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Referat 

Glioblastoma multiforme (GBM) ist der häufigste und aggressivste Hirntumor im Erwach-

senenalter. Die Prognose für GBM-Patienten ist trotz multimodaler Therapiekonzepte 

sehr schlecht. Besonders das schnelle, invasive Wachstum und die hypoxischen,  

therapieresistenten Tumorareale stellen zentrale Probleme für die operative Behandlung 

und die Radiochemotherapie dar.  

Betulinsäure (BA), ein Naturstoff der Platanengewächse, ist ein neuer therapeutischer 

Wirkstoff für die Behandlung von Tumoren. BA wirkt in einer Vielzahl von Tumorzelllinien 

selektiv zytotoxisch, inhibiert die Migration und kann die Radiosensitivität insbesondere 

unter Hypoxie beeinflussen. Aufgrund der schlechten Löslichkeit ist der therapeutische 

Einsatz von BA jedoch stark eingeschränkt. Durch chemische Modifikation können BA-

Derivate mit verbesserter Löslichkeit und veränderten antitumoralen Eigenschaften  

synthetisiert werden. In dieser Arbeit wurden die zell- und strahlenbiologischen Effekte 

des BA-Derivats 3-O-Acetyl-28-betulinsäure(2-(2aminoethyl)aminoethyl)amid (DE9B) 

und des BA-Cisplatin-Derivats κN’,N’’-(3-O-Acetyl-28-betulinsäure(2-(2-aminoethyl) 

amino-ethyl)-amid) (APC) im Vergleich mit BA und Cisplatin (DDP) in GBM-Zelllinien 

unter Normoxie und Hypoxie untersucht. 

Zytotoxizitätsanalysen (Sulforhodamin B (SRB)-Assay, Klonogenitätsassay) ergaben, 

dass APC ähnlich wie BA mit einer erhöhten Zytotoxizität und Radiosensitivierung unter 

Hpoxie reagiert. DE9B ist die Substanz mit der höchsten Zytotoxizität. Unter Hypoxie 

war jedoch keine verbesserte Wirkung bzw. kein Einfluss auf die Radiosensitivität zu 

beobachten. Zellzyklus- und Zelltoduntersuchungen (FACS-Analyse, Caspase-3/7- 

Assay, Trypanblau-Assay, Acridineorange-Färbung) zeigten, dass weder APC noch 

DE9B den Zellzyklus beeinflussten bzw. in dem hohen Maß wie BA und DDP Apoptose 

in den GBM-Zelllinien auslösen. Beide Derivate induzierten in Abhängigkeit von der Zell-

linie und dem Sauerstoffgehalt in unterschiedlichem Maß Apoptose, Nekrose und Auto-

phagie. Mittels Scratch-Assay konnte gezeigt werden, dass APC und DE9B sowohl unter 

Normoxie als auch Hypoxie die Migration der GBM-Zellen inhibieren.  



 

  

Zusammenfassend haben die Untersuchungen gezeigt, dass mit DE9B und APC durch 

chemische Modifikation von BA zwei neue, effektive Substanzen synthetisiert wurden, 

die für die Behandlung von GBM interessante, therapeutische Eigenschaften aufweisen. 

Hein, Anja: Molekulare und strahlenbiologische Untersuchungen der Bedeutung von  
Abkömmlingen der Betulinsäure in Glioblastom-Zelllinien, Halle (Saale), Univ., Med. 
Fak.; Diss., 80 Seiten, 2017
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1 Einleitung 

1.1 Glioblastoma multiforme 

1.1.1 Epidemiologie, Ätiologie und Einteilung 

Die Inzidenz von Tumorerkrankungen nimmt stetig zu und wird prognostisch auch in 

Zukunft weiter steigen [1]. So erkranken 51 % der Männer und 43 % der Frauen im Laufe 

ihres Lebens an Krebs. Jeder vierte Mann bzw. jede fünfte Frau stirbt aufgrund einer 

Tumorerkrankung. 2,6 % dieser Sterbefälle werden durch Tumore des Zentralen Ner-

vensystems (ZNS) verursacht, obwohl deren Inzidenz einen geringeren prozentualen 

Anteil aller Tumorerkrankungen einnimmt [2]. Gliome werden von der World Health  

Organisation (WHO) entsprechend ihrer Malignität in Grad I-IV eingeteilt. Grad I und II 

stehen für niedrigmaligne und Grad III und IV für hochmaligne Tumoren (Tab. 1) [3, 4].  

Tabelle 1 WHO-Einteilung der Gliome 

Astrozytäre Gliome Pilozytisches Astrozytom WHO-Grad I 

 Subependymales Riesenzellastrozytom WHO-Grad I 

 Pilomyxoides Astrozytom WHO-Grad II 

 Diffuses Astrozytom WHO-Grad II 

 Pleomorphes Xanthoastrozytom WHO-Grad II 

 Anaplastisches Astrozytom WHO-Grad III 

 Glioblastoma multiforme WHO-Grad IV 

Oligodendrogliale Tumore Oligodendrogliom WHO-Grad II 

 Anaplastisches Oligodendrogliom WHO-Grad III 

Mischgliome Oligoastrozytom WHO-Grad II 

GBM sind die bei Erwachsenen am häufigsten vorkommenden und gleichzeitig aggres-

sivsten Hirntumore [4, 5]. Die 5-Jahres-Überlebensrate beträgt 5,5 %. Sie stellen mit 

55,4 % den größten Anteil aller malignen Gliome dar. Maligne Gliome treten wesentlich 

häufiger bei Männern als bei Frauen auf und die Inzidenz in der weißen Bevölkerung ist 

doppelt so hoch wie in der schwarzen Bevölkerung [5]. Bisher wurden abgesehen von 
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ionisierender Strahlung für Hirntumore keine Risikofaktoren identifiziert [6, 7]. 5 % aller 

Fälle weisen eine positive Familienanamnese bezüglich der Krankheitsgeschichte auf, 

von denen einige mit genetischen Syndromen wie Neurofibromatose Typ 1 und 2,  

Tuberöse Sklerose sowie Li-Fraumeni-, Cowden-, Turcot´s-, Lynch-, Gorlin-Goltz- und 

von Hippel-Lindau-Syndrom assoziiert sind [6, 8]. GBM werden in einen primären und 

einen sekundären Subtyp unterteilt (Abb.1). Primäre GBM treten wesentlich häufiger 

(95 %) auf, entstehen de novo aus differenzierten Gliazellen, Stamm- oder Progenitor-

zellen und sind durch eine schnelle Progression und eine kürzere Überlebenszeit ge-

kennzeichnet. Das durchschnittliche Manifestationsalter liegt bei 62 Jahren. Charakte-

ristisch für diesen Subtyp ist eine Amplifikation des epidermal growth factor receptor 

(EGFR), eine Deletion von p16, eine PTEN-Mutation sowie der Verlust des langen Arms 

(loss of heterozygosity (LOH)) des Chromosoms 10p (Abb. 1) [9]. 

 

Abbildung 1  Einteilung und Entwicklung maligner Gliome, modifiziert nach [9] 

Sekundäre GBM entwickeln sich hingegen über mehrere Jahre durch Progression aus 

niedrigmalignen oder anaplastischen Astrozytomen und treten typischerweise bei jünge-

ren Patienten (durchschnittliches Manifestationsalter: 45 Jahre) auf. Diese sind durch 

LOH 19q und eine Mutation der Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1) charakterisiert 

(Abb. 1). Die TP53-Mutation und LOH 10q kann sowohl bei primären als auch bei se-

kundären GBM auftreten (Abb. 1). Das mittlere Überleben von Patienten mit sekundären 
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GBM (7,8 Monate) unterscheidet sich signifikant von denen mit primären GBM  

(4,7 Monate). Dies ist jedoch nur auf das jüngere Alter der Patienten mit sekundären 

GBM zurückzuführen [10, 9].  

Diese Heterogenität der GBM und der GBM-Patienten stellt eine Herausforderung für 

die Therapie dar. Die Einteilung in primäre und sekundäre GBM wurde bereits 1940 von 

dem Neuropathologen Scherer eingeführt und bis heute genutzt. Seit der letzten Aktua-

lisierung der WHO-Klassifikation 2016 wurde diese Unterscheidung in primäre und  

sekundäre GBM jedoch weitestgehend abgelegt, da es sich lediglich um eine klinische, 

aber weder therapeutisch noch prognostisch relevante Einteilung handelt. Der Fokus 

liegt aktuell auf den molekulargenetischen Veränderungen, welche neben der histo- 

pathologischen Befundung in die Klassifizierung der Gliome mit einbezogen werden [11].  

1.1.2 Diagnostik und Therapie 

Aufgrund der schnellen, invasiven Ausbreitung des Tumors kommt es meist frühzeitig 

zu einer klinischen Manifestation. Neben einem unspezifischen Krankheitsbild mit Kopf-

schmerzen, Übelkeit und Erbrechen oder Krampfanfällen, treten ebenso je nach Lokali-

sation des Tumors schwerwiegende neurologische Erscheinungen wie Persönlichkeits-

störungen oder Beeinträchtigung der motorischen und sprachlichen Fähigkeiten auf [12]. 

Laut Leitlinie ist bei klinischem Verdacht auf einen Hirntumor neben der Durchführung 

einer Magnetresonanztomographie mit und ohne Kontrastmittel ebenso eine mikrosko-

pische, morphologische Diagnostik mittels Biopsie die Methode der Wahl. Ergänzend 

kann, v. a. bei der Operations- sowie Biopsieplanung und in der Rezidivdiagnostik, eine 

Aminosäure-Positronenemissionstomographie mit dem Tracer C11-Methionin durchge-

führt werden. In der Bildgebung stellen sich GBM meist als inhomogene, kontrastmittel-

aufnehmende, raumfordernde Prozesse mit perifokalen Ödem dar [12]. Histologisch er-

scheint das GBM als heterogenes, invasives Gewebe mit hoher Zelldichte, atypischen 

Mitosen und nukleären Pleomorphien, mikrovaskulären Proliferationen sowie Nekrose-

arealen [6]. So kann entsprechend der Klassifikation der Gliome nach WHO das GBM 

Grad IV von den Astrozytomen Grad I-III und Oligodendrogliomen Grad II-III abgegrenzt 

und entsprechend therapiert werden [3]. Nach einer fluoreszenzgestützten radikalen Re-

sektion erfolgt eine Strahlentherapie mit 60 Gy und einer simultanen Chemotherapie mit 

Temozolomid (TMZ), welche nach der Bestrahlung nochmals in sechs weiteren Zyklen 

durchgeführt wird (Abb. 2) [13]. TMZ ist ein alkylierendes Chemotherapeutikum, welches 

durch die Bildung von O6-Methylguanin zu Störungen der DNA-Replikation und somit 
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zum Zelltod führt [13]. Der Nutzen der Chemotherapie v. a. in Bezug auf das optimale 

Einsetzen im zeitlichen Ablauf der Therapie ist jedoch noch nicht nachgewiesen [12].  

 

Abbildung 2 Therapieschema des GBM, modifiziert nach [14] 

Laut Leitlinie ist für Rezidive keine Standardtherapie definiert [6, 12, 15]. Die Indikation 

für Reoperation, erneute Chemo- und/oder Radiotherapie muss individuell geprüft  

werden. TMZ zeigt eine verminderte Wirksamkeit in rezidivierenden GBM. Eingesetzt 

werden neben den Chemotherapeutika erster Wahl (Nitrosoharnstoffe und TMZ) [12], 

auch Carboplatin, Procarbazine, Irinotecan, und Etoposide [6, 15].  

Zusätzliche Probleme des Krankheitsbildes sind Krampfanfälle, Ödeme und venöse 

Thromboembolien. Diese müssen entsprechend mit antiepileptischen Medikamenten, 

Kortikosteroiden bzw. Antikoagulanzien behandelt werden [12]. 

1.1.3 Therapeutische Probleme, Lösungsansätze und aktuelle Forschung 

Trotz der intensiven multidisziplinären Therapie beträgt das mediane Überleben von 

GBM-Patienten nur 15 Monate [7]. Dies ist auf eine Vielzahl von Problemen zurückzufüh-

ren. Zum einen ist aufgrund des schnellen, invasiven Wachstums eine komplette Resek-

tion (R0-Resektion) praktisch nicht möglich und es bleibt Tumorgewebe zurück [12]. 

Weiterhin begrenzt die Heterogenität des genetischen Profils (Abb. 1) die konventionelle 

Therapie deutlich. So führen die in der malignen Progression angereicherten Muta-

tionen, chromosomalen Aberrationen und Dysregulationen bestimmter Signalwege zu 

sehr unterschiedlichen Therapiesensitivitäten und vielfältigen Resistenzmechanismen. 

Auch die Effektivität von TMZ ist maßgeblich von dem Expressionslevel des DNA-Repa-

raturenzyms O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) abhängig. Eine Hyper-

methylierung von MGMT geht mit einer deutlich günstigeren Prognose und mit einem 

besseren Ansprechen auf die TMZ-Therapie einher [16]. Somit wird bei älteren Patienten 

(ab 65-70 Jahre) in Abhängigkeit vom MGMT-Status entschieden, ob eine primäre Strah-

lentherapie oder eine primäre Chemotherapie mit oder ohne Strahlentherapie  

durchgeführt werden soll [17, 18]. Die Mutation des IDH1-Gens stellt einen wichtigen, 
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prognostischen Marker dar und hat Einfluss auf die Tumorklassifikation. IDH1-Wildtyp 

entspricht weitestgehend dem klinisch definierten primären GBM, während die IDH1-

mutierten den sekundären GBM gleichkommen (Abb. 1) [11]. Weitere Defekte in GBM 

betreffen den EGF-Rezeptor, welcher die Aktivierung von Transkriptionsprogrammen 

bezüglich Überleben, Proliferation und Invasion, aber auch eine durch VEGF-Überex-

pression gesteigerte Angiogenese vermittelt. Die Entwicklung von effektiven Inhibitoren 

der Tyrosinkinasen EGFR und VEGFR sowie Angiogenesehemmern stellen einen 

bedeutenden Anteil aktueller Forschungen und klinischer Studien dar [6, 12]. Durch das 

rapide Wachstum des soliden Tumors mangelt es an umliegenden Gefäßen und es ent-

stehen hypoxische, azidotische Areale im Inneren des Tumors. Diese schlechte Blutver-

sorgung führt zum einen dazu, dass die Chemotherapeutika diese Areale nicht erreichen 

und zum anderen, dass die Zellen in einen inaktiven Zustand mit verringerter Zelltei-

lungsrate übergehen und somit resistent gegenüber zahlreicher Chemotherapeutika 

sind, da diese gegen schnell proliferierende Zellen gerichtet sind [19, 20]. 

Die Prognose für GBM-Patienten ist aufgrund der beschriebenen Heterogenität der ge-

netischen und epigenetischen Veränderungen sehr schlecht [10]. Obwohl in den letzten 

Jahren große Fortschritte erzielt wurden, sind noch viele Fragen zur Tumorbiologie offen 

und es ist trotz intensiver Forschungen bisher nicht gelungen effektivere, individuelle 

Therapiestrategien zu entwickeln. 

1.2 Tumorhypoxie 

Sauerstoff stellt die zentrale Rolle bei der aeroben Energiegewinnung zum Erhalt  

zellulärer Strukturen und Funktionen dar. Entsteht eine Dysbalance zwischen Sauer-

stoffbedarf und -angebot, resultiert ein Sauerstoffmangel. Je nach Dauer dieses 

Zustandes unterscheidet man akute und chronische Hypoxie [21]. Diese hypoxischen 

Zustände kommen sowohl bei physiologischen Vorgängen, z. B. bei Aufenthalten in 

großen Höhen, als auch im Rahmen von pathologischen Prozessen vor. Die Ursachen 

für letzteres sind vielfältig. So kann ein verringerter Sauerstoffpartialdruck im Rahmen 

von Gefäßerkrankungen, pulmonalen Erkrankungen sowie Anämien oder auch in  

Tumoren auftreten. Es ist bekannt, dass in den meisten soliden Tumoren bspw. im 

Gehirn, in der Brust und im Weichgewebe geringere Sauerstoffpartialdrücke bestehen 

als im Normalgewebe [22–26]. Diese unzureichende Sauerstoffversorgung entsteht v. a. 

durch rasches Tumorwachstum und daraus resultierenden funktionellen und strukturel-

len Störungen der Mikrozirkulation sowie erschwerten Diffusionsbedingungen [26]. 
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Da Sauerstoffmangel sowohl für Normal- als auch für Tumorgewebe toxisch ist, 

bestehen verschiedene Möglichkeiten auf systemischer, lokaler und zellulärer Ebene auf 

diesen Zustand zu reagieren. So kann bspw. eine Anpassung des Herz-Kreislauf-Sys-

tems, der Atmung und der Erythropoese stattfinden oder auch eine Gefäßneubildung 

aktiviert werden [26]. Bei der Anpassung auf zellulärer Ebene steht die Familie der  

Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF) im Mittelpunkt [27]. Der bedeutenste Vertreter ist 

HIF-1, welcher aus einer sauerstoffabhängigen α- und einer konstitutiv exprimierten β-

Untereinheit besteht. HIF-1α wird bei normalen Sauerstoffpartialdrücken durch den von 

Hippel-Lindau Tumorsuppressor für den proteosomalen Abbau ubiquitinyliert. Sinkt der 

Sauerstoffpartialdruck, wird HIF-1α stabilisiert und in den Kern transloziert. Hier bindet 

es zusammen mit HIF-1β als Heterodimer an hypoxia responsive elements (HRE), wel-

che in den Promotorbereichen von ca. 70 hypoxieassoziierten Targetgenen liegen. So 

führt HIF-1 zur verstärkten Transkription von Genen, die u. a. Glukoseaufnahme  

(z. B. Glukosetransporter GLUT 1 und 3), Angiogenese (z. B. VEGF), Zellproliferation 

und -überleben (z. B.  insulin-like growth factor 2 (IGF 2)), Invasion bzw. Metastasierung 

sowie pH-Regulation (z. B. Carboanhydrase IX (CA IX)) beeinflussen [27, 28].  

Diese zelluläre Anpassungskaskade wird in allen Zellen bereits bei leicht verminderten 

Sauerstoffpartialdrücken aktiviert, um die Beeinflussung physiologischer Prozesse zu 

verhindern. Tumorzellen jedoch können durch genetische Veränderungen weitere adap-

tive Prozesse durchlaufen, die mit einer Überexpression von HIF-1α und einer damit 

gesteigerten Neoangiogenese, erhöhten Proliferation und einer verstärkten Invasivität 

einhergehen. Ebenso ist bekannt, dass die durch Hypoxie verursachte genomische In-

stabilität sowie die Überexpression von HIF-1α in Tumorzellen mit einem aggressiven 

Phänotyp und einer schlechten Prognose assoziiert sind [25, 26]. Ein weiteres Problem 

besteht in der Resistenz hypoxischer Tumorareale gegenüber einer Chemo- und  

Strahlentherapie (siehe 1.1.3 und 1.3) [19, 20, 29].  

Therapieoptionen mit einer guten Effektivität in hypoxischen Arealen sind somit Gegen-

stand aktueller Forschungen. Die Suppression der HIF-1α-Genexpression, welche wie 

bereits erwähnt in vielen Tumoren überexprimiert ist und Therapieresistenzen erzeugt, 

führt zu einer erhöhten Zytotoxizität [30, 31]. Eine andere Option ist die Gabe von Me-

dikamenten, die unter Sauerstoffmangel aktiviert werden. So hat Tirapazamin, welches 

unter Hypoxie die DNA-Reparatur hemmt, in Kombination mit Cisplatin einen deutlich 

positiven Effekt auf die Prognose von Lungenkarzinompatienten gezeigt [32, 33]. Außer-

dem wurde nachgewiesen, dass auch die Gabe von EPO auch die Oxygenierung des 
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Tumorgewebes und somit dessen Sensitivität gegenüber einer Chemo- und/oder Strah-

lentherapie steigert [21, 34]. 

1.3 Bestrahlung 

Die Bestrahlung stellt neben der Operation und Chemotherapie die dritte große Säule 

der multimodalen Tumortherapie dar. Auch bei der GBM-Behandlung spielt die Strah-

lentherapie eine wichtige Rolle (Abb. 2) [13]. 

In der Strahlentherapie wird hauptsächlich ionisierende Strahlung verwendet, welche zu 

DNA-Schäden in der Zelle führt. Dies geschieht auf zwei Wegen - der direkten oder in-

direkten Strahlenwirkung. Zum einen kann die Strahlung die DNA direkt ionisieren. Zum 

anderen werden durch die Ionisierung von Wasser freie Radikale und Peroxide gebildet. 

Diese freien Radikale sind in der Lage die DNA zu schädigen. Es entstehen Einzel- oder 

Doppelstrangbrüche, Basenmodifikationen und -verluste, Veränderungen der Zucker-

moleküle, DNA-DNA- bzw. DNA-Protein-Vernetzungen oder auch sogenannte  

bulky lesions, bei denen es zu einem kombinierten Auftreten mehrerer und somit meist 

irreparabler Schäden kommt [21]. Bereits kleinste Dosen von 0,1-2 Gy verursachen 

diese DNA-Schäden, obwohl erst deutlich höhere Dosen letal für eine Zelle sind.  

Die Bestrahlung löst eine physiologische Stressantwort aus, die es der Zelle ermöglicht 

durch Reparaturmechanismen die DNA-Schäden zu beheben. Die DNA-Reparatur ist 

meist nach 6-8 h abgeschlossen. Ist die Zelle jedoch nicht in der Lage die Schäden zu 

beseitigen, wird eine Signalkaskade aktiviert, die in der Apoptose endet. Normalzellen 

haben im Vergleich zu Tumorzellen eine bessere Reparaturfähigkeit. Dies macht man 

sich bei der fraktionierten Bestrahlung zu Nutze. Hierbei verteilt man die geplante 

Gesamtstrahlendosis (meist 50-60 Gy) auf mehrere, meist täglich verabreichende Teil-

dosen von 1,8-2,5 Gy. Die fraktionierte Bestrahlung erlaubt den Normalzellen eine effi-

ziente Reparatur, während Tumorzellen ausreichend geschädigt werden. Somit können 

Tumore effizienter bestrahlt und gleichzeitig das umliegende Normalgewebe geschont 

werden [35]. Dementsprechend wird laut Leitlinie den GBM-Patienten die Gesamtdosis 

von 60 Gy fraktioniert über 6 Wochen täglich 2 Gy verabreicht (Abb. 2) [12, 13]. 

Strahlenresistenz stellt ein zentrales Problem bei der Therapie vieler Tumore, auch von 

GBM, dar. Durch die Anwesenheit von Sauerstoff wird die wie bereits erwähnte Peroxid- 

und Radikalbildung begünstigt und der DNA-Schaden fixiert, so dass er nicht mehr 

repariert werden kann (Sauerstoffeffekt). Je geringer der Sauerstoffpartialdruck, desto 
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weniger Radikale und Peroxide werden gebildet und desto mehr Strahlenschäden 

werden anteilig repariert [21, 36]. Somit ist die durch Bestrahlung hervorgerufene 

Schädigung der DNA in den hypoxischen Arealen solider Tumore mit Sauerstoffpar-

tialdrücken unter 25-30 mmHg deutlich geringer [29]. Es ist bekannt, dass bei Anwesen-

heit von Sauerstoff alle Gewebe doppelt bis dreifach strahlensensibler sind als unter 

Anoxie [35]. Die oxygen enhancement ratio (OER) beschreibt genau diesen 

Verstärkungsfaktor, der eingesetzt werden muss, um bei der Bestrahlung von hypox-

ischen Zellen, den gleichen Effekt zu erreichen wie in Zellen unter aeroben Be-

dingungen. Ein weiteres Problem besteht darin, dass schnellproliferierende Gewebe wie 

hämatopoetische und epidermale Zellen eine deutlich höhere Sensibilität auf Bestrah-

lung aufweisen als langsam wachsende, solide Tumore mit hypoxischen Arealen [21]. 

Ebenso ist die fehlende selektive Wirkung der ionisierenden Strahlung auf Normal- und 

Tumorzellen eine therapeutische Herausforderung.  

Um diesen Problemen der Bestrahlung zu entgegnen und die therapeutische Effizienz 

zu erhöhen, stehen verschiedene Optionen zur Verfügung. Zum einen kann das Tu-

morvolumen durch eine vorgeschaltete Operation und/oder Chemotherapie verkleinert 

werden und zum anderen kann die Strahlendosis lokal erhöht oder die Fraktionierung 

optimiert werden [21]. Möglichkeiten zur Verbesserung der Therapieeffekte auf hypox-

ische Tumorareale sind außerdem die Behandlung mit hypoxischen Radiosensitizern, 

die selektiv hypoxische Zellen schädigen sowie die Suppression von HIF-1α [30, 31, 37].  

1.4 Cisplatin  

Cisplatin (DDP) ist ein seit den 1970er Jahren eingesetztes und auch heute noch eines 

der am häufigsten angewendeten Chemotherapeutika [38, 39]. DDP zeigt in einer  

Vielzahl von Tumoren v. a. in Form von Kombinationstherapien gute Therapieerfolge 

[39–41]. 

DDP gehört zu der Gruppe der alkylierenden Chemotherapeutika. Es gelangt als  

neutrales Molekül (Abb. 3 links) mittels Diffusion oder durch aktiven Transport in die 

Zelle, wird hydrolytisch gespalten und liegt als Kation vor [41]. Durch Interkalieren in die 

negativ geladene DNA entstehen Verbindungen zwischen zwei Nukleotiden eines oder 

beider DNA-Stränge [41]. Die sog. intrastrand crosslinks treten häufiger auf als die inter-

strand crosslinks [42], beide jedoch entwinden die DNA. Aber auch DNA-Protein-

Verbindungen entstehen [43]. Erwähnenswert ist, dass nur ein geringer Anteil mit der 
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nukleären DNA interkaliert. Ein wesentlich größerer Teil interagiert mit der mitochon-

drialen DNA sowie mit Membran- bzw. intrazellulären Proteinen und behindert auf diese 

Weise die Funktion von bspw. Phosphatidylserinen, Phospholipiden, Mikrofilamenten, 

Hitze-Shock-Proteinen und Ubiquitin [41]. Besonders Proteine mit einer Thiol-Funktion 

sind potentielle Reaktionspartner für DDP wie bspw. Glutathion (GSH) [41]. Die DNA-

Schäden werden durch eine Vielzahl verschiedener Protein- und Reparatursysteme  

erkannt, wobei jedoch nur eine Nukleotidexzisionsreparatur die DNA-Addukte effektiv 

entfernen kann [40, 43]. 

 

Abbildung 3 Struktuformel DDP (links) und intra- sowie interstrand-DDP-Adukte (rechts) 
[44] 

Somit bewirkt DDP über die Blockade der DNA-Replikation bzw. Transkription eine  

Beeinträchtigung der Zellteilung und führt somit zu einem Zellzyklusarrest. Ebenso 

werden durch die Veränderung der Genexpression viele zelluläre Prozesse wie Meta-

bolismus, Adhäsion, Apoptose, Proliferation und DNA-Reparatur beeinflusst [42]. 

Weiterhin löst DDP Apoptose aus. Das Ausmaß ist abhängig von der Anzahl an DNA-

protein bzw. intrastrand crosslinks einerseits und der Anzahl an Reparaturmechanismen 

andererseits. Zu beachten ist, dass Mitochondrien keine Reparaturmechanismen  

besitzen, die diese DDP-DNA-Addukte beseitigen können [43]. Durch DDP induzierte 

Zelltodmechanismen sind neben Apoptose auch seltener Nekrose oder eine  

Kombination aus beiden Zelltodformen [43].  

Eine deutliche Einschränkung in der klinischen Anwendung besteht v. a. durch die Ne-

benwirkungen. Eine der häufigsten unerwünschten Wirkungen sind Übelkeit und Er-

brechen. Besonders limitierende Nebenwirkungen stellen die Nephro-, Oto- und Neuro-

toxizität sowie die Myelodepression dar [45]. Weiterhin schränken Resistenzen 

gegenüber DDP die klinische Anwendung ein. Sowohl klinische Erfahrungen als auch 

die in vitro Untersuchungen zeigen, dass eine Resistenz gegen DDP multifaktoriell ist 

und in Abhängigkeit vom Tumor bzw. der Zelllinie generell besteht (primäre Resistenz) 

oder sich im Laufe der Behandlung entwickelt (sekundäre Resistenz) [42, 43]. Die zu 

Grunde liegenden Mechanismen sind noch nicht vollständig aufgeklärt. Eine verminderte 

Aufnahme oder ein erhöhter Efflux aufgrund von bestimmten ATP-binding cassette-

Transportern führen zu einer verringerten intrazellulären Anreicherung von DDP [41]. 
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Weiterhin kann die Konzentration des freien wirksamen DDPs durch die kovalente Bin-

dung an die Cysteinreste in Glutathion (GSH) und Metallothioneinen oder andere Thiol-

gruppen enthaltene Proteine gesenkt und energieabhängig der Exozytose zugeführt 

werden [26, 41]. Somit führt eine Überexpression von GSH zu einer verminderten DDP-

Wirkung. Aber auch Veränderungen der Expression bestimmter Gene ermöglichen der 

Zelle selbst bei hohen Konzentrationen zu überleben. Beispiele hierfür sind die ver-

minderte Expression von Caspasen und PARP sowie die Aktivierung von Repara-

turgenen [26, 46]. Ebenso das Verschieben des Gleichgewichtes zwischen pro- und 

antiapoptotischen Proteinen oder eine TP53-Mutation können ebenfalls ein Teil der Re-

sistenzmechanismen sein. In hypoxischen Tumorarealen erschwert eine mangelnde 

Durchblutung den Zugang der Chemotherapeutika zu den Zellen und ein verminderter 

Stoffwechsel reduziert dessen Wirkung (siehe 1.2) [26].  

In den letzten Jahren wurde versucht mit verschiedenen Methoden diese Resistenzen 

zu durchbrechen. Es wurden DDP-Derivate mit einer abgewandelten Struktur entwickelt, 

wie Carboplatin, welches einfacher durch die Membran penetriert und andere DNA- 

Addukte bildet [40, 43]. Weiterhin wurde versucht durch die Kombination von zwei oder 

mehr zytotoxischen bzw. zytostatischen Substanzen mit unterschiedlichem Neben- 

wirkungsspektrum die zwei unerwünschten Hauptprobleme der Resistenzentwicklung 

und der limitierenden Wirkungen zu überwinden. Die Zellschädigung durch ein Chemo-

therapeutikum bzw. durch ionisierende Strahlung kann durch die Reparatursysteme in 

der Zelle behoben werden. Die Kombination verschiedener Chemotherapeutika bzw. 

eines Chemotherapeutikums mit einer Strahlentherapie geht mit einer geringeren  

Reparaturwahrscheinlichkeit einher und führt somit eher zum Zelltod [21, 47].  

1.5 Betulinsäure und Betulinsäure-Derivate 

1.5.1 Gewinnung von Betulin und BA 

Triterpene stellen eine Gruppe von Naturstoffen dar und können aus einer Vielzahl von 

pflanzlichen Quellen gewonnen werden. Viele dieser verschiedenen Triterpene und 

deren Derivate werden auf ihre biologische Aktivität und medizinischen Nutzen geprüft 

[48]. Betulin, ein pentazyklisches Triterpen, besitzt einen „C-30-Körper“, basierend auf 

vier Sechsringen und einem Fünfring und gehört somit der Unterklasse der Lupane an 

(Abb. 4 links). Bereits 1788 entdeckte der Chemiker Johann Tobias Lowitz den Natur-

heilstoff Betulin und führte dessen Isolierung aus der Rinde der weißen Birke mittels 
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Sublimierung durch [49, 48]. Betulinsäure (BA) stellt das Carbonsäurederivat von Betulin 

dar und kann entweder durch die Oxidation des C-28 oder durch Extraktion und Um-

kristallisation direkt aus den pflanzlichen Materialien der Platanengewächse gewonnen 

werden. Aufgrund des hohen Betulingehaltes (5-22 %) der Rinde der weißen Birke  

(Betula alba) [50] und der einfachen, kostengünstigen Oxidation, ist dies der bevorzugte 

Prozess der BA-Gewinnung [49]. Die reine BA ist ein weißer, kristalliner Feststoff mit 

einer molaren Masse von 456,71 g/mol (Abb. 4 rechts).  

 

Abbildung 4 Chemische Struktur von Betulin (links) und Betulinsäure (rechts) 
Dargestellt sind die chemischen Strukturformeln von Betulin (3ß-Lup-20(29)-en-3,28-diol); 
MW: 442,72g/mol und Betulinsäure (3ß-Hydroxyl-lup-20(29)-en-28-säure); MW: 456,72 g/mol  

1.5.2 Bedeutung von Betulin und BA 

Bioaktive Stoffe wie Betulin oder BA wurden bereits vor Jahrtausenden in der Volks-

medizin therapeutisch verwendet. So wurde die heilende Wirkung der Birkenrinde u. a. 

zur Behandlung von Magen-Darm-Erkrankungen von den amerikanischen Ureinwoh-

nern und in Russland eingesetzt [48]. BA ist pharmakologisch aktiver als Betulin und 

besitzt ein vielfältiges Wirkungsspektrum. BA weist eine antivirale (HAV-1, HIV,  

Influenza A), antibakterielle (Escherichia coli, Staphylococcus aureus), anthelmintische 

sowie eine Antimalaria-Aktivität auf. Außerdem moduliert BA die Immunreaktion und 

wirkt anti-inflammatorisch [49, 48]. Aufgrund der hemmenden Wirkung auf die Acetyl-

CoA-Acetyltransferase, wird BA als aussichtsreiche Alternative für die Therapie von  

Arteriosklerose und Hypercholesterinämie untersucht [51]. Neben diesem breiten Spek-

trum an biologischen Aktivitäten, wurde auch eine antitumorale Wirkung nachgewiesen 

[49]. In zahlreichen in vitro Studien konnten zytotoxische Effekte von BA in verschie-

denen Zelllinien unterschiedlicher Tumorentitäten, wie bspw. Melanomen [52–54], 

Leukämien [55, 56], Kopf-Hals-Tumoren [57–59], Gliomen [60–64] sowie Bronchial- [53, 

62, 56], Ovarial- [53], Cervix- [53], Mamma- [65, 56], Kolon- [56], Nierenzell- [62] und 

Prostatakarzinomen [56] nachgewiesen werden. Von besonderer Bedeutung dabei ist, 

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/anthelmintisch.html
https://www.google.de/search?client=firefox-a&hs=9XJ&rls=org.mozilla:de:official&channel=sb&q=Acetyl-CoA-Acetyltransferase&spell=1&sa=X&ei=AhwsU9K8DIuWswbNt4HgDg&ved=0CCQQvwUoAA
https://www.google.de/search?client=firefox-a&hs=9XJ&rls=org.mozilla:de:official&channel=sb&q=Acetyl-CoA-Acetyltransferase&spell=1&sa=X&ei=AhwsU9K8DIuWswbNt4HgDg&ved=0CCQQvwUoAA
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dass die zytotoxische Aktivität von BA selektiv gegen Tumorzellen und nicht gegen un-

transformierte Normalzellen gerichtet ist. Dies wurde in vitro u. a. an Endothelzellen [51], 

neuronalen Zellen [61], Fibroblasten [53], Astrozyten [64], Melanozyten [54, 66] sowie 

peripheren Blutzellen [56, 53] untersucht. In vivo wurde am Mausmodell gezeigt, dass 

BA trotz seiner antitumoralen Wirkung keine systemische Toxizität auf den Organismus 

hat [50, 52, 53, 67–69]. Der zu Grunde liegende Mechanismus dieses therapeutischen 

Fensters wurde bisher noch nicht aufgedeckt [49]. BA scheint in der gleichen Art und 

Weise auf Normal- und Tumorzellen zu wirken, jedoch weisen Normalzellen eine we-

sentlich höhere Toleranz auf [66]. Ebenso bedeutsam ist, dass BA zytotoxisch in  

Tumorzelllinien und primären Tumorproben wirkt, welche Resistenzen gegenüber her-

kömmlichen Chemotherapeutika oder Bestrahlung aufweisen [60, 70]. 

1.5.3 Wirkmechanismen von BA 

In den letzten Jahren wurde intensiv an der Aufklärung des genauen Wirkungs- 

mechanismus von BA gearbeitet, jedoch sind immer noch viele Inhalte und Zusammen-

hänge ungeklärt bzw. umstritten. Bisher ist bekannt, dass BA die Permeabilität der Mito-

chondrienmembran verändert und somit den Verlust des Mitochondrienmembran- 

potentials bewirkt [62]. Durch die Öffnung der Poren in der Mitochondrienmembran wird 

die Freisetzung von Cytochrom c und des Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) aus-

gelöst. Cytochrom c bindet im Zytosol den Apoptose-auslösenden Faktor-1. Dieser  

Komplex sowie AIF aktivieren die Procaspase-9, welche wiederum mit der Aktivierung 

von Procaspase-3 den irreversiblen Part der Apoptosekaskade in Gang setzt. Die 

Caspasen führen zum einen über die Aktivierung von Endonukleasen wie bspw. die 

caspaseaktivierte DNAase CAD zu einer DNA-Degradation und zum anderen schneiden 

sie Intermediärfilamente und erleichtern so die Kernfragmentierung [58, 62, 71]. Die aus 

den Mitochondrien freigewordenen reactive oxygen species (ROS) verstärken die 

Caspaseaktivierung und somit die Apoptosekaskade [62, 64]. Untersuchungen der 

eigenen Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass BA in GBM-Zelllinien zu einer Spaltung des 

Apoptosemarkers PARP führt [30, 72]. Diese Apoptoseinduktion wurde in einer Vielzahl 

verschiedener Tumorzelllinien nachgewiesen [62–64, 52, 53]. Da BA im Gegensatz zu 

den meisten Chemotherapeutika direkt an den Mitochondrien angreift und somit un-

abhängig vom p53- und CD95-Status Apoptose induziert, wirkt BA unabhängig von Mu-

tationen in den vorgeschalteten Signalwegen [62]. Diese sind häufig die Ursache für die 

Therapieresistenz gegenüber herkömmlichen Chemotherapeutika und der Grund 

weshalb Substanzen, die direkt auf Mitochondrien wirken als potentielle Wirkstoffe 
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gegen apoptoseresistente Tumore gelten. Aufgrund der unterschiedlichen Wirkmecha-

nismen scheinen keine Kreuzresistenzen zwischen BA und anderen Chemotherapeutika 

zu bestehen [52, 62, 70, 73]. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass 

durch die Kombination aus BA und einem Chemotherapeutikum nicht nur Resistenzen 

überwunden, sondern auch synergistische oder additive Effekte erzeugt wurden. So ist 

es auch möglich, dass die therapeutisch nötigen Dosen herabgesetzt und die Nebenwir-

kungen reduziert wurden. Bspw. ruft eine Kombination aus BA und den Chemotherapeu-

tika Doxorubicin, VP16, Taxol, Actinomycin D bzw. Cisplatin (DDP) in verschiedenen 

neuroektodermalen Tumoren eine verstärkte Apoptoseinduktion sowie Inhibierung des 

klonogenen Zellüberlebens hervor. Diese sensitivierenden Effekte waren nicht bei un-

transformierten Zellen zu beobachten [74]. Neben der Apoptoseinduktion zeigt BA zahl-

reiche weitere Wirkungen. BA hemmt bspw. die Topoisomerase I indem es die Inter-

aktion des Enzyms mit der DNA und somit die Transkription und Replikation verhindert 

[75]. Allerdings ist der Einfluss von BA auf den Zellzyklus umstritten und scheint ab-

hängig von der Zelllinie zu sein [48]. Weiterhin konnte in mehreren Untersuchungen 

gezeigt werden, dass BA die Migration in GBM-, Pankreas- und Melanomzelllinien 

hemmt [30, 54, 76]. Erwähnenswert ist ebenso die Reduktion des HIF-1α-Proteingehalts 

unter Hypoxie [30, 77]. Dies ist von besonderem Interesse, da in soliden Tumoren oft 

hypoxische Areale auftreten, die eine verstärkte Therapieresistenz aufweisen  

(siehe 1.2). Zusätzlich wurde gezeigt, dass BA effektiver in saurem Milieu wirkt, welches 

im Gegensatz zu normalem Gewebe vorwiegend in soliden, hypoxischen Tumoren vor-

kommt und dass BA im Gegensatz zu vielen herkömmlichen Chemotherapeutika zyto-

toxisch auf ruhende, nicht-proliferierende Turmorzellen wirkt [78]. Durch die (reversible) 

Wirkung auf die Funktion der Mitochondrien in Endothelzellen, beeinflusst BA deren me-

tabolische Aktivität und Differenzierung. Somit hat BA einen Effekt auf die Angiogenese, 

was wiederum bedeutsam für die Tumortherapie bezüglich des Tumorvolumens, dessen 

Versorgung und Ausbreitung ist [51]. Weiterhin konnte in verschiedenen Unter-

suchungen gezeigt werden, dass BA in Melanom- [54], GBM- [30] sowie Kopf- und Hals-

tumorzelllinien [59] radiosensitivierend wirkt. Man vermutet, dass die additiven Effekte 

durch die Aktivierung verschiedener Signalwege zustande kommen [59].  

1.5.4 Herausforderungen der Anwendbarkeit von BA in der Tumortherapie 

BA ist somit aufgrund seiner biologischen Aktivität ein potentieller Wirkstoff für eine 

künftige Tumortherapie. Diese wird jedoch deutlich durch seine chemischen und phar-

makokinetischen Eigenschaften eingeschränkt. BA ist aufgrund seiner Lipophilie 
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schlecht löslich in Wasser (0,02 µg/ml bei RT). Ebenso weist es eine begrenzte Löslich-

keit in organischen Lösungsmitteln wie DMSO, DMF, Petrolether und Benzol sowie eine 

geringe Membranpermeabilität auf. Dies geht mit einer geringen Bioverfügbarkeit und 

Substratpräzipitation einher. Weiterhin besitzt BA eine unzureichende metabolische  

Stabilität und sehr hohe Plasmaproteinbindungsfähigkeit [79–81]. Ein weiterer  

Forschungsschwerpunkt liegt deshalb auf der Entwicklung geeigneter chemischer  

Formulierungsstrategien. So konnte mittels Polyvinylpyrrolidon als Trägersubstanz  

erreicht werden, dass BA nach einer intraperitonealen Injektion im Mausmodell schnell 

absorbiert wird und eine lange Eliminationszeit sowie ein hohes Verteilungsvolumen 

aufweist [50]. Ebenso können Liposomen als Trägersubstanz im Mausmodell zur intra-

venösen und oralen Applikation dienen [69]. Außerdem wurden Karbon-Nanoröhrchen 

als Trägermaterial für BA untersucht, um die Löslichkeit und Bioverfügbarkeit von BA zu 

verbessern [82]. Weiterhin versuchten mehrere Arbeitsgruppen den limitierenden Faktor 

der Applizierbarkeit durch chemische Modifikationen zu umgehen. In den letzten Jahren 

wurden eine Vielzahl verschiedener BA-Derivate mit verbesserter Löslichkeit und verän-

derten antitumoralen Eigenschaften synthetisiert. Diese Veränderungen im Molekül sind 

grundsätzlich an C-3, C-20 und C-28 sowie dem A-Ring möglich (Abb. 4), jedoch wiesen 

nur Derivate basierend auf chemischen Modifikationen an C-3 und C-28 eine erhöhte 

Zytotoxizität auf [48]. Die C-3-Hydroxylgruppe im Ring A ist eine der Hauptlokalisationen 

für chemische Modifikationen wie Acetylierung, Glykosylierung und Kopplung von Amin- 

oder Carbamatgruppen, aromatischer Hydrazine bzw. Bildung von Anhydriden zur 

Verbesserung der Löslichkeit und Zytotoxizität. Die Carbonsäure am C-28 erscheint  

essentiell für die zytotoxische Wirkung zu sein. Die Kopplung von Aminosäuren oder 

polaren Gruppen wie Amine, Carbonsäuren, Hydroxylgruppen an C-28 oder ebenfalls 

die Bildung von Anhydriden erhöhten die Löslichkeit und Zytotoxizität. Die antitumorale 

Aktivität und Selektivität der jeweils an C-3 oder C-28 veränderten Derivate schwankt 

stark in Abhängigkeit von den chemischen Veränderungen. Generell wurde beobachtet, 

dass eine erhöhte Löslichkeit oder verbesserte Aufnahme in die Zelle zu einer erhöhten 

Zytotoxizität führt, während zu große Anhänge an C-3 oder C-28 zu einer Abnahme der 

Zytotoxizität führen [67, 81, 83–96].   

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten BA-Derivat DE9B wurde BA am C-28 mittels eines 

Ethylendiamin mit zwei freien hydrophilen Aminogruppen modifiziert, welche dieses BA-

Derivat als einen geeigneten Chelatliganden zur Koordination eines Platinions charak-

terisieren (Abb. 5 links). Beim BA-Derivat APC wurde zusätzlich an das Ethylendiamin 

durch die Umsetzung mit Kaliumtetrachloridoplatinat(II) zusätzlich das weit verbreitete 
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Chemotherapeutikum DDP gekoppelt (Abb. 5 rechts). So sind zwei bioaktive Moleküle 

in einer Substanz verbunden [97]. 

 

Abbildung 5 Chemische Struktur von DE9B (rechts) und APC (links) 
Dargestellt sind die chemischen Strukturformeln von DE9B (3-O-Acetyl-28-betulinsäure(2-
(2aminoethyl)aminoethyl)amid)); MW: 583,90 g/mol und APC (κN’,N’’-(3-O-Acetyl-28-betulin-
säure(2-(2-aminoethyl)aminoethyl)-amid) dichlorido-platin(II));  

Kombinationstherapien gehören zu den typischen Strategien in der heutigen Tumor- 

therapie. Mehrere Chemotherapeutika mit verschiedenen Wirkmechanismen oder 

Chemo- und Strahlentherapie werden gleichzeitig oder kurz hintereinander verabreicht, 

um synergistische bzw. additive Effekte zu erzielen oder Resistenzen bzw. Resistenz-

entstehung zu vermeiden [21]. Allerdings müssen die pharmakokinetischen und phar-

makodynamischen Eigenschaften der Einzelsubstanzen beachtet werden. So spielen 

bspw. die Halbwertszeit und Eliminationszeit, aber auch das Verteilungsvolumen und die  

metabolische Stabilität eine wichtige Rolle. Ebenso ist zu berücksichtigen welche 

Wirkstoffmenge nach welcher Zeit über welchen Weg in die Zelle gelangt [97]. Die  

Synthese von Medikamenten, die zwei Wirkstoffe kovalent miteinander verbinden, 

verändern also nicht nur die Wirkung, sondern auch die pharmakologischen Eigen- 

schaften der Einzelsubstanzen [98]. BA und DDP sind bekannte Apoptoseauslöser, die 

über unterschiedliche Mechanismen wirken. BA löst den mitochondrialen Signalweg 

über die direkte Veränderung des Mitochondrienmembranpotentials aus (siehe 1.5.3). 

DDP hingegen bildet DNA-Addukte, die zu einer Inhibierung der DNA-Replikation führen 

(siehe 1.4). Sowohl BA als auch DDP besitzen negative Eigenschaften, die limitierend 

für eine klinische Anwendung sind. Durch die schlechte Löslichkeit von BA ergeben sich 

Probleme bezüglich der Applizier- und Bioverfügbarkeit. DDP als Schwermetallkomplex 

verursacht bei einer Therapie eine Reihe von schwerwiegenden Nebenwirkungen. 

Außerdem ist bekannt, dass einige Tumorentitäten resistent gegenüber einer DDP-

Behandlung sind [44]. Durch die Kopplung beider Substanzen in einem Molekül soll die 

Löslichkeit der BA verbessert, die DDP-Resistenz durchbrochen und durch die  

Selektivität der zytotoxischen Wirkungen die unerwünschten Nebenwirkungen um-

gangen werden.  
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2 Zielstellung 

GBM ist ein hochmaligner, stark invasiv wachsender Tumor mit häufig auftretenden  

hypoxischen Tumorarealen aufgrund der hohen Stoffwechselaktivität und Proliferation. 

Auf der Suche nach einer effizienten und nebenwirkungsarmen Therapiestrategie für 

GBM wurde der natürlich vorkommende Apoptoseauslöser und hypoxic sensitizer BA 

modifiziert bzw. mit dem bewährten Chemotherapeutikum DDP gekoppelt, um einerseits 

die vorteilhaften Effekte von BA und DDP auszunutzen und gleichzeitig deren nachteili-

gen Eigenschaften, wie die begrenzte Löslichkeit von BA und die geringe Effektivität von 

DDP unter Hypoxie, zu verbessern. Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Wirksamkeit 

dieser synthetisierten BA-Derivate APC und DE9B. 

Dabei wurden folgende Untersuchungen durchgeführt: 

1. Analyse der Zytotoxizität der Substanzen BA, DDP, APC und DE9B in den GBM-

Zelllinien U251MG, LN229, U343MG mittels SRB-Assay unter Normoxie und  

Hypoxie. 

2. Proliferations- und Zellzyklusanalysen nach Inkubation mit den Substanzen BA, 

DDP, APC und DE9B in den Zelllinien U251MG und LN229 unter Normoxie und 

Hypoxie. 

3. Analyse der Apoptose- und Nekroserate nach Inkubation mit den Substanzen 

BA, DDP, APC und DE9B in den Zelllinien U251MG und LN229 unter Normoxie 

und Hypoxie. 

4. Analyse der Effekte auf den Proteingehalt von PARP und HIF-1α, die Migration, 

das klonogene Zellüberleben und die Strahlensensitivität nach Inkubation mit den 

Substanzen APC und DE9B in der Zelllinien U251MG unter Normoxie und  

Hypoxie. 

Auf Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit soll diskutiert werden, ob die neu 

synthetisierten BA-Derivate APC und DE9B für weitere Untersuchungen im Hinblick auf 

eine angewandte Tumortherapie geeignet sind. 

  



17 

 

  

3  Material und Methodik 

3.1 Material   

3.1.1 Zelllinien 

In dieser Arbeit wurden drei humane GBM-Zelllinien (Tab. 2) verwendet. Die Kultivierung 

der Zelllinien sowie die Durchführung der Experimente erfolgten in den Zellkulturlaboren 

der Arbeitsgruppe „Molekulare Strahlenbiologie“ der Universitätsklinik und Poliklinik für 

Strahlentherapie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg.  

Die Zelllinie LN229 stammt von Annie-Claire Diserens aus dem Labor für Tumorbiologie 

und Genetik (Lausanne, Schweiz). Die Zelllinie U251MG wurde von der American Type 

Culture Collection (Rockville, USA) bezogen. Die Zelllinie U343MG stammt vom CLS-

Cell Lines Service (Eppelheim, Deutschland). 

Tabelle 2 verwendete Zelllinien 

Name Ursprung Kennzeichnung 

LN229 Homo sapiens, GBM ATCC® Nr. CRL-2611™ 

U251MG Homo sapiens, GBM ATCC® Nr. HTB-17™ 

U343MG Homo sapiens, GBM DSMZ Nr. ACC 408 

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 

2-Mecaptoethanol Roth (Karlsruhe) 

Ampicillin Roth (Karlsruhe) 

APC BioSolutions Halle GmbH 

BA BioSolutions Halle GmbH 

BD Clean™ Solution BD (California, USA) 

BD Flow™ Solution BD (California, USA) 

BD Rinse™ Solution BD (California, USA) 

CaCl2 Roth (Karlsruhe) 
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Cisplatin (DDP) BioSolutions Halle GmbH 

DAPI Serva (Heidelberg) 

DE9B BioSolutions Halle GmbH 

Desoxycholat Sigma (Steinheim) 

DMF Sigma (Steinheim) 

EDTA Roth (Karlsruhe) 

EGTA Roth (Karlsruhe) 

Entwickler Nordenta (Hamburg) 

Essigsäure (99 %) Merck (Darmstadt) 

Ethanol (99,8 %) Sigma (Steinheim) 

Fetales Kälberserum PAA (Cölbe) 

Fixierer Nordenta (Hamburg) 

Formaldehyd Thermo Fisher Scientific  

(Waltham, USA) 

Giemsa-Lösung Sigma (Steinheim) 

Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail Thermo Fisher Scientific  

 (Waltham, USA) 

LDS-Probenpuffer  Thermo Fisher Scientific 

 (Waltham, USA) 

Magermilchpulver Saliter (Obergünzburg) 

MES Running Buffer (20x) Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Methanol (100 % p.a.) Sigma (Steinheim) 

NaCl Roth (Karlsruhe) 

Natriumpyruvat Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 
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PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

PBS Lonza (Walkersville, USA) 

Pennicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Propidiumiodid Sigma (Steinheim) 

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma (Steinheim) 

RNase Sigma (Steinheim) 

RPMI 1640 (mit 25 nM HEPES und L-Glutamin) Lonza (Walkersville, USA) 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Serva (Heidelberg) 

Sulforhodamin B (SRB) Sigma (Steinheim) 

Transferpuffer 20x  Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 

Trichloressigsäure Roth (Karlsruhe) 

TRIS (20 M) Roth (Karlsruhe) 

TRIS-HCL (50 mM) Roth (Karlsruhe) 

Triton® X-100 Serva (Heidelberg) 

Trypanblau Thermo Fisher Scientific 

 (Waltham, USA) 

Trypsin-EDTA  Thermo Fisher Scientific 

 (Waltham, USA) 

Tween® 20 Serva (Heidelberg) 

3.1.3 Kits 

Bio-Rad Protein-Assay (Bradford Reagenz) Biorad (Richmond, USA) 

Caspase-Glo® 3/7-Assay System  Promega (Heidelberg) 
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ECL™ Western Blotting Reagenz GE Healthcare (Bucking-

hamshire, UK) 

ECL Plus™ Westen Blotting Reagenz GE Healthcare (Bucking-

hamshire, UK) 

ECL Prime™ Westen Blotting Reagenz GE Healthcare (Bucking-

hamshire, UK) 

Venor GeM Mykoplasmen-Detektionskit  Minerva Biolabs GmbH 

(Berlin) 

3.1.4 Antikörper 

Tabelle 3 Primär- und Sekundärantikörper 

Antigen Verdünnung Ursprungsspezies Hersteller 

ß-Aktin 1:5000 Maus Sigma 

Gespaltenes PARP 1:1000 Kaninchen Cell Signaling 

HIF-1α 1:2000 Maus BD Transduktion Lab. 

Anti-Kaninchen lgG 1:1000-1:2000 Ziege DAKO 

Anti-Maus IgM 1:1000-1:5000 Kaninchen DAKO 

3.1.5 Puffer, Lösungen und Medien 

Zellkultivierung 

Kulturmedium RPMI komplett 500 ml RPMI 1640 

 50 ml FKS 

 10 ml Penicillin/Streptomycin 

 5 ml Natriumpyruvat 

Gefriermedium 50 ml RPMI komplett 

 30 ml FKS 

 20 % DMF (frisch hinzugeben) 
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SRB-Assay 

Fixierungslösung 10 %ige Trichloressigsäure 

Färbelösung 0,23 g Sulforhodamin B  

 50 ml 1 %ige Essigsäure 

Waschlösung 1 %ige Essigsäure 

TRIS 20 mM TRIS 1,21 g 

 → add. 500 ml Aqua bidest. 

Proteinisolation 

RIPA-Stammlösung 50 mM (pH 7,4) TRIS-HCL 

 200 mM NaCl 

 1 mM EDTA 

 1 mM EGTA 

 1 % Triton X-100 

 0,25 % Desoxycholat 

RIPA-Lysepuffer 1:10 RIPA-Stammlösung 

 1:100 Phosphatase-Inhibitor  

 1:100 Proteinase-Inhibitor  

Westernblot 

1x MES-Laufpuffer 50 ml MES Puffer (20x) 

 950 µl Aqua bidest. 

1x Transferpuffer 50 ml Transferpuffer (20x) 

 100 ml Methanol 

 850 ml Aqua bidest. 

10x TBS 100 ml 5 M NaCl 

 300 ml 1 M TRIS (pH 8,0) 
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 600 ml Aqua bidest. 

1x TBS 50 ml 10x TBS 

 450 ml Aqua bidest. 

1x TBST 50 ml 10x TBS 

 450 ml Aqua bidest. 

 500 µl Tween® 20 

Blockierungsreagenz 1x TBST 

 10 % Magermilchpulver 

Entwicklerlösung 80 g Entwickler 

 500 ml Aqua bidest. 

Fixierlösung 100 ml Fixiererkonzentrat 

 300 ml Aqua bidest. 

Strippingpuffer 2 ml SDS (20 %) 

 2 ml TRIS-HCL 

 16 ml Aqua bidest. 

 150 µl 2-Mecaptoethanol 

Zellzyklusanalyse 

Propidiumiodid-Puffer (PI-Puffer) 1 µg/ml Natrium-Citrat 

 10 µl 500 mM Natrium-EDTA 

 50 µg/ml Propidiumiodid 

 40-100 µg/ml RNase  

 → add. 50 ml PBS 
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Morphologische Analyse 

Propidiumiodid-Färbelösung 6 µl 0,1 % Triton X-100 

 1,2 µl 0,1 mM Natrium-EDTA 

 50 µg/ml Propidiumiodid 

 50 µg/ml RNase  

 → add. 5675 µl PBS 

3.1.6 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

AdventurerTM (Analysenwaage) Ohaus (Parsippany, USA) 

Aeroclip®
  Merck (Darmstadt) 

Anaerocult® P (Gaspacks) Merck (Darmstadt) 

Anaerotest® Merck (Darmstadt) 

BD FACS-Calibur flow cytometer BD (California, USA) 

BZ-8000 Fluoreszenzmikroskop  Keyence (Osaka, Japan) 

Coulter Z2 Zell und Partikelzähler Beckman Coulter (Brea, USA) 

CountnessTM Automated Cell Counter Invitrogen (Carlsbad) 

Einweghandschuhe Meditrade (Kiefersfelden) 

Einwegartikel für Zellkultur 

(Gewebekultuflaschen, Well-Platten, 

Pipettenspitzen, Zentrifugationsröhrchen) Greiner (Frickenhausen) 

FACScan Durchflusszytometer Becton Dickinson (Franklin Lakes, 

USA) 

Gefrierbehälter Nalgene (Hereford, UK) 

Inverses Fluoreszenzmikroskop HBO50/AC Zeiss (Jena) 

Inverses Labormikroskop Axiovert 25  Carl Zeiss AG (Oberkochen) 

Inkubator Heracell 150i Heraeus (Hanau) 

Isoton II (Puffer für Z2) Beckman Coulter (Krefeld) 
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Labsonic 2000U B. Braun (Melsungen) 

Laminarbox Heraeus (Hanau) 

Linearbeschleuniger ONCORTM  Siemens (Erlangen) 

Magnetrührer IKA-Labortechnik (Staufen) 

Magnetrührstäbchen Merck (Darmstadt) 

Messzylinder Merck (Darmstadt) 

Mikropipetten Eppendorf (Hamburg) 

Pipetboy Bioscience (Fernwald) 

Polyacrylamid-Gradientengel (4-12 %) Invitrogen (Karlsruhe) 

PVDF-Membran (0,45 µm) Millipore (Schwalbach) 

Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg) 

Rollenmischgerät RM 5 Karl Hecht KG (Sondheim) 

Röntgenfilm Biomax MR Kodak (Stuttgart) 

Röntgenfilmentwickler Kodak (Stuttgart) 

Röntgenfilmfixierer Kodak (Stuttgart) 

Smart SpecTM 300 (Photometer) Biorad (Richmond, USA) 

Sterile Syringe Filter VWR (San Francisco, USA) 

Sterile Syringe 5 ml Spritze BD (New Jersey, USA) 

Sterilcan® einmal Injektionskanüle BRAUN (Melsungen) 

Tecan GENios Plattenreader TECAN (Männedorf, Schweiz) 

Thermomixer MR3001 Heidolph (Schwabach) 

Trans-Blot® Cell Biorad (Richmond, USA) 

Vortex-Genie® 2 Scientific industries inc. (Staufen) 

Wasserbad GFL (Burgwedel) 

XCell Sure lockTM (Elektrophoresegerät) Invitrogen (Karlsruhe) 
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Zentrifuge 5415R  Eppendorf (Hamburg) 

Zentrifuge Universal 32R Hettich Zentrifugen (Tuttlingen) 

3.2 Methodik 

3.2.1 Pharmakologische Behandlung  

Die Substanzen BA, APC, DE9B sowie DDP wurden von Herr Prof. Paschke (Bio Solu-

tions Halle GmbH) als kristallines Pulver zur Verfügung gestellt. Die Substanzen wurden 

für die Anwendung abgewogen, mittels DMF in Lösung gebracht und anschließend mit 

0,2 µm Sterilfilter (VWR, USA) filtriert. Diese Stammlösungen mit einer Konzentration 

von jeweils 10 mM wurden bei 4 °C gelagert. 

3.2.2 Zellkultivierung  

Die Kultivierung der adhärent wachsenden GBM-Zelllinien LN229, U251MG und 

U343MG erfolgte bei 37 °C, 3 % CO2 und maximaler Luftfeuchte im RPMI 1640 Kultur-

medium mit 10 % FKS, 1 % Pyruvat, 185 U/ml Penicillin und 185 μg/ml Streptomycin. 

Die Zellen wurden in sterilen Kulturflaschen kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde in Ab-

hängigkeit von der Zelldichte der adhärenten Monolayer alle 1-3 Tage vorgenommen. 

Die Passagierung erfolgte bei Erreichen einer 80 %igen Konfluenz durch Absaugen des 

Mediums, Waschen der Zellen mit PBS und anschließenden Ablösen mit  

2 ml 0,05 %iger Trypsin/EDTA-Lösung. Diese Reaktion wurde nach einer Inkubation von 

5 min bei 37 °C durch Zugabe von 5 ml FKS-haltigem Kulturmedium abgestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in ein 15 ml Röhrchen überführt und bei 800 rpm für 5 min zentri-

fugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in Abhängigkeit von dessen Größe in 3-6 ml Me-

dium resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zellzahl bestimmt und eine definierte Zell-

zahl inokuliert.  

Zur Kryokonservierung wurde das Zellpellet in 2 ml Gefriermedium resuspendiert und in 

Kryoröhrchen überführt. Anschließend erfolgte für 24 h eine Lagerung bei -80 °C. Für 

die Langzeitlagerung wurde flüssiger Stickstoff verwendet.  

Für das Auftauen der Zellen wurden die Gefrierröhrchen im Wasserbad bei 37 °C kurz-

zeitig erwärmt, um die Zellen in 4 ml Kulturmedium zu überführen und für 5 min bei 
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800 rpm zu zentrifugieren. Das entstandene Zellpellet wurde mit 5 ml Medium gewa-

schen, erneut zentrifugiert für 5 min bei 800 rpm und die Zellen mit frischem Medium in 

sterile Kulturflaschen inokuliert. 

Zur hypoxischen Kultivierung wurden die Zellen 24 h in geeigneten Kulturgefäßen unter 

Normoxie kultiviert und anschließend mit den jeweiligen Substanzen inkubiert. Das An-

legen von Hypoxie erfolgte nach der Zugabe der Substanzen mittels eines Gasgenera-

torsystems (Anaerocult® P, Merck), welches ein hypoxisches Milieu von 0,1 % O2 er-

zeugt. Dazu wurden die Kulturgefäße in einen Spezialinkubationsbeutel eingesetzt und 

die Reaktion durch Zugabe von 8 ml Aqua dest. eingeleitet. Zur Kontrolle wurde ein me-

thylenblauer Indikatorstreifen mit Wasser befeuchtet und zusätzlich in den Hypoxiebeu-

tel gegeben, welcher anschließend durch einen Anaeroclip® luftdicht verschlossen wor-

den. Die Kultivierung der Zellen erfolgte für 24 h, 48 h bzw. 72 h bei 37 °C, 3 % CO2 und 

maximaler Luftfeuchte. 

Die Zellzahl wurde mittels des Zellzählgerätes Z2 Beckman-Coulter ermittelt. Dazu 

wurde aus der Zellsuspension ein 100 µl Aliqout entnommen und 1:100 mit TBST ver-

dünnt. In diese Lösung wurde anschließend die Glaskapillare des Gerätes herabgesenkt 

und der Messvorgang gestartet. Dabei wurden alle Partikel zwischen 10-37 µm Durch-

messer detektiert. Die Bestimmung der Zellzahl der Ausgangssuspension erfolgte mit 

Hilfe eines programmierten Verdünnungsfaktors. 

Die Zellkulturen wurden regelmäßig mittels Venor GeM Mykoplasmen-Detektionskit  

(Minerva Biolabs GmbH) einer PCR-Analyse unterzogen. Beim Nachweis einer Myco-

plasmeninfektion wurden die Zellen verworfen. 

3.2.3 Zytotoxizitätsassay 

Die Zytotoxizität wurde mittels SRB-Assay bestimmt. Sulforhodamin B ist ein anionischer 

Farbstoff, der in Abhängigkeit des pH-Wertes an zelluläre Proteine bindet. Der Gesamt-

proteingehalt korreliert mit der Zellzahl. 

Es wurde eine zuvor experimentell ermittelte optimale Zellzahl in die 96-Well-Platte in-

okuliert und in 200 µl Medium für 24 h kultiviert. Anschließend erfolgte die Behandlung 

mit den jeweiligen Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP). Zusätzlich wurden auf jeder  

96-Well-Platte Zellen mit Kulturmedium sowie mit dem Lösungsmittel DMF versetzt und 

dienten als Kontrollen. Nach einer Inkubationsphase von 72 h wurde der Assay abge-

stoppt. Dabei wurden die Zellen nach Verwerfen des Mediums mit 200 µl eiskalter  
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10 %iger Trichloressigsäure für 1 h bei 4 °C fixiert. Im Anschluss wurden die Platten 

fünfmal in eiskaltes Wasser getaucht und ausgeklopft. Das Anfärben der Zellproteine 

erfolgte mit 100 µl einer 4,4 %igen SRB-Lösung pro Well für 10 min bei RT. Nachdem 

die Zellen mit einer 1 %igen Essigsäure gewaschen wurden, trockneten die 96-Well-

Platten über Nacht bei RT. Für die anschließende Messung wurde der proteingebundene 

Farbstoff in 300 µl 10 mM TRIS-Base-Lösung gelöst und die Absorption bei 540 nm mit 

Hilfe eines Plattenreaders bestimmt. 

3.2.4 Zellzyklusanalyse  

Es wurde eine definierte Zellzahl inokuliert und nach 24 h Kultivierung mit den jeweiligen 

Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP) versetzt. Nach einer 48 h Inkubation wurden die 

trypsinierten Zellen zentrifugiert, in PBS resuspendiert und mit 95 % Ethanol fixiert. Die 

fixierten Zellen wurden zentrifugiert (1300 rpm, 5 min) und das entstandene Pellet zwei-

mal mit PBS gewaschen. Nach drei Wiederholungen dieser Arbeitsschritte wurden die 

Zellkerne durch Inkubation mit Propidiumiodid-(PI)-Puffer (10 min, 37 °C) gefärbt. Die 

Analyse des DNA-Gehalts der PI-gefärbten Zellen wurde mit einem Becton Dickinson 

FACScan Durchflusszytometer durchgeführt. Anhand der erhaltenen Daten wurde mit 

Hilfe des Programms ModFit (Verity Software) die prozentuale Verteilung der Zellzyklus-

phasen analysiert. 

3.2.5 Proliferations- und Nekroseanalyse 

Es wurde eine definierte Zellzahl inokuliert und nach 24 h Kultivierung mit den jeweiligen 

Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP) versetzt. Nach einer 24 h, 48 h bzw. 72 h Inkubation 

wurden der Kulturüberstand zusammen mit den abtrypsinierten Zellen zentrifugiert und 

das entstandene Pellet in Medium resuspendiert. Anschließend wurden 10 µl Trypan-

blau zu jeweils 10 µl Aliquot der Zellsuspension pipettiert und vorsichtig resuspendiert. 

Der polyanionische Azofarbstoff dringt in tote, perforierte Zellen ein und färbt diese  

dunkelblau. Vitale Zellen mit einer intakten Zellmembran nehmen den Farbstoff nicht auf. 

Aufgrund der Zytotoxizität des Farbstoffes wurde darauf geachtet, dass bis zur Analyse 

nur eine kurze Einwirkzeit verging. Mittels des Zellzählgerätes CountessTM Automated 

Cell Counter wurden Zellzahl (Lebend-, Tot- und Gesamtanzahl) und Zellviabilität ge-

messen. Dabei wurden alle Zellen zwischen 5 – 60 µm Durchmesser detektiert. Die Be-

stimmung der Zellzahl der Ausgangssuspension erfolgte mit Hilfe eines programmierten 
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Verdünnungsfaktors. Anhand der Lebendzellzahl über die Inkubationsdauer konnten zu-

dem Rückschlüsse auf die Proliferationsfähigkeit der Zellen unter der Behandlung mit 

den jeweiligen Substanzen gezogen werden. 

3.2.6 Apoptoseanalyse 

Caspase-3/7-Assay 

Es wurde eine definierte Zellzahl inokuliert und nach 24 h Kultivierung mit den jeweiligen 

Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP) versetzt. Nach einer 24 h, 48 h bzw. 72 h Inkubation 

wurden der Zellkulturüberstand zusammen mit den trypsinierten Zellen zentrifugiert, das 

entstandene Pellet in Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Anschließend 

wurde von jeder Probe eine Verdünnung hergestellt, sodass jeweils 100 µl mit 

20.000 Zellen in eine 96-Well-Platte überführt und nachfolgend mit 100 µl Caspase-

Glo®-3/7-Reagent versetzt werden konnte. Als Negativkontrolle diente ein mit 100 µl 

RPMI und 100 µl Caspase-Glo®-3/7-Reagent befülltes Well. Nach Mischen beider Lö-

sungen in der 96-Well-Platte (30 sek, 600 rpm) und einer Inkubationszeit von 1,5 h bei 

RT im Dunklen, erfolgte die Bestimmung der Lumineszenz mit Hilfe eines Tecan- 

Plattenreaders. Der Wert der Negativkontrolle wurde von den Messwerten aller Proben 

subtrahiert. 

Propidiumiodid Färbung 

Es wurde eine definierte Zellzahl in die Kammern von chamber slides inokuliert und nach 

24 h Kultivierung mit den jeweiligen Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP) versetzt. Nach 

einer 48 h bzw. 72 h Inkubation erfolgte ein Waschritt mit PBS, die Fixierung mittels  

Formaldehyd (15 min bei RT) und erneutes Waschen mit PBS (2x). Anschließend wur-

den die Zellen in frischem PBS bei 4 °C über Nacht gelagert. Nach der Inkubation mit 

der PI-Färbelösung für 2 min, wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen, die Kam-

mern auf den Objektträgern entfernt und mit Hilfe von Glycerol durch ein Deckgläschen 

ersetzt. Die morphologische Analyse der Zellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.  

3.2.7 Migrations-Analyse 

Für die Bestimmung der Migration der GBM-Zellen mittels Scratch-Assay (Wundhei-

lungsassay) wurde eine definierte Zellzahl in eine 24-Well-Platte inokuliert, um nach 24 h 

Kultivierung eine ca. 90 %ige Konfluenz zu erreichen. Mit einer 200 µl Pipettenspitze 
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wurde horizontal und vertikal in Form eines Kreuzes ein zellfreier Raum geschaffen. Ab-

geschwommene Zellen wurden durch Waschschritte mit PBS entfernt. Direkt nach der 

Inkubation mit den Substanzen APC und DE9B erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenz- 

mikroskops BZ-8000 eine Bildaufnahme des zellfreien Rasens. 18 h später wurde die 

Bilddokumentation wiederholt und die Größe der abgebildeten Flächen mit Hilfe der Soft-

ware Adobe Photoshop CS5 ermittelt. Die relative Migrationsrate wurde aus der Ände-

rung der Fläche des initialen (t=0 h) und des finalen (t=18 h) zellfreien Rasens errechnet. 

3.2.8 Bestrahlungsexperimente 

Es wurde eine definierte Zellzahl der Zelllinie U251MG in Zellkulturflaschen inokuliert 

und nach 24 h Kultivierung mit den Substanzen APC und DE9B versetzt. Nach einer 

24 h Inkubation wurden die Zellen in den Zellkulturflaschen mit Dosen von 2 Gy, 6 Gy 

bzw. 15 Gy an einem Linearbeschleuniger (Oncor Impression IMPRT+; 6-15 MV Dosis-

leistung; 2 Gy/min, Siemens) bestrahlt. Nach einer einstündigen Kultivierung bei 37 °C, 

3 % CO2 und maximaler Luftfeuchte, wurden die Zellen trypsiniert, zusammen mit dem 

Kulturüberstand zentrifugiert und für die Zellzahlbestimmung resuspendiert. Anschlie-

ßend wurde eine zuvor experimentell bestimmte optimale Zellzahl in 25 cm2 Kultur- 

flaschen inokuliert und in Abhängigkeit von der Proliferationsrate der Zelllinie für  

10-14 Tage bei 37 °C, 3 % CO2 und maximaler Luftfeuchte kultiviert. Das Abstoppen des 

Tests erfolgte, wenn sich makroskopisch sichtbare Kolonien gebildet hatten. Hierbei 

wurde das Medium verworfen und die Zellen mittels 3,7 %iger Formaldehydlösung für 

20 min fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit Aqua dest. gespült und für 20 min mit 

10 %iger Giemsa-Lösung gefärbt. Überschüssige Färbelösung wurde mit Aqua dest. 

entfernt und die Zellkolonien luftgetrocknet. Es wurden alle Kolonien bestehend aus min-

destens 50 Zellen ausgezählt und die Anzahl der behandelten bzw. bestrahlten Proben 

im Bezug zur mitgeführten DMF-Kontrolle ausgewertet. Dieser Quotient aus Kolonie-

anzahl nach Behandlung bzw. Bestrahlung und Kolonieanzahl ohne Behandlung bzw. 

Bestrahlung ergibt die relative Plattiereffizienz, die den Einfluss der Behandlung bzw. 

Bestrahlung auf das Langzeitüberleben der Zellen darstellt. Jeder Klonogenitätsassay 

erfolgte als Doppelbestimmung.  

Aus den Dosis-Überlebens-Kurven lässt sich mittels des Dosis-modifizierenden Fak-

tors 10 (DMF 10) eine Modulation der Bestrahlung durch die Behandlung ermitteln. Der 

DMF 10 zeigt an, wie stark eine Behandlung die Radiosensitivität beeinflusst, um die 

relative Plattiereffizienz einer Zelllinie auf 10 % abzusenken. Die Bestimmung des 
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DMF 10 aus den relativen Überlebensfraktionen erfolgte mit Hilfe eines linear  

quadratischen-Modells [SF=exp-(αD+βD2)]. Dabei spricht ein DMF > 1 für eine Radio-

sensitivierung und ein DMF < 1 hingegen für eine Radioprotektion. Kein Einfluss auf die  

Radiosensitivität liegt bei einem DMF = 1 vor.  

3.2.9 Westernblotanalyse 

Proteinisolation aus Zellkulturen mittels RIPA-Lysepuffer 

Es wurde eine definierte Zellzahl in 25 cm2 Kulturflaschen inokuliert und nach 24 h Kul-

tivierung mit den jeweiligen Substanzen (BA, APC, DE9B, DDP) versetzt. Nach einer 

48 h Inkubation wurden der Kulturüberstand in 15 ml Zentrifugationsröhrchen auf Eis 

überführt, die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gespült und in den Kulturflaschen eben-

falls auf Eis gelagert. Anschließend wurde ein drittes Mal eiskaltes PBS in die Kulturfla-

schen gegeben und die adhärenten Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst und zu 

dem Kulturüberstand in das 15 ml Zentrifugationsröhrchen überführt. Nach dem Zentri-

fugieren (1500 rpm, 5 min), wurde der Überstand sorgfältig abgesaugt und die Proben 

bis zur Proteinisolierung bei -20 °C aufbewahrt. Zur Aufarbeitung wurde 50-100 µL RIPA-

Lysepuffer hinzugegeben, das Pellet durch kräftiges mischen gelöst und für 20 min bei 

4 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels Ultraschall (Labsonic 2000 U) für 

10 sek bei 4 °C homogenisiert und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Die entstandenen 

Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (10.000 rpm, 8 min, 4 °C) abgetrennt. Das  

Lysat wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 

gelagert. 

Quantifizierung des Proteingehaltes und SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Bradfordmethode wurden 2 µl der 

einzelnen Zelllysatproben mit 998 µl der Färbelösung (20 % Bradford-Reagenz,  

80 % Aqua bidest.) für 20 min inkubiert. Anschließend wurde die Extinktion photo- 

metrisch bei 595 nm bestimmt und gegen einen Blindwert (Bradford-Reagenz) abgegli-

chen. Die Quantifizierung der Proteinkonzentrationen der Proben erfolgte mittels einer 

Eichkurve aus den gemessenen Absorptionswerten. Zur elektrophoretischen Auftren-

nung wurden 4-12 %igen Bis-TRIS-Gradientengele (Invitrogen) verwendet. Von jeder 

Probe wurden 60 µg Protein mit 2 µL Denaturierungspuffer und 6 µL Laufpuffer versetzt, 

für 5 min bei 95 °C denaturiert und in die Gelladetaschen aufgetragen. Als Laufpuffer 

diente 1x MES-Puffer. Zusätzlich wurden 5 μl des Proteinmolekulargewichtsstandards 
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PageRulerTM Prestained Protein Ladder zur Größenbestimmung mitgeführt. Die elektro-

phoretische Auftrennung erfolgte bei 180 V, 120 mA und 4 °C für 75 min.  

Transfer und Immundetektion 

Anschließend erfolgte die Übertragung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf 

eine PVDF-Membran via Tank-Blot-Verfahren mittels einer Mini Trans-Blot® Cell (Bio-

rad). Die Membran wurde zuvor durch kurzes Schwenken in Methanol aktiviert.  

Anschließend wurde die Membran, die Schwämme und Filterpapiere in 1x Transferpuffer 

eingelegt und dann blasenfrei in die Tank-Blot-Kassette eingebaut. Der Transfer erfolgte 

in 1x Transferpuffer für 2,5 h bei 150 V, 260 mA und 4 °C. Nachfolgend wurde die  

Membran in 10 %igen Magermilchpulver/TBST Puffer inkubiert (1 h, RT), um unspezifi-

sche Bindungen der Antikörper zu vermeiden. Nachdem die Membran mit dem Primär-

antikörper über Nacht bei 4 °C inkubiert wurde, folgten drei Waschschritte mit TBST, um 

ungebundene Primärantikörper zu entfernen. Danach erfolgte die Inkubation der  

Membran mit dem in 10 ml 10 %iger Milchpulver-TBST-Lösung verdünnten HRP-gekop-

pelten Sekundärantikörper (1 h, RT). Anschließend erfolgte erneut das Entfernen unge-

bundener Antikörper durch dreimaliges Waschen mit TBST. Die Visualisierung erfolgte 

unter Anwendung der ECL- bzw. ECL-Plus/Prime-Lösung eines photoempfindlichen 

Röntgenfilms und Röntgenentwickler in der Dunkelkammer. Zur Normalisierung des Pro-

teingehalts der gemessenen Marker diente der β-Aktin-Gehalt. 

3.2.10 Statistik  

Mittels Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) und Origin 8.0 wurde die statistische 

Analyse durchgeführt. Um statistische signifikante Unterschiede zwischen dem Mittel-

wert einer Behandlung und dem Mittelwert der Kontrolle zu bestimmen, wurde der unge-

paarte Student’s t-Test genutzt. Eine Wahrscheinlichkeit von ≥ 95 % (p-Wert ≤ 0,05) 

wurde dabei als signifikant angesehen. Die Ergebnisse sind als prozentualer Anteil der 

DMF behandelten Kontrollen angegeben, deren Wert willkürlich auf 100 % festgesetzt 

wurde. Die DMF-Kontrolle wurde als Referenzkontrolle ausgewählt, um einen direkten 

Vergleich der Behandlungen zu ermöglichen.  
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4 Ergebnisse 

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der zell-, strahlen- und molekularbiologischen 

Effekte der BA-Derivate APC und DE9B im Vergleich zu BA und DDP in GBM-Zelllinien. 

Es erfolgte eine Gegenüberstellung der Effekte unter Normoxie und Hypoxie, da BA eine 

verstärkte Zytotoxizität und Radiosensitivierung unter Hypoxie zeigt [30]. Das Lösungs-

mittel DMF hatte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen keinen Einfluss auf 

die GBM-Zellen. Deshalb wurde auf die Darstellung der unbehandelten Kontrollen ver-

zichtet. 

4.1 Zytotoxizitätsanalyse 

Im ersten Teil der Arbeit wurden die zytotoxischen Effekte von BA, APC, DE9B sowie 

DDP nach einer 72 h Inkubation unter Normoxie und Hypoxie mittels SRB-Assay analy-

siert (Abb. 6). Die mittleren effektiven Konzentrationen (EC50) wurden ermittelt, um im 

Hinblick auf die Untersuchungen der Proliferation, der Zellzyklusphasen, der Zelltod- 

mechanismen sowie des Proteingehalt von PARP und HIF-1α die Wirkmechanismen 

dieser vier Substanzen vergleichen zu können. 

Die zytotoxischen Effekte nach einer 72 h Inkubation sind abhängig von der Konzentra-

tion der Substanzen und dem Sauerstoffgehalt während der Inkubation. Die drei unter-

suchten GBM-Zelllinien reagieren ähnlich auf die Inkubation mit BA bzw. den beiden BA-

Derivaten DE9B und APC. Dabei zeigt das Derivat DE9B unter Normoxie die stärksten 

Effekte und wirkt deutlich effektiver als BA bzw. DDP (EC50: 2,0 µM-4,3 µM). Auch das 

Derivat APC (EC50: 15,1 µM-17,4 µM) wirkt unter Normoxie etwas effektiver als BA 

(EC50: 6,8 µM-20,0 µM), jedoch nicht als DDP. Im Gegensatz zu BA und den BA-Deri-

vaten sind nach der DDP-Inkubation unter Normoxie voneinander abweichende EC50 

von 1,4 µM (U251MG), 4,9 µM (U343MG) und 13,6 µM (LN229) in den drei untersuchten 

GBM-Zelllinien zu beobachten (Abb. 6). Unter Hypoxie zeigen die GBM-Zelllinien das 

sensitivste Ansprechen auf die Behandlung mit BA bzw. DE9B (beide EC50: 

6,8 µM-9,0 µM). Die Zytotoxizität von BA ist unter Hypoxie im Vergleich zu Normoxie um 

den Faktor 2,2-2,9 verstärkt. Dagegen ist die Zytotoxizität von DE9B unter Hypoxie im 

Vergleich zu Normoxie geringer (Faktor: 0,3-0,5). Die zytotoxischen Effekte von APC 

steigen unter Hypoxie ähnlich wie bei BA (EC50: 11,7 µM-13,7 µM) im Vergleich zu  
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Abbildung 6 Relative Absorption der Zelllinien U251MG, LN229 bzw. U343MG nach 72 h-
Inkubation mit BA, APC, DE9B bzw. DDP  
Dargestellt sind die relativen Absorptionswerte des SRB-Assays in Abhängigkeit von der ein-
gesetzten Konzentration der jeweiligen Substanzen nach einer Kultivierung unter 21 % bzw. 
0,1 % Sauerstoff. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um eine Normierung auf 100 % 
im Bezug zur DMF-Kontrolle. Es wurden vier voneinander unabhängige Versuche durchgeführt 
und die Standardabweichung berechnet. 
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Normoxie an (Faktor: 1,1-1,4). DDP dagegen wirkt unter Hypoxie selbst bei hohen Kon-

zentrationen nur schwach zytotoxisch (EC50 ≥ 40 µM) (Abb. 6). 

Tabelle 4 EC50 der Zelllinien U251MG, LN229, U343MG nach 72 h Inkubation mit APC, BA, 
DE9B bzw. DDP  

 U251MG LN229 U343MG 

EC50 [µM] Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie 

APC 15,1 ± 3,2 13,7 ± 1,5 17,4 ± 4,8 12,1 ± 1,9 16,8 ± 3,9 11,7 ± 3,5 

BA 16,8 ± 1,2 7,7 ± 0,5 20,0 ± 6,6 9,0 ± 3,2 19,5 ± 5,7 6,8 ± 1,2 

DE9B 3,2 ± 0,7 7,8 ± 0,6 2,0 ± 0,0 6,8 ± 0,6 4,3 ± 0,3 9,0 ± 0,5 

DDP 1,4 ± 0,5 > 40 13,6 ± 0,8 > 40 4,9 ± 1,1 > 40 

Mittels dieser Untersuchung wurde analysiert, wie zytotoxisch die jeweiligen Substanzen 

für die untersuchten GBM-Zelllinien sind. In den folgenden zell- und molekularbiologi-

schen Untersuchungen wurden die EC50 der jeweiligen Substanzen eingesetzt (Tab. 4), 

um die Auswirkungen von BA, APC, DE9B und DDP auf die Proliferation, Zellzyklusver-

teilung, Proteingehalt von PARP und HIF-1α sowie die induzierten Zelltodmechanismen 

zu untersuchen. Insgesamt weisen APC und BA ähnliche Zytotoxizitäten im SRB-Assay 

auf, weshalb die weiteren Untersuchungen mit Konzentrationen von 15 µM (Normoxie) 

bzw. 10 µM (Hypoxie) durchgeführt wurden. Als wirksamste Substanz liegt die EC50 von 

DE9B im SRB-Assay unter Normoxie bei ca. 3 µM. Initiale Untersuchungen zeigen je-

doch kaum quantifizierbare Effekte in den Klonogenitäts-, Proliferations- und Zelltod-

analysen (siehe 5.1.3) nach Inkubation mit 3 µM DE9B (Daten nicht gezeigt). In nachfol-

gend durchgeführter Proliferationsuntersuchung (Daten nicht gezeigt) reduziert DE9B 

die Proliferation unter Normoxie [5 µM; 72 h] auf 70,0 % ± 20,2 % bzw. [10 µM; 72 h] auf 

36,9 % ± 14,4 %. Unter Hypoxie reduziert DE9B die Proliferation [5 µM; 72 h] auf 

85,2 % ± 11,4 % bzw. deutlich und vergleichbar zur Normoxie [10 µM; 72 h] auf 

41,4 % ± 5,9 %. Beruhend auf dieser Proliferationsanalyse wurde für DE9B eine Be-

handlungskonzentration von 7,5 µM gewählt. Für DDP wurden aufgrund des unter-

schiedlichen Ansprechens der Zelllinien unter Normoxie (1 µM und 10 µM) und der  

Resistenz unter Hypoxie (40 µM) entsprechend unterschiedliche Konzentrationen ein-

gesetzt (Tab. 5). 
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Tabelle 5 eingesetzte Konzentrationen für die Analyse der Wirkung von APC, BA, DE9B 

und DDP auf die Zelllinien U251MG bzw. LN229 

Zelllinie U251MG LN229 

 Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie 

APC 15 µM 10 µM 15 µM 10 µM 

BA 15 µM 10 µM 15 µM 10 µM 

DE9B 7,5 µM 7,5 µM 7,5 µM 7,5 µM 

DDP 1 µM 40 µM 10 µM 40 µM 

4.2 Proliferationsanalyse 

Um die Auswirkungen von BA, APC, DE9B und DDP in Abhängigkeit von der Zeit und 

der Sauerstoffkonzentration auf die Proliferation zu bestimmen, wurde die Zahl der vita-

len Zellen nach einer Inkubationsdauer von 24 h, 48 h sowie 72 h mit den jeweiligen 

Substanzen bestimmt (Tab. 5). Dargestellt ist die relative Anzahl der vitalen Zellen be-

zogen auf die inokulierte Zellzahl (Abb. 7). Unter Normoxie zeigt der steilere Anstieg der 

Proliferationskurven der DMF behandelten Kontrollzellen, dass die Verdopplungszeit der 

Zelllinie U251MG deutlich kürzer ist als die der Zelllinie LN229. Unter Hypoxie verlängert 

sich die Verdopplungszeit in beiden Zelllinien mit steigender Kultivierungsdauer (Gom-

pertz-Kurve), da Hypoxie die Proliferation der Zellen in vitro deutlich oder sogar komplett 

inhibieren kann [26, 20]. Da die Kontrollzellen weniger stark proliferieren als unter 

Normoxie, fallen die Effekte der Proliferationshemmung unter Hypoxie im Vergleich zu 

den DMF behandelten Kontrollzellen weniger deutlich aus (Abb. 7).  

Die Untersuchung ergab, dass die vier Substanzen in Abhängigkeit von der Inkubations-

dauer und der Sauerstoffkonzentration die Proliferation der Zellen im Vergleich zu den 

DMF behandelten Zellen deutlich inhibieren. Bei allen Substanzen ist in den ersten 24 h 

ein Anstieg der Zellzahl und anschließend (48 h bzw. 72 h) eine reduzierte Prolifera-

tionsrate, ein Arrest bzw. eine Abnahme der Zellzahl sowohl unter Normoxie als auch 

unter Hypoxie zu beobachten (Abb. 7).  
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  Abbildung 7 relative Zellproliferation der Zelllinien U251MG und LN229 nach 24 h, 48 h, 
bzw. 72 h Inkubation mit BA, APC, DE9B bzw. DDP  
Dargestellt ist die relative Zellproliferation nach einer Kultivierung unter 21 % bzw. 0,1 % Sau-
erstoff. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um eine Normierung auf 100 % im Bezug 
zur inokulierten Zellzahl. Es wurden vier voneinander unabhängige Versuche durchgeführt und 
die Standardabweichung berechnet. 

Die Inkubation mit APC führt im Vergleich zu den DMF behandelten Kontrollzellen zu 

einer deutlichen Proliferationshemmung unter Normoxie in der Zellinie LN229 (72 h Inku-

bation: 54,6 % ± 5,7 %) und stärker noch in der Zelllinie U251MG (72 h Inkubation: 

28,2 % ± 12,6 %). Unter Hypoxie stagniert die Zellzahl nach 48 h APC-Inkubation in den 

Zelllinien U251MG und LN229. Verglichen mit BA zeigt APC unter Normoxie eine  

geringfügig bessere Hemmung der Proliferation in der Zelllinie U251MG und eine 

schwächere Hemmung in der Zelllinie LN229 sowie eine deutlich geringere Prolifera-

tionsinhibierung unter Hypoxie in beiden Zelllinien. Denn die BA-Behandlung bewirkt bis 

48 h unter Normoxie eine deutliche Proliferationsverzögerung und anschließend (72 h) 

einen Arrest (U251MG) bzw. eine Abnahme (LN229) der Zellzahl. Unter Hypoxie inhibiert 

BA verglichen mit den anderen Substanzen APC, DE9B und DDP die Proliferation am 
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effektivsten und führt bereits nach 48 h Behandlung zu einer deutlichen Reduktion der 

Zellzahl im Vergleich zum 24 h-Wert (Abb. 7). Auffällig ist, dass BA unter Hypoxie nicht 

nur effektiver, sondern auch frühzeitiger wirkt. Ähnlich dem SRB-Assay zeigen die 

Zelllinien U251MG und LN229 nach BA-Inkubation ein stärkeres Ansprechen unter  

Hypoxie verglichen mit den anderen Substanzen APC, DE9B und DDP. Die Inkubation 

mit DE9B führt besonders unter Normoxie zu einer starken Reduktion der Zellzahl im 

Vergleich zu den DMF behandelten Kontrollzellen (72 h Inkubation: 26,3 % ± 10,4 % 

[U251MG] bzw. 72 h Inkubation: 15,1 % ± 9,1 % [LN229]), aber auch unter Hypoxie zeigt 

DE9B deutliche Effekte und führt zu einem Stagnieren der Zellzahl nach 24 h. DE9B 

bewirkt unter Normoxie eine stärkere Proliferationshemmung als BA, unter Hypoxie 

jedoch wirkt BA effektiver. DDP zeigt unter Normoxie und Hypoxie starke Effekte auf 

beide Zelllinien und führt bereits nach 24 h zu einem Stagnieren der Zellzahl. 

4.3 Analyse des Zellzyklus mittels Propidiumiodid-Färbung 

Da sowohl BA und DDP als auch die Derivate APC und DE9B die Zahl der vitalen Zellen 

im Vergleich zu den DMF behandelten Kontrollzellen deutlich reduzieren (Abb. 7), wurde 

mittels Zellzyklusanalyse untersucht, ob ein zellzyklusphasenabhängiger Proliferations-

stopp vorliegt (Abb. 8).  

Die Zelllinie U251MG wurde mit den Substanzen inkubiert (Tab. 5) und für 48 h unter 

Normoxie bzw. Hypoxie kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit PI gefärbt, der 

DNA-Gehalt am Becton Dickinson FACScan Durchflusszytometer gemessen und mit 

ModFit (Verity Software House, Inc., Topsham, ME) ausgewertet.  

Die Untersuchung zeigt, dass Hypoxie im Vergleich zu Normoxie zu einer Akkumulation 

der DMF behandelten Kontrollzellen in der G1/G0-Phase führt (Abb. 8). Eine 48 h Inku-

bation mit BA bewirkt unter Normoxie im Vergleich zu den DMF behandelten Kontroll-

zellen einen geringen Anstieg der Zellen in der G1/G0-Phase (6,6 % ± 2,6 %). Unter  

Hypoxie bewirkt BA eine Akkumulation der Zellen in der G2/M- (27,5 % ± 2,4 %) und  

S-Phase (24,3 % ± 1,5 %) im Vergleich zur DMF-Kontrolle. Die Derivate APC und DE9B 

bewirken weder unter Normoxie noch unter Hypoxie Veränderungen in der Verteilung 

der Zellen im Zellzyklus. DDP führt unter Normoxie zu einer Akkumulation der Zellen in 

der G2/M-Phase (14,1 % ± 7,5 %) und unter Hypoxie zu einem Anstieg der Zellen in der 

G2/M- (13,5 % ± 3,8 %) und S-Phase (28,0 % ± 2,9 %) im Vergleich zur DMF-Kontrolle 

(Abb. 8). 
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Abbildung 8 Zellzyklusverteilung der Zelllinie U251MG nach 48 h Inkubation mit BA, 
APC, DE9B bzw. DDP  
Dargestellt ist der relative Anteil der Zellen in den Zellzyklusphasen bei einer Kultivierung unter 
21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff. Es wurden vier voneinander unabhängige Versuche durchgeführt 
und die Standardabweichung berechnet. (* p < 0,05; ** p < 0,001)  

4.4 Zelltodmechanismen 

In diesem Abschnitt wurde analysiert, inwieweit die untersuchten Substanzen BA, APC, 

DE9B und DDP die Zelltodmechanismen Nekrose (4.4.1) bzw. Apoptose (4.4.2) auslö-

sen.  

4.4.1 Nekroseanalyse mittels Trypanblau-Assay 

Unter Nekrose versteht man den Zelltod durch Schädigung der Zellstruktur, welcher  

morphologisch durch Zellmembrandefekte, Zellschwellung, Mitochondriendysfunktion, 

Ausstritt von Zellplasmabeständen und Zelllyse charakterisiert ist [99].  

Mittels Trypanblau-Assay wurde in den GBM-Zelllinen U251MG und LN229 eine Nekro-

semessung durchgeführt. Die Zellen wurden mit BA, APC, DE9B bzw. DDP inkubiert 

(Tab. 5) und für 24 h, 48 h bzw. 72 h kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 

Trypanblau gefärbt. Der Farbstoff penetriert in Zellen mit porösen Membranen und er-

möglicht somit die Detektion nekrotischer bzw. spät-apoptotischer Zellen. Dargestellt ist 

die Nekroserate bezogen auf die DMF behandelten Kontrollzellen (Abb. 9).  
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Abbildung 9 Nekroseanalyse der Zelllinien U251MG und LN229 nach 24 h-, 48 h- bzw. 
72 h Inkubation mit BA, APC, DE9B bzw. DDP  
Dargestellt ist die Nekroserate (Trypanblau-positive Zellen) bei einer Kultivierung unter  
21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um eine Normierung 

auf 100 % im Bezug zur DMF-Kontrolle. Es wurden vier voneinander unabhängige Versuche 
durchgeführt und die Standardabweichung berechnet. (* p < 0,05; ** p < 0,001) 

Generell ist festzustellen, dass Nekrose abhängig von der Zelllinie, der Inkubationszeit, 

der Konzentration der Substanzen (Daten nicht gezeigt) sowie des Sauerstoffgehaltes 

ausgelöst wird. Nach der BA-Inkubation zeigt sich unter Normoxie im Vergleich zu den 

DMF behandelten Kontrollzellen nur eine gering erhöhte Nekroserate auf 

121,0 % ± 8,9 % (U251MG) bzw. auf 115,0 % ± 5,0 % (LN229). Die stärkere Zytotoxi-

zität von BA unter Hypoxie (Abb. 6) spiegelt sich in einer mit der Inkubationsdauer an-

steigenden Nekroserate auf max. 168,1 % ± 11,5 % (U251MG) bzw. 134,7 % ± 11,8 % 

(LN229) wider. DDP löst Nekrose im Vergleich zu den DMF behandelten Kontrollzellen 

nur in der Zelllinie U251MG unter Normoxie in geringem Maß (115,8 % ± 7,5 %) aus und 

noch geringer in der Zelllinie U251MG unter Hypoxie bzw. in der Zelllinie LN229 unter 

Normoxie und Hypoxie. Vergleichbar verhält sich das BA-DDP-Derivat APC und führt 
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ebenso wie DDP nur in den U251MG-Zellen unter Normoxie zu einer erhöhten Nekro-

serate von maximal 131,3 % ± 12,1 % im Vergleich zu den DMF behandelten 

Kontrollzellen. DE9B zeigt im Trypanblau-Assay in beiden GBM-Zelllinien im Vergleich 

zu den DMF behandelten Kontrollzellen verstärkt Nekrose unter Normoxie (auf 

127,4 % ± 7,3 % (U251MG) bzw. auf 149,1 % ± 13,7 % (LN229)) und schwächer unter 

Hypoxie (auf 117,4 % ± 2,4 % (U251MG) bzw. auf 118,2 % ± 4,2 % (LN229)). Unter 

Normoxie ist in den LN229-Zellen unter Normoxie eine stärkere Erhöhung der Nekro-

serate als in den U251MG-Zellen und unter Hypoxie eine ähnliche Nekroserate in beiden 

Zelllinien zu beobachten (Abb. 9). 

4.4.2 Apoptoseanalysen mittels Caspase-3/7-Assay und morphologischer Analyse 

Apoptose gilt als programmierter, kontrollierter Zelltod mit einem regulierten Abbau der 

Zelle. Dabei kommt es zur Spaltung der genomischen DNA und der Aktivierung von pro-

teolytischen Enzymen wie Caspasen [99]. Die Aktivität der Effektorcaspasen 3 und 7 

wurde jeweils nach einer 24 h, 48 h und 72 h Inkubation der Zelllinien U251MG und 

LN229 unter Normoxie und Hypoxie mittels Casase-3/7-Assay ermittelt. Die Caspase-

3/7-Aktivierung nach Behandlung mit den Substanzen BA, APC, DE9B und DDP (Tab. 5) 

wurde mit den DMF behandelten Zellen verglichen. 

Es ist zu beobachten, dass die Stärke der Caspase-3/7-Aktivität in Abhängigkeit von der 

Inkubationszeit, der Konzentration der Substanzen (Daten nicht gezeigt), des Sauerstoff-

gehaltes sowie der Zelllinie schwankt (Abb. 10). Auffällig ist zum einen, dass in den 

U251MG-Zellen unter Hypoxie deutlich weniger Caspase-3/7-Aktivität durch die Be-

handlungen induziert wurde als unter Normoxie (Abb. 10). Zudem bewirken die Substan-

zen in den U251MG-Zellen generell eine geringere Caspase-3/7-Aktivität als in den 

LN229-Zellen. BA führt im Vergleich zu den Kontrollzellen unter Normoxie zu einer  

108-fach (U251MG) bzw. zu einer 200-fach (LN229) und unter Hypoxie zu einer 52-fach 

(U251MG) bzw. zu einer 138-fach (LN229) stärkeren Caspase-3/7-Aktivierung. Hervor-

zuheben ist, dass der Anstieg der Caspase-3/7-Aktivierung unter Normoxie nach einer 

48 h Inkubation auftritt, während unter Hypoxie die Caspase-3/7-Aktivierung bereits 

nach 24 h deutlich zunimmt (Abb. 10). Im Vergleich zu den Kontrollzellen führt auch DDP 

zu einer starken Caspase-3/7-Aktivierung: in der Zelllinie U251MG unter Normoxie um 

das 299-fache und unter Hypoxie um das 51-fache bzw. in den LN229-Zellen unter 

Normoxie um das 119-fache und unter Hypoxie um das 192-fache. Die Inkubation mit 

den Derivaten APC und DE9B resultiert in beiden Zelllinien sowohl unter Normoxie als 
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auch unter Hypoxie in einer deutlich geringeren Caspase-3/7-Aktivierung (2-9-fach) im 

Vergleich zu BA und DDP (Abb. 10).  

  

  

Abbildung 10 Relative Caspase-3/7-Aktivität der Zelllinien U251MG und LN229 nach 
24 h, 48 h bzw. 72 h Inkubation mit BA, APC, DE9B bzw. DDP 
Dargestellt sind die relativen Lumineszenzwerte des Caspase-3/7-Assays nach einer Kultivie-
rung unter 21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff. Bei den dargestellten Werten handelt es sich um eine 
Normierung auf 100 % im Bezug zur DMF-Kontrolle. Es wurden vier voneinander unabhängige 
Versuche durchgeführt und die Standardabweichung berechnet. (* p < 0,05; ** p < 0,01) 
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Auch morphologisch unterscheidet sich eine apoptotische Zelle deutlich von einer ne-

krotischen Zelle durch Schrumpfen, Chromatinkondensation, membrane blebbing und 

das Ausbilden sog. apoptotic bodies [99]. So wurden die Effekte nach einer 48 h- bzw. 

72 h Inkubation mit den Substazen BA, DE9B, APC und DDP (Tab. 5) auf die Kern-

morphologie mittels PI-Färbung untersucht. Initiale mikroskopische Analysen unter 

Normoxie zeigen, dass die Anzahl der mikroskopisch sichtbaren Mitosen im Vergleich 

zu den DMF behandelten Kontrollzellen abnimmt und sich die Morphologie der Zellen 

nach Behandlung deutlich verändert (Daten nicht gezeigt). Typische morphologische 

Kennzeichen für den apoptotischen Zelltod wie Kernpyknosen sind jedoch unabhängig 

von der Behandlung nicht zu erkennen. Nach der DDP-Inkubation über 72 h sind Zell-

trümmer nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Unter Hypoxie fällt auf, dass auch die 

DMF behandelten Zellen weniger Mitosefiguren aufweisen als die Kontrollzellen unter 

Normoxie. Es ist bekannt, dass in Normal- und Tumorzellen unter Hypoxie der Mitose-

index sinkt und Apoptose ausgelöst wird [20, 26]. In den Kontrollzellen sind jedoch unter 

Hypoxie keine apoptotischen Morphologien zu erkennen. Die behandelten Zellen unter-

scheiden sich auch unter Hypoxie in der Morphologie deutlich von den Kontrollzellen, 

weisen jedoch ebenso keine apoptosetypischen Morphologien auf. Nach der BA- 

Inkubation über 72 h unter Hypoxie sind Zelltrümmer zu erkennen (Daten nicht gezeigt).   

Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass BA die Spaltung 

des Apoptosemarkers PARP in U251MG-Zellen bewirkt [30]. Um zu analysieren,  

welchen Einfluss die Derivate APC und DE9B auf den Proteingehalt von PARP haben, 

wurde nach einer 48 h Inkubation (Tab. 5) unter Normoxie und Hypoxie eine Western-

blotanalyse durchgeführt.  

  

Abbildung 11 Proteingehalt der U251MG-Zellen nach 48 h Inkubation mit APC bzw. DE9B 
Dargestellt ist ein repräsentativer Westernblot aus zwei voneinander unabhängigen Versu-
chen. Die Zellen wurden nach der Inkubation unter 21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff kultiviert. Nach 
der Proteinisolierung wurden gleiche Proteinmengen des Gesamtzelllysates analysiert. Mittels 
spezifischer Antikörper wurden folgende Proteine nachgewiesen: β-Aktin bzw. gespaltenes 
PARP. β-Aktin dient als Ladekontrolle. 

Unter Normoxie führen weder die Inkubation mit APC noch DE9B zu einer verstärkten 

PARP-Spaltung (Abb. 11). Unter Hypoxie bewirken sowohl APC als auch DE9B einen 

geringen Anstieg des Proteingehalts an gespaltenem PARP (Abb. 11). Diese Ergebnisse 
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bestätigen die Caspase-3/7-Untersuchung, da diese Effektorcaspasen direkt zur PARP-

Spaltung führen und spiegeln wieder, dass APC und DE9B nur in geringem Maß 

Apoptose induzieren.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Derivate APC und DE9B, obwohl sie wie BA 

und DDP eine Proliferationshemmung (Abb. 7) bewirken, keinen Einfluss auf den 

Zellzyklus der GBM-Zellen zeigen (Abb. 8). Im Vergleich zu BA und DDP induzieren sie 

in einem geringeren Ausmaß Apoptose (Abb. 10 und 11). Ebenso wie BA und DDP lösen 

APC und DE9B in Abhängigkeit von der Zelllinie und der Sauerstoffkonzentration in un-

terschiedlichem Maß Nekrose aus.  

4.5 Migrationsanalyse 

GBM ist ein stark invasiv wachsender Tumor, so dass gezielt neue Therapiemöglich-

keiten gesucht werden, welche das Migrations- und Invasionspotential der Tumorzellen 

hemmen. Im Vorfeld konnte mittels Boydenkammer- und Scratch-Assay gezeigt werden, 

dass BA die Migration in den GBM-Zelllinien U251MG und U343MG hemmt [30]. Mittels 

Scratch-Assay wurde untersucht, ob auch die BA-Derivate APC und DE9B die Migration 

der Gliobastomzellen hemmen (Abb. 12).  

  

Abbildung 12 Relative Migration der Zelllinien U251MG und LN229 nach 18 h Inkubation 
mit APC bzw. DE9B, bestimmt mittels Scratch-Assay 
Dargestellt ist die relative Migration. Nach der Inkubation und Verwundung des Zellrasens wur-
den die Zellen für 18 h unter 21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff kultiviert. Die Fläche des Scratches 
wurde mikroskopisch analysiert und anschließend quantifiziert. Bei den dargestellten Werten 

handelt es sich um eine Normierung auf 100 % im Bezug zur DMF-Kontrolle. Es wurden fünf 
voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. Angegeben sind die Mittelwerte ± Stan-
dardabweichungen. (* p < 0,05; ** p < 0,001) 
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Die Zelllinien U251MG und LN229 wurden mit 5 µM APC bzw. DE9B inkubiert, da 

diese Konzentration kaum Effekte auf die Zellproliferation und das Zellüberleben hat 

(Daten nicht gezeigt). Es konnte gezeigt werden, dass in den U251MG-Zellen die  

Migration unabhängig von der Sauerstoffkonzentration durch die Inkubation mit APC 

auf ca. 80 % bzw. mit DE9B auf ca. 70 % gehemmt wird. In der Zelllinie LN229 hemmt 

die APC-Behandlung die Migration unter Hypoxie (auf 58,7 % ± 7,2 %) deutlich stärker 

als unter Normoxie (auf 79,2 % ± 8,6 %). Anders verhält es sich nach der DE9B-Inku-

bation. DE9B inhibiert die Migration auf 66,2 % ± 13,6 % stärker als unter Hypoxie  

(auf 81,6 % ± 5,1 %). 

4.6 Analyse des klonogenen Zellüberlebens und der Strahlen-

sensitivität 

Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass BA das klonogene Zell-

überleben hemmt sowie radiosensitivierend auf GBM-Zelllinien wirkt. Diese Effekte sind 

unter Hypoxie deutlich stärker ausgeprägt als unter Normoxie [30]. Zunächst wurde die 

Wirkung von APC, DE9B sowie DDP in verschiedenen Konzentrationen auf das klono-

gene Zellüberleben (Langzeitüberleben) der Zelllinien U251MG (Abb. 13) und LN229 

(Daten nicht gezeigt) mittels Klonogenitätsassay analysiert. Nach einer 24 h Inkubation 

unter Normoxie und Hypoxie wurden die Zellen für ca. zwei Wochen kultiviert und an-

schließend die gebildeten Zellkolonien ausgezählt.  

In den Zelllinien U251MG (Abb. 13) und LN229 (Daten nicht gezeigt) bewirkt APC unter 

Normoxie eine deutliche Inhibierung des klonogenen Zellüberlebens, welche sich unter 

Hypoxie signifikant verstärkt. Die EC50 liegen etwas über 15 µM unter Normoxie bzw. 

bei 12,1 µM unter Hypoxie und sind somit vergleichbar mit denen des SRB-Assays  

(Tab. 4). DE9B hemmt in der Zelllinie U251MG das klonogene Zellüberleben unter 

Normoxie geringfügig effektiver als APC, jedoch unter Hypoxie deutlich schwächer  

(Abb. 13). Die Zytotoxizität von DE9B im Klonogenitätsassay (EC50 > 10 µM) ist deutlich 

geringer als im SRB-Assay und unabhängig vom Sauerstoffgehalt. Weiterhin fällt eine 

sehr flache Dosis-Wirkungs-Kurve auf, da die Effektivität mit steigender Konzentration 

von 5 µM, 7,5 µM und 10 µM kaum ansteigt (Daten nicht gezeigt). Die stark zytotoxi-

schen Effekte der DDP-Behandlung zeigen sich im Klonogenitätsassay nicht nur wie im 

SRB-Assay unter Normoxie, sondern auch unter Hypoxie. So sind nach einer Inkubation 

mit ≥ 5 µM DDP keine Zellkolonien detektierbar (Daten nicht gezeigt). DDP wirkt auf das 
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klonogene Zellüberleben nicht nur unter Normoxie, sondern auch unter Hypoxie deutlich 

zytotoxischer als das BA-DDP-Derivat APC. 

Weitere Experimente wurden durchgeführt, um die Effektivität einer Kombinations- 

therapie aus APC- bzw. DE9B-Inkubation und Bestrahlung zu beurteilen. Die Zellen 

wurden 24 h mit APC bzw. DE9B inkubiert und anschließend unter Normoxie mit 2 Gy 

und 6 Gy bzw. unter Hypoxie mit 6 Gy und 15 Gy bestrahlt. Der Klonogenitätsassay 

wurde 1 h nach der Bestrahlung inokuliert und für ca. 12 Tage kultiviert. Anhand der 

DMF behandelten Kontrollzellen ist zu sehen, dass die Bestrahlung in Abhängigkeit von 

der Strahlendosis und der Sauerstoffkonzentration deutliche Effekte auf das klonogene 

Zellüberleben hat (Abb. 13). So überleben unter Normoxie deutlich weniger Zellen bei 

geringeren Strahlendosen (2 Gy: 59,2 % ± 6,3 %; 6 Gy: 8,3 % ± 2,4 %) als unter  

  

  

Abbildung 13 Klonogenes Zellüberleben der Zelllinie U251MG nach einer 24 h Inkubation 
mit APC bzw. DE9B und anschließender Bestrahlung unter Normoxie und Hypoxie 
Dargestellt sind die relativen Plattiereffizienzen in Abhängigkeit von der Strahlendosis. Bei den 
dargestellten Werten handelt es sich um eine Normierung auf 100 % im Bezug zur unbestrahl-
ten DMF-Kontrolle. Es wurden vier voneinander unabhängige Versuche durchgeführt. Ange-
geben sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen. (* p < 0,05; ** p < 0,001) 
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Hypoxie (6 Gy: 37,5 % ± 14,6 %; 15 Gy: 5,6 % ± 0,8 %) im Vergleich zu den un-

bestrahlten Kontrollzellen. Die Kombination aus Bestrahlung und Inkubation mit 

10 µM APC unter Normoxie führt zu einer verstärkten, aber nicht signifikanten Inhibition 

des klonogenen Zellüberlebens (2 Gy: 51,0 % ± 8,8 %; 6 Gy: 7,3 % ± 1,6 %) im Ver-

gleich zu den DMF behandelten, bestrahlten Kontrollzellen. Die Behandlung mit 

15 µM APC bewirkt eine stärkere, signifikante Reduktion des klonogenen Zellüberlebens 

(2 Gy: 36,7 % ± 11,3 %; 6 Gy: 4,4 % ± 1,3 %) im Vergleich zu den DMF behandelten, 

bestrahlten Kontrollzellen. Unter Hypoxie sind diese additiven Effekte stärker aus-

geprägt und die Kombinationsbehandlung (10 µM APC: 6 Gy: 22,5 % ± 14,7 %; 

15 Gy: 1,8 % ± 1,0 %; 15 µM APC: 6 Gy: 5,8 % ± 4,3 %; 15 Gy: 0,5 % ± 0,1 %) redu-

ziert das klonogene Zellüberleben deutlich effektiver als die Bestrahlung allein. Die 

Behandlung mit dem Derivat DE9B in Kombination mit Bestrahlung führt unter Normoxie 

ebenfalls zu einer verstärkten, jedoch nicht signifikanten Hemmung des klonogenen 

Zellüberlebens im Vergleich zu den bestrahlten, DMF behandelten Kontrollzellen. Unter 

Hypoxie führt bereits eine Konzentration von 7,5 µM (6 Gy: 24,8 % ± 4,4 %; 

15 Gy: 13,2 % ± 0,4 %) zu einer signifikanten Hemmung im Vergleich zu den be-

strahlten, DMF behandelten Kontrollzellen.  

Im Anschluss wurden die radiosensitivierenden Effekte der APC- bzw. DE9B-Inkubation 

in Form des DMF 10 bestimmt (Tab. 6). Es wurden drei Dosiswerte (Normoxie: 0 Gy, 

2 Gy, 6 Gy; Hypoxie: 0 Gy, 6 Gy, 15 Gy) genutzt, um mittels eines durch Interpolation 

optimierten linear-quadratischen Modells, den DMF 10 zu berechnen. DE9B hat un-

abhängig vom Sauerstoffgehalt keinen Einfluss auf die Radiosensitivität der U251MG-

Zellen. Hingegen führt die Behandlung mit APC unter Hypoxie zu einer geringen Radio-

sensitivierung der U251MG-Zellen (DMF 10 = 1,13; p-Wert: 0,06) (Abb. 14). Die Chemo- 

und Strahlentherapieresistenz der hypoxischen Areale in soliden Tumoren, wie auch in 

GBM, stellt ein großes Problem bei der Therapie dar. Substanzen, die gezielt an diesen 

Problempunkten angreifen, sind Gegenstand aktueller Forschungen (siehe 1.2 und 1.3). 

Eine Möglihkeit der Resistenz hypoxischer Areale entgegen zu wirken ist die Suppres-

sion von HIF-1α [30, 31]. Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben gezeigt, 

dass BA in U251MG-Zellen unter Hypoxie den HIF-1α-Proteingehalt senkt [30, 72]. Da 

die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass das Derivat APC wie auch BA unter Hypoxie 

zytotoxischer und leicht radiosensitivierend wirkt, wurde mittels Westernblotanalyse un-

tersucht, welchen Einfluss APC auf den Proteingehalt von HIF-1α nach einer 48 h Inku-

bation unter Hypoxie hat. Auch das BA-Derivat APC reduziert in den U251MG-Zellen 

unter Hypoxie den Proteingehalt von HIF-1α (Abb. 15). 
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Abbildung 14 Strahlensensitivität der Zelllinie U251MG nach einer 24 h Inkubation mit 
APC bzw. DE9B  
Dargestellt sind die relativen Plattiereffizienzen in Abhängigkeit von der Strahlendosis. Bei den 
dargestellten Werten handelt es sich um eine Normierung auf 100 % im Bezug zur unbestrahl-
ten Probe der jeweiligen Kontrolle bzw. Behandlung. Es wurden vier voneinander unabhängige 
Versuche durchgeführt und die Standardabweichung berechnet. (* p < 0,05; ** p < 0,001)  

 

 

 

 

Abbildung 15 Proteingehalt der Zelllinie U251MG nach 48 h Inkubation mit APC  
Dargestellt ist ein repräsentativer Westernblot aus zwei voneinander unabhängigen Versu-
chen. Die Zellen wurden nach der Inkubation unter 21 % bzw. 0,1 % Sauerstoff kultiviert. Nach 
der Proteinisolierung wurden gleiche Proteinmengen des Gesamtzelllysates analysiert. Mittels 
spezifischer Antikörper wurden folgende Proteine nachgewiesen: β-Aktin bzw. HIF-1α. β-Aktin 
dient als Ladekontrolle. 
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5 Diskussion 

GBM ist der häufigste Gehirntumor im Erwachsenenalter und ist durch ein schnelles, 

invasives Wachstum sowie eine Chemo- und Strahlentherapieresistenz gekennzeichnet. 

Die Prognose von GBM-Patienten ist trotz multimodaler Therapie mit einem mittleren 

Überleben von 12 bis 15 Monaten sehr schlecht [6]. Obwohl durch intensive Forschung 

Fortschritte im Verständnis der Tumorbiologie der GBM erzielt werden konnten, gibt es 

keine wesentlichen Verbesserungen in der Behandlung. Auf der Suche nach einer effi-

zienten und nebenwirkungsarmen Therapiestrategie für GBM wurde in den letzten  

Jahren eine Vielzahl von molekularbiologische Methoden und neuen Substanzen, u. a. 

Naturstoffen auf ihre Wirksamkeit getestet. Pflanzliche Stoffe werden seit jeher zur Be-

handlung einer Vielzahl von Erkrankungen genutzt. Auch heute gibt es noch viele Medi-

kamente, die aus Naturprodukten isoliert werden [49]. Spezielle Beispiele aus der Krebs-

therapie sind Vincristin und Vinblastin, Paclitaxel, Etoposid sowie Camptothecin und  

Podophyllotoxin. Somit sind zahlreiche natürlich vorkommende Pflanzenstoffe potentiell 

bioaktiv, preiswert bei der Gewinnung und hilfreich bei der Therapie verschiedenster  

Erkrankungen zu sein [48, 49].  

5.1 Effekte auf Zytotoxizität, klonogenes Zellüberleben und 

Proliferation  

5.1.1 BA 

BA ist ein Naturstoff mit einem vielfältigen Wirkungsspektrum und repräsentiert eine viel-

versprechende Alternative für die Behandlung einer Vielzahl von Tumoren. Auch in ver-

schiedenen GBM-Zelllinien und primären GBM-Proben zeigte BA gute antitumorale Ef-

fekte, welche vielen herkömmlichen Chemotherapeutika wie DDP oder Doxorubicin so-

wie einer Bestrahlung mit 60 Gy überlegen waren [60, 61]. Es ist bekannt, dass die  

zytotoxischen Effekte einer BA-Behandlung im sauren Milieu und unter Hypoxie deutlich 

ansteigen. Weiterhin wirkt BA auch zytotoxisch auf inaktive, sich nicht teilende Tumor-

zellen. Zudem tolerieren Normalzellen hohe Dosen des Naturstoffs BA [78]. Im Gegen-

satz dazu wirken die meisten Chemotherapeutika systemisch v. a. auf proliferativ aktive 

Zellen und schädigen somit auch normale Körperzellen. Nicht-proliferativ aktive Tumor-

zellen sind dagegen resistent gegenüber zahlreichen Chemotherapeutika [19]. Dieser 
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Aspekt stellt oftmals ein Problem dar, da herkömmliche Chemotherapeutika v. a.  

hypoxische Tumorareale mit niedrigem pH-Wert und inaktive Zellen nicht erreichen, dies 

gilt auch bei GBM. Welcher Mechanismus hinter dieser Wirkungsweise von BA steht, ist 

noch nicht geklärt. Die gesteigerte Effektivität im sauren Milieu - möglicherweise basie-

rend auf der chemischen Struktur von BA als Säure - könnte ein Grund für die fehlende 

systemische Zytotoxizität von BA sein, da im Normalgewebe deutlich höhere pH-Werte 

herrschen als in soliden Tumoren, insbesondere in deren hypoxischen Arealen [78].  

In der eigenen Arbeit konnte mittels SRB-Assay gezeigt werden, dass BA in den GBM-

Zelllinien U251MG, LN229 und U343MG deutliche zytotoxische Effekte hervorrief, die 

unter Hypoxie stark anstiegen (Abb. 6; Tab. 4). Die drei untersuchten Zelllinien reagier-

ten ähnlich auf die 72 h Inkubation mit BA. Dies bestätigte die Ergebnisse früherer  

Untersuchungen in der eigenen Arbeitsgruppe, welche die gesteigerte Effektivität von 

BA unter Hypoxie in GBM-Zelllinien zeigten [30, 72]. Lena et al. untersuchten an einer 

TMZ-resistenten GBM-Zelllinie ebenfalls die Zytotoxizität von BA mittels eines Kristall-

violett-basierten Zytotoxizitätstests und ermittelten vergleichbar starke Effekte [70]. Im 

Gegensatz dazu zeigten Wick et al. mittels Kristallviolettassay voneinander abwei-

chende Sensitivitäten der verschiedenen GBM-Zelllinien mit EC50 zwischen 20-100 µM 

[64].  

Die BA-Behandlung bewirkte unter Normoxie zunächst eine deutliche Proliferations- 

verzögerung und mit zunehmender Inkubationsdauer einen Arrest (U251MG) bzw. eine 

Abnahme der Zellzahl (LN229). Unter Normoxie hemmte BA die Proliferation der 

U251MG-Zellen weniger effektiv als die Derivate APC und DE9B und in den LN229-

Zellen ähnlich effektiv wie APC, aber weniger effektiv als DE9B. Unter Hypoxie inhibierte 

BA verglichen mit DDP und den Derivaten APC und DE9B die Proliferation am effek- 

tivsten und führte zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl (Abb. 7). Auffällig war, dass 

BA unter Hypoxie nicht nur effektiver, sondern auch frühzeitiger wirkte.  

Eine weitere Möglichkeit zur Bestimmung der Zytotoxizität bietet die Analyse des klono-

genen Langezeitüberlebens mit Hilfe des Klonogenitätsassays. Untersuchungen der 

eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass BA ebenso das klonogene Zellüberleben der GBM-

Zellen hemmt, wobei auch hier, ähnlich wie beim SRB-Assay, unter Hypoxie deutlich 

stärkere Effekte als unter Normoxie zu beobachten waren [30, 72]. Die EC50, die mit 

Hilfe des Klonogenitätsassays ermittelt wurden, sind vergleichbar mit denen des SRB-

Assays (Tab. 4 und [30, 72, 100]). Weiterhin untersuchten Zuco et al. und Kessler et al. 

an insgesamt 35 Zelllinien verschiedender Tumorentitäten die Effekte von BA auf das 

klonogene Zellüberleben mit dem Ergebnis, dass BA in 30 Zelllinien sehr effektiv wirkte 
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und vier Zelllinien geringfügig bzw. eine Zelllinie deutlich resistent ansprachen [53, 56]. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der eigenen Arbeit beschrieben Wick et al., 

dass sich die gemessenen Effekte von BA auf das klonogene Zellüberleben (Lang-

zeitüberleben) der GBM-Zelllinien nicht von den mittels Zytotoxizitätsassay gemessenen 

Effekte auf das Kurzzeitüberleben unterschieden [64]. Daraus lässt sich ableiten, dass 

die akuten zytotoxischen Effekte von BA ebenso effektiv das klonogene Langzeitüber-

leben der Tumorzellen negativ beeinflussen. Dies ist von besonderer Bedeutung, da 

GBM-Patienten trotz aggressivem Behandlungsregime bestehend aus radikaler Resek-

tion und adjuvanter Radiochemotherapie meist Rezidive erleiden [6]. Besonders die 

hohe Zytotoxizität von BA unter Hypoxie ist im Hinblick auf die Behandlung von GBM 

von großem Interesse, da in den soliden Tumoren hypoxische Areale auftreten, die meist 

durch eine Therapieresistenz gekennzeichnet sind.  

BA stellt somit eine potentielle Antitumorsubstanz mit einem breiten, zytotoxischen 

Spektrum dar. 

5.1.2 DDP 

DDP ist eines der wirksamsten Chemotherapeutika mit einer breitgefächerten klinischen 

Anwendung, welches jedoch aufgrund von verschiedenen Resistenzmechanismen in 

seiner Effektivität stark schwankt und v. a. aufgrund von Resistenzentwicklung in hyp-

oxischen Arealen in seiner Wirksamkeit deutlich eingeschränkt ist. Es besteht ein enger 

Zusammenhang zwischen den Veränderungen des Phänotyps der Gliolastomzellen un-

ter Hypoxie und der Therapieresistenz gegenüber DDP [26, 46]. Dennoch wirkt DDP in 

GBM-Zelllinien stark zytotoxisch und ist sogar effektiver als das nach Leitlinien einge-

setzte Chemotherapeutikum TMZ [101]. In den 1990er Jahren wurde DDP in der GBM-

Behandlung genutzt [46]. Aktuell stellt DDP jedoch nur noch ein „second-line“-

Chemotherapeutikum dar [39] und wird selten bei Rezidiven verwendet (siehe 1.1.2)  

[6, 15, 102]. Mehrere in vitro Untersuchungen und klinische Studien zeigten eine gute 

Wirksamkeit der Kombination von DDP und TMZ und wiesen darauf hin, dass DDP die 

MGMT-Aktivität senkt und somit die Effektivität von TMZ steigt [15, 103–105]. 

In vitro zeigte sich eine gute Wirksamkeit von DDP in GBM-Zellen. Thakor et al. wiesen 

eine von der Inkubationszeit und Konzentration abhängige Zytotoxizität von DDP in der 

GBM-Zelllinie U87MG unter Normoxie nach [106]. In den eigenen Untersuchungen wirkt 

DDP stark zytotoxisch unter Normoxie. Die drei untersuchten GBM-Zelllinien wiesen je-

doch unterschiedliche Sensitivitäten auf. So sprach die Zelllinie U251MG ca. zehnfach 



51 

 

  

sensitiver auf die DDP-Behandlung an als die Zelllinie LN229 (Abb. 6; Tab. 4). In Über-

einstimmung dazu beobachteten Carminati et al. ebenfalls die unterschiedliche Effekti-

vität von DDP in verschiedenen GBM-Zelllinien. Während die Zelllinie U343MG sensibel 

auf die DDP-Behandlung ansprach, zeigte sich die Zelllinie T98G resistent gegenüber 

DDP [42]. Eigene Daten zeigten zudem, dass die zytotoxische Wirkung unter Hypoxie 

deutlich abnahm (Abb. 6; Tab. 4). Jalota et al. zeigten in zwei GBM-Zelllinien (A172 und 

LN229) ebenso, dass DDP unter Normoxie effektiver wirkt als unter Hypoxie und dass 

verschiedene Zelllinien unterschiedlich sensitiv auf eine DDP-Behandlung ansprechen 

[107].  

Die Proliferationsanalysen bestätigten die Ergebnisse des SRB-Assays und zeigten, 

dass in den U251MG- bzw. LN229-Zellen unter Normoxie 1 µM bzw. 10 µM DDP die 

Proliferation stark hemmen. Unter Hypoxie war ebenfalls eine deutliche Hemmung des 

Zellwachstums zu beobachten (Abb. 7), wobei die 4- (LN229) bis 40-fache (U251MG) 

Konzentration im Vergleich zur Behandlung unter Normoxie eingesetzt wurde (Tab. 5). 

Ähnlich dem SRB- und Proliferationstest, zeigte auch der Klonogenitätsassay die stark 

inhibitorischen Effekte der DDP-Behandlung unter Normoxie (Daten nicht gezeigt).  

Allerdings wurde auch unter Hypoxie eine sehr starke Inhibierung des klonogenen 

Zellüberlebens durch die DDP-Behandlung nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). DDP 

hemmte unter Hypoxie somit effektiver das klonogene Langzeitüberleben als das  

Kurzzeitüberleben (SRB-Assay). Die Ursache für die abweichenden Dosis-Effekt-Kurven 

könnte aber auch methodisch bedingt sein. Das Abtrypsinieren und Inokulieren der 

Zellen nach der Behandlung bewirken neben Inkubation und Hypoxie zusätzlich Zell-

stress und können dazu beitragen, dass die Zellen schlechter adhärieren und Kolonien 

ausbilden können. Das Umsetzen der Zellen im Klonogenitätsassay nach Inkubation 

kann somit zu falsch positiven Ergebnissen führen, wenn die Zellen nach der Behand-

lung noch vital sind, aber nicht mehr adhärieren (siehe 5.1.2). Besonders Zelllinien mit 

einer niedrigen Plattiereffizienz sind somit für den Klonogenitätsassay nicht geeignet. 

Trotzdessen stellt der Klonogenitätsassay den Goldstandard dar, um die Effekte einer 

Radiotherapie ggf. in Kombination mit einer Chemotherapie zu messen, da die Fähigkeit 

der Zellen eine Zellkolonie zu bilden detektiert wird [108, 109].  

Auch andere Studien bestätigten die erhöhte Resistenz der GBM-Zellen gegenüber 

einer DDP-Behandlung unter hypoxischen Bedingungen. Liang beobachtete mittels 

CellTiter 96 Aqueous Non-radioactive Cell Proliferation Assay, dass die GBM-Zellen 

bereits nach 24 h Hypoxie gegenüber der DDP-Behandlung 3-fach resistenter sind [46]. 

Carminati et al. zeigten, dass die DDP-Resistenz der GBM-Zellen mit der Dauer der  
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Hypoxie zunimmt [42]. Zusätzlich führte eine Reoxygenierung zu einer gesteigerten Ex-

pression von bestimmten Genen des Zellzyklus, der Invasion, der DNA-Reparatur, wel-

che der malignen Progression dienen [42]. Es ist bekannt, dass sich im Zuge der ma-

lignen Tumorprogression Mutationen und chromosomale Aberrationen anreichern sowie 

Dysregulationen bestimmter Signalwege häufen und zu sehr unterschiedlichen Thera-

piesensitivitäten bzw. vielfältigen Resistenzmechanismen führen [10, 46]. Die unter-

schiedliche Sensitivität der GBM-Zelllinien auf die DDP-Behandlung in den verschie-

denen eingesetzten Untersuchungsmethoden sowie die erhöhte Resistenz unter  

Hypoxie deuten auf eine Abhängigkeit der DDP-Wirkung von verschiedenen Signal- 

wegen hin.  

Resistenzen gegenüber DDP stellen stark limitierende Faktoren für die Patienten-

behandlung dar. Kombinationstherapien sind eine Strategiemöglichkeit, die oftmals ge-

nutzt wird, um Resistenzentwicklungen zu vermeiden bzw. die Effekte einer Substanz 

auf resistente Zellen durch die Gabe einer zweiten Substanz zu verstärken. Es gibt eine 

Vielzahl an Arbeiten, die verschiedene Substanzen untersuchten, welche die DDP- 

Wirkung in resistenten Zellen verstärken sollen [15, 103–105, 110, 111]. Durch die  

Kombination von DDP und BA könnte diese Resistenz vermindert und die vorteilhaften 

Eigenschaften beider Substanzen ausgenutzt werden. Erste Befunde zeigten, dass BA 

sensitivierende Effekte auf die DDP-Behandlung in GBM-Zellen hat [74].  

Eder-Czembirek et al. beobachteten hingegen, dass die Wirkung einer Kombination von 

BA und DDP in Kopf-Hals-Tumorzelllinien sehr unterschiedlich ausfallen kann. Während 

in der Zelllinie SCC9 antagonistische Effekte gemessen wurden, waren die Effekte in der 

Zelllinie SCC25 in Abhängigkeit von Dosis und Inkubationsdauer synergistisch und  

additiv [58]. Yamai et al. zeigten ebenfalls in Ösophaguskarzinomzellen antagonistische 

Effekte bei der Kombination aus BA und DDP [112]. Es wird diskutiert, dass sich die 

Signalwege, über welche beide Substanzen ihre Wirkung entfalten überlappen und sich 

deshalb gegenseitig beeinträchtigen [58]. 

Auf der Suche nach einer effizienten und nebenwirkungsarmen Therapiestrategie für 

GBM wurde in der vorliegenden Arbeit die antitumorale Wirksamkeit des BA-DDP-Deri-

vats APC und des BA-Derivats DE9B untersucht.  
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5.1.3 DE9B 

Emmerich et al. zeigten in ersten Zytotoxizitätsanalysen (SRB-Assay, Normoxie) stark 

zytotoxische Effekte einer DE9B-Behandlung in Lungen-, Ovarial-, Mamma- und Schild-

drüsenkarzinom- sowie Melanomzelllinien [97]. Zytotoxizitätsmessungen in GBM-Zell-

linien bzw. Untersuchungen unter Hypoxie sowie Analysen zu den Wirkmechanismen 

wurden bisher nicht durchgeführt. Aufgrund seiner hohen Zytotoxizität wurden in der  

eigenen Arbeit weiterführende Analysen zur Wirkung von DE9B durchgeführt. Die stark 

zytotoxische Wirkung von DE9B wurde in den GBM-Zelllinien U251MG, LN229 und 

U343MG bestätigt. So zeigte DE9B im SRB-Assay unter Normoxie die stärksten Effekte 

im Vergleich zu den anderen Substanzen BA, APC und DDP. Die drei untersuchten 

GBM-Zelllinien sprachen wie auch auf die BA- und APC-Behandlung vergleichbar  

sensitiv auf die DE9B-Behandlung an (Abb. 6; Tab. 4). Unter Hypoxie war die Zytotoxi-

zität im Gegensatz zu BA deutlich geringer als unter Normoxie, jedoch immer noch sehr 

hoch und vergleichbar mit BA (Abb. 6, Tab. 4). Auch andere BA-Derivate wie NVX-207, 

B10, HC7, CAI 1-4 büßen durch die chemische Modifikation die gesteigerte Zytotoxizität 

von BA unter Hypoxie ein [72, 113]. Eine Ursache für die geringere Wirkung unter  

Hypoxie könnte die deutlich verminderte Proliferation der Zellen bei Sauerstoff- 

mangel [20]. Möglicherweise haben die Derivate im Vergleich zu BA die Fähigkeit auf 

ruhende, nicht-proliferativ aktive Zellen zytotoxisch zu wirken verloren und rufen wie her-

kömmliche Chemotherapeutika hauptsächlich bei proliferierenden Zellen Effekte hervor 

[19, 78]. Ein weiterer Grund für die Abnahme der Zytotoxizität unter Hypoxie könnte darin 

begründet sein, dass die Derivate durch die chemische Modifikation keine Säuren mehr 

darstellen und somit unter Hypoxie, also bei einem niedrigeren pH-Wert, schlechter wir-

ken als unter Normoxie.  

Zusätzlich durchgeführte 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

(MTT)- und Kristallviolettassays ergaben mit dem SRB-Assay vergleichbare Dosis- 

Wirkungs-Kurven (Daten nicht gezeigt). Auffällig ist, dass die stark zytotoxische Wirkung 

von DE9B (EC50: 2,0-4,3 µM) unter Normoxie nur in den Zytotoxizitätsassays auftrat, 

welche in 96-Well-Platten durchgeführt wurden (siehe 3.2.3; Tab. 4). Für Untersuchun-

gen der Klonogenität und Proliferation, welche in Zellkulturflaschen bzw. 6-Well-Platten 

durchgeführt wurden, waren deutlich höhere Konzentrationen (siehe 3.2.5 und 3.2.8; 

Tab. 5) erforderlich, um Effekte messen zu können. Bei den Substanzen BA, APC und 

DDP (mit der Ausnahme von DDP unter Hypoxie; siehe 5.1.2) korrelierten die Ergeb-

nisse der verschiedenen Methoden zur Zytotoxizitätsmessung (SRB-Assay, Klonogeni-
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tätsassay, Proliferationsassay) miteinander, während sich bei DE9B, wie schon be-

schrieben, starke Unterschiede zeigten. Möglicherweise stellte die Inkubationsdauer ein 

Grund dar, weshalb DE9B in den Zytotoxizitätsanalysen eine sehr starke Zytotoxizität 

zeigte, welche sich in den weiteren Untersuchungen nicht bestätigte. In den eigenen 

Zytotoxizitätsassays (SRB-, MTT- bzw. Kristallviolettassay) wurde über 72 h, in den  

Untersuchungen von Emmerich et al. über 96 h inkubiert [97]. Bei dem Klonogenitäts-

assay betrug die Inkubationsdauer nur 24 h, sodass Konzentrationen bis zu 10 µM das 

klonogenen Überleben um weniger als 50 % reduzierten (Abb. 13). Somit scheinen die 

akuten zytotoxischen Effekte von DE9B nicht mit einer starken Hemmung des klonoge-

nen Zellüberlebens der GBM-Zellen assoziiert zu sein. Ein weiterer Erklärungsansatz 

wäre, dass die Zellen beim Klonogenitätsassay in der Lage waren sich über den Verlauf 

der Kultivierung (ca. 12 d) von der 24 h Inkubation zu erholen. BA, APC und DDP hin-

gegen scheinen bereits nach der 24 h Inkubation das klonogene Zellüberleben effektiv 

zu reduzieren (siehe 5.1.1, 5.1.2 und 5.1.4). Die Bedeutsamkeit bzw. die Vor- und Nach-

teile von Klonogenitätsassay und SRB-Assay sind in der Literatur umstritten und abhän-

gig von der Zelllinie und der angewandten Behandlung. Es gibt eine Reihe von Untersu-

chungen, die zeigten, dass der SRB-Assay vergleichbare Ergebnisse zum traditionellen 

Klonogenitätsassay liefert [114–116]: Der SRB-Assay ist eine einfache Methode, um 

schnell und effektiv die Zytotoxizität einer Substanz auf das Kurzzeitüberleben zu erfas-

sen. Für die Messungen unter Hypoxie muss allerdings beachtet werden, dass der SRB-

Assay den mit der Zellzahl korrelierenden Gesamtproteininhalt misst und Zellen unter 

Hypoxie ihre Proteinsynthese um ca. 50 % reduzieren [26]. Der Klonogenitätsassay hin-

gegen detektiert die Fähigkeit der Zellen eine Zellkolonie zu bilden und ist somit besser 

geeignet, um die Effekte einer Radiotherapie ggf. in Kombination mit einer Chemothera-

pie zu messen [108]. In der angewandten Tumortherapie ist es erstrebenswert die un-

begrenzte Teilungsfähigkeit der Tumorzellen vollständig zu inhibieren, um einer Rezidiv-

entstehung vorzubeugen. Neben der Inkubationszeit kann somit auch das methodische 

Vorgehen eine Ursache für die abweichenden Dosis-Effekt-Kurven sein. Auch in den 

Proliferationsanalysen wurden die Effekte einer DE9B-Behandlung gemessen, die wie 

im SRB-Assay ebenfalls auf eine Inkubationsdauer von bis zu 72 h zurückzuführen sind. 

Vermutlich reagieren die Zellen in den 6-Well-Platten bzw. Zellkulturflaschen weniger 

sensibel, da durch das größere Volumen das Verhältnis zwischen verfügbaren Medium 

und Nährstoffverbrauch durch die Zellen günstiger ist und somit die Wachstumsbedin-

gungen konstanter sind. Ebenso können Zelldichte, von den Zellen ins Medium abgege-

bene Mediatoren oder der pH-Wert eine Rolle spielen. DE9B hemmte die Proliferation in 

beiden Zelllinien sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie (Abb. 7). Ebenso zeigten die 
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Proliferationsanalysen, dass DE9B unter Normoxie die Proliferation effektiver hemmte 

als unter Hypoxie. Weiterhin wurde in dieser Proliferationsuntersuchung ein geringfügig 

sensitiveres Ansprechen der Zelllinie LN229 gegenüber der Zelllinie U251MG gemessen 

(Abb. 7). Bache et al. zeigten ebenso, dass die GBM-Zelllinien ein unterschiedlich sen-

sitives Ansprechen auf verschiedene BA-Derivate aufwiesen [72] 

Insgesamt stellt DE9B ein stark zytotoxisches BA-Derivat dar. Die erhöhte Zytotoxizität 

v. a. unter Normoxie könnte zum einen durch die erhöhte Löslichkeit im Vergleich zu BA 

zustande kommen, zum anderen ist aber auch beschrieben, dass besonders Derivate 

mit Amingruppen ansteigende Effekte aufweisen [84]. Zusätzlich wurde diese potentielle 

Antitumor-Substanz mit DDP kovalent verbunden (APC) und in dieser Arbeit untersucht.  

5.1.4 APC  

Aus den Zytotoxizitätsanalysen von Emmerich et al. ging hervor, dass APC in Ovarial-, 

Darm-, Haut-, Brust- und Lungenkrebszelllinien im Vergleich zu DE9B eine deutlich ge-

ringere Zytotoxizität aufweist. Emmerich et al. hatten in ihren Untersuchungen festge-

stellt, dass noch unkomplexierte BA-Derivate wie DE9B effektiver wirken als die mit 

Schwermetallen komplexierten BA-Derivate wie APC [97]. Dies sei auf den Abzug der 

Elektronendichte aus den funktionellen Gruppen sowie auf die sterischen Hinderung zu-

rückzuführen [117]. Außerdem scheint DDP selbst aufgrund der herabgesetzten  

Polarität und Wasserlöslichkeit sowie der eingeschränkten Beweglichkeit im Zellplasma 

aufgrund der Komplexierung voraussichtlich nicht in der Lage zu sein in den Zellkern zu 

gelangen [117]. Ahmad et al. diskutierten zudem, dass sowohl die Zunahme der Masse 

als auch die Sperrigkeit des Moleküls nachteilige Effekte auf die zytotoxische Wirkung 

einer Substanz haben [118]. Auch in anderen Untersuchungen wurde bestätigt, dass 

sperrigere Derivate durch die verminderte Fähigkeit der Membranpermeabilisation eine 

geringere Aktivität aufweisen [83, 89]. Die eigenen Untersuchungen zeigten in den GBM-

Zelllinien ebenfalls eine geringere Zytotoxizität von APC im Vergleich zu DE9B (Abb. 6). 

Die EC50 der Zelllinien U251MG, LN229 und U343MG waren vergleichbar mit denen 

von BA. Die durchgeführten Zytotoxizitätsanalysen unter Hypoxie ergaben, dass APC 

etwas effektiver wirkt als unter Normoxie. APC zeigte somit ähnliche zytotoxische Eigen-

schaften wie BA im Gegensatz zu DE9B, welches BA strukturell ähnlicher ist. Die GBM-

Zelllinien reagierten wie auf die Behandlung mit BA und mit dem anderen BA-Derivat 

DE9B ähnlich sensibel auf die APC-Behandlung. Im Vergleich zur DE9B-Behandlung 
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zeigte nach der APC-Behandlung die Zelllinie U251MG eine geringfügig höhere Sensiti-

vität als die Zelllinie LN229. Auffällig war, dass das sensitivere Ansprechen unter  

Hypoxie in den Zelllinien LN229 und U343MG ausgeprägter war, während die Zelllinie 

U251MG unabhängig vom Sauerstoffgehalt reagierte. Auch in vorangegangenen Unter-

suchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigte sich, dass die GBM-Zelllinien zum einen 

unterschiedlich sensitiv auf die BA-Derivate NVX-207 und B10 reagierten und zum an-

deren, dass das Ansprechen auf die BA-Derivate unter Hypoxie ebenfalls unterschied-

lich ausfallen kann [100]. 

Auch in der Proliferationsanalyse wurde deutlich, dass APC unter Normoxie ähnlich 

(LN229) bzw. stärker zytotoxisch (U251MG) als BA wirkt und unter Hypoxie weniger  

effektiv als BA die Proliferation hemmt. Diese Untersuchung zeigte ebenfalls ein gering-

fügig sensitiveres Ansprechen der GBM-Zelllinie U251MG im Vergleich zur Zelllinie 

LN229. An dem Kurvenverlauf der Kontrollzellen fiel auf, dass die Zelllinie U251MG eine 

deutlich schnellere Teilungsrate als die Zelllinie LN229 aufwies (Abb. 7). Möglicherweise 

ist die Wirkung von APC auf schnell proliferierende Zellen stärker ausgeprägt als auf 

langsamer proliferierende Zellen.  

Die Wirkung der APC-Behandlung auf das klonogene Zellüberleben zeigte in beiden  

untersuchten GBM-Zelllinien U251MG und LN229 eine ähnliche Dosis-Wirkungs- 

Beziehung wie es bereits in den Zytotoxizitäts- und Proliferationsanalysen gezeigt 

wurde. Ebenfalls ist zu erkennen, dass sowohl unter Normoxie bzw. etwas stärker unter 

Hypoxie APC eine deutliche Reduktion des klonogenen Zellüberlebens hervorruft 

(Abb. 13). In beiden Zelllinien liegen die EC50 unter Normoxie knapp über 15 µM 

(U251MG: siehe 4.6; LN229: Daten nicht gezeigt). Unter Hypoxie reagierte wie auch 

schon im SRB-Assay und der Proliferationsanalyse die Zelllinie LN229 (EC50: 6,2 µM; 

Daten nicht gezeigt) deutlich sensibler also die Zelllinie U251MG (EC50: 6,2 µM; 

siehe 4.6). APC hemmte somit effektiv sowohl das Kurzzeit- als auch das klonogene 

Langzeitüberleben. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass BA in den untersuchten GBM-Zell-

linien in Übereinstimmung mit der Literatur zytotoxisch auf Kurz- und Langzeitüberleben 

sowie stark proliferationshemmend wirkte. Diese Effekte verstärkten sich unter Hypoxie 

deutlich. Die DDP-Behandlung sprach in GBM-Zelllinien in Übereinstimmung mit  

bisherigen Veröffentlichungen unter normoxischen Bedingungen stark an, während un-

ter Hypoxie DDP deutlich weniger effektiv war. APC wies ein ähnliches Zytotoxizitäts-

profil wie BA auf. DE9B wirkte am zytotoxischsten auf das Kurzzeitüberleben, jedoch 
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weniger stark auf das klonogene Langzeitüberleben. Emmerich et al. zeigten beim Ver-

gleich der Wirksamkeit von DE9B und APC in Tumor- und Normalzellen (Fibroblasten-

zelllinie), dass beide Substanzen keine Selektivität aufweisen [97]. Dagegen tolerierten 

Normal-zellen eine deutlich höhere BA-Konzentration im Vergleich mit Tumozelllinien 

[51, 53, 54, 61, 64, 56, 66]. Für DDP konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Fibroblasten 

DDP besser tolerieren als Tumorzellen (U343MG) [42]. Auch andere BA-Derivate wie 

bspw. die 28-O-β-D-Glucopyranoside von Betulin und BA verloren die Selektivität ihrer 

zytotoxischen Wirkung [93].  

Für eine (Tumor-)Zelle gibt es verschiedene Möglichkeiten auf natürlichen oder behand-

lungsinduzierten Stress (bspw. Chemotherapeutika oder Naturstoffe wie BA-(Derivate)) 

zu reagieren. Neben einem reversiblen oder auch irreversiblen Zellzyklusarrest, sind ver-

schiedene Zelltodformen bekannt, die in apoptotische und nicht-apoptotische Zelltod-

formen gegliedert werden können [99]. 

Die Bedeutung der Effekte einer Behandlung mit BA-(Derivaten) und DDP-(Derivaten) 

soll im nächsten Abschnitt diskutiert werden. 

5.2 Effekte auf den Zellzyklus und Induktion von Zelltod 

Nicht nur in GBM, sondern auch in anderen Tumorentitäten bereiten Therapieresisten-

zen deutliche Probleme bei der Behandlung und sind mit einer schlechten Prognose 

verbunden [19, 31, 119–122]. Das Hauptziel der verschiedenen Therapieoptionen wie 

Chemotherapie, Bestrahlung und Immuntherapie besteht darin in den Tumorzellen einen 

Wachstumsarrest und/oder Zelltod auszulösen. Diese verschiedenen Formen der Zell-

inaktivierung unterscheiden sich sowohl morphologisch als auch biochemisch voneinan-

der [21].  

5.2.1 BA 

Aus zahlreichen Studien zur Beeinflussung des Zellzyklus durch eine BA-Behandlung 

geht hervor, dass die Effekte stark von der verwendeten Zelllinie abhängig sind: 

Pisha et al. zeigten in Melanomzellen unter Normoxie einen deutlichen G1-Arrest nach 

einer 36 h BA-Inkubation [52]. Hingegen konnten Selzer et al. in Melanomzellen und 

Melanozyten keine Veränderung der Zellzyklusverteilung nach BA-Behandlung messen 
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[54]. Wick et al. beschrieben in den GBM-Zelllinien LN18 und LN229 ebenso das Aus-

bleiben eines Zellzyklusarrestes nach einer 24 h Inkubation mit BA, zeigten jedoch eine 

p21-Akkumulation [64]. p21 und p27 hemmen zyklinabhängigen Kinasen und vermitteln 

darüber einen G1- oder G2/M-Zellzyklusarrest [21, 64]. Die GBM-Zelllinien LN229 und 

LN18 zeigten vermutlich wegen einer Störung im retinoblastom gene product checkpoint 

nicht den mit der p21-Akkumulation assoziierten Zellzyklusarrest [64, 123]. In anderen 

Untersuchungen wurde eine Reduktion des Cyclin D1-mRNA-Gehalts in der GBM-Zell-

linie C6 und anderen Tumorzelllinien nach einer 24 h Inkubation mit BA bzw. eine p21-

Akkumulation und Cyclin D1-Reduktion nach BA-Behandlung beschrieben [124, 125]. 

Cyclin D1 akkumuliert in der G1-Phase und ist für den Übergang in die S-Phase notwen-

dig [21, 126]. Zellzyklusanalysen unter Hypoxie sind bisher nicht beschrieben. In den  

eigenen Untersuchungen waren unter Normoxie keine eindeutigen Effekte auf den Zell-

zyklus zu messen (Abb. 8). Unter Hypoxie zeigte sich jedoch nach 48 h eine deutliche 

Akkumulation der Zellen in der G2/M- und S-Phase bzw. eine Reduktion der Zellen in 

der G0/G1-Phase unter Hypoxie (Abb. 8) im Vergleich zu den DMF behandelten  

Kontrollzellen. Die Kontrollzellen zeigten unter Hypoxie eine deutliche Akkumulation in 

der G1/G0-Phase im Vergleich zu Normoxie. Es ist bekannt, dass unter Hypoxie die 

Zellen eine Akkumulation in dieser Zellzyklusphase sowie eine geringere Verdopplungs-

rate verglichen mit Normoxie aufweisen [20, 127]. Dies konnte durch die eigenen Unter-

suchungen ebenfalls gezeigt werden (Abb 7 und 8). In den Proliferationsanalysen war 

weiterhin zu beobachten, dass BA im Vergleich zur Normoxie unter Hypoxie früher und 

stärker auf die Zellproliferation wirkte (Abb. 7). Möglicherweise war die Inkubationsdauer 

von 48 h in der Zellzyklusanalyse zu kurz, um Effekte von BA unter Normoxie auf den 

Zellzyklus zu ermitteln. 

In einer Vielzahl von Untersuchungen wird BA als Apoptoseinduktor beschrieben [49]. 

Es ist bekannt, dass BA u. a. zu einer Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials 

und somit zur Freisetzung von mitochondrialen Apoptosefaktoren (z. B. Cytochrom c) 

führt, die über Aktivierung von Caspasen zur Spaltung des DNA-Reparatur Enzyms 

PARP sowie über die Aktivierung der caspaseaktivierten DNase CAD die DNA-Frag-

mentierung bewirken [4, 128]. BA stellt eine potentielle Substanz dar, um die Apoptose-

rate zu erhöhen und könnte somit dazu beitragen einen Fortschritt in der Therapie von 

GBM zu erzielen, welche als besonders apoptoseresitent gelten [52, 62, 70, 73, 121]. 

Fulda et al. untersuchten die Apoptoseinduktion von BA in verschiedenen Tumorzell-

linien und beschrieben in Neuroblastomzellen die stärkste Casaseaktivierung nach 18 h 

Inkubationsdauer sowie eine Anreicherung von proteolytisch gespaltenem PARP und 
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p18 als Folge der Caspaseaktivierung [62]. Wick et al. konnten eine Caspase-3/8-Akti-

vität nach der Inkubation der GBM-Zelllinien LN229 und LN18 mit BA bereits nach 2 h 

messen und ebenso proteolytisch gespaltenes PARP sowie eine DNA-Fragmentierung 

nachweisen [64]. Auch die von Wick et al. nachgewiesene p21 Akkumulation spricht für 

eine Apoptoseinduktion, da p21 ein downstream-Mediator der BA vermittelten p53- 

abhängigen Apoptose ist [64]. In den Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe wur-

den in den GBM-Zelllinien U251MG und U343MG ebenfalls die proteolytische Spaltung 

von PARP und eine Abnahme des Apoptoseinhibitor Survivin unter Normoxie und  

Hypoxie nachgewiesen [30, 72]. Weitere Apoptoseanalysen nach BA-Inkubation unter 

Hypoxie sind bisher kaum beschrieben. In Übereinstimmung mit den bereits beschriebe-

nen Studien führte eine BA-Inkubation unter Normoxie und Hypoxie in den eigenen Un-

tersuchungen zu einem deutlichen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivität in den GBM-Zellli-

nien U251MG und LN229 (Abb. 10). Auch hier waren die Effekte unter Hypoxie früher 

zu messen (24 h) als unter Normoxie (48h). Es fällt auf, dass die U251MG-Zellen gene-

rell eine geringere Caspase-3/7-Aktivierung aufwies als die LN229-Zellen (Abb. 10).  

Initiale mikroskopische Untersuchungen lassen nach einer BA-Behandlung keine 

Apoptose-typischen Veränderungen der Zellkernmorphologie in der GBM-Zelllinie 

U251MG erkennen (siehe 4.4.2). Interessanterweise waren auch nach Behandlung mit 

DDP, DE9B und APC trotz Caspase-3/7-Aktivierung ebenfalls keine Apoptosekörper-

chen nachweisbar, obgleich die Caspase-3/7-Aktivität bei allen Substanzen bereits nach 

24 h bis 48 h geringfügig bis stark anstieg (Abb. 10). Es ist zu diskutieren, ob die GBM-

Zelllinien trotz Apoptoseinduktion, keine eindeutigen Apoptosemorphologien ausbilden. 

So zeigten weitere Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe ebenso, dass trotz nachgewie-

sener Apoptoseinduktion mittels Caspase-3/7- und Annexin-V-Assay in der Zelllinie 

U251MG morphologisch Apoptose nicht nachweisbar war [100, 129]. Aktuelle Unter- 

suchungen von Sanchez-Osuna et al. zeigten, dass in den GBM-Zelllinien LN18, LN229, 

U251MG, A172, T98G und U87MG trotz caspaseabhängiger Apoptoseinduktion  

aufgrund einer zu geringen Konzentration der caspaseaktivierten DNase CAD kein  

kompletter, klassischer Apoptoseprozess abläuft [4]. Nicht nur das Auslösen von 

Apoptose, sondern auch die Induktion anderer Zelltodmechanismen, wie Nekrose oder 

Autophagie, durch BA sind beschrieben. Mittels LDH-Messung wurde in Melanozyten 

und Melanomzellen eine konzentrationsabhängige Nekroseinduktion durch eine BA- 

Behandlung nachgewiesen [66, 81]. Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe haben 

ebenfalls mittels LDH-Assay gezeigt, dass BA dosisabhängig Nekrose auslöst, jedoch 

erst bei höheren Konzentrationen (20-30 µM) in geringem Maß [72]. Nach der Inkubation 

mit der EC50 (10-15 µM; Tab. 5) war für die Zelllinien U251MG und LN229 kein Anstieg 
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der Nekroserate messbar [72]. Die Nekroseanalyse mittels Trypanblaufärbung in der ei-

genen Arbeit zeigte unter normoxischen Bedingungen ebenso kein Anstieg an  

nekrotischen Zellen (Abb. 9). Auch Lena et al. untersuchten die Wirkung von BA in einer 

TMZ-resistenten Zelllinie und zeigten, dass die Inkubation mit dem EC50 kaum Nekrose, 

aber signifikant Apoptose auslöst [70]. Unter Hypoxie kam es dagegen zu einem Anstieg 

von Trypanblau-positiven Zellen nach 72 h Behandlung mit BA (Abb. 10). Die eigenen 

Beobachtungen sowie die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass BA primär Apoptose auslöst. Unter Hypoxie war die Apoptoseinduktion zu einem 

wesentlich früheren Zeitpunkt als unter Normoxie nachweisbar, sodass das Stadium der 

Spätapoptose mit permeabler Membran (aufgrund des fehlenden Abbaus der apoptoti-

schen Zellen in vitro) bereits nach 48 h und 72 h erreicht sein könnte und die Zellen den 

Farbstoff durch die nicht mehr intakte Membran der apoptotischen Zellen aufgenommen 

haben. Die mit steigender Inkubationszeit zunehmenden trypanblau-positiven Zellen 

nach BA-Behandlung unter Hypoxie scheinen somit die stärkere und frühzeitigere Wir-

kung von BA unter Hypoxie zu repräsentieren, sodass es sich hierbei nicht primär um 

nekrotische, sondern um spät-apoptotische Zellen handelt. Es kann vermutet werden, 

dass die Zelltrümmern in der mikroskopischen Analyse spät-apoptotische Zellen darstel-

len. 

Eine dritte Form des Zelltods stellt die Autophagie dar. Lefrance et al. beschrieben in 

ihrem Review, dass GBM-Zelllinien Autophagie auslösen und dass Substanzen, die  

Autophagie induzierten, neue potentielle Wirkstoffe gegen apoptoseresistente GBM- 

Zellen darstellen [122]. Für BA und BA-Derivate ist bekannt, dass sie über Autophagie 

Apoptose einleiten können. Lena et al. zeigten mittels Acridine Orange-Färbung, dass 

durch BA (EC50) unter Normoxie in einer TMZ-resistenten GBM-Zelllinie kurz nach  

Inkubationsbeginn Autophagie auslöst wird [70]. Auch in Blasenkrebszelllinien wurde 

mittels Acridineorange-Färbung nachgewiesen, dass BA Autophagie auslöst [130].  

Initiale Untersuchungen dieser Arbeit zur Autophagie zeigten mittels Acridineorange-

Färbung, dass BA in beiden Zelllinien sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie 

kaum Autophagie induzierte (Daten nicht gezeigt). Weitere Untersuchungen sind not-

wendig, um genauere Aussagen zur Autophagieinduktion in U251MG- und LN229-Zellen 

durch BA treffen zu können. Möglicherweise wurde in den eigenen Untersuchungen zu 

spät gemessen (48 h), wenn Apoptose über Autophagie eingeleitet wird und somit Au-

tophagie zuvor stattfindet (< 24 h). 
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5.2.2 DDP 

Es ist bekannt, dass DDP durch das Interkalieren in der DNA zu Störungen des Zell-

zyklus führt [131]. Kondo et al. zeigten, dass DDP unter Normoxie in der GBM-Zelllinie 

U87MG einen G2/M-Arrest hervorrief [132]. In der eigenen Arbeit konnte unter Normoxie 

ebenfalls eine deutliche Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase nach Inkubation mit 

DDP gezeigt werden. Unter Hypoxie waren diese Effekte deutlich schwächer ausgeprägt 

(Abb. 8). In Übereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen zeigten Thakor et al., dass 

DDP in der GBM-Zelllinie U87MG sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie einen 

G2/M-Arrest sowie eine damit einhergehende Akkumulation von Cyclin B1 auslöste. 

Auch in diesen Untersuchungen fielen die Effekte unter Hypoxie schwächer aus [106].  

Ebenso gilt DDP als klassisches apoptose-auslösendes Chemotherapeutikum [42]. In 

den eigenen Untersuchungen bewirkte DDP eine deutliche inkubationszeitabhängige 

Caspase-3/7-Aktivierung (Abb. 10). Jalota et al. konnten in den GBM-Zelllinien LN229 

und A172 unter Normoxie eine deutlich stärkere Caspase-Aktivierung messen als unter 

Hypoxie [107]. Ebenso wiesen Thakor et al. eine inkubationszeitabhängige Apoptose-

induktion in der GBM-Zelllinie U87MG nach, welche unter Hypoxie schwächer ausfiel als 

unter Normoxie [106]. Carminati et al. konnten in der GBM-Zelllinie U343MG nach DDP-

Inkubation apoptotische Zellveränderungen nachweisen [42]. Diese Ergebnisse stehen 

in Übereinstimmung mit den eigenen Caspase-Untersuchungen, die ebenfalls zeigten, 

dass die Apoptoseinduktion über die Zeitspanne von 24 h bis 72 h unter Normoxie stetig 

anstieg (Abb. 10). Es wurde postuliert, dass neben den verschiedenen Zelltodformen 

wie Nekrose, Autophagie oder Seneszenz, die in einer geschädigten Zelle induziert wer-

den können, DDP primär Apoptose auslöst [42]. In Übereinstimmung dazu ließen auch 

die eigenen Nekroseanalysen keinen deutlichen Anstieg an trypanblau-positiven Zellen 

nach DDP-Behandlung erkennen (Abb. 9). Somit kann geschlussfolgert werden, dass 

DDP in den untersuchten GBM-Zelllinien LN229 und U251MG keinen nekrotischen Zell-

tod hervorruft. Die in der Zelllinie U251MG geringe, mit der Inkubationszeit (72 h) stei-

gende Zunahme der trypanblau-positiver Zellen stellt wahrscheinlich, wie bereits bei BA 

diskutiert (siehe 5.2.1), spätapoptotische Zellen dar. Dies war verbunden mit mikrosko-

pisch sichtbaren Zelltrümmern, die bei der Zelllinie U251MG nach einer 72 h Inkubation 

mit DDP unter Normoxie detektiert wurden (siehe 4.4.2). Emdad et al. zeigten, dass DDP 

in GBM-Zelllinien neben Apoptose, wenn auch in geringem Maß Autophagie auslöst 

[101]. Die Induktion von verschiedenen Zelltodmechanismen in GBM-Zellen ist vorteil-

haft für die Behandlung, da verschiedene Signalwege aktiviert werden und die Substan-

zen trotz Apoptoseresistenz wirksam sind [101]. In den untersuchten GBM-Zellen 
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U251MG und LN229 löste DDP lediglich unter Normoxie, jedoch nicht unter Hypoxie 

Autophagie aus. Im Gegensatz dazu wiesen Jalota et al. weder in den GBM-Zelllinien 

A172 und LN229 unter Normoxie noch unter Hypoxie eine Autophagieinduktion durch 

DDP nach [107].  

Die geringere Zytotoxizität von DDP auf das Kurzzeitüberleben unter Hypoxie im Ver-

gleich zu Normoxie (Abb. 6) war mit geringeren Effekten auf die Zellzyklusverteilung so-

wie Induktion von Zelltod verbunden. Dennoch wurde nach DDP-Behandlung mit den 

entsprechend ermittelten, hohen Konzentraionen (Tab. 5) im Vergleich mit den anderen 

Substanzen BA, APC und DE9B unter Hypoxie die höchste Apoptoserate in den unter-

suchten GBM-Zellen beobachtet (Abb. 10).  

Welche Wirkungsmechanismen hinter der Zytotoxizität der Derivate von BA und DDP 

steckten, wurde in den folgenden Abschnitten untersucht. 

5.2.3 DE9B  

Ebenso wie bei BA zeigten Zellzyklusuntersuchungen verschiedener Studien von BA-

Derivate unterschiedliche Ergebnisse: Diese scheinen nicht nur zelllinienabhängig, 

sondern auch abhängig von der chemischen Modifikation von BA zu sein.  

Kommera et al. untersuchten in der Darmkrebszelllinie HCT116 die Effekte der α- und 

β-Anomere von den D-Glucopyranosederivaten der BA auf den Zellzyklus, welche sich 

als konzentrations-, zeit- und derivatabhängig herausstellten. Während die EC50 des 

28-O-acetylbetulin-3-yl-β-D-glucopyranosid keine spezifischen Zellzyklusverändeungen, 

sondern direkt Apoptose auslöste, induzierte die EC50 des 28-O-acetylbetulin-3-yl-α-D-

glucopyranosid nach 24 h einen G1-Arrest und nach 48 h eine G1- sowie eine diskrete 

G2/M-Akkumulation der Zellen [90]. Santos et al. zeigten eine Akkumulation von 

Leberkrebszellen in der S-Phase nach Inkubation mit der EC50 von Carbamat-BA- 

Derivaten [95]. Die Derivate DE9B und APC wurden bisher kaum untersucht. DE9B hatte 

trotz deutlicher Proliferationshemmung keinen Einfluss auf den Zellzyklus (Abb. 8). Dies 

lässt vermuten, dass DE9B die Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle durch 

Auslösen von Zelltod bewirkte ohne einen Zellzyklusarrest bzw. -verzögerung zu indu-

zieren. 

Die Induktion von Apoptose, als eine Form des Zelltods, konnte in den untersuchten 

GBM-Zelllinien U251MG und LN229 nach Behandlung mit DE9B durch die Detektion 

eines Anstieges der Caspase-3/7-Aktivität nachgewiesen werden, welcher jedoch deut-

lich geringer ausfiel als der durch BA bzw. DDP induzierte Anstieg (Abb. 10). Auffällig 
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war, dass wie schon bei BA beobachtet auch hier die Caspase-3/7-Aktivierung in der 

Zelllinie U251MG deutlich geringer war als in der Zelllinie LN229. Möglicherweise ist die 

Zelllinie LN229 sensibler für die Apoptoseinduktion durch BA und BA-Derivate. Es ist 

aus den Zytotoxizitäts- und Proliferationsassays hervorgegangen, dass DE9B unter 

Normoxie effektiver und frühzeitiger wirkte als unter Hypoxie. Der Caspase-3/7-Assay 

bestätigte dies, da das Maximum der Casapse-3/7-Aktivität unter Normoxie bereits nach 

24 h und unter Hypoxie erst nach 48 h bzw. 72 h messbar war. Kommera et al. unter-

suchten ebenfalls BA-Derivate auf ihre Zytotoxizität und ihre Fähigkeit Apoptose zu in-

duzieren. Verwendet wurden dabei die EC90, um einen Anstieg der Caspase-3-Aktivität 

zu messen [89]. Andererseits konnten Santos et al. für die von ihnen untersuchten BA-

Derivate bei eingesetzter EC50 eine Apoptoseinduktion nachweisen [95].  

Es ist bekannt, dass BA zu einem gesteigerten Proteinlevel von proteolytisch gespal-

tenen PARP in GBM-Zelllinien führt [30, 72]. Das BA-Derivat DE9B bewirkte in der Zell-

linie U251MG unter Normoxie keinen, jedoch unter Hypoxie einen geringen Anstieg an 

proteolytisch gespaltenen PARP (Abb. 11), was die geringe Apoptoseindukion durch 

DE9B bestätigt. Die Inaktivierung von PARP wird durch die Caspasen katalysiert.  

Möglicherweise war die Caspase-3/7-Aktivierung durch DE9B unter Normoxie zu gering, 

um in der Westernblotanalyse einen gesteigerten Proteingehalt von proteolytisch gespal-

tenen PARP detektieren zu können. 

Obwohl DE9B im SRB-Assay zytotoxischer wirkte als BA, induzierte es jedoch in einem 

wesentlich geringeren Ausmaß Apoptose. Auch Baratto et al. beschrieben ein 2,4-Dinit-

rophenylhydrazin-BA-Derivat mit einer höheren Zytotoxizität als BA, aber einem gerin-

geren Potenzial zur Apoptoseinduktion. Sie diskutierten, dass die Penetrationsfähigkeit, 

Löslichkeit, Stabilität sowie Metabolisierung der Substanz einen Einfluss auf den Wirk-

mechanismus selbst bzw. auf die Schnelligkeit der Wirkung haben können [87]. Ebenso 

ist es möglich, dass eine Koexistenz von verschiedenen Zelltodmechanismen vorliegt 

[70]. Mittels Trypanblau-Assay wurde ermittelt, dass DE9B unter Normoxie in den Zell-

linien U251MG und LN229 nach 48 h zu einem stärkeren Anstieg der nekrotischen  

Zellen als BA führte (Abb. 9). Unter Hypoxie kam es zu einem geringeren Anstieg an 

nekrotischen Zellen als unter Normoxie. Emmerich beschrieb in seiner Masterarbeit die 

Fähigkeit der Amine die Zellmembran zu permeabilisieren und somit Nekrose auszulö-

sen [117]. Weiterhin ist bekannt, dass Polyamine das Enzym Spermidine/Spermine N1- 

Acetyltransferase aktivieren, welches über eine Wasserstoffperoxidproduktion zu DNA-

Schäden und Zelltod führt [133], wobei kontrovers diskutiert wird, ob dabei Apoptose 

oder Nekrose ausgelöst wird [134, 135].  
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Arbeiten anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass BA und einige BA-Derivate auch 

Autophagie induzieren (siehe 5.2.1). Erste Untersuchungen zur Autophagie mittels  

Acridineorange-Färbung zeigten, dass DE9B im Gegensatz zu BA, DDP und APC Auto-

phagie sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie auslöste (Daten nicht gezeigt). 

Gonzalez et al. zeigten die Autophagieinduktion in der Gliobastomzelllinie U87MG be-

reits wenige Stunden nach Inkubationsbeginn mit dem BA-Derivat B10 [136], ebenso 

wie Lena et al. mit BA (siehe 5.2.1) [70]. Laut Gonzalez et al. induzierte das Derivat B10 

über Autophagie Apoptose [136]. In den eigenen Untersuchungen wurde zu einem deut-

lich späteren Zeitpunkt gemessen, so dass zu diskutieren ist, ob das Ausmaß der Auto-

phagie wenige Stunden nach Inkubationsbeginn bzw. vor der gemessenen Caspase-

aktivierung (< 24 h) deutlich größer gewesen wäre.  

5.2.4 APC 

Kombinationstherapien aus verschiedenen Chemotherapeutika bzw. Chemo- und  

Radiotherapie werden genutzt, um verschiedene Signalwege zu aktivieren und somit 

Resistenzen zu vermeiden [74]. In der Substanz APC sind die beiden Moleküle BA und 

DDP kovalent miteinander verbunden. 

APC zeigte anders als BA und DDP keinen Effekt auf den Zellzyklus der behandelten 

GBM-Zellen (Abb. 8). Dies lässt vermuten, dass die zytotoxischen Effekte auf der In-

duktion von Zelltod beruhen. 

APC schien im Gegensatz zu BA und DDP zelllinien- und sauerstoffabhängig verschie-

dene gleichermaßen Zelltodmechanismen auszulösen. BA und DDP lösten primär Apop-

tose aus (siehe 5.2.1 und 5.2.2). BA wirkt direkt auf die Mitochondrien [62] und DDP 

interkaliert in die DNA [41]. Möglicherweise können beide Substanzen gekoppelt in dem 

Molekül APC nicht unabhängig voneinander wirken bzw. zu ihren Wirkorten gelangen. 

Eine Möglichkeit dieses Problem zu lösen, wäre eine Verlängerung des Spacers  

zwischen BA und DDP im Molekül, sodass beide Apoptoseauslöser unabhängiger vonei-

nander an ihren Wirkorten in der Zelle agieren können. Ein ähnliches Prinzip 

beschrieben Urban et al. und Drag-Zalesinska et al. für Esterderivate, welche durch die 

Estergruppe leichter durch die Membran in die Zelle gelangen und nach intrazellulärer 

enzymatischer Abspaltung der Aminosäure vom BA-Derivat frei vorliegen und Apoptose 

induzieren konnten [83, 137]. Negativ könnte sich jedoch auswirken, dass das re-

sultierende Molekül durch die Modifikationen noch größer wäre. Somit ist zu diskutieren, 

ob größere und sperrigere Moleküle überhaupt in die Zelle gelangen können.  
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Ahmad et al. untersuchte verschiedene enzymatisch synthetisierte BA-Ester und stellte 

fest, dass die Zytotoxizität mit der Länge der Alkylkette an C-3 abnahm [118]. Außerdem 

korrelierte die Effektivität mit der Löslichkeit, der Sperrigkeit sowie der Hydrophobizität 

des Moleküls [83].  

Generell haben die Ergebnisse gezeigt, dass APC im Vergleich zu BA und DDP deutlich 

schwächer Apoptose in den Zelllinien U251MG und LN229 auslöste und auch kaum Ne-

krose induzierte. Die Wirkungsweise von APC scheint stark von der Zelllinie und der 

Sauerstoffkonzentration abhängig zu sein. In der Zelllinie LN229 induzierte APC primär 

Apoptose und kaum Nekrose (Abb. 9 und 10). In der Zelllinie U251MG war unter 

Normoxie bereits nach 24 h ein deutlicher Anstieg der Nekroserate nachweisbar 

(Abb. 9). Unter Hypoxie hingegen wurden kaum nekrotische Zellen, jedoch eine 

Caspase-3/7-Aktivierung detektiert (Abb. 10). Die Messung des Proteingehaltes von 

gespaltenem PARP als Apoptosemarker zeigte wie bei DE9B unter Normoxie keinen, 

jedoch unter Hypoxie einen leicht gesteigerten Proteingehalt (Abb. 11). In verschiedenen 

in vitro Untersuchungen wurde eine Autophagieinduktion durch die Behandlung mit BA 

bzw. BA-Derivaten nachgewiesen (siehe 5.2.1 und 5.2.3). In den initialen Unter-

suchungen zur Autophagie zeigte APC die gleichen Effekte wie DDP (siehe 5.2.2). Beide 

Substanzen schienen insbesondere unter Normoxie Autophagie zu induzieren.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Behandlung mit BA bzw. DDP in den 

untersuchten GBM-Zelllinien zu einem Zellzyklusarrest führten und primär Apoptose 

auszulöste, auch wenn andere Arbeitsgruppen eine Koexistenz verschiedener Zelltod-

mechanismen postulierten [66, 70, 81, 101, 107, 130]. Die Behandlung mit den BA- 

Derivaten APC und DE9B induzierte im Vergleich zu BA und DDP keinen Zellzyklus-

arrest, aber verschiedene Zelltodarten. DE9B löste neben Autophagie in beiden Zellli-

nien unter Normoxie vorwiegend Nekrose und unter Hypoxie vorwiegend Apoptose aus. 

APC induzierte vorwiegend Apoptose, jedoch in der Zelllinie U251MG unter Normoxie 

Nekrose. Außerdem führte APC wie auch DDP unter Normoxie zu Autophagie. Die  

Derivatisierung von BA scheint die Wirkungsweise von APC und DE9B im Vergleich zu 

BA verändert zu haben.  

5.3 Einfluss auf die Migration 

Das diffuse, invasive Wachstum von GBM stellt ein zentrales Problem in der Therapie 

dar und ist einer der Gründe für die schlechte Prognose der Patienten [121]. Es werden 
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gezielt neue Therapiemöglichkeiten gesucht, welche auch das Migrations- und  

Invasionspotential der Tumorzellen hemmen.  

Die Effekte von BA und DDP auf die Migration der GBM-Zelllinien U251MG, LN229 und 

U343MG wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. In vorangegangenen Arbeiten der ei-

genen Arbeitsgruppe konnte mittels Boydenkammer- und Scratch-Assay nachgewiesen 

werden, dass BA die Migration in den GBM-Zelllinien LN229 und U343MG hemmt [30, 

72]. Rzeski et al. konnten ebenso mittels Scratch-Assay zeigen, dass BA die Migration 

in der GBM-Zelllinie C6 inhibiert [124]. Yoon et al. wiesen die Hemmung nicht-toxischer 

Dosen von BA der Migration im Scratch-Assay sowie der Invasion im Matrigel-Assay 

glatter Muskelzellen nach und stellten fest, dass BA die Expression und die proteolyti-

sche Aktivität der Matrix-Metalloproteasen 2 und 9 reduzierte [125]. Zusätzlich konnten 

Guo et al. in Gliblastomzelllinien anhand des Matrigel-Assays die Inhibierung der Inva-

sion durch BA zeigen. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht geklärt [138]. 

Untersuchungen zum Einfluss von DDP auf das Migrationsverhalten der GBM-Zelllinie 

U87MG zeigten, dass DDP die Migration unter Normoxie nur gering und unter Hypoxie 

nicht hemmt [106]. Ebenso wurde anhand von Nasopharynxkarzinomzellen gezeigt, 

dass DDP die Migration und Invasion nur geringfügig inhibiert [139].  

Die eigenen Untersuchungen zeigten mittels Scratch-Assay, dass die Derivate DE9B 

und APC ähnlich wie BA die Migration der GBM-Zelllinien U251MG und LN229 sowohl 

bei Normoxie als auch bei Hypoxie hemmen (Abb. 15). Um die Ergebnisse des Scratch-

Assays zu bestätigen sollten weitere Tests wie der Boydenkammer-Assay oder die Be-

stimmung der Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen oder der Protease  

Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator durchgeführt werden. Um auszuschließen, dass 

Zelltodergereignisse bzw. Proliferationseffekte das Ergebnis beeinflusst haben, wurde 

zum einen eine Substanzkonzentration gewählt, die in der Proliferationsanalyse kaum 

Effekte auf die Zellzahl hatte (Daten nicht gezeigt) und zum anderen eine Inkubationszeit 

gewählt (16 h), die knapp unter der Verdopplungszeit der GBM-Zelllinien lag. 

Rzeski et al. setzten in ihren Migrationsuntersuchungen an der GBM-Zelllinie C6 ebenso 

BA-Konzentrationen unterhalb der EC50 ein [124]. Um Proliferationseffekte minimieren 

bzw. ausschließen zu können, könnte für weitere Untersuchungen ein Proliferationshem-

mer, wie beispielsweise Mitomycin, eingesetzt werden. 

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Derivate APC und DE9B die Migration der 

GBM-Zelllinien U251MG und LN229 unter Normoxie und Hypoxie hemmten. Es ist be-

kannt, dass BA im Gegensatz zu DDP ebenso die Migration unter Normoxie und Hypoxie 
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inhibiert. Die Substanzen APC und DE9B haben somit die Fähigkeit der Migrations- 

hemmung nach der Derivatisierung behalten. 

5.4 Einfluss auf die Strahlensensitivität 

Die Resistenz von GBM gegenüber einer Bestrahlung stellt ein zentrales Problem in der 

Behandlung dar. Trotzdem spielt Bestrahlung eine wichtige Rolle bei der Behandlung 

von GBM-Patienten. Die Maximaldosis ist durch das umliegende Normalgewebe deutlich 

beschränkt und meist nicht ausreichend, um den Tumor allein durch Bestrahlung zu be-

handeln. Die Kombination aus Chemo- und Strahlentherapie kann nach der radikalen 

Resektion des Tumors das mittlere Überleben von GBM-Patienten verbessern [21, 13]. 

Biston untersuchte in vitro und in vivo im Mausmodell mit strahlenresistenten F98-GBM-

Zellen die Wirkung der Kombination von Bestrahlung und photoaktivierbaren Chemo-

therapeutika am Beispiel von DDP und konnten zeigen, dass durch synergistische  

Effekte das Tumorvolumen reduziert und das Überleben der Versuchstiere deutlich ver-

längert wurde [140]. Die Effekte von DDP auf die DNA behindern die Reparaturmöglich-

keiten von DNA-Schäden, die durch eine Bestrahlung induziert werden [141].  

Bisher wurden nur wenige Untersuchungen zur Wirkung von BA auf die Radiosenitivität 

von GBM-Zellen durchgeführt. Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass die Be-

handlung mit BA (24 h Inkubation) in Kombination mit Bestrahlung unter Normoxie, v. a. 

aber unter Hypoxie zu einer Radiosensitivierung der GBM-Zelllinie U251MG führte [30]. 

Weiterhin konnten auch in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB231 radiosensitivie-

rende Effekte unter Normoxie und verstärkt unter Hypoxie nachgewiesen werden [113]. 

Eine Erklärung für die verstärkten Effekte unter Hypoxie liefern die Westernblotanalysen, 

welche zeigten, dass BA die Hypoxie induzierte Expression von HIF-1α sowie CA IX 

hemmt [30, 72]. Dies ist für die hypoxischen, therapieresistenten Tumorareale in GBM 

von besonderer Bedeutung. Weiterhin ist bekannt, dass Zellen in der G2/M-Phase am 

strahlensensibelsten sind [21, 142]. Da BA wie bereits beschrieben zu einem G2/M-Ar-

rest in GBM-Zellen führte (Abb. 8), könnte auch dies eine Erklärung für die Radio- 

sensitivierung darstellen. Weitere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten 

jedoch auch, dass BA auf das strahlenbiologische Verhalten der GBM-Zelllinie U343MG 

[30] und der Mammakarzinomzelllinie MCF7 [113] keinen Einfluss hatte. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass die radiosensitivierende Wirkung von BA zelllinienspezifisch 

variiert. Selzer et al. zeigten einen additiven Effekt von BA und Bestrahlung (2 Gy) in 
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Melanomzelllinien unter Normoxie und postulierten, dass BA einen anderen Wirkmecha-

nismus als die Bestrahlung hat und somit beide Behandlungen unabhängig voneinander 

wirken. Ebenso konnten Eder-Czembirek et al. einen additiven Effekt von BA und Be-

strahlung (4 Gy) in Kopf-Hals-Tumorzelllinien nachweisen [59]. 

Die Kombination aus der Behandlung mit dem BA-Derivat DE9B und Bestrahlung zeigte 

additive Effekte unter Normoxie, welche unter Hypoxie stärker ausfielen (Abb. 13).  

Synergistische Effekte waren, anders als bei BA, weder unter Normoxie noch unter  

Hypoxie zu messen. Durch die chemische Modifikation verliert DE9B offensichtlich die 

radio-sensitivierenden Eigenschaften von BA (Abb. 14, Tab. 6). 

Dagegen zeigte die Kombination aus APC-Behandlung und Bestrahlung unter Normoxie 

und Hypoxie additive Effekte (Abb. 13), aber auch schwache radiosensitivierende  

Effekte unter Hypoxie (Abb. 14, Tab. 6). Allerdings fielen diese deutlich schwächer aus 

als bei BA. Eine mögliche Erklärung für die radiosensitivierenden Effekte könnte sein, 

dass APC wie BA unter Hypoxie die Proteinexpression von HIF-1α reduzierte (Abb. 15).  

Die Derivate DE9B und APC sind somit potentielle Substanzen für eine Kombination mit 

Bestrahlung, da sie keine antagonistischen Effekte, sondern additive bzw. schwach sy-

nergistische Effekte zeigen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Bedeutung 

von DDP gekoppelten BA-Derivaten für die Tumortherapie aufzuklären und auf deren 

molekularen und strahlebiologischen Effekte zu charakterisieren.    
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6 Zusammenfassung 

BA ist eine vielversprechende, potentielle Antitumor-Substanz, die bisher noch nicht in 

der Tumortherapie genutzt wird. DDP ist ein erfolgreich eingesetztes Chemotherapeuti-

kum. BA und DDP aktivieren die Apoptosekaskade über verschiedene Mechanismen. 

Beide Substanzen weisen jedoch auch nachteilige, limitierende Eigenschaften auf:  

einerseits die schlechte Löslichkeit von BA, andererseits die systemischen Nebenwir-

kungen sowie die Resistenzentstehung von DDP in vielen Tumoren. Durch chemische 

Modifikation wird versucht diese Limitationen zu beheben. Bspw. Oxaliplatin, ein Derivat 

von DDP, weist verbesserte Eigenschaften auf. Auch von BA wurde in den letzten Jahren 

eine große Anzahl von besser löslichen Derivaten synthetisiert und auf ihre Eigenschaf-

ten getestet. Die chemische Kopplung beider apoptoseauslösenden Substanzen in  

einem Molekül könnte die Löslichkeit verbessern, die nötige Dosis und somit die sys-

temischen Nebenwirkungen verringern sowie die Resistenzentstehung vermeiden. In 

dieser Arbeit wurden die Derivate DE9B und APC untersucht. Das noch unkomplexierte 

Amin DE9B weist die höchste Zyotoxizität im SRB-Assay auf. Es hat stark veränderte 

Eigenschaften im Vergleich zur Vorläuferstruktur BA. So verliert DE9B die gesteigerte 

Wirksamkeit unter Hypoxie, die starke Hemmung des klonogenen Zellüberlebens und 

die Steigerung der Radiosensitivität. Das BA und DDP gekoppelte Derivat APC weist 

trotz umfangreicherer chemischer Modifikation ein ähnliches Zytotoxizitätsprofil auf wie 

BA mit zunehmender Wirksamkeit unter Hypoxie und einer effektiven Hemmung des 

klonogenen Langzeitüberlebens auf. Die Resistenz der GBM-Zelllinien gegenüber der 

DDP-Behandlung unter Hypoxie ist nicht mehr nachweisbar. In ihrer Wirkungsweise un-

terscheiden sich beide Derivate deutlich von den beiden Grundsubstanzen. Weder APC 

noch DE9B scheinen wie die Grundsubstanzen BA und DDP primär zu einem Zellzyk-

lusarrest und apoptotischen Zelltod zu führen. DE9B und APC lösen in Abhängigkeit von 

der Zelllinie und des Sauerstoffgehaltes Apoptose, Nekrose und Autophagie aus. So-

wohl APC als auch DE9B hemmen wie ihre Grundsubstanzen BA und DDP die Migration 

der GBM-Zelllinien. Beide Derivate sind für eine Kombinationstherapie mit Bestrahlung 

geeignet, da sie keine antagonistischen Effekte, sondern teilweise additive bis hin zu 

schwach synergistischen Effekten zeigen. Insgesamt wurden mit DE9B und APC zwei 

neue BA-Derivate synthetisiert, die für die Therapie von GBM interessante Eigenschaf-

ten aufweisen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die molekularen und strah-

lenbiologischen Effekte dieser Substanzen aufzuklären.      
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8 Thesen   

1. Das BA-Derivat DE9B zeigt unter Normoxie die stärkste zytotoxische Wirkung auf die 

untersuchten GBM-Zelllinien, das BA-Derivat APC ist hingegen weniger effektiv und 

zeigt ein ähnliches Zytotoxizitätsprofil wie BA. 

2. APC zeigt wie BA eine erhöhte Effektivität unter Hypoxie, während die Zytotoxizität 

von DE9B unter Hypoxie etwas abnimmt. 

3. Die zytotoxischen Effekte von APC wirken ebenso effektiv auf das klonogene Zellüber-

leben, DE9B hingegen hemmt weniger effektiv das klonogene Zellüberleben im  

Vergleich zu den akuten zytotoxischen Effekten. 

4. Weder DE9B noch APC beeinflussen die Zellzyklusverteilung unter Normoxie und 

Hypoxie. 

5. DE9B und APC lösen in Abhängigkeit von der Zelllinie und dem Sauerstoffgehalt 

verschiedene Zelltodmechanismen unterschiedlich stark aus. Neben Apoptose und  

Nekrose zeigen erste Untersuchungen auch das Auftreten von Autophagie.  

6. DE9B löst in der Zelllinie LN229 stärker eine Caspase-3/7-Aktivierung aus als in der 

Zelllinie U251MG und führt unter Normoxie zu einer stärkeren Nekroseinduktion als  

unter Hypoxie. Autophagie wird in beiden Zelllinien durch DE9B sowohl unter Normoxie 

und Hypoxie ausgelöst. 

7. APC induziert in der Zelllinie LN229 Apoptose, aber kaum Nekrose und in der Zellinie 

U251MG unter Normoxie Nekrose, hingegen unter Hypoxie Apoptose. Autophagie wird 

durch APC ebenso wie durch DDP nur unter Normoxie ausgelöst. 

8. Die Behandlung mit DE9B bzw. APC führt zur Reduktion der Migration von den Zell-

linien U251MG und LN229 unter Normoxie und Hypoxie. 

9. DE9B beeinflusst die Radiosensitivität der GBM-Zellen nicht, eine Behandlung mit 

APC führt zu einer geringen Radiosensitivierung und Reduktion des HIF-1α- 

Proteingehalts unter Hypoxie. 
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