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Zusammenfassung: 6

Zusammenfassung:

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist die haufigste maligne Neoplasie des menschlichen Nerven-
systems und erfordert durch seine oftmals infauste Prognose dringend neue therapeutische Optio-
nen. Die interstitielle photodynamische Therapie (iPDT) erbringt als neue Behandlungsoption viel-
versprechende Ergebnisse in klinischen Studien. Ebenso scheinen einige aus der traditionellen chi-
nesischen Medizin bekannte Phytochemikalien diverse anti-Tumor Effekte zu besitzen und sind in
vitro sehr wirksam u.a. beim GBM.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss der beiden Phytochemikalien Shikonin und
Berbamin auf Glioblastomstammzellen und untersucht den kombinierten Effekt von Shikonin mit
photodynamischer Therapie in vitro. Die Hypothese ist, dass die Kombination von Shikonin oder
Berbamin mit photodynamischer Therapie zu einer Wirkungsverstarkung fuhrt und sich insbeson-

dere Glioblastomstammzellen effektiver behandeln lassen.

Es kann gezeigt werden, dass sowohl| Shikonin als auch Berbamin féhig sind, Zellvitalitat und Prolife-
ration verschiedener GBM-Zelllinien zu reduzieren, Apoptose zu induzieren und die Ausbildung sog.
Tumorspheres (Tumorstammzellen) zu stéren. Dartber hinaus wurde die Erkenntnis gewonnen,
dass Shikonin die intrazellulare Akkumulation von Protoporphyrin IX (PplX) moduliert und dass die
Kombination von Shikonin und PDT zu einer erhéhten Expression des Stammzellmarkers und Tu-

morsuppressors Neurofibromin-1 (NF-1) fuhrt.

Abstract (English):

Photodynamic therapy with 5-aminolevulinc acid (5-ALA-PDT) is a promising new approach in the
therapy of malignant gliomas, such as Glioblastoma multiforme (GBM). This highly malignant tumor
grows very invasively and shows a high resistance to conventional radio- and chemotherapy, due to
the so-called glioblastoma stem cells (GSC). Phytochemicals originally known from traditional chi-
nese medicine (TCM), such as Shikonin and Berbamine showed many different anti-tumor effects in
recent studies, especially in the treatment of GSC. The assumption is that the combination of Shi-
konin or Berbamine with photodynamic therapy is more efficient than either therapy alone and that

especially glioblastoma stem cells are treated more effectively.

In this thesis, it is shown that Shikonin and Berbamine exhibit various anti-tumor effects in vitro such
as decreasing cell viability, inhibiting tumor cell proliferation and inducing apoptosis. A combined
treatment with the chemotherapeutic Temozolomide (TMZ) was often more effective than either treat-
ment alone. An inhibition of the development of tumor spheres (tumor stem cells) from adherent cells
could be detected, especially using Shikonin. Shikonin was also able to modulate the intracellular
PplX accumulation after incubation together with 5-ALA and could increase the mRNA expression of

the tumor suppressor Neurofibromin 1 (NF-1) after treating the cells with Shikonin and PDT.
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Differenzierung Tumorstammzellen entstehen. Auch aus bereits bestehenden
Tumorzellen kénnen durch epithelial-mesenchymale Transition Tumorstammzellen
hervorgehen. (aus Keyvani-Ghamsari et al. 2021 [17], modifiziert; Abbildung erstellt
0T 23 o ] = L= aTo [T oo o 1) PSPPSR 14

Abbildung 2: Mitochondriale Dysfunktion fihrt zu gestorter Kalziumhomdostase, Bildung von
Sauerstoffradikalen (ROS) und Zellzyklus-Kontrollverlust. Stammzellen, die in GO
(Quiescence) lUibergehen, sind aul3erhalb der Teilungsaktivitat und nicht mehr fiir
konventionelle Chemotherapien anfallig, kbnnen aus diesem Zustand jedoch
reaktiviert werden. (Iranmanesh et al. 2021 [18], modifiziert; Abbildung erstellt mit
12 3T0] 2 =Y g o [T o oTo o ) [PPSR 15

Abbildung 3: A: Hellfeldmikroskopie einer Wurzel von E. plantagineum, Lokalisation von
Shikonin (rot) hauptséchlich im Periderm (Balken: 1 mm, Zhu et al. 2016 [34],
modifiziert); B: Shikoninfluoreszenz in der Konfokalmikroskopie eines Wurzelhaars
von E. plantagineum (Balken: 10 um, Zhu et al. 2016 [34], modifiziert); C:

Strukturformel von Shikonin (Anddjar et al, 2012 [37]). «oeeoeviiiiiiiieieee e, 17
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Strukturformel von Berbamin
(https://fen.wikipedia.org/wiki/Berbamine#/media/File:Berbamine_structure.svg, Stand
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Internal Conversion wieder verlassen oder wechselt Gber Spinumkehr in den
angeregten Triplett-Zustand (Intersystem Crossing). Dieser kann Uber die Typ 1 —
Reaktion (Bildung von Hydroxyradikalen), die Typ 2 Reaktion (Bildung von Singulett-
Sauerstoff) oder Phosphoreszenz hvem verlassen werden (Silva et al. 2015 [60],
modifiziert; Abbildung erstellt mit BIOReNder.Com). .........ccccceeiiiiiiiiiiiiiiisee e 19

Abbildung 6: Oben: Vereinfachte schematische Darstellung der Hambiosynthese und der
PplIX-Entstehung (Stepp et al. 2018 [10], modifiziert; Abbildung erstellt mit
BioRender.com). Unten links: Strukturformel von 5-ALA
(https://de.wikipedia.org/wiki/5-Aminol%C3%A4vulins%C3% Adure#/media/Datei:5-
amino-4-oxopentanoic_acid_200.svg, Stand 05.09.2022). Unten rechts: Strukturformel
von PplX (https://en.wikipedia.org/wiki/Protoporphyrin_IX#/media/File:PplXtransH.png,
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Abbildung 8: Klinische Umsetzung der 5-ALA basierten photodynamischen Therapie. Drei bis
vier Stunden vor Operation werden dem Patienten 20 mg/kgKG 5-ALA (Gliolan®,
ALAGLIO®, medac, Wedel) oral verabreicht. Es kommt zu einer tumorselektiven
Anreicherung von PplIX. Entsprechend der vorangegangenen Bestrahlungsplanung
werden die Laserfasern stereotaktisch operativ in das Tumorvolumen eingebracht.

Nach korrekter Platzierung wird fur eine Stunde der Laser aktiviert und der Tumor mit
200 mW/cm Faserlange ausgeleuchtet (nach Stepp et al. 2018 [10]; Abbildung erstellt
MIt BIORENAEI.COM). .ttt et e et e e e s bneee e e e 23

Abbildung 9: Zeitliche Entwicklung einer U87 Sphere. Zum Zeitpunkt dO direkt nach dem
Ausbringen (d0) in 75 cm? ultra-low-attachment Flasche, sowie nach zwei (d2) bzw.
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4 Stunden mit den Substanzen inkubiert. Zum Zeitpunkt O h werden die Zellen mit
Rhodamin 123 geféarbt und 30 min spater mikroskopiert. ..........cccooveveiiiieeeiniiee e, 35
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1T L=] o [ o 1O PP RP TP 36
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0,45 und 0,9 uM) und/oder TMZ (U87: 37,5 und 75 uM; GB14: 87,5 und 175 uM) fur
einen Tag inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit FCS-freiem Medium und 100
pa/ml 5-ALA fur weitere 24 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde das Medium wieder
gegen FCS-haltiges Medium gewechselt und die Zellen mit der vorab ermittelten
Strahlungsintensitéat (s. Abbildung 22) bestrahlt. Am darauffolgenden Tag wurde dann
ein CellTiterBlue®-Assay durchgefiihrt, um die Zellvitalitat zu bestimmen.
Kontrollgruppen wurden eingerichtet, die Daten sind relativ zur Kontrolle dargestellt
als Mittelwert £ SEM (N = 18). .o 62

Abbildung 24: Shikonin und TMZ haben unterschiedliche Auswirkungen auf die
Zellproliferation nach in vitro PDT in U87 (links) und GB14 (rechts) Zellen.
Vierundzwanzig Stunden nach Start der Zellkultur wurden die Zellen mit Shikonin
(U87: 0,3 und 0,6 uM; GB14: 0,45 und 0,9 uM) und/oder TMZ (U87: 37,5 und 75 uM,;
GB14: 87,5 und 175 uM) fur einen Tag inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit
FCS-freiem Medium und 100 pg/ml 5-ALA fir weitere 24 Stunden inkubiert. Daraufhin
wurde das Medium wieder gegen FCS-haltiges Medium gewechselt und die Zellen mit
der vorab ermittelten Strahlungsintensitat (s. Abbildung 22) bestrahlt. Am
darauffolgenden Tag wurde dann ein CellTiter96® AqueousOneSolution-Assay
durchgefuhrt, um die Zellproliferation zu bestimmen. Kontrollgruppen wurden
eingerichtet, die Daten sind relativ zur Kontrollgruppe dargestellt als Mittelwert + SEM
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Abbildung 25: Shikonin und Ko143 zeigen uneindeutige Effekte auf die Induktion von
Apoptose nach PDT. U87 (links), GB14 (Mitte) und U87 Spheres (rechts) wurden vier
Stunden mit 5-ALA (100 pg/ml), Shikonin oder Ko143 (je 1 uM bzw. 0,3 pM) inkubiert
und anschlieBend bestrahlt. Gezeigt ist der Anteil an apoptotischen Zellen (1 = 100%)
in der Gesamtzahl an behandelten Zellen 24 Stunden nach der Bestrahlung,
gemessen mittels Durchflusszytometrie und aufgetragen als Mittelwert +/- SEM (n =
9). Zur besseren Ubersicht sind nur die signifikanten Unterschiede dargestellt (* p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001), alle nicht-signifikanten Unterschiede sind nicht
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Abbildung 26: PDT und Shikonin fiihren zu einer Erh6hung der NF-1 mRNA-Expression.
Dargestellt ist jeweils die mittlere mMRNA-Expression relativ zur Kontrollgruppe
gemessen mit RT-gPCR (Mittelwert +/- SEM, n = 6; Werner et al. 2022 [96],
aaToTo L1 T4 T=T o RSP PPPPRP 66
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Abkurzungsverzeichnis

5-ALA 5-aminolevulinic acid (5-Aminolavulinsaure)
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ECACC European Collection of Authentic Cell Cultures

EMT Epithelial-mesenchymale Transition

FCS Fetal Calf Serum (Fetales Kélberserum)

FGR Fluoreszenzgestitzte Resektion

GBM Glioblastoma multiforme

GSC Glioblastoma stem cells (Glioblastomstammzellen)
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1. Einleitung

1.1 Das Glioblastoma multiforme (GBM)

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist mit 57% der zentralnervésen Neoplasien der haufigste Hirn-
tumor des Menschen und zugleich einer der tddlichsten Krebserkrankungen tberhaupt. Die Inzidenz
betragt jahrlich 3,21 pro 100.000 Einwohner (USA 2011-2015), Manner sind 1,58-mal haufiger be-

troffen als Frauen. [1]

Die initiale Symptomatik der Erkrankung wird meist bestimmt von der intrakraniellen Druckerhéhung,
bedingt durch die raumfordernde Wirkung des Tumors. Im Vordergrund stehen dabei haufig Kopf-
schmerz, fokalneurologische Ausfélle und in ca. 25% der Félle demaskiert sich das GBM durch einen
epileptischen Anfall. Zur initialen Diagnostik wird in der Regel ein bildgebendes Verfahren in Form
von Computer- oder Magnetresonanztomografie gewahlt. Unter Gadoliniumgabe zeichnet sich darin
oftmals eine periphere Kontrastmittelaufnahme mit einer zentralen Nekrose ab. Einblutungen,

Odeme und verkleinerte Ventrikel sind weitere radiologische Hinweise. [2]

Zur sicheren Diagnosestellung wird entweder eine Gewebeprobe stereotaktisch entnommen oder
Gewebestlicke bei der mikrochirurgischen Resektion gewonnen, welche dann jeweils durch die His-

topathologie beurteilt werden [3].

1.1.1 Klassifikation nach WHO

Entsprechend der WHO-Klassifikation der Tumoren des zentralen Nervensystems von 2021 gehort
das Glioblastom zu den astrozytaren Tumoren und damit zu den neuroepithelialen Neoplasien in-
nerhalb der Gruppe der Gliome [4, 5]. Wéahrend in der vierten Auflage dieser Klassifikation von 2016
noch zwischen Glioblastom, IDH-mutiert und Glioblastom, IDH-Wildtyp unterschieden wurde [6], wer-
den in der neuen Auflage nur noch die Tumore vom IDH-Wildtyp als Glioblastom bezeichnet [4]. Das
bis 2021 sog. IDH-mutierte GBM wird nun als Astrozytom, IDH-mutiert, WHO-Grad IV bezeichnet [5,
6]. Jedes GBM wird als besonders bosartiger Tumor dem WHO Grad IV zugerechnet und geht damit
mit einer deutlichen Reduktion der Lebenszeit einher, solange es weiterhin keine effektive Therapie
gibt [4].

1.1.2 Aktuelle Therapierichtlinien

Die aktuelle Therapie des Glioblastoms beinhaltet im Wesentlichen die mdglichst vollstandige chi-
rurgische Resektion [7, 8] und eine adjuvante Radiochemotherapie nach dem sog. Stupp-Protokoll
[9]. Dieses Schema sieht eine fraktionierte Bestrahlung tiber einen Zeitraum von sechs Wochen vor,
mit zusatzlicher Gabe der DNA-alkylierenden Substanz Temozolomid (TMZ), welche parallel zur Be-
strahlung erfolgt und im Anschluss fur sechs Monate fortgefiihrt wird [9]. Vollstdndige Resektion be-
deutet, dass der makroskopisch sichtbare Tumor chirurgisch komplett entfernt wurde und in der post-

operativen MRT keine kontrastmittelaufnehmenden Areale mehr nachweisbar sind [7, 8].
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Eine Resektion aller Tumorzellen ist aber in den meisten Fallen nicht méglich, da das Glioblastom
ein sehr infiltratives Wachstum zeigt, welches oft weit tber die intraoperativ sichtbaren Réander hin-
ausreicht. Zudem befinden sich haufig neurologisch relevante Areale, die bei der Operation nicht
geschadigt werden sollen, in unmittelbarer Nahe der Neoplasie, so z.B. sprachliche und motorische

Regionen der GroRRhirnrinde. [2]

Eine Verbesserung der Vollstandigkeit der Tumorentfernung bietet die sog. fluoreszenzgestitzte Re-
sektion (FGR). Dabei wird dem Patienten drei bis vier Stunden vor Operations- und Narkosebeginn
5-Aminolavulinsaure (5-ALA), eine Vorstufe des Hamoglobins, oral verabreicht, das zu dem fluores-
zierenden und photoaktiven Protoporphyrin IX (PpIX) umgebaut wird, welches tumorselektiv akku-
muliert (s. auch 1.4.2). Mittels in das OP-Mikroskop integrierter Fluoreszenzmikroskopie kann der
Operateur gezielt nach fluoreszierenden Arealen suchen und sie entfernen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass dies in 65% der Falle zur vollstandigen Resektion fuhrte (vgl. 36% bei Weililicht) und das

6-monatige progressionsfreie Intervall von 21% auf 41% der Patienten erhdht werden konnte. [10]

1.1.3 Prognose und Uberlebenswahrscheinlichkeiten

Die Prognose eines Patienten mit Glioblastom ist nach wie vor schlecht. Lediglich 30% der Patienten
bleiben innerhalb des ersten Jahres nach Diagnose progressionsfrei [11], das Funfjahresiuberleben
liegt bei unter 5% [2], bzw. 5,5% [12]. In neueren Studien wird das mittlere Uberleben innerhalb der
ersten fiinf Jahre mit 13,8% beschrieben und die mittlere Uberlebenszeit mit 12 Monaten angegeben,
bzw. 23 Monate unter bestmdglicher Therapie, sprich vollstandige chirurgische Resektion plus peri-
operative Radiochemotherapie [13]. Geringes Alter, guter Allgemeinzustand und MGMT Methylie-
rung sind die wichtigsten Faktoren flr eine bessere Prognose des Patienten [14].

1.2 Tumorstammzellen

Einen Erklarungsansatz fur die hohen Rezidivraten, das schlechte Ansprechen auf die etablierten
Therapien und die weiterhin infauste Prognose der Glioblastompatienten bietet das Modell der sog.

Tumorstammzellen (CSC).

1.2.1 Eigenschaften und Charakterisierung

Nach diesem Konzept sind viele maligne Tumore, insbesondere das Glioblastom eine sehr hetero-
gene Ansammlung von Zellen [15, 16]. Die Hauptmasse des Tumors wird gebildet durch teilungsun-
fahige, differenzierte Zellen [17]. Diese Zellen kdnnen durch epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) zu Glioblastomstammzellen (GSC) mutieren, welche in ihren zellularen Eigenschaften den
physiologisch vorkommenden Gewebestammzellen des menschlichen Kdrpers ahneln [17]. GSC
kénnen ebenso aus normalen Gewebestammzellen, Progenitorzellen und differenzierten Zellen
durch Mutationen und De-Differenzierung entstehen (s. Abbildung 1) [17]. Sie besitzen die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung und kénnen durch Teilung weitere Stammzellen oder teilungsfahige Progeni-
torzellen hervorbringen [18]. Diese kdnnen wiederum ausdifferenzieren und eine Gré3enzunahme
des Tumors bewirken [18]. Die Stammzellen sind aufgrund guter DNA-Reparaturmechanismen re-
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sistenter gegeniiber Radio- und Chemotherapie (Maintenance), kénnen in die GO-Phase des Zell-
zyklus wechseln (Quiescence) und kdénnen so den zellteilungsinhibierenden Chemotherapien ent-
kommen [18, 19]. Sie sind mitunter verantwortlich fir invasives Tumorwachstum und Metastasierung
[20].

Gewebestammzelle Tumorstammzellen somatische
Zelle
De-
differenzierung ,

ﬁ_. "'if? ....... ........ |

De-
differenzierung

Progenitorzelle differenzierte Tumorzelle

Zelle

ﬁ Mutationen Created in BioRender.com bio

Abbildung 1: Modell zur Entstehung von Tumorstammzellen. Aus dem reguléaren Differenzierungsweg der Zellen
von Stammzelle Uber Progenitorzelle zur differenzierten Zelle kénnen durch epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) und De-Differenzierung Tumorstammzellen entstehen. Auch aus bereits bestehenden Tumorzellen kén-
nen durch epithelial-mesenchymale Transition Tumorstammzellen hervorgehen. (aus Keyvani-Ghamsari et al.
2021 [17], modifiziert; Abbildung erstellt mit BioRender.com)

GSC exprimieren wie die meisten Stammzellen spezifische Oberflachenmarker und intrazelluléare
Proteine. CD133 ist ein transmembranes Glykoprotein und ein bekannter Stammzellmarker, dessen
Expression mit erhéhter Tumorgenese und Metastasierung assoziiert ist [21]. CD44 ist als Oberfla-
chenprotein ein weiterer bekannter Stammzellmarker und ist u.a. verantwortlich fir Tumorprogres-
sion und Metastasierung [22]. Auch wurden viele neue Marker gefunden, die entscheidende Rollen
im Glioblastom spielen kénnten. Der Marker ATG4C scheint durch Autophagozytose das Wachstum
voranzutreiben, wobei ein Knock-Down zur Inhibition von Tumorprogress und zur Erhéhung der
TMZ-Sensitivitat fuhrt [23]. Das Transkriptionsprodukt von DJ-1 (alias PARK-7) reduziert die Kon-
zentration an intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und tragt zur Selbsterneuerung der
Stammzellen bei [24]. Das Protein ABCG2 als membranstandiger Transporter bedingt durch Aus-
schleusungsprozesse wesentlich die Chemotherapieresistenz [25]. Das Protein ABCB6 gehort eben-

falls zur Familie der ATP-binding cassette (ABC) Transportern und ist ein Porphyrintransporter und
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zum Ein- und Ausschleusen von Ham und seinen Vorstufen in und aus der Zelle fahig [26]. Neuro-
fiboromatosis Typ 1 (NF-1) loss-of-function Mutationen gehen mit héherer Aggressivitat des
Glioblastoms einher [27]. Nestin ist ein Intermediérfilament und besonders in teilungsfahigen Proge-

nitor- und Stammzellen zu finden [28, 29].

1.2.2 Die Rolle der Mitochondrien in der Tumorerhaltung

Auch die Mitochondrien spielen in vielen zellularen Prozessen des Glioblastoms eine entscheidende
Rolle. Nicht nur, dass sie fur die Stammzellen einen erheblichen Anteil zur Energiegewinnung durch
oxidative Phosphorylierung beitragen, sie sind auch fur Kalziumhoméostase wichtig und sind betei-
ligt an der Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Mitochondriale Dysfunktion fihrt zu
einem Ungleichgewicht im intrazellularen Kalziumhaushalt, verringerter Zykluskontrolle, starkerer
Proliferation und tragt so zur Tumorentstehung bei. Zudem gehen mehr Stammzellen in das
Quiescence-Stadium tber und foérdern so das langfristige Tumortberleben. [18]

Mitochondriale Dysfunktion und Aufspaltung der Mitochondrien als Folge einer Aktivierung der mito-
gen-aktivierten Proteinkinase- (MAPK-) Kaskade und des Myelocytomatose-Onkogens (MYC) fihrt
zur epithelial-mesenchymalen Transition, die ein wichtiger Baustein in der Migrationsfahigkeit von

malignen Neoplasien ist [30].
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Abbildung 2: Mitochondriale Dysfunktion fiihrt zu gestorter Kalziumhomdostase, Bildung von Sauerstoffradika-

Verlust der )
Zellzyklus-Kontrolle |

len (ROS) und Zellzyklus-Kontrollverlust. Stammzellen, die in GO (Quiescence) tibergehen, sind auRerhalb der
Teilungsaktivitat und nicht mehr fiir konventionelle Chemotherapien anfallig, kdnnen aus diesem Zustand jedoch

reaktiviert werden. (Iranmanesh et al. 2021 [18], modifiziert; Abbildung erstellt mit BioRender.com)
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1.3 Sekundare Pflanzenstoffe

Neue Therapien gegen das Glioblastom mussen zielgerichtet sein und insbesondere die oben be-
schriebenen Tumorstammzellen miterfassen. Eine Mdéglichkeit dazu kénnten die sog. sekundaren
Pflanzenstoffe bieten, von denen einige in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung geraten
sind.

1.3.1 Definition

Als sekundare Pflanzenstoffe (auch Phytochemikalien oder Phytamine genannt) werden Substanzen
beschrieben, die von verschiedensten Pflanzenarten produziert werden, aber fiir diese nicht zwin-
gend lebensnotwendig sind. Sie nutzen den Pflanzen z.B. in der Abwehr von Pathogenen und Her-
bivoren, bei der Anlockung von Insekten und beim Schutz vor UV-Strahlung. Darunter fallen diverse

chemische Verbindungen wie u.a. Phenole, Terpene, Betalaine, Chinone, etc. [31]

1.3.2 Urspriunge in der Traditionellen Chinesischen Medizin

Die traditionelle chinesische Medizin greift in der Behandlung von Tumoren bereits seit Jahrhunder-
ten auf sekundéare Pflanzenstoffe zuriick, die in verschiedensten Darreichungsformen angeboten
werden - die erste Beschreibung geht bis in die Qin-Dynastie im dritten Jahrhundert vor Christus
zuruick. Die Phytochemikalien konnten Symptome der Tumorerkrankung lindern und zur Verbesse-
rung der Lebensqualitat beitragen. [32]

In den letzten Jahrzenten haben sich diese Stoffe nicht nur in der adjuvanten Therapie der Tumor-
behandlung etabliert, immer mehr Forschungsergebnisse zeigen, dass viele traditionell chinesischen
Medikamente auch diverse therapeutische Effekte auf Tumorstammzellen (CSC) haben. In vitro und
in vivo konnte gezeigt werden, dass sekundare Pflanzenstoffe Apoptose induzieren und Autopha-
gozytose inhibieren, dass es zu einer Reduktion von Zellvitalitat, -proliferation und -invasion kommt,
Stammzellmarker herunterreguliert werden und eine Sensibilisierung gegen Chemotherapien statt-
findet. [33]

1.3.3 Shikonin

Shikonin ist chemisch den Naphthochinonen zuzuordnen und kann u.a. aus der Wurzel von Lithos-
permum erythrorhizon oder E. plantagineum isoliert werden [34]. Dort liegt der Wirkstoff iberwiegend
in kleinen Vesikeln im Periderm der Wurzeln vor (s. Abbildung 3A+B) [34]. Es ist der Hauptwirkstoff
des in der TCM als Zicao beschriebenen Medikamentes und ist dort fur seine antiinflammatorischen,
antimikrobiellen und wundheilenden Effekte bekannt [35, 36]. Die Strukturformel ist in Abbildung 3C
dargestellt [37].
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Abbildung 3: A: Hellfeldmikroskopie einer Wurzel von E. plantagineum, Lokalisation von Shikonin
(rot) hauptsachlich im Periderm (Balken: 1 mm, Zhu et al. 2016 [34], modifiziert); B: Shikoninfluores-
zenz in der Konfokalmikroskopie eines Wurzelhaars von E. plantagineum (Balken: 10 um, Zhu et al.
2016 [34], modifiziert); C: Strukturformel von Shikonin (Andujar et al, 2012 [37]).

Neuere Forschungsergebnisse implizieren, dass Shikonin sehr wirksam in der Behandlung maligner
Neoplasien, insbesondere des Glioblastoms sein konnte. Uber DNA-Alkylierung und radikale Sau-
erstoffspezies (ROS) werden direkte und indirekte Zellschaden verursacht, die eine Immunreaktion
auslésen und in Tumorzellen zu Apoptose und Nekroptose flhren [38]. Shikonin blockiert die Zell-
proliferation, die Invasions- und Migrationsfahigkeit Gber die Beeinflussung verschiedener Signal-
wege z. B. Uber PI3K/AKT, miR-17-5p/PTEN/Akt und EGF [39-41]. Es kann die Wirkung von kon-
ventionell verwendeten Chemotherapeutika Uber die Blockade von Membrantransportern wie

ABCG2 verstarken, gezeigt wurde das u. a. am Prostata- [25] und am Lungenkarzinom [42].

1.3.4 Berbamin

Berbamin z&ahlt zu den Isochinolinalkaloiden und kann aus Berberitzen gewonnen werden, z.B. Ber-
beris amurensis [43] oder Berberis vulgaris [44]. In Berberis vulgaris (s. Abbildung 4 links) kommt
Berbamin in allen Teilen der Pflanze vor, und insbesondere in Wurzel und Rinde [44]. Chemisch wird
es den Isochinolinalkaloiden zugeordnet, die Strukturformel ist in Abbildung 4 rechts zu sehen [44].
Wie auch bei anderen Phytochemikalien wurde bei Berbamin eine Vielzahl an anti-Tumor Eigen-
schaften festgestellt. Neueste Forschungsergebnisse zeigen, dass Berbamin zur Inhibition von
Proliferation, Migration und Invasion bei Brust- [45], Lungen- [46], Prostata- [47] oder Leberzellkar-
zinomen [48] fuhrt. Ebenso kommt es zur Induktion von Apoptose und zur Reduktion von Zelliber-
leben und -proliferation in verschiedenen Tumorzelllinien [49, 50]. Auch hier scheinen mehrere Sig-
nalwege eine entscheidende Rolle zu spielen, u. a. Uber PI3K/Akt, MDM2-p53, c-Maf [45] und
ROS/NF-kappaB [51].
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Abbildung 4: Links: Blatter und Friichte von Berberis vulgaris (Zarei et al. 2015 [44]) Rechts: Struktur-
formel von Berbamin (https://en.wikipedia.org/wiki/Berbamine#/media/File:Berbamine_structure.svg,
Stand 02.09.2022)

1.4 Photodynamische Therapie (PDT)

Die photodynamische Therapie (PDT) ist ein neuartiges Behandlungskonzept in der Medizin, das
auf der Sensibilisierung der kranken Zellen gegentiber sichtbarem Licht beruht [52]. Das Klinische
Anwendungsspektrum ist sehr weit gefachert und das Interesse in der internationalen Forscherge-

meinschaft ist sehr hoch.

1.4.1 Urspringe und Entdeckung

Erstmalig beschrieben wurde der photodynamische Effekt 1900 und 1904 durch den in Minchen
wirkenden Arzt und Pharmakologen Herrmann von Tappeiner und seinem Doktoranden Oscar Raab.
Bei dessen Forschungsarbeiten wurde entdeckt, dass bestimmte Farbstoffe den Zelltod induzieren
kénnen, wenn die verwendeten Mikroorganismen nach Inkubation mit der Substanz dem Sonnenlicht

exponiert wurden. [52]

Von Tappeiner pragte bereits damals den Begriff der Photodynamik und beschrieb die drei wesent-
lichen Komponenten der PDT: Photosensibilisator, Sauerstoff und Licht [53]. In der Mitte des 20.
Jahrhunderts trug F.H.J. Figge einige Forschungsarbeiten zusammen, die zeigten, dass sich exogen
zugefihrte Porphyrinmolekile selektiv in murinen Tumoren akkumulieren kdnnen [52, 54]. Wenig
spéater konnte auch am Menschen gezeigt werden, dass Porphyringabe zu einer Fluoreszenz be-
stimmter Tumoren fiihrt [52]. Da zun&chst die apparative Ausstattung fiir den klinischen Einsatz der
PDT fehlte [53], kam es erst in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts zu den ersten erfolgreichen
Therapien am Patienten durch die Gruppe um Dougherty im Roswell Park Cancer Institute, USA [52,
55, 56]. Zu Beginn noch auf gut zugangliche und oberflachliche Karzinome wie Haut- und Schleim-
hauttumoren begrenzt, weiteten sich die Experimente und Forschungsarbeiten zur PDT auch auf
schwierig zu erreichenden Tumoren aus, bis hin zur Therapie der intrakraniell gelegenen malignen
Gliome [57, 58].
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1.4.2 Prinzip der 5-Aminolavulinsdure-basierten PDT (5-ALA-PDT)

Die photodynamische Therapie basiert prinzipiell auf den drei 0.g. Komponenten Licht, Sauerstoff
und Photosensibilisator. Grundlegend wird den Zellen eine Substanz zugefuhrt, die entweder selbst

oder deren Metabolite photoaktive Eigenschaften besitzen. [59]

Befinden sich diese Photosensibilisatoren innerhalb der Zelle, kdbnnen sie mit Licht einer definierten
Wellenldnge beleuchtet und vom Grundzustand in einen angeregten Singulett-Zustand gebracht
werden. Sie kdnnen diesen Zustand auf mehreren Wegen verlassen. Zum einen zurlick in den Sin-
gulett-Grundzustand, was Uber die Emission von Licht (Fluoreszenz) oder strahlungslos (internal
conversion) funktioniert. Zum anderen kdénnen sie durch Spinumkehr der angeregten Elektronen in
den angeregten Triplet-Zustand wechseln (Intersystem-Crossing). Von dort aus kénnen sie entweder
per Phosphoreszenz oder Gber Energieabgabe an in unmittelbarer Nahe befindliche Molekiile (wie
bspw. molekularem Sauerstoff) und Bildung von Radikalen (Singulett-Sauerstoff, Hydroxyradikale)
in den Grundzustand zurtickkehren (s. Abbildung 5). [60]

Diese Sauerstoffradikale schadigen dann in unmittelbarer Umgebung ihrer Entstehung die Zellstruk-
turen auf unspezifische Weise, was bei ausreichend hoher Schadigung der Zelle zu Apoptose, Nek-

rose und Autophagie fihren kann [59].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des photodynamischen Effektes. Der Photosensibilisator wird im Sin-

gulett-Grundzustand durch einfallendes Licht hvabs angeregt. Den angeregten Singulett-Zustand kann er tUber
Fluoreszenz hvem oder Internal Conversion wieder verlassen oder wechselt Giber Spinumkehr in den angereg-
ten Triplett-Zustand (Intersystem Crossing). Dieser kann Uber die Typ 1 — Reaktion (Bildung von Hydroxyradi-
kalen), die Typ 2 Reaktion (Bildung von Singulett-Sauerstoff) oder Phosphoreszenz hvem verlassen werden
(Silva et al. 2015 [60], modifiziert; Abbildung erstellt mit BioRender.com).
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Die Besonderheit der 5-ALA basierten PDT besteht im Wesentlichen darin, dass der Photosensibili-
sator nicht in seiner photoaktiven Form den Zellen zugefihrt wird. 5-ALA ist selbst kein Photosensi-
bilisator, sondern muss erst tber mehrere Synthesestufen (s. Abbildung 6) im Zytosol und in den
Mitochondrien der Tumorzellen zu Protoporphyrin IX (PplX), einer Vorstufe des H&ms metabolisiert
werden. [61]

(Mitochondrium)

CPgen llI
UPgen IlI
H “&B (Zellkern)
PBG Ferreochelatase
\- Ham
5-ALA ( ‘.'- (& PplX
5-ALA ga’);

o N

~ =

= 3
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[ Created in BioRender.com bio
5-ALA PpIX

74
HOLC COH

Abbildung 6: Oben: Vereinfachte schematische Darstellung der Hambiosynthese und der PplIX-Entstehung
(Stepp et al. 2018 [10], modifiziert; Abbildung erstellt mit BioRender.com). Unten links: Strukturformel von 5-
ALA  (https://de.wikipedia.org/wiki/5-Aminol%C3%A4vulins%C3%  Adure#/media/Datei:5-amino-4-oxopen-
tanoic_acid_200.svg, Stand 05.09.2022). Unten rechts: Strukturformel von PpIX (https://fen.wikipe-
dia.org/wiki/Protoporphyrin_IX#/media/File:PplXtransH.png, Stand 05.09.2022)

Erst das PplX ist photoaktiv und kann nach o.g. Prinzip zur PDT genutzt werden [10]. Daftr kénnen
verschiedene Wellenlangen genutzt werden, da PpIX mehrere Absorptionsbanden besitzt (s. Abbil-
dung 7, [62]). Porphyrine wie auch das PplIX absorbieren am stéarksten an der Grenze vom sichtbaren
zum ultravioletten Licht, je nach Losungsmittel etwa bei 406 nm, die sog. ,Soret-Bande” [63, 64].
PpIX besitzt zudem weitere Absorptionsmaxima im sichtbaren Wellenlangenbereich, die sog. Q-
Banden (s. Abbildung 7) [62]. Experimentelle Messungen an Hirngewebe von Mausen zeigte, dass
die Eindringtiefe des Lichts ist im Bereich von 405 nm geringer ausgepragt ist, als bei 635 nm (405
nm: ca. 0,4 mm, 635 nm: ca. 1,7 mm) [65]. Fiur die PDT am Glioblastom hat sich die Nutzung von
rotem Licht bei ca. 635 nm Wellenlange etabliert [10, 66].



1 Einleitung 21

2.0

1.5 (b) |(c) (d) (e) i
E 1.0 .
1!!

0.5

N\

0.0k L ! L | 1 l 1 l \-/I\==
350 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

Abbildung 7: Absorptionsspektrum von PplX (schwarze Kurve), Soret Bande (a, 405 nm) und Q-Banden von
blauem (b, 505 nm), griinem (c, 540 nm), gelbem (d, 575 nm) und rotem Licht (e, 630 nm). (Valentine 2011 [62])

Die Akkumulation von PplIX gestaltet sich auf3erst tumorselektiv, d.h. dass das umliegende Gewebe
im Gegensatz zum Tumor so gut wie kein oder nur geringfligig photoaktives PplIX anreichert [61].
Das bringt den Vorteil, dass die PDT dadurch eine fur gesundes Gewebe sehr schonende Therapie
darstellt, was insbesondere im Gehirn eine entscheidende Rolle spielt, da sich h&ufig funktionell
bedeutsame Areale in unmittelbarer Nachbarschaft zum Tumor befinden [10]. Potenzielle Griinde
fur diese tumorselektive Akkumulation sind u.a. eine durchlassigere Blut-Hirn-Schranke im Tumor-
gewebe, erhdhte Aktivitdt von Membrantransportern und Enzymen in der PplX-Synthese, sowie der
Mangel an Eisen und die reduzierte Aktivitat der Ferrochelatase, welche fur die Weiterverarbeitung
des PplX zu Ham notig ware [10, 61].

1.4.3 Anwendungsgebiete in der klinischen Medizin

Die fluoreszierenden und photoaktiven Eigenschaften von PpIX haben seit ihrer Entdeckung im 20.
Jahrhundert zur Entwicklung vielféltigster Anwendungen in Diagnostik und Therapie gefiihrt.

Wie bereits in 1.1.2 beschrieben, macht man sich die Eigenschaften des PplIX in der fluoreszenzge-
stutzten Resektion (FGR) zunutze, die bei einer Vielzahl an Tumoren als Unterstiitzung fiir den Ope-
rateur angewandt wird [10]. Diese Technik wird nicht nur beim Glioblastom genutzt [10], sondern

findet auch in der transurethralen Resektion des Blasenkarzinoms Anwendung und erzielt in der
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klinischen Anwendung deutliche Erfolge gegeniber der herkbmmlichen Methode ohne Fluoreszenz-
gestitzte Kontrast-Bildgebung [67].

Neben der FGR hat auch die PDT Einzug in viele Bereiche der klinischen Medizin gehalten. Sie
findet Anwendung in der Therapie maligner Neoplasien der Gallenwege oder deren Invasion durch
z.B. hepatozellulare Karzinome [68, 69]. Ebenfalls etabliert in sie der Behandlung vielfaltigster Haut-
krankheiten und -tumore: Aktinische Keratosen, Melanome, Basalzellkarzinome, u.v.m. kdnnen
durch topische oder systemische Applikation von 5-ALA und anderen Photosensibilisatoren licht-
empfindlich gemacht und anschlief3end mit Laser- oder durch Sonnenlichtexposition behandelt wer-
den [70-73].

Neben der Behandlung von malignen Neoplasien wurde auch die anti-mikrobielle Wirkung der PDT
wissenschatftlich untersucht. Einige Studien konnten bereits eine gute Wirksamkeit der PDT u.a. ge-
gen den Vancomycin- bzw. Methicillin- resistenten Staphylococcus aureus (VRSA [74, 75], MRSA
[76]) zeigen. Dies bildet die Grundlage fiir die Entwicklung einer guten Alternative zur klassischen
antibiotischen Chemotherapie, insbesondere in Zeiten, in denen zunehmende Resistenzentwicklun-
gen eine Herausforderung darstellen [75].

Fur die vorliegende Dissertationsschrift ist die neuartige interstitielle PDT (iPDT) beim Glioblastom
von Interesse, die sich seit einigen Jahren auf dem Vormarsch in der klinischen Medizin befindet.
Dabei werden dem Patienten ein bis vier Stunden vor Operation 20 mg/kgKG 5-ALA (z.B. Gliolan®,
ALAGLIO®, medac, Wedel) oral appliziert, welches dann in den Folgestunden von den Tumorzellen
aufgenommen und dort zu PplX metabolisiert wird [10, 77]. Nach erfolgter Anasthesie werden dem
Patienten entsprechend der vorangegangenen Bestrahlungsplanung stereotaktisch Lichtleitfasern
mit zylindrisch abstrahlenden Lichtdiffusoren ins Tumorgewebe implantiert — der Abstand der Fasern
betragt etwa 10 mm zueinander und etwa 4 mm zum kontrastmittelaufnehmenden Tumorrand [10].
Mit Laserlicht einer Wellenlange von 635 nm und einer Leistung von 200 mW/cm-Diffusorlange wird
anschlieBend das gesamte Tumorvolumen inklusive der Infiltrationszone fir eine Stunde bestrahlt
(s. Abbildung 8) [10, 77]. Durch die geringe Leistung wird gewébhrleistet, dass sich das Gewebe nicht
starker als um 4°C erhitzt und dadurch thermische Gewebeschaden ausgeldst werden — die Therapie

erfolgt somit athermisch [10, 78].

Der erste Heilversuch in Minchen wurde 2002 durchgefiihrt, bei einer damals 31-jahrigen Patientin
mit Glioblastomrezidiv links insulér bei Z.n. Tumorresektion und adjuvanter Radiochemotherapie
04/2001 (Erstdiagnose 04/2001). Bei einem Tumorvolumen von 7,9 cm? erfolgte eine iPDT im Kilini-
kum GrofRhadern nach o.g. Prinzip. Vierundzwanzig Stunden nach der Behandlung wurde eine MRT
veranlasst, die ein nahezu vollstandiges Verschwinden der kontrastmittelaufnehmenden Tumorbe-
reiche zeigte. Die Patientin konnte fiinf Tage nach Operation entlassen werden, das Dexamethason
wurde ausgeschlichen. Die Kontrollaufnahmen nach 7, 15 und 27 Tagen zeigten einen weiteren
Ruckgang der Kontrastmittelaufnahmen und des peritumoralen Odems. Sechs Monate spater erhielt
die Patientin in einem anderen Klinikum weitere Zyklen an Chemotherapie, die aber aufgrund von
Knochenmarksdepression immer wieder unterbrochen werden mussten. 2007 war die Patientin wei-

terhin rezidivfrei. [79]

Aus einem Gesprach mit meinem promovierten Mitbetreuer ging hervor, dass die Patientin schliel3-

lich 2013 an einer Lungenfibrose gestorben sei [80].
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Ein 2023 veroffentlichter Bericht Uber die iPDT-Behandlung von 16 Patienten mit de novo
Glioblastom zeigte einen signifikanten Vorteil von iPDT vs. konventioneller Therapie auf. So war das
mediane progressionsfreie Intervall mit 16,4 gegeniiber 9,9 Monaten (p < 0,01) und das mediane
Gesamtiberleben mit 28,0 (6,0 — 50,0) gegentiber 20,4 Monaten (17,9 — 22,9; p = 0,01) in der iPDT-
Gruppe deutlich erhéht. In der iPDT-Gruppe hatten 43,8% der Patienten (7/16) ein progressions-
freies Intervall von Uber 24 Monaten, in der Referenzgruppe waren es lediglich 8,9% (11/110;
p <0,01).[81]

2021 wurde in einer weiteren Studie gezeigt, dass die iPDT auch bei Rezidiven maligner Gliome eine
sehr gute Therapieoption darstellt: Das mediane progressionsfreie Intervall lag hier bei 13,0 (95%
KlI: 9,2 — 16,8) Monaten, das Zwei- bzw. Finfjahrestberleben bei 25,0% und 4,5% [82]. Zum Ver-
gleich dient eine Publikation von 2016, laut der die meisten Therapieoptionen bei GBM-Rezidiv ein

medianes progressionsfreies Intervall von sieben bis neun Monaten erreichen [83].

Laser

3-4 Stunden vor ca. 1 Stunde
Operation Bestrahlungsdauer

Created in BioRender.com bio

Abbildung 8: Klinische Umsetzung der 5-ALA basierten photodynamischen Therapie. Drei bis vier Stunden vor
Operation werden dem Patienten 20 mg/kgKG 5-ALA (Gliolan®, ALAGLIO®, medac, Wedel) oral verabreicht.
Es kommt zu einer tumorselektiven Anreicherung von PplIX. Entsprechend der vorangegangenen Bestrahlungs-
planung werden die Laserfasern stereotaktisch operativ in das Tumorvolumen eingebracht. Nach korrekter Plat-
zierung wird fiir eine Stunde der Laser aktiviert und der Tumor mit 200 mW/cm Faserldnge ausgeleuchtet (nach
Stepp et al. 2018 [10]; Abbildung erstellt mit BioRender.com).

1.5 Zielsetzung, Fragestellung und Hypothesen

Diese Dissertationsschrift befasst sich mit dem Einfluss von Berbamin und Shikonin auf Tu-
morstammzellen des Glioblastoms und insbesondere mit der Kombination von Shikonin und photo-
dynamischer Therapie in vitro. Als Modell zur Untersuchung von Glioblastomstammzellen (GSC)

wird deren Anreicherung in sog. ,Spheres* genutzt.

Zu Beginn wurden die Einflisse von Shikonin und Berbamin auf Glioblastomzellen und -stammzellen

in Kombination mit Temozolomid (TMZ) in grundlegenden Experimenten untersucht. Dazu wurden
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die Einflisse auf die Zellvitalitat, die Zellproliferation, die Bildung von Spheres und die Induktion von
Apoptose gemessen. Es stand hierbei die Fragestellung im Vordergrund, ob die Kombination von
TMZ mit Shikonin und Berbamin zu einer Wirkungsverstarkung fihren kann und ob es zu einer
Wachstumseinschrankung der Stammzellen kommt. Zur Beurteilung, ob mithilfe der Phytochemika-
lien auch eine Durchbrechung der TMZ-Resistenz erzielt werden kann, wurden drei TMZ-resistente

Zelllinien gezlchtet und in vergleichenden Experimenten untersucht.

Um Hinweise darauf zu erhalten, ob und wie sekundéare Pflanzenstoffe die Akkumulation von photo-
aktivem PpIX in Glioblastomzellen beeinflussen kénnen, wurden Quantitat und intrazellulare Vertei-
lungsmuster von PPIX mittels Fluorometrie, Durchflusszytometrie und Konfokalmikroskopie be-
stimmt. Fur die Beurteilung des Effektes auf die photodynamische Therapie wurden zunéchst unter-
schiedliche Bestrahlungsbedingungen ausgetestet. Ziel war es, fir jede Zelllinie eine geeignete
Kombination aus 5-ALA-Konzentration, Leistungsdichte und Bestrahlungsdauer zu finden, bei der
ein mittleres Zellliberleben von ca. 80% reproduzierbar zu erwarten war. Dieser Wert wurde gewahilt,
um anschlieBend sowohl wirkungsverstarkende als auch wirkungsmindernde Einflussgrof3en beur-
teilen zu kbénnen. Danach wurden Zellvitalitat, Zellproliferation und Apoptoserate nach Inkubation mit
5-ALA und anschlielender Bestrahlung untersucht. Fir ein detaillierteres Verstandnis, insbesondere
der intrazellularen Signalwege, wurden die Stammzellen abschlieRend anhand ausgewahlter Marker

charakterisiert und die Veréanderungen der Marker nach PDT auf mRNA-Ebene untersucht.

Die Hypothesen dieser Arbeit sind, dass Shikonin bzw. Berbamin Anti-Tumor-Effekte auf
Glioblastomzellen besitzen, dass mittels Shikonin eine Durchbrechung der TMZ-Resistenz der
Stammezellen erreicht werden kann und dass Shikonin zu einer Wirkungsverstarkung der photody-

namischen Therapie fihrt und sich dieser Effekt insbesondere an den Glioblastomstammzellen zeigt.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien, Zelllinien, Reagenzien und

Software

Gerat

Axiovert 35 Lichtmikroskop
Bestrahlungskammer

Biofuge Pico, Tischzentrifuge
Captair® Bio Werkbank
Centrifuge 5425 R Zentrifuge
Easypet 3 Pipette

Emax precision microplate reader
FACSCalibur™

FLUOstar OPTIMA

HeraSafe Sicherheitswerkbank
Inkubator

Kuhlschrank

Lightcycler

MC1 — Research RC2108, Waage
MikrOkular Full HD Okkularkamera
Mikropipetten

MrFrosty Freezing Container
Multikanalpipetten (8-, 12-Kanal)
Multipette® Plus

NanoDrop

Neubauer-Zahlkammer

Objektiv HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL
PTC-200 Thermocycler

Stickstofftank

TCS SP8 Weilllichtlaser-Konfokalmikro-
skop

Hersteller

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Minchen, DE

LIFE-Zentrum LMU, Minchen, DE
Haraeus Instruments GmbH, Hanau, DE
Erlab, Inc., Rowley, MA, US

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Eppendorf SE, Hamburg, DE

MWG Biotech, Ebersberg, DE

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, DE
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, DE
Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Robert Bosch GmbH, Gerlingen, DE
Roche Holding AG, Basel, CH

Sartorius AG, Géttingen, DE

Bresser GmbH, Rhede, DE

Gilson S.A.S., Villiers le Bel, FR
Thermo Scientific Inc., US

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Thermo Scientific Inc., US

Brand GmbH, Wertheim, DE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Cryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen (Sieg), DE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
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Tischzentrifuge
Vortex

Vortex (klein)

Wasserbad

Verbrauchsmaterial

p-slide 18-well

1,2 ml Microtubes (FACS)

12 ml Réhrchen

15 ml/ 50 ml R6hrchen

25 ml R6hrchen

6-well Platten

6-well Platten (ultra-low attachment)
96-well Platten

Cell strainer 40pm

Combi tips plus fur Multipette®
Conical tubes, Plain Skirted tubes

Filterspitzen 0,1 — 2,5 pl

Filterspitzen 10 ul, 20 ul, 100 pl, 200 pl,

1000 pl

Kryoréhrchen

M ColorpHast™ pH-Streifen 5,0 — 10,0

Millex® - GP Tilter Unit
PCR-Gefale

Pipettenspitzen 200 pl / 1000 pl
QuiaShredder Saulchen

Safe-Lock-Tubes

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml,

25 ml, 50 ml)

Spritzen steril 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20

ml, 50 ml

Unity Lab Services, Thermo Fisher Inc., US

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, DE

Bender & hobein GmbH, Munchen, DE

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, DE

Hersteller
ibidi GmbH, Gréfelfing, DE

Alpha laboratories Itd., Eastleigh, UK

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Falcon, Corning Inc., Durham, NC, US

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Falcon, Corning Inc., Durham, NC, US

Corning Inc., Kennebunk, ME, US
TPP AG, Trasadingen, CH
Corning Inc., Corning, NY, US

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Starlab International GmbH, Hamburg, DE

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE

Thermo scientific, Roskilde, DK
Merk KGaA, Darmstadt, DE
Merck Millipore Itd., Tullagreen, IE

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Quiagen GmbH, Hilden, DE

Eppendorf SE, Hamburg, DE

Falcon, Corning Inc., Durham, NC, US

BD Biosciences, Fraga, ES
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Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm? und
175 cm?

Zellkulturflaschen 75 cm? (ultra-low atta-

chment)

Zelllinie

U-87 MG

U251 MG

U-373 MG (Uppsala)

GB14

Reagenzien

5-ALA

7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
Annexin V — binding buffer
APC-konjugiertes Annexin V
Aqua iniectabilia

B27 supplement

Basic fibroblast growth factor (bFGF)

Berbamin

Falcon, Corning Inc., Durham, NC, US

Corning Inc., Kennebunk, ME, US

Katalognummer

ECACC: 89081402
ECACC: 09063001
ECACC: 08061901

primare Zelllinie LTI Minchen

Hersteller

Fagron GmbH, Glinde, DE

Pharmingen™ BD Biosciences, Heidelberg, DE
Pharmingen™ BD Biosciences, Heidelberg, DE
Pharmingen™ BD Biosciences, Heidelberg, DE
Deltamedia GmbH, Reutlingen, DE

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, DE

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX, US

CellTiter 96®Aqueos One Solution Reagenz Promega GmbH, Mannheim, DE

CellTiter-Blue® Reagenz
CryoSure-DMSO

DMEM/F-12 Zellkulturmedium

Epidermal growth factor (EGF)
FastStart Essential DNA Green Master
Fetal Calf Serum (FCS) ,Gold Plus®

Ko143

Promega GmbH, Mannheim, DE
WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach/Ts, DE

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Sigma Aldrich Chemie GmbH, DE
Roche Holding AG, Basel, CH
Bio & Sell GmbH, Feucht, DE

Tocris Biosciences, Bio-Techne GmbH, Wiesba-
den, DE
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L-Glutamin

Minimal essential medium (MEM)

Natriumpyruvat

PBS (pH = 7,4; Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4) 144,0 mg/l; Natriumchlorid (NacCl)
9,0 g/l; Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
795,0 mg/l)

Penicillin-Streptomycin

QuantiTect® Reverse Transcription Kit
Rhodamin 123

RNA Isolation Kit

RNAse free DNAse

RNAse free water

RNeasy Mini Kit

Shikonin

StemPro® Accutase®

T™Z

Trypanblau

Trypsin

Software:

CamLabLite™, Version Win X86, 1.0
OPTIMA software version 2.0.

BD CellQuest™ software, version 4.0.2
FlowJo™ version 9.9.5
Bestrahlungskammer-Software

SigmaPlot Version 11.0

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Qiagen GmbH, Hilden, DE

Sigma Aldrich Chemie GmbH, DE
Qiagen N.V., Hilden, DE

Qiagen N.V., Hilden, DE

Qiagen N.V., Hilden, DE

Qiagen N.V., Hilden, DE

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX, US

Life Technologies, Thermo Fischer Scientific, Wal-
tham, MA, US

Selleck Chemicals LLC, Houston, TX, US
Thermo Fisher Scientific Inc., US

Gibco, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, US

Bresser GmbH, Rhede, DE

BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, DE
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US
Tree Star Inc., Ashland, OR, US

Laser Forschungslabor, Miinchen, DE

Systat Software Inc., San José, CA, US
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Lightcycler® 96 software, version 1.1 Roche Holding AG, Basel, CH
EndNote™ v. 20.4 Clarivate Plc., Philadelphia, PA, US
LAS Xv. 3.5.7.23225 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
BioRender.com Science Suite Inc., Toronto, ON, CA

Microsoft® Word, Excel®, PowerPoint® fiir Microsoft Corporation, Redmond, WA, US
Microsoft 365 MSO (Version 2409 Build
16.0.18025.20214) 64 Bit

2.2 Zellkultur

Die Ergebnisse dieser Arbeit beruhen ausschliel3lich auf in vitro durchgefiihrten Experimenten.

2.2.1 Zelllinien

Es wurden insgesamt vier Glioblastomzelllinien untersucht, wobei zu beachten ist, dass nicht jedes
Experiment mit allen Linien durchgefiihrt wurde. Drei der Zelllinien — U-87 MG, U-373 MG (Uppsala)
und U-251 MG - sind international etablierte Glioblastomzellen, die in etlichen Forschungsarbeiten
Verwendung finden. Die verwendeten Zellen stammen von der European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC, Porton Down, Salisbury, England). Im weiteren Textverlauf werden die Kurz-
formen U87, U373 und U251 benutzt. Die vierte Zelllinie GB14 ist eine primare Zelllinie und stammt
von einer Patientin mit Glioblastomrezidiv. Das Tumorgewebe wurde entnommen zum Zeitpunkt der
interstitiellen PDT. Aus dem Probenmaterial wurde in unserem Labor die primére Zelllinie GB14

etabliert und u.a. fur diese Forschungsarbeit verwendet.

2.2.2 Inkubationsbedingungen

Die adharenten Zelllinien U87, U251, U373 und GB14 wurden in DMEM/F-12 Zellkulturmedium in-
kubiert, welches zusatzlich mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) ,Gold Plus, 1% Natriumpyruvat
(2 mM), 1% mimimal essential medium (MEM), 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin

(2 mM) versetzt wurde.

Zur Inkubation mit 5-ALA wurde FCS-freies Medium genutzt (DMEM/F-12, 1% Natriumpyruvat
(I mM), 1% mimimal essential medium (MEM), 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin
(2 mM)).

Das Medium zur Generierung von Tumorstammzellen (GSC-Medium fir sog. Spheres) (s. 2.2.3)
enthielt kein FCS, aber neben DMEM/F-12 noch 2% B27 supplement, 10 ng/ml epidermal growth
factor (EGF) und 10 ng/ml basic fibroblast growth factor (bFGF). AuRerdem wurden hier ultra-low-
attachment-Zellkulturflaschen verwendet.

Alle Zellen wurden bei 37°C, 5% CO2, 21% O und erhéhter Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.
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2.2.3 Anreicherung von Spheres

Adhérente Zellen aus unter 2.2.2 genannten Inkubationsbedingungen wurden durch 10-mindtige In-
kubation mit StemProAccutase® (im Folgenden nur ,Accutase®") schonend von der Oberflache der
normalen 75 cm2-Kulturflaschen abgel6st und 108 Zellen nach der Zentrifugation in 10 ml GSC-Me-

dium (s. 2.2.2) in Zellkulturflaschen 75 cm? (ultra-low-attachment) ausgebracht.

Unter den Bedingungen des serum-freien Mediums und der aufgrund der fehlenden Mdglichkeit zur
Adhéasion der Zellen am Boden der Zellkulturflasche bilden die Stammzell-ahnlichen Zellen in der
Kultur, die sog. Spheres aus. Dies sind meist kugelférmige Ansammlungen von Zellen, die sich be-
reits nach ein- bis zweitagiger Inkubation durch Zellteilung aus einer einzelnen Vorlauferzelle ausbil-
den. Sieben Tage nach Ausbringen der Zellen schwimmen im Medium makroskopisch sichtbare ku-
gelige Zellansammlungen, die Spheres genannt werden (s. Abbildung 9). Das Medium wird aus den
Flaschen in Rohrchen Uberfihrt und vier Minuten bei 72 rcf zentrifugiert. Nach Waschen mit PBS
und einer zweiten Zentrifugation bei 72 rcf fur vier Minuten werden die Spheres mit 2 ml Accutase®
zehn Minuten bei 37°C inkubiert, um ein Dissoziieren der Zellen zu erreichen. Im Anschluss werden
die Zellen nach Zugabe von PBS ein weiteres Mal vier Minuten bei 72 rcf zentrifugiert und resuspen-
diert. Durch die Anwendung eines 40 um Zellfilters (Cell strainer) kénnen nicht-dissoziierte Spheres
entfernt werden. Die dissoziierten Spheres kdnnen nun fir Assays verwendet oder wieder in ultra-

low-attachment-Flaschen ausgebracht werden, um weitere Spheres zu generieren.

Dissoziierte Spheres, welche fiir Experimente verwendet werden, sind in dieser Arbeit mit dem Préafix

,S" versehen (bspw. sU87).

Abbildung 9: Zeitliche Entwicklung einer U87 Sphere. Zum Zeitpunkt dO direkt nach dem Ausbringen
(d0) in 75 cm? ultra-low-attachment Flasche, sowie nach zwei (d2) bzw. sieben (d7) Tagen Inkubation

im Brutschrank.

2.3 Etablierung resistenter Zelllinien

U87, GB14 und U251 wurden mit steigender Konzentration von TMZ Giber mehrere Wochen inkubiert
und anschlieend per Annexin-V-Assay [84] auf ihre Resistenz untersucht. Die herangezuchteten

Zelllinien werden in dieser Arbeit mit dem Prafix ,r* versehen (rU87, rGB14, rU251).
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2.3.1 Inkubation mit steigender Konzentration

Zur Heranzuchtung der resistenten Zellen wurde das Zellkulturmedium mit TMZ versetzt. Als Orien-
tierungswert diente die fiir jede Zelllinie jeweils ermittelte halbomaximale Hemmkonzentration (IC50)
fur TMZ. Die halbmaximale Hemmkonzentration beschreibt die Konzentration einer Substanz, bei
der in Inkubation mit ihr nur die Halfte der Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe vital bleibt. Die
Experimente zur Ermittlung der IC50 sind in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, die IC50-Werte sind in
Tabelle 2 gezeigt. Genutzt wurde der 48-Stunden-Wert.

Die Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen in 10 ml Kulturmedium inkubiert, welches zu Beginn
mit 1/8 IC50 TMZ (s. Tabelle 2) versetzt war. Sobald die Zellen lichtmikroskopisch keine Beeintrach-
tigungen im Wachstum mehr zeigten, wurde die TMZ-Konzentration Giber Wochen schrittweise er-
hoht (1/6 IC50, 1/5 IC50, 1/4 IC50, 1/3 IC50, 1/2 IC50) bis die Zelllinien bei IC50 bzw. 1/2 1C50
Konzentration keine Wachstumseinschrankungen mehr zeigten. An diesem Punkt wurde dann die
Resistenz gegeniiber TMZ mittels Annexin-V-Assays Uberprift (s. 2.3.2).

2.3.2 Validierung der TMZ-Resistenz

Zur Messung der TMZ-Resistenz, welche bereits lichtmikroskopisch in der Zellkultur zu beobachten
war, wurde die Expression von Annexin V als Apoptosemarker nach Inkubation mit TMZ gemessen.
Dafur wurden jeweils 400.000 Zellen der resistenten (rU87, rGB14 und rU251) und der jeweiligen
parentalen adhérenten Linie (U87, GB14, U251) in 4 ml Kulturmedium in zwei Zellkulturflaschen (25
cm?) ausgebracht. Nach 24 Stunden wurde TMZ hinzugefigt, die zweite Flasche wurde als Kontrolle
ohne TMZ weiter inkubiert. Fir U87, GB14, rU87 und rGB14 wurde TMZ in IC50 der Ursprungszell-
linie genutzt (48-Stunden Wert TMZ fur U87: 0,3 mM und GB14: 0,7 mM, s. Tabelle 2). U251 und
ru251 wurden mit 1,25 mM TMZ inkubiert, was mehr als der doppelten IC50 von U251 entspricht.
Diese hohere Konzentration wurde gewéhlt, da U251 in einem ersten Validierungsversuch mit IC50
kaum Apoptose in der Durchflusszytometrie erkennen lie3, wodurch auch kein Unterschied zu ru251
nachgewiesen werden konnte. Nach funf Tagen Inkubation wurden die abgestorbenen Zellreste und
die mit Trypsin abgeldsten Zellen zentrifugiert (453 rcf, 4 min), gewaschen, in Annexin-Bindepuffer
(100 pl) resuspendiert und 5 pl Annexin-V APC-konjugiert hinzugegeben. Nach 15-min(tiger Inku-
bation bei Raumtemperatur wurde der Anteil der apoptotischen Zellen im Durchflusszytometer
(FACS Calibur) bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit Laserlicht von 488 nm und 635 nm Wellen-
lange angeregt und die APC-Fluoreszenz im FL3-Kanal (670 nm LP) im FACS gemessen. Die Aus-
wertung der Rohdaten erfolgte mittels FlowJo Software. Der Anteil der APC-positiven Zellen ent-

spricht dem Anteil der apoptotischen Zellen.
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2.4 Grundlegende zellbiologische Versuche

2.4.1 Zellvitalitat in Abhangigkeit steigender Konzentration

Diese Experimente wurden mit dem CellTiter-Blue® Cell Viability Assay durchgefiihrt [85]. Mit
Trypsin abgel6ste Zellen oder dissoziierte Spheres (s. 2.2.3) aller Zelllinien wurden in Triplikaten mit
jeweils 3.000 Zellen in 150 pl Kulturmedium auf zwei 96-well Mikrotiterplatten pro Versuch ausge-
bracht und tber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand durch frisches Medium
ersetzt, das mit Shikonin, Berbamin oder TMZ in aufsteigender Konzentration versetzt war. Nach
Inkubation fur weitere 24 bzw. 48 Stunden wurden die Platten aus dem Brutschrank genommen und
20 pl Farbreagenz wurde in jedes Well pipettiert. Das Reagenz enthalt den Farbstoff Resazurin,
welcher von lebenden Zellen zum fluoreszierenden Resorufin umgesetzt wird. Nicht mehr lebende
Zellen verlieren schnell die Stoffwechselkapazitat und generieren kein fluoreszierendes Signal. Nach
einstundiger Inkubation in Dunkelheit wurde die Platte herausgenommen und die Fluoreszenz des
umgesetzten Farbstoffs im Mikroplatten-Reader bei 590 nm Anregungs- und 560 nm Emissionswel-
lenldnge gemessen.

Die Rohdaten wurden mit der Software OPTIMA (Version 2.0) ausgewertet und fur die Berechnung

der halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50) verwendet.

2.4.2 Zellproliferation

Diese Experimente wurden mit dem CellTiter 96® AqueousOneSolution Cell Proliferation Assay von
Promega durchgefiihrt [86]. Es wurden je 2.000 Zellen in 100 pl Kulturmedium in Triplikaten auf 96-
well Mikrotiterplatten ausgebracht. Nach 24 Stunden wurden 50 pl Medium hinzugefiigt, welches mit
Shikonin, Berbamin, TMZ, Shikonin +TMZ oder Berbamin +TMZ versetzt war. Die Konzentrationen
der Substanzen waren so gewdhlt, dass nach Zugabe die Zellen mit % IC50, IC50 und 2x IC50
Konzentration der jeweiligen Stoffe inkubiert wurden.

Nach 72-stiindiger Inkubation wurden die Platten aus dem Brutschrank genommen und 20 pl Farbre-
agenz (CellTiter 96® AqueousOneSolution) in jedes Well hinzugegeben. Das Reagenz enthalt Phe-
nazin-Ethosulfat (PES) und eine Tetrazoliumverbindung (3-(4-5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-carboxyme-
thoxypenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-Tetrazolium, MTS), welche in metabolisch aktiven Zellen tber
NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen zum violettfarbenen Formazan reduziert wird. Die Platten
wurden drei Stunden in Dunkelheit inkubiert und anschlieBend wurde das entstandene Formazan im
ELISA-Reader bei 490 nm Absorptionswellenlange quantifiziert. Die Hohe der Absorption ist direkt

proportional zur Menge an stoffwechselaktiven Zellen. [86]

2.4.3 Ausbildung von Spheres

Wie bereits in 2.2.3 beschrieben, wurden die parentalen adharenten Zellen mit Accutase® abgeldst,
gewaschen und mit 2 ml FCS-freies GSC-Medium in 6-well ultra-low-attachment Platten ausge-
bracht. Das Medium enthielt entweder Shikonin, Berbamin, TMZ oder deren Kombinationen in je-

weils IC50 Konzentration, pro Experimentgruppe wurden Triplikate mit jeweils 10* Zellen angesetzt.
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Direkt nach Ausbringung der Zellen wurden Fotos der heranwachsenden Spheres mit der Okularka-
mera (MikrOkular Full HD) gemacht, ebenso nach zwei bzw. drei Tagen Inkubation.

Zusétzlich zu den Bildern wurde die Anzahl der Spheres in zehn Sichtfeldern (2 2,0 mm, 3,1 mm?3)
pro Vertiefung gezahlt, um auch eine quantitative Einschatzung geben zu kénnen. Spheres stellen
mehr oder weniger rundliche klonale Zellverbéande dar.

Im ersten Versuchsansatz wurden die Zellen noch an Tag 0, Tag 1, Tag 2, Tag 3 und Tag 7 nach
Ansetzen fotografiert (siehe Abbildung 9). Da sich die GSC-Spheres sehr schnell entwickelten, wur-
den sie zumeist am Tag 3 verwendet. An Tag 7 zeigten sich im Innern der Spheres bereits nekroti-
sche Zellen. Deswegen wurde in weiteren Versuchen nur noch an den Tagen 0, 2 und 3 gemessen

und fotografiert.

2.4.4 Induktion von Apoptose

Von allen vier parentalen adharenten Linien wurden 400.000 Zellen in jeweils 4 ml Zellkulturmedium
resuspendiert. Diese wurde in kleine Zellkulturflaschen (25 cm?2) ausgebracht und fir 24 Stunden
inkubiert. Im Anschluss wurde 1 ml eines Shikonin-, Berbamin- oder TMZ-haltigen Mediums hinzu-
gegeben und die Flaschen vorsichtig geschwenkt. Die Konzentrationen von Shikonin, Berbamin und
TMZ entsprachen den jeweiligen IC50 (48-Stunden Wert) der untersuchten Zelllinien. Im Falle von
U87 und GB14 wurde zusatzlich die ¥2 IC50 Konzentration von Shikonin untersucht. Bei der Kombi-
nation von Shikonin mit TMZ bzw. Berbamin mit TMZ wurden die Stoffe in jeweils IC50 oder %2 IC50
gemeinsam verwendet.

Nach fuinftagiger Inkubation mit den zugegebenen Substanzen wurden der Uberstand und die durch
Trypsin abgelosten Zellen in Réhrchen Gberfihrt und zentrifugiert. Die Zellen wurden analog zu 2.3.2
zentrifugiert, gewaschen und mit APC-konjugiertem Annexin V inkubiert. Fir die Messung im Durch-
flusszytometer (FACS Calibur) wurden die Zellen mit 488 nm und 633 nm Laserlicht parallel ange-
regt. Der Anteil der apoptotischen Zellen wurde aus dem Anteil der APC-positiven Zellen im FL4-
Kanal (661 +/- 16 nm) ermittelt.

2.45 Shikonin in Kombination mit TMZ

Untersucht wurden die Zelllinien U87, TMZ-resistente U87 (rU87) und dissoziierte U87 Spheres
(sU87). Auf vier 96-well Platten pro Zelllinie wurden Triplikate mit jeweils 5.000 Zellen in 150 pl Zell-
kulturmedium ausgebracht und tGber Nacht (ca. 18-24 Stunden) inkubiert. Am Tag darauf wurde das
Medium gewechselt gegen Medium, welches TMZ und Shikonin in verschiedenen Kombinationen
enthielt. TMZ wurde in jeder Platte in aufsteigender Konzentration zugegeben (0,0156 mM,
0,0313 mM, 0,0625 mM, 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, + Kontrolle 0 mM), die Shiko-
ninkonzentration war innerhalb einer Platte konstant und wurde auf den vier Platten in den Konzent-
rationen 0; 0,8; 1,6 und 3,2 uM zugefugt. Die Zellen wurden tiber Nacht (ca. 18-24 Stunden) inkubiert
und das Zelliiberleben nach 24 Stunden mittels CellTiterBlue® Viability Assay (vgl. 2.4.1) bestimmt.
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2.5 Untersuchung der Protoporphyrin-IX-Akkumulation

2.5.1 Fluorometrie im Microplate-Reader

Auf zwei 96-well Platten wurden in Triplikaten jeweils 15.000 Zellen von U87 und GB14 in 150 pl
Medium ausgebracht und uber Nacht (ca. 18-24 Stunden) inkubiert. Am Folgetag wurden 50 pl Me-
dium hinzugegeben, welches neben den Kontrollgruppen auch Shikonin in IC50 und %2 IC50 Kon-
zentration (siehe Tabelle 2, Abschnitt 3.2.1) enthielt. Nach vorsichtigem Schwenken und 24-stundi-
ger Inkubation wurde das Medium gewechselt gegen 200 pl eines FCS-freien Zellkulturmediums,
versetzt mit Shikonin (IC50 bzw. % IC50) sowie in aufsteigender Konzentration mit 5-ALA (12,5
pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pug/ml, 200 pg/ml + Kontrolle 0 pug/ml). Nach einem weiteren Tag
Inkubation in Dunkelheit, wurden die Platten herausgenommen und das Medium noch einmal gegen
frisches ersetzt, um ausgeschleustes PplX aus der Messung auszuschlieRen. Auf einer Platte wurde
im Mikroplattenreader (FLUOstar Optima) die PplX-Fluoreszenz direkt gemessen, bei einer Anre-
gungswellenlange von 400 nm und einer Detektion bei 630 nm. Auf der zweiten Platte wurde analog
zu 2.4.1 die Zellvitalitat gemessen. Dieses diente dazu, um die relative PpIX-Fluoreszenz pro vitale
Zelle abschatzen zu kénnen, da sich zytotoxische Effekte von Shikonin in diesen Konzentrationen
nicht vermeiden lieRen. Die Rohdaten wurden ausgewertet (OPTIMA Version 2.0) und die relative
PplIX-Fluoreszenz dann mittels des Quotienten aus gemessener Emission und dem Zelliiberleben
relativ zur Kontrollgruppe ermittelt (mittlere Fluoreszenzintensitat = Fluoreszenz Testgruppe / (Zell-

vitalitat Testgruppe / Zellvitalitat Kontrollgruppe)).

2.5.2 Durchflusszytometrie

In 6-well Platten wurden jeweils 300.000 Zellen in 3 ml Medium ausgebracht und 24 Stunden inku-
biert. Es wurden U87, GB14 und dissoziierte U87 Spheres verwendet. Nachdem die Zellen adhériert
waren, wurde das Medium gegen 2 ml FCS-freies Zellkulturmedium gewechselt, welches mit 5-ALA
(200 pg/ml) und Shikonin (1 uM) versetzt war. Als Vergleich wurde zudem die ABCG2-blockierende
Substanz Ko143 (1 pM) genutzt, entsprechende Kontrollgruppen wurden eingerichtet (keine Be-
handlung, nur 5-ALA, nur KO143, KO143 + 5-ALA, nur Shikonin, Shikonin + 5-ALA). Nach vierstin-
diger Inkubation in Dunkelheit wurden die Platten aus dem Inkubator geholt, die Zellen wurden ge-
waschen, abgelost und zentrifugiert (453 rcf, 4 min). Nach Resuspension in PBS wurden die Zellen
ohne weitere Farbung im Durchflusszytometer (FACS Calibur) bei 488 und 633 nm angeregt und die
Fluoreszenz im FL3-Kanal (670 nm LP) guantifiziert. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit ent-

sprechender Software (FlowJo, v.9.9.5).

2.5.3 Konfokalmikroskopie

Zur Beurteilung, ob Shikonin neben einer quantitativen Steigerung von intrazellularem PplX auch zu
einer Veranderung der raumlichen Verteilung innerhalb der Zellkompartimente fihren kann, wurden

konfokalmikroskopische Bilder nach Inkubation mit 5-ALA und Shikonin (bzw. Ko143) angefertigt.
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Daflir wurden in 18-well p-slides jeweils 10.000 Zellen von U251 in 100 ul Kulturmedium angesetzt
und 12 bzw. 24 Stunden ohne Zusétze vorinkubiert. Zu den Zeitpunkten -16 h und -4 h vor Mikro-
skopie (s. Abbildung 10) wurde jeweils eine Halfte der Platten aus dem Brutschrank entnommen und
einem Mediumwechsel unterzogen. Die Zellen wurden in FCS-freiem Medium mit Shikonin (1 bzw.
2 pM) oder Ko143 (1 pM) und +/- 5-ALA (100 pg/ml) behandelt und im Dunkeln inkubiert, Kontroll-
gruppen wurden mitangesetzt (keine Behandlung, nur 5-ALA). Das gesamte Schema ist Abbildung
10 zu entnehmen. Nach erfolgter Inkubation wurde zum Zeitpunkt 0 h der Uberstand durch ein mit
Rhodamin 123 versetztes normales Zellkulturmedium ersetzt (1 uM) und 30 min im Dunkeln weiter
inkubiert, um eine Farbung der mitochondrialen Kompartimente zu erzielen. Nach einer weiteren
halben Stunde wurde das Medium komplett entfernt und nach zweimaligem Waschen mit PBS ein
frisches FCS-freies Medium dazugegeben.

Die Bilder wurden aufgenommen mit dem WeiGlichtlaser Konfokal-Mikroskop TCS SP8 und dem
Objektiv HC PL APO CS2 40x/1.30 OIL. Rhodamin 123 wurde unter Anregung mit 488 nm bei 507-
543 nm Wellenlange detektiert, wahrend PplX mit 405 nm Anregung bei 660-740 nm Wellenlénge in
Abgrenzung dazu gemessen wurde. Die Auswertung der Messung erfolge mit LAS X (v.
3.5.7.23225).

Dieses Experiment wurde nur einmal durchgefiihrt, da der Versuchsaufbau aufwandig war und die

ersten Messungen keine vielversprechenden Ergebnisse lieferten.
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Abbildung 10: Inkubationsschema vor Konfokalmikroskopie. Nach Ausbringen auf 18-well p-slides
wurden die Zellen fir 12 bzw. 24 Stunden in Zellkulturmedium ohne Zusétze vorinkubiert. Zu den
Zeitpunkten -16 h und -4 h wurde das Zellkulturmedium ausgetauscht gegen Medium mit Shikonin
(1 bzw. 2 uM) +/- 5-ALA (100 pg/ml) oder Ko143 (1 pM) +/- 5-ALA. Diese werden bis zum Zeitpunkt
0 h, d.h. fur weitere 16 bzw. 4 Stunden mit den Substanzen inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 h werden die

Zellen mit Rhodamin 123 gefarbt und 30 min spater mikroskopiert.
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2.6 Einfluss von Shikonin auf die PDT in vitro

2.6.1 Die Bestrahlungskammer

Die nachfolgenden Experimente nutzen alle die von Andreas Knappe entwickelte temperaturkontrol-
lierte Bestrahlungskammer (Abbildung 11, links).

Abbildung 11: Temperaturkontrollierte Zellkultur-Laserkammer fir die Bestrahlung von bis zu zwei Platten
gleichzeitig. Der Strahlengang verlauft im Bild von unten nach oben (direkt rechts des weif3en Pfeils). Ein Motor
bewegt die Platten entsprechend der Programmierung, der Deckel zum Schutz vor Umgebungslicht ist zu
Demonstrationszwecken geoffnet (linkes Bild). Uber eine Blende direkt hinter der Linse kann der bestrahlte
Bereich in Abhangigkeit der gewahlten Platte eingegrenzt werden, so kénnen sog. ,Sixpacks” auf 96-well-
Platten (Bild oben rechts, Sixpacks rot markiert) oder jede Vertiefung der 6-well-Platten (Bild unten rechts)
einzeln bestrahlt werden.

Die Kammer wurde entwickelt, um Zellkulturexperimente mit PDT reproduzierbarer und automati-
sierbarer gestalten zu kdnnen. Die Zellen werden mit einer vorher definierten Lichtdosis (steuerbar
durch Anderung der Bestrahlungsintensitat und -dauer) mit 635 nm Wellenldnge von unten beleuch-
tet, was zu einer Reduktion an Streu- und Stdreffekten fuhrt. Ein an der Leuchtfaser verbauter Vib-
rator fuhrt zu einer homogeneren Bestrahlung der Zellen. [87]

In der Kammer werden im Nachfolgenden 96- und 6-well Platten bestrahlt, was durch die Nutzung
unterschiedlich groRer Blenden mdglich wird. Die Vertiefungen der 6-well Platte kénnen einzeln an-
gestrahlt werden, auf den 96-well Platten ist das nur in definierten Bereichen sog. ,Sixpacks® moglich
(Abbildung 11, oben rechts). [87]
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2.6.2 Austesten der Bestrahlungsbedingungen

In diesem ersten Schritt wurden fiir die Zelllinien U87, U251 und GB14 der Einfluss unterschiedlicher
Strahlungsbedingungen auf die Zellvitalitat getestet. Fir jede Zelllinie sollte eine reproduzierbare
Kombination aus 5-ALA-Konzentration, Energiedichte und Bestrahlungsdauer gefunden werden, bei
welcher mit einem mittleren Zelliiberleben von ca. 80% gerechnet wird. Dieser Richtwert wurde ge-
wahlt, um einerseits deutliche Verstarkungen der In vitro-PDT messen zu kdnnen und um anderer-
seits eventuelle Abschwéachungseffekte durch die sekundaren Pflanzenstoffe erkennen zu kénnen.

Dafir wurden in Sechserpaketen (Sixpacks) jeweils 7.500 Zellen in 150 pl Kulturmedium pro Vertie-
fung auf einer 96-well Mikrotiterplatte ausgebracht. Nach Inkubation tGber Nacht wurden weitere 50
pl Kulturmedium hinzugefiigt. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium ersetzt durch FCS-
freies Medium, welches mit 5-ALA versetzt war (0, 25, 50 und 100 pg/ml). Die Platten wurden weitere
24 Stunden im Inkubator in Dunkelheit inkubiert und dann aus dem Brutschrank genommen und das
Medium durch frisches FCS-haltiges Medium ohne Zusatze ersetzt. AnschlieRend wurden die Plat-
ten in die Bestrahlungskammer eingesetzt, wo sie bei 100 mW/cm? unterschiedlichen Bestrahlungs-
zeiten ausgesetzt wurden (0 s,5 s, 10 s, 20 s, 40 s und 80 s). Daraus errechnen sich aufsteigende
Energiedichten (0 J/cm?, 0,5 J/cm?, 1 J/cm?, 2 J/cm?, 4 J/cm? und 8 J/cm?). Die Zellen wurden danach
ohne weiteren Mediumwechsel fiir 24 Stunden inkubiert und die Zellvitalitat mittels CellTiterBlue®-

Assay analog zu 2.4.1 bestimmit.

2.6.3 Zellvitalitat

Fur die Messung der Zellvitalitat nach PDT in Kombination mit Shikonin und TMZ wurden die Zellen
analog zu 2.6.2 in 6er-Paketen auf 96-well Platten ausgebracht (7.500 Zellen in 150 ul Medium pro
Well) und Uber Nacht inkubiert. Dann wurden jedem Well 50 pl Medium hinzugegeben, jeweils ver-
setzt mit TMZ (U87: 37,5 und 75 uM; GB14: 87,5 und 175 uM) und/oder Shikonin (U87: 0,3 und 0,6
uM; GB14: 0,45 und 0,9 uM) bzw. Kontrollen (keine Behandlung, nur PDT). Die Platten wurden wei-
tere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium gegen ein FCS-freies Tumormedium
ausgetauscht, welches die entsprechenden Kombinationen aus 5-ALA, TMZ und Shikonin enthielt
(5-ALA: 100 pg/ml; Konzentration von Shikonin und TMZ entsprechend dem Vortag). Auch hier wur-
den Kontrollgruppen ohne 5-ALA eingerichtet. Die Zellen wurden einen Tag in Dunkelheit im Inku-
bator gelagert und nach nochmaligem Austausch des Mediums gegen FCS-haltige Nahrlésung mit
der jeweils vorab ermittelten Intensitat (s. Abbildung 22) bestrahlt. Vierundzwanzig Stunden nach
Bestrahlung wurde analog zu 2.6.2 eine Fluoreszenzmessung zur Kalkulation des relativen Zelliber-
lebens mittels CellTiterBlue® Cell Viability Assay durchgefihrt.
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Abbildung 12: Inkubationsschema vor Messung der Zellvitalitdt. Dargestellt sind jeweils nur die kombinierten
Inkubationen Shikonin/TMZ/5-ALA, die Kontrollgruppen (keine Behandlung, nur PDT, nur TMZ, nur Shikonin,
Shikonin + PDT, TMZ + PDT, Shikonin + TMZ) sind der Ubersicht wegen nicht gezeigt.

2.6.4 Zellproliferation

Die Ermittlung der zellproliferativen Aktivitat gestaltete sich ahnlich der in 2.6.3 beschriebenen Vita-
litatsbestimmung. Auch hier wurden jeweils 7.500 Zellen in 150 pul Tumormedium pro Well auf 96-
well Platten ausgebracht, die dann nach dem Inkubationsschema aus Abbildung 12 inkubiert und
bestrahlt wurden. Die Konzentrationen von Shikonin, TMZ und 5-ALA waren identisch. Vierundzwan-
zig Stunden nach erfolgter Bestrahlung wurde dann die Zellproliferation mittels CellTiter 96® Aque-
ousOneSolution Cell Proliferation Assay (analog zu 2.4.2) durchgefihrt und im ELISA-Reader bei

490 nm Absorptionswellenlédnge quantifiziert.

2.6.5 Apoptose

Nachdem die vorangegangenen Experimente zur Messung der Zellvitalitat und -proliferation aus
2.6.3 und 2.6.4 wenig aufschlussreiche Ergebnisse lieferten, wurde das Inkubationsschema fir die
Messung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie Uberarbeitet. Es wurden nun jeweils 300.000
Zellen der Linien U87, GB14 und sU87 in 3 ml auf 6-well Platten ausgebracht und Gber Nacht inku-
bier. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium getauscht gegen 2 ml eines FCS-freien Mediums,
welches versetzt war mit Shikonin oder Ko143 (U87 und sU87: 1 uM, GB14: 0,3 pM) und 5-ALA (100
pag/ml). Die Konzentration fir Shikonin wurde im Vergleich zu den Vorexperimenten (2.6.3 und 2.6.4)
bei U887 von 0,3 uM bzw. 0,6 uM auf 1 uM erhdht, bei GB14 wurde sie von 0,45 uM, bzw. 0,9 uM auf
0,3 uM reduziert. Diese Anderung wurde aufgrund der wenig aussagekréaftigen Ergebnisse der
Vorexperimente (2.6.3 und 2.6.4) vorgenommen. Die Konzentration fiir 5-ALA blieb gleich. Ko143
als vorbeschriebener ABCG2-Blocker [88] wurde in gleicher Konzentration wie Shikonin eingesetzt
(U87 und sU87: 1 uM, GB14: 0,3 uM). Fir alle Kombinationen wurden Kontrollgruppen eingerichtet.
Die Inkubationszeit mit 5-ALA und Shikonin wurde auf vier Stunden verkirzt (zuvor: Shikonin 48 h,
5-ALA 24 h). Dies war noétig, um die direkten zytotoxischen Effekte von Shikonin zu minimieren und
mehr Trennschérfe zu einem PDT-verstarkenden Effekt zu bekommen. Nach vier Stunden Inkuba-

tion im Dunkeln wurde das Medium gegen frisches, serumhaltiges Medium getauscht. Die Platten
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wurden mit 2 J/cm? (U87), 1 J/cm?2 (GB14) bzw. 0,5 J/cm? (U251) bestrahlt (entsprechend den Er-
gebnissen aus Abbildung 22), und fir weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden analog zu
2.4.4 der Uberstand und die mit Trypsin geldsten Zellen zentrifugiert, gewaschen und in Annexin-V
Bindepuffer resuspendiert. Die Zellen wurden mit APC-konjugiertem Annexin-V und 7-AAD [89] fur
15 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie dann im FACS Calibur analysiert wurden. Die Zellen
wurden mit Licht der Wellenldngen 488 und 633 nm angeregt und die Emission von 7-AAD im FL3
(670 nm LP) und APC im FL4-Kanal (661 +/- 16 nm) gemessen und ausgewertet. Die Auswertung
der Rohdaten erfolgte mit FlowJo Software 9.9.5. In der Auswertung wurden 7-AAD- und APC-Flu-
oreszenz aufgrund gleicher Aussagekraft nicht mehr getrennt ausgewertet, die Apoptoserate wurde

lediglich nach APC-Level bestimmt.

2.7 Untersuchungen auf mRNA-Ebene

2.7.1 Isolation von mRNA

Die RNA wurde mithilfe des RNeasy Mini-Kits nach Herstellerangaben [90] aus Spheres und adhé-
renten Zellen isoliert. Daftir wurden bis zu 5x10% Zellen mit 350 pl RLT-Puffer lysiert und im Zelllysat-
Homogenisator-Saulchen (QlAshredder) bei 18407 rcf fur 2 min zentrifugiert. Das Eluat wurde mit
350 ul Ethanol (70%) gemischt und auf ein Siliciumdioxid-Saulchen (RNeasy) pipettiert, welches da-
raufhin bei 9391 rcf fur 15 s zentrifugiert wurde. Das nun entstandene Eluat wurde verworfen, 350 pl
Wasch-Pufferldsung (RW1-Puffer) auf die Membran gegeben und wieder bei 9391 rcf fir 15 s zent-
rifugiert. Die DNA-Hydrolyse fand mit 80 ul Desoxyribonuclease-Mischldsung (RNase free DNase-
Mix) fur 15 min bei Raumtemperatur statt, anschlieRend wurde zunachst mit RW1-Puffer, dann mit
RPE-Puffer gewaschen und jeweils mit 9391 rcf fur 15 s zentrifugiert. Nach einem weiteren Wasch-
schritt mit 500 ul RPE-Puffer wurde das Saulchen auf ein frischen 1,5 ml Eppendorfgefal? gesteckt
und 30 yl RNase-freies Wasser (RNase-free water) auf die Membran gegeben. Nach 1-minttiger
Inkubation wurde bei 9391 rcf abzentrifugiert und der letzte Schritt mit dem Eluat wiederholt. An-
schlieBend wurde die mRNA-Konzentration mittels Mikrovolumen-Spektralphotometer (Nanodrop)

bestimmt.

2.7.2 Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde mit dem QuantiTect® Reverse Transcription Kit entsprechend den Herstel-
lerangaben [91] in cDNA umgeschrieben. Dafur wurden die in 2.7.1 gewonnen Proben entsprechend
der gemessenen Konzentration mit dem im Testkit enthaltenen RNase-freiem Wasser (RNAse-free
water) so verdiinnt, dass insgesamt 12 ul Reaktionsvolumen entstand, welches 1 ug RNA enthielt.
Dieses Volumen wurde mit 2 pl gDNA Wipeout Buffer (7x) gemischt, fir 2 min bei 42°C inkubiert und
dann unmittelbar auf Eis gelegt. Die Proben wurden mit 1 pl Reverse Transkriptase (RT), 4 pl RT-
Puffer (5x) und 1 pl Primer-Mix vermischt und fiir 15 min bei 42°C inkubiert. Zur Inaktivierung der RT
folgte eine 3-mindtige Inkubation bei 95°C. Nach erfolgter Transkription wurden die Proben entweder
direkt fur die PCR (siehe 2.7.3) verwendet oder bei -20°C eingelagert.



2 Material und Methoden 40

2.7.3 Quantitative real-time PCR (RT-gPCR)

Die quantitative real-time PCR (RT-gPCR) wurde mit einem PCR-Kit (DNA Green Master) angesetzt.
2 ug der in 2.7.2 gewonnenen cDNA wurden mit 5 ul FastStart Essential DNA Green Master, 1 pl
Wasser, 1 pl (5 pmol) Vorwarts- und 1 pl (5 pmol) Rickwartsprimer gemischt und im Thermocycler
(Lightcycler®96) amplifiziert. Das Programm beinhaltete eine initiale Temperaturerhéhung auf 95 °C
fur 10 min, 40 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 95 °C, 10 s Annealing bei 60 °C und 10 s Elongation
bei 72 °C. Das Endprodukt wurde bei kontinuierlicher Erhéhung der Temperatur bis auf 97 °C dena-

turiert.

2.7.4 Charakterisierung der Stammzellen

Zur Charakterisierung der Stammzellen, wurden Spheres und adhéarente Zellen gewonnen, gewa-
schen und zentrifugiert. Anschlie3end wurde nach dem in 2.7.1 - 2.7.3 beschriebenen Schema die
RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben, sowie eine quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreak-
tion (RT-gPCR) durchgefuhrt. Getestet wurden die in Tabelle 1 aufgeflhrten Primerpaare, spezifisch
fur die Stammzellmarker CD44 und CD133, sowie fur die Gene ABCG2, ABCG6, NPM1, DJ-1, NF-
1 und ATG4C. Das Housekeeping-Gen TATA-binding Protein (TBP) diente als Kontrolle und Refe-
renz. Die Rohdaten wurden mit entsprechender Software (Lightcycler® 96 software, version 1.1)
ausgewertet, zur Berechnung der relativen Expression wurde die 2-24¢t Methode fiir PCR-Daten ge-
nutzt [92]. Die Primersequenzen wurden unter Verwendung des Primer-Blast Programmes generiert

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) [93].
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Transkript  Primer Sequenz (5° - 3) ProduktgréiRe (bp)

TBP hTBP-E2-f TAG TGA GAC GAG TTC CAG CG 491
hTBP-E3-r CCA CCT TTT CAG CCA ACAGC

CD133 hPROM1-f1 TTG CGG TAA AAC TGG CTA AG 155
hPROM1-r1 TGG GCT TGT CAT AAC AGG AT

CD44 hCD44-f3 GAA GAA AGC CAG TGC GTC TC 128
hCD44-r3 GTG CTC TGC TGA GGC TGT AA

ABCB6 hABCB6-f2 GCC TCATTG TGT TCC TGT GC 176
hABCB6-f2 TTC GTAACT CTC GGC GTT GT

ABCG2 hABCG2-f = CAT CAACTT TCC GGG GGT GA 266
hABCG2-r CAC TGG TTG GTC GTC AGG AA

NPM1 hNPM1-f1 GCT GGT GCA AAG GAT GAG TTG 119
hNPM1-r1 CCA AGG GAAACC GTT GGC TG

DJ-1 hPARK7-f2 TGA TAG CCG CCATCT GTG CA 151
hPARK7-r2 AGG CCG TCT TTT TCC ACA CG

NF-1 hNF-1-f1 AGC CCT CAC AAC AAC CAA CA 234
hNF-1-r1 CGG TGC CAT TCG TATTGC TG

ATG4C hATG4C-f1 GAGACATTCCACTGCCCTTCT 140
hATG4C-r1 GAA GAA AAT TTC AGC ATC TTG GTG

Tabelle 1: Ubersicht tiber die fir die PCR genutzten Primerpaare. hPARK7-f2 und hPARK7-r2: aus
Chen et al. 2012 [94].

2.7.5 Einfluss der PDT auf die Expressionsmuster

Zur Untersuchung, inwieweit die Kombination aus Shikonin und PDT die Expressionsmuster der
in 2.7.4 genannten Gene beeinflussen kann, wurden jeweils 300.000 Zellen in 3 ml Kulturme-
dium pro Vertiefung in zwei 6-well Platten pro Versuch angesetzt und Uber Nacht (18 — 24 Stun-
den) inkubiert. Am Folgetag wurde der Uberstand abgenommen und durch FCS-freies Medium
ersetzt, welches mit 5-ALA (100 pg/ml), Shikonin (1 pM), der Kombination aus beidem (5-ALA
100 pg/ml + Shikonin 1 uM) oder keinen Zusatzen (Kontrollgruppe) versetzt war. Nach vierstin-
diger Inkubation im Dunklen wurden beide Platten aus dem Brutschrank enthommen und das
Medium wurde gegen frisches, serumhaltiges Medium ersetzt. Alle Zellkulturplatten wurden in
die Bestrahlungskammer eingebracht und die Testgruppen, welche mit 5-ALA inkubiert waren,
wurden mit jeweils 100 mW/cm? fiir 20 s (entspricht 2 J/cm?) bestrahlt. Nach weiteren 24 Stun-
den Inkubation wurden der Uberstand abgenommen und die Zellen mit dem in 2.7.1 beschrie-
benen Verfahren in der RT-gPCR amplifiziert. Als Kontrolle und Referenz diente TBP, die relative
MRNA-Expression wurde nach der 2-2A¢t Methode fur PCR-Daten berechnet [92].
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2.8 Auswertung und Statistische Analysen

Die Experimente wurden, wenn nicht anderes angegeben, mindestens dreimal voneinander biolo-
gisch unabhéngig wiederholt. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte zumeist mit der internen Soft-
ware des Gerates und ist in den jeweiligen Abschnitten des Methodenteils beschrieben. Die weitere
Analyse und die Berechnung der p-Werte erfolgte mit einem Statistikprogramm (SigmaPlot Version
11.0). Die Daten sind, wenn nicht anders angegeben als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts
(Standard error of the mean, SEM) gezeigt. Zum Vergleich mehrerer Gruppen und zur Berechnung
der p-Werte wurden zumeist einfache Varianzanalysen (one-way ANOVA, SigmaPlot Version 11.0)
durchgefuhrt, gefolgt von einem Holm-Sidak-Test (ebenfalls mit SigmaPlot Version 11.0). Die Signi-
fikanzangaben der Fluoreszenzmessungen im Abschnitt 3.3.1 wurden mittels Student-t-Test ermit-
telt. Als statistisch signifikant galt in dieser Arbeit ein p-Wert < 0,05, was in den Grafiken mit einem
Sternchen (*) gekennzeichnet ist. Wurde ein hdheres Signifikanzniveau erreicht (p < 0,01 oder p <
0,001), ist das unter der jeweiligen Grafik angegeben. p < 0,01 ist mit zwei Sternchen (**) und p <

0,001 mit drei Sternchen (***) gekennzeichnet.

2.9 Zitierweise

In dieser Arbeit wird ausschlie3lich die numerische Zitierweise (Vancouver-Konvention bzw. IEEE)
genutzt. Eine Quellenangabe vor dem Satzzeichen bezieht sich auf den letzten Satz bzw. Teilsatz.
Eine Quellenangabe nach einem Satzzeichen bezieht sich auf den gesamten zurtickliegenden Ab-
satz. Werden mehrere Quellen gleichzeitig genutzt, so sind sie innerhalb der Klammer mit einem
Komma getrennt. [95]
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3. Ergebnisse

3.1 Validierung der Temozolomid-resistenten Zelllinien

Wie bereits oben beschrieben zeigten die aufgefiuihrten Zelllinien ru87, rGB14 und rU251 bereits bei
lichtmikroskopischer Beobachtung des Wachstums eine hthere TMZ-Toleranz als die Ursprungszel-
len. In den in Abbildung 13 dargestellten Ergebnissen liel3 sich dieser lichtmikroskopisch beobach-
tete Effekt durchflusszytometrisch quantifizieren. Dargestellt sind die Apoptoseraten nach flinftagiger
Inkubation mit TMZ (U87 und GB14: jeweils IC50). In den drei Zelllinien U87, GB14 und U251 lag
die mittlere Apoptoserate der resistenten Zellen stets unter der der Ursprungslinie. Auf dreimalige
Wiederholung wurde bei dieser Versuchsreihe verzichtet. Die dargestellten Messpunkte entsprechen

einem Triplett an Einzelmessungen (n = 3).



3 Ergebnisse

44

us7 GB14 U251
. &0 80 | 80 - ™
= . o
Z 60 60 4 2 60 4
2
o ] o ] |
< 40 40 $ o 40 g
e :
3 20 o 5 20 | g 20 1 8
£ : g
’ W " JU ’ T
\e J\e e
@07 3 @O g LRI
'{(\0 ‘NI_ @ 5 \AO N‘L @ 1 %O-N?— l\‘\ :2'
U87, nicht resistent ru87, TMZ-resistent
200 200
150 = 150
. ]
Z L Annexin-APC subset Annexin-APC subset
= . 189 = 19,0
£ 5 - i o
2=
o
50 50
0 o :
i = i % 4o 10° 10’ 102 10° 10*
FL4-H :: Annexin-APC FLA-H :: Annexin-APC
150 =
150 =
b
S 4
™ 100 = Annexin-APC subset Annexin-APC subset
C; § 30,2 -5- 100 = 245
N S 3
&
= = 50
=
0 0

FL4-H :: Annexin-APC

FL4-H :: Annexin-APC

Ursprungszelllinie
resistente Zelllinie

Abbildung 13: Oben: Die resistenten Zelllinien zeigen eine geringere TMZ-Sensibilitat. Anteil der Annexin-V-

positiven Zellen nach funftagiger Inkubation mit TMZ in verschiedenen Konzentrationen (U87: 0,3 mM; GB14:
0,7 mM; U251: 1,25 mM). Verglichen werden die parentalen adharenten Zellen (schwarze Punkte) mit den da-
zugehdrigen resistent gezlichteten Zelllinien (weiRe Punkte). Dargestellt als Einzelwerte einer Messreihe (n =
3). Unten: Exemplarische Darstellung der Auswertung fur U87 und rU87. Dargestellt als Histogramm in Abhan-
gigkeit der Annexin-APC Fluoreszenz.
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3.2 Shikonin und Berbamin besitzen anti-Tumor Effekte

Mit den folgenden Ergebnissen kann gezeigt werden, dass Shikonin und Berbamin in den verwen-
deten Zelllinien eine Vielzahl an Tumor-hemmenden Effekten aufweisen. Neben einer dosisabhan-
gigen Reduktion der Zellvitalitat fand sich auch eine Hemmung von Proliferation und Spherebildung

sowie die Induktion zur Apoptose.

3.2.1 Konzentrationsabhangige Reduktion der Zellvitalitat, Bestimmung der

halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50)

Unter der Behandlung mit Shikonin, Berbamin und TMZ zeigte sich in allen Zelllinien eine dosis-
abhangige Reduktion des Zelliiberlebens relativ zur Kontrollgruppe (Abbildung 14). Auf Grundlage
der Kurven konnte die halbomaximale Hemmkonzentration (IC50) fir die 24- und 48-stiindige Inku-
bation mit den jeweiligen Substanzen ermittelt werden (Tabelle 2). Es zeigte sich zumeist, dass die
48-Stunden IC50-Werte geringer war als die 24-Stunden IC50-Werte, flr spatere Versuche wurde
aufgrund der meist langeren Inkubationszeiten der 48-Stunden Wert als Orientierung genutzt.
Auffallig war in diesem Experiment die Erkenntnis, dass Zellen aus dissoziierten Spheres in allen
Fallen sensitiver gegentiber Shikonin waren als die jeweils dquivalenten adharenten Elternzelllinien.
So lag der 48h-Wert in den adhérenten Zellen mindestens doppelt so hoch wie in den aquivalent
dazu angesetzten dissoziierten Spheres (U251: 2 uM — sU251: 1 uM; U373: 4 uM — sU373: 2 uM;
u87: 2,5 uM —sU87: 1 uM, vgl. Tabelle 2).

Zelllinie Shikonin Berbamin T™MZ
24h 48h 24h 48h 24h 48h
us7 4 uM 2,5 uM 18 uM 15pM  0,3mM  0,3mM

sus7 1,5 uM 1 pM 15 UM 15 uM 1mM  0,5mM

U251 3 uM 2 M 20yM  20pM  05mM 0,6 mM

sU251 3 UM 2,5 uM 25 uyM 20 uM 1 mM 0,5 mM

U373 5 UM 4 uM 35uM 20 pM 1mM 0,7 mM
sU373 4 uM 2 UM 40 pM 15 UM 2mM 0,7 mM
GB14 4 uM 35um 25 pM 15uM  1,5mM 0,7 mM

Tabelle 2: Ubersicht tiber die halbmaximalen Hemmkonzentrationen (IC50), die aus den Zellvitalitatskurven (vgl.
Abbildung 14) ermittelt wurden. Dargestellt sind fur vier Zelllinien und die Spheres von U87, U251 und U373
jeweils der 24 und 48 Stunden-Wert fur Shikonin, Berbamin und TMZ.
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Abbildung 14: Dosisabhangige Reduktion des Zelliiberlebens. Shikonin (Spalte links), Berbamin (Mitte) und
TMZ (Spalte rechts) senken die Vitalitat in U251, sU251, U373, sU373, U87, sU87 und GB14 (von o. nach u.).
Konzentrationsabhange Darstellung der 24h- und 48h-Werte als Mittelwert +/- SEM (n = 9; Daten teilweise aus
Werner et al. 2022 [96], modifiziert).
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3.2.2 Hemmung der Proliferation

TMZ fihrte in den meisten Zelllinien zu einer Reduktion der Proliferation, deutlich zu sehen aber
meist erst ab IC50 bzw. 2x IC50 (s. Abbildung 15). Shikonin hingegen bewirkte auch bei % IC50 oft-
mals eine deutliche Abnahme der Proliferation, bei IC50 und 2x IC50 war in fast allen Zelllinien so
gut wie keine Proliferation mehr nachweisbar. Berbamin zeigte ebenfalls eine eindeutige Minderung
der Proliferation bei 2x IC50, teils auch schon bei IC50 oder %2 IC50. In Kombination mit TMZ zeigte
sich gelegentlich eine Zunahme der Proliferation, insbesondere bei Verwendung von %2 IC50 — so-
wohl bei Berbamin als auch bei Shikonin. In einigen Fallen kam es aber auch zu additiven Effekten
in der antiproliferativen Wirkung (z.B. U87, sU251, GB14).
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Abbildung 15 (zwei Seiten): Shikonin und Berbamin hemmen die Zellproliferation. Shikonin und Berbamin sind
in %2 IC50, IC50 und 2x IC50 jeweils allein und in Kombination mit TMZ dargestellt als Einzelwerte (n = 9) und
Median (roter Balken; Daten teilweise aus Werner et al. 2022 [96], modifiziert).

3.2.3 Unterdriickung der Sphere-Bildung durch Shikonin und Berbamin

Wahrend die Inkubation mit TMZ bei einer IC50 Konzentration zu keiner Reduktion in Anzahl und
Grole der Spheres filhrte, liel3 sich die Bildung der Spheres durch Shikonin teilweise tUberraschend

gut unterdriicken. Unter dem Einfluss von Shikonin bei der IC50 Konzentration kam bei U87 und
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U373 so gut wie keine suffiziente Spherebildung mehr zustande. Bei beiden Zelllinien waren sowohl
die Anzahl als auch die morphologische GroR3e deutlich verringert gegentiber der Kontrollgruppe (s.
Abbildung 16). Bei U251 zeigte sich zwar eine zur Kontrollgruppe gesteigerte Anzahl an Spheres,
diese waren jedoch morphologisch deutlich verkleinert gegentber den unbehandelten Zellen (s. Ab-
bildung 16).

Die Behandlung mit Berbamin zeigte ihre Effekte eher in der Grof3enreduktion der Spheres. Im Ver-
gleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen blieb die Anzahl der gebildeten Spheres bei U87, U373 und
U251 auf ahnlich hohem Niveau. Es lie3 sich aber ein in allen drei Zelllinien ein geringerer Durch-

messer der Spheres beobachten (s. Abbildung 16, oben).

Die Ergebnisse von GB14 sind hier der Vollstandigkeit halber ebenfalls gezeigt, sind aber mit Vor-
sicht zu interpretieren, da die Spherebildung dieser Zelllinie generell sehr gering ausgepragt war. Bei
dieser Zelllinie zeigte sich wie bei U87 und U373 eine Reduktion in Grof3e und Anzahl der Spheres
unter Shikoninbehandlung. Die Behandlung mit Berbamin fuhrte zu einem verminderten GréR3en-
wachstum der Spheres, aber nicht zur Reduktion ihrer Anzahl (s. Abbildung 16). Unter der Annahme,
dass sowohl Nahrstoffangebot als auch Sauerstoffverfiigbarkeit in den Testgruppen vergleichbar
waren, konnte dieses Ergebnis auf eine Beeinflussung der Proliferationsrate durch Berbamin hinwei-
sen.



3 Ergebnisse 51

U87 Kontrolle ™Z Shikonin  Shk.+TMZ  Berbamin Ber.+TMZ
..

Berbamin

Shikonin Shk.+TMZ

Abbildung 16, gesamte Beschriftung auf Folgeseiten
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U251 Kontrolle Shikonin Shk.+TMZ Berbamin Ber.+TMZ

do

d2

d3

GB14 Kontrolle Shikonin  Shk.+TMZ  Berbamin Ber.+TMZ

do

d2

d3

Abbildung 16, gesamte Beschriftung auf Folgeseite
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Abbildung 16: Oben (bzw. vorherige Seiten): Fotografische Dokumentation der Spherebildung direkt nach Kul-
turstart (d0), an Tag 2 (d2) und Tag 3 (d3) der Zelllinien U87, U251, U373 und GB14. Behandlung mit Shikonin,
Berbamin, TMZ und Kombinationen jeweils in IC50. Unten (bzw. aktuelle Seite): Quantitative Darstellung der
Spherebildung, gezahlt wurden jeweils 10 Gesichtsfelder (2 2,0 mm, 3,1 mm?), dargestellt als Mittelwert + SEM
(n=9;*p<0,05; * p<0,01; ** p <0,001; Signifikanzangaben in Bezug zur Kontrollgruppe, ,nicht-signifikant*

ist der Ubersicht halber nicht dargestellt; Daten teilweise aus Werner et al. 2022 [96], modifiziert).

3.2.4 Induktion von Apoptose

Die durchflusszytometrischen Experimente mit zur Induktion von Apoptose konnten zeigen, dass
sowohl Shikonin als auch Berbamin in der Lage sind, Apoptose in Glioblastomzellen zu induzieren
und sich diese Effekte in Kombination mit TMZ verstarkt darstellen lassen.

Besonders wirksam zeigte sich Shikonin bei U87, wo die Apoptoserate im Vergleich zur Kontrolle
unter Inkubation mit IC50 um +30,9% erhoht war (Y2 IC50: +12,5%; p < 0,01). Die Behandlung mit
TMZ zeigte bei IC50 einen Effekt von +8,9% (Y2 IC50: +18,9%; p < 0,05) und die Kombination beider
Substanzen erzielte einen Zuwachs an apoptotischen Zellen von +50,9% (%2 IC50: +32,9%; p < 0,01).
In GB14 zeigten sich &hnliche Tendenzen, bei Inkubation mit IC50 Shikonin erhdhte sich die Rate
an apoptotischen Zellen um +58,3% (% IC50: +19,9%; p < 0,001), unter TMZ-Behandlung um
+27,0% (Y2 1C50: +14,9; p < 0,001). In Kombination der Substanzen in jeweils IC50 lie3 sich eine
Zunahme um +69,2% erzielen (Y2 IC50: +51,4%; p < 0,05).

Nach Inkubation mit Berbamin allein zeigten sich lediglich geringe Effekte (U87: -0,4%; n.s.; GB14:
+9,8%; p < 0,05; U251: +12,2%; n.s.; U373: +7,3%; n.s.), in Kombination mit TMZ lieRBen sich aber
durchaus erh6hte Raten an apoptotischen Zellen induzieren (U87: +14,4%; p < 0,01; GB14: +52,9%;
p <0,001; U251: +43,5%; p < 0,001; U373: +26,9%; p < 0,001).
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Abbildung 17: Oben: Anteil von Annexin-V-positiven Zellen an der gesamten Zellzahl nach funftagiger Inkuba-
tion mit Shikonin, Berbamin, TMZ und Kombination in IC50 (U87, GB14, U251 und U373) und % IC50 (U87,
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GB14) dargestellt als Mittelwert + SEM (n = 9; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001) Unten: Beispielhafte Darstel-
lung der Auswertungsergebnisse von U87 (IC50), hier jeweils eine Messung (n = 1, entspricht 10.000 Zellen;

Daten teilweise aus Werner et al. 2022 [96], modifiziert).

3.2.5 Shikonin beeinflusst die TMZ-Resistenz kaum

Die Ergebnisse dieses Experimentes lieferten kein eindeutiges Bild. Es steht im Vordergrund, dass
die Zellvitalitdtskurven auch bei hohen TMZ-Konzentrationen nicht bis zur Nulllinie zurtickgehen,
auch nicht in Kombination mit Shikonin. Des Weiteren zeichnet sich bei den Kurven kein klarer Trend
ab bezuglich der verwendeten Shikonin-Konzentration. Zwar weist die 3,2 pM — Kurve in allen drei
Zelllinien die niedrigsten Werte auf, beim Rest der Werte ist aber kein solcher Trend zu verzeichnen.
Dieser fehlende Effekt sollte in weiteren Studien geklart werden. Aus Zeitgriinden wurde jedoch da-

rauf verzichtet.
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Abbildung 18: Relatives Zelliberleben von U87, rU87 und sU87 in Abhangigkeit steigender TMZ-
Konzentration und 24-stiindiger Koinkubation mit Shikonin (0,8; 1,6 und 3,2 uM). Dargestellt aus
Mittelwert £ SEM (n = 9).
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3.3 Shikonin moduliert die PpIX-Fluoreszenz

Die unter diesem Punkt aufgefiihrten Experimente konnten zeigen, dass Shikonin eine Modulierung
der intrazellularen PplX-Fluoreszenz bewirken kann.

3.3.1 Ergebnisse der Fluorometrie

Die Messungen im Mikroplatten-Reader (FLUOstar OPTIMA) zeigten eine dosisabhéngige Erho-
hung der intrazellularen Fluoreszenz nach Inkubation mit steigender Konzentration an 5-ALA, was
am ehesten auf die zelluldre PplX-Produktion zuriickzufiihren ist. U87 zeigte bei einer Inkubation mit
100 pg/ml 5-ALA die gréRte Zunahme an PpIX-Fluoreszenz unter Shikonin-Behandlung. Bei Inku-
bation mit ¥2 IC50 Konzentration liel3 sich dort eine dem korrespondierenden Zelluberleben relati-
vierte Fluoreszenzerhéhung von 13.900 AU (arbitrary unit) auf 20.800 AU erzielen (+50,2%; p <
0,05). GB14 zeigte in diesem Versuch den gegenteiligen Effekt, dort kam es bei einer 5-ALA-Kon-
zentration von 200 pg/ml zu einer Abnahme um -26,6% der PpIX-Fluoreszenz unter Shikoninbe-
handlung in %2 IC50 Konzentration (p < 0,001).

Sowohl bei U87 als auch bei GB14 lag das gemessene Zelliberleben nach Shikonin-Behandlung
mit der IC50 Konzentration so niedrig, dass die Ergebnisse der Fluoreszenzmessung nicht auswert-
bar waren (U87: 17,5%; GB14: 10,9%).
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Abbildung 19: Shikonin erhdht die PplX-Fluoreszenz in U87. Untersuchung der zellularen Fluoreszenz von pa-
rentalen U87 und GB14 nach 24-stiindiger Inkubation mit 5-ALA. Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz in Ab-
héngigkeit steigender Konzentrationen von 5-ALA bei gleichzeitiger Inkubation mit oder ohne Shikonin (U87:
1,25 uM; GB14: 1,75 uM) als Mittelwert +/- SEM (n =9, * p < 0,05, ** p < 0,01).

3.3.2 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

In der FACS-Analyse der zellularen PplX-Akkumulation zeigte sich eine Erhéhung der Fluoreszenz
in allen Zelllinien nach Inkubation mit 5-ALA. Diese ist am ehesten zuriickzufiihren auf die mito-
chondriale Produktion des Porphyrins. Das ABCG2-blockierende Molekiil Ko143 konnte im Vergleich

zu den Kontrollgruppen die Fluoreszenz in allen Zellen signifikant erhéhen. Shikonin zeigte &hnliche
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Effekte, jedoch mit geringerer Deutlichkeit als Ko143. Die alleinige Inkubation mit Shikonin fiihrte zu
erhohter intrazellularer Fluoreszenz, da Shikonin selbst fluoreszierende Eigenschaften besitzt. Es
wurde angenommen, dass sich die Gesamtfluoreszenz aus der Grundfluoreszenz der Zellen, Ko143,
Shikonin und der PplIX-Fluoreszenz in additiver Weise zusammensetzt. Anhand dieser Annahme
wurde die PplX-Fluoreszenz per Subtraktion der jeweiligen Kontrollgruppen von der Gesamtfluores-
zenz der mit 5-ALA inkubierten Zellen kalkuliert. Es zeigte sich eine Erhéhung des PplXs unter Ko143
um +124,7% in U87, +172,7% in U87 Spheres und um +188,3% in GB14 (p < 0,001). Shikonin
bewirkte eine nicht-signifikante Erhéhung um +30,1% in U87, +26,9% in U87 Spheres und um
+81,2% in GB14.
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Abbildung 20: Modulierung der PpIX-Fluoreszenz durch Ko143 und Shikonin. Untersuchung der zellularen Flu-
oreszenz im FL3-Kanal (670 nm LP) mittels Durchflusszytometrie. Die Zellen (obere Reihe: parentale U87;
mittlere Reihe: GB14; untere Reihe: U87 Spheres) wurden jeweils mit oder ohne 5-ALA (100 pg/ml) behandelt
und mit Shikonin oder Ko143 koinkubiert (U87/sU87: 1 uM; GB14: 0,3 uM). Die Daten sind dargestellt als His-
togramme (links) und als Balkendiagramme mit Mittelwert + SEM (Mitte), Mittelwerte abzlglich der Kontroll-
gruppen + SEM (rechts), n =9 (*** p < 0,001; Werner et al. 2022 [96], modifiziert)
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3.3.3 Ergebnisse der Konfokalmikroskopie

Die Bilder, die mit dem Konfokalmikroskop aufgenommen wurden, zeigen gut, wie die Inkubation mit
5-ALA zu einer erhéhten Fluoreszenz fiihrt (rot), was auf die mitochondriale PpIX-Produktion und
den intrazellularen Transport zuriickzufiihren ist. Die Kontrollgruppe, die ohne 5-ALA behandelt
wurde, zeigt kaum nachweisbare Fluoreszenz im untersuchten Spektrum. Die Inkubation mit Rho-
damin 123 lasst in den Aufnahmen auf die Position der Mitochondrien schlie3en (griin), was sich
auch in der kombinierten Darstellung zeigt.

Jedoch konnten die Aufnahmen keinen Hinweis darauf erbringen, dass Shikonin zu einer Akkumu-
lation von PpIX innerhalb der Mitochondrien fiihrt, eine Kofluoreszenz ist nicht eindeutig erkennbar.

Wie oben beschrieben wurde daher auf weitere Wiederholungen des Experiments verzichtet.
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Transmission Rhodamin 123 PplIX-Fluoreszenz Kombiniert

5-ALA +Shik.2 uM 5-ALA +Ko0143 5-ALA kein 5-ALA

5-ALA +Shik 1 pM

Abbildung 21: Konfokalmikroskopische Aufnahmen der Transmission (links), der Fluoreszenz von Rhodamin
123 (Mitte links), PpIX (Mitte rechts) sowie der Kombination (rechts) in U251 nach 16-stiindiger Inkubation mit
unterschiedlichen Kombinationen aus 5-ALA (50 pg/ml), Ko143 (1 pM) und Shikonin (1 pM bzw. 2 pM). Die
Zellen wurden 30 min vor der Aufnahme mit Rhodamin 123 (0,02 uM) angeférbt und anschlieRend zweimal
gewaschen. Der Balken entspricht 50 pm.
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3.4 Beeinflussung der PDT durch sekundare Pflanzenstoffe

3.4.1 Bestrahlungsbedingungen

Die Bestrahlung der drei Zelllinien U87, GB14 und U251 nach 24-stindiger Inkubation mit 5-ALA
erzielte die erwarteten Effekte. Die Kontrollgruppen, die nicht mit 5-ALA behandelt wurden, zeigten
auf die Bestrahlung durch den Laser keine Reduktion des Zelliberlebens, selbst bei hoher Lichtin-
tensitat. Bei hoheren 5-ALA-Konzentrationen sind Effekte durch die photodynamische Therapie gut
zu beobachten. Die deutlichste Reduktion des Zelliiberlebens fand sich bei U87 und U251 bei einer
5-ALA-Konzentration von 50 pg/ml, bei GB14 bei 100 pg/ml 5-ALA. Fir die weiteren Versuche wurde
die Kombination aus 5-ALA-Konzentration und Lichtintensitat so gewahlt, dass ein mittleres Zelliber-
leben von ca. 80% zu erwarten ist. Das ist dadurch begriindet, dass von diesem Ausgangswert noch
deutliche Verbesserungen der PDT nach unten, im Sinne einer Reduktion des Zelliiberlebens, zu
beobachten wéren, man andererseits aber auch eine eventuelle Verschlechterung der photodyna-
mischen Effekte durch die Veranderungen der Ausgangsbedingungen sehen kénnte.

U87 wurde in den weiteren Experimenten mit 100 pg/ml 5-ALA inkubiert (zun&chst fir 24 Stunden,
im Verlauf auf 4 Stunden reduziert, s. 2.6.5) und mit 2 J/cm? bestrahlt. GB14 wurde mit 100 pg/ml 5-
ALA und 1 J/cm? Bestrahlung behandelt. Fir U251 wurde die Kombination aus 50 pg/ml 5-ALA und
0,5 J/cm? gewahilt.
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Abbildung 22: 5-ALA Inkubation fur 24 Stunden und anschlieRende Bestrahlung fuhren zu verringertem Zell-
Uberleben. U87 (links), GB14 (Mitte) und U251 (rechts) wurden jeweils einen Tag mit vier verschiedenen Kon-
zentrationen an 5-ALA (0, 25, 50 und 100 pg/ml) inkubiert und anschlieRend mit unterschiedlicher Intensitat
bestrahlt (635 nm). Gezeigt ist jeweils das mittlere Zelltiiberleben relativ zur Kontrollgruppe 24 Stunden nach
Bestrahlung ausgewertet mittels CellTiter® Blue Assay (Mittelwert +/- SEM, n = 18). Die Markierungen zeigen

die jeweils ausgewahlten Kombinationen aus Inkubation und Bestrahlung fiir die darauffolgenden Experimente.

3.4.2 Einfluss auf die Zellvitalitat

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lieferten keine klar erkennbare Ab- oder Zunahme der Zellvita-
litét (s. Abbildung 23). Die Zellvitalitat nach alleiniger PDT-Behandlung lag bei U87 knapp unter 80%,
bei GB14 lag der Wert deutlich niedriger bei unter 50%. Shikonin wurde in diesem Experiment in
etwas geringeren Konzentrationen benutzt und bewirkte eher einen Uberlebensvorteil fir beide Zell-
linien. Unter TMZ-Therapie zeigt sich ein Absenken der Zellvitalitat in beiden Linien, welches durch
PDT verstarkt werden konnte, der Effekt ist jedoch eher als additiv zu interpretieren weniger als
synergistisch, da der kombinierte Effekt die Summe beider Effekte nicht Ubersteigt. Die Kombination
aus Shikonin, TMZ (und PDT) war wiederum weniger effektiv als die Kombinationen ohne Shikonin
(s. Abbildung 23). Eine logische Schlussfolgerung lie3 sich aus diesen Ergebnissen nicht ableiten.
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us7 GB14
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Abbildung 23: Shikonin und TMZ haben unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellvitalitat nach in vitro PDT in

U87 (links) und GB14 (rechts) Zellen. Vierundzwanzig Stunden nach Start der Zellkultur wurden die Zellen mit
Shikonin (U87: 0,3 und 0,6 uM; GB14: 0,45 und 0,9 pM) und/oder TMZ (U87: 37,5 und 75 pM; GB14: 87,5 und
175 uM) fiir einen Tag inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit FCS-freiem Medium und 100 pg/ml 5-ALA
fur weitere 24 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde das Medium wieder gegen FCS-haltiges Medium gewechselt
und die Zellen mit der vorab ermittelten Strahlungsintensitét (s. Abbildung 22) bestrahlt. Am darauffolgenden
Tag wurde dann ein CellTiterBlue®-Assay durchgefuhrt, um die Zellvitalitat zu bestimmen. Kontrollgruppen wur-
den eingerichtet, die Daten sind relativ zur Kontrolle dargestellt als Mittelwert + SEM (n = 18).

3.4.3 Einfluss auf die Zellproliferation

Wie im vorherigen Abschnitt lieferte auch die Untersuchung der Zellproliferation keine eindeutig in-
terpretierbaren Ergebnisse (Abbildung 24). Bei U87 zeigte sich kaum eine Beeinflussung der Prolife-
ration unter den verschiedenen Kombinationen aus Shikonin, TMZ und PDT. Bei GB14 zeigt sich,
dass PDT jeweils zu einer leichten Erhéhung der Proliferation fuhrt, im Vergleich zu seinem Kontroll-
balken links daneben. Auch hier fiihrt Shikonin in der genutzten Konzentration weder zu einer ver-
starkten Reduktion der Zellproliferation noch zu einer Verstarkung des photodynamischen Effektes
(s. Abbildung 24). Allerdings sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe nur mafig interpretierbar, da
zum einen die Gruppe mit alleiniger PDT-Behandlung nicht zur Reduktion der Zellproliferation fiihrt

und zum anderen nur geringfligige Unterschiede zwischen den einzelnen Balken zu erkennen sind.
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Abbildung 24: Shikonin und TMZ haben unterschiedliche Auswirkungen auf die Zellproliferation nach in vitro
PDT in U87 (links) und GB14 (rechts) Zellen. Vierundzwanzig Stunden nach Start der Zellkultur wurden die
Zellen mit Shikonin (U87: 0,3 und 0,6 pM; GB14: 0,45 und 0,9 pM) und/oder TMZ (U87: 37,5 und 75 pM; GB14:
87,5 und 175 pM) fur einen Tag inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit FCS-freiem Medium und 100
pa/ml 5-ALA fur weitere 24 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde das Medium wieder gegen FCS-haltiges Medium
gewechselt und die Zellen mit der vorab ermittelten Strahlungsintensitét (s. Abbildung 22) bestrahlt. Am darauf-
folgenden Tag wurde dann ein CellTiter96® AqueousOneSolution-Assay durchgefiihrt, um die Zellproliferation
zu bestimmen. Kontrollgruppen wurden eingerichtet, die Daten sind relativ zur Kontrollgruppe dargestellt als
Mittelwert + SEM (n = 18).

3.4.4 Einfluss auf die Induktion von Apoptose

Die Untersuchung, inwiefern Shikonin die Induktion von Apoptose bei gleichzeitiger Bestrahlung stei-
gern kann, erbrachte keine eindeutig interpretierbaren Ergebnisse. Es ist zu sehen, dass es unter
Behandlung mit Shikonin zu einer Erhdhung der Apoptoserate kommt und dass die Kombination mit
5-ALA-PDT oftmals effektvoller ist. Jedoch zeigen die als Kontrolle gedachten Gruppen ,Nur Licht*
und ,Nur ALA* auch eine Erhéhung der Apoptoserate in nahezu allen Settings. Somit ist es schwierig,
eine Aussage zu treffen, welche einzelne Komponente im jeweiligen Aufbau fiir den erzielten Effekt

verantwortlich zu machen ist.
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Abbildung 25: Shikonin und Ko143 zeigen uneindeutige Effekte auf die Induktion von Apoptose nach PDT. U87
(oben links), GB14 (oben rechts) und U87 Spheres (unten links) wurden vier Stunden mit 5-ALA (100 pg/ml),
Shikonin oder Ko143 (je 1 uM bzw. 0,3 puM) inkubiert und anschlieRend bestrahlt. Gezeigt ist der Anteil an
apoptotischen Zellen (1 = 100%) in der Gesamtzahl an behandelten Zellen 24 Stunden nach der Bestrahlung,
gemessen mittels Durchflusszytometrie und aufgetragen als Mittelwert +/- SEM (n = 9). Zur besseren Ubersicht
sind nur die signifikanten Unterschiede dargestellt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001), alle nicht-signifikanten
Unterschiede sind nicht dargestellt.
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3.5 Einfluss von Shikonin und PDT auf die mRNA-Expression

3.5.1 Charakterisierung von U87, GB14 und sU87

Die Untersuchung der mRNA in U87, GB14 und sU87 diente dazu, einschatzen zu kénnen, wie stark
ABCB6 (ATP binding cassette subfamily B member 6), ABCG2 (ATP binding cassette subfamily G
member 2), NPM1 (Nucleophosmin 1), DJ-1 (alias PARK7, Parkinson disease protein 7), NF-1
(Neurofibromin 1) und ATG4C (Autophagy Related 4C Cysteine Peptidase) in den Zellen von Haus
aus exprimiert sind. Die mRNA-Expression wurden relativ zur Menge des Housekeeping Genes TBP
(TATA-binding protein) berechnet (s.Tabelle 3). Es ist zu erkennen, dass U87 und sU87 ein recht
ahnliches Expressionsmuster zeigen. sU87 exprimiert deutlich weniger ABCB6 als U87. GB14

scheint deutlich weniger ABCG2 zu exprimieren als U87.

us7 SD(n=2) |su87 SD(n=2) |GB14 SD (n=2)
ABCB6 7,16 0,04 1,13 0,01 4,69 0,00
ABCG2 6,73 0,00 4,63 0,06 0,18 0,00
NPM1 843,36 8,41 592,22 24,52 467,88 6,58
DJ-1 274,37 6,52 168,90 8,51 183,55 3,63
NF-1 9,06 0,04 13,45 0,18 35,75 0,96
ATGAC 0,58 0,01 0,43 0,01 0,46 0,01

Tabelle 3: mRNA-Expression relativ zur Menge an TBP. Aufgefihrt sind die Werte von U87, sU87 und GB14
als Mittelwert und Standardabweichung (SD, n = 2).

3.5.2 Erhdhung von NF-1 durch Shikonin und PDT

Nach 4-stindiger Inkubation der Zellen aus dissoziierten U87 Spheres mit Shikonin und/oder 5-ALA
und anschliel3ender Bestrahlung konnte bei finf der sechs untersuchten Marker keine signifikante
Anderung in der mRNA-Expression erkannt werden. Lediglich der Tumorsuppressor NF-1 stieg so-
wohl unter 1 pM Shikonin (1,31-fach rel. zur Kontrolle) als auch bei alleiniger PDT (1,37-fach relativ
zur Kontrolle) an. Die Kombination beider Behandlungen fiihrte dariiber hinaus zu einer weiteren
Verstarkung des Effektes, sodass eine Erh6hung der mMRNA-Expression auf das 1,60-fache der Kon-

trollgruppe erzielt werden konnte (p < 0,001).
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Abbildung 26: PDT und Shikonin fihren zu einer Erhéhung der NF-1 mRNA-Expression. Dargestellt

ist jeweils die mittlere mRNA-Expression relativ zur Kontrollgruppe gemessen mit RT-gPCR (Mittel-

wert +/- SEM, n = 6; Werner et al. 2022 [96], modifiziert)
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4. Diskussion

4.1 Sekundare Pflanzenstoffe zeigen zytotoxische Effekte

4.1.1 Shikonin

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Shikonin viele unterschiedliche zytotoxische Effekte auf
Glioblastomzellen und deren Spheres in vitro aufweist. Es konnte eine dosis-abhangige Reduktion
der Zellvitalitat gezeigt werden (3.2.1), ebenso unterdriickte Shikonin die Proliferation der Zellen
(3.2.2) und induzierte Apoptose (3.2.4). Daruber hinaus bewirkte Shikonin eine Unterdriickung der

Neubildung von Tumorspheres aus adharenten Zellen (3.2.3).

Aktuelle Forschungsarbeiten zeigen ebenfalls die vielseitigen Effekte von Shikonin auf unterschied-
liche Tumorentitdten. So konnte in Stammzellen vom Mammakarzinom eine Reduktion spezifischer
Marker erreicht werden, u.a. Nanog, SOX-2, c-myc oder ALDH-1 [97]. Auch in CD133-positiven
Glioblastomstammzellen (U87 und U251) konnte Shikonin die Aktivitdt der pro-apoptotischen
Caspase-9 und Caspase-3 steigern und gleichzeitig Bcl-2 reduzieren [97, 98]. INK/c-Jun [99] EGFR
[100] und PI3K/Akt [100, 101] scheinen eine nicht unwesentliche Rolle im Wirkmechanismus von
Shikonin zu spielen. Dieser ist noch nicht vollstéandig entschliisselt, sollte aber weiterhin Gegenstand

der Forschung bleiben.

4.1.2 Berbamin

Ahnlich zu Shikonin zeigen die Ergebnisse, dass auch Berbamin in der Lage ist, Zellvitalitat (3.2.1)
und Proliferation (3.2.2) zu reduzieren und Apoptose in Glioblastomzellen zu induzieren (3.2.4). Die
Ausbildung von Tumorspheres war gestort in der Anwesenheit von Berbamin (3.2.3). Eine 2014
durchgefiihrte Studie brachte vergleichbare Ergebnisse, auch hier wurde durch ein Berbaminderivat
die Morphologie der Spheres verandert und Apoptose konnte induziert werden [102]. Als potenzieller
Mechanismus wurde angefiihrt, dass das Berbaminderivat eine Induktion des JNK-c-Jun/AP-1 Sig-

nalwegs bewirkt und somit zum programmierten Zelltod fuhrt [102].

Eine neuere Studie zeigt, dass Berbamin ein CaMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase
II) -Inhibitor ist und die Eigenschaft besitzt, Angiogenese zu blockieren, wobei die beiden Signalwege
Uber VEGF (vascular endothelial growth factor) und BDNF (brain-derived neurotrophic factor) eine
entscheidende Rolle spielen [103]. Im Chick-embryo-chorioallantoic-membrane-Modell konnte das
Tumorwachstum von U87 inhibiert und eine signifikante Unterdriickung von Neovaskularisation in
vivo gezeigt werden [103]. Die gleiche Forschergruppe konnte mehrere NK1R (neurokinin 1 receptor)
-blockierende Substanzen identifizieren, die gemeinsam mit CaMKII-Inhibitoren wie u.a. Berbamin
zu einer signifikanten Reduktion von Tumorzelliberleben und einer Unterdriickung von Sphere-Bil-
dung in U87 und U373 fihren [104].
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Auf die Verwendung von Berbamin fur die weiteren Experimente mit 5-ALA und der Bestrahlungs-
kammer wurde aus Zeitgrinden verzichtet, da Shikonin mit seinen ABCG2-inhibierenden Eigen-
schaften als vielversprechendere Substanz bewertet wurde. Auch hier ware eine weiterfilhrende For-

schungsarbeit sinnvoll, um eventuelle Auswirkungen von Berbamin auf die PDT zu entdecken.

4.2 Phytochemikalien in Kombination mit Temozolomid

Es konnte gezeigt werden, dass Shikonin die Effekte von TMZ verstarken kann, insbesondere in der
Unterdriickung von Proliferation (3.2.2) und in der Induktion von Apoptose (3.2.4). Aber auch in der
Unterdrickung der Sphere-Bildung war ein verstérkter Effekt bei der Kombination beider Substanzen
zu erkennen (3.2.3). Ahnliches bestétigte sich auch in anderen Studien, in denen die Kombination
aus Shikonin und der fiir den Tumor etablierte Chemotherapie untersucht wurde: Im Lungenkarzinom
konnte beispielsweise eine Wirkungsverstarkung von Adriamycin auf A549 Zellen durch Shikonin
gezeigt werden [42]. Ein ebensolcher Effekt liel? sich auch im Prostatakarzinom nachweisen, wo
Shikonin eine Zunahme der Effektivitat von Cabazitaxel bewirken konnte [25]. Im Glioblastom wurde
eine Reduktion von Tumorwachstum, -migration und glial-mesenchymaler Transition gefunden, be-

wirkt durch die gemeinsame Anwendung von TMZ und Shikonin [105].

Ziel der Arbeit war es auch herauszufinden, ob Shikonin oder Berbamin zu einer Durchbrechung der
TMZ-Resistenz der Stammzellen fihren kann. Dazu wurden erfolgreich drei resistente Zelllinien
(ru87, rGB14 und rU251) herangezichtet und validiert (3.1). Die eigentliche Fragestellung konnte
anschlieend jedoch nicht hinreichend geklart werden. Die Versuchsreihe, welche die Zellvitalitat in
Abhangigkeit steigender TMZ-Konzentrationen in Koinkubation mit Shikonin misst, lieferte keine aus-

wertbaren Ergebnisse (3.2.5).

Eine 2023 durchgefiihrte Forschungsarbeit in unserem Labor untersuchte den Einfluss von 5-ALA-
PDT auf die TMZ- resistenten Zellreihen rU87 und rGB14. Zunachst konnte gezeigt werden, dass
sowohl rU87 und rGB14 ein insgesamt niedrigeres Apoptose-Verhalten bei steigenden TMZ-Kon-
zentrationen zeigten als ihre Ursprungszellreihen U87 und GB14. Im Hinblick auf die Effektivitat der
5-ALA-PDT zeichnete sich allerdings kein eindeutiges Bild ab. Bei rU87 und GB14 zeigte sich eine
5-ALA- und licht-dosis-abhéangige Abnahme der Zellvitalitat nach Bestrahlung. Bei U87 und rGB14
stellte sich jedoch kein solcher Effekt ein. Eine durchgefluhrte PCR zum MGMT-Methylierungsstatus
Zeigte interessanterweise, dass U87 MGMT-methyliert ist, wahrend rU87 unmethyliert ist. GB14 und
rGB14 waren beide unmethyliert. MGMT-Methylierung ist mit einem besseren Ansprechen auf TMZ

assoziiert. [106]

Die neu etablierten resistenten Zelllinien rU87, rGB14 und rU251 sind kryokonserviert und kénnen

weiter fir zukunftige Forschungsarbeiten verwendet werden.

4.3 Shikonin in Kombination mit 5-ALA und PDT

Bei gemeinsamer Inkubation von 5-ALA und Shikonin konnte mittels Fluorometrie eine gesteigerte

Fluoreszenz der Zellen gemessen werden (3.3.1). Allerdings zeigt Shikonin selbst Fluoreszenz [34]
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und so konnten die PplX- und die Shikoninfluoreszenz nicht getrennt voneinander gemessen wer-
den. Dies ging erst durch den Ansatz der Subtraktion der Kontrollgruppen in der Durchflusszytomet-
rie, welche eine nicht-signifikante Erhdhung der intrazellularen PplIX-Konzentration ergab (3.3.2).
Obwohl Ko143 einen deutlicheren Effekt erzielte, kann man bei den vorliegenden Ergebnissen zu-
mindest auf eine PpIX-modulierende Wirkung von Shikonin schlieBen. Eine 2018 durchgefiihrte Stu-
die zeigte, dass stammzellartige Zellen zwar durchaus mehr PpIX produzieren als differenzierte Zel-
len, gleichzeitig aber auch effektivere Ausschleusungsprozesse besitzen [107]. Daraus lasst sich
ableiten, dass auf zellularer Ebene die photodynamische Therapie noch Optimierungsmdoglichkeiten

aufweist.

Die durchgefiihrten Experimente in der Bestrahlungskammer konnten jedoch nicht ausreichend be-
antworten, ob Shikonin in Kombination mit TMZ und/oder PDT zu einer Reduktion von Zelliberleben
und Proliferation fuhrt oder Apoptose induzieren kann (3.4.2 - 3.4.4). Hierzu ist zu sagen, dass wahr-
scheinlich durch die Vielzahl an Schritten, die diese Experimente erforderten, die Fehleranfalligkeit
und die Streuung der Werte sehr hoch waren. Bereits in den Vorversuchen zur Ermittlung der Be-
strahlungsbedingungen (3.4.1) war die Reproduzierbarkeit der Werte mit Schwierigkeiten verbun-

den, eventuell wirde eine andere oder eine angepasste Methodik interpretierbare Ergebnisse liefern.

Auf mMRNA-Ebene lie sich in den oben aufgeflhrten Experimenten (3.5.2) ermitteln, dass eine kom-
binierte Therapie aus Shikonin und PDT zu einer Erhéhung des Tumorsuppressors NF-1 fihrte. NF-
1 ist eines der stark mutierten Gene im GBM [108, 109], wobei eine Reduktion der NF-1-Expression
zu verstarkter Zellerneuerung, Invasion und Tumorentstehung fiihrt [110]. Eine entscheidende Rolle
koénnte hier auch der Transkriptionsfaktor FOSL1 spielen, Giber dessen Regulation NF-1 zu héherer
Tumoraggressivitat und mesenchymaler Plastizitat fuhrt [L11]. Im Gegensatz dazu fuhrt eine héhere
NF-1-Expression zu weniger FOSL1 und somit die Stammzelleigenschaften in den betreffenden Zel-
len reduziert [111]. Ob Shikonin nun spezifische anti-Stammzelleigenschaften besitzt und ob es der
Dedifferenzierung von Tumorzellen entgegenwirken kann, sollte in weiteren Experimenten tGberprift
werden, nach Mdglichkeit auch in vivo. Shikonin als lipophile Substanz mit geringer Halbwertszeit
stellt jedoch eine besondere Herausforderung fur in vivo Experimente dar. Eine neuere Verdoffentli-
chung berichtete von der Entwicklung Lactoferrin-funktionalisierter PEG-PLGA Nanopartikeln, die
hohere Shikoninkonzentrationen im Gehirn, eine bessere Penetration der Blut-Hirn-Schranke und
somit bessere in vivo Experimente ermdglichen [112]. Dieser Ansatz scheint vielversprechend und

sollte weiterverfolgt werden.

4.4 Konklusion

Die Hypothesen dieser Arbeit konnten in Teilen bestatigt werden. Shikonin und Berbamin zeigten
Anti-Tumor-Effekte in vitro und zeigten sich wirkungsvoll gegen die Ausbildung und das Wachstum
von Tumorstammezellen. In Kombination mit TMZ liel3en sich wirkungsvollere Effekte erzielen. Eine
Durchbrechung der TMZ-Resistenz in den neu geziichteten resistenten Zelllinien lief3 sich nicht aus-
reichend darstellen. Die Kombination von Shikonin und PDT lieferten ebenfalls keine signifikanten
Ergebnisse. Es kann zwar von einer PplX-modulierenden Wirkung von Shikonin ausgegangen wer-

den, eine signifikante Zunahme der Apoptose nach PDT lief? sich jedoch nicht reproduzieren. In der
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Analyse der mRNA-Marker ergaben sich Anhaltspunkte, dass NF-1 eine interessante Rolle in diesem
Prozess spielen kénnte, da es nach der kombinierten Behandlung mit Shikonin und PDT signifikant

héher exprimiert wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen den bisherigen Stand der Forschung gut ergénzen. Es sollten
weiterfihrende Versuchsansatze geplant und durchgefuihrt werden, um die vielversprechende pho-

todynamische Therapie am Glioblastom weiter zu optimieren.
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