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Abkurzungen:

AWK Anwachskontrolle

C Catechin

Ca? Kalzium

CaM Calmodulin

CaM-Kinase-ll Calmodulin-Kinase-lI

CHO Chinese Hamster Ovary cells

DAG Diacyiglycerol

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EA Ellagsaure

EC Epigallocatechin

ECG Epicatechin-3-gallat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGC Epigallocatechin

EGCG Epigallocatechin-3-gallat

ER endoplasmatisches Retikulum

FCS Fotales Kalberserum

Gossy Gossypol

HCI Salzsaure

HI60 human leukocyte cells

Hyp Hypericin

K* Kalium

Laktat-DH-X Laktat-Dehydrogenase-X

InsP Inositolphosphat

InsP; Inositoltrisphosphate (Ins(1,4,5)Ps,
Ins(1,3,4)P3, Ins(2,4,5)P;, Ins(1,5,6)P5)

InsP, Inositoltetrakisphosphate (Ins(1,3,4,6)P,,
Ins(1,3,4,5)P,, Ins(2,4,5,6)P,4, Ins(3,4,5,6)P,4)

InsPs5 Inositolpentakisphosphate

(Ins(1,2,3,4,6)Ps, Ins(1,2,3,4,5)Ps,
Ins(1,2,4,5,6)Ps, Ins(1,3,4,5,6)Ps)



InsPg Inositolhaxakisphosphat

InsP-5-P ase Inositolphosphat-5-Phosphatase

IP3K Inositol(1,4,5)trisphosphat-3-Kinase

MDD-HPLC Metall Dye Detection-High Performance
Liquid Chromatography

PAR 4-(2-Pyridylazo)resorcin

PBS Phosphatgepufferte SalzZdsung

PCR Polymerase Kettenreaktion

P; freies, ionisiertes Phosphat

PKC Phosphokinase-C

PP-InsP, D/L-Bis(1,4)Diphosphoinositol-
Tetrakisphosphat

PP-InsPs D/L-1-Diphosphoinositol-Pentakisphosphat

Ptdins Phosphatidylinositol

S-Phase Synthese-Phase

TEA Triathanolamin
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1. Einleitung

1. Einleitung

1. Einfiihrung in die Thematik:

Die unterschiedlichen interzellularen Kommunikationsmaoglichkeiten wie die Sekretion
von chemischen Botenstoffen, das Vorhandensein intrazellularer und
membranstandiger Rezeptoren, sowie die ,gap junctions” ermdglichen jeder
Zellpopulation die Aufrechterhaltung lebenswichtiger Funktionen, wie Wachstum,
Zellteilung und Ausdifferenzierung. Gesteuert werden diese Funktionen durch ein
komplexes Zusammenspiel von stimulierenden und hemmenden Signaleninnerhalb
der Zelle (homdstatische Signale) und auRerhalb der Zelle (trophische undleistungs-
steuernde Signale, Uberlebens- und Wachstumssignale), die es der Zelle
ermaglichen eine stringente und prazise Kontrolle Gber die Replikation und
Apoptoseinduktion zu erlangen. Entsteht in dem geregelten Informationsfluss ein
Defekt, kommt es unter Anderem zur Neoplasieentstehung und damit zum
ungehemmten Zellwachstum. Hoher phosphorylierte Inositolphosphate, wie InsP,,
InsPs und InsPg haben offensichtlich eine stimulierende Wirkung auf das
Zellwachstum, wobei einige Inositolphosphate auch inhibitorisch wirken. Polyphenole
aus dem grunen Tee und der Wirkstoff Gossypol, beides potente Inhibitoren der
Inositol(1,4,5)Ps-3-Kinase (IP3K), kdnnen so indirekt in kultivierten Zellen die
Synthese von InsPsund InsPg unterbinden. Durch die Hemmung der IP3K wird das
Schlusselenzym des Inositolphosphatstoffwechsels blockiert. IP3K ist ubiquitar in
allen tierischen Geweben enthalten (Irvine et al., 1986) und katalysiert die Bildung
von Ins(1,3,4,5)P, aus Ins(1,4,5)P; Ins(1,3,4,5)P,istdas Substrat, von dem in
tierischen Zellen offensichtlich alle weiteren, héher phosphorylierten
Inositolphosphate ausgehen. Diese Eigenschaften geben diesem Enzym eine
Schlusselposition im Inositolphosphatstoffwechsel. In dieser Studie wird nun deren
potentielle antiproliferative und apoptotische Wirkung auf tierische

Ovarialkarzinomzellen (CHO: chinese hamster ovary carcinoma cells) untersucht.
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1.1. Synthese und Stoffwechsel von Ins(1,4,5)P;

Durch die Bindung eines extrazellularen Signalmolekills an G-Protein gekoppelte
Membranrezeptoren kommt es in vielen Fallen durch die Stimulierung der a-
Untereinheit trimerer G-Proteine des Typs Gy oder G, zur Aktivierung der
Phospholipase-C;. Dieses Enzym wird dann an dem freiwerdenden [/ y-Komplexder
G-Proteine, an der Innenseite der Plasmamembran verankert und spaltetim
aktivierten Zustand Phosphatidyl-4,5-bisphosphatin Diacyiglycerol (DAG) und
Inositol(1,4,5)trisphosphat (Ins(1,4,5)P5). Beide Spaltprodukte dienen der Zelle als
second messenger. Alternativkann die Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen
durch Wachstumsfaktoren Phospholipase C-y aktivieren. Dieser Weg fuhrt ebenfalls
zur Freisetzung dieser beiden sekundaren Botenstoffe (bereits Lehrbuchwissen).
Ins(1,4,5)P;istein kleines, hydrophiles Molekul, das sofortins Zytosol diffundiertund
an einen spezfischen, tetrameren Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER) bindet. Daraufhin erfolgt eine Konformationséanderung, die zur
Offnung von Kalzium-Kanalen im ER fiihrt. In der Folge (binnen 5 s bis einigen min)
kommtes zu einem kurzfristigen Anstieg der intrazellularen Kalzumkonzentration,
wodurch es zu einer Aktivierung multipler Ca®* und Ca®* / Calmodulin-Komplex-

abhangiger Proteine kommt.

1.2. Die D-myo-inositol(1,4,5)trisphosphat-3-kinase (IP3K) ist das

Schliisselenzym im anabolen Inositolphosphatstoffwechsel

Der kurZristige kalziummobilisierende Effekt von Ins(1,4,5)P;wird durch zwei
verschiedene Wege abgeschaltet. Zum Einen kann das Ins(1,4,5)P; Uber die 5-
Phosphatasen zu Ins(1,4)P, dephosphoryliert werden, das weiter durch eine 1-
Phosphatase oder 4-Phosphatase zu myo-Inositol abgebaut wird (Inhorn und
Majerus, 1988). Ins-1P, Ins-3P und Ins-4P dienen dem Recycling der
Phosphoinositide. Von der 5-Phosphatase existieren bisher vier bekannte
Subgruppen (Typ1-4), die alle eine hydrolytische Spaltung der funften

Phosphatgruppe verschiedenster Inositolphosphate katalysieren (A.B. Jefferson et
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al., 1997, B. Verjans etal., 1994, K. Laxminarayan et al., 1994, AB. Jefferson et al.,
1995, S.P. Jackson et al., 1995, S.B. Shears, 1998). Zum Anderen entsteht durch die
IP3K aus Ins(1,4,5)P;das Ins(1,3,4,5)P,. Dieses Ins(1,3,4,5)P,istder
Ausgangsmetabolit fir alle weiteren, hoher phosphorylierten Inositolphosphate, von
denen einige spezelle biologische Funktionen besitzen. Die IP3K bindet mit sehr
hoher Spezfitat und Affinitat an ihr Substrat, das Ins(1,4,5)P;, wie die K, -Werte
zwischen 0,4 und 2,1 uM zeigen. 1990 wurden zwei Isoformen der IP3K entdeckt
und die complementary-DNA dieser Isoformen Aund B aus dem Hirngewebe vom
Menschen und der Ratte isoliert. Man fand heraus, dass Ratten-IP3K und humane
IP3K zu 93% in ihrer Aminosauresequenz Ubereinstimmen. Bei der Isoform-A
handelt es sich um ein 51 kDa und bei der Isoform-B um ein 74 kDa (Ratte) bzw. 65
kDa (Mensch) schweres Protein. (Takazawa etal.,1991, Lin A. et al.,1993,
Vanweyenberg et al., 1995). Mittlerweile wurde im Labor von Prof. Mayr die
vollstandige complementary-DNA der B-Form kloniert, welche flir ein Protein mit
knapp Uber 100 kDa codiert (Mayr G., unveroffentlicht). Kirzlich wurde noch eine
Isoform-C entdeckt. Diese besitzt ein Molekulargewicht von 75.207 kDa und eine K,
fur Ins(1,4,5)P5von 6 uM. Isoliert wurde die Isoform-C aus Bakterienzellen (DH5aF")
und Hefezellen (COS-7). Die IP3K-Isoform-C zeigt nur eine geringe Aktivierung
durch Ca®*/Calmodulin-Komplexe im Vergleich zu den anderen Isoformen (Dewaste
V. etal., 2000). Inzwischen wurde die IP3K aus verschiedenen Geweben identifizier,
wie z.B. aus: Hirn, Leber, Erythrozyten, Makrophagen, glatte Muskulatur, Retina und
humanen Thrombozyten (Irvine et al.,1986; Biden et al., 1988; Morris et al., 1987;
Tarver etal., 1988; Lin et al., 1989; King und Rittenhouse, 1989). Das generalisierte
Vorkommen der IP3K spricht fur eine wichtige Position im Signalstoffwechsel der
Inositolphosphate. Gewebe von humaner und tierischer Herkunft, mit besonders
hoher Expression an IP3K-Isoform-A sind neuronale Zellen des Cortex,
Hippocampus und Cerebellum (Takazawa et al, 1990). Zwischen den drei Isoformen
bestehen grolle Differenzen im Bereich der N-terminalen Domane, die eine bisher
noch unbekannte Funktion beinhaltet. Es besteht eine grélere Homologie in Bezug
auf die Calmodulin-Bindungsstelle. Die héchste Ubereinstimmung beinhaltet die C-
terminale katalytische Domane (Bertsch U. et al.,1998). Aufgrund mehrerer Berichte

liegtdie Vermutung nahe, dass die IP3K Uber rezeptorvermittelte, aktivierte
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Proteinkinasen (PKC, cAMP-abhangige Proteinkinase-A, CaM-kinase-Il)
phosphoryliert und damit aktiviert wird (Wymann et al.,1998; Communi et al., 1997;
Takazawa et al., 1990). So bewirken Carbachol, Acetyicholin, UTP, Okadainsaure
und Calmodulin-Kinase-|l einen voribergehenden Anstieg der IP3K-Aktivitat in der
Zelle. CaM-Kinase-ll ist eine der bedeutetsten Proteinkinasen in neuronalen
Geweben. Es spielt eine signifikante Rolle bei der Neurotransmitterfreisetzung und
vielleicht auch eine Rolle bei der sogenannten long term potentiation (LTP). IP3K-A
kommtin besonders hohen Konzentrationen in den Dendriten des Hippocampus und
den cerebellaren Purkinjezellen vor, was fur eine bedeutende Rolle bei der
Langzeitwirkung und Langzeitabnahme von synaptischen Ubertragungen sprechen
konnte (Choi et al., 1990). Experimentell konnte gezeigt werden, dass durch einen
CaM-Kinase-II-Inhibitor die IP3K-Aktivitat gehemmt wird (Communi, Vanweyenberg,
Erneux, 1997). Die CaM-abhangige IP3K kann Uber zwei Wege aktiviert werden.
Zum Einen direkt Uber Bindung von Ca®":CaMund zum Anderen (ber eine
Phosphorylierung der IP3K (Takazawa et al., 1988; Communi et al., 1994). Durchdie
Phosphorylierung des Enzyms (Isoform-A) erhéht sich sowohl seine Aktivitat, als
auch seine Sensitivitat gegentuber dem Ca?*:CaM-Komplex. Die Stimulation durch
CaMistdosisabhangig und spielt sich im nanomolaren Bereich ab. Das
Wirkungsmaximum des Enzyms liegt bei einem pH-Optimum von 7,2. In der
Gegenwart von Calmodulin kommt es zu einer biphasischen Antwort mit einem
Anstieg der zellularen Kalzium-Konzentration. Erhoht sich die Ca®*-Konzentration
von 107 auf 10, dann erhoht sich die IP3K-Aktivitat um das 1,5-fache. Steigt die
Ca?*-Konzentration weiterhin an, kommtes zu einem Abfall der Enzymaktivitat. (Lin,
Wallace, Barnes, 1993).

Durch die Inhibition der IP3K kommt es in den bisher untersuchten Zelltypen aueiner
Blockade in der Synthese hoher phosphorylierter Inositole. Die dadurch reduzerte,
oder fehlende Bildung von InsPsund InsPg bewirkt eine Wachstumsstagnation einiger
kultivierter Zellen (Dissertation K. Hillemeier, 2001). Inhibitoren der IP3K (in vitro)
vom Typ der Polyphenole aus dem grinen Tee, sowie der Wirkstoff Gossypol, aus
der Baumwollpflanze hemmen in diesen bisher untersuchten Zelltypen (Jurkat-T-,
3T3-Zellen) das Zellwachstum. Da die genannten Hemmstoffe auch noch andere
zellulare Signaltransduktionsenzyme und wachstumsrelevante Funktionsproteine,

wie z.B. die Topoisomerase-ll hemmen, ist es von besonderer Wichtigkeit, den



1. Einleitung

kausalen Zusammenhang der Wirkung auf das Zellwachstum, mit dem hemmenden

Effekt der IP3K weiter zu untersuchen.

1.3. Die im griinen Tee enthaltenen Polyphenole und ihre Wirkung
auf das Wachstum von CHO-Zellen

Frischer griner Tee (Camellia sinensis) besteht zu 36% aus Polyphenolen, 25%
Kohlenhydraten, 15% Proteinen, 4% Aminosauren und 1,5% organischen Sauren
(Trockengewicht). Die 36% der Polyphenole teilen sich folgendermalien auf:40-60%
Epigallocatechingallat (EGCG), 10-20% Epigallocatechin (EGC), 10-20%

Epicatechingallat (ECG), 4-6% Epicatechin (EC) und 2-4% Katechin (N. Matsuo,
K.Yamada et al.;1997)

Ellagic Acid 36nM Gossypol 58nM
|Cl) OH
Q H—C OH
O OH
CHs
oo
CHs
HO O
O H3;C
OH O
ECG 94nM EGCG 120nM

OH
OH
HO O HO O
OH )\ ; :OH
@)
OH
OH

OH
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ATA 150nM Hypericin 200nM
@) O OH O OH

Diagramm 1) Darstellung der chemischen Strukturformeln der eingesetzten Hemmstoffe
Ellagicsdure, Gossypol, ECG, EGC, EGCG, ATA und Hypericin, die Zahlen in nM
geben den IC,,-Wert fir die Ins(1,4,5)P;-3-Kinase-Hemmung an. ( Die Stukurformeln
und IC4,-Werte wurden freundlicher weise von K. Hillemeier zur Verfigung gesdellt)

1.4. Epigallocatechingallat (EGCG), Epigallocatechin (EGC) und
Epicatechingallat (ECG)

EGCG istder Hauptbestandteil der Polyphenole im griinen Tee und dessen
Extrakten. In der letzten Zeit wurde viel zur Wirkungsweise von Polyphenolen
geforscht. Dabei entdeckte man zahlreiche protektive Mechanismen, wie
antioxidative, antiatherosklerotische, antitumordse, antibakterielle, sowie
inhibitorische Wirkungen auf unterschiedliche Enzymgruppen, wie zB.: die Reverse-
Transkriptase und Topoisomerase-|l (C.A. Austin, S. Patel etal.; 1992). Der ICx,-
Wert des EGCG liegt fur Topoisomerase-Il bei 0,4 uMund fur die IP3K bei 120 nM
(Hillemeier K., Promotionsarbeit). EGCG stellte sich, im Vergleich zu Ascorbinsaure
und Glutathion, als signifikant besseres Antioxidans heraus (E.S. Fiala, R.S. Sodum,
etal.; 1996). Anhand von Wachstumsversuchen mit einer menschlichen
Lungenkrebszelllinie (PC-9), zeigte sich in Bezug auf den Zellzyklus, eine Zunahme
der Zellen, die sich in der Go,M-Phase befinden von 13,8% (ohne Hemmstoff) auf
24,1% (mit 100 uM EGCG). Zusataich zeigte sich eine Abnahme des Mitoseindexes
von 11,6% (unbehandelte PC-9-Zellen) auf 7,25% (mit 100 uM EGCG). Mit Hilfe von
Mikroautoradiographie zeigte sich, dass sich radioaktivmarkiertes EGCG in der
Membran, im Zytosol sowie im Nucleolus anreichert, was flr eine multifunktionale
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Wirkungsweise des EGCG spricht. (S.Okabe, M.Suganuma, M.Hayashi, E.Sueoka,
A.Komori und H.Fujiki; Jpn. J. Cancer Res., 1997). Man vermutet, dass EGCG die
Interaktion zwischen Tumorpromoter und seinem Rezeptor blockiert, der sogenannte
"sealing-effect of EGCG". (S,Yoshizawa, T.Horiuchi, M.Suganuma, S.Nishiwaki,
J.Yatsunami, S.Okabe et al., American Chemical Society Press, 1992). Anhand von
Versuchen mit basophilen Leukamiezellen von Ratten, die mit verschiedenen
Konzentrationen von Polyphenolen (EGCG, EGC, ECG, EC, C) behandelt worden
sind, zeigte sich ein histamininhibitorischer Effekt. Die Hemmung der
Histaminausschuttung dieser Zellen ist dosisabhangig und scheintin einem direkten
Zusammenhang mit der Triphenolstruktur dieser Stoffe zu stehen. Die starkste
Histamininhibition besitzt EGCG (100 yM hemmen zu 59%), welches zwei
Triphenolstrukruren beinhaltet. EGC (100 uMhemmen zu 18%) und ECG (100 uyM
hemmen zu 35%) mit jeweils nur einer Triphenolstruktur sind schwachere
Histamininhibitoren, im Gegensatz zu Epikatechin (EC) und Katechin (C), die in ihrer
Strukturformel keine Triphenolstruktur enthalten haben und somit auch keine
Hemmung der Histaminliberation bewirken (N.Matsuo, K.Yamada, K.Shoji et al ;
1997).

Es gibt bisher zwei bekannte Mechanismen, um Mastzellen zur Produktion und
Freisetzung von chemischen Mediatoren zu stimulieren. Eine erhohte intrazellulare
KalzZiumkonzentration, sowie deren hervorgerufene Aktivierung der Proteinkinase-C,
fuhren zu einer Histaminausschuttung. Zusatzlich aktiviert das erhdhte Kalzium die
Phospholipase-A, wodurch es zu einer verstarkten Bildung von Leukotrienen und
Prostaglandinen kommt. Da es bei den Hemmversuchen mit EGCG und denanderen
Polyphenolen zu einer erhdhten intrazellularen Kalziumkonzentration kommt, also
folglich auch InsP; und DAG gebildet werden, greifen diese Stoffe in die
metabolischen Geschehnisse nach dem Anstieg des intrazellularen Kalziums und
vermutlich auch nach Produktion des InsP5in vitro ein (z.B. Gber eine Hemmung der
IP3-Kinase). Andere Studien belegten, dass Katechinverbindungen in der Lage sind,
(EGC, EGCG, Persimmonextrakt) in Zellen eine Apoptose zu induzieren und dadurch
limitierend auf das Zellwachstum zu wirken (H.Hibasami, Y.Achiwa et al.; 1996). Die
Topoisomerase-ll istein Enzym, dass eine wichtige Rolle zu Begin der DNA-

Replikation spielt. Dieses Enzym bewirkt die Auflosung der DNA-Helixstruktur und
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macht dadurch uberhaupt ein Ablesen des Erbgutes moglich. EGCG ist ein
Topoisomerase-lI-Inhibitor (Adlakha R.C. et al., 1989). Die IC5y-Werte von EGCG fir
die Topoisomerase-ll und IP3K wurden von K. Hillemeier zur Verfligung gestellt
(Dissertation, 2001).

EGCG, ICg-Wert fir Topoisomerase-ll- Hemmung 0,4 uM

EGCG, ICs-Wert fur IP3K-Hemmung 120 nM

Diagramm 2) Beschreibung der IC5,-Werte von EGCG fir die Hemmung des Enzyms
Topoisomerase-ll (0,4 uM) und der IP-3K (120 nM).

1.5. Gossypol

Gossypol ist eine polyphenolische Verbindung, die in den Pigmentdrisen der
Baumwollpflanze (Malvaceae) enthalten ist. Bekannt wurde Gossypol, aus klinischen
Versuchen, Uber nicht-steroidale, orale, mannliche Kontrazeptiva. Zahlreiche
Versuche zeigten, dass Gossypol Uber direkte Mitochondrienschadigung,
Unterbindung der Zellkommunikation uber gap-junctions (Barhoumi R. and Burghardt
R.C., 1995) und durch Stimulation, oder Hemmung zahlreicher Enzymgruppen,
(besonders die den Energiemetabolismus betreffenden), in vielfaltiger Weise aufden
Zellstoffwechsel einwirkt.

Diese Stoffgruppe ist unter anderem ein potenter Inhibitor der Laktat-DH-X, die zu
40% in den Mitochondrien lokalisiertist und zu 60% zytosolisch. Die Aktivitat dieses
Enzyms ist stark mit der Beweglichkeit der Spermien assoziert. Gossypol hemmtdie
Spermienmotiliat (K.L. Oligiati, W.A.Jr. Toscano et al.; 1983) und fuhrt zu einer
Umorganisation von Hodenepithel, wodurch es zu einer irreversiblen Verdrangung
der Spermatocyten kommt (A. Ranga, N.R. Kalla, U. Kanwar; 1990).

Es existieren verschiedene optische Isomere von Gossypol, wobei sich das (-) -
Isomer, in Bezug auf seine antiproliferative und kontrazeptive Wirkung, als die
potenteste Form herausstellte (3,6 bis 12,4-fach hdhere Wirkung in Bezug auf die (+)

8



1. Einleitung

-Form und 1,48-2,65-fach hoher, in Bezug auf die (+/-) -Form). Die schwachere
Wirkung des (+) -lsomers erklart sich durch eine erhéhte Bindungsaffinitat an
Serumproteine, wodurch die Bioverfigbarkeit reduziert wird (Wang J.M. et al., 1992).
Gossypol reagiert mit vielen Makromolekulen der Zelle, indem es eine kovalente
Bindung mit eAminosauren uber eine Schiff sche Basenkondensation eingeht und
dariber mdglicherweise fur den Gossypoleffekt verantwortlich ist (Adams et al.,
1960; Strom-Hansen et al., 1989; Adlakha R.C. et al., 1989; Yu Bao-Zhu et al.,
1997). Da Gossypol zahlreiche Enzyme hemmt, hat man bisher dazu geneigt seine
Wirkung durch eher nicht-spezfische Interaktion mit wichtigen Zellwachstums
regulierenden Proteinen zu erklaren. Mit der Hemmung der IP3K durch Gossypol
wurde nun jedoch das bisher hdochstaffine, zellulare Target des Wirkstoffes gefunden,
so dass bisher unerkannte spezfische Wirkungen durchaus auch maoglich
erscheinen. Sensitivster Indikator der wachstumshemmenden Gossypol-Wirkungist
eine Abnahme der DNA-Syntheserate, RNA-Syntheserate sowie die Hemmung der
Proteinbiosynthese (V. Band, A.P. Hoffer et al.; 1989). Versuche mit Prostatazellen
der Ratte zeigten, dass 0,02 yM Gossypol ausreichen, um einen Ruckgang der sich
in der S-Phase befindenden Zellen, zu verzeichnen und zwar von 43 auf 31% (S.M.
Chang, L.F. Lei, L. Tian; 1992). Im Gegensatzdazu stehen die Daten von
Rosenberg, der bereits 1986 zeigte, dass sich mit Gossypol behandelte HeLa-Zellen
durch Hemmung der DNA-Polymerase in der S-Phase arrestieren lassen (Rosenberg
etal., 1986). Hierfur verantwortlich ist eine Blockade von Enzymen, die mafigeblich
an der Replikation und Reparation der DNA beteiligt sind (DNA-Polymerase,
Ribonucleotid-Reduktase, Topoisomerase-Il). Der ICs5-Wert von Gossypol fur die
Topoisomerase-Il liegt bei 4 uM. Die Zellen treten zwar noch in die S-Phase ein, es
findet aber keine vollstandige DNA-Replikation mehr statt (Adlakha R.C. et al.,1989).
Zusatdich fuhrt Gossypol zu einem dosisabhangigen Absinken der
Serumkonzentration von Schilddrisenhormonen bei jungen Ratten.
Histopathologisch findet man eine Degeneration von Schilddrisenfollikeln (Y.
Rikihisa, Y.C. Lin; 1989).

Weiterhin verfligt Gossypol Uber einen antiinflammatorischen Effekt (dosis- und
zeitabhangig), indem es verantwortlich ist fir die erhdhte Expression des Mac-1-
Gens (kodiert fur CD11b und CD18, welches Oberflachenantigene von neutrophilen
Leukozyten sind), sowie die verstarkte Produktion von Superoxid in Neutrophilen.3-5
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MM Gossypol bewirken nach einer Einwirkungszeit von 15 Minuten eine um den
Faktor 14 gesteigerte Expression des Mac-1-Gens, im Vergleich zu der Kontrolle.(In
Vitro-Versuche mit humanen Neutrophilen mit einer Gossypolkonzentration von 3-20
MM; P. Benhaim, S.J. Mathes et al.; 1994).

Bei Langzeitbehandlung mit héher dosiertem Gossypol zeigte sich, als eine akute
und subchronische Nebenwirkungen, eine Hypokalidmie und eine permanente
Sterilitat (A. de Peyster and Y.Y. Wang, 1993). Die Hypokaliamie ist auf die
Hemmung der 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zuruckzufuhren, wodurch aktives
Kortisol nicht mehr inaktiviert wird und es zu einem mineralkortikoiden Effekt kommt
(J. Guo and M.M. Reidenberg, 1998). Der ICs-Wert von Gossypol fur die IP3K liegt
gegenuber anderen bekannten zellularen Targets deutlich niedriger, namlich bei 58

nM (Hillemeier K., Promotionsarbeitin Vorbereitung).

Gossypol, ICsy-Wert fur Topoisomerase-ll-Hemmung 4 yM

Gossypol, ICs-Wert fur IP3K-Hemmung 58 nM

Diagramm 3) Beschreibung der IC5,-Werte von Gossypol fir die Hemmung des Enzyms
Topoisomerase-ll (4 uM) und der IP-3K (58 nM). Die Daten wurden von K. Hillemeier
bereitgestellt, die mit Hilfe des Topoisomerase-ll Drug Screening Kits der Firma
TopoGen (USA) die Reaktionsansatze zusammen pipettierte und nach Stoppender

Reaktion eine Elektrophorese durchfiihrte (Dissertation Hillemeier K., 2001).

1.6. Die verschiedenen Inositolphosphate und ihre Wirkungsweise

auf zellularer Ebene

Einige Inositolphosphate wie Ins(4,5)P,, Ins(1,4,5)P5, Ins(2,4,5)P;, Ins(1,2,4,5)P,und
Ins(1,3,4,5)P, beeinflussen die intrazellulare Kalziumhomadostase. Fur die

kalziummobilisierende Wirkungsweise scheint die Phosphorylierung an der4.und5.
Position des myo-Inositolrings, sowie das Vorhandensein zweier benachbarter OH-

Gruppen ausschlaggebend zu sein. Der Phosphoinositol-Stoffwechsel ist bei

10
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neoplastischen Prozessen stark erhdht, weil Onkogene (ras, src, erbB)
Tyrosinkinasen aktivieren, die wiederum die Tyrosingruppen der Phospholipase-C
phosphorylieren und damit aktivieren (Wahl M.1., 1989, Mayr G.W., 1990).

o4 A A A

PP ADP  ATP P ADP  ATP P
[PP-InsP4 PP -InsP5 Ins Pg

(Ins Pg) (insP7)
k ATP

F’PP ADﬁrp

PP-nsP4 Ins (1456 )P

H

ADP
o P

H AT;),-

o fio b
ns(1345)P, P ATP
P
H
ns(3456)P 4 H
Ins( 145)P3 )\
3P /—\ o
: H P

Ins (134)P3 Ins (1346)P 4

In05|tol

Diagramm 4) Darstellung der Synthese und des Abbaus der einzelnen Inositolphosphatisomere
vom einfachen Inositol bis zum InsPg (aus dem Review von Stephen B. Shears 1998).

1.6.1. Inositol(1,4,5)P;

Ist eins der Spaltprodukte, dass bei der Phospholipase-C katalysierten,
hydrolytischen Spaltung aus Inositol(4,5)bisphosphat entsteht. Ins(1,4,5)P; wird
durch die membranstandige, Magnesium-abhangige Ins(1,4,5)Ps-5-Phosphatase zu
Ins(1,4)P, deaktiviert, welches selber nur noch Uber eine duRerst geringe Kalzium-
mobilisierende Wirkung verfugt. Ins(1,4,5)P5 fihrt nach Andocken an einen
spezifischen Kalziumkanal-Rezeptor im ER zu einer Erhéhung des intrazellularen

Kalziums (Streb H. etal., 1983). Dieser Initiale sehr kurristige
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Konzentrationsanstieg (unabhangig von den membrandsen L+T-Typ-
Kalziumkanalen) ist gefolgt von einem bemerkenswerten Anstieg von Ins(1,3,4,5)P,
(8-facher Konzentrationsanstieg flir 15 Sekunden, danach Abfall bis zum Basalwert)
(Li G.etal., 1992).

1.6.2. Inositol(1,3,4)P;

Entsteht aus Ins(1,3,4,5)P,, durch die Dephosphorylierung (InsP-5-Phosphatase)an
der 5. Position. Wird Uber weitere Dephosphorylierungsschritte, Gber Ins(3,4)P, und
Ins(1,3)P, zu myo-Inositol abgebaut, oder zu Ins(1,3,4,6)P, phosphoryliert
(Ins(1,3,4)Ps-6-Kinase). Von diesem InsP, aus, entstehen alle weiteren bekannten
InsPs, InsPg und 5PPInsPs. Ins(1,3,4)P;6ffnet ebenfalls Ca®*-Kanale im ER (Irvine
R.F., 1986; Mayr G.W., 1988).

1.6.3. Inositol(2,4,5)P;

Besitzt einen zum Ins(1,4,5)P; fast identischen kalziummobilisierenden Effekt
(Burgess G.M,, 1984; Mayr G.W., 1988). Es besteht ein Synergismus in der Ca?-
mobilisierenden Wirkung zwischen Ins(2,4,5)P;und Ins(1,3,4,5)P, (S.B.Shears,
1998).

1.6.4. Inositol(1,3,4,5)Ps

Ist keinesfalls nur das Inaktivierungsprodukt von Ins(1,4,5)P; sondern veranlasst
moglicherweise selbst die Offnung von Ca*-Kanalen und kalziumabhangiger K*-
Kanalen in den Plasmamembranen (Irvine R.F. etal., 1992). Es dient als
Verstarkungsmechanismus des Ins(1,4,5)P;. Zusatich ist es Ausgangspunktfuralle
weiteren, héher phosphorylierten Inositolphosphate, Uber den Zwischenschritt einer
Dephosphorylierung zu Ins(1,3,4)P5; (Mayr G.W.,1988). Als Antwort auf die
kurzristige Ca2+-Erh6hung (InsP5-Wirkung) bewirkt Ins(1,3,4,5)P,einen
langanhaltenden, Kalzium-Influx Giber die Plasmamembran (Li G. etal., 1992; Jun

12
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K.S. etal. 1996). Durch das Klonen von Schweinethrombozyten entdeckte Cullen
1995 ein spezfisches Ins(1,3,4,5 )P,-Bindungsprotein. Dieses Bindungsprotein
gehort zu den GTP ase-aktivierenden Proteinen (GAP-1). Es zeigt GAP-Aktivitat
gegenuber ras und wird spezfisch uber Ins(1,3,4,5)P, stimuliert.
Immunzytochemische Untersuchungen ergaben, dass das Bindungsprotein in der
Plasmamembran vorkommt (Lockyer P.J. et al., 1998). Die intrazellulare
Konzentrationserhéhung von Ins(1,3,4,5)P, scheint die Loslésung des GAP-1-
Proteins von der Membran zu bewirken und damit auch seine GAP-Aktivitat zu
erhohen (Shears S.B., 1998). Ins(1,3,4,5)P, bindet an membranstandige und
nukledre Rezeptoren, sowie an Ins(1,3,4,5)P,/ InsPg-Rezeptorproteine.
Ins(1,3,4,5)P,4, InsPg und PtdIns(3,4,5)P; hemmen die Funktion von Vesikeladaptern
und Proteincoating. Zusatzich findet eine Bindung mit der C,B-Domane des
cerebralen Proteins Synaptogamin |l statt, wodurch die Transmitterfreisetzung in der
prasynaptischen Membran unterbunden wird (Jun K.S. et al. 1996). Die kurzich
identifizierten InsP,-Rezeptorprotein (p42IP4) und Centaurin-a scheinen periphere
Membranproteine zu sein, die zusatich als zytosolische Proteine existieren
(Hammonds-Odie et al., 1996; Venkateswarlu et Cullen, 1999). Dadurch kann eine
Kommunikation, ausgeldst durch Ins(1,3,4,5)P,, oder PtdInsP5, zwischen

Membranen und zytosolischen Kompartments stattfinden (Stricker L., 1997).

1.6.5. Inositol(1,3,4,6)Ps

Entsteht aus dem Ins(1,3,4)P; durch Phosphorylierung an der 6. Position und wirdzu
Ins(1,3,4,5,6)P5 phosphoryliert. Dieses InsP, zeigt zusammen mit Ins(1,4,5,6)P, die

hochste und langwirksamste Kalziumerhohung in der Zelle (Li G. etal., 1992).

1.6.6. Inositol(1,4,5,6)P,

Entsteht entweder durch die Phosphorylierung des Ins(1,4,5)P; an der 6-OH-Gruppe
durch eine InsP,-6-Kinase, oder istdas Dephosphorylierungsprodukt des
Ins(1,3,4,5,6)P5sam 3-Phosphat. Letzterer istin den meisten Zellen der haufigste
Syntheseweg.

13
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1.6.7. Inositol(3,4,5,6)P4

Wird durch die Dephosphorylierung an der 1. Position aus Ins(1,3,4,5,6)P5 gebildet
und blockiert selektiv epitheliale, Ca®*-aktivierbare Chloridkanale (Shears S.B.,1998;
Vajanaphanich m. etal., 1994) nach muscarinerger Stimulation. Diese Wirkung kann

durch das Protein Annexin verstarkt werden.

1.6.8. Inositol(1,3,4,5,6)Ps

Seine Synthese erfolgt aus Ins(1,3,4,6)P,, Ins(1,4,5,6)P, und Ins(3,4,5,6)P,. Es dient
bei Vogeln als allosterischer Regulator fir die Sauerstoff-Affinitat des Hamoglobins,
ahnlich wie die Funktion des 2,3-Bisphosphoglycerat (Isaaks R.E. etal., 1980). Es
bindet sich an nucleosomale Cores und das Histon-H1, sowie einige der
Bindungsproteine des Ins(1,3,4,5)P4(Landes G.M,, 1982; Mayr G.W., 1988).

1.6.9. Inositol-Ps

InsPgistdas am haufigsten vorkommenden Inositolphosphat, das in Pflanzen
gefunden wurde (10 — 100 uM) (Huang C. et al, 1997). Sowohl InsPs, als auch InsPg
unterliegen einem raschen Metabolismus. Beide sind Aktivitatsmodulatoren von
glykolytischen Enzymen (Stephens L. etal., 1993). InsPg hat starke
metallkomplexbildende Eigenschaften (Kalzium, Magnesium, Eisen, Zink), wofurdie
1,2,3-Trisphosphatgruppe verantwortlich gemacht wird (Larsson O. etal., 1997).
Zusatich senkt es so wie InsP5 die Sauerstoffaffinitat von Sduger-Hamoglobin,
wodurch die arteriovendse-Sauerstoffdifferenz ansteigt und das Herzzeitvolumen
abnimmt. Aitere und neuere Studien ergaben eine tumorostatische Wirkung in vitro
und in vivo. Immunzytochemische Versuchsreihen mit humanen Kolon-
Karzinomzellen zeigten, dass InsPg eine Up-Regulation des Tumorsuppressor-Gens
(p53, beschutzt die Zelle auf molekularer Ebene vor genetischen Defekten) und des
p21WAF1/CIP1-Gens (Wachstumsinhibitor) bewirkt (Saied I.T., 1998). Uber 50%des
InsPg sind wahrscheinlich im Kern lokalisiert, der Restin der Zellmembran (Mayr

G.W., 1990). InsPg reguliert offensichtlich lonenkanale uber die Beeinflussung von
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Phosphorylierungsprozessen. Durch die konzentrationsabhangige Inhibition
(InsPs:10uM) der Serin-Threonin-Proteinphosphatase Typ 1, 24, 3 (Typ 3 selektiv)
kommtes zum Anstieg der Kalziumkanalaktivitat des ladungsabhangigen L-Typs.
Ins(1,3,4,5,6)Psist nur ein Halb so potenter Inhibitor dieses Enzyms (InsP5: 50uM)
und Ins(1,2,3,4,6)P5 sogar nur ein Flnftel so potent, wie InsPg (Larsson O. et al.,
1997; Barker C.J., 1999). InsPg soll unter anderem auch die Phosphatidylinositol-3-
kinase (PI-3) hemmen und dadurch tumorstatisch wirken. PI-3 aktiviert epidermale
Wachstumsfaktoren (Huang C. etal 1997).

Es wurden bereits mehrere InsPg-Bindungsproteine entdeckt, wie Vinculin
(Komponente des Zytoskeletts von Thrombozyten), oder ein Myelin-Proteolipid-
Protein, AP-2 (Retrograder Vesikeltransport vom Golgiapparat zum ER und
Wiederherstellung von plasmalemmalen Clathrinvesikeln), AP-3 verursacht die
Polymerisation von Clathrin (Endozytoseprozesse) (Beck K.A. etal., 1991; Norris
F.A etal., 1995), Synaptogamin, COP-|, non-Histon-Rezeptorproteine,
nucleosomale Cores, Histon H1 und ein Coatomer, dass fur die Regulation des
Vesikeltransportes zwischen ER und Golgiapparat verantwortlich ist (Shears S.,
1998). Uber spezfische Bindungsproteine scheint InsPg eine wesentliche Rolle
wahrend der DNA-Replikation, den mRNA-Export aus Kernen, der Transkription und
dem vesikularen Transport zu spielen. Zusatzich beeinflusst es die Wirkungsweise
von Neurotransmittern. Neuere Versuche belegten, dass abgesehen von Proteinen
auch Inositolphosphate und Phosphoinositide eine Bindung mit
Phosphotyrosinbindungsdomanen (PTB) eingehen und dadurch maoglicherweise
einen noch unbekannten Weg der intrazellularen Kommunikation darstellen
(Takeuchi H. et al, 1998). Mit Hilfe eines rekombinant hergestellten Proteolipid-
Proteins (PLP), dass hauptsachlich in den Myelinscheiden im zentralen
Nervensystem vorkommt, gelang der Nachweis, dass das PLP eine hohe
Bindungsaffinitat zum InsPg besitzt (Fukuzono S., 1998). Vor mehreren Jahren
entdeckte man ein sogenanntes ARGR-IlI-Gen, dass in Hefen (Saccharomyces
cerevisiae) enthalten ist. Dieses Gen enthalt die Information fiur die Synthese
verschiedener, den Proteinmetabolismus regulierender Enzyme. Vor kurzem
entdeckte man, dass dieses Gen ein Protein kodiert, das eine Inositolphosphat-
Multikinas e-Aktivitat besitzt. Versuchsreihen mit defektem ARGR-III-Gen zeigten eine

starke Abnahme des nuklearen mRNA-Exportes, begleitet von einem reduzierten
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Zellwachstums, sowie ein 170-facher Anstieg von InsP; und eine 100-fach reduzerte
Phosphorylierung von InsP; zu InsPg (Saiardi A. et Shears S. etal., 2000). Zu den
selben Ergebnissen kamen York und seine Mitarbeiter, die ebenfalls eine
Phospholipase-C abhangige Polyphosphat-Kinase aus Hefe isolierten und
feststellten, dass dieses Enzym flr einen effizienten mRNA-Export zustandig ist
(York J.D. etal.,1999).

1.6.10. Inositolpyrophosphate (PP-InsPs + bisPP-InsP,)

Seit Kurzem ist eine neue Klasse von Inositolphosphaten entdeckt worden und zwar
enthalten diese InsP energiereiche Pyrophosphatgruppen. Im Zytosol von Amdben
wurden zwei solcher Verbindungen entdeckt. Zum Einen das D/L-1-
Diphosphoinositol-Pentakisphosphat (PP-InsPs) und zum Anderen das D/L-Bis(14)
Diphosphoinositol-Tentrakisphosphat (PP-InsP,) in Konzentrationen von 0,05 bis
0,25 mM. Diese energiereichen Verbindungen werden schnell metabolisiertund aus
InsPg und ATP synthetisiert. Sie dienen als Phosphatgruppendonatoren in
Phosphotransferase-Reaktionen (Stephens L. etal.,1993). PP-InsP5und PP-InsP,
kénnen beide wieder zu InsPg dephosphoryliert werden, dabei kann das B-Phosphat
auch auf ADP transferiert werden und es entsteht so eine weitere energiereiche
Anhydridbindung (Shears S.B., 1998). Mit Hilfe der micro-MDD-HPLC konnten
verschiedene PPInsPs-Isomere isoliert werden, wie 5-PPInsPs5, 4-PPInsPs, 6-
PPInsPs5,1-PPInsP5; und 3-PPInsP5, sowie das 4/6 Enantiomerpaar des 5-PPInsPs.
Zusatzdich wurde entdeckt, dass sich die Phosphatgruppen des bis-PPInsP, (isoliert
am Beispiel des Dictyosteliums) auf den Positionen 4,6 und 5 befinden. 5PPInsPsist
bisher das einzige Isomer, welches bereits in vier weiteren Zelltypen gefundenwurde
(FTC humane Schilddrusenkrebszellen, Swiss 3T3 Fibroblasten, Jurkat-T-Zellen,
CHO) (Albert C., 1997). Aus Leberzellen der Ratte wurde eine Diphosphoinositol-
polyphosphat-Phosphohydrolase (DIPP) gereinigt, die das R-Phosphat aus den
Diphosphatgruppen in PP-InsP5 (K,;: 340 nM) und bisPP-InsP, (K: 34 nM) spaltet.
InsPgist kein Substrat der DIPP, sondern hemmt den Metabolismus beider
hochphosphorylierter Substanzen (ICsy: 0,2 — 3 uM) (Safrany S.T., 1998). Erst
kirzlich wurde eine IP6-Kinase aus Hefe isoliert und geklont, sowie eine IP6-Kinase

Typ 1 und 2 aus tierischen Zellen. IP6K ist ein Enzym, dass PP-InsPs synthetisiert.
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Die Typ 1 IP6-Kinase phosphoryliert InsP5 mit einer K., von 1,2 yM und InsPg mit
einer K,,von 6,7 uMzu bjsPP-InsP4, wahrend die Typ 2 IP6K und die IP6K aus Hefe
eher spezfisch fir die Phosphorylierung von InsPgsind. Die IP6K aus Hefe zeigteine
30%ige Homologie zu den tierischen IP6K Typ 1 und 2 und ist um das Dreifache

groRer (Saiardi A. et al., 2000).
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2. Material und Methoden:

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien (die der MDD-HPLC aufnimmt)

Bromphenolblau

Chloroform

Diethylether

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA-Puffer : 0.15% Bromphenolblau (1500ul)
0.15% Xylencyanol (1500ul)
1mM EDTA pH 8.0 (20ul)

30% Glycerin (3030pl)
H,0 (3950pl)

Ethanbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Ethylformiat

Glycerin

Helium

Lyse-Mix: 0.45% Tween 20, 0.45% NP 40,
50ug Proteinkinase-K

Methanol

Minimalmedium : 140 mM NacCl

5 mM KCI

1 mM MgSO,

1 mM CaCl,

20 mM HEPES

1 mM NaH,PO,
5.5 mM Glucose
pH7.4

Monomethylamin
Natriumacetat (2mM)
NaCl

Natriumfluorid (NaF, 0.1M)

18

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Linde

Sigma

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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n-Butanol Merck, Darmstadt
Norit-A Biomol, Hamburg
n-Propanol Merck, Darmstadt
4-(2-Pyridylazo)resorcin (PAR) Merck, Darmstadt
Petroletherbenzin Merck, Darmstadt
Proteinase-K Sigma
Trichloressigsaure (TCA) Merck, Darmstadt
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan (TRIS, 2M) Merck, Darmstadt
Trypan-Blau (0.4%) Sigma cell culture
Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt
Stickstoff, flissig Linde
Xylencyanol Merck, Darmstadt
Yttriumchlorid Janssen, Belgien

2.1.2. Zelllinie

Bei der hier verwendete Zelllinie handelt es sich um die Chinese Hamster Ovary
Cells (CHO-K1). Diese adharent wachsenden, fibroblastischen Zellen stammen
ursprunglich von einem Subklon eines chinesischen Hamsters ab, der auf das Jahr
1957 zuruckgeht.

2.1.3. Lésungen und Puffer fiir Zellkultur

Fotales Kalberserum, (Chargennummer: 06F 1676K GIBCO BRL, Eggenstein
und 06Q 4185)
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) GIBCO BRL, Eggenstein

- mit L-Glutamin, 4,5 g/l D-Glucose
-mit 0,1 g/l Natriumpyruvat

Penicillin/Streptomycin (10.000 1U/mI-10.000 UG/m]) GIBCO BRL, Eggenstein
Phosphatgepufferte SalzZésung (PBS) Merck, Darmstadt
-NaH2PO4 =10 mM
- NaCl =0,154 M
- in sterilem H,O, pH 7,4 (NaOH)
Trypsin (0,05%, fur 4Liter) Merck, Darmstadt
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-2 g Trypsin

- 0,8 g Titriplex Ill, EDTA (0,02%)

-400 ml 10-fach PPS (steril filtriert durch Satoriusfilter), pH 7,2
-in 41 sterilem H,0, pH 7,4

- sterilisieren und bei -20 Grad Celsiuslagem

2.1.4. Hemmstoffe

Ellagsaure FLUKA, Minchen
Epicatechin-3gallat (ECG) Sigma, Deisenhofen
Epigallocatechin (EGC) Sigma, Deisenhofen
Epigallocatechin-3gallat (EGCG) Sigma, Deisenhofen
Gossypol Sigma, Deisenhofen
Hypericin Calbiochem
Myrecitin FLUKA, Minchen

2.1.5. Weitere Materialien

Flaschen fur die Gewebekultur aus Polystyrol (steril) 25 und75cm GREINER
Flaschen fur die Gewebekultur aus Polystyrol (steril), 175 cm NUNC
Petrischalen fur Gewebekulturen aus Polystyrol, Durchmesservon GREINER

10 oder 14.5 cm
Multi-Well-Gewebekulturplatten aus Polystyrol mit 96 Vertiefungen, GREINER
Kulturflache pro Vertriefung 0.32 cm, Fullvolumen je Vertiefung 380 pl
Probenréhrchen mit Spitzboden aus Polypropylen, steril mit Schraub- GREINER
verschlufd und einem Durchmesser von 30 mm und einem Fullvolumen
von 50 ml (Falcon Tubes)
Reagenzréhrchen aus Polypropylen mit Spezalstopfen, steril verpackt, GREINER
Ges.Vol.14 ml, Durchmesser 17 mm
Reaktionsgefalle aus Polypropylen fur DNA/PCR (Ges.Vol. 1.5 ml)

GREINER
Pipettenspitzen, in autoklavierbaren Racks, passend fur Eppendorf-  GREINER
pipetten, Ges.Vol. 1-5000 pl
Pipetten Eppendorf
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Einmahl-Pipetten aus Polystyrol, steril GREINER

2.2. Gerate

2.2.1. High-Performance Liquid Chromatography mit Metall-
Indikator Detektion (MDD-HPLC)

Pufferlosungen:

Saulen:

Steuergerat:

Pumpen A/B:

C-Pumpe:

A:0,2 mMHCI, 15 uM YCI

B: 0,5 MHCI, 15 uM YCI (beide Puffer
werden filtriert (0.45 ym-Filter) und

entgast. In den Vorratsflaschen werden sie
permanent mit Helium begast und wahrend
der Entnahme durch Teflon-Fritten
angesaugt.

C: 1,6 M Triadthanolamin (TEA) mit 300 pM
PAR, pH 9,0 (eingestellt mit HCI), (Puffer C
wird nach der Herstellung filtriert (0,45 ym-
Filter) und entgast. Wahrend der Entnahme
wird er mit Helium begast u. durch Teflon-
Fritte angesaugt).

Mini Q PC 3.2/3, Anionen-Austauscher
(Styrol-DVB mit quarternaren Aminen), 3 um
Bead-Material, 32 x3 mm (Fa. Pharmacia-
LKB,Freiburg)

computergesteuerte "SMART"-Einheit (Fa.
Pharmacia LKB, Freiburg)

M-Precision Pump (Fa. Pharmacia-LKB,
Freiburg), hochprazise Spritzenpumpen
Flussrate 500 pl / min

Shimadzu LC10/AD (Doppelkolbenhub-
Pumpe) Pulsdampfung: 1m-Teflon-Kapillare
(0.5 mm ID), Pulsdampfer SSI LP21
(Scientific Systems Inc.), sowie zwei RP

Vorsaulen (Vorsaule LiChrosob RP8, 5 ym
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Probengeber:
Monitor:
Integrator:

Messzelle:

Beads; Vorsaule GRP-1 R, 7.5 x4.6 mm zur
Filtration des Puffers, Flussrate 250 pl / min
Kontron AS 560

UVM-Il (Pharmacia-LKB, Freiburg)
"SMART"-Steuereinheit

optische Weglange,8 mm bei 546 nm

Gradienten- Protokoll:

0,00 LOOP 8
0,01 FILL A, 1,10, 15000
0,01 FILL B, 1, 10, 15000
0,02 AUXILIARY_OUTPUT

0,05 FLOW 500
0,10 CONC_B 1

0,40 NEW_CHROMATOGRAM

1,00 FLOW 500,00
1,50 AUXILIARY_OUTPUT

1,60 INJECT

4,00 LOAD

4,00 CONC_B 1,0
7,50 CONC_B 4
10,00 CONC_B 7.3
12,50 CONC_B 12,5
14,50 CONC_B 18
15,60 CONC_B 23,5
16,50 CONC_B 29
17,00 CONC_B 35
17,50 CONC_B 44
18,30 CONC_B 69
18,70 CONC_B 79
19,10 CONC_B 85
20,00 CONC_B 94
20,70 CONC_B 99
21,00 CONC_B 100
21,50 CONC_B 100,0
21,50 CONC_B 0
22,00 FLOW 500,0
22,00 CONC_B 0,0
23,50 FLOW 10
25,00 CONC_B 0,0
25,10 END_LOOP
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25,15 FILL
25,15 FILL

A, 1,10, 15000
B, 1

25,20 FLOW 5
0
5
0

, 10, 15000

25,20 CONC_B
825,20 FLOW
825,20 CONC_B

,0

,00

,0

Die analytische HPLC mit Metall-Indikator-Detektion erméglicht den Nachweis von
Inositolphosphaten, durch das Prinzip des Ligandenaustausches. Das System
enthalt drei Komponenten, das dreiwertige Metallkation Yttrium, den metallbindenden
Farbstoff 4-(2-Pyridylazo)resorcin (PAR) und die ebenfalls metallbindenden
Inositolphosphate. Die Basisabsorption von PAR, die maximal bei 520 nm ist,erhoht
sich durch die Komplexierung mit Yttrium, und kann auch bei 550 nm (entsprichtdem
Spektralbereich des VIS-Filters bei 546 nm) gut detektiert werden. Mit Hilfe des
computergesteuerten Probengebers (Kontron AS 560) werden die Proben, die
Inositolphosphate enthalten, automatisch off-line mit einer Flussrate von 0,5ml/min,
in eine 1 ml Probenschleife eines Injektionsventils vor der Trennsaule aufgetragen.
Die Mini-Q-Trennsaule wird stets mit einer sehr kleinen Konzentration (15 pM) des
Metalls Yttrium (im Sauren) eluiert, das nach der Saule bei der Alkalisierung durch
Zufuhr des C-Reagens, welches alkalischen Puffer und 300 yM PAR enthalt, mit
Phosphaten einen Komplexbildet. Mit Hilfe von Puffer A (mit niedrigem
Salzsauregehalt) und Puffer B (mit hohem Salzsauregehalt) wird mittels zweier
Spritzenkolbenpumpen (welche ihre Elutionspuffer durch on-line Filter (0,2 uM Titan)
in eine y-Mischkammer (30 pl) und von hieraus auf die Saule fordern) langsam der
pH-Wert der Saule nach unten verschoben. Dadurch werden erst die niedrig
phosphorylierten Inositole und mit steigender Salzsaurekonzentration, abhangig vom
Phosphatgehaltimmer mehr und zeitlich verzogert die héher phosphorylierten
Inositole eluiert. Hinter der Saule wird nun mittels der C-Pumpe und einer gestrickten
Kapillare mit einem Totvolumen von 150 pl, nach einem Misch-Totvolumen, der (den
metallbindenden Farbstoff PAR enthaltende) Puffer-C mit einer Flussrate von0,25ml
/' min hinzu gemischt. Bei dieser Nachsaulen-Derivatisierung reagiert nun (im
Alkalischen) freies Yttrium mitdem PAR und dieser Komplexwird bei 546 nm
photometrisch gemessen. Da es immer dann, wenn Inositolphosphate und andere
Phosphatverbindungen im Eluat mitdem PAR um das Yttrium kompetieren es zu

weniger Y:PAR Komplexbildung kommt, erfolgt jeweils eine Abnahme der Absorption
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bei 546 nm. Es entstehen primar negative Absorptionsausschlage, die durch eine
Spannungsumkehr am Monitor, als positive Ausschlage sichtbar gemacht werden
(Mayr G.W. 1990, Guse AH. etal., 1995).

2.2.2. Coulter Counter

Bereich: misst Teilchen im Bereich von 0,4-800 um Durchmesser

(jeweils abhangig von der verwendeten Messkapillare).

Bereich der Kapillar6ffnung:  Kapillaren mit einem Durchmesser zwischen 15 um
—2000 pm. Jede GroRRe der Kapillaréffnung misst
Teilchen eines Nominaldurchmessers von 1.5 -

60% des Durchmessers der Kapillar6ffnung.

2.3. Allgemeine Arbeitsmethoden

2.3.1. Sterilisation

Die verwendeten Losungen, hitzestabile Gerate, Pipettenspitzen und Medien werden
bei 121°C, flir 20 Minuten in einem Autoklaven (Medizin und Labortechnik, Fritz-
GoRner, HH:GVA 570) sterilisiert. Glasware wird vor Benutzung in einem

Trockenschrank der Firma Haraeus, bei 180°C, fur 3-4 Stunden sterilisiert.

2.3.2. Aseptische Arbeitstechnik

Das Arbeiten mit Zellkulturen verlangt aseptische Arbeitsmethoden, einerseits, um
den Schutzder Zellen vor Kontamination zu gewahrleisten und andererseits, um den
Arbeitenden vor einem maglichen Infektionsrisiko zu bewahren. Es wird versucht,
durch Zugabe von Antibiotika (6 ml des Penicillin/Streptomycin-Gemisches von
GIBCO, auf 500 mI DMEM), durch sauberes Arbeiten unter der sterilen Werkbank
und sorgfaltigem Abflammen der Pipetten und Glasflaschen eine Kontamination
durch Bakterien, Mycoplasmen und Pilzen, so gering wie moglich zu halten.
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2.3.3. Stammerhaltung und Subkultivierung von CHO

CHO-Zellen wachsen in Form von Monolayern in Flaschen und Petrischalen. Um
optimale Wachstumsbedingungen zu schaffen, wird alle 48h ein Mediumwechsel
vorgenommen. Bei einer Konfluenzvon 100%, wird eine Subkultivierung
durchgefuhrt. Zuerst wird eine Pasteurpipette kurz Uber die Flamme gehalten undan
die Pumpe angeschlossen. Damit wird das alte Medium abgesaugt, dannwird 34 ml
PBS auf die Zellen pipettiert, um Mediumrickstande und nekrotische Zellen von den
intakten Zellen zu waschen. Hierzu wird das PBS Uber die Zellen verteilt und wieder
abgesaugt. Danach wird 1-3 ml Trypsin auf die Zellen gegeben, so dass die
Kulturflache gerade davon bedecktist. (Trypsin hat dabei die Aufgabe, die
Adhasionsproteine zu spalten.) Es wird 3 bis 5 Minuten gewartet bis die Zellen sich
abgeldst haben, notfalls werden sie mit vorsichtigem, sanftem Klopfen gelost. Mit
Hilfe einer sterilen Pipette und 7-9 mI DMEM (10%) werden die Zellen sorgfaltig
suspendiert, vereinzelt und zu je gleichen Volumina auf zwei Kulturflaschen mit
vorgelegtem Medium (DMEM 10%) verteilt. Das vorgelegte Medium variiert zwischen
5-30 ml, abhangig von der Gré3e der Flasche oder Schale. Anschlieend werdendie
Flaschen mit aufgedrehtem Deckel (damit die Zellen ausreichend mit Sauerstoff
versorgt sind) in den Brutschrank gestellt, der bei 37°C mit 5% CO,-Gehalt in der

Gasphase betrieben wird.

2.3.4. Wachstumsversuche mit 2% FCS-Zusatz in DMEM

Mit Hilfe des folgenden Versuches wurde ausgetestet, wie viele Zellen man bendtigt
um eine optimale Wachstumskurve der Zelllinie Uber einen Verlauf von drei Tagen zu
erhalten. Zusatdich musste herausgefunden werden, ob die CHO-Zellen auch bei
einem DMEM mit 2%igem FCS-Zusatz gut wachsen, weil die verwendeten
Hemmstoffe bei 10% FCS sehr stark an Plasmaproteine und vor allem an das
Albumin gebunden werden, was mit einem partiellen Wirkungsverlust der
Hemmsubstanzen einhergeht. Es werden pro Vertiefung der Multi-Well-Platte 1-5 x
10* Zellen auf 200 ul DMEM (2%) verteilt. Danach werden die Zellen, an drei
aufeinanderfolgenden Tagen, aufgearbeitet und gezahlt. Zuerst wird das alte Medium

und der Zelldetritus abgesaugt, dann mit 100 yl PBS gewaschen und anschliel3end
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abgesaugt. Danach werden die Zellen mit 100 pl Trypsin abgeldst, mit 100 pl DVEM
(2%igem FCS-Zusatz) versetzt und mit einer 200 pl-Eppendorfpipette ausreichend
suspendiert. AnschlieRend wird unter dem Lichtmikroskop kontrolliert, ob auch alle
Zellen aus der Mikrowellplatte entfernt worden sind. Von jedem Well werden 100 pl
Zellsuspension in einen Zahlbecher gegeben. Mit Hilfe des Coulter-Counter werden

dann die Zellen wie beschrieben ausgezahlt.

2.3.5. Wachstumsversuche in Mikrowell-Platten mit verschiedenen

Hemmstoffen und unterschiedlichen Konzentrationen

Der Versuchaufbau entspricht exakt dem, wie erin 2.3.4. beschrieben ist. Als erstes
werden die Zellen in einer Dichte von 2 x 10* pro Well in 190 yl DMEM mit2% FCS
ausgesat. Nach 24h werden jeweils 3 Wells aufgearbeitet, gezahlt und gemitteltund
als Anwachskontrolle bestimmt. AnschlielRend wird der Hemmstoff so aus seiner
Stocklésung verdunnt, dass die gewunschte Konzentration im Well durch Zugabe
von 10 yl Hemmstofflésung (1:20 Verdlinnung) erreicht wird. Es wurden getestet:
ECG in den Endkonzentrationen von 0.2/1/5 uMim Well, EGC in Konzentrationen
von 0,2/1/5 yM, EGCG in Konzentrationen von 0,2/1/5/10/20/40, Gossypol in
Konzentrationen von 0,2/1/2/5 uM, Hypericin in folgenden Konzentrationen
0,5/1/2,5/5/10 uM und Myrecitin in Konzentrationen von 25/50/100 M. Da die
Hemmstoffe stark lichtempfindlich sind, wird unter verdunkelten Bedingungen
gearbeitet, um keinen Wirkungsverlust zu erhalten. Es wird nach 24, 48 und nach72
h jedes einzelne Well aufgearbeitet, wie in 2.2.6. beschrieben und ausgezahlt. Far
jeden Tag und jede einzelne Konzentration werden drei Wells bearbeitet und die
Zellzahlungen gemittelt. An jedem Tag und zu jedem einzelnen Versuch werden
zus atzich Kontroll-Wells, nur mit derselben Konzentration an DMSO (Angaben zum
DMSO und der Verdinnung s. 2.3.6.) wie bei den Hemmstoffen, mitlaufen gelassen
und aufgearbeitet. Mit Hilfe des Lichtmikroskops und des Viability-Tests wurde die
Vitalitat der Zellen unter dem Einfluss des Hemmstoffes (parallel zu den

Wachstumsversuchen) mitkontrolliert.
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2.3.6. Quantitative Analyse des Inositolphosphatspektrums in CHO-
Zellen nach Gossypolbehandlung mittels MDD-HPLC

Es werden auf fiinf groBen Petrischalen (Durchmesser 14,5 cm) jeweils 0.5 x 107
Zellen ausgesat. Eine Schale dient als Anwachskontrolle (Entsprechend dem Null-
Stundenwert), zwei Schalen ohne Hemmstoff (nur exakt mit der Konzentration an
DMSO, die verwendet wird um den Hemmstoff zu I6sen). Da DMSO eine
zytotoxische Wirkung hat, wird die Konzentration so niedrig wie moglich gehalten.
Aus der DMSO-Stockldsung wird eine Verdlinnungsreihe von 1:12 hergestellt, so
das pro Well eine Konzentration von 0,4 %igem DMSO enthalten ist (Sowohl in den
Schalen mit Hemmstoff, als auch in den Kontrollschalen). Diese ergebenje einen 24-
und einen 48-Stundenwert. Die letzten zwei Schalen mit einer
Hemmstoffkonzentration von 2 oder 3 yM Gossypol werden ebenfalls einmal nach
24 und nach 48 Stunden bearbeitet, wie im folgenden Text beschrieben. Die

einzelnen Schritte sind jeweils:

1) Ablosen der Zellen

« Das Medium wird abgesaugt, mit PBS gesplult und nochmals abgesaugt

« Die Zellen werden mit5 ml Trypsin abgeldst

« Dann werden die Zellen mit 10 ml Minimalmedium suspendiertund in
vorgekuhlte Falcon Réhrchen (50 ml) Uberfuhrt.

2) Waschen der Zellen

« Die Zellen werden abzentrifugiert, bei 1500 rpm, 5 Minuten, 4°C

« Der Uberstand wird vorsichtig abgegossen und das Pellet mit 10 ml
Minimalmedium gewaschen und nochmals zentrifugiert, bei 1500 rpm,
5 Minuten, 4°C

« 20 Minuten auf Eis gelagert, ruhen gelassen

« Abzentrifugiert, 1500 rpm, 5 Minuten, 4°C und Uberstand vorsichtig

entfernt
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3) Extraktion der Inositolphosphate

Auf das Pellet werden mit den Eppendorfpipetten jeweils 1 mI TCA, 5
Ml 0,2MEDTA (1 puMol) und 5 uyl 0,1 MNaF (0,5 uMol) gegeben, das
Gemisch wird gut suspendiert und gevortext

Anschliellend wird das milchige Gemisch kurzin flussigem Stickstoff
eingefroren und in der Hand o. im Wasserbad aufgetaut,

diese Prozedur wird 2 x wiederholt

Zentrifugieren bei 5000 rpm, 5 min., 4°C

Der Uberstand wird vom Pellet getrennt, in ein anderes
Reagenzréhrchen (12 ml) pipettiert und fir 15 Minuten in ein 37°C
temperiertes Wasserbad gestellt.

In dem 37°C warmen Wasserbad soll die Kreatin-Phosphatkinase zerstort
werden, welche sonst zu Artefakten bei der Analytik von

Inositolphosphaten mittels MDD-HPLC-Analyse fihren wirde.

4) Ausschiitteln der Trichloressigsaure

Nach 15 min wird der Uberstand aus dem Wasserbad genommen und
mit 3 ml Diethylether (wassergesattigt) versetzt, zwei Minuten
ausgeschiuttelt (um die zuvor zugefligte TCAwieder zu entfernen). Diese
l6st sich im Ether und bildet die obere Phase, welche dann mit Hilfe der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt wird. Insgesamt wird der Uberstand 3xmit
Diethylether versetzt, die TCA ausgeschuttelt und die obere Phase
abgesaugt.

AnschlielRend wird eine pH-Kontrolle durchgefuhrt und mit1 MTEA, in 10
Ml Schritten, auf pH 6-7 eingestellt. Es wird entweder

weitergearbeitet, oder bei -20°C eingefroren.

Die Proben werden danach fiir ca. 1h in die Speed-Vac

(Rotationsverdampfer) gestellt, um den Rest-Ether zu verdampfen

5) Entfernung von Nucleotiden

Zuerstwird 25 ul der vorher gut durchgeschuttelten Aktivkohlesuspension
(20%iges Norit A, sduregewaschen, in 0,1 MNaCl und 50 mM
Natriumacetat, pH 4,0) auf jede Probe gegeben
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« Anschlielende Inkubation fur 10 min, jede Minute werden sie nochmals fur
einige Sekunden gevortextet

« Abzentrifugieren der Kohlepartikel mit der Eppendorfzentrifuge (4
min,10.000 rpm). Der Uberstand wird abgenommen. Die
Aktivkohlebehandlung wird weitere 2x wiederholt. Die Pellets aller drei
Behandlungen werden aufbewahrt.

« Das 1. Pellet wird mit 100 yl 0,1 MNaCl und 0,5 mMEDTA verset#,
gevortext und abzentrifugiert (4 min, 10.000 rpm). Der Uberstand (wash)
wird auf das 2. Pellet Uberfuhrt, gut gevortext und zentrifugiert (wie oben).
Der Vorgang wird mitdem 3. Pellet ebenfalls wiederholt.

« Die klaren, Aktivkohle-freien Uberstande werden vereinigt (Gesamtvol. ca.
1,1 ml)

2.3.7. HPLC-Analytik mit der Micro-MDD-Methode

Die lyophilisierten Proben werden in 1 ml 2 mM NaF, 2 mM NaAcetat, pH 6,0
aufgeldst, kurz zentrifugiert (Eppendorftischzentrifuge), und durch Einmalfilter (0,45
pum Poren) filtriert. Die klare Probe wird in eine 1 ml PP-Spritze quantitativund
blasenfrei aufgenommen und in das Injektionssystem der Micro-HPLC eingespritzt.
Die Analyse (Injektion, Pumpen und Gradientensteuerung) wird computerkontrolliert
durchgefuhrt.

Die Trennung der Inositolphosphate erfolgt an einem starken Anionenaustauscher
(MiniQ, 3 um Partikel, Sdulendimensionen 3,2 x3 mm, Pharmacia) durch einen
konkav ansteigenden HCI-Gradienten bei einer Flussrate von 500 pl / min (PufferA:
0,2 mMHCI, 15 uM YCI, Puffer B: 0,45 MHCI, 15 uM YCI). Die Detektion wird durch
Zupumpen eines Farbstoffes (PAR = 4-(2-Pyridylazo)resorcinol) in alkalischem,
hochkonzentriertem Puffer mit einer Flussrate von 250 pl / min, hinter der Saule,
jedoch vor dem Detektor erreicht (Prinzip der "Nachsaulenkomplexierung", siehe
2.2.1).
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2.3.8. Zell-Vitalitatstest

Parallel zu jedem Versuch lauft eine Multiwell-Platte zwecks Vitalitdtskontrolle mit.
Die Zellen werden nach dem obigem Schema aus den Vertiefungen gelost. Die 200
Ml Zellsuspension werden mit 200 ul Trypanblau (0,4%) versetzt und gut vermischt.
Trypanblau kann die Plasmamembran lebender Zellen nicht durchqueren, farbtaber
das Zytoplasma toter Zellen blau an, selbst wenn diese Vollig intakt erscheinen. Von
diesen 400 pl Zell / Farbstoff-Gemisch werden nun 10 ul auf den Haemocytometer
gegeben und unter dem Lichtmikroskop in einer Neubauer-Kammer ausgezahlt.
Hierbei werden die duReren vier Quadraten sorgfaltig ausgezahlt, sowohl die
intakten, als auch die gefarbten Zellen registriert und prozentual die Vitalitat

errechnet.

2.3.9. Mykoplasmentest

Diese sehr kleinen eukaryontischen Organismen unterscheiden sich von Bakterien
darin, dass sie kleiner sind, keine Zellwand besitzen und sich intrazellularvermehren.
Dies ist einer der Grinde warum eine Kontamination mit Mykoplasmen sehr schwer
zu entdecken ist, da sie weder im Lichtmikroskop zu erkennen sind, noch das
Medium sichtbar verunreinigen. Trotzdem beeinflussen sie die Zellen und behindem
Ihr Wachstum. Besteht der Verdacht auf eine Infektion dann mussen die Zellen mit
dem Originalstamm verglichen werden, ob optisch eine Ubereinstimmung herrscht
Eine sichere Methode ist der Nachweis der Mycoplasmen-DNA mit Hilfe des
Mycoplasmen PCR-Assays. Die CHO-Zellen wurden vor den Versuchsreihendiesem
Test unterzogen und waren Mycoplasmen-negativ. Vorbereitung der zu testenden
Zellen:
« Zuerstwerden 2,5 x 10° Zellen in 1,5 ml Eppendorfgefald mit

Deckel (Safe-Lock) transferiert
« Zentrifugiert (3000 rpm, 5 min, Raumtemperatur)
« Dann wird der Uberstand vorsichtig entfernt
« Das Pelletwird in 50 pl H,O (Zellkulturqualitat) aufgenommen und

sofort durch starkes vortexen resuspendiert
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« Die Eppendorf-Gefalte werden sofort auf Eis und bis zum Test bei -
20°C gelagert

Zelllyse:

« Der Heizblock wird auf 56°C vorgeheizt

« Danach werden die Proben aufgetaut

« pro Ansatzwerden 245 pl Lyse-Mixund 5 pl Proteinase K (10mg/ml) als Stock
angesetzt

« Zujeder Probe werden 250 pl dieses Stock’s zugegeben

« Die Proben werden im Heizblock (56°C, 60 min) inkubiert und,
anschlieRend auf 100°C hoch geheizt (100°C,10 min), danach auf Eis

abgekuhlt

« Die Ansatze werden bis zur PCR auf Eis (gleicher Tag) oder bei -

20°C (spater) gelagert

Lyse-Mix (Lagerung bei 4°C); H,O (Zellkulturqualitat), 0,45% (v/v) Nonidet P-40
(Aquivalent IGEPAL CA-630;Sigma), 0,45% (v/v) Tween 20 (Sigma), Proteinkinase K
(Lagerung bei -20°C;aliquottiert); Molekularbiologie-Qualitat (keine Nuklease-
Aktivitat; Sigma); Stock 10 mg / ml in H,O (Molekularbiologie-Qualitat),
Kontrollansatze: Negativkontrolle mit H,O; Positivkontrolle mit Mykoplasmen-
positiven Zellen (U 937). Jeweils eine Negativ- und Positiv-PCR vom letzten Versuch

zur Kontrolle mitlaufen lassen.

PCR-Reaktion:

« Zuerstwird der Thermocycler angestellt, Programm 1 (MYCO 2)
gewahlt, Heizdeckel und der Block auf 95°C vorgeheizt, dann wird das
Programm auf "Pause" gestellt

« Test-Proben, Negativ- und Positiv-Kontrolle werden aufgetaut und auf Eis
gelagert

« Dann wird der PCR-Pra-Mix auf Eis angesetz, pro Ansatz
(Endvolumen 47,5 ul)

« H20 39,25

« 10 x Puffer 5 pl

« dNTP's 1 pl (jedes 10 nmol;200 uM)
e Primer1 1 pl (50 pmol; Myco 1 hin)

e Primer2 1 pl (50 pmol; Myco 2 rev)
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« Taqg-Polymerase

0,25

ul (1,25 U/Ansatz)

« Taqg-Polymerase: Qiagen (5 Units / ul; Puffer und dNTP's auch Qiagen)

« Tag-Polymerase wird erst zugegeben, wenn der 2. Schritt abgeschlossen ist

« Pro Ansatzunter der Sterilwerkbank werden 2,5 ul jedes Lyseansatzes in
einem 0,5 ml Eppendorfgefal® mit Deckel (Aufschrift "PCR" in der Zellkultur)
vorgelegt (Rest wurde bei -20°C gelagert)

 Pro Ansatzwerden 47,5 ml Pra-Mixan den Rand des Eppendorf-Gefaltes

pipettiert (Endvolumen 50 ml)

« Die PCR-Proben werden auf Eis gelagert, kurzin der

Eppendorftischzentrifuge zentrifugiert (Adapter) und in den Thermocycler

gestellt; der Heizdeckel fest zugedreht und das folgende Thermocycler-

Programm gestartet:

Programm Nr.1

o °C

= Step1: 95

60

72

= Step2: 95

60

72

= Step3: 72
4

sec
180
20
60
20
20
60
300

00

Myco2

Zyclen

29

» Folgende Pipettierschritte werden unter der Sterilwerkbank mit

Filter-Tips durchgefuhrt. (PCR in Biometra Uno Il mit Heizdeckel,

48 Platze).

= Primer: 50 Aliquots a 50 pmol / ul (-20°C;Molekularbiol.)
» Taqg-Polymerase: 5 U/ul (-20°C; Eisschrank)

= 10 x Puffer: (-20°C;Lager;Eisschrank)

= dNTP's: 10 mMjedes (-20°C;Lager;Eisschrank)

Dann legt man in die Eppendorfgefalle jeweils 15 yl TE (10 mM TRIS, HCI pH 8.0
und 1 yMEDTAPpH 8.0) vor und gibt 5 ul der Proben hinzu. Plus je 4 ml (6 x DNA-
Proben-Puffer; 0,15% Bromphenolblau und 0,15% Xylencyanol+1 mMEDTAPpH 8.0,

sowie 30% Glycerin). Diese 24 yl werden nun vorsichtig in die Agarosegeltaschen

gespritzt.
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2. Material und Methoden

Es wird eine 80 mVolt-Spannung angelegt und die Proben eine Stunde lang laufen
gelassen (DNAlauft zur Kathode)

Das Agarosegel wird folgendermalien hergestellt:

50 ml 1 x TAE (Trisacetatpuffer; 40 mM Tris Acetat 1 mMEDTA) und 2 pl
Ethidiumbromidlésung (10 mg / ml) werden abgewogen, erhitzt und in Form
gegossen. Es wird mindestens 20 Minuten gewartet, bis das Gel benutzt werden

kann.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Wachstumsverhalten von CHO-Zellen

Diese Arbeit beschaftigt sich damit, die wachstumshemmende Wirkung von
Gossypol auf CHO-Zellen nachzuweisen. Mit Hilfe der Isolierung von einzelnen
Inositolphosphatisomeren, mittels HPLC, soll gezeigt werden welche Rolle der
Inositolphosphatstoffwechsel beim Zellwachstum spielt und welche Wirkung
Gossypol aufden InsP-Haushalt der Zelle hat. Durch die Darstellung
unterschiedlicher Inositolphosphat-Massenspektren wird versucht, der Substanz
Gossypol eine IP3K-Hemmung nachzuweisen. Um diese Hypothesen
wissenschaftlich zu untersuchen wurden folgende Versuche durchgefuhrt.

Durch vielfaltige Versuchsansatze mit unterschiedlicher Anzahl der ausgesaten
Zellen wurde die genaue Zahl der Zellen in den Multiwellplatten ermittelt, die zu
einem genugend starken Wachstum, d.h. zu einer Erhohung der Zellzahl um
mindestens Faktor 2, innerhalb einer Zeitdauer von drei Tagen fuhrt. Die Hohe der
ausgesaten Zellen muss bis zum letzten Versuchstag eine fortlaufende Proliferation
gewahrleisten, damit die durch den Zusatzder Hemmstoffe hervorgerufene
Wachstumsinhibition nicht auf den Verbrauch des Mediums, oder eine
Kontakthemmung bei zu dichtem Zellrasen zurtckgefuhrt werden kann. Die CHO-
Zellen verdoppeln ihre Zellzahl innerhalb von 24 h oder weniger, unabhangig davon,
ob das Medium einen 10%igen oder 2%igen Zusatzan FCS enthalt. Jeder
Wachstumsversuch wurde einmal wiederholt mit je zwei parallel laufenden
Multiwellplatten. Fur jeden Versuchstag wurden drei Wells analysiert, jedes Well
wurde zweimalig gezahlt und anschlielRend die Mittelwerte berechnet und in
Kurvenform aufgetragen. Es zeigte sich, dass Versuchsreihen, die mit 0,5 x10°
Zellen / Well angesetzt wurden ein lineares Wachstum aufwiesen, wahrend
Versuchsansatze mit 1,5 oder 2 x 10° Zellen / Well zu dicht gesatwaren und es zu
einem frihzeitigen Abfall der Wachstumskurve kam. Weiterhin erwies sich die Dauer
des Versuches von vier Tagen als ungulnstig, weil die Zellen wegen des fehlenden
Mediumwechsels abstarben. Auf den Mediumwechsel wird wahrend der
Versuchsreihe verzichtet, weil bei den spater folgenden Versuchen mit dem Zusatz

der Hemmstoffe, dieser in den laufenden Versuch neu hinzugegeben werden

34



3. Ergebnisse

musste. Zusatzich sollten jegliche Manipulationen (z.B. absaugen) in den Wells
unterlassen werden, die das Zellwachstum beintrachtigen kdnnten und damit das
Ergebnis verfalschen wirden.

3.2. Wachstumsversuche mit Hemmstoffzusatz in Mikrowells

Im Vorfeld wurden auf den Mikrowellplatten sieben verschiedene
wachstumshemmende Substanzen ausgetestet (Epicatechin-3-gallat,
Epigallocatechin, Ellagsaure, Epigallocatechin-3-gallat, Gossypol, Hypericin,
Myrecitin), wie in 2.3.5. beschrieben, um herauszufinden, welcher der Inhibitoren in
Bezug auf die CHO-Zellen der potenteste ist. Zu Beginn der Versuchsreihe wurden
die Zellen zwischen 0,5 und 1,5 x 10° Zellen pro Well ausgesat. Jeder der Versuche
wurde mindestens zweimal wiederholt. Anhand der Auswertungen konnten die
korrekten Dosierungen ermittelt werden, bei denen es zu einer eindeutigen
Wachstumshemmung kam. So wurde ECG in den Konzentrationen 0.2, 1.0 und 5.0
MM auf die Zellen gegeben und nachdem selbst bei der niedrigsten Konzentration
noch eine eindeutige Wachstumshemmung erfolgte, wurden die Konzentrationen0.1,
0.05 und 0.02 yM ausgetestet. EGC wurde in den Konzentrationen 0.2, 1.0 und 5.0
MM getestet, ebenso Ellagsaure, Gossypol und EGCG. Da EGCG selbstbei einer
Konzentration von 5.0 yM zu keiner nennenswerten Hemmung fuhrte, wurden die
Konzentrationen auf 10.0, 20.0 und 40.0 yM erhoht. Hypericin wurde in 0.5, 1.0, 2.5,
5.0 und 10.0 uM Dosierungen verwendet und der Hemmstoff Myrecitin in den Dosen
25.0,50.0 und 100.0 uM.

Parallel zu den Versuchsreihen mit den CHO-Zellen wurden Wachstumskurven mit
Hemmstoffzusatzan HL60-Zellen (humane Leukamiezelllinie) durchgefihrt. Mit Hilfe
dieser Zellen konnte ein Fehler im Versuchsaufbau entdeckt werden. Anfangs
wurden die Hemmstoffe in DMSO geldst und anschlielRend auf die Zellen gegeben.
Da DMSO selbst zytotoxisch ist und zusatzlich bei den HL60-Zellen zu einer
Ausdifferenzierung fuhrt, konnte der antiproliferative Effekt nicht sicher auf die
verwendeten Hemmstoffe zurickgefuhrt werden. Wahrend sich dieser Effekt bei der
HL60-Zellinie deutlich bemerkbar macht, beeinflusst DMSO das Wachstum der CHO-
Zellen nur geringfugig. Um jegliche, das Zellwachstum beeintrachtigende,
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3. Ergebnisse

Storfaktoren auszuschlielen wurde das DMSO im Well immer auf eine Konzentration
unter 0,4 % gehalten. Dies wurde durch geeignete Vorverdinnungen der
Hemmstoffe durch die Zugabe von sterilem H,0 erreicht.

3.3. Die Einfliisse von Epicatechin-3-gallat auf das Zellwachstum
von CHO-Zellen

Zuerstwurden 3 x 10° Zellen / Well in 190 pl 2%igem DMEM ausgesit. Nach 24h
wurde die Anwachskontrolle ausgezahlt (wie in 2.3.4. und 2.3.5. beschrieben). Auf
die verbleibenden Wells, ausgenommen die Kontrollserie, wurden jeweils 10 pldes
ECG-Hemmstoffes in folgenden Konzentrationen zugegeben: 0.2, 1.0, 5.0 uM. Da
diese Konzentrationen zu einer guten Proliferationshemmung fihrten, wurde die
Konzentration auf 0.02, 0.05 und 0.1 uMreduzert. Im weiteren Verlauf werden die

Zellen wie unter 2.3.6. beschrieben aufgearbeitet, gezahlt und berechnet.

Kontrolle
200 - ECG
X
£ 0,02 uM
[0)
E 150 -
<
@
c
¥e)
Ay
5
0
€ 100
S
E 0,2uM
O 50uM
2
1,0uM
50
0,1uM
0 1 1
Oh 24 h 48 h
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3. Ergebnisse

Diagramm 5: Wachstumsversuch CHO-Zellen mit ECG-Zusatz

Darstellung der Wirkung des Hemmstoffes ECG in unterschiedlichen Konzentrationen (0,02; 0,05;0,1;
0,2; 1,0; 5,0 yM) auf CHO-Zellen. Die Y-Achse gibt die Wachstumszu-/Abnahme der CHO-Zellenin
Prozent an. Die Initiale Zellzahl betrug 3,5 x 10*. Die Standardabweichung wurde berechnet,

ausgehend von einer Stichprobe (n=2). Die Kontrollserie, sowie die niedrigste ECG-Konzentration
(0,02 uM) zeigen ein Zellwachstum (Kurven oberhalb der 100%), wahrend die ECG-Konzentrationen
groRer 0,1 uM fir 24 h eine Abnahme des Wachstums oder ein stady state verzeichnen. Daesnach
48 h zu einer allgemeinen Abnahme des Zellwachstums kam, auch in der Kontrollserie, wurde die

Daten weggelassen.

3.4. Die Einfliisse von Epigallocatechin auf das Zellwachstum von
CHO-Zellen

Der Hemmstoff Epigallocatechin (EGC) besitzt gegenliber den CHO-Zellen eine sehr
potente Wirkung in Bezug auf die Proliferationshemmung. Es wurden insgesamtdrei

Versuchsserien durchgefuhrt, deren Ergebnisse im Diagramm 6 dargestellt werden.

250 -
EGC Kontrolle

X 200 -
=
()]
e
-FC\: 0,2 uM
S 150 4
Y
5
)
€
S 100 €
n
S 5,0 uM
© 0
< 1,0 uM

50 -

0 T T

0h 24 h 48 h
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3. Ergebnisse

Diagramm 6: Wachstumsversuch CHO-Zellen mit EGC-Zusatz

Darstellung der Wirkung des Hemmstoffes EGC in unterschiedlichen Konzentrationen auf CHO-
Zellen. Die Y-Achse gibt die Wachstumszu-/Abnahme der CHO-Zellen in Prozent an. Die Initiale
Zellzahl betrug 1,5 x 10%. Die Standardabweichung wurde berechnet, ausgehend von einer Stichprobe
(n=2). Die Kontrollserie, sowie die niedrigste EGC-Konzentration (0,2 uM) zeigen ein Zellwachdum
(Kurven oberhalb der Anwachskontrolle der 100%), wahrend die EGC-Konzentrationen grofier 1,0 uM
eine Abnahme des Wachstums verzeichnen. Da es nach 48 h zu einer allgemeinen Abnahme des
Zellwachstums kam, auch in der Kontrollserie, wurde die Daten weggelassen. Der Abfall derKurnen

nach 48 h erklart sich durch den Mediumverbrauch und einem zu dichten Zellrasen mit daraus

resultierender Kontakthemmung.

3.5. Die Einfliisse von Epigallocatechin-3-gallat

auf das Zellwachstum von CHO-Zellen

Insgesamt ubt EGCG nur einen geringen hemmenden Effekt auf das Wachstum der
Zellen aus. Bei den anfanglich verwendeten Konzentrationen von 5, 10 und 20 uM
ergab sich keine gravierende Auswirkung auf das Zellwachstum. AnschlieRend
wurden zwei Versuchsreihen mit 40 uM EGCG durchgefuhrt. Diese Konzentrationen

erbrachten den gewlnschten Erfolg in Bezug auf das Zellwachstum der CHO-Zellen.
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3. Ergebnisse

EGCG
500 - Kontrolle
5,0 uM
400 + 10 u. 20 M
300 -
/

200 4 40 uM
100

0 1 1 1

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

Diagramm 7: Wachstumsversuch CHO-Zellen mit EGCG-Zusatz

Darstellung der Wirkung des Hemmstoffes EGCG in unterschiedlichen Konzentrationen (5;10; 20; 40
pM) auf CHO-Zellen. Die Y-Achse gibt die Wachstumszu-/Abnahme der CHO-Zellen in Prozentan.
Die Initiale Zellzahl betragt 1 x 10%. Das Wachstumsverhalten wird in Prozent angegeben. Nur die
hochste Konzentration von 40,0 uM EGCG zeigt eine Wachstumshemmung auf CHO-Zellen. Die

Standardabweichung wurde berechnet, ausgehend von einer Stichprobe (n=2).

3.6. Wachstumsversuche mit Hypericin

Die Tatsache, dass Hypericin im niedrigen Konzentrationsbereich (0.5 und 1.0 yM)
eher stimulierend auf die Zellen wirkt, jedoch bei Konzentrationen Gber 2.5 uMein
sehr potenter Wachstumsinhibitor ist, veranlasste uns, bei den Versuchen in den
Petrischalen auf Hypericin zu verzichten. Der Vollstandigkeit halber werden hier die
Ergebnisse der Versuchsreihe gezeigt. Insgesamt wurden je drei Versuchsserien
durchgefuhrtin den Konzentrationen 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 und 10.0 yM.
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3. Ergebnisse

400 A
Hypericin
300 A Y 1uM
@ 0,5puM

Kontrolle

200 A /
2,5 uM

100 €
5 uM
10 uM

0 1 1
Oh 24 h 48 h

Diagramm 8: Wachstumsversuch CHO-Zellen mit Hypericin-Zusatz

Darstellung der Wirkung des Hemmstoffes Hypericin in unterschiedlichen Konzentrationen (0,5;1,0;
2,5; 5,0: 10 yM) auf CHO-Zellen. Die Y-Achse gibt die Wachstumszu-/Abnahme der CHO-Zellenin
Prozent an. Die Initiale Zellzahl betrégt 1 x 10*. Die Kontrollserie, sowie die niedrigste vemendete
Hypericin-Konzentration (0,5 uM) zeigen ein gutes Zellwachstum. Unter dem Einfluss von 0,5 yM
Hypericin kommt es nach 48 h zu einem Wachstumsschub. Die Standardabweichung wurde

berechnet, ausgehend von einer Stichprobe (n=2). Da esnach 48 h zu einer allgemeinen Abnahme

des Zellwachstums kam, auch in der Kontrollserie, wurde die Daten weggelassen.

3.7. Wachstumsversuche mit Gossypol

Es wurden zahlreiche Wachstumsversuche mit diesem Hemmstoff durchgefiihrtund
es zeigte sich lediglich bei einer Konzentration von 5,0 uM Gossypol eine deutliche

Hemmung des Zellwachstums. Im folgenden Diagramm wurden die reproduzerbaren

40



3. Ergebnisse

Auswertungen aufgetragen. Mit Gossypol wurden spater die Versuche durchgefuhrt,

die dem Nachweis einer IP3K-Hemmung dienen sollten.

400 -
Gossypol
Kontrolle
2 uM
300 - 1 uM
200 -
100
5 uM
0 ) ) )
Oh 24 h 48 h 72 h

Diagramm 9: Mittelwerte aller Wachstumsv ersuche CHO-Zellen mit Gossypol-Zusatz

Darstellung der Wirkung des Hemmstoffes Gossypol in unterschiedlichen Konzentrationen (0,2;1,0;
2,0; 5,0 yM) auf CHO-Zellen. Die Y-Achse gibt die Wachstumszu-/Abnahme der CHO-Zellen in
Prozent an. Die Initiale Zellzahl betragt 1 x 10*. Die Standardabweichung wurde berechnet,
ausgehend von einer Stichprobe (n=2). Bis zu einer Konzentration von 2 yM wachsen die Zellen

ungehindert weiter, wahrend die mit 5 yM Gossypol behandelten Zellen nicht mehr proliferieren.

Kriterien zur Auswahl des Hemmstoffes Gossypol waren zum Einen ein deutlicher
Ruckgang des Zellwachstums zwischen 3-5 yM bei vollem Erhalt der Zellvitalitatund
zum Anderen, liefen parallel dazu in Prof. Mayr's Labor, Wachstumsversuche mit
Jurkat-T-Zellen und 3T3-Zellen ebenfalls mit Gossypol als Hemmstoffzusatz
(durchgeflihrt von K. Hillemeier), so das man den Datensatz iber Gossypolwirkung

auf unterschiedliche Zellreihen vervollstandigen konnte. Auch wenn sich andere
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3. Ergebnisse

Substanzgruppen als potentere Inhibitoren von CHO-Zellen erwiesen, so hindert
Gossypol die Zellen eindeutig am normalen Wachstum, ohne dabei in gréf3erem

MaRe eine Apoptose oder Nekrose zu induzeren.

3.8. Verteilungsmuster der Inositolphosphatisomere am Beispiel
eines einzelnen Wachstumsversuches (Nr.12)

Zur Veranschaulichung der Wirkung von Gossypol auf das Inositolphosphat-
Massenspektrum, wird der Versuch Nummer 12 graphisch dargestellt. Dieser
Versuch prasentiert das typische Verteilungsmuster der Inositolphosphate in CHO-

Zellen unter Gossypoleinwirkung.

2 AWK
3 24 h AWK
3 48 h AWK
I 24 h Gossy
5 I 48 h Gossy
T
N
@)
I
o
OOO 1 _
©
£
c
0 -

Ins(1,3,4,6)P,
Ins(1,3,4,5)P,
Ins(3,4,5,6)P,
Ins(1,2,3,4,6)P,
Ins(1,2,3,4,5)P,
Ins(1,2,4,5,6)P;

Ins(1,4,5)P5
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3. Ergebnisse

Diagramm 10aWachstumsversuch mit 2 yM Gossypol (Versuch 12)

Graphische Darstellung der Verteilung von Ins(1,4,5)P,, Ins(1,3,4,6)P,, Ins(1,3,4,5)P,, Ins@34,56P,,
Insg(1,2,3,4,6)P;, Ins(1,2,3,4,5)P; und Ins(1,2,4,5,6)P; und angegeben in nmol pro 108 CHO-Zellen.
Von links nach rechts (in Rottdnen gehalten) wurden jeweils die Werte der Anwachskontrolle, 24 h
und 48 h Wert der Kontrolle, sowie (in Blautdnen dargestellt) 24 h und 48 h Wert der Gossypolreihe
aufgetragen. Weiterhin stellt die Graphik die Standardabweichungen ausgehend von einer Stichprobe
(n=3) dar. Das Diagramm zeigt die zum Teil unterschiedlichen Verteilungsmuster der

Inositolphosphatisomere in CHO-Zellen mit und ohne Hemmstoffzusatz.

30 -
95 B AWK
3 24 hAWK
[ 48 hAWK
ic) B 24 h Gossy
o 20 4 B 48 h Gossy
©)
I
O 15 A
[se)
o
© 10 A l
S
c
5 4
0 - T
Ins(1,3,4,5,6)P InsP 6

Diagramm 10b:Wachstumsversuch mit 2 uM Gossypol (Versuch 12)

Graphische Darstellung der Verteilung von Ins(1,3,4,5,6)P; und InsP; angegeben in nmol pro 108
CHO-Zellen. Von links nach rechts wurden jeweils die Werte der Anwachskontrolle, 24 h und 48 h
Wert der Kontrolle, sowie 24 h und 48 h Wert der Gossypolreihe aufgetragen. Weiterhin stellt die
Graphik die Standardabweichungen ausgehend von einer Stichprobe (n=3) dar. DasDiagramm zeigt

die zum Teil unterschiedlichen Verteilungsmuster der Inositolphosphatisomere in CHO-Zellen mitund

ohne Hemmstoffzusatz.
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3 1 -
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c @3 24 h AWK
2 [ 48 h AWK
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Diagramm 10c:Wachstumsversuch mit 2 uM Gossypol (Versuch 12)

Graphische Darstellung der Verteilung von Ins 5PP-IP, angegeben in nmol pro 108 CHO-Zellen. Von
links nach rechts wurden jeweils die Werte der Anwachskontrolle, 24 h und 48 h Wert der Kontolle,
sowie 24 h und 48 h Wert der Gossypolreihe aufgetragen. Weiterhin stellt die Graphik die
Standardabweichungen ausgehend von einer Stichprobe (n=3) dar. Das Diagramm zeigt die zum Teil
unterschiedlichen Verteilungsmuster der Inositolphosphatisomere in CHO-Zellen mit und ohne

Hemmstoffzusatz.
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3. Ergebnisse

IPx-Standards fir Ins(1,3,4,5,6)P5 IPx-Standards fir InsP6

/

/|1, /

Area[min*mAU]
w

Area[min*mAU]
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/ 0,5 /

0 T T !

0 T T T

0,0532 0,1064 0,2128 0,4256

conc[nmol]

0,0376 0,0752 0,15044 0,3008
conc[nmol]

Diagramm 11a+b: IPx-Standards fiir Ins(1,3,4,5,6)P und InsPg

Dargestellt sind die InsPx-Standards von dem Versuch Nr. 12. Vor jedem einzelnen Versuch wurden
Standardkurven mit 2.5, 5, 10, 20 und 30 pul der einzelnen Inositolphosphatisomeren erdellt, mit deren
Hilfe man die berechneten Daten kontrollieren und im Bereich der héher phosphorylierten InsP

genauer berechnen konnte.

3.9. Ergebnisse und Auswertungen aller Wachstumsversuche mit

Gossypol Zusatz

Nachdem anhand der Wachstumsversuche in den Multiwells erst eine Konzentration
von 5 uM Gossypol zu dem gewtinschten proliferationshemmenden Effekt fihrte
wurden die ersten Versuche in den Petrischalen, zur Aufarbeitung der InsP-Isomere
mit 3 yMbegonnen (wie in 2.3.6. ausfuhrlich beschrieben). Ziel war es, eine
Gossypolkonzentration zu finden, bei der die Zellen noch normales Wachstum

zeigten, eine Konzentration bei der optimale Wachstumshemmung stattfindet und
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3. Ergebnisse

eine Konzentration bei der die Zellen apoptotisch werden. Es wurde eine neue
Stockldsung des Hemmstoffes angesetzt und die Versuche zeigten nun bereits bei
einer Konzentration von 3 yM Gossypol einen hohen Anteil von nekrotischen Zellen
unter dem Mikroskop. Es wurde auf 2 yMreduziert und mit dieser Konzentration
wurden sieben Versuche durchgefiihrt, um reproduzierbare Werte zu erhalten.
Zusatzdich wurden zwei Versuch in den Petrischalen mit 1,5 yM Gossypol

durchgefuhrt.

nmol/ {CHO-Zellen

—®— Tage vs Kontrolle
Qs Tage vs 1,5 pM G ossypol

Tag 0 Tag 1 Tag 2

Diagramm 12: Wachstumsversuch mit 1,5 yM Gossypolzusatz

Aufgetragen wurden die gemittelten Daten aller Wachstumsversuche mit 1,5 yM Gossgpolzusatz. Der
Versuch umfasst einen Zeitraum von 48 h und entspricht den CHO-Zellen x 10”. Esfindetbei 1,5 uM
Gossypol keine Wachstumshemmung statt. Die Standardabweichung wurde wie auch in den
folgenden Diagrammen ausgehend von einer Stichprobe (n=3) berechnet.
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3. Ergebnisse

Das folgende Diagramm zeigt die Mittelwerte der Wachstumsversuche unter dem

Einfluss von 2 uM Gossypol.

Ko ntrolle

nmol /16 CHO-Zellen

2 yM Gossypol

Tag 0 Tag 1 Tag 2

Diagramm 13: Mittelwerte aller Wachstumsversuche mit 2 uM Gossypolzusatz

Aufgetragen wurden die gemittelten Daten aller Wachstumsversuche mit 2 yM Gossypolzusatz Der
Versuch umfasst einen Zeitraum von 48 h und entspricht den CHO-Zellen x 107. Wahrend die
Kontrolle ein anndhemnd lineares Wachstum zeigt, wachsen die mit Gossypol behandelten Zellen
deutlich langsamer. Die Standardabweichung wurde berechnet anhand von Stichproben (n=5).

Es wurden daraufhin drei Versuche mit 3 yM Gossypolzusatz durchgefiihrt, wie die

folgende Graphik zeigt.
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Jl Ko ntrolle

3 uM Gossypol

——

nmol / T@HO-Zellen
1

Tag 0 Tag 1 Tag 2

Diagramm 14: Mittelwerte aller Wachstumsversuche mit 3 uM Gossypolzusatz

Aufgetragen wurden die gemittelten Daten aller Wachstumsversuche mit 3 yM Gossypolzusatz. Der
Versuch umfasst einen Zeitraum von 48 h und entspricht den CHO-Zellen x 10”. Esfindetbei 3 uM
Gossypol eine signifikante Wachstumshemmung statt.

Die folgenden Graphiken zeigen die charakteristische Verteilung der

Inositolphosphatisomere bei normal wachsenden CHO-Zellen und unterdem Einfluss

von Gossypol (2uM).

0,18 A7

Ins(1,3,4)P3

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06

nmol/ fCHO-Zellen

0,04 41 Kontrolle

0,02 1

0,00 T T
0h 24 h 48 h

Diagramm 15 a) Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,3,4)P; in der Kontrollreihe und
unter 2 yM Gossypoleinwirkung
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Diagramm 15 b) Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,4,5)P; in der Kontrollreihe und
unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
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Diagramm 15 c) Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,5,6)P, in der Kontrollreihe und
unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
06 ] Ms(1.346)P,
c
2 05 -
I3} *
N
(@) 0,4 - *k
T
(&)
o 0,3 + Gossypol
g 0.2 9 T
= 1
0.1 I Kontrolle
0,0 T T
Oh 24 h 48 h
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Diagramm 15 d)

nmol/ 1DCHO-Zellen

Diagramm 15 e)

nmol / 16 CHO-Zellen

Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ing(1,3,4,6)P, in der Kontrollreihe

und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.

Ins(3,4,5,6)P4

*%

4
Kontrolle

Gossypol

24 h

48 h

Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(3,4,5,6)P, in der Kontrollreihe

und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.

Ins(1,3,4,5)P,

*%

Gossypol

Kontrolle

Oh

Diagramm 15 f)

24 h

Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ing(1,3,4,5)P, in der Kontrollreihe

und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
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037 Inst,2346)P, T
c 5
QL 02
o)
gj d Kontralle %
I
O 01 -
o { 4 Gossypol *
2 00
[
-0,1 T !
Oh 24 h 48 h
Diagramm 15 g) Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,2,3,4,6)P; in der Kontollreihe
und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
1 Ins(1,2,3,4,5)P,
c *%
Q
©
N
(@)
I
g Gossypol
- G
©
g Kontrolle {
0 T T
0h 24h 48 h
Diagramm 15 h) Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,2,3,4,5)P; in der Kontollreihe

und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
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nmol / 10° CHO-Zellen

Diagramm 15 i)

nmol/ 16 CHO-Zellen

Diagramm 15 j)

nmol / 1§CHO-Zellen

Ins(1,2,4,5,6)P,

%%

Gossypol

%

Kontrolle

0
0

h

24 h 48 h

Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,2,4,5,6)P; in der Kontollreihe
und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.

Ins(1,3,4,5,6)P

Kontrolle

Gossypol

22
20
18
16
14
12
10

o N MO

24 h 48 h

Verteilung des Inositolphosphatisomeres Ins(1,3,4,5,6)P; in der Kontollreihe
und unter 2 yM Gossypoleinwirkung.

InsP ¢ -

- Gossypol

Kontrolle

0h

24 h 48 h
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Diagramm 15 k) Verteilung des Inositolphosphatisomeres InsP; in der Kontrollreihe und unter2

MM Gossypoleinwirkung.

2 4
5PP-IP,
c
@
o
N
1 *
©)
L >
@)
o 11
N 5
g Gossypol
¢ i1
C
Kontrolle I
0 + T T
Oh 24 h 48 h
Diagramm 15 1) Verteilung des Inositolphosphatisomeres SPP-IP4 in der Kontrollreihe und
unter 2 yM Gossypoleinwirkung.
Diagramm 15a-l: Konzentrationen jedes einzelnen Inositolphosphatisomers unter

normalen Wachstumsbedingungen und unter Einfluss von Gossypol

Von a-l finden sich unter a: Ins(1,3,4)P;, b: Ins(1,4,5)P,, c: Ins(1,5,6)P, d: Ins(1,3,4,6)P,, e:
Ins(3,4,5,6)P,, f: Ins(1,3,4,5)P,, g: Ins(1,2,3,4,6)P;, h: Ins(1,2,3,4,5)P, i: Ins(1,2,4,5,6)Ps, j:
Ins(1,3,4,5,6)P;, k InsPg, I: 5PP-IP die einzelnen Konzentrationen in nmol / 108 CHO-Zellen der
Inositolphosphatisomer gegliedert. Die schwarze Kurve entspricht der Kontrolle und die rote Kurve
dem Zusatz von 2 yM Gossypol. Die Daten wurden in einem Zeitraum von 48 h erhoben, eshandelt
sich hierbei um die gemittelten Werte aller durchgefiihrten Wachstumsversuche in Petiischalen (wie in
2.3.6. beschrieben). Die Standardabweichungen wurde ausgehen von einer Stichprobe (n=5)

berechnet. Signifikantsniveausim T-Test Keiner 0,1wurden mit einem * markiert und Keiner0,01 mit

zwei **.
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Ins(1,3,4)P; Ins(1,4,5)P; Ins(1,5,6)P,
Mittelwert | Standard- Mittelwer | Standard- | T-Test | Mittelwer | Standard-
abweichung t abweichun t abweichung
g
17 0h AWK 0,12 0,03 0,68 0,5 0,1 0,07
2 24h DMSO 0,06 0,02 0,36 0,15 0,07 0,07 0,07
3 48h DMSO 0,1 0,05 0,34 0,19 0,07 7' 0,08 0,07
4 24h Gossypd] 0,15 0,02 0,72 0,23 0,04 "] 0,1 0,0
5 48h Gossypd [ 0,12 0,04 0,64 0,17 0,01 ™[ 0,09 0,06
Ins(1,3,4,6)P, Ins(1,3,4,5)P, Ins(3,4,5,6)P,
Mittelwert | Standard- T-Test Mittelwert | Standard- T-Test | Mittelwert | Standard- T-Test
abweichung abweichung abweichung
T 0Oh AWK 0,27 0,09 0,34 0,22 0,14 0,08
2 24h DMSO 0,16 0,03 210,19 0,14 0,06 210,19 0,008 <l
3 48h DMSO 0,18 0,02 ST 10,16 0,07 0,007 [0.78 0,04 0,1 T
4 24h Gossypol 0,33 0,06 0,002‘” 0,5 0,2 0,01 a4l 0,08 0,04 0,0084,
5 48h Gossypol 0,43 0,19 0,04 > [ 0,55 0,44 0,07°>7° [0.09 0,07 0,02 °”°

Ins(1,2,3,4,6)P,

Ins(1,2,3,4,5)P,

Ins(1,2,4,5,6)P,

Mittelwert| Standard- | T-Test | Mittelwert | Standard- | T-Test| Mittelwert| Standard- | T-Test
abweichung abweichung abweichung
17 Oh AWK 0,14 0,09 0,46 0,38 0,9 0,26
2 24h DMSO 0,12 0,17 110,33 0,14 <IM0,41 0,09 <
3 48h DMSO 0,05 0,01 0,06 > | 037 0,05 SIT0,37 0,12 37T
4724h Gossypol [ 0,08 0,03 4721°0,58 0,1 0,0174 10,48 0,08 He
5 48h Gossypol | 0,11 0,03 0,006 0,84 0,22 0,002 1,1 0,33 0,003
Ins(1,3,4,5,6)P, InsPg 5PP-IP,
Mittelwert | Standard- T-Test Mittelwert | Standard- T-Test Mittelwert | Standard- T-Test
abweichung abweichung abweichung
17 Oh AWK 4,83 1,38 11,68 6,61 0,43 0,39
2 24hDMSO 5,24 1,73 19,63 4,46 0,06~ |03 0,18 27T
3 48h DMSO 5,16 0,96 SIT17.89 2,63 SIT170,33 0,13 37T
47 24h Gossypal 3,16 1,06 0,02 74 1510 5,47 0,027% 072 0,38 0,07 774
5 48h Gossypol 2,76 1,12 0 °° 1508 6,44 0,04 °° | 175 0,89 0,06°°
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Diagramm 16: Verteilung der einzelnen Inositolphosphatisomere bei normalen Zellwachstum

und unter Einfluss des Hemmstoffes Gossypol

In dieser Tabelle werden fiir jedes einzelne Inositolphosphatisomer die berechneten Mittelwerte firdie
Anwachskontrolle, die 24 und 48 h Werte der Kontrolle, sowie die 24 und 48 h Werte mit 2 uM
Gossypolzusatz bezogen auf nmol / 108 CHO-Zellen dargestellt. Die jeweiligen
Standardabweichungen wurden ausgehend von Stichproben (n=5) berechnet. Bei dem T-Ted handelt
essich um einen einseitig durchgefiihrten Test vom homoskedastischen Typ (ausgehend von der
gleichen Varianz zweier Stichproben). 2/1 vergleicht die AWK mit der 24 h Kontrolle, 3/1 vergleicht die
AWK mit der 48 h Kontrolle, 4/2 vergleicht die 24 h Kontrolle mit dem 24 h Wert Gossypol, und 5/3
vergleicht die 48 h Kontrolle mit dem 48 h Werte Gossypol. Signifikante Tests kieiner0.1 wurden fett

hervorgehoben, wahrend Signifikantniveaus Gber 0.1 weggelassen wurden.

Nach Abschluss der Versuchsserien ergab sich ein unterschiedliches
Verteilungsmuster im Hinblick auf die verschiedenen Inositolphosphate. Bei den
Versuchsreihen ohne Hemmstoffzusatz, entsprechend einer normal wachsenden
tierischen Zellreihe, kommt es nach einem Zeitraum von 48 h zu einer Abnahmedes
Ins(1,4,5)P3; von —-58%, des Ins(1,2,3,4,6)P5 von —28% und des InsPgvon —36%.
Ins(1,4,5,6)P,nimmt als einziges Insositolphosphat-Isomer kontinuierlichum 27% zu.
Alle anderen Isomere nehmen erstan Konzentration ab, um dann nach 24 h wieder
mit der Synthese der Inositolphosphate zu beginnen. So kommtes Uber 48 h
betrachtet zu einer 16%igen Zunahme des Ins(1,3,4)P3, einer 16%igen Abnahme des
Ins(1,5,6)P3, Ins(1,3,4,5)P, nimmtum —49% ab, ebenso 5PP-IP5;, welches um —-20%
abnimmt.

Unter dem Einfluss von 2 yM Gossypol sieht das Verteilungsspektrum der InsP-
Isomere wie folgt aus. Im Vergleich zur Kontrolle zeigen sich signifikante
Unterschiede beim Ins(1,2,3,4)P,4, das um 87% ansteigt, Ins(1,3,4,5)P,(57%) und
Ins(1,2,3,4,5)Ps5, welches um 71% ansteigt. Gravierend sind die sehr starken
Konzentrationsanstiege von Ins(1,2,4,5,6)P5 (um 130%) und 5PP-IP5, welches um
127% zunimmt.

Fastunverandert bleiben die Konzentrationen von Ins(1,3,4)P5, Ins(1,4,5)P5; und
Ins(1,2,3,4,6)Ps. Ahnlich zur Kontrollserie verhalten sich Ins(1,5,6)P5(-10%) und
Ins(3,4,5,6)P4(-30%). Das einzige InsP, welches an Konzentration abnimmt, im
Vergleich zur Kontrolle, ist Ins(1,3,4,5,6)P5 (-48%).
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Kontrolle
Gossypol
Inositolphosphate 24 h 48 h 24 h 48 h

Abweichung der Abweichung der

Konzentrationen im Konzentrationen im

Vergleich zur AWK Vergleich zur AWK
Ins(1,3,4)P; -50 % -17 % +25 % +/-0 %
Ins(1,4,5)P; -47 % -50 % +6 % -6 %
Ins(1,5,6)P3 -30 % -20% +-0 % -10 %
Ins(1,3,4,6)P, -24 % -14 % +57 % +105 %
Ins(1,3,4,5)P, -56 % -53 % +47 % +62 %
Ins(1,4,5,6)P, +7 % +29 % -43 % -36 %
Ins(1,2,3,4,6)Ps -14 % -64 % -43 % -21%
Ins(1,2,3,4,5)Ps -28 % -33 % +26 % +83 %
Ins(1,2,4,5,6)Ps -18 % -26 % -4 % +120 %
Ins(1,3,4,5,6)Ps +9% +7 % -35% -43 %
InsPg -18 % -32% +30 % +29 %
5PP-IPs -30 % -23% +67 % +167 %

Diagramm 17: Verteilung der Konzentrationsveranderungen der einzelnen InsP-lsomere inder

Kontrollserie und mit Gossypolzusatz

Aufgetragen wurde das Konzentrationsverhaltnis der einzelnen Inositolphosphatisomere im zeitlichen
Verlauf von 48 h, einmal fur die Kontrolle und zum Anderen fir die mit Hemmstoff (2 yM Gossypol)
bearbeiteten CHO-Zellen. Der Ausgangswert waren die Konzentrationen der InsP, die bei der

Anwachskontrolle (AWK) gemessen wurden, der 24 h Wert gibt die Abweichung der Konzentrationen
von der AWK in Prozent an. Der 48 h Wert gibt die Abweichung der Konzentrationen im Vergleich zum
24 h Wert an. Die 24 h und 48 h Werte der mit Gossypol bearbeiteten Zellenwurden ebenfallsmitden

Konzentrationen aus der AWK verglichen.

Anhand der hier ermittelten Daten zeigt sich abschlieRend das folgend beschriebene
Verteilungsmuster von Inositolphosphatisomeren. Dabei kommtes zu einer
generellen Abnahme der InsPs-Isomere nach 48 h (Ins(1,3,4)P3 nimmtum 67% ab,
Ins(1,4,5)P3um 97% und Ins(1,5,6)P; um 50%). Ebenso nimmt die Konzentration der
InsP4,-Isomere stetig ab (Ins(1,3,4,6)P, um 38% und Ins(1,3,4,5)P,um 109%) mit
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der einziigen Ausnahme von Ins(1,4,5,6)P,4, dass um 36% zunimmt. Gefolgt von den
InsPs-Isomere, die bis auf eine Ausnahme alle an Konzentration abnehmen
(Ins(1,2,3,4,6)Psum 78%, Ins(1,2,3,4,5)P5um 61% und Ins(1,2,4,5,6)Ps um 44%),
aulRerdem Ins(1,3,4,5,6)Ps5, dass um 16% an Konzentration zunimmt. InsPg nimmt
um 50% ab und ebenso 5PP-IP;um 53%. Die soeben aufgelistete typische
Verteilung der Inositolphosphate geht mit einem gesunden Zellwachstum einher.

Mit Hilfe der hier ermittelten Daten lasst sich ebenfalls ein typisches
Verteilungsmuster der InsP-Isomere, fur die mit Gossypol behandelten Zellen
erstellen, entsprechend also einem gehemmten Zellwachstum. Man erkenntdeutich
einen gravierenden Unterschied zwischen den beiden Inositolphosphat-
Verteilungsmustern. Bei der gehemmten Zellreihe nimmtdas Ins(1,34)P;um 25% an
Konzentration zu, das Ins(1,4,5)P; bleibt unverandert und Ins(1,5,6)P3; nimmt nur
geringfligig um 10% ab. Genau entgegengesetzt zur Kontrollreihe nehmen folgende
InsP4-Isomere an Konzentration zu (Ins(1,3,4,6)P,um 162% und Ins(1,3,4,5)P, um
109%) und nur das Ins(3,4,5,6)P4, nimmtum 79% ab. Ins(1,2,3,4,6)P5istdas einzge
InsP-Isomer, dass sich in der Kontrolle sowie in der Hemmstoffreihe gleich verhalt,
namlich um 64% an Konzentration abnimmt. Die beiden anderen InsPs-Isomere
nehmen im Verlauf von 48 h an Konzentration zu (Ins(1,2,3,4,5)P5s um 109% und
Ins(1,2,4,5,6)P5sum 116%). Ins(1,3,4,5,6)Ps nimmtum 78% ab. Ebenfalls kontrar zur
Kontrolle verhalten sich InsPg, das um 59% zunimmt und 5PP-IP5, dass um 234%

zunimmt.

57



3. Ergebnisse

3.10. Darstellung der Inositolphosphat-Chromatogramme am
Beispiel eines Wachstumsversuches

Mittels der analytischen HPLC mit Metall-Indikator-Detektion wurden wie in 2.2.1
ausfuhrlich beschrieben, die einzelnen Inositolphosphatisomere isoliert und

graphisch dargestelit.

0.04 -

0.03 -

0.02 1 Izl

0.01 1

AU

[

N LT

t [min]

Diagramm 18: Isolierte Inositolphosphatisomere aus dem 24 h Wert der Kontrolle

Das Chromatogramm zeigt die Inositolphosphatisomere die mittels HPLC-Technik isoliet wurden. (24
h Wert der Kontrolle aus Versuch Nr.12) Der mit 1 nummerierte Peak steht fur Ins(1,4,5)P,, 2 flr
Ins(1,3,4,6)P,, 3 furIns(1,3,4,5)P,, 4 fir Ins(3,4,5,6)P,, 5 fir Ins(1,2,3,4,5)P,, 6 fir 1,2,4,5,6)P, 7 fir
Insg(1,3,4,5,6)P; und 8 fir InsP,. Die mit X und Y gekennzeichneten Peaks konnten nicht sicher

identifiziert werden.
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Diagramm 19: Isolierte Inositolphosphatisomere aus dem 24 h Wert mit Gossypol

Das Chromatogramm zeigt die Inositolphosphatisomere die mittels HPLC-Technik isoliett wurden. (24
h Wert mit Gossypol aus Versuch Nr.12) Der mit 1 nummerierte Peak steht fur Ins(1,4,5)P,, 2 fir
Ins(1,3,4,6)P,, 3 furIns(1,3,4,5)P,, 4 fur Ins(3,4,5,6)P,, 5 furIns(1,2,3,4,5)P;, 6 fur 1,2,4,5,6)P;, 7 fur
Ins(1,3,4,5,6)P; und 8 far InsP,. Die mit X und Y gekennzeichneten Peaks konnten nicht sicher

identifiziert werden.
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3.11. Auswertung der Viability-Tests

Zu jeder Versuchsreihe sind parallel dazu je zwei Viability-Tests mitgelaufen. Indem
folgenden Diagramm werden die gemittelten Daten der Vitalitatsprifungen aus den
Versuchsreihen mit Gossypol graphisch dargestellt. Die Ergebnisse zeigen,dass der
Hemmstoff Gossypol die Zellen an ihrem Wachstum hindert, ohne sie dabei zu
zerstoren oder ihnen grol3en Schaden zuzufugen. Wahrend die Vitalitat der
Anwachskontrolle nach 48 Stunden 97,9% betragt, liegt die der Zellen mit
Gossypolzusatzbei 94,8%.

120

100% 100% 98%

100 96% 95%

80

60

Zellvitalitat in %

40 4

20 -+

48 h Gossypol

)
<1
>
7
()
0
o
<
<
N

Diagramm 20: Mittelwerte aller Viability-Tests mit 2 yM Gossypol

Die Graphik zeigt die prozentual angegebenen, gemittelten Daten aller durchgefuhrterVitalititdess
Nach 2 yM Gossypolzusatz liegt der Anteil der vitalen Zellen bei 95%, was fur eine gelinge Toxiztat

von Gossypol in der hier angegebenen Konzentration spricht.

Zum Vergleich wurden die Vitalitatstests der Versuchsreihen mit 3 yM Gossypol

ebenfalls gemittelt und graphisch aufgetragen.
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Diagramm 21: Mittelwerte aller Viability-Tests mit 3 yM Gossypol

Die Graphik zeigt die prozentual angegebenen, gemittelten Daten aller durchgefihrterVitalititdess
Deutlich zu erkennen ist die zunehmende Toxizitat des Stoffes Gossypol bei einer Konzentration von
3 UM uberleben nach 48 h nur noch 64% der CHO-Zellen (vergleiche Diagramm 20).
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Abb. 1: Die Anwachskontrolle der CHO-Zellen unter dem Lichtmikroskop in einer

VergréofRerung von 1 : 10.000

Abb. 2: CHO-Zellen (Kontrolle) nach 24 h, unter dem Lichtmikroskop in einer
VergrofRerung von 1 : 6.000
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Abb. 3: CHO-Zellen (Kontrolle) nach 48 h, unter dem Lichtmikroskop
in einer VergroBerung von 1 : 6.000

Abb. 4: CHO-Zellen (Gossypol) nach 24 h, unter dem Lichtmikroskop in einer

VergrofRerung von 1 : 10.000
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Abb. 5: CHO-Zellen (Gossypol) nach 48 h, unter dem Lichtmikroskop in einer
VergrofRerung von 1 : 10.000
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4. Diskussion

4.1. Optimierung der Wachstumsbedingungen und des

Versuchaufbaus

Die CHO-Zellen wurden zur Durchfiihrung der Versuchsreihe vom Heinrich-Pette-
Institut zur Verfigung gestellt. Wahrend andere Forschungsteams die Zellen in a-
MEM (Medium) (Scott P.H., 1997, Suda N., 1997) oder McCoy's Medium 5A (Wang
Y., 1984) kultivierten, zeigten die CHO-Zellen in dem hier verwendetet DMEM
(enthalt 7,2 mg /I Inositol) eine Verdopplungszeit innerhalb von 24 h in Gegenwart
von 2% FCS. Scott, Suda und Wang verwendeten aber auch einen 10%igen FCS-
Zusatzim Medium. Bei den Versuchen in den Mikrowells zur Ermittlung der
optimalen initialen Anzahl der Zellen in der Anwachskontrolle wurden Werte
zwischen 0,5 und 1,5 x 10° Zellen pro Well ermittelt. Minegishi etal. (1997) fuhrten
Ihre Wachstumsversuche mit 1,5 x 10° Zellen / Well durch und erzielten damit
zufriedenstellende Ergebnisse. Die Schwankungen in unserer Versuchsreihe traten
auf, weil sich die Zellen zum Teil unterschiedlich von der Trypsinbehandlung
erholten. Manche Zellen waren bereits nach 12 h wieder adharent und proliferierten,
andere wiederum brauchten 24 h oder mehr, um wieder adharent zu werden und
wurden dann vermutlich nach 24 h mit abgesaugt und gingen dadurch verloren. Um
einen Mediumswechsel mit eventuellen Verlust der Zellen zu vermeiden wurde die
Versuchsdauer auf 48 h reduzert. Durch die Verwendung von frischen, bzw. langer
gelagerten Stammldsungen an Hemmstoffen, ergaben sich wahrend der laufenden
Versuche Differenzen in Bezug auf die Wirkung gleicher Hemmstoffkonzentrationen.
Bei den in den Mikrowells durchgefuhrten Wachstumsversuchen wurde eine bereits
altere Stammldsung von 2 yM Gossypol verwendet, die keinen nennenswerten Effekt
auf das Zellwachstum ausubte. Bei den Wachstumsversuchen in den Petrischalen
wurde eine frisch angesetzter Stocklésung des Hemmstoffes verwendet und dabei
kam es unter 2 yM Gossypol Wirkung zu einer Proliferationshemmung. Vermutlich
verliert der Hemmstoff Gber einen gewissen Zeitraum an Wirkung, oder aber erbleibt
an der Wand in den Mikrowells hangen, wodurch sich seine effektive Konzentration
verringert. Es muss daraus geschlossen werden, den Inhibitor jedes Mal frisch
anzusetzen, oder zumindest nach Ablauf einer definierten Frist zu wechseln.
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4.1.1. Wachstumshemmung durch IP3K-Hemmstoffe

Far die im Ergebnissteil ausfuhrlich besprochenen Hemmstoffen ECG, EGC,EGCG,
EA, Hypericin und Gossypol konnte K. Hillemeier eine IP3K-Hemmung nachweisen
(Jurkat-T-Zellen und 3T3-Zellen) deren in vitro ICs-Wert deutlich unterhalb des in
vitro IC5-Wertes fur die Topoisomerase-ll liegt (K. Hillemeier, Promotionsarbeit
2001). In den hier durchgefuhrten Wachstumsversuchen zeigte sich unter ECG-
Wirkung eine signifikante Wachstumshemmung der CHO-Zellen in Konzentrationen
von 0.1,0.2,5 und 10 pM nach 24 h, wahrend die Konzentrationen 0.05 puM kaum
eine Veranderung der Zellzahl bewirkte und es unter 0.02 y(MECG zu einem
Zellwachstum ahnlich dem der Kontrolle kam. Nach 48 h Einwirkungszeit nahm die
Zellzahl unter den unterschiedlichen Konzentrationen weiterhin ab, die starkste
Hemmung fand bei 0.1 yM ECG statt (Diagramm 5).

Bei den Versuchen mit EGC kommt es bei der geringsten Konzentration (0.2 yM) zu
keiner Proliferationshemmung, nur 1 und 5 yMflhren zu einer Wachstumshemmung,
wobei es bei der Konzentration von 5 yM nach 24 h wieder zu einem leichten
Zellwachstum kam (Diagramm 6).

Der Hemmstoff EGCG flihrtin Konzentrationen von 5, 10, 20 und 40 uM bei CHO-
Zellen zu keiner Wachstumshemmung, lediglich bei 40 yM EGCG verlauft das
Wachstum deutlich langsamer, als in der Kontrolle (Diagramm 7).

Nach Zugabe von Ellagsaure (0.2, 1, 5 uM) auf die CHO-Zellen kommt es nach 24 h
zu einer signifikanten Wachstumshemmung und nach 48 h zu einem leichten Anstieg
der Zellzahl unter 5 uM EA.

Beim Hemmstoff Hypericin sieht man in den niedrigsten Konzentrationen von0.5und
1 uMein Zellwachstum entsprechend der Kontrollreihe, bei einer Konzentration von
2.5 yMein deutlich langsameres Wachstum und bei den héheren Konzentrationen
von 5 und 10 uM eine signifikante Wachstumshemmung (Diagramm 8).

Der Wachstumsversuch mit Gossypol zeigt unter dem Einfluss von 1 und 2 yM
Gossypol ein Zellwachstum vergleichbar der Kontrolle und unter 0.2 yMin denersten
48 h ein verlangsamtes Wachstum, das sich nach 72 h der Kontrolle annahert. Nur
bei 5 uM Gossypol zeigen die CHO-Zellen Uber 72 h eine Abnahme der Zellzahl. Die
graphischen Darstellungen der Wachstumsversuche zeigen ebenfalls, dass bei nicht

kontinuierlicher Hemmstoffgabe der Effekt reversibel ist und sich die primar
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gehemmten Wachstumskurven, langsam wieder der Kontrollreihe annahern

(Diagramm 9 unter 3.7.im Ergebnissteil).

4.2. Das InsP-Massenspektrum in CHO-Zellen unter normalen

Wachstumsbedingungen

Um zu zeigen, dass der Inositolphosphatstoffwechsel eine gravierende Rolle beim
Zellwachstum spieltund es von enormer Wichtigkeit dabei istin welchem
Konzentrationsverhaltnis die einzelnen Inositolphosphatisomere zueinander stehen,
wurden folgende Auswertungen miteinander verglichen.

Die zahlreich durchgefluhrten Versuchsserien ergeben ein ganz spezfisches
Verteilungsmuster der einzelnen Inositolphosphatisomere in der Kontrolle undinder
mit Gossypol behandelten Zellserie. Wie in Diagramm 17 (Ergebnissteil) dargestellt
kommtes in der Kontrolle im Allgemeinen zu einer Abnahme der einzelnen InsP
beim Zellwachstum. Ins(1,3,4)P3nimmt gegenuber des 0 h Wertes der
Anwachskontrolle nach 24 h um 50% in seiner Konzentration ab und um weitere 17%
nach 48 h. Ebenso nimmtIns(1,4,5)P;nach 48 h um insgesamt97% und
Ins(1,5,6)P3um 50% ab, ebenfalls ausgehend vom 0 h Wert der Kontrolle. Alle
Angaben uber die Konzentrationsveranderungen nach 24 und nach 48 h beziehen
sich aufdie 0 h Werte der Kontrolle. Ins(1,3,4,6)P, nimmtnach 48 h um 38% in
seiner Konzentration ab. Ins(1,3,4,5)P, nimmt nach 24 h stark um 56% und nach 48
h um 53% in seiner Konzentration ab. Ins(3,4,5,6)P, ist das einzige InsP,, dass an
Konzentration zunimmt und zwar innerhalb von 48 h um 36%. Erklart werden kann
dies nach den Daten von Shears Uber eine Desinhibition der Ins(3,4,5,6)P4-1Kinase
durch die Abnahme des potenten Inhibitors Ins(1,3,4)Ps. Ins(1,2,3,4,6)Ps nimmtnach
24 hum 14% ab und nach 48 h um 64%, Ins(1,2,3,4,5)Ps nimmtinsgesamt um 60%
ab, ebenso Ins(1,2,4,5,6)P5, das um 44% in 48 h abnimmt. Ins(1,3,4,5,6)P5istdas
einzige InsPs, dass leicht mit der Konzentration ansteigt und zwar nach 48 h um
16%. InsPgnimmterstum 18% und nach 48 h um weitere 32% ab. 5PP-IP5 nimmt
um insgesamt 53% an Konzentration ab. Dieses spezfische InsP-Massenspekirum
ist fur normales Wachstum der CHO-Zellen charakteristisch und unterscheidet sich
vollstandig von dem Verteilungsspektrum der Inositolphosphate in den gehemmten

Zellreihen.
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Die leichten Schwankungen der einzelnen InsP-Konzentrationen, vom 24 h- bis am
48 h-Wert, kdnnten auf biphasische Veranderung von Inositolphosphat
metabolisierenden Enzymen, oder Phosphatasen zurtickgefihrt werden, auf
transiente Aktivierungen oder Hemmungen von InsP-Kinasen oder auf
Veranderungen von Enzymaktivitaten in Abhangigkeit von der Zelldichte (Lindner K.,
2000).

Geringfligige Konzentrationsanderungen nach 24 h, die nach 48 h dann eindeutige
Tendenzen zur Zu- oder Abnahme zeigen (z.B. Ins(3,4,5,6)P,, Ins(1,2,3,4,6)Ps und
InsPg) kdnnten sich darlber erklaren, dass der Stoffwechsel der Zellen nach dem
wieder adharent werden Zeit bendtigt, damit die fur das Zellwachstum wichtigen
Funktionen (z.B. Synthese und Abbau von Enzymen und Inositolphosphaten) wieder
aufgenommen werden kdonnen. Diese Verteilung und Veranderung der InsP-lsomere
bei wachsenden CHO-Zellen weist zahlreiche Unterschiede zu Jurkat-T-Zellen auf
(K. Hillemeier, Dissertation 2001). Bei den Jurkat-T-Zellen verhalt sich (bei
ungehemmten Wachstum) das Ins(1,3,4)P5 vollig entgegengesetzt. In dieser
Zellreihe nimmtes nach 24 h erst zu und nach 48 h wieder ab. Genauso verhaltsich
Ins(1,3,4,5)P,, das erst stark ansteigt und dann nach 48 h minimal absinkt. Das
Ins(1,3,4,6)P,4 verhalt sich bei den Jurkat-T-Zellen ahnlich wie bei den CHO-Zellen,
indem die Konzentration Uber die 48 h fast unverandert bleibt. Das Ins(1,3,4,5,6)P5
nimmtin Jurkat-T-Zellen, im Gegensatzzu der CHO-Zelllinie kontinuierlich ab. In
Bezug auf das InsPg unterscheiden sich die beiden unterschiedlichen Zelllinien in
den Kontrollreihen nicht. Dieses unterschiedliche Verteilungsmuster der einzelnen
Inositolphosphatisomere in zwei verschiedenen Zelllinien, die jede flr sich betrachtet
normales Wachstum verzeichnen, lassen sich vielleicht durch lhre unterschiedliche
biologische Funktion erklaren. Die Jurkat-T-Zellen sind in Suspension wachsende,
humane Leukamiezellen, die der T-Lymphozytenreihe entspringen und urspringlich
fir eine Immunantwort und Infektabwehr im Organismus verantwortlich sind. Die
CHO-Zellen sind neoplastisch entartete, epitheliale Zellen aus den Eierstocken
eines chinesischen Hamsters und mitverantwortlich fur Sicherstellung von
Fortpflanzung und Replikation eines Individuums.

Das folgende Diagramm veranschaulicht die Verteilung der einzelnen

Inositolphosphat-Isomere bei ungehemmten Wachstum in der Kontrollreihe.
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Diagramm 22: Inositolphosphat-Stoffwechselkaskade der Kontrollexperimente in CHO-Zellen
Dieses Diagramm stellt die Inositolphosphat-Stoffwechselwege der Kontrollreihe dar. Die Dicke der
Pfeile steht fiir die Menge an abgebauten InsP, gestrichelter Pfeil steht fiir noch nicht bewiesenen
Stoffwechselweg. Die rot dargestellten InsP werden in den 48 h des Versuches verstarkt synthetisert,
die blau dargestellten verringert. In den Kastchen stehen die Enzyme, wobei PLCfirPhospholipase-C
steht und IPMK fur Inositolphosphat-Multikinase.

4.3. Das InsP-Massenspektrum in CHO-Zellen unter dem Einfluss

von 2 uM Gossypol

Wahrend die Konrollwachstumsreihe ein lineares Wachstum innerhalb der
untersuchten 48 h aufweist, wachsen die mit Gossypol behandelten Zelleninsgesamt
um ca. 50% weniger als die Kontrollserie. Wenn man parallel dazu die Verteilungder
Inositolphosphatkonzentrationen der einzelnen Isomere betrachtet und dabei
feststellt, dass sich diese stark von der Verteilung der Kontrolle unters cheidet kommt
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man zu der Schlussfolgerung, dass Gossypol in bisher noch unbekannter Weise, in
den InsP-Metabolismus eingreift und dadurch zu einem reduzerten Zellwachstum bei
CHO-Zellen fihren kénnte.

Unter dem Einfluss von 2 yM Gossypol kommt es zu dem folgend beschriebenen
Veranderungen im Spektrum der Inositolphosphatmassen. Ins(1,3,4)P3 nimmtim
Gegensatz zur Kontrolle, nach 24 h um 25% in seiner Konzentration zu, die
Konzentration bleibt nach 48 h unverandert zum 24 h Wert mit 2 uM Gossypol. In
den Kontrollwachstumsversuchen hatte es insgesamtum uber 60% abgenommen.
Ins(1,4,5)P3 verandert sich kaum in seiner Konzentration gegeniber dem 0 h Wert
der Kontrolle, in den Kontrollwachstumsversuchen hatte es hochsignifikant um 97%
abgenommen. Gegenuber den Kontrollzellen muss also eine starke PLC-Stimulation
nach 24 und 48 h postuliert werden. Ins(1,5,6)P3nimmt minimal um 10% nach 48 h
ab. Die InsP, verhalten sich im Vergleich zur Kontrolle kontrar. Die Isomere, die in
der Kontrolle einen Konzentrationsverlust verzeichneten steigen in den mit Gossypol
behandelten Zellen an und umgekehrt. Alle hier aufgeflihrten
Konzentrationsveranderungen beziehen sich jeweils aufden 0 h Ausgangswert der
Anwachskontrolle. Ins(1,3,4,6)P, nimmt nach 24 h um 57% und nach 48 h um 105%
in seiner Konzentration zu. Ins(1,3,4,5)P, nimmtinsgesamt um 109% zu, wahrend
Ins(3,4,5,6)P4nach 24 h um 43% und nach 48 h um 36% abnimmt. Letztere
Abnahme kann Uber den starken Anstieg von Ins(1,3,4)P5, einem potenten Inhibitor
der Ins(3,4,5,6)P,s-1-kinase (Shears) erklart werden, wodurch die Konversion von
Ins(3,4,5,6)P4 zu Ins(1,3,4,5,6)P5s gehemmt wird.

In den Jurkat-T-Zellen wird das Ins(1,3,4,5)P, unter Gossypoleinwirkung vermindert
gebildet, was wahrscheinlich auf eine IP3K-Hemmung zurickzufuhren ist (Hillemeier
K., 2001).

Ins(1,2,3,4,6)Psist eines der beiden InsPs-Isomere bei dem es wie im
Kontrollwachstumsexperiment zu einer Konzentrationsabnahme, ausgehendvom Oh
Wert der Kontrolle kommt und zwar nach 24 h um 43% und nach 48 h um 21%.
Ins(1,2,3,4,5)P5s nimmtim Gegensatzzum Kontrollwachstumsexperiment erstum
26% und nach 48 h um 83% zu, Ins(1,2,4,5,6)Psnimmt erst minimal um 4% ab, um
dann nach 48 h um 120% an Konzentration zuzunehmen. Auch diese Zunahme steht
im krassen Gegensatz zur Abnahme in der Kontrollreihe. Ins(1,3,4,5,6)P5, welches
beim Kontrollwachstum leicht zugenommen hat, nimmt signifikantum insgesamt78%
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nach 48 h in seiner Konzentration ab. Erklart werden kann dies uber die Hemmung
der Ins(3,4,5,6)P,-1-kinase durch hohe Konzentrationen an Ins(1,3,4)P5 (Shears).
InsPgnimmtinsgesamtum 59% zu, wahrend es beim Kontrollwachstum um ca.50%
abgenommen hat. 5PP-IP5 verzeichnet den starksten Konzentrationsanstieg aller
Inositolphosphate von erst 67% und nach 48 h um 167%, ausgehend vom 0 h Wert
der Kontrolle, wahrend es bei Kontrollwachstum um insgesamt 53% abgenommen
hat.

Da es unter dem Gossypoleinfluss zu einer verstarkten Synthese von Ins(1,3,4,5)P,
kommt, ist eine gravierende IP3K-Hemmung auszuschlieen. Man kann sogar eher
vom Gegenteil ausgehen und vermuten, dass IP3K durch Gossypoleinwirkung
aktiviert wird, ganz so, wie Lindner es kurzich fur die InsPg-Kinase zeigen konnte.
Herr Lindner zeigte, dass die InsPg-Kinase durch niedrige Konzentrationen an
Gossypol aktiviert und durch héhere gehemmtwird (Lindner K., 2000). Da auch die
Folgeprodukte aus Ins(1,3,4,5)P,, Ins(1,3,4)Psund Ins(1,3,4,6)P, gegenluber den
Kontrollwachstumswerten erhdht sind, ist daher eine signifikante PLC-Stimulierung
unter der Gossypoleinwirkung zu postulieren, welche den massiverhéhten Fluxzu
Ins(1,3,4,6)P, erklart.

Im weiteren Verlauf zeigt sich im bisher postulierten klassischen InsPg-
Biosyntheseweg (siehe Diagramm 22, rechter Weg Uber Ins(1,3,4,5)P4 zu
Ins(1,3,4)P3und Ins(1,3,4,6)P, dann Uber Ins(1,3,4,5,6)Ps) zu InsPg, eine erwartete,
gesteigerte Produktion der InsP-Intermediate Ins(1,3,4)P5; und Ins(1,3,4,6)P,4. Dadas
Ins(1,3,4,5,6)P5 aber nicht vermehrt gebildet wird, sondern in seiner Konzentration
abnimmt, kdnnte ein anderer InsPg-Syntheseweg flir den Anstieg von die InsPgsowie
5PP-IP5 verantwortlich sein. Hier kann man vermuten, dass die Ins(1,3,4,6)P4-5-
Kinase in CHO-Zellen in nur geringer Aktivitat vorhanden ist oder fehlt, oder durch
Gossypol im Gegensatz zur IP3K stark gehemmt wird. Eine alternative Erklarung
ware auch die unter Gossypol erfolgende kinetische Aktivierung einer bis dahin
inaktiven Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase, welche somit zum starken Verbrauch bzw. zur
starken Abnahme von Ins(1,3,4,5,6)Psfuhrt. Flr ein solches Enzym bei Tieren gibtes
in der Literatur bisher jedoch keine sicheren Belege. Folgendes Diagramm
veranschaulicht die Inositolphosphat-Stoffwechselkaskade in CHO-Zellen unter2 uM

Gossypolwirkung.
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Diagramm 23: Inositolphosphat-Stoffwechselkaskade in CHO-Zellen unter 2 yM

Gossypoleinwirkung
Dieses Diagramm stellt die Inositolphosphat-Stoffwechselwege unter 2 yM Gossypolbehandlung dar.

Die Dicke der Pfeile steht fur die Menge an gebildeten InsP, gestrichelter Pfeil steht fir noch nicht
bewiesenen Stoffwechselweg, blau durchgestrichener Pfeil markiert eine unter Gossypol nicht

stattfindenden Metabolisierung. Die rot dargestellten InsP werden gegeniiber dem Kontollwachsum
verstarkt synthetisiert, die blau dargestellten verringert. In den Kastchen stehen die Enzyme, wobei

PLC fur Phospholipase-C steht und IPMK fir Inositolphosphat-Multikinase.

72



4. Diskussion

4.4. Gesteigerte Synthese von InsPs und 5PP-IPs unter
Gossypolwirkung

Die verstarkte Synthese von Ins(1,2,3,4,5)P5s und Ins(1,2,4,5,6)P5 spricht dafirr, dass
uber diesen Weg, der kiurzlich von S.Haverland entdeckt und belegt wurde, die CHO-
Zellen nach Gossypolbehandlung eine erhdhte InsPgund 5PP-IP5; Synthese in
Tierzellen veranlassen und nicht wie bisher vermutet Uber die Synthese und bisher
nicht sicher belegte 2-Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)Ps. Dabei kommt es durch
Gossypol wahrscheinlich zu keiner Hemmung der IPMK, welche vermutlich fureinige
Schritte dieses neuen Biosyntheseweges zum InsPg verantwortlich ist, denn sonst
wirde es nicht zu diesem enormen Anstieg an InsPgkommen. Da die Konzentration
von 5PP-InsPs noch starker als die des InsPg ansteigt, ist eine signifikante Hemmung
der InsPg-Kinase durch Gossypol ebenfalls auszuschlieen. Voraussetzung fur die
Aktivierung dieses mit den Substraten Ins(4,5)P, bzw. Ins(2,4,5)P5 startenden Weges
ist die signifikante Aktivierung von PLC, welche Uber die starken Anstiege der IP3K
Produkte Ins(1,3,4,5)P,, Ins(1,3,4)P3und Ins(1,3,4,6)P, belegtist (siehe Diagramm
17 und 21).

Saiardi und seine Mitarbeiter entdeckten eine Inositolphosphat-Multikinase in
Saccharomyces cerevisiae, die in der Lage ist unterschiedliche InsP-Intermediate an
verschiedenen Positionen zu phosphorylieren (Saiardi A. et al., 2000). Dieses Enam
konnte fur zahlreiche, der von Haverland entdeckten neuen Schritte der Biosynthese

von InsPg verantwortlich sein.

4.5. Gossypol und seine Wirkungsweise auf die Zellreplikation

Gossypol fuhrt bei HeLa- und CHO-Zellen zu einer spezifischen Hemmung der DNA-
Synthese. In einer Konzentration von 10 yM Gossypol erreichen die Zellen noch die
S-Phase, sind aber nicht mehrin der Lage die komplette Zellreplikation
abzuschlieRen (Wang Y. & Rao P.N., 1984). In den hier durchgefuhrten Versuchen
mit 2 uM Gossypol sind die Zellen durchaus noch in der Lage sich zu teilen, was
gegen eine DNA-Synthesehemmung spricht. Andere Studien ergaben, dass
Gossypol (10 uM) bei HeLa-Zellen nicht direkt mit der DNA interagiert, sondern die

DNA-Polymerase-a hemmt (in vitro und vivo) und dadurch eine Blockade des
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Wachstums in der S-Phase bewirkt (Rosenberg et al., 1985). Studien mit

Rattenleberzelllinien (Clone 9) ergaben eine enge Spannbreite zwischen
subtoxischer und akut toxischer Konzentration im niedrigen mikromolekularen
Bereich (ICs-Wert 2,5-3,3 uM). Die Versuche ergaben bei 1 yM Gossypol eine
18%ige Unterbindung der Gber gap junctions erfolgten interzellulare Kommunikation
von Zellen, bei 3 yM eine 30%ige Unterbindung und bei 10 uM eine irreversible
Zellschadigung (Hutchinson et al., 1995).

Die in dieser Studie durchgefuhrten Versuche konnten die enge therapeutische
Breite von Gossypol aufzeigen. In den hier durchgefluhrten Arbeiten zeigte sich, dass
die Vitalitat der CHO-Zellen bei 2 yM Gossypol 98% und bei 3 uM nur noch 64%

betragt (jeweils nach 48 h Einwirkungszeit), bestatigen also diese Befunde.

4.6. Allgemeines zum Wirkstoff Gossypol

Gossypol ist eine polyphenolische, binaphtalene Verbindung, die aus den
Pigmentdrisen der Baumwollpflanzenwurzel extrahiert wird. Ursprianglich wurde
Gossypol in Versuchsreihen aus den 80er Jahren in China als mannliches
Kontrazeptivum entdeckt. Dabei fuhrt Gossypol zu einer reversiblen Inhibition der
Ausreifung von Spermien und zu einer reduzierten Motilitat (Ranga A. et
al.,1990;0ligiati K.L. et al., 1983, Gottlieb C., 1999). Gossypol ist eine Substanz, die
als genereller Enzyzmhemmer bekanntist. Es hemmt die Laktatdehydrogenase-Xin
Rinderhoden mit einem ICs-Wert von 200 uyM (Oligiati K.L.,1983), die DNA-
Polymerase a (8 uM Gossypol hemmen die Polymerase-a zu 50 %) in HeLa-Zellen
(Rosenberg et al., 1986), die Ribonukleotidreduktase mit einem ICs-Wert von 10 uM
(McClarty et al., 1985), die Topoisomerase-Il in HeLa-Zellen in Konzentrationen von
3,4 — 17,5 yMfihrten zu einer Abnahme an DNA-Synthese bis zu 50-75% (Adlakha
etal., 1989) und in Jurkat-T-Zellen mit einem ICsy-Wert fiir die Topoisomerase-Il von
4 uM (Hillemeier K., 2001). Gossypol hemmt zusatdich die Aldose-Reduktase in
humaner Plazenta (K;: 0,5 uM) (Deck et al., 1991). Gossypol hemmt bevorzugt eine
Reihe von Enzymen die an der oxidativen Phosphorylierung beteiligt sind und wirkt
dadurch gerade auf schnell wachsende Zellen, da diese besonders abhangig sind,
von einer optimalen Energiebereitstellung an den Organismus. Zellversuche zigten,

dass Gossypol in einer Konzentration von 10 uM (24 h Einwirkungszeit) auf
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Melanom- und Kolon-Karzinomzellen, zum Zelltod in 90% der Falle fuhrt. Bei
langsamer wachsenden Tumorzellen, wie embryonale Lungenfibroblasten und
Adenokarzinomzellen der Mamma, fUhrten erst hoher verwendete Konzentrationen,
wie 30 uM Gossypol zu dem gleichen Effekt (90% Zelltod). Gossypol hat
verschiedene zytotoxische Effekte auf unterschiedliche Zelllinien, auf schnell
wachsende Zellen in Konzentrationen kleiner 5 yM. Bei normalen Zellen werden
Konzentrationen von Uber 20 uM bendtigt um einen toxischen Effekt zu erzielen
(Tuszynski G.P. et Cossu G., 1984). Durch Versuche an schnellwachsenden
Tumorzelllinien wie denen aus Ovarien, Gastrointestinaltrakt und Hoden zeigte sich
ein IC5-Wert (Zelltod) von 0,86-1,98 uM, wahrend der ermittelt ICsy-Wert bei
langsam wachsenden Zellen 0,87-2,51 uM betrug. Der antiproliferative Effekt des
Gossypols ist abhangig von seinen optischen Isomeren. Die (-)-Isoform ist 3,6 —
12,4fach potenter als die (+)-Isoform und 1,48 — 2,65fach potenter, als das (+/-)-
Racemat (Band V. etal., 1989, Guan M.Z., 1996). Ahnliche Ergebnisse erzelte ein
weitere Versuchsreihe mit Leukamiezellen, hier zeigte sich ein IC5-Wert in Bezug
auf den Zelltod von 20 yM Gossypol (L-Enantiomer) und war damit signifikant
potenter als das Racemat Gossypol, D-Enantiomer und Gossypolon (das oxidierte
Gossypol-Enantiomer). Eine Exposition von 0,5-10 yM L-Gossypol zeigten Gber vier
Tage eine zeitabhangige Abnahme der Zellvitalitat (Shelley M.D. et al, 1999,
Blackstaffe L. etal 1997: ICsy-Wert fur Gossypol 22 yM und die (-)-Isoform von 4
MM). Zusatdich zu der antitumordsen Wirkung des Gossypols, besitzt diese
Substanz auch antiinflammatorische Eigenschaften. Gossypol fluhrtin einer
Konzentration von 3 - 5 yM bei humanen Neutrophilen zu einer erhhten
Oberflachenexpression des Mac-1-Gens (kodiert fir CD11b und CD18,
Oberflachenantigene von neutrophilen Leukozyten) und in Konzentrationen von 3 —
20 yM Gossypol zu einer erhohten Superoxid-Synthese der Zellen. Gossypol bewirkt
anscheinend zwei Protein-Kinase-C unabhangigen Stoffwechselwege, die zur
Aktivierung von neutrophilen Leukozyten fuhren. Es wird vermutet, dass die
Erschépfung der Neutrophilen fir den antiinflammatorischen Effekt von Gossypol
verantwortlich ist (Benhaim P. etal., 1994). Eine weitere Versuchsreihe zeigte, dass
Gossypol bei kontinuierlicher Zufuhr (10 mg pro kg Kérpergewicht bei Albinoratten
uber 15 Tage) uber eine Hemmung der Laktase, Maltase und alkalischen
Phosphatase zu einem Gewichtsverlust von 27-50% und zu einer verminderten
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Aufnahme von Glucose, Alanin, Leucin und Kalzium fuhrt. Nach einem Zeitraum von
15 Tagen ohne Gossypolzufuhr, waren alle diese Parameter vollstandig reversibel
(Chada S. et al,1989). Weiterhin fihrt Gossypol zu einem dosisabhangigen Absinken
der Serumkonzentrationen von Schilddrisen-Hormonen. Eine Dosis von 1 mg
Gossypol pro kg Kérpergewicht (KG) fuhrt zu einer fokalen Degeneration von
Schilddrusenfollikeln, Dosen von 5 -10 mg pro kg KG bewirken bereits eine Atrophie
der Schilddrise (Rikihisa et al., 1989).

4.7. Vergleich zwischen normalen und gehemmten Wachstum der
CHO-Zellen

Die Kontrollreihe ist Giber 48 h permanent gewachsen und zeigte eine Zellvitalitatvon
98%, so dass man annehmen kann, dass die spezfische Verteilung der InsP-
Isomere typisch ist, fur normales Zellwachstum bei zuvor tryptisch behandelten CHO-
Zellen. Die mit 2 yM Gossypol behandelten Zellen zeigen ein der Kontrollreihe

entgegengesetztes Verteilungsmuster des Inositolphosphatmassenspektrums.

4.8. Die Wirkung von Gossypol auf die IP3K bei CHO-Zellen

Die Vermutung, dass Gossypol primar tber eine IP3K-Inhibition das Wachstum der
CHO-Zellen hemmt, konnte nicht bestatigt werden, da das Produkt, Ins(1,3,4,5)P,
weiterhin gebildet wird. Es kann aber nicht vollstandig ausgeschlossen werden,dass
eine leichte IP3K-Hemmung stattfindet, die moglicherweise auf Grund einer
massiven PLC-Aktivierung der Zellen kaschiert wird, das kdnnte den erhdhten
Anstieg der InsP; und InsP, erklaren.

Eine andere Erklarung ware das Vorhandensein der schlecht durch Gossypol und
andere Hemmstoffe hemmbaren IP3K-Isoform-C in den CHO-Zellen (noch
unveroffentlichte Daten von Deschermeier). Versuche von K. Hillemeier zeigten eine
deutliche IP3K-Hemmung durch 2 yM Gossypol mit resultierender Abnahme des
Ins(1,3,4,5)P,4 bei Jurkat-T-Zellen, die uber die IP3K-Isoformen Aund B verfigen
(PCR und Northern-Experimente der AG Malaskowski, Deschermeier, Bertsch und
Mayr).
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Ebenfalls nicht auszuschlieRen ist eine Uberlagerung der korrekten Konzentrationen

von InsP; und InsP, durch andere Inositolphosphatisomere, die nicht durchdie HPLC
Methode von den ,normalen® Isomeren diskriminiert werden konnten.

Vielleicht verfigen CHO-Zellen durch ihre wichtige Funktion im Organismus
(Wachstum und Fortpflanzung), im Gegensatz zu anderen Zellen, Gber besonders
gute Schutzvorkehrungen gegen schadliche Wirkstoffe, wie z.B. eine hohe
Konzentration von Multi-drug-resistance-Pumpen (MDR). Mit Hilfe von MDR's sind
Zellen in der Lage pharmakologische Substanzen schnellstmdglich unter ATP-
Hydrolysen aus der Zelle hinaus zu beférdern, so dass diese keine oder eine
geringere Wirkung zeigen. Mit Hilfe des MDR-Mechanismus wird die
Resistenzentstehung von Tumorzellen gegeniber Chemotherapeutika erklart.
Abgesehen von Ins(3,4,5,6)P,und Ins(1,3,4,5,6)Ps, die in Gossypol behandelten
Zellen in deutlich niedrigeren Konzentrationen als in der Kontrolle vorkommen,
befinden sich alle weiteren InsP-Isomere in hoheren Konzentrationen in derZelle,als
bei ungehemmten Wachstum. Die Hohe der InsPg-Konzentration scheintabhangig zu
sein von der Wachstumsdynamik der Zelle. Bei den gehemmten Zellen steigt das

InsPg stark an, wahrend es in der Kontrolle linear abfallt.

4.9. Andere Substanzen die zu einer Steigerung des

Inositolphosphathaushaltes in Zellen fiihren

Onfelt und Mitarbeiter fuUhrten Zellversuche mit V79 (chinesischen Hamsterzellen)
durch. Die Zellen wurden mit Bombesin behandelt (lokales Peptidhormon, zustandig
fir Wachstumsregulation, neuronale Funktion und Sekretion), wodurch es zu einer
Beeintrachtigung der Spindelfunktion der VV79-Zellen kommt. Durch eine Rezeptor
vermittelte Reaktion fuhrt Bombesin zu einer Erhdhung der Konzentration von
Inositolphosphaten und Diacyiglycerol. Im Zusammenhang mitdem
Inositolphosphatanstieg trat eine Haufung von mitotischen Zellen auf, die ein
abnormes chromosomales Arrangement (c-Mitose) aufzeigten. (Onfelt A., 1992).
Interessant hierbei ist der Anstieg der InsP verbunden mit abnormer Zellteilung. Die
Verteilung des Inositolphosphatmassenspektrums lasst vermuten, dass es noch
zusatdiche, bisher unbekannte Metabolismuswege im InsP-Stoffwechsel geben

muss.
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Ratovondrahona D. und seine Mitarbeiter, die in Versuchen mit CHO-E32-Zellen
(CHO-Zellen die in der Lage sind einen Prolaktinoberfachenrezeptor zu exprimieren)
die Auswirkungen auf den InsP-Haushalt unter Prolaktineinfluss beobachteten und
die InsP-Isomere mit Hilfe der HPLC-Technik nach 3[H]myo-lnositolmarkierung
isolierten (Ratovondrahona D. et al, 1998), entdeckten dabei eine durch Prolaktin
vermittelte Synthesesteigerung von Ins(1,3,4,5)P,um 207 % nach 30 sec., ein

Anstieg von InsPsum 171 % und InsPgum 241 % nach 30 sec.

4.10. InsPs-Synthese

Erst kurzich entdeckte Sven Haverland einen bisher noch vollig unbekannten Weg,
um InsPg zu synthetisieren, gleichzeitig widerlegte er einzelne Schritte in der
Metabolisierung von InsP, die bisher falschlicher Weise fur richtig gehalten worden
sind. Es wurden Homogenate aus Rattenleber, -hirn und —herzen gewonnen und mit
einem neuen, aufwendigen Verfahren, sogenannte Hochsalz-Rohextrakte isoliertund
gereinigt. Diese wurden dann mit Hilfe der MDD-HPLC-Technik einer
Inositolphosphat-lsomerenspezfischen Substrat-Produkt-Zuordnung unterzogen.
Dadurch konnten die einzelnen Phosphatasen und Kinasen die im InsP-Stofiwechsel
beteiligt sind, sowie deren Substrate und Produkte, qualitativund vor allem
quantitativerstmalig bestimmt werden. Entgegen den bisherigen publizierten
Erkenntnissen, konnte kein anaboler Bezug zwischen Ins(1,3,4,5,6)P5 und dem InsPg
hergestellt werden, es gibt auch keine Hinweise fur eine katabole Beziehung
zwischen diesem InsP5und dem InsPg. Zusatdich entdeckte S. Haverland, dass
InsPg von mehreren Phosphatasen (mindestens zwei) an der Position C, und Cgzu
anderen InsPs-Isomeren dephosphoryliert wird. Aulierdem wurde von ihm ein bis
jetzt noch unbekannter, verzweigter, anaboler Biosyntheseweg entdeckt, der zur
Synthese von InsPg fuhrt und zwar nicht Gber das durch die IP3K katalysierte
Ins(1,3,4,5)P,4, sondern vom Ins(4,5)P, bzw. Ins(2,4,5)P; ausgehend, tber
Ins(2,3,4,5)P,und D/L- Ins(1,2,3,4,5)Ps, in geringem Malde Uber Ins(2,4,5,6)P, und
D/L(1,2,4,5,6)P5zum InsPg(Haverland S., Dissertation 2001). Die von mir
analysierten InsP-Isomere (Ins(1,2,4,5,6)P5 und Ins(1,2,3,4,5)P;), die zu einem
Anstieg des InsPg fihrten unterstitzen den Weg, der von Herrn Haverland gefunden

wurde.
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4.11. Wirkung von exogen zugefiihrten InsPs auf das Zellwachstum

Der Anstieg des intrazellularen InsPg verbunden mit einem reduzerten Zellwachstum
stimmt phadnomenologisch mit den bisherigen Beobachtungen von Saied und
Mitarbeitern Uberein, dass extrazellulares InsPg ein sehr potenter, antitumordser
Wirkstoff (in vitro und in vivo) ist, der das Zellwachstum hemmt, einen Rickgang der
Proliferation bewirkt und Zelldifferenzierung auslost. Versuche an HT-29 Zellen
(humane Kolon-Karzinomzellen) demonstrierten, dass exogenes InsPg zu einer
erhohten Expression von Tumorsuppressorgenen (p53 und WAF1) fuhrt und dadurch
in Zukunft vielleicht, als ein Chemotherapeutika bei Neoplasien im
Gastrointestinaltrakt eingesetzt werden kann (Saied I.T. et al., 1998). Weiterhin zeigt
sich, dass exogenes InsPg zu einem Ruckgang der DNA-Synthese und des
Zellwachstums in humanen Brustkrebs-Zelllinien (in vitro) fuhrt und zwar unabhangig
von dem Ostrogenrezeptorstatus der Zellen (Shamsuddin AM. etal., 1996). Eine
andere Vermutung besteht darin, dass exogenes InsPg das Zellwachstum reduzier,
indem es die Phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3 K) hemmt, wie es Versuche mitder
JB6-Zelllinie zeigten (Dong Z. et al., 1999).

In den von mir durchgefuhrten Versuchen handelt es sich allerdings ausschlief3lich
um intrazellulare Inositolphosphate und es besteht bis jetzt kein Anhalt daflr, dass

diese InsP aus der Zelle in den Extrazellularraum gelangen.

4.12. Wirkungsweise von Gossypol auf CHO-Zellen

Die Versuchsserie zeigte, dass Gossypol das Wachstum von CHO-Zellen reduziert
und es dabei zu einer fur diese Zelllinie typischen Verteilung der InsP-Isomere
kommt, wie zB. dem Anstieg von intrazellularem InsPg. Die Studie konnte leidernicht

zeigen uber welchen molekularen Mechanismus Gossypol auf CHO-Zellen einwirkt

Bei den Versuchen mit Jurkat-T-Zellen entstand durch Gossypoleinwirkung ein
anderes InsP-Massenspektrum, dass aber auch zu einer Proliferationshemmung der
Zellen fuhrte (Hillemeier K., 2001). Somit scheint jede Zelle, abhangig von ihrer
Herkunft und Funktion eine bestimmte Konstellation an intrazellularen

Inositolphosphaten zu bendtigen, der ihr ein Wachstum ermdglicht.

79



4. Diskussion

In Gossypol steckt eine potente Substanzdie fur viele unterschiedliche Neoplasien
als gezeltes Therapeutikum eingesetzt werden kdnnte. Versuche mit einer Langzit
Applikation von Gossypol uber 10 Monate, an mannlichen Kalbern getestet, ergaben
eine Abnahme des Hamoglobingehaltes und des Hamatokrits, sowie Leberschaden.
Dabei stellte man fest, dass Vitamin-E ein potenter Antagonist des Gossypols in
Bezug auf seine vermutlich oxidativen Zelltoxizitat ist (Velasquez-Pereira J. et al.,
1999). Gravierende Leberschaden entdeckte auch Deoras D.P. und sein Team an
Hand von Versuchen mit Ratten (Deoras D.P. etal., 1997). Die hochsten
Gossypolkonzentrationen wurden in Leber, Herzund Hoden gefunden. Die von
Blackstaffe L. durchgefuhrten Versuche mit Melanom-Zelllinien, zeigten sogar eine
bessere Wirksamkeit des (-)-Gossypols auf das Zellwachstum, als Cisplatin,
Decarbazin und Melphalan (gangige Chemotherapeutika die bereits in der Klinik
eingesetzt werden) (Blackstaffe L. et al., 1997).

Fir die Zukunft ware es wichtig zu erforschen, Gber welchen molekularen
Mechanismus Gossypol auf CHO-Zellen antiproliferativ wirkt. In dem von mir
erhobenen Datensatzerkennt man einen deutlich antiproliferativen Effekt von 2 yM
Gossypol auf das Wachstum von CHO-Zellen. Die Auswertung des
Inositolphosphatmassenspektrums konnte die Vermutung einer IP3K-Hemmung nicht
bestatigen und gibt Anlass fur die Annahme multipler anderer Wirkmechanismenwon
Gossypol, welche Interaktionen der Inositolphosphat-metabolisierenden Enzyme
einschlie3t. Diese Wirkmechanismen scheinen in CHO-Zellen deutlich

unterschiedlich zu Jurkat-T-Zellen zu sein.
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5. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit Veranderungen von zellularen Inositolphosphaten beim
Wachstum von CHO-Zellen, unter dem Einfluss der proliferationshemmenden
Substanz Gossypol. Mit Hilfe der MDD-HPLC-Technik konnten in entsprechend
wachstumsgehemmten CHO-Zellen einzelne Inositolphosphatisomere isoliert
werden. Es zeigte sich, das Gossypol gravierend in den InsP-Metabolismus der
Zellen eingreift, wahrend es das Wachstum reduzert. Der genaue molekulare
Mechanismus konnte nicht aufgeklart werden, aber es zeigte sich, dass esindiesem
Zelltyp einer bestimmten Konstellation der Konzentrationen von verschiedenen InsP-
Isomeren bedarf, um einerseits Wachstum zu gewahrleisten und andererseits bei
Wachstumshemmung zu in anderen Zellen bisher nicht beobachteten, Anstiegenund

Abfallen bestimmter InsP gegentber den Kontrollen kommt.

Die vermutete IP3K-Hemmung durch Gossypol konnte zwar nicht bestatigt werden,
aber es zeigte sich in CHO-Zellen, unter Gossypolwirkung ein aktivierender
Metabolisierungsweg bis hin zum InsPg und 5PP-IP5. Diese Arbeit unterstitzt den
erst kirzlich von Herrn Sven Haverland entdeckten Stoffwechselweg, welcher von
Ins(2,4,5)Pzausgehend, uber Ins(2,3,4,5)P,und Ins(1,2,3,4,5)P5 bis zum InsPg fuhrt
Herr Haverland entdeckte zusatdich, dass der bisherig angenommene Syntheseweg
von Ins(1,3,4,5,6)P5 bis zu InsPg auf falschen Vermutungen beruht und auch dieses
konnte durch die hier durchgefiihrte Studie nur bestatigt werden. Gerade dieser hier
aufgezeigte Biosyntheseweg zum InsPg scheint unter Gossypoleinwirkung stark
stimuliert zu werden.

Interessanterweise ist die Wirkung von Gossypol auf das Inositolphosphat-
Massenspektrum dabei abhangig vom Zelltyp. Die Versuche von K. Hillemeier mit
lymphatischen Jurkatzellen zeigten eine IP3K-Hemmung durch Gossypol. Diese
unterschiedliche Wirkungsweise von Gossypol auf epitheliale und lymphatische
Tumorzellen liegt wahrscheinlich an deren unterschiedlichen biologischen Funktion
und vermutlich am Vorkommen verschiedener Enzym-Isoformen fur InsP-
metabolisierender Enzyme in diesen Zelltypen. Fur die Jurkatzellen wurden Isoform
Aund B der IP3K nachgewiesen. Bei den CHO-Zellen ist zu vermuten, dass es sich
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hier um die Isoform C handelt, die nur leicht oder gar nicht durch Gossypol gehemmt
wird (bisher noch unveroffentlichte Daten von Deschermeier). Eine Vermutung ware
auch, das Gossypol eine Wachstumshemmung in CHO-Zellen bewirkt, GUber die
beobachtete signifikante, apparente Hemmung der Ins(1,3,4,6)P,-5-Kinase.

Diese Arbeit liefert wertvolle Daten und Hinweise fir eine mdgliche Tumortherapie
durch Gossypol. Fur die Zukunft ware es winschenswert den Mechanismus, wie
Gossypol in den InsP-Haushalt eingreift herauszufinden, um einen weiteren Baustein
in der Aufklarung von inter- und intrazellularer Kommunikation und
Signaltransduktion zu liefern und um damit ein mdgliches Therapeutikum in der

Tumortherapie besser in seiner Wirkung zu verstehen.
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