weiter anstieg, sank diese in der Kombinationsbehandlung ab 120 Stunden kontinuier-

lich ab.
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Die Zelllinie U887 MG zeigte in drei Profilen ein deutlich anderes Bild, nur die MDC-
Messung offenbarte eine dhnliche Tendenz wie die Zelllinie A172. Die drei abweichenden
Profile ergaben ein Bild, in dem die Intensitiaten der Fluoreszenz immer weiter anstie-

gen, auch die der Kombinationsbehandlung, ganz im Gegensatz zu den Profilen der

Zelllinie A172.

4.2.1.26 Untersuchung der Autophagosomen, Lysosomen und Mitochon-

drien

Die Ergebnisse der Autophagie-Untersuchungen zeigten, dass die Autophagie im Wir-
kungsmechanismus der Kombinationsbehandlung von TMZ und ART involviert war
und die Autophagie nach ART und TMZ induziert aber am Ende des Prozesses gestort
wurde. Diese Resultate fithrten zu weiteren Hypothesen. Die erste Hypothese besagt,
dass die Lysosomen durch die hohe ROS Induktion beeintrichtigt wurden und somit
die Fusion der Autophagosomen und Lysosomen zu den Autolysosomen unterbunden
wurde. Zur Untersuchung der Wirkung auf die Autophagosomen und Lysosomen in
Bezug auf die Behandlungen innerhalb des neuen Behandlungsschemas wurden die
Zellen nach verschiedenen Zeitpunkten fixiert und mit spezifischen Markern markiert.
Anschlielend wurden sie mit fluoreszierenden Antikérpern gekoppelt und mittels des
Fluoreszenzmikroskops untersucht. Als spezifischer Marker fiir die Autophagosomen
wurde das Protein LC3B und fiir die Lysosomen das Protein Lamp2 gewéhlt, das in
der Membran der Lysosomen lokalisiert ist. Mittels des Fluoreszenzmikroskops wurden
Bilder der Zelllinie LN-229 96 Stunden, 120 Stunden und 144 Stunden nach TMZ-
Behandlung fiir die unbehandelte Konrolle, fiir die Einzelbehandlung von ART und
TMZ und fiir die Kombinationsbehandlung von ART und TMZ aufgenommen. Ein
reprasentatives Bild aus jeder Serie ist in Abb. 4.39 dargestellt.

Die Autophagosomen (LC3B-Foci) sind hier in griin dargestellt und nur nach Einzel-
behandlung von ART bei den Zeitwerten von 96 Stunden und 120 Stunden deutlich

zu erkennen. Zu anderen Zeiten und unter anderen Behandlungen war eine Farbung
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Abbildung 4.39: Untersuchung der Lysosomen und Autophagoso-
men der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas.
Immunfluoreszenz-Mikroskopie mittels LAMP2-Antikérper (Lysosomen in rot) und
LC3B-Antikorper (Autophagosomen als grine Foci) in fizierten Zellen der Zelllinie
LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas von 96 bis 144 Stunden nach TMZ-
Behandlung. Die Bilder sind mit einer 63-fachen Vergréfierung aufgenommen und die
Zellkerne sind in blau dargestellt. Als Positiv-Kontrolle der Doppelfirbung diente die
unbehandelte Kontrolle der Zelllinie LN-229 72 Stunden nach TMZ-Behandlung.

139



Kapitel 4. Ergebnisse

Ktr T™Z TMZ/ART

96 Std

120 Std

ART

144 Std

Abbildung 4.40: Lebenduntersuchung der Lysosomen und Mitochondrien
der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas. Fluoreszenz-
Mikroskopie mittels Lysotracker (Lysosomen in grin) und Mitotracker (Mitochondri-
en in rot) der Zelllinie LN-229 innerhalb des neuen Behandlungsschemas von 96 bis
144 Stunden nach TMZ-Behandlung. Die Bilder sind mit einer 63-fachen Vergroflerung

aufgenommen.

der Autophagosomen nicht deutlich zu beobachten. Das Protein Lamp2 der Lysosomen
(hier in rot dargestellt) war in keiner der behandelten Zellen zu erkennen, nur in den

Kontrollen unter 96 Stunden waren deutliche Signale beider Marker-Proteine zu sehen.

Zur weiteren Untersuchung der Lysosomen und Mitochondrien auf die Behandlungen
innerhalb des neuen Behandlungsschemas wurden die fluoreszierenden Farbstoffe Ly-
sotracker und Mitotracker verwendet. Mittels des Fluoreszenzmikroskops wurden auch
hier Bilder der Zelllinie LN-229 96 Stunden, 120 Stunden und 144 Stunden nach TMZ-
Behandlung fiir die unbehandelte Kontrolle, fiir die Einzelbehandlung mit ART und

TMZ und fiir die Kombinationsbehandlung mit ART und TMZ erstellt. In Abb. 4.40
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ist ein reprasentatives Bild aus jeder Serie gezeigt.

Die Lysosomen sind in griin dargestellt und selbst nach 144 Stunden in der Doppelbe-
handlung waren sie deutlich zu sehen und wiesen keine Unterschiede zu den Lysosomen
der einzelbehandelten Zellen auf. Zuvor durchgefithrte Westernblots mit Lamp2 nach
144 Std noch nach simultaner Behandlung zeigen ebenfalls keinen Unterschied in der
Expresssion von Lamp2 zu den unbehandelten Kontrollen und den Einzelbehandlungen.
Nach ART-Behandlungen war eine Verdanderung der Mitochondrien zu erkennen. Sie
zeigten nicht mehr die typische perlenschnurartige Struktur innerhalb einer stressfreien
Zelle. Zudem war auch hier an den Zellen wieder die GroBenzunahme nach TMZ-Gabe

zu beobachten.

4.2.1.27 Untersuchung des Zelltods und des Autophagie-Prozesses in
Abhingigkeit einer friihen Autophagie-Induktion

Eine zweite Hypothese im Rahmen der Einflussnahme der Autophagie auf den Ge-
samtprozess, der die Steigerung des Zelltods bedingt, fithrte zur Annahme, dass der
Autophagieprozess tiberlastet war. Allein durch die friithzeitige Induktion der Auto-
phagie und anschliefender Zugabe von ART wurde der hohe Zelltod bedingt. Um zu
untersuchen, ob eine alleinige frithe Induktion der Autophagie vor Behandlung mit ART
die Induktion des Zelltods beeinflusst, wurden zwei verschiedene Wirkstoffe genutzt,
die die Autophagie induzieren konnen. Zum einen wurde das bekannte und oft als Po-
sitivkontrolle verwendete Rapamycin verwendet, zum anderen wurde Ammoniak zur
Autophagie-Induktion genutzt. Die Behandlung erfolgte nach dem neuen Behandlungs-
schema, statt TMZ-Behandlung wurden die anderen beiden Autophagie-Induktoren
verwendet. Hundertvierundvierzig Stunden nach Behandlung mit den Induktoren wur-
den die Zellen geerntet und fiir zwei parallele Analysen mit dem Durchflusszytometer
geférbt. Zum einen wurde mittels Annexin/PI-Farbung der Zelltod und zum anderen
mittels CytolD-Farbung die Autophagie-Induktion gemessen. Die Ergebnisse fiir die

drei Zelllinien sind in Abb. 4.41 zusammengestellt.
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Abbildung 4.41: Analyse von Zelltod und Autophagie der Zelllinien in Ab-
hangigkeit der Autophagie-Induktion. Zelltod- und Autophagie-Analyse mittels
Durchflusszytometrie der Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und U87 MG (un-
ten) 144 Stunden nach TMZ-Behandlung mit und ohne Vorbehandlungen von Rapamy-
cin (linke Spalte) und Ammoniak (rechte Spalte). Die Fluoreszenzinduktion (CytolD)

ist relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt (rechte Skalierung).
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Der Autophagie-Induktor Rapamycin erwies sich in diesen drei Zelllinien als kein wir-
kungsvoller Induktor der Autophagie. In der Zelllinie LN-229 wurde durch die Kombi-
nationsbehandlung der Zelltod etwas gesteigert, die Autophagie-Induktion von Rapa-

mycin blieb aber auch hier gering.

Im Gegensatz dazu zeigte sich Ammoniak als wesentlich besserer Autophagie-Induktor,
besonders in der Zelllinie A172. Hier manifestierte sich auch die Kombination als starker
Induktor des Zelltodes, ebenso in der Zelllinie US7 MG. Bei der Zelllinie LN-229 war
die Steigerung des Zelltodes durch die Kombinationsbehandlung eher gering, aber die

Autophagie-Induktion hoéher als in den anderen beiden Zelllinien.

4.2.1.28 Untersuchung der Seneszenz im zeitlichen Verlauf

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen und die Einflussnahme des Uberlebensmecha-
nismus Autophagie auf den Zelltod deuten auf einen weiteren Mechanismus der Zellen,
die Seneszenz. Da die Autophagie in engem Bezug zur Seneszenz steht [Knizhnik u. a.
(2013); Kuilman u. a. (2010)], entwickelte sich die Hypothese, dass nicht nur die Auto-
phagie als Uberlebensmechanismuss der Zellen gestort ist, sondern sich die Behandlung
mit ART auch auf die Seneszenz auswirkt. Zur Messung der Induktion der Seneszenz
in den Zellen wurden sie nach neuem Behandlungsschema behandelt und anschlieffend
vor der Ernte mit Bafilomycin behandelt, um im Inneren der Zelle fiir ein saures Mi-
lieu (pH 6) zu sorgen. In diesem Milieu ist die Seneszenz-assoziierte-/3-Galaktosidase
(SABG) wirksam und spaltet ihre Substrate. Zur Bestimmung der SABG-Aktivitat
wurde ein synthetisches Substrat verwendet, das nach Spaltung durch die SABG fluo-
resziert. Dieses Substrat ist 5-Dodecanoylaminofluorescein Di-3-D-Galactopyranoside
(C12FDG) und wurde nach Bafilomycin-Behandlung zu den Zellen gegeben. Die Fluo-
reszenz wurde mittels Durchflusszytometer gemessen, die Intensitdten werden relativ
zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Die Ergebnisse fiir die Werte 96, 120 und
144 Stunden sind in Abb. 4.42 dargestellt.

Die Zelllinien LN-229 und A172 zeigten sehr ahnliche Induktions-Profile, die Zelllinie
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Abbildung 4.42: Untersuchung zum Seneszenz-Verlauf (C,FDG). Durchfiuss-
zytometrie-Analyse mittels des Fluoreszenzfarbstoffs 5-Dodecanoylaminofiuorescein Di-
B-D-Galactopyranoside bei den Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und USTMG
(unten) von 96 bis 144 Stunden nach TMZ-Zugabe. Die Fluoreszenzinduktion ist relativ
zur unbehandelten Kontrolle dargestellt.
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U87MG wich von diesen ab. Zudem war die Induktion im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrolle deutlich geringer als in den anderen beiden Zelllinien. Bei den Zelllinien
LN-229 und A172 lag die Induktion der Seneszenz nach ART-Behandlung leicht un-
ter der der unbehandelten Kontrollen. Nach TMZ-Behandlung nahm die Induktion
iiber die Zeit stark zu, bei der Zelllinie LN-229 lag der Wert fiinffach tiber dem der
unbehandelten Kontrolle und bei der Zelllinie A172 lag der Wert 2,5-fach tiber dem
der unbehandelten Kontrolle. In der Kombinationsbehandlung war die Induktion der

Seneszenz deutlich geringer.

Bei der Zelllinie U7 MG lag die Induktion der Seneszenz nur bis zu einem Zeitpunkt
von 120 Stunden unter der der unbehandelten Kontrolle. Dann stieg sie auf den Level
der TMZ-Behandlung an, der recht konstant bei einem Wert von 1,5 lag. Die Induk-
tion nach Kombinationsbehandlung lag bei 96 Stunden noch unter dem der TMZ-
Einzelbehandlung, nach 120 Stunden waren beide Werte gleich auf. Dann stieg die
Induktion der Seneszenz nach der Kombinationshehandlung weiter an und tiberstieg

die der Einzelbehandlung von TMZ bei einen Wert von etwa 1,8.

4.2.2 Bestrahlung und Artesunat

Das simultane und das neue zeitlich versetzte Behandlungsschema fiir die Kombination
von Temozolomid und Artesunat wurde anschlieBend auf die Kombination von Bestrah-
lung und Artesunat iibertragen. Zunachst wurde die Proliferation und die Induktion des
Zelltods nach Bestrahlung und Behandlung von Artesunat untersucht. Anschliefend
wurde der Einfluss der Behandlungen auf den Zellzyklus und den Autophagie-Prozess

der Zellen analysiert.
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4.2.2.1 Untersuchung der zellularen Sensitivitat nach Behandlung mit IR
und ART

Zur Bestimmung der Sensitivitdt der Zelllinien gegentiber IR und ART wurden dosis-
abhéngige Kolonieassays mit allen drei Zelllinien durchgefiihrt, die die Proliferation
und das Uberleben der Zellen widerspiegeln. Die Ergebnisse der Kolonieassays sind in
Abb. 4.43 zusammengestellt. Anschlieend wurden verschiedene Behandlungsschema-
ta auf die Zelllinie LN-229 iibertragen und in Abhéangigkeit des induzierten Zelltods

analysiert. Die Ergebnisse der zytometrischen Messungen sind in Abb. 4.44 dargestellt.

Nach Bestrahlung der Zellen (siche Abb. 4.43) zeigte sich die Zelllinie A172 am sensi-
tivsten, sowohl im direkten Vergleich mit den anderen Zelllinien (oben links) als auch
in der Kombination mit ART (unten links). Die anderen beiden Zelllinien zeigten nach
Bestrahlung eine dhnliche aber etwas schwéchere Sensitivitat. In der Kombination mit
ART zeigte sich die Zelllinie LN-229 sensitiver als die Zelllinie U87 MG. Mit ansteigen-
der Konzentration von ART und Erhohung der Bestrahlung nahm die Sensitivitat der
Zelllinie LN-229 weiter zu. Bei der Zelllinie US7 MG stieg die Sensitivitdt mit Erho-
hung der ART-Behandlung und der Bestrahlung zu Beginn an. Bei einer Dosis tiber 3
Gy wechselte das Verhalten der Zellen und die Zellen mit der héchsten Konzentration
von ART zeigten sich am resistentesten. Dennoch stieg die Sensitivitat der Zellen mit

zunehmender Bestrahlung weiter an.

In den Zelltodanalysen der Zelllinie LN-229 (vergleiche Abb. 4.44) zeigte sich schon
nach 48 Stunden und einer geringen Strahlendosis von 5 Gy eine effektivere Induktion
des Zelltods nach dem neuen Behandlungsschema (oben rechts) als nach simultaner
Behandlung mit ART und Strahlung (oben links). Hundervierundvierzig Stunden nach
der Bestrahlung und der doppelten Strahlendosis zeigte sich dieses Bild noch deutlicher

und tber 60 % der Zellen starben nach der Kombinationsbehandlung (unten).
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Abbildung 4.43: Zytotoxische Wirkung der Kombinationsbehandlung von
IR und ART auf Glioblastomzellen. Kolonien ausgesditer Zellen der Zelllinien

nach Bestrahlung in Abhdingigkeit aufsteigender Dosen (oben). Uberlebensanteil ausge-

sater Zellkolonien von LN-229 (2.Reihe), A172 (3.Reihe) und US8TMG (4.Reihe) nach
Bestrahlung in Abhdngigkeit der Zugabe von ART 72 Stunden nach Bestrahlung mit

aufsteigenden Konzentrationen von ART (linke Spalte) und nach Normierung der auf-

steigenden Konzentrationen von ART (rechts).
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Abbildung 4.44: Gegeniiberstellung des Gesamtzelltods verschiedener Be-
handlungsschemata bei der Zelllinie LIN-229. Zelltodanalysen verschiedener Be-
handlungsschemata bei der Zelllinie LN-229 mittels Durchflusszytometrie: unbehandelte
Zellen (schwarz), mit ART behandelte Zellen (blau), bestrahlte Zellen (rot) und Kombi-
nationsbehandlung (violett). Gesamizelltod nach Einzel- und Kombinationsbehandlung
von IR und ART 48 Stunden nach simultaner Zugabe mit 5 Gy Bestrahlung (oben links)
und 10 Gy Bestrahlung (oben rechts). Gesamtzelltod nach Einzel- und Kombinationsbe-
handlung von 10 Gy Bestrahlung und ART-Behandlung 144 Stunden nach simultaner
Zugabe von ART (unten links) und Zugabe von ART 72 Stunden nach Bestrahlung

(neues Behandlungsschema, unten rechts).
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4.2.2.2 Morphologische Untersuchung der Zelllinie LN-229 nach Einzelbe-
handlung mit ART und IR und Kombination von ART und IR
innerhalb des neuen Behandlungsschemas

Um einen weiteren Eindruck der Wirkung der Kombinationsbehandlung auf die Zellen
zu bekommen, wurde die Zelllinie LN-229 144 Stunden nach Behandlung unter dem
Mikroskop beobachtet. Reprasentative Bilder sind in Abb. 4.45 zusammengestellt.

Die Zellen der unbehandelten Kontrolle und nach der Einzelbehandlung von ART ver-
hielten sich wie bei dem in Kapitel 4.2.1.18 beschriebenen Versuch. Nach Einzelbehand-
lung von ART verkiirzten sich die Ausléufer der Zellen, sodass diese kantiger erschienen.
Zudem nahm die Granularitat der Zellen stark zu. Nach der Bestrahlung nahmen die
Zellen an Grofle zu, zeigten sich stark abgeflacht und auch hier nahm die Granulari-
tat zu. In der Kombinationsbehandlung dhnelte die zellulare Veranderung tiberwiegend
den nur mit ART behandelten Zellen. Die Zellen waren nicht so stark abgeflacht und
vergroferten sich auch nicht wie nach IR-Einzelbehandlung. Aber auch hier nahm die
Granularitdt stark zu und die Zellen verkiirzten ihre Ausldufer und wirkten somit in
ihrer Form ebenfalls kantiger. Die vielen Vesikel in den Zellen waren nach Kombinati-
onsbehandlung besonders deutlich zu erkennen. Die Zelldichte und Zellzahl der Zellen

nahm in der Kombinationshehandlung stark ab.

Ktr ART R IR/ART

Abbildung 4.45: Morphologie der Zelllinie LN-229 nach ART-Behandlung
und Bestrahlung. Lebendaufnahmen der Zelllinie LN-229 in 32-facher Vergrofierung
144 Stunden nach Finzelbehandlung von ART und Bestrahlung und nach Kombinati-

onsbehandlung folgend dem neuen Behandlungsschema.
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4.2.2.3 Zellzyklusanalyse der Zelllinie LN-229 nach Einzelbehandlung von
ART und IR und in Kombination

Um den Zelltod und die Auswirkungen auf den Zellzyklus nédher zu untersuchen, wur-
de der Zellzyklus im zeitlichen Verlauf von 72 Stunden bis 144 Stunden nach Bestrah-
lung mit simultaner ART-Zugabe und innerhalb des neuen Behandlungsschemas unter-
sucht. In beiden Behandlungsschemata wurde die Strahlendosis von 10 Gy gewéhlt. Fiir
die Untersuchung wurde der DNA-Gehalt mittels PI-Farbung am Durchflusszytometer
analysiert. Um ausschliellich den Zyklus der lebenden Zellen zu untersuchen, wurden
die SubG1-Fraktionen (tote Zellen) gesondert dargestellt. Die Ergebnisse sind als Bal-
kendiagramme in Abb. 4.46 fir die simultane Behandlung mit IR und ART und in
Abb. 4.47 fir die zeitversetzte Behandlung mit IR und ART nach dem neuen Behand-
lungsschema dargestellt. Fiir beide Abbildungen sind oben jeweils die SubG1-Daten

gezeigt und unten die Zellzyklusphasen zusammengestellt.

Mit der Dauer der Behandlungen stieg der Anteil der toten Zellen (SubG1-Anteil) wei-
ter an, die hochsten Werte wurden nach der Kombinationsbehandlung erreicht. In den
Zellzyklusanalysen waren deutlich die gleichen Profile in der unbehandelten Kontrolle
und nach Bestrahlung zu erkennen. Nach Gabe von Artesunat und in der Kombinati-
onsbehandlung unterschieden sich die Profile der verschiedenen Behandlungsschemata

voneinander.

In der unbehandelten Kontrolle stieg der Anteil an Zellen in der G1-Phase iiber die
Zeit leicht an, wihrend die Anteile der Zellen in der G2-Phase und der S-Phase leicht
absanken. Nach der Bestrahlung war die G1-Phase deutlich geringer als in der unbe-
handelten Kontrolle, aber konstant iiber die Zeit. Ebenfalls anndhernd konstant war
die G2-Phase mit etwa 20 %, die S-Phase nahm iiber die Zeit leicht ab. Der grofite
Anteil der Zellen befand sich mit bis zu 60 % in der tetraploiden Phase.

Bei simultaner Gabe von ART (zeitgleich zur Bestrahlung) zeigte sich ein leichter
G2-Block von etwa 30 %, der iiber die Zeit konstant erhalten blieb. Die S-Phase und

die tetraploide Phase fielen mit unter 10 % sehr gering aus. Die G1-Phase fiel etwas
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Abbildung 4.46: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie LN-229
nach ART-Behandlung und Bestrahlung nach simultanem Behandlungs-
schema. Apoptoseanalyse als SubG1 Anteil (oben) und Zellzyklusanalysen ohne SubG1-
Anteil (unten) der Zelllinie LN-229 von 72 Stunden bis 144 Stunden nach Einzelbe-
handlung von ART und Bestrahlung und nach Kombinationsbehandlung. Die Signifi-
kanzen zur Kombinationsbehandlung sind fir ART (blau) und IR (rot) getrennt fir die
Phasen G1, G2 und >4n dargestellt. Unterschiede in den S-Phasen sind nicht signifi-
kant.
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Abbildung 4.47: Apoptose- und Zellzyklusanalysen der Zelllinie LN-229
nach ART-Behandlung und Bestrahlung nach dem neuen Behandlungssche-
ma. Apoptoseanalyse als SubG1 Anteil (oben) und Zellzyklusanalysen ohne SubG1-
Anteil (unten) der Zelllinie LN-229 von 72 Stunden bis 144 Stunden nach Einzel-
behandlung von ART und Bestrahlung und nach Kombinationsbehandlung nach neu-
em Behandlungsschema. Die Signifikanzen zur Kombinationsbehandlung sind fir ART
(blau) und IR (rot) getrennt fir die Phasen G1, G2 und >4n dargestellt. Unterschiede
in den S-Phasen sind nicht signifikant.
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geringer als in der unbehandelten Kontrolle aus und blieb iiber die Zeit recht konstant.
In der simultanen Kombinationsbehandlung war nach 72 Stunden mit etwa 75 % ein
deutlicher G2-Block entstanden, der iiber die Zeit nur gering abfiel. Zudem war eine
starkere tetraploide Phase zu erkennen als in der unbehandelten Kontrolle oder nach
Einzelbehandlung von ART. Eine deutliche S-Phase und eine etwas grolere G1-Phase

war nur nach 144 Stunden zu erkennen.

Innerhalb des neuen Behandlungsschemas war nach Einzelgabe von ART ein geringerer
G2-Block zu erkennen als im simultanen Behandlungsschema. In der Kombinationsbe-
handlung war zunéchst ein deutlicher Unterschied der Phasenanteile in Bezug auf die
Behandlungsschemata zu erkennen. Der deutliche G2-Block in der Kombinationsbe-
handlung mit simultaner ART-Gabe war zu Beginn noch sehr gering und stieg mit
der Zeit an. Die am Anfang sehr starke tetraploide Phase fiel iiber die Zeit ab. Nach
144 Stunden sahen die Phasenprofile in der Kombinationsbehandlung nach simultaner

Gabe und nach dem neuen Behandlungsschema sehr ahnlich aus.

4.2.2.4 Untersuchungen zum Autophagie-Prozess nach Behandlung von IR
und ART

Zur Untersuchung des Autophagie-Prozesses nach Bestrahlung und Behandlung von
ART innerhalb des neuen Behandlungsschemas wurden die Zellen 144 Stunden nach Be-
strahlung mit und ohne Bafilomycin-Behandlung geerntet und anschliefend die Protei-
ne isoliert. Wie zuvor in der Untersuchung des Autophagie-Prozesses nach Behandlung
von TMZ und ART (siehe Kapitel 4.2.1.20) wurde auch hier die LC3BII-Expression
analysiert. Als Ladekontrolle diente das ERK2 Protein. Ein représentativer Western-
blot ist in Abb. 4.48 dargestellt.

Nach Einzelbehandlung mit ART zeigte die Zelllinie LN-229 eine gesteigerte Expression
von LC3BII, aber mit dem Inhibitor Bafilomycin zusammen war die Ansammlung an
LC3BII in den Zellen geringer. Bei der Bestrahlung zeigte sich eine minimale LC3BII-

Bande. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, in der ohne Bafilomycin keine Bande
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Abbildung 4.48: Untersuchung zum Autophagie-Prozess (LC3BII) inner-
halb des neuen Behandlungsschemas von ART und IR. Westernblot zur
LC3BII-Expressionsanalyse bei der Zelllinie LN-229 nach neuem Behandlungsschema

144 Stunden nach Bestrahlung ohne und mit Bafilomycin. Als Ladekontrolle diente das
Protein FERK2.

zu erkennen war, entsprach dies einer leichten Zunahme. Nach Behandlung mit Bafi-
lomycin war eine deutliche Bande zu beobachten, die wesentlich geringer als in der

Kontrolle ausfiel.

Nach Kombinationsbehandlung von ART und Bestrahlung war die LC3BII-Expression
deutlich gesteigert gegeniiber der unbehandelten Kontrolle und den Einzelbehandlun-
gen. Wurde diese Behandlung noch mit dem Inhibitor Bafilomycin kombiniert, beob-
achtete man eine etwa gleich starke Bande wie ohne Inhibitor. Somit zeigte sich hier
eine deutlich geringere Akkumulation von LC3BII als in den nur mit Bafilomycin be-

handelten Zellen.
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4.3 Invivo-Experimente

Zur Studie der Wirksamkeit der Kombinationsbehandlung von TMZ und ART in vivo
wurde zunachst mit einem subkutanen Tumormausmodell begonnen. Da von den ver-
wendeten Zelllinien nur die Zelllinie U7 MG in dieser Studie unter der Haut tumorgen
war, wurden diese Versuche nur mit dieser Zelllinie durchgefithrt. Dabei wurde das
Tumorwachstum gemessen und analysiert. AnschlieSfend wurde ein weiterer in vivo-
Versuch durchgefiihrt. Dabei wurde die Hauptzelllinie LN-229 verwendet und direkt
in das Gehirn der Méuse injiziert (intrakraniell). Wéahrend des Versuchsverlaufs wur-
de das Verhalten und das Uberleben der Miuse wihrend der Behandlung analysiert.
Zur weiteren Uberwachung der Tiere und des Tumorwachstums wurden wihrend des
Versuchs MRT-Untersuchungen der Tiere durchgefiihrt. Nach Beendigung der Versu-
che wurden die Tumore bzw. die Gehirne der Méuse histologisch untersucht und ggf.

zusammen mit den MRT-Bildern ausgewertet.

4.3.1 Subkutanes Tumormodell der Maus

Das subkutane Experiment wurde drei Mal mit mindestens fiinf Tieren pro Gruppe
unabhéngig voneinander wiederholt. Nachdem die Tumore unter der Haut angewachsen
waren, wurden die Tiere so in Gruppen eingeteilt, dass das Gesamtvolumen der Tumore
pro Gruppe moglichst gleich grof3 war. Danach wurde mit der Behandlung nach dem

im Kapitel 4.3.1.1 beschriebenen Schema begonnen.

Alle zwei Tage wurde das Tumorvolumen und das Gewicht der Tiere bestimmt. Bei zu
hohem Gewichtsverlust, zu grofem oder offenem Tumor wurden die Tiere terminiert.
In den folgenden Abschnitten wird das Behandlungsschema und die Ergebnisse der

Experimente und Untersuchungen dargestellt.
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4.3.1.1 Behandlungsschema des subkutanen Mausmodells

Die subkutane Injektion der Zellen erfolgte auf beiden Flanken einer Maus. Nach er-
reichtem Mindestvolumen der Tumore von 100 z1 (100 mm?) wurde durch die einmalige
interperitoniale TMZ-Gabe von 100 mg pro kg Mausgewicht mit der Behandlung der
Mause begonnen (Tag0). Ab dem Folgetag wurde das ART oral iiber das Trinkwasser
mit einer Konzentration von 1mg pro ml gegeben (Tag1). Jeden zweiten Tag wurde
das Trinkvolumen der Tiere gemessen und das Trinkwasser frisch angesetzt. Ab der
TMZ-Gabe wurde jeden zweiten Tag das Gewicht und das Tumorvolumen der Méuse

gemessen und dokumentiert. Das Behandlungsschema ist in Abb. 4.49 dargestellt.

4.3.1.2 Untersuchung der Tiere und Tumore im subkutanen Mausmodell

Um die Wirkung der Kombinationsbehandlung von ART und TMZ im in vivo-Experi-
ment zu untersuchen, wurden die Tumorvolumina aus den mit der Schieblehre erfassten
Daten berechnet. Die Mittelwerte aller Tumore einer Gruppe sind in Abhéngigkeit der
Zeit oben in Abb. 4.50 zusammengestellt. Darunter befinden sich reprasentative Bil-
der von den Flanken der Tiere mit den Tumoren bei Versuchsende am Tag 12. Des-
weiteren wurde das Korpergewicht der Méause tiberwacht und dokumentiert, um das
Wohlbefinden der Tiere zu gewahrleisten und Nebenwirkungen zu kontrollieren. Die

Gewichtskurven sind in Abb 4.51 dargestellt.

Das Tumorvolumen der Tiere ohne Behandlung (Kontrolle) und mit ART-Behandlung
nahm tiber die gesamte Zeitspanne zu. Bei den Tumoren der Méuse mit ART-Behand-
lung kam es am Tag vier zu einer Wachstumspause, daher lag die Wachstumskurve
unter der Kurve der Kontrolltiere. Das Tumorvolumen der Tiere mit TMZ-Behandlung
nahm nur minimal zu und am Tag 12 nahm dieses Volumen sogar leicht ab. Wéhrend
der Kombinationsbehandlung von TMZ und ART kam es zur kontinuierlichen Reduk-
tion des Tumorvolumens. Am Tag 12 waren bei einigen Tieren keine Tumore mehr zu

messen.
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Abbildung 4.49: Behandlungsschema der subkutanen in vivo-Mausmodelle.
Die subkutane Injektion erfolgte auf beiden Flanken einer Maus. Bei einem Mindest-
volumen von 100ul wurde mit der einmaligen interperitonialen TMZ-Gabe mit dem
Versuch begonnen (Tag0). Ab dem Folgetag wurde ART oral iber das Trinkwasser
gegeben (Tag 1). Jeden zweiten Tag wurde das Trinkvolumen gemessen und das Trink-
wasser neu angesetzt. Ab der TMZ-Gabe wurde jeden zweiten Tag das Gewicht und das

Tumorvolumen der Mduse gemessen und dokumentiert.

Bei der Kontrollgruppe nahm das Korpergewicht der Tiere ab Tag vier stark zu. In
den anderen Gruppen sank zunéchst das Koérpergewicht in den ersten vier bis sechs
Tagen, dann stieg dieses in der TMZ-Gruppe und der TMZ/ART-Gruppe wieder stark
an und erreichte am Tag 12 wieder das Gewicht der Méuse aus der Kontrollgruppe.
Das Korpergewicht der Mause aus der ART-Gruppe blieb ab Tag sechs unter denen
der anderen Gruppen. Bei dieser Darstellung ist zu beachten, dass das Gewicht des

Tumors mit im Korpergewicht inbegriffen ist. Das heifit besonders fiir die Mause der
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Abbildung 4.50: Auswertung des subkutanen in vivo-Versuchs mit der Zellli-
nie U887 MG. Auswertung von drei unabhdngigen Tierversuchen nach zuvor beschrie-
benen Versuchsschema mit der Zelllinie US7MG. Die Mittelwerte der Tumorvolumina
sind in Abhdngigkeit der Zeit dargestellt (oben). Reprisentative Bilder von den Flanken

der Tiere mit den Tumoren bei Versuchsende am Tag 12 (unten).
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Abbildung 4.51: Gewichtskontrolle fiir den subkutanen in vivo-Versuch mit
der Zelllinie U887 MG. Auswertung von drei unabhdngigen Tierversuchen nach zuvor
beschriebenem Versuchsschema mit der Zelllinie U87 MG. Die Mittelwerte der Korper-

gewichte der Mduse sind in Abhdngigkeit der Zeit dargestellt.

ART-Gruppe, dass das Korpergewicht tiber die Zeit weiter abnahm, wahrend das Tu-

morvolumen stieg.

4.3.1.3 Histologische und immunhistologische Untersuchung der Tumore
aus dem subkutanen Mausmodell

Um die Tumore und die Wirkung der Behandlung auf die Tumore genauer unter-
suchen zu konnen, wurden die Tumore in Parafin eingebettet und histologisch unter-
sucht. Als morphologische Ubersichtsfirbung wurden einzelne Schnitte des Tumors mit
Hamatoxylin-Eosin-Farbung versehen. Um die humanen Glioblastomzellen von dem
Gewebe der Maus unter der Haut zu unterscheiden, wurden einzelne Schnitte mit dem

humanen neuronalen Marker Nestin markiert.

Zur naheren Untersuchung der Wirkung von den Behandlungen auf das Tumorgewebe

wurden einzelne Schnitte mit dem LC3-Antikérper (LC3) markiert und andere mit dem
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Abbildung 4.52: Histologische Auswertung des subkutanen in vivo-Versuchs
mit der Zelllinie U887 MG. Reprisentative Bilder histologischer Tumorschnitte aus
dem subkutanen in vivo-Versuch mit der Zelllinie US7 MG mit einer 40-fachen Vergro-
Berung. Gegeniibergestellt sind Schnitte von links nach rechts aus der unbehandelten
Kontrollgruppe, der mit ART behandelten Gruppe, der mit TMZ behandelten Grup-
pe und aus der Kombinationsgruppe mit folgenden Fdarbungen: Hdmatoxylin-FEosin-
Firbung (1. Reihe: HE), Nestin-Firbung (2. Reihe: Nes), gespaltene Form der Kas-
pase 3-Farbung (3. Reihe: gesp. Kasp 3) und LC3-Farbung (4. Reihe: LC3). Schnitte
mit positiver Farbung sind mit einem Plus (+) und negative Schnitte mit einem Minus

(-) gekennzeichnet.
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Abbildung 4.53: Histologische Beobachtung in dem subkutanen in vivo-
Versuch mit der Zelllinie U87 MG. Reprisentative Bilder histologischer Tumor-
schnitte aus dem subkutanen in vivo-Versuch mit der Zelllinie US7 MG mit 1,6-facher
Vergriferung fiir die Uberssichtsbilder und mit einer 20-fachen Vergréferung fiir die
Detailansichten. Gegenibergestellt sind Folgeschnitte von einem Tumorpriparat mit
LCS3-Farbung (links: LC3) und gespaltene Form der Kaspase 3-Farbung (rechts: gesp.
Kasp 3). Schnitte mit positiver Farbung sind mit einem Plus (+) und negative Schnitte
mit einem Minus (-) gekennzeichnet. In den Ubersichtsbildern (1,6z) sind positive und

negative Bereiche des Tumor entsprechend gekennzeichnet.

Antikorper gegen die gespaltene Form der Kaspase 3 (gesp. Kasp 3).

Zunachst wurden die fertigen Praparate auf eine positive Farbung hin untersucht. Die
reprasentativen mikroskopischen Aufnahmen mit einer 40-fachen Vergroflerung sind in
Abb. 4.52 dargestellt und bei positiver Farbung mit einem Plus (4) versehen, wenn
keine positiven Bereiche zu beobachten waren, ist das Bild mit einem Minus (-) verse-
hen. Die HE-Farbung, die immunhistologische Farbung fiir Nestin und fiir LC3 waren
in allen drei Behandlungsgruppen und in der unbehandelten Gruppe positiv. Bei der
immunhistologischen Farbung fiir die gespaltene Form der Kaspase 3 waren nur in der

unbehandelten Kontrollgruppe und der Gruppe mit ART-Behandlung positive Berei-
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che zu beobachten. Nach TMZ-Einzelbehandlung und in der Kombinationsbehandlung

konnten keine positiven Bereiche ausgemacht werden.

Weiterhin konnte in den Praparaten mit LC3-Farbung und Kaspase-Farbung eine be-
sondere Gegebenheit beobachtet werden. Die repriasentativen mikroskopischen Aufnah-
men mit einer 40-fachen VergroBerung sind in Abb. 4.53 dargestellt. Hier sind die Bilder
mit positiver Farbung ebenfalls mit einem Plus (4) versehen, und wenn keine positiven
Bereiche zu beobachten waren, wurden das Bild mit einem Minus (-) versehen. In den
1,6-fach vergroSerten Ubersichtsbildern der Tumore (auBen) ist besonders deutlich zu
erkennen, dass in den Teilen des Tumors, in denen die LC3-Farbung positiv ausfiel, die
Kaspase-Farbung negativ ausfiel und umgekehrt. Zur Verdeutlichung wurden weiter
Aufnahmen mit 20-facher Vergroferung aus diesen Bereichen genommen, die hier in

der Mitte der Abbildung zusammengestellt sind.

4.3.2 Intrakranielles Tumormodell der Maus

Die intrakranielle Untersuchung wurde einmal mit mindestens sieben Tieren pro Grup-
pe bei Therapiebeginn durchgefiihrt. Die Zellen wurden direkt in das Gehirn der Méause
injiziert. Jede Woche wurden einige Tiere im MRT mittels einer dazu eigens entwickel-
ten ‘sterilen Barriere-Box’ auf das beginnende Tumorwachstum hin untersucht. Nach-
dem die Tumore im Gehirn herangewachsen waren, wurde mit der Behandlung nach
einem festgelegten Schema (siche Kapitel 4.3.2.1) begonnen. Zudem wurde jede Woche
das Gewicht der Tiere bestimmt und alle zwei Wochen einige Tiere unter Narkose im

MRT mit Hilfe des Kontrastmittels untersucht.

Bei zu hohem Gewichtsverlust oder neurologischen Ausfillen wurden die Tiere termi-
niert. In den folgenden Abschnitten werden das Behandlungsschema und die Ergebnisse

der Untersuchungen dargestellt.
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4.3. Invivo-Experimente

4.3.2.1 Behandlungsschema des intrakraniellen Mausmodells

Die intrakranielle Injektion der Zelllinie LN-229 erfolgte direkt ins Gehirn der Maus.
Zur Uberpriifung des Tumorwachstums wurden einzelne Tiere mit Hilfe des MRTs un-
tersucht. Drei Wochen nach Injektion wurde der erste Behandlungszyklus mit der ersten
interperitonialen TMZ-Gabe und der Gabe von ART mittels Schlundsonde begonnen
(Woche 0). Mit Woche 0 wurden TMZ (5 mg/kg Kérpergewicht) und ART (100 mg/kg
Korpergewicht) fiinf Tage pro Woche verabreicht. Die TMZ-Behandlung erfolgte sechs
Wochen lang, wiahrend die ART-Gabe mittels Schlundsonde oral fiinf Tage pro Wo-
che bis einschliellich der neunten Woche erfolgte. Dann wurde die ART-Gabe auf drei
mal pro Woche bis zum Versuchsende (52 Wochen nach Zellinjektion) reduziert. Zur
Gewichtskontrolle wurden die Tiere jede Woche einmal gewogen. Um das Tumorwachs-
tum zu iiberwachen, wurden die Tiere in unregelméafligen Absténden im MRT gescannt.
Zur Beobachtung der Vitalitat der Tiere wurden diese mindestens fiinfmal pro Woche

kontrolliert, bei ersten neurologischen Auffalligkeiten zweimal taglich.

4.3.2.2 Untersuchung zum Uberleben der Tiere im intrakraniellen Maus-
modell

Die Uberlebenszeit umspannt die Zeit von Beginn der Behandlung bis zum Tod der Tie-
re. Wenn die Tiere neurologische Ausfille zeigten oder zu stark in ihrer Lebensqualitét
eingeschrankt waren, wurden diese terminiert. Ebenso wurde das Gewicht kontrolliert
und bei zu starkem Gewichtsverlust wurden die Tiere auch terminiert. Die Gewichts-
kurven sind unten in Abb. 4.55 dargestellt. In manchen Féllen trat der Tod spontan
und unerwartet ein. Die Uberlebenszeiten wurden dokumentiert und ausgewertet. In
Tabelle 4.2 sind die Uberlebenszeiten der einzelnen Tiere und die berechneten Media-
ne zusammengestellt. Die prozentuale Lebensspanne der Tiere ist in einem Graphen
in Abhéngigkeit der Zeit aufgetragen. Die Kurven fiir die vier Gruppen sind oben in

Abb. 4.55 dargestellt.

Die Tiere der unbehandelten Kontrollgruppe und der nur mit ART behandelten Grup-
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Injektion Behandlung I+l Behandlung Il
Phase | Phase I

JAM@M

1x/Woche

Abbildung 4.54: Behandlungsschema des intrakraniellen in vivo-
Mausmodells. Die intrakranielle Injektion erfolgte direkt ins Gehirn der Maus.
Nach drei Wochen wurde der Versuch mit der ersten interperitonialen TMZ-Gabe
begonnen (Woche0). Mit Woche 0 wurden TMZ und ART finf Tage pro Woche
verabreicht. Die TMZ-Behandlung erfolgte sechs Wochen lang. Die ART-Gabe erfolgte
mittels einer Sonde oral finf Tage pro Woche bis einschliefllich der neunten Woche,
dann erfolgte die ART-Gabe nur drei mal pro Woche bis zum Versuchsende. Zur
Gewichtskontrolle wurden die Tiere jede Woche einmal gewogen. Zur Kontrolle des

Tumorwachstums wurden die Tiere in unregelmdfigen Abstinden im MRT gescannt.
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Abbildung 4.55: Auswertung des intrakraniellen in vivo-Versuchs mit der
Zelllinie LN-229. Auswertung des intrakraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie
LN-229 nach zuvor beschriebenen Versuchsschema. Das Uberleben der Tiere ist in ei-
ner Kaplan-Meier-Kurve in Abhdngigkeit der Zeit dargestellt (oben). Nach 329 Tagen
(Uberlebenszeit) ist der Versuch beendet. Drei Tiere aus der Kombinationsgruppe le-
ben noch. Zur Auswertung der Gewichtskontrolle sind die Mittelwerte innerhalb einer

Gruppe gegen die Zeit aufgetragen (unten).
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Ktr ART TMZ TMZ/ART

37 37 291 329

37 35 169 181

37 40 245 130
) 43 44 288 329
U}’)erle?ben der einzelnen 56 5 161 "
Tiere in Tagen

41 68 166 153

36 37 161 329

- 33 — -
Median der Uberlebens— 37 38,5 169 242
zeiten in Tagen

Tabelle 4.2: Zusammenstellung der Uberlebenszeiten der einzelnen Tiere und der Me-

diane der Lebensspanne innerhalb der Gruppen.

pe starben innerhalb der ersten zwei bzw. ersten drei Monate von Versuchsbeginn an.
Mit TMZ-Behandlung starben die ersten Tiere mit 161 Tagen erst nach fiinf Monaten.
Die Tiere, die nur mit TMZ behandelt wurden, starben alle innerhalb von zehn Mo-
naten. Uber vierzig Prozent der Tiere aus der Gruppe mit Kombinationsbehandlung
lebten bis zum Versuchsende (Tag der finalen Termination: 329 Tage nach Versuchs-
beginn). Im Vergleich zur Gruppe der mit Temozolomid allein behandelten Tiere war

die Lebensdauer der Tiere aus der Kombinationsgruppe tiber 40% hoher.

Das Gewicht der Tiere nahm tiber die ersten drei Monate des Versuchs zu. Die Tiere
wurden mit etwa 22 g operiert. In der ersten Woche nach Operation verloren die mei-
sten Tiere an Gewicht, das sie in den nachsten Wochen kompensierten. Anschlieend
iibertrafen die Tiere sogar ihr Startgewicht. Mit wenigen Schwankungen hielten die
Tiere konstant ein Gewicht von etwa 27g bis zum siebten Monat. Dann verédnderte

sich das Gewicht der Tiere in den noch tiberlebenden Gruppen unterschiedlich. Das
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Gewicht der Tiere in der TMZ-Gruppe nahm durchnittlich bis zu 30 g zu, das Gewicht

der Tiere in der Kombinationsgruppe reduzierte sich im Durchschnitt um etwa 1-2 g.

4.3.2.3 Histologische Untersuchung der Gehirne aus dem intrakraniellen
Mausmodell

Zur Bestatigung und Kontrolle, dass die gestorbenen und terminierten Tiere an den
Folgen des injizierten Hirntumors gestorben sind, wurden die Tiere seziert und nach
anderen auffalligen organischen Schaden untersucht. Zudem wurden die Lympfknoten
zum Ausschluss einer beteiligten Infektion untersucht. Dann wurde das Gehirn der
Tiere freiprapariert und in Paraformaldehyd bis zur anschlieBenden Einbettung in Pa-
rafin fixiert. Aus jeder Gruppe der Tiere wurden zudem Teile des Gehirns in Stickstoff
schockgefroren und auch Zellkulturen angelegt, um spétere Untersuchungen zu ermog-

lichen.

Fiir die histologischen Untersuchungen wurden wie im subkutanen Mausversuch (siehe
Abschnitt 4.3.1.3) die Parafinschnitte der Gehirne gefirbt. Als morphologische Uber-
sichtsfarbung wurden einzelne Schnitte mit Hamatoxylin-Fosin-Farbung versehen. Um
die humanen Glioblastomzellen von dem Gewebe der Maus zu unterscheiden, wurden
einzelne Schnitte mit dem humanen neuronalen Marker Nestin markiert. Zur naheren
Untersuchung der Wirkung von den Behandlungen auf die Glioblastomzellen wurden
auch hier einzelne Schnitte mit dem LC3-Antikorper markiert und andere mit dem
Antikorper der gespaltenen Form der Kaspase 3. Fiir jede Behandlungsgruppe und fiir
jede Farbung wurden repréasentative Bilder zusammengestellt, die in Abb. 4.56 gezeigt

sind.

Zunachst wurden auch hier die fertigen Praparate auf eine positive Farbung hin un-
tersucht. Bei positiver Farbung wurden die Bilder mit einen Plus (+) versehen, wenn
keine positiven Bereiche zu beobachten war, wurde das Bild mit einem Minus (-) ge-
kennzeichnet. Hier wurden in allen untersuchten Praparaten und Farbungen positive

Stellen im Gehirn gefunden. Die Schnittebenen und Bereiche des Gehirns zu einer po-
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Ktr ART T™Z TMZ/ART

HE 1,6x
Nes 10x
gesp.

Kasp 3 40x
LED 40x

Abbildung 4.56: Histologische Auswertung des intrakraniellen in vivo-
Versuchs mit der Zelllinie LIN-229. Reprdsentative Bilder histologischer Gehirn-
schnitte des intrakraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229. Gegeniiberge-
stellt sind Schnitte von links nach rechts aus der unbehandelten Kontrollgruppe, der
mit ART behandelten Gruppe, der mit TMZ behandelten Gruppe und aus der Kombi-
nationsgruppe mit folgenden Firbungen: Himatozylin-Fosin-Férbung als Ubersichtsbild
mit einer 1,0-fachen Vergréflerung (1. Reihe), Nestin-Fdarbung in 10-facher Vergrifie-
rung (2. Reihe), gespaltene Form der Kaspase 3-Farbung (3. Reihe) und LC3-Firbung
(4. Reihe) als Detailbilder in 40-facher Vergrofierung. Schnitte mit positiver Farbung

sind mit einem Plus (+) gekennzeichnet.
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sitiven Farbung variieren in den Préparaten sehr stark. So konnten Glioblastomzellen
sowohl direkt am Injektionskanal als auch weit in den pariferen Bereichen des Gehirns
lokalisiert werden. Zudem variierte die Akkumulationsintensitit der Glioblastomzellen
ebenfalls sehr stark. So konnten Tumore ausgemacht werden, die nur wenige Zellen an
verschiedenen Stellen des Gehirns beinhalteten, oder auch solche, die fast die Halfte
des Gehirns ausmachten. Dieses ist deutlich in der 1,6-fachen Vergroferung der HE-
Féarbung der Kontrollgruppe zu erkennen, bei denen der gesamte untere Bereich (dunkel
geférbt) von Glioblastomzellen eingenommen wird. Mit einer 20-fachen Vergréfilerung
ist besonders gut zu erkennen, dass, obwohl alle Tumore positive Bereiche der Nestin-
Féarbung aufzeigen (braune Farbung), diese sehr unhomogen im Tumorgewebe (meist
dunkelblau) verteilt sind. In den mit LC3-Antikérper markierten Préparaten und in
den mit Kaspase 3-Antikorpern markierten Préaparaten liefen sich unter 40-facher Ver-
grofferung immer Bereiche mit positiv gefarbten Glioblastomzellen finden. Die Loka-
lisation und die Intensitat der Farbungen wiesen keine weiteren Besonderheiten unter

den Behandlungsgruppen oder den einzelnen Praparaten auf.

4.3.2.4 Gegeniiberstellung der histologischen Untersuchung und der MRT-
Untersuchungen aus dem intrakraniellen Mausmodell

Zur Validierung der MRT-Untersuchungen wurden die Bilder mit den entsprechenden
histologischen Praparaten verglichen. Fiir die MRT-Untersuchungen wurde den Mau-
sen vorab ein Kontrastmittel verabreicht, das durch Authebung der Blut-Hirn-Schranke,
z.B. durch einen invasiven Tumor, sich im gesamten Gehirn verteilen kann. Da die Tu-
morzellen aber einen gesteigerten Stoffwechsel haben, sammelt sich das Kontrastmittel
besonders in diesen Bereichen an. Ist das MRT-Bild T1 gewichtet, erscheint das Kon-
trastmittel heller als das umliegende Gewebe. Wenn das MRT-Bild T2 gewichtet ist,
erscheint der Tumor dunkler als das umliegende Gewebe. Fiir jede Behandlungsgruppe
der Tiere wurden im Folgenden représentative Bilder zusammengestellt (siehe Abb 4.57

bis 4.60).
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Abbildung 4.57: Gegeniiberstellung der histologischen Schnitte des intra-
kraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229 und der MRT-Bilder
einer Kontrolle. Reprisentative Bilder histologischer Gehirnschnitte des intrakrani-
ellen invivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229. Gegeniibergestellt sind Schnitte aus
der unbehandelten Kontrollgruppe mit Hamatoxylin-Eosin-Farbung (obere Reihe) und
Nestin-Féirbung (mittlere Reihe) als Ubersichtsbilder mit einer 1,6-fachen Vergriferung
(links), in 10-facher Vergriferung (Mitte) und als Detailbilder in 40-facher VergrifSe-
rung (rechts). Entsprechende MRT-Bilder sind in der unteren Reihe aufgefihrt. Das
linke Bild ist T2 gewichtet, der Tumor erscheint dunkler als umliegendes Gewebe. Die
anderen beiden Bilder sind T1 gewichtet, sodass der Tumor mit Kontrastmittel ange-

reichert heller erscheint.
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Abbildung 4.58: Gegeniiberstellung der histologischen Schnitte des intra-
kraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229 und der MRT-Bilder
einer mit ART behandelten Maus. Reprdsentative Bilder histologischer Gehirn-
schnitte des intrakraniellen invivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229. Gegeniiberge-
stellt sind Schnitte aus der mit ART behandelten Gruppe mit Hdmatoxylin-Eosin-
Firbung (obere Reihe) und Nestin-Firbung (mittlere Reihe) als Ubersichtsbilder mit
einer 1,6-fachen Vergrofierung (links), in 10-facher Vergriferung (Mitte) und als De-
tailbilder in 40-facher Vergréferung (rechts). Entsprechende MRT-Bilder sind in der
unteren Reihe aufgefiihrt. Die MRT-Bilder sind T1 gewichtet, sodass der Tumor mit

Kontrastmittel angereichert heller erscheint.
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“ |

Abbildung 4.59: Gegeniiberstellung der histologischen Schnitte des intra-
kraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229 und der MRT-Bilder
einer mit TMZ behandelten Maus. Reprasentative Bilder histologischer Gehirn-
schnitte des intrakraniellen invivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229. Gegeniiberge-
stellt sind Schnitte aus der mit TMZ behandelten Gruppe mit Hdmatozxylin-FEosin-
Firbung (obere Reihe) und Nestin-Firbung (mittlere Reihe) als Ubersichtsbilder mit
einer 1,6-fachen Vergréfserung (links), in 10-facher Vergrifierung (Mitte) und als De-
tailbilder in 40-facher Vergréferung (rechts). Entsprechende MRT-Bilder sind in der
unteren Reihe aufgefiihrt. Die MRT-Bilder sind T2 gewichtet, der Tumor erscheint

dunkler und Flissigkeiten heller als das umliegende Gewebe.
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Abbildung 4.60: Gegeniiberstellung der histologischen Schnitte des intra-
kraniellen in vivo-Versuchs mit der Zelllinie LN-229 und der MRT-Bilder ei-
ner Maus aus der Kombinationsgruppe. Reprisentative Bilder histologischer Ge-
hirnschnitte des intrakraniellen in vivo- Versuchs mit der Zelllinie LN-229. Gegenitiber-
gestellt sind Schnitte aus der Gruppe mit Kombinationsbehandlung mit Haimatoxylin-
Eosin-Firbung (obere Reihe) und Nestin-Firbung (mittlere Reihe) als Ubersichtsbilder
mit einer 1,6-fachen Vergroflerung (1. Spalte), in 10-facher Vergréfierung (2. Spalte)
und als Detailbilder in 40-facher Vergroflerung (3. Spalte). Entsprechende MRT-Bilder
sind in der unteren Reihe aufgefiihrt. Die ersten beiden Bilder sind T2 gewichtet, sodass
der Tumor mit Kontrastmittel angereichert dunkler erscheint als umliegendes Gewebe
und Flissigkeiten heller. Das dritte Bild ist T'1 gewichtet, der Tumor erscheint heller
als umliegendes Gewebe.
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In der ersten Reihe sind die Ubersichtsbilder mit der Himatoxylin-Eosin-Farbung dar-
gestellt und in der zweiten Reihe die Bilder der Nestin-Farbung jeweils mit einer 1,6-
fachen VergroBierung (1. Spalte), in 10-facher VergroBerung (2. Spalte) und als Detail-
bilder in 40-facher Vergrofierung (3. Spalte). Die entsprechenden MRT-Bilder sind in

der unteren Reihe aufgefiihrt.

Die reprisentativen Bilder fiir die Mause aus der Kontrollgruppe sind in Abb. 4.57
zusammengestellt. Die histologischen Bilder zeigen deutlich die enormen Ausmafle des
Tumors (dunkel geférbt) im Gehin der Maus. Der Tumor umfasst die gesamte unte-
re Hélfte des Gehirns, der sich wiahrend der Praparation nur schwer aus dem Schédel
auslosen liefl und sich vom oberen Bereich des Gehirns abloste. Das erste Bild der MRT-
Untersuchung (links) ist T2 gewichtet, der Tumor erscheint dunkler als umliegendes
Gewebe. Die anderen beiden Bilder sind T1 gewichtet, sodass der Tumor mit Kontrast-
mittel angereichert heller erscheint. Die MRT-Bilder zeigen die gleichen Ausmafie und

Lokalisation des Tumors wie die Bilder der histologischen Untersuchung.

Die représentativen Bilder fiir die Mause aus der mit ART behandelten Gruppe sind
in Abb. 4.58 zusammengestellt. Die histologischen Bilder zeigen auf der rechten Seite
des Gehirns das Tumorgewebe (dunkel gefiarbt). Mit steigender VergroBerung wird das
inhomogene Gewebe deutlich, das immer wieder von Zellen des normalen Gewebes un-
terbrochen wird. Die Bilder der MRT-Untersuchung sind hier alle T'1 gewichtet, sodass
der Tumor mit Kontrastmittel angereichert heller erscheint. Die ersten beiden MRT-
Bilder zeigen nur schwach eine Aufhellung im rechten dufleren Bereich des Gehirns
(hier unterer Rand des Gehirns im MRT-Bild). Gehen die Scans weiter in den hinteren
Bereich des Gehirns, ist keine Aufhellung in diesem Bereich zu erkennen. Auch hier

lassen sich die MRT-Bilder durch die histologischen Bilder bestatigen.

Die reprisentativen Bilder fiir die Mause aus der mit TMZ behandelten Gruppe sind
in Abb. 4.59 zusammengestellt. Die histologischen Bilder zeigen auf der rechten obe-
ren Seite des Gehirns das Tumorgewebe (dunkel gefarbt), das sich nach unten kleiner

fortsetzt. Mit steigender Vergroferung wurde die recht einheitliche und klar abzugren-
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zende Struktur des Gewebes deutlich. Die hier dargestellten MRT-Bilder sind alle T2
gewichtet, sodass der Tumor dunkler erscheint und Ansammlungen von Fliissigkeiten
heller. Die MRT-Bilder der Maus zeigten weit im vorderen Bereich des Gehirns eine
Aufhellung, Fliissigkeiten sammelten sich in diesem Bereich an, je weiter nach vorne die
Messungen verlagert wurden, desto intensiver wurde die Aufhellung. Ansammlungen
von Flissigkeiten konnten besonders bei Tieren nach TMZ-Behandlungen beobachtet
werden. Oft waren die Ventrikel stark vergrofiert, auf den histologischen Bildern konn-
te die Beobachtung bestétigt werden. Haufig waren in den histologischen Bildern die
Tumore gerade in diesen Bereichen zu finden. Auch in diesen Schnitten war der Tumor
genau in diesem Bereich lokalisiert. Da die MRT-Untersuchungen zeitlich nur sehr be-
grenzt moglich waren, kam es vor, dass die histologischen Bilder nach Terminierung
der Tiere zeitlich sehr weit von den denen der MRT-Untersuchungen lagen. In dieser
Zeitspanne konnten die rdumlichen Verdnderen des Tumors beachtlich sein. Zeitlich
niahere MRT-Bilder zu dieser histologischen Untersuchung bestehen hier nicht. Die T'1
gewichteten Bilder konnten zu diesem Zeitpunkt noch keine Kontrastmittelanreiche-

rung zeigen.

Die représentativen Bilder fiir die Mause aus der mit der Kombination von ART und
TMZ behandelten Gruppe sind in Abb. 4.60 zusammengestellt. Die histologischen Bil-
der zeigten nur ein sehr kleines und schwach ausgepragtes Tumorgewebe im hinteren
Bereich des Gehirns mittig und weit im unteren Bereich (braun in der Nestin-Farbung).
Die beiden ersten dargestellten MRT-Bilder sind T2 gewichtet, sodass das Tumorgewe-
be dunkler erscheint als das umliegende Gewebe. Eine besonders dunkle Stelle war hier
nicht zu erkennen. Dafiir sind deutlich die erweiterten und hellerleuchteten Ventrikel zu
erkennen, die in den histologischen Praparaten ebenfalls zu erkennen sind. Das dritte
MRT-Bild ist T1 gewichtet und das Tumorgewebe ist duch das angereicherte Kon-
trastmittel heller hervorgehoben. Hier ist eine leichte Aufhellung im unteren Bereich

des Gehirns zu erkennen, das die histologischen Untersuchungen bestétigt.
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Kapitel 5

Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse dieser Studie diskutiert und im Kontext der
Erkenntnisse bestehender Veréffentlichungen interpretiert. Nach einer kurzen Einfiih-
rung wird zunéchst auf die induzierte ROS-Bildung von Artesunat eingegangen und
den resultierenden Zelltod. Anschliefend wird der Einfluss von Artesunat auf die durch
die klassischen Therapieformen induzierte Toxizitat diskutiert und mit Resultaten an-
derer Studien aus der Literatur verglichen. Die Wirkung von Artesunat auf die indu-
zierten Zelltod- und Uberlebensmechanismen bei Glioblastomzelllinien, wie sie von den
klassischen Therapieformen bekannt sind, wird unter Beriicksichtigung bestehender Li-
teratur erortert. Die moglichen Hypothesen, die sich aus den durchgefithrten Analysen
und den aus der Literatur bekannten Ergebnissen ergeben, werden anschlieend sche-
matisch zusammengefasst und dann nacheinander in den verschiedenen Abschnitten

diskutiert.

5.1 Uberblick iiber den Stand der Forschung

Die Glioblastome sind zum einen die aggressivste Form von Hirntumoren (Grad WHO-

IV) und stellen zum anderen die héufigste Form von Hirntumoren bei erwachsenen Men-
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Temozolomid und Bestrahlung

schen dar (siehe Kapitel 1.1). Die Zahlen der Neuerkrankungen sind weiter steigend!.
Die palliative Kombinationstherapie bestehend aus Tumorresektion, Bestrahlung und
Chemotherapie fiihrt zu einer mittleren Uberlebenszeit von nur etwa 15 Monaten nach
Erstellung der Diagnose [Stupp u.a. (2005)]. Ein entscheidendes Problem der Tumor-
therapien ist die Entwicklung von Resistenzmechanismen, die die Effektivitat dieser
Therapien in den Glioblastomzellen vermindern. Daher ist die Steigerung der Effektivi-
tét der bestehenden Therapieformen ein wichtiger Ansatz zur zukiinftigen Behandlung

von Glioblastomen.

Im Jahr 2001 veroffentlichte die Arbeitsgruppe um Prof. Efferth, dass Artesunat, ein
unentbehrlicher Anti-Malaria-Wirkstoff, Krebszellen daran hindern kann, sich weiter
zu vermehren [Efferth u.a. (2001)]. Zehn Jahre spéter wurde gezeigt, dass Artesunat
aufgrund entstehender freier Sauerstoffradikale zum einen den intrinsischen Apopto-
seweg induzieren und zum anderen oxidative Schiden an der DNA einer humanen

Glioblastomzelllinie verursachen kann [Berdelle u.a. (2011)].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Artesunat auf die klassischen
Therapieformen von Glioblastomen analysiert. Fiir diese Studien wurden in vitro- und

in vivo-Experimente mit verschiedenen Glioblastomzelllinien durchgefiihrt.

5.2 Einflussnahme von Artesunat auf die klassische
Chemotherapie mit Temozolomid und Bestrah-

lung

In den in vitro-Toxizitatsanalysen zeigten die Zelllinien verschiedene Zelltodcharakte-
ristika gegentiber den einzelnen Behandlungen, die Anteile an Apoptose und Nekro-
se waren in den Zelllinien sehr unterschiedlich. In der Kombinationsbehandlung mit

Artesunat zeigten aber alle drei Zelllinien unabhéangig von der Art des Zelltods eine

lwww.krebshilfe.de
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gesteigerte Toxizitat gegeniiber den KEinzelbehandlungen. So wiesen die Hauptzellli-
nie LN-229 und die Zelllinie A172 eine mehr als additive Toxizitat auf, ein Hinweis
auf einen bestehenden Synergismus in der Wirkungsweise von ART und TMZ. In der
Kombination ART und Bestrahlung zeigte die Zelllinie LN-229 ebenfalls eine mehr als
additive Zunahme des Zelltods.

Ein wichtiger Bestandteil dieser Studien war die Entdeckung der Zellzahlabhéngigkeit
bei ART-Beahndlungen und folglich die Beachtung der korrekten Zellzahlen bei der
Aussaat. Desweiteren waren die niedrigen Konzentrationen der Wirkstoffe der einzel-
nen Behandlungen relevant. Zusammengenommen ermoglichte dies die Etablierung des
korrekten Behandlungsschemas. Die simultane Behandlung mit Artesunat zeigte ganz-
lich andere Ergebnisse als die hier effektive zeitversetzte Kombinationsbehandlung, bei
der Artesunat 72 Stunden nach der TMZ-Behandlung oder Bestrahlung gegeben wur-
de. Bei einer Vorbehandlung mit Artesunat kam es bei der Zelllinie LN-229 nicht zu
einer Sensitivierung gegeniiber der TMZ-Behandlung, sondern das Artesunat wirkte

hier sogar eher protektiv.

In den in vivo-Analysen zeigten die Tiere der Gruppe mit Kombinationshehandlung gro-
Bere Therapieerfolge im Vergleich zu den Einzelbehandlungen. Bei der Zelllinie US7 MG
konnte in den in vivo-Experimenten mit der Tumorinduktion unter der Haut eine deut-
liche Tumorreduktion nach Kombinationsbehandlung gemessen werden. Leider war die
Zeitspanne der Versuche mit nur zwei Wochen sehr kurz, weil die meisten Tiere we-
gen zu groBem Gewichtsverlust terminiert werden mussten. Da die Tiere das ART
tiber das Trinkwasser bekamen, fiihrte dieses (moglicherweise aufgrund des bitteren
Geschmacks) bei den Tieren zur reduzierten Wasseraufnahme und schliellich auch zur
reduzierten Nahrungsaufnahme, womit sich der grofle Gewichtsverlust der Tiere erkla-

ren lasst.

Im Uberlebensversuch mit der Zelllinie LN-229, in der die Zellen direkt ins Gehirn
injiziert wurden, konnte eine gesteigerte Lebensspanne der Tiere mit Kombinationsbe-

handlung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen beobachtet werden. Zudem wurde
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durch die Umstellung des ART-Loésungspuffers die Applikation von ART in definierten
Volumina tiber eine Schlundsonde ermoglicht. Nur durch die Entwicklung des neuen
Losungspuffers konnte die erforderliche Menge ART in den sehr geringen Volumina, die
iiber die Schlundsonde verabreicht werden konnen, gelost werden. Dadurch wurde die
Wasser- und Nahrungsaufnahme nicht so stark beeintrachtigt und das Gewicht der Tie-
re blieb tiber mehrere Monate stabil. Zudem konnte die Menge ART genau kontrolliert

auf das aktuelle Gewicht jedes einzelnen Tieres angepasst gegeben werden.

Beide Tierversuche zeigten, zum einem durch eine deutliche Tumorregression und zum
anderen durch die gesteigerte Uberlebenzeit der Tiere, dass die Kombinationsbehand-
lung mit Artesunat zu einer Sensitivierung gegeniiber der Chemotherapie mit Temozo-

lomid fiithrte und somit die Effektivitdt der Tumortherapie steigerte.

Die invitro- und in vivo-Daten dieser Studie offenbarten Artesunat als einen potentiel-
len Wirkstoff zur Verbesserung der klassischen Tumortherapie bei Glioblastompatien-

ten.

5.3 Wirkungsmechanismen von Artesunat alleine
und in den Kombinationstherapien mit Temo-

zolomid und Bestrahlung

Die Zelltodanalysen zeigten nicht nur eine mehr als additive Induktion des Zelltods
in der Kombinationsbehandlung, sondern diese war zudem unabhéngig von den unter-
suchten Zelltodmechanismen Apoptose und Nekrose. Diese Unabhéngigkeit in der Art
des Zelltods lasst die Schlussfolgerung zu, dass mindestens ein weiterer Mechanismus
vor der Induktion des Zelltods involviert ist. Damit stellte sich die Frage, welche Me-
chanismen zu dieser erhohten Sensitivitat der Zelllinien gegeniiber der zeitversetzten
Kombinationsbehandlung fithren und die Induktion verschiedener Mechanismen des

Zelltods zulassen. In den folgenden Kapiteln werden verschiedene Hypothesen disku-
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a) ‘ T™MZ ‘ +‘ ART ‘ - Erhéhte Induktion von DNA-Schéaden ‘ Akkumulation von DSB

o) TMZ |+ ART| =) Ros mm) Lvp mmm) Mﬂ Auto);g@ﬂux

c)‘ T™MZ ‘+‘ ART ‘ - Erhohte Autophagie Induktion ‘ Uberlastung ‘ Autwux

d) - Autophagie + Seneszenz + - Erhc’Magie + EMeszenz

Abbildung 5.1: Hypothesen zu den Wirkungsmechanismen in der Kombina-

tionsbehandlung. Zusammenfassung der Hypothesen zu den Wirkungsmechanismen
in der Kombinationsbehandlung, die in dieser Arbeit aufgestellt und bearbeitet wurden.
Die Kombinationsbehandlung fiihrt zur ehéhten Induktion des DNA-Schadens und so-
mit zur Akkumulation von DSB (a) oder die starke ROS-Produktion fihrt zur LMP und
somit zur Schddigung der Lysosomen und zur Hemmung des Autophagie-Eflux (b). Die
erhéhte (zusitzliche) Autophagie-Induktion fihrt zur Uberlastung der Autophagie und
hemmt den Autophagie-Efluz (c) oder die durch TMZ induzierten Uberlebensmechanis-
men Autophagie und Seneszenz werden durch die Zugabe von ART inhibiert (d).

tiert, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, und deren Ergebnisse reka-
pituliert. Zunéchst wird auf den Wirkungsmechanismus von ART selbst eingegangen
und die Fragestellungen zur Induktion der Nekrose diskutiert. Anschliefend werden
die Ergebnisse zur Autophagie, dem Einfluss der Behandlung auf den Zellzyklus und
der Seneszens erortert. Diese Mechanismen, die zum Uberleben der Zellen induziert
werden, sind entscheidende Faktoren in der Ausbildung von Resistenzen gegeniiber
der Tumortherapie (siehe Kapitel 1.5). Eine kurze schematische Zusammenfassung der
aufgestellten Hypothesen, die im Zusammenhang mit der Wirkung von ART auf die

Uberlebensmechanismen stehen, sind in Abb. 5.1 dargestellt.
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5.3.1 Beteiligung des Nekrosoms auf den Wirkungsmechanis-
mus von ART

Fritheren Studien zur Folge kann die hohe ROS Induktion direkt zur Induktion von
Nekrose, oder auch durch die Aktivitat des Nekrosoms erst zur Verstiarkung der ROS-
Bildung und dann anschliefend zum nekrotischen Zelltod fihren [Vandenabeele u. a.
(2010)]. Da in der Hauptzelllinie LN-229 iiberwiegend Nekrose induziert wurde, wurden
hier zuvor weitere Untersuchungen zur ROS-Bildung und der Beteiligung des Nekro-

soms nach ART-Behandlung durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten weder einen signifikanten Hinweis auf Be-
teiligung des Nekrosoms zur ROS-Bildung noch zum induzierten Zelltod nach ART bei
den hier gewéhlten niedrigen Dosen von ART. Signifikante Unterschiede konnten hier
nur nach ART-Behandlung bei hoheren Dosen gemessen werden. Die Induktion der
ROS-Bildung und des Zelltods durch ART zeigten hier keine Abhéngigkeit vom Ne-
krosom. Diese Ergebnisse wurden im weiteren Verlauf der Untersuchungen bestéatigt,
da es auch nach Inhibition des Nekrosoms in der Kombinationsbehandlung weder zu
einer signifikanten Verschiebung in Richtung der Apoptose noch zu einer Verédnderung
des gesamten Zelltods kam. Der signifikante Unterschied im basalen ROS-Level der
einzelnen Zelllinien und die Unterschiede in der Art des induzierten Zelltods konnten

somit auch vom genetischen Hintergrund der Zellen herrtiihren.

Schon im Jahr 2003 konnte gezeigt werden, dass durch Energieverlust der Gliobla-
stomzellen (Zelllinien LN-229 und U87MG) es bevorzugt zum nekrotischen Zelltod
kommt [Steinbach u.a. (2003)]. Der Energieverlust in Form einer ATP-Depletion konn-
te im Mainzer Institut fiir Toxikologie in verschiedenen Studien auch nach Behandlung
von ART und TMZ nachgewiesen werden [Eich (2011); Berdelle u.a. (2011)]. Eine wei-
tere Moglichkeit ist die Inhibition des Apoptosewegs, zum Beispiel durch die geringe
Menge an Kaspase-8 [Han u.a. (2011)], was durchaus fiir die Zelllinie LN-229 in Frage

kame [Heylmann (2011)].
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5.3.2 Auswirkungen der induzierten DN A-Schiden durch die
Behandlung von ART und TMZ auf die Toxizitat der

Kombinationsbehandlung

Sowohl TMZ als auch ART induzieren ROS [Yin u.a. (2014); Yang u.a. (2014)] und
DNA-Schiden [Kanzawa u.a. (2004); Roos u.a. (2007); Knizhnik u.a. (2013); Li u. a.
(2008); Berdelle u. a. (2011)] in den behandelten Zellen, was zu enormen Zellstress fiihrt
und den Zelltod induzieren kann. Die Ergebnisse der géngigen Literatur zur Behand-
lung von Krebszellen mit TMZ und Artesunat fiihrten zu der Hypothese, dass Artesu-
nat zu den durch die Chemotherapie-induzierten DNA-Schiaden weitere hinzufiigt und
die akkumulierenden DNA-Schiaden zur gesteigerten Toxizitat fithren. Daher wurden
parallel zu den Toxizitatsanalysen die induzierten DNA-Schéden untersucht. In den
hier durchgefiihrten Studien konnten trotz deutlich niedriger Dosen ebenfalls die indu-
zierten DNA-Schaden durch die Einzelbehandlungen mit Artesunat und Temozolomid
bestétigt werden. Allerdings konnte kein Hinweis auf die Bestatigung der Hypothe-
se akkumulierender DNA-Schiaden durch die Kombinationsbehandlung von ART und
TMZ gefunden werden. Es wurden keine zusétzlichen DNA-Schéden nach Kombinati-

onsbehandlung beobachtet, die die erhchte Toxizitéat begriinden konnen.

Natiirlich konnten auch hier héhere Dosen zu anderen Ergebnissen fithren, aber es ist
zu beachten, dass bei der hier gewahlten Konzentration und Inkubationszeit von TMZ

die Induktion der yH2AX-Foci pro Zelle nah am zdhlbaren Limit (Sattigung) lag.

5.3.3 Einfluss von ART und TMZ auf die Induktion und Eflux
der Autophagie der Glioblastomzelllinien

Damit blieb die Frage zunéchst offen, welche Mechanismen fir die mehr als additi-
ve Induktion des Zelltods verantwortlich waren. Die morphologischen Untersuchungen
und auch der DNA-Reparatur-Assay lieferten einen ersten Hinweis auf die Beteiligung

weiterer Mechanismen, die Einfluss auf den Zelltod der Zellen haben koénnten. In der
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Arbeit von Hamacher-Brady legen die Wissenschaftler dar, dass ART bei Brustkrebs-
zellen die Lysosomen schadigt und so den Ablauf der Autophagie unterbricht und
iiber die mitochondriale Membranpermealisierung den intrinsischen Apoptoseweg in-
duziert [Hamacher-Brady u.a. (2011)]. Dabei kommt es nicht nur zur Schiadigung der
Lysosomen und Mitochondrien, sondern auch zur Akkumulation von autophagischen
Vesikeln [Hamacher-Brady u.a. (2011)], die in den morphologischen Untersuchungen
sichtbar werden. Analoge morphologische Untersuchungen in der hier vorgelegten Stu-
die zeigten die Zellen nach ART-Behandlung stark granuliert, was durch die Akkumu-
lation von Vesikeln im Zytoplasma bedingt wurde. Der DNA-Array und die anschlie-
Benden semiquantitativen PCRs zeigten durch die deutlich niedrigere Expression von
mTOR einen Hinweis darauf, dass ART einen Einfluss auf die Autophagie haben kénn-
te. Die Granularitdt und die niedrige Expression von mTOR wurden auch in anderen
Arbeiten als Hinweis fiir Autophagie interpretiert [Zhou u. a. (2013); Nazio und Cecconi

(2013)].

Mittels der LC3-Proteinexpression und der Lebendzellanalyse am Durchflusszytome-
ter zeigte sich hier, dass nach ART-Zugabe die Zellen Autophagie induzieren, die mit
der Dauer der Inkubation und Hohe der Konzentration zunahm. In der Literatur ist
TMZ ein starker Ausloser der Autophagie, doch iiber die Zeit kann diese wieder abneh-
men [Kanzawa u. a. (2004); Knizhnik u.a. (2013)]. Daher wurde von den zuvor gewéhl-
ten Endpunktanalysen, die zudem nicht einen gesamten Prozess widerspiegeln kénnen,
zu den Verlaufsanalysen 72 Stunden bis 144 Stunden nach TMZ-Behandlung gewech-
selt. Fir die ersten Untersuchungen der Autophagie wurde mit der MDC-Messung
begonnen, dann wurde das kommerzielle Kit CytolD dazugenommen. Letzteres ba-
siert nur auf der Messung autophagischer Vakuolen und misst die Lysosomen nicht
mit, was ein Vorteil gegentiber der MDC-Messung sein kann [Guo u.a. (2015); Porter
u.a. (2013); Pandit und Gartel (2011)]. Bei den Zelllinien LN-229 und A172 war ein
signifikanter Unterschied im Verlauf der Autophagie zu beobachten. Obwohl ART al-

leine wie TMZ ebenfalls die Autophagie induzierten, wurde diese in der Kombination
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bei diesen beiden Zelllinien inhibiert. Eine Erhohung des Zelltods durch Inhibition der
Autophagie nach TMZ-Behandlung wurde bestatigt [Knizhnik u.a. (2013)].

Die Parallelitiat der Analysen machte es moglich, die Ergebnisse direkt zu vergleichen
und zu diskutieren. Besonders die verschiedenen Autophagie-Messungen, die im direk-
ten Vergleich fiir sich gleiche Tendenzen zeigten, wiesen im Detail doch Abweichungen
auf. Diese Unterschiede konnten durch die Aktivitdt und den Stress der Lysosomen
durch die Behandlung mit ART und TMZ bedingt sein, da die Lysosomen verschieden

stark in die Messungen eingingen.

Zur weiteren Analyse der Beteiligung der Lysosomen wurden parallel die Kathepsin B-
Messungen durchgefiihrt, die als Indikatoren von lysosomalen Stress dienen und als
Kontrollen intakter Lysosomen mitgefiihrt wurden. Hier zeigten sich im Gegensatz zur
Arbeit von Hamacher-Brady [Hamacher-Brady u.a. (2011)] keine signifikanten Unter-
schiede. Diese Ergebnisse wurden durch die Experimente mit Lysotracker an lebenden
Zellen bestétigt. Die Hypothese, dass ART die Autophagie induziert aber gleichzeitig
die Lysosomen durch die hohe ROS-Produktion so schadigt, dass nicht mehr genug
funktionelle Einheiten fiir das Fortlaufen der Autophagie zur Verfiigung stehen, konnte
unter Verwendung des Lysotrackers und der Untersuchung der freien Kathepsine im
Zytosol widerlegt werden. In der Arbeit von Hamacher-Brady ist die Aktivitdt der frei-
gesetzten Kathepsine Voraussetzung fiir die mitochondriale Membranpermealisierung
und der Induktion des intrinsischen Apoptosewegs. Auch das traf in dieser Kombina-
tion mit ART nicht zu, bestétigte aber im Gegenzug die anderen Ergebnisse dieser

Arbeit, da keine Schiadigung der Lysosomen beobachtet bzw. gemessen wurden.

Dass der Ablauf der Autophagie in dieser Studie unabhéngig von der Aktivierung der
Kaspasen verlief, konnte durch die parallele Analyse der Kaspasen bestiarkt werden. Die
Untersuchung der Aktivitat der Kaspasen3 und 7 und der Proteinexpression weiterer
Kaspasen untermalten die Hypothese, dass ein anderer Mechanismus zur Induktion
des Zelltods fithrte. Obwohl in dem Experiment mit Lysotracker und Mitotracker eine

Beeintrachtigung der Mitochondrien zu beobachten war, zeigte sich hier kein signifi-
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kanter Einfluss auf die Kaspasen wie auch zuvor bei den Kathepsinen. Dafiir konnte bei
der Zelllinie A172, die einen hohen Anteil apoptotischer Zellen nach Kombinationsbe-
handlung aufwies, ein signifikanter Anstieg der Autophagie-Induktion gezeigt werden,
wenn die Zellen zuvor mit einem Kaspase-Inhibitor behandelt wurden. Dies war ein
weiterer Hinweis, dass der hier induzierte Prozess des Zelltods mit dem Prozess der
Autophagie zusammenhing, aber der Signalweg ein anderer war als der in der Arbeit
von Hamacher-Brady beschriebene. So wurde mit anderen Krebszelllinien (Leberkrebs-
zellen und Gebdrmutterhalskrebs) sogar gezeigt, dass ART die Funktion der Lysoso-
men verstarkt und so zur Induktion des Zelltods in diesen Krebszellen fithrt [Yang u. a.

(2014)].

Da die Behandlungen mit ART und TMZ fiir sich alleine die Autophagie induzierten,
aber in Kombination den Ablauf der Autophagie reduzierten, entstand die Hypothese
der Uberlastung des Autophagie-Mechanismus. Wenn der Prozess der Autophagie zu
stark induziert wird, fiihrt dies zu einer dynamischen Selbstzerstorung der Zellen und
schlielich zum Zelltod [Maiuri u. a. (2007)]. Zur Untersuchung der These, dass es auch
hier in der Kombinationsbehandlung zu einer zu starken Induktion oder Uberlastung
der Autophagie kam, wurde ein starker Autophagie-Induktor mit ART kombiniert. Ra-
pamycin eignete sich hier nicht als Induktor der Autophagie, aber Ammoniak zeigte
sich besonders in der Zelllinie A172 als potenter Induktor der Autophagie. Die parallele
Analyse der Autophagie und des Zelltods bestéirkte in keiner der Zelllinien die Hypo-
these der Autophagietiberlastung. Selbst in der Zelllinie A172, in der die Kombination
von Ammoniak und ART zu einer signifikanten Erhchung des Zelltods fiihrte, zeig-
te sich aber keine Reduktion der Autophagie im Vergleich zur Einzelbehandlung mit

Ammoniak.

So wie die Autophagie selbst als zweischneidiges Messer von Uberlebens- bis Zelltodme-
chanismus, Tumorreduktion bis -progression scharf debattiert wird [Lum u.a. (2005);
Mathew u.a. (2007); Chen u.a. (2010)] und selbst auch die bekannten Inhibitoren
der Autophagie doppelte Rollen in der Autophagie einnehmen (Inhibitor und Induk-
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tor) [Wu und Hu (2010)], blieb auch in dieser Studie Vieles in Bezug auf die Autophagie
kontrovers und bedarf weiterer Untersuchungen. Dass Artesunat kein reiner Induktor
oder Inhibitor der Autophagie ist, verdeutlichen die Versuche mit den verschiedenen
Autophagieinhibitoren. Nach ART-Behandlung zeigte sich in den Zellen eine erhohte
Akkumulation der LC3BII-Proteine, doch in der Kombinationsbehandlung wurde er-
sichtlich, dass der Eflux der Autophagie gehemmt wurde und somit die Prozessierung
dieser Proteine storte. Parallel zur Hemmung des Eflux des Autophagie-Prozesses zeigte
sich eine hohere Induktion des Zelltods. Artesunat inhibierte die durch TMZ induzierte
Autophagie, jedoch nicht durch eine alleinige Uberaktivierung des Autophagieprozes-
ses. Die Lysosomen blieben eher unbeschadet im Gegensatz zu den Mitochondrien, es
zeigte sich weder eine gesteigerte Kathepsin- noch Kaspase-Aktivitat. Die Bestédtigung
oder Widerlegung der Hypothese der Uberlastung der Autophagie durch ART und
TMZ in Kombination bleibt noch offen. Nur in der Zelllinie A172 konnten Hinweise
auf eine Uberlastung beobachtet werden, aber auch dort war die Uberlastung nicht

ausreichend fiir den gesteigerten Zelltod.

So zeigte sich auch in dieser Arbeit, dass das Wirkungsspektrum von Artesunat noch
nicht im Detail geklart ist. Bestétigt werden konnte, dass ART den durch TMZ indu-
zierten Autophagie-Prozess inhibiert und die Inhibition der Autophagie zur Induktion
des Zelltods fiihrt. Ferner konnte durch die Ergebnisse mit dem Apoptose-Inhibitor
ZVAD [Boya u.a. (2005)] gezeigt werden, dass der Prozess der Autophagie mit dem
des induzierten Zelltods im Zusammenhang steht. Inwieweit sich die Prozesse gegen-

seitig bedingten und ob diese direkt aufeinander wirkten, bleibt noch offen.

5.3.4 Einfluss von ART und TMZ auf den Zellzyklus der Glio-

blastomzelllinien

Zum einen legten die morphologischen Untersuchungen neben der Autophagie einen
weiterer Mechanismus nahe, der einen direkten Einfluss auf die Induktion des Zelltods

hat. Nach TMZ-Behandlung konnte bei den Zellen eine starke Abflachung und Granu-
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lierung beobachtet werden. In der Einzelbehandlung von ART und in der Kombination
mit TMZ waren die Zellen nicht mehr abgeflacht, aber noch stark granuliert. Diese
durch TMZ-Exposition stark abgeflachten Zellen lieferten einen Hinweis auf eine beste-
hende Seneszenz. Nach Behandlung mit TMZ wurde dies bereits beschrieben [Filippi-
Chiela u. a. (2013); Knizhnik u.a. (2013); Castro u.a. (2015)].

Zum anderen bestarkten die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen der behandelten Zellen
diese Hypothese. Nach TMZ-Behandlung zeigten alle Zelllinien einen starken G2-Block
von etwa 50 % bis 70 %. Mit zunehmender Dauer der TMZ-Behandlung vergrofierte
sich zudem der Anteil an polyploiden Zellen (n>4 Phase) von anfanglich maximal 10 %
auf tber 40%. Auch wenn der Prozess der Seneszenz bis heute noch einige Fragen
aufwirft, ist jedoch genau dieser Faktor, die Zunahme des Anteils polyploider Zellen,

ein entscheidendes Merkmal seneszenter Zellen [d’Adda di Fagagna (2008)].

Nach ART-Einzelbehandlung waren nur eine minimale G2-Arretierung und wenige po-
lyploide Zellen (DNA-Gehalt n>4) zu erkennen. Der Vergleich der TMZ behandelten
Zellen zu denen mit Kombinationsbehandlung offenbarte bei den Zelllinien LN-229 und
A172 eine signifikante Reduktion der Zellen in der n>4 Phase. Diese Ergebnisse fiihr-
ten zu der Hypothese, dass ART den Uberlebensmechanismus Seneszenz, der durch die

TMZ-Behandlung induziert wird, inhibiert.

Auch bei den bestrahlten Zellen der Zelllinie LN-229 konnten diese signifikanten Un-
terschiede beobachtet werden. Im Gegensatz zur TMZ-Behandlung zeigten sich die
Zellen nach der Bestrahlung nur zu 20% in einem G2-Block aber bis zu 50% in der
n>4 Phase. Diese Phase wurde iiber die Dauer der ART-Behandlung in den kombi-
nationsbehandelten Zellen immer geringer. Auch hier bestétigte dies die Hypothese,
dass ART den Uberlebensmechanismus Seneszenz, der durch die Bestrahlung induziert

wird, inhibiert.
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5.3.5 Einfluss von ART und TMZ auf die Induktion der Se-

neszenz der Glioblastomzelllinien

Das Protein pl6 ist ein bekannter Marker fur die Induktion der Seneszenz [Michalo-
glou u.a. (2005); Dhomen u.a. (2009); Bascones-Martinez u.a. (2012)]. Da aber keine
der verwendeten Zelllinien dieses Protein exprimiert, konnte auf diesen Marker nicht
zurlickgegriffen werden. Daher wurde der bekannteste Marker der Seneszenz, die Ak-
tivitdt der SABG [Dimri u.a. (1995); Gorospe und Abdelmohsen (2011); Vizioli u. a.
(2011)], genutzt (siche Kapitel 1.5.3).

Von der Mainzer Arbeitsgruppe ist dargelegt worden, dass die Autophagie der Senes-
zenz vorausgeht bzw. fiir die Induktion der Seneszenz Voraussetzung ist [Knizhnik u. a.
(2013)]. In dieser Arbeit konnte in den Zelllinien LN-229 und A172 nachgewiesen wer-
den, dass die Autophagie in der Kombinationsbehandlung durch ART in ihrem Ablauf
inhibiert wurde. Dies galt sowohl nach TMZ-Behandlung bei den Zelllinien LN-229 und
A172 als auch nach Bestrahlung bei der Zelllinie LN-229. Schon einige Jahre zuvor ist
gezeigt worden, dass auch bei der Bestrahlung die Autophagie eine entscheidende Rolle

spielt [Palumbo u.a. (2012)], die Rolle der Seneszenz jedoch noch ungeklért ist.

Mittels der Aktivitatsanalyse der SABG konnte in der hier vorliegenden Studie in den
Zelllinien LN-229 und A172 die Hypothese zur Seneszenzinhibition durch die ART-
Behandlung bestéatigt werden. So zeigte sich in der Kombinationsbehandlung eine si-
gnifikante Reduktion der SABG-Aktivitdt gegeniiber den allein mit TMZ behandelten
Zellen, die eine starke Induktion der SABG-Aktivitat zeigten. Nach Einzelbehandlung
von ART war die SABG-Aktivitat noch geringer als in den unbehandelten Kontrollen.
Die Behandlung mit ART zeigte in den beiden Zelllinien eine signifikante Redukti-
on der Seneszenz, ein wichtiger Resistenzfaktor in der Tumortherapie, der durch die

Tumorbehandlung (Chemotherapie und Bestrahlung) erst induziert wird.

In Abb. 5.2 sind noch einmal die bereits in Abb. 5.1 aufgestellten Hypothesen reka-

pituliert und mit den Ergebnissen und Erkenntnissen dieser Arbeit erweitert worden.
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5.3. Wirkungsmechanismen von Artesunat alleine und in den Kombinationstherapien
mit Temozolomid und Bestrahlung

a) + - =) Erhohte DNA-Schaden Induktion ) DSB Akkumulation

>MDNA—Schéden Induktion ‘ DSMtion

b) +- ) Ros Em) | vp =) M- AuMﬂux
Er ,,> ROS -><- Lysosome M AuMﬂux

c) +- - Erhéhte Autophagie Induktion - Uberlastung ‘ AutM?-ﬂux
> Erhehte Autophagie Induktion -?e@t@ — Autwux

d) - Autophagie + Seneszenz + - - ErhMagie + ErhMMszenz
> Autophagie + Seneszenz + - l:> ErhMagie + ErhMMszenz

|:_ _____ Autophagie + Seneszenz + - — | Erhohte Autophagie + Erhohte Seneszenz

Abbildung 5.2: Hypothesen und Ergebnisse zu den Analysen der Wirkungs-
mechanismen in der Kombinationsbehandlung. Zusammenfassung der Hypothe-
sen und Ergebnisse zu den Analysen der Wirkungsmechanismen in dieser Arbeit. Die
Kombinationsbehandlung fihrte nicht zur erhéhten DNA-Schadensinduktion und Akku-
mulation der DSB (a). Die bestditigte ROS-Produktion fihrte nicht zur LMP und somit
nicht zur Schadigung der Lysosomen, dennoch kam es zur Hemmung des Autophagie-
Eftuz (b). Das die erhéhte (zusdtzliche) Autophagie-Induktion zur Uberlastung der Au-
tophagie und somit zur Hemmung des Autophagie-Efluz fihrte, konnte nicht eindeutig
gezeigt werden (c). Die durch TMZ zuvor induzierten Uberlebensmechanismen Auto-

phagie und Seneszenz wurden durch die Zugabe von ART gestort bzw. inhibiert (d).
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Kapitel 5. Diskussion

Einige der aufgestellten Hypothesen mussten nach Durchfithrung und Auswertung der
Versuche verworfen werden, die anderen konnten durch diese Arbeit bekraftigt werden.
Es zeigte sich, dass durch die hier durchgefiihrten Studien neue Erkenntnisse und in-
teressante Einblicke in der Wirkungsweise von ART in Kombination mit TMZ erzielt
werden konnten. Ebenso wurden die Abldufe der Zellreaktionen auf die Kombinations-

behandlung besser verstanden, womit sich neue Ansétze fiir kommende Studien 6ffnen.

5.4 Resuimee der Resultate

Diese Arbeit zeigt, dass ART ein effektiver Wirkstoff zur Ergdnzung der Tumortherapie
von Glioblastomen ist, der die Effektivitdt der Chemotherapie mit Temozolomid und
der Bestrahlung steigert. In dieser Studie fithren die Ergebnisse zu dem Resultat, dass
der effizienten Verstarkung sowohl der Chemotherapie als auch der Bestrahlung die
Inhibition der durch die Behandlung induzierten Uberlebensmechanismen der Zellen
zu Grunde liegt. Die Entwicklung von Resistenzen, die durch die Behandlung selbst

induziert werden, kénnen durch die Gabe von Artesunat reduziert werden.

Selbst fiir die Zelllinie U887 MG, die in den in vitro-Versuchen ofters von den Ergeb-
nissen der anderen Zelllinien abwich und sich auch in der Kombinationsbehandlung
als die resistenteste Zelllinie erwies, waren auch die in vivo-Experimente sehr erfolg-
reich verlaufen und fithrten zu einer deutlichen Verbesserung der Tumortherapie im

Mausmodell.

Diese positiven Ergebnisse und die langjahrigen positiven Erfahrungen mit Artesunat
als Malariamedikament fordern als weiterfithrende Konsequenz eine klinische Studie.
Zuvor sollte das Spektrum von Glioblastomzelllinien erweitert werden. Zum einen soll-
ten hier auch Zelllinien gewahlt werden, die im p53 Protein eine funktionelle Mutati-
on aufweisen, zum anderen sollten auch Glioblastomstammzellen untersucht werden,
da diese sich in der Tumortherapie oftmals anders verhalten als Zelllinien [Visvader
und Lindeman (2008); Wang u.a. (2007); Hambardzumyan u. a. (2006)]. Erste in vivo-
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5.4. Resiimee der Resultate

Versuche, die mit Glioblastomstammzellen durchgefiihrt wurden, zeigten im Vergleich
zu den Glioblastomzelllinien eine geringere Effektivitat der Kombinationsbehandlung

(Daten sind hier nicht gezeigt).

Auch in der hier vorliegenden umfangreichen Studie bleiben noch einige Fragen unbe-
antwortet. So ist das Thema Bestrahlung und Artesunat als Kombination nur am Rande
mitgefithrt worden, doch zeigten sich auch hier vielversprechende in vitro-Ergebnisse,
die gut auf die etablierten Mausmodelle tibertragbar sind. Hier ist auch eine erweiterte

Kombination von Bestrahlung, Chemotherapie und Artesunat moglich und sinnvoll.

In den in vitro-Analysen sind auch nicht alle Fragen geklért und manche der Hypothesen
bediirfen weiterer Analysen. So ist die Kopplung zwischen dem Prozess der Autophagie
und dem der Seneszenz noch nicht im Detail offengelegt. Es konnten klarende Erkennt-
nisse zur kontroversen Situation in der Literatur hinzugefiigt werden, aber eine finale
Antwort ist auch hier nicht gefunden. Zudem miissen noch andere Mechanismen durch
die Gabe von ART beintrachtigt sein, da auch bei der Zelllinie U7 MG in vitro und
invivo die Kombinationsbehandlung effektiver als die Einzelbehandlungen ist, jedoch

bei diesen Zellen weder die Autophagie noch die Seneszenz signifikant inhibiert sind.

Desweiteren lieferten erste Ergebnisse Hinweise auf eine enorme Steigerung des ER-
Stresses nach Kombinationsbehandlung von TMZ und ART in der Zelllinie LN-229
(siche Anhang 7.2). ER-Stress kann der Ausloser vieler Zellmechanismen sein, in der
Literatur wird auch auf den der Seneszenz eingegangen [Kuilman u.a. (2010)]. Hier
konnte eine neue Studie begonnen werden, um den genauen Verlauf von der Schadens-

kaskade hin zur Inhibition der Resistenzmechanismen zu entschlisseln.

Da Artesunat in die induzierten Uberlebensmechanismen eingreift und diese effektiv in-
hibiert, werden die durch die Therapie ausgelosten Resistenzen aufgehoben. Artesunat
bietet hier die Moglichkeit, bestehende klassische Therapieansatze in ihrer Wirkung zu

potenzieren, da die ausgelosten Resistenzmechanismen gestort und verhindert werden.

Werden auch in anderen Behandlungsmethoden Resistenzen durch die Induktion von
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Kapitel 5. Diskussion

Autophagie und Seneszenz ausgelost, konnen auch hier Ansédtze fir weitere Thera-
piemoglichkeiten mit Artesunat liegen. Zu beachten ist dabei, dass gerade die Krebs-
zellen (entartete Zellen mit einem hohen Eisengehalt) fiir Artesunat anféllig sind und
bevorzugt diese Zellen geschiadigt werden und nicht die gesunden Zellen [Hamacher-
Brady u.a. (2011); Kroemer und Jaattela (2005)]. Weiterhin konnen andere Wirkstoffe
mit dhnlichen Merkmalen wie die von Artesunat fiir die Verbesserung der Glioblastom-

therapie in Betracht gezogen werden.

Artesunat hat das Potenzial, die Tumortherapie zu revolutionieren. Es reduziert die
Entwicklung von Resistenzen, die durch die Behandlung selbst ausgelost werden. Durch
die Kombination mit ART konnten die Dosen der Chemotherapie und Bestrahlung
reduziert werden. Zudem konnte die Kombinationsbehandlung mit ART und TMZ
erfolgreich auf Tiermodelle iibertragen werden und in der Kombinationsbehandlung
eine um etwa 40% langere Lebensdauer der Mause im Vergleich zur Einzelbehandlung

mit TMZ erzielt werden.
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Kapitel 6

Zusammenfassung

Die héaufigste und aggressivste Form von Hirntumoren bei erwachsenen Menschen sind
die Glioblastome (Grad WHO-1V), bei denen die Rate der Neuerkrankungen weiter
zunimmt. Die Tumortherapie bestehend aus Resektion, Bestrahlung und Chemothe-
rapie fithrt zu einer mittleren Uberlebenszeit von etwa 15 Monaten nach Diagnose.
Die geringe Wirkung der Chemo- und Radiotherapie ist zum grofiten Teil auf die Ent-
wicklung von Resistenzmechanismen zuriickzufiihren. Deswegen ist eine Steigerung der

Effektivitdt der Chemo- und Radiotherapie dringend erforderlich.

Artesunat, ein bekannter Anti-Malaria-Wirkstoff, der in vitro die Zellteilung bei Krebs-
zellen hemmt, wurde in der hier vorliegenden Arbeit mit einer Chemo- und Radiothe-
rapie kombiniert und analysiert. Ein Grundstein der Arbeit bildete die Fragestellung,
ob diese Kombination eine positive Wirkung auf die Effektivitdt der Tumortherapie
hat und falls ja, welche Mechanismen dem zugrunde liegen. Ferner sollte untersucht
werden, ob ein invitro etabliertes Behandlungsschema mit Erfolg auf in vivo-Modelle

iibertragbar ist.

Eines der wichtigsten und am héaufigsten fiir Glioblastome verwendeten Chemothera-
peutika ist das Temozolomid, das — ebenso wie Bestrahlung -— DNA-Schidden indu-

ziert. Diese fiihren bei den Glioblastomzellen zu einem Zellzyklusarrest, Induktion des
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Zelltods, aber auch zur Induktion von Uberlebensmechanismen wie der Autophagie und
der Seneszenz. In dieser Studie wurden sowohl Temozolomid als auch die Bestrahlung

in einem neuen Behandlungsansatz mit Artesunat kombiniert.

Zur Etablierung des in vitro-Behandlungsschemas wurden Zelltodanalysen an drei Glio-
blastomzelllinien fiir verschiedene applizierte Dosen Artesunat und unterschiedliche
Behandlungsdauer sowie verschiedene Therapieabfolgen in Einzel- und Kombinations-
behandlung durchgefiihrt. Die Kombination mit Artesunat fiihrte zu einer deutlichen
Steigerung der Effektivitit im Vergleich zu den Einzelbehandlungen. Nach Etablierung
der sequentiellen Kombinationsbehandlung stellte sich die Frage nach den zugrunde lie-
genden Mechanismen. Eine der ersten Hypothesen, basierend auf bereits publizierten
Ergebnissen, zielte auf die gentoxische Wirkung aller drei Noxen: Da sowohl Temozo-
lomid, Bestrahlung als auch Artesunat DNA-Schiaden induzieren, lag die Vermutung
nahe, dass eine Akkumulation von DNA-Schiaden zur gesteigerten Toxizitat fithrt. Die-
se Hypothese konnte durch die Analyse von Proteinen der DNA-Schadensantwort nicht

bestéatigt werden.

Weitere Analysen kombiniert mit Erkenntnissen aus der Literatur fithrten zu der Hy-
pothese, dass die gesteigerte Toxizitdt der Kombination auf der Inhibition von Uber-
lebensmechanismen wie Autophagie und Seneszenz basiert, die durch Temozolomid
induziert werden und fiir die Entstehung von Resistenzen verantwortlich sein konnten.
Die Untersuchungen bestétigten letztendlich, dass Artesunat auf die durch Temozolo-
mid induzierte Autophagie einwirkt und die durch Temozolomid induzierte Seneszenz
inhibiert. Die Inhibition der Seneszenz fithrte in dieser Studie zur Erhéhung der Toxi-

zitat und somit zur Steigerung der Effektivitat der Chemotherapie.

Das inwvitro etablierte Behandlungsschema wurde erfolgreich auf ein subkutanes und
folgend auf ein intrakranielles Tumormodell in der Maus iibertragen. Die Steigerung
der Effektivitidt der Kombinationsbehandlung konnte in den beiden Mausmodellen be-
statigt werden. Es zeigte sich besonders im intrakraniellen Modell eine 40% langere Le-

bensdauer der Méuse mit kombinierter Behandlung von Artesunat und Temozolomid
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verglichen mit der Uberlebenszeit der Miuse mit alleiniger Behandlung von Temozo-

lomid (bis zum geplanten Ende des Versuchs).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die effiziente Verstirkung der Chemotherapie
durch Artesunat an der Inhibition der durch die Behandlung induzierten Uberlebens-
mechanismen der Zellen liegt. Die verbesserten Therapieergebnisse der sequentiellen
Behandlung mit Temozolomid und Artesunat bieten somit eine vielversprechende Stra-

tegie fiir zukinftige Krebstherapien, die in klinischen Studien untersucht werden sollte.
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Kapitel 7

Anhang

7.1 Untersuchung der Proteinexpression zur Zell—
zyklusanalyse der Zelllinie LN-229 nach Be—
handlung mit ART

Zur genaueren Analyse und zur Bestatigung der Zellzyklusverdnderung der Zelllinie
LN-229 durch die Behandlung von ART wurde die Proteinexpression von pChkl und
pChk2 sowie von Cyclin Bl und Cyclin D1 in Abhéngigkeit der Konzentration von
ART bestimmt. Die Ergebnisse der Westernblots sind im Balkendiagramm in Abb. 7.1

dargestellt.

Achtundvierzig Stunden nach ART-Behandlung war eine tiber zweifach hohere Expres-
sion der pChk2 Proteine zu beobachten. Bei den pChk1 Proteinen war kaum ein Unter-
schied zu erkennen. Bei der Zelllinie LN-229 wirkte sich die ART-Behandlung hemmend
auf die Expression der Cycline B1 und D1 aus. Besonders die geringen Konzentrationen
von ART sorgten fiir eine Runterregulation von Cyclin D1 von einem Faktor von vier

(0.25), das Cyclin B1 war zweifach runterreguliert.
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7.2. Untersuchung zur Induktion von ER-Stress innerhalb des neuen
Behandlungsschemas
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Abbildung 7.1: Zellzyklusanalysen der Zelllinie LN-229 nach ART-
Behandlung. Zellzyklusanalysen mittels Proteinexpression von pChkl und pChk2

(oben) und der Cycline Bl und D1 (unten) der Zelllinie LN-229 /8 Stunden nach
ART-Behandlung in Abhdingigkeit aufsteigender ART-Konzentrationen von 5-15 pug/mil.

7.2 Untersuchung zur Induktion von ER-Stress in-

nerhalb des neuen Behandlungsschemas

Die Induktion von ROS und der daraus resultierende ER-Stress ist ein bekannter Faktor
in der Induktion der Seneszenz [Matos u.a. (2015)]. Da sowohl TMZ als auch ART
ROS induzieren, besteht die Hypothese, das durch die Kombinationsbehandlung der
ER-Stress gesteigert wird.

Die Induktion des ER-Stresses wurde Mittels der Proteinexpression von pJNK und IRE
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innerhalb des neuen Behandlungsschemas sechs und 12 Stunden nach ART-Behandlung
analysiert. Die Ergebnisse sind in Relation zur unbehandelten Kontrolle in Abb. 7.2
dargestellt. Desweiteren wurde die Genexpression des Transkriptionsfaktors CHOP!
untersucht, der bei ER-Sress hochreguliert wird und somit als spezifischer Marker fiir
ER-Stress dient [Marciniak u. a. (2004)]. Fur das Genexpressionsprofil wurden die zuvor
fir den DNA-Repair-Array synthetisierten ¢cDNAs (sechs Stunden nach den Behand-
lungen) der Zelllinie LN-229 verwendet. Diese Zellen wurden noch nach dem simultanen
Behandlungsschema behandelt (siehe Kapitel 4.2.1.6). Die Regulation des Gens ist in
Relation zur unbehandelten Kontrolle in Abb. 7.3 dargestellt.

Bei den Zelllinien LN-229 und A172 ergaben sich in den untersuchten Proteinexpres-
sionen Werte von unter zwei relativ zur unbehandelten Kontrolle, bei der Zelllinie
U87MG waren die Expressionen hoher reguliert. Das Protein pJNK war bei der Zellli-
nie U87 MG nach Einzelbehandlung von ART nicht reguliert, nach Einzelbehandlung
von TMZ stieg die Expression auf einen Wert von tiber zwei an. In der Kombinations-
behandlung nahm die Expression mit der Zeit weiter zu. Das Protein IRE wurde nach
Einzelbehandlung von ART kaum reguliert, auch nach Einzelbehandlung von TMZ
stieg diese nur leicht auf einen Wert unter 1,5 an. In der Kombinationsbehandlung
erhohte sich die Expression sechs Stunden nach ART-Behandlung auf einen Wert iiber
zwei, weitere sechs Stunden danach sank die Expression wieder auf einen Wert unter

1,5 und damit unter die Expression nach Einzelbehandlung mit TMZ.

Das Genexpressionsprofil des Transkriptionsfaktors CHOP zeigte nach Einzelbehand-
lung von ART eine deutlich gesteigerte Expression von iiber flinffach im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Nach Einzelbehandlung von TMZ war keine signifikante
Expressionssteigerung zu beobachten. In der Kombinationsbehandlung aber war die

Expression mehr als das 15-fache hoher als in der unbehandelten Kontrolle.

1C/EBP homologes Protein (CCAAT /Enhancer-Binding-Proteine (C/EBP) homologous protein,
CHOP)
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Behandlungsschemas
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Abbildung 7.2: Untersuchung zum ER-Stress innerhalb des neuen Behand-
lungsschemas mittels Proteinexpression. Untersuchung zum ER-Stress mittels
Proteinexpression von pJNK und IRE innerhalb des neuen Behandlungsschemas der
Zelllinien LN-229 (oben), A172 (Mitte) und US87TMG (unten) sechs und 12 Stunden
nach ART-Behandlung. Die Proteinexpression ist relativ zur unbehandelten Kontrolle
dargestellt, TA entspricht der Kombinationsbehandlung mit TMZ und ART nach dem

neuem Behandlungsschema.
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Abbildung 7.3: Untersuchung zum ER-Stress mittels Genexpression von
CHOP bei der Zelllinie LN-229. Untersuchung zum ER-Stress mittels Genexpres-
sion von CHOP bei der Zelllinie LN-229 12 Stunden nach Behandlung (simultane
ART- und TMZ-Behandlung). Die Genexpression ist relativ zur unbehandelten Kon-
trolle dargestellt.
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