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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut (Cutis) ist mit einer Gesamtfliche von 1.5-2 m?, mit einem Gewicht von 3-10 kg
und einer Dicke von 1.5-4 mm das grofite und schwerste Organ des menschlichen
Korpers. Sie stellt als Hiillorgan des Menschen die Grenzflache bzw. Barriere zur Umwelt
dar. Die Funktionen der Haut sind vielfdltig und konnen in passive und aktive Funktionen
unterteilt werden (Abb. 1.1) (Moll, 2016; Terhorst, 2016; Miihlstadt, 2014; Sterry, 2011).
Zu den wichtigsten passiven Funktionen der Haut zdhlen der Schutz vor Kiélte, Hitze,
UV-Strahlung und Austrocknung, vor mechanischen Traumen, vor dem Eindringen von
Fremdstoffen biologischer sowie chemischer Art. Zu den wichtigsten aktiven Funktionen
gehoren die Abwehr eingedrungener Fremdstoffe, die Sinneswahrnehmung und die
Regulation der Korpertemperatur sowie des Elektrolyt- und Wasserhaushalts (Miihlstadt,
2014; Sterry, 2011; Fritsch, 2009).

Passive Funktionen Aktive Funktionen
2

Schutz gegen das R;somnon
Eindringen von 1. bestimmter
Keimen haupt-
sachlich durch
Ausbildung des
Sduresc

Kreislauf- und
Thermoregulation

durch die Haut
durchblutung B
Druck:,
Vibrations-,
Tast-, Schmerz-
und
Temperatur-
sinnesorgan

Wirkstoffe

1 2

Schutz vor
Kdlte, Hitze, Druck, Stof,

Strahlung

C n E s — — //’ —

Abb. 1.1: Passive und aktive Funktionen der Haut
(https://www.umweltonline.de/recht/arbeitss/uvv/bgi8000/8559 ges.htm).

Die Haut besteht besteht aus drei Schichten, welche sich durch einen unterschiedlichen
Aufbau und verschiedene Zelltypen voneinander abgrenzen (Abb. 1.2). Von au3en nach
innen besteht die dreilagige Struktur der Haut aus Oberhaut (Epidermis), Lederhaut
(Dermis) und Unterhaut (Subcutis). Diese sind fest miteinander verbunden und erfiillen
verschiedene Funktionen (Moll, 2016; Sterry, 2011). Die oberste Schicht, die Epidermis,
besteht aus einem mehrschichtigen, verhornten Plattenepithel mit einer Dicke von 30-

300 um, das als Proliferationsgewebe einer stindigen Erneuerung unterliegt (Terhorst,
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1 Einleitung

2016). Je nach Alter, Geschlecht und Korperareal variiert belastungsabhidngig die Dicke
der Epidermis (Moll, 2016; Miihlstddt, 2014). Keratinozyten bilden den Hauptanteil der
Epidermis (> 90%), in geringerer Anzahl kommen Melanozyten, Langerhans-Zellen und
Merkelzellen vor (Fritsch, 2009). Zudem besitzt die Epidermis viele Nerven, jedoch keine
eigenen Blutgefiae. Die Versorgung erfolgt durch Diffusion aus der darunterliegenden,
gefdlBreichen Dermis (Moll, 2016; Terhorst, 2016). Weiterhin 14sst sich die Epidermis in
fiinf Schichten unterteilen. Von innen nach auflen finden sich folgende Schichten:
Stratum basale (Basalschicht), Stratum spinosum (Stachelzellschicht), Stratum
granulosum (Kornerzellschicht), Stratum lucidum (Glanzschicht) und Stratum corneum
(Hornschicht). Stratum basale und Stratum lucidum bestehen im Gegensatz zu den

anderen Schichten der Epidermis nur aus einer Zelllage (Terhorst, 2016).

Basalmembran

e

Basalzelle

Hornzelle

Stratum corneum (Hornschicht)
Haarfollikel (Haarbalg)

Epidermis - > N

(Oberhaut) - = =58 Dendritische Zellen

D¢ = ';: t——— Melanozyten
5 - @° Meissner-Tastkorperchen
b))

Talgdriisen

ﬁ— Musculus arrector pili

Dermis -
(Lederhaut) Blutge.!aBe“
SchweiBdriisen
I Freie Nervenendigungen

LymphgefaBe
Nervenfasern

Subkutis
(Unterhaut)

Pacini-Korperchen

Ny

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des menschlichen Hautaufbaus
(http://skincare.dermis.net/content/e01aufbau/e660/e661/index ger.html)

Die Keratinozyten bilden die Grundstruktur der Epidermis und sind fiir die regelméBige
Erneuerung und Regeneration verantwortlich. Sie wandern unter Verdnderung ihrer
Struktur durch die verschiedenen Schichten der Epidermis (Terhorst, 2016; Sterry, 2011,
Fritsch, 2009). So befinden sich im einzelligen Stratum basale, das sich als letzte
Zellschicht der Epidermis direkt tiber der Dermis befindet und durch die Basalmembran
von dieser abgetrennt ist, die mitotisch aktiven Basalzellen (basale Keratinozyten),
welche durch Zellteilung die Stachelzellen des mehrschichtigen Stratum spinosum bilden.
Die Stachelzellen wiederum differenzieren zu Kornerzellen des Stratum granulosum und
weiter zu verhornten Korneozyten (Hornzellen), welche dann den kernlosen Zelltyp des

Stratum lucidum und Stratum corneum bilden (Goebeler und Hamm, 2017; Terhorst,
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1 Einleitung

2016; Sterry, 2011). Die Korneozyten sind abgestorbene Keratinozyten, welche an der
inneren Seite der Zellmembran eine Proteinakkumulation zeigen und somit die
sogenannte wasserabweisende, undurchléssige Schutzschicht des Stratum corneums, den
Cornified Envelope, bilden. Dem Cornified Envelope aullen angelagert ist aulerdem eine
ceramidreiche Lipidschicht, welche zusitzlich als Barriere gegen Austrocknung und
Schutz vor Absorption und Einwirken fremder Substanzen dient (Fritsch, 2009; Kerscher,
2009). Somit bildet die Epidermis, genauer das Stratum basale, ein klassisches
Proliferationsgewebe, das einer stindigen Erneuerung unterliegt, welche durch
zunchmende Differenzierung der Keratinozyten (Basalzelle > Stachelzelle -
Kornerzelle > Hornzelle) von der Basalschicht (Stratum basale) zur Hautoberflache
(Stratum corneum) erfolgt (Terhorst, 2016). Durch Zellteilung und Aufwirtswanderung
der Keratinozyten wird ein flieBendes Gleichgewicht (Homdostase) zwischen den
Schichten der Epidermis gewéhrleistet. Diese Vorgidnge werden auch als terminale
epidermale Differenzierung bezeichnet, wobei die Erneuerungszeit oder der sogenannte
Turnover der Epidermis ca. 28 Tage betridgt (Moll, 2016; Fritsch, 2009). Im Stratum
basale befinden sich neben den Keratinozyten auch Melanozyten (Terhorst, 2016;
Fritsch, 2009). Bei diesen Zellen handelt es sich um dendritische und pigmentbildende
Zellen, welche fiir die Synthese des Hautpigments Melanin zustdndig sind. Melanin wird
in speziellen Organellen der Melanozyten, den sogenannten Melanosomen, synthetisiert
und gespeichert. Die Hauptfunktion von Melanin ist der Schutz der Haut vor UV-
Einstrahlung und somit vor Entartung der Zellen. Aulerdem ist das Melanin fiir die
Eigenfarbe von Haut und Haaren verantwortlich (Goebeler und Hamm, 2017; Fritsch,
2009). Uber dendritische Fortsitze werden »gereifte Melanosomen, welche mit Melanin
angereichert sind, in die benachbarten Keratinozyten tibertragen. Diese ordnen sich iiber
dem oberen Kernpol der Keratinozyten kappenartig wie ein Schutzschild an und schiitzen
Zellkern und DNA vor UV-Strahlung durch Absorption von Photonen und Umwandlung
in Wéarme (Uong und Zon, 2010; Esser und Krutmann, 2010; Fritsch, 2009). Dabei bildet
ein Melanozyt mit 30-40 Keratinozyten die sogenannte epidermale Melanineinheit und
beliefert mehrere Keratinozyten gleichzeitig mit Melanosomen (Cichorek et al., 2013;
Fritsch, 2009). Die Biosynthese von Melanin erfolgt aus Tyrosin als Grundbaustein {iber
die Tyrosinase und andere Enzyme in einem Hauptsyntheseweg zu schwarzbraunem
Eumelanin und in einem Nebensyntheseweg zu rétlichem Pheomelanin (Fritsch, 2009).
Die menschliche Haut enthélt eine Mischung aus Eu- und Pheomelanin, wobei die Menge

an Eumelanin die Pigmentierung der Haut bestimmt. Zudem hat das Eumelanin im
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1 Einleitung

Gegensatz zum Pheomelanin bessere Eigenschaften beziiglich einer UV-Protektion. Als
Konsequenz ist das Risiko an Hautkrebs zu erkranken bei heller Haut um das 30-40-fache
hoher als bei dunklerer Haut (Cichorek et al., 2013) Das Pigmentsystem bei heller Haut
ist jedoch auch auf eine rasche und adaptive UV-Antwort programmiert. So werden als
Reaktion auf eine UV-Exposition ruhende Melanozyten aktiviert und iiber eine verstérkte
Tyrosinaseaktivitdit die Melaninsynthese verstirkt, wodurch der Pigmenttransfer
intensiviert wird (Fritsch, 2009). So kann sich der Mensch bis zu einem gewissen Grad
auf unterschiedlich starke UV-Expositionen einstellen. Je nach genetischem Hintergrund
sind die Moglichkeiten des endogenen UV-Schutzes allerdings beschriankt. Die Menge
des Melanins bestimmt den Hautpigmentierungstyp. Hierbei werden zwischen sechs
verschiedenen Hauttypen unterschieden (Sterry, 2011). So erhalten Menschen mit
Hauttyp I und II Schédigungen durch UV-Exposition schon bei geringeren UV-Dosen als
Menschen mit einem Hauttyp hoherer Klassifizierung (Goebeler und Hamm, 2017;
Sterry, 2011). Weitere wichtige Zelltypen der Epidermis sind die Merkel-Zellen und die
Langerhans-Zellen. Die Merkel-Zellen, welche innervierte Rezeptorzellen darstellen,
sind flir die Vermittlung der Tastempfindung verantwortlich, wobei die dendritischen
Langerhans-Zellen als Antigen-priasentierende Zellen der Epidermis bei der Einleitung
der primidren Immunantwort eine wichtige Rolle spielen (Terhorst, 2016; Miihlstadt,

2014; Fritsch, 2009).

Unterhalb der Epidermis befindet sich die Dermis (Lederhaut), auch Corium genannt,
welche durch die Basalmembran von der Epidermis abgegrenzt wird. Dieser
Grenzbereich wird auch als dermoepidermale Junktionszone bezeichnet. Hierin besitzt
die Basalmembran eine Stiitzfunktion und kontrolliert als Grenzmembran den Austausch
von Zellen und Molekiilen (Terhorst, 2016; Sterry, 2011). Die Basalmembran besteht aus
zwei Laminae (Lamina lucida und Lamina densa), Fibrillen, dermalen Kollagenfasern
und der Matrix. Die obere Lamina lucida ist durch Verankerungsfilamente mit der
Plasmamembran der Basalzellen der Epidermis verbunden, wobei die untere Lamina
densa durch Verankerungsfibrillen- und Mikrofibrillenbiindel mit der Dermis verbunden
ist (Moll, 2016; Terhorst, 2016). Die Dermis (2-4 mm) besteht aus einem elastischen
Bindegewebe und besitzt im Gegensatz zu der Epidermis viele Nerven sowie Lymph- und
Blutgefile, weshalb eine Schiddigung und Schmerzempfindung immer mit einer
Schiadigung der Dermis einhergeht (Zilles und Tillmann, 2010). Prinzipiell wird die
Dermis in zwei Schichten unterteilt: Stratum papillare (Papillarschicht) und Stratum

reticulare (Geflechtschicht). Das Stratum papillare ist die oberste Schicht der Dermis mit
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1 Einleitung

einem lockeren Fasergeflecht, welches den zell- und gefaBBreichen Teil der Dermis bildet.
Das Stratum reticulare besteht aus einem dichten sowie zell- und gefdarmen
Fasergeflecht, welches unmittelbar in die tiefergelegene Subcutis iibergeht (Sterry, 2011;
Fritsch, 2009). Die wichtigsten Fasern der Dermis sind die Kollagenfasern, welche sich
aus Kollagenfibrillen zusammensetzen. Sie verleihen der Haut ihre mechanische
Stabilitdt und Dehnbarkeit (Terhorst, 2016). Es gibt verschiedene Kollagentypen, wobei
das hauptsidchliche Kollagen in der Dermis Typ I Kollagen ist (80-90% des gesamten
Kollagens), gefolgt von Typ III und VI (Goldsmith et al., 2012; Fritsch, 2009). Neben
Kollagenfasern gibt es auch die wichtigen elastischen Fasern aus Elastin und Fibrillin,
welche fiir die Reillfestigkeit und Elastizitidt der Haut verantwortlich sind (Goebeler und
Hamm, 2017; Fritsch, 2009). In der Dermis kommen verschiedene Zelltypen vor, wobei
die Fibroblasten den Hauptanteil bilden (Terhorst, 2016; Sterry, 2011). Fibroblasten
spielen fiir Prozesse der Haut, wie Zellwachstum und Wundheilung, eine wichtige Rolle
und bilden das Bindegewebe der Dermis zusammen mit der extrazelluliren Matrix,
welche aus einer protein- und polysaccharidhaltigen Fliissigkeit (Interzelluldrsubstanz)
und den oben beschriebenen Kollagen- und elastischen Fasern besteht (Goebeler und
Hamm, 2017; Terhorst, 2016; Fritsch, 2009). Die Interzellularsubstanz fiillt den Raum
zwischen den Zellen und den Fasern der Dermis, in der sich die Zellen auch bewegen und
miteinander interagieren konnen (Goebeler und Hamm, 2017; Watt und Fujiwara, 2011;
Fritsch, 2009). Zudem sind Fibroblasten in der Lage, die in der extrazelluliren Matrix
vorkommenden Kollagen- und Elastinfasern sowie strukturelle Glykoproteine zu
synthetisieren und in den extrazelluldren Raum zu sezernieren. Diese verleihen der Matrix
thre Struktur und Festigkeit. Glykoproteine (Glykosaminglykane und Proteoglykane)
finden sich zwischen den Kollagenfasern. Sie dienen als Wasserspeicher und halten
zudem das Gleichgewicht zwischen Wasser- und Salzhaushalt aufrecht. Aulerdem sind
sie wichtig fir die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion (Fritsch, 2009). Neben der
aufbauenden Funktion konnen Fibroblasten auch den Abbau von geschiddigtem oder
abgestorbenem Bindegewebe einleiten, indem sie Enzyme der Familie Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) synthetisieren. Der Abbau erfolgt durch Inhibitoren der
MMPs (TIMPs, tissue inhibitor of metalloproteinases) in kontrollierter Weise, sodass ein
ausgeglichenes Verhéltnis zwischen Auf- und Abbau fiir die Erhaltung der Funktion des
Bindegewebes der Haut herrscht (Fritsch, 2009; Brenneisen et al., 1996). Zusétzlich
befinden sich in der Dermis Makrophagen (Histiozyten), welche immunologisch aktiv

sind, und Mastzellen, welche allergische Reaktionen vermitteln konnen. Vereinzelt
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kommen auch Melanozyten und Lymphozyten vor (Terhorst, 2016). Neben vielen
Nervenfasern, die z.B. Schmerz, Juckreiz, Temperatur und Druck vermitteln, sind auch
Sinnesrezeptoren, wie MeiBner-Tastkorperchen und Vater-Pacini-Korperchen, in der
Dermis lokalisiert. Auch Haarfollikel, Talg-, Schwei3- und Duftdriisen sind als
eigenstindige Strukturen in das Bindegewebe der Dermis, genauer des Stratum

reticulare, eingebettet (Moll, 2016; Miihlstadt, 2014; Sterry, 2011).

Die Subcutis, auch Unterhautfettgewebe genannt, ist der unterste Teil der Haut. Sie
besteht aus Bindegewebe und Fettzellen und dient primdr der Isolation und dem
mechanischen Schutz. Weiterhin kann das in der Dermis eingelagerte Fettgewebe als

Energiespeicher fiir den Organismus dienen (Moll, 2016; Sterry, 2011).

1.2  Krebserkrankungen der Haut

Die Haut ist das Organ des menschlichen Kdrpers mit der hochsten Inzidenz und Vielfalt
von Neoplasien, bedingt durch ihre Grofe und die stindige Exposition gegeniiber
Umweltnoxen, wie chemischen Kanzerogenen und UV-Licht. Die Inzidenz von
Hautkrebserkrankungen ist in den letzten Jahren stark angestiegen. Die Zuwachsraten
liegen dabei zwischen 3-7% pro Jahr (Schadendorf et al., 2015; Fritsch, 2009). Obwohl
die Mehrzahl der Neoplasien benigner Art ist, wie z.B. die Seborrhoische Warze, gibt es
auch einige maligne Formen, die zu den aggressivsten Neoplasien des Menschen gehoren
(Fritsch, 2009). Beispiele hierfiir sind das Merkelzellkarzinom, das Basalzellkarzinom,
das Plattenepithelkarzinom und das maligne Melanom. Das maligne Melanom stellt dabei
die bedrohlichste und gefahrlichste Neoplasie der Haut dar und wird im Folgenden néher

beschrieben.

1.2.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom (,,schwarzer Hautkrebs*) ist ein hochgradig maligner Tumor, der
aus pigmentproduzierenden Zellen, den Melanozyten, hervorgeht (Goebeler und Hamm,
2017; McCourt et al., 2014). Aufgrund des invasiven Wachstums und der Neigung zur
frithzeitigen Metastasierung (lymphogen und himatogen) stellt das maligne Melanom die
aggressivste und todlichste Form aller Hautkrebserkrankungen dar (Sterry, 2011). Das
maligne Melanom macht etwa 90% der Todesfille durch Hautkrebs aus (Moll, 2016;

16



1 Einleitung

Terhorst, 2016). Vor allem in der hellhdutigen Bevoilkerung hat die Inzidenz des
Melanoms in den letzten Jahren stark zugenommen und verdoppelt sich alle 1015 Jahre.
Der jéhrliche Zuwachs betrdgt 4-8% (Fritsch, 2009). AuBerdem korreliert die Inzidenz
mit der UV-Exposition des Wohnortes. In Europa betrigt die Inzidenz 15/100000
Einwohner/Jahr. Australien hingegen hat mit mehr als 40/10000 Einwohner/Jahr eine
deutlich hohere Inzidenzrate (Terhorst, 2016; Sterry, 2011; Fritsch, 2009). Zudem treten
bei Asiaten und Afrikanern seltener Melanome auf als bei helleren Hauttypen (Terhorst,
2016). Die meisten Melanome werden im mittleren Lebensalter (zwischen dem 30. und
70. Lebensjahr) diagnostiziert. Frauen sind etwa 1.5 bis 2-mal hiufiger betroffen als
Minner. Melanome konnen an der gesamten Haut auftreten. Wahrend Melanome bei
Frauen vorwiegend an der unteren Extremitét (v.a. Unterschenkel) entstehen, sind sie bei
Minnern am Stamm (v.a. Riicken) lokalisiert (Moll, 2016; Terhorst, 2016; Sterry, 2011).
Die meisten Melanome entwickeln sich auf gesunder, unauffilliger Haut. Nur 20-50%
entstehen aus vorbestehenden Vorlduferldsionen (Moll, 2016). Verschiedene exogene
und konstitutionelle Faktoren spielen in der Atiologie eine wichtige Rolle, wobei die UV-
Strahlung (v.a. das kurzwellige UV-Licht) bei weitem als wichtigster Risikofaktor zu
nennen ist (Schadendorf et al., 2015; Fritsch, 2009). Eine intensive UV-Belastung
aufgrund von gednderten Freizeitgewohnheiten in den letzten Jahren bedingt den Anstieg
der Inzidenz des malignen Melanoms. Die Entstehung des malignen Melanoms korreliert
mit der Anzahl einzelner schwerer Sonnenbriande, besonders in der Kindheit, und ist
wenig auf die Akkumulation von UV-Schéden tiber die Jahre zuriickzufiihren (chronische
UV-Belastung), wie es beim Plattenepithelkarzinom der Fall ist (Fritsch, 2009). Weitere
Risikofaktoren fiir die Entstehung des malignen Melanoms sind, neben der ethnischen
Zugehorigkeit (Hauttyp I und IT) und dem weiblichen Geschlecht, der Albinismus, DNA-
Reparaturstorungen (wie z.B. bei Xeroderma pigmentosum) und eine positive
Familienanamnese (genetische Pradisposition) (Moll, 2016; Terhorst, 2016). Klinisch
und histologisch lassen sich vier Subtypen des malignen Melanoms unterscheiden: das
superfiziell spreitende Melanom (SSM), das nodulire Melanom (NM), das Lentigo-
maligna-Melanom (LMM) und das akrolentigindse Melanom (ALM) (Moll, 2016;
Terhorst, 2016; Sterry, 2011). Tabelle 1.1 gibt eine Ubersicht iiber die Subtypen des
malignen Melanoms mit Angaben iiber Haufigkeit, mittleres Erkrankungsalter und
betroffene Hautregionen. Weitere, eher seltenere, Subtypen des malignen Melanoms sind
das amelanotische (pigmentfreic) Melanom (AMM), das Schleimhautmelanom, das

Aderhautmelanom und das meningeale Melanom (Sterry, 2011).
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Relative Mittleres Betroffene
Subtyp ) Wachstum
Haufigkeit | Erkrankungsalter Hautareale
Superfiziell . _
) Sonnenexponierte Primér
spreitendes 55-65% 50 Jahre . .
Regionen horizontal
Melanom (SSM)
Noduléres Sonnenexponierte Primér
15-20% 55 Jahre ]
Melanom (NM) Regionen vertikal
Lentigo-maligna- Gesicht und Primér
5-10% 68 Jahre _
Melanom (LMM) Handrticken horizontal
Akrolentigindses Akren und Primér
5% 63 Jahre
Melanom (ALM) Nagelbett horizontal

Tab. 1.1: Subtypen des malignen Melanoms Aufgefiihrt sind die relative Haufigkeit, das mittlere
Erkrankungsalter, die betroffenen Hautareale und das Wachstum (verdndert nach Sterry, 2011; Terhorst,
2016).

Das SSM kommt bei der hellhdutigen Bevolkerung am haufigsten vor, bei der
schwarzhdutigen Bevolkerung dominiert dagegen das ALM (Sterry, 2011). Das NM und
das AMM zihlen zu den aggressivsten Subtypen des Melanoms, da diese aufgrund des
primér vertikalen Wachstums zur frilhen Metastasierung neigen. Andere Subtypen
hingegen haben aufgrund des horizontalen Wachstums iiber mehrere Jahre hinweg eine
sehr geringe Metastasierungstendenz. Neben dem Wachstumstyp korreliert auch die
Tumordicke mit dem Metastasierungsrisiko, sodass mit zunehmender Tumordicke das
Metastasierungsrisiko steigt (Moll, 2016; Sterry, 2011). Im Krankheitsverlauf des
Melanoms erfolgt die Metastasierung zundchst lymphogen und spiter meist hdmatogen,
v.a. in Haut, Lungen, Leber, Gehirn oder Knochen (Sterry, 2011). Bei Verdacht auf ein
Melanom werden verddchtige Lésionen zundchst mit der sogenannten ABCDE-Regel
(Asymmetrie, Begrenzung, Color, Durchmesser und Elevation) mit bloBem Auge oder
Dermatoskop tiberpriift (Moll, 2016; Terhorst, 2016; Sterry, 2011). Verdéchtige
Hautareale werden zur Diagnosesicherung mit einem entsprechenden Sicherheitsabstand
vollstindig entfernt (Stanzbiopsie). Es wird vorher keine Probebiopsie entnommen, da
die Gefahr einer frithen Metastasierung zu grof} ist. Die endgiiltige Diagnose erfolgt nach
histopathologischer Untersuchung (Schadendorf et al., 2015). Die Diagnose des
amelanotischen Melanoms stellt sich hierbei als besonders schwierig dar, weil diesem das
Hautpigment Melanin fehlt. Bei der Diagnosestellung werden der Melanomtyp, die

Tumordicke nach Breslow, der Invasionslevel nach Clark und eine eventuelle
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Metastasierung bestimmt (Abb. 1.3). Ebenso wird das Vorhandensein von Ulzerationen

tiberpriift (Sterry, 2011).

Invasionslevel nach Clark

Stratum
granulosum
Epidermis I
_ Invasionslevel nach Clark
/\j g Level I Melanoma in situ
Stratum papillare
bermi 5 Level L  Melanoma dringt ins Stratum papillare
ermis Py
Stratum reticulare Level Il Melanoma fillt Stratum papillare aus
Level IV = Melanoma dringt ins Stratum reticulare

Subkutis Level V. | Melanoma reicht bis in die Subcutis

Tumordicke nach Breslov

Abb. 1.3: Tumordicke nach Breslow und Invasionslevel nach Clark (veridndert nach Sterry, 2011).

Somit konnen verschiedene Stadien unterschieden werden, die in Tabelle 1.2 erldutert
sind. Je hoher das Stadium des Melanoms ist, desto geringer ist die 10-Jahres-
Uberlebensrate (Terhorst, 2016). Das primire Ziel in der Therapie des malignen
Melanoms ist die vollstindige Entfernung des Primértumors. Bei Befall von
Lymphknoten wird eine Lymphknotenresektion empfohlen. Bei Knochen- und
Hirnmetastasen, sowie bei inoperablen Melanomen oder bei anderen vorliegenden
Kontraindikationen wird eine Radiotherapie empfohlen. Im Falle einer Metastasierung
des Tumors werden systematische Chemotherapeutika eingesetzt. In erster Linie wird
eine Monotherapie mit z.B. Dacarbazin vorgenommen (Moll, 2016; Terhorst, 2016;
Fritsch, 2009). Jedoch zeichnen sich Melanome durch eine hohe Resistenz gegen
herkommliche Chemotherapeutika aus (Helmbach et al., 2001). Daher ist die
Wirksamkeit von herkdmmlichen Chemotherapeutika oft sehr begrenzt und auch von
kurzer Dauer. So betrdgt die Ansprechrate von Dacarbazin ca. 20%, wobei die
Ansprechraten von beispielsweise Platinverbindungen und Taxanen noch geringer sind
(Terhorst, 2016; Helmbach et al., 2001). Die Resistenz ist im Wesentlichen mit einer
Steigerung der DNA-Reparatur und Dysregulation der Apoptose zu erkldren. Jedoch
spielen andere Prozesse, wie die gesteigerte Detoxifikation von Wirkstoffen in
Melanomzellen, auch eine Rolle (Helmbach et al., 2001). Durch Kombinationstherapien
mit verschiedenen Chemotherapeutika wird versucht, eine effiziente Behandlung zu
erreichen. Allerdings bewirkt dies keine Verlingerung der Uberlebensraten, sondern eher
ein signifikant erhdhtes Nebenwirkungsprofil (Terhorst, 2016; Moll, 2016). Uber
alternative Therapien mit Interferonen (z.B. Interferon-a) und Kinase-Inhibitoren (z.B.

BRAF-Inhibitoren) konnen hohere Ansprechraten erreicht werden (Schadendorf et al.,
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2015). BRAF kodiert fiir eine Kinase und ist ein Onkogen, das in ca. 60% aller Melanome
mutiert ist (Libra et al., 2005). Die Inhibierung des mutierten BRAF (BRAF-V600-
Mutation) flihrt zur Hemmung der unkontrollierten Zellteilung von Melanomzellen. So
sind als zielgerichtete Therapie spezifische BRAF-Inhibitoren, Vemurafenib und
Debrafenib, zugelassen. Jedoch hat sich erwiesen, dass diese Therapien keinen
gesicherten Vorteil fiir das Gesamtiiberleben bieten (Terhorst, 2016; Schadendorf et al.,
2015). So stehen in den letzten Jahren zusitzlich Immuntherapien mit monoklonalen
Antikdrpern zur Verfiigung, welche vielversprechende Ergebnisse zeigen, jedoch mit
hohen Kosten verbunden und zudem auch nicht komplett nebenwirkungsfrei sind
(Alatrash et al., 2013; Kroschinsky et al., 2017). Eine friihzeitige Diagnose und addquate
Behandlung begiinstigt daher die Prognose beim malignen Melanom, welche bei
Auftreten von Metastasen aufgrund begrenzter Therapiemoglichkeiten verschlechtert

wird (Moll, 2016; Terhorst, 2016).

Stadien Klinische Charakterisierung 10-Jahres-Uberlebensrate

] Tumor < 1 mm mit Ulzeration,
Stadium I ) >90%
Tumor < 2 mm ohne Ulzeration

Stadium IT | Tumor jeder Dicke ohne Lymphknotenbefall > 43%
Stadium ITI | Tumor jeder Dicke mit Lymphknotenbefall >19%
Stadium IV | Bildung von Fernmetastasen 3%

Tab. 1.2: Stadien und Prognosen des malignen Melanoms (veridndert nach Terhorst, 2016).

1.3 Mechanismen der Krebsentstehung

Die Entstehung von Krebs, auch Karzinogenese oder Kanzerogenese genannt, ist ein
mehrstufiger Prozess, welcher in Initiation, Promotion und Progression eingeteilt wird
(Pitot, 1993). Dieses Mehrstufenmodell der Kanzerogenese umfasst sowohl genetische
als auch epigenetische Verdnderungen (Choi und Lee, 2013; Pitot, 1993). Im ersten
Schritt der Krebsentstehung, bei der Initiation, tritt eine irreversible Mutation in Genen
auf, die mit Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose assoziiert sind.
Solche Gene werden auch als Tumorsuppressor- und Onkogene bezeichnet (Fritsch,

2009; Rassow et al., 2006). In nicht-entarteten, teilungsfihigen Zellen wird die
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Proliferation iiber diese Gene kontrolliert. Protoonkogene fordern die Teilungsaktivitit
der Zellen, wihrend Tumorsuppressorgene die Teilungsaktivitit hemmen. Durch
Mutationen werden Onkogene aktiviert (aus Protoonkogenen) und Tumorsuppressorgene
inaktiviert, wodurch die Wachstumskontrolle der Zelle gestort und die Tumorentstehung
gefordert wird (Heinrich et al., 2014; Rassow et al., 2006). Heutzutage sind mehrere
dieser Gene bekannt. Ein prominentes Beispiel fiir ein Onkogen ist RAF (rapidly
accelerated fibrosarcoma). RAF ist eine Kinase, die im RAS/RAF- und im MAP-Kinase-
Signalweg involviert ist. Die Aktivierung dieser Signalwege fordert die Proliferation und
das Uberleben der Zelle (Heinrich et al., 2014). B-RAF ist eine Isoform von RAF und ist
in ca. 65% aller Melanome mutiert (Uong und Zon, 2010; Brose et al., 2002).
Tumorsuppressorgene sind beispielsweise an der DNA-Reparatur beteiligt. Das
bekannteste Beispiel fiir ein Tumorsuppressorgen ist p53, ein Protein, das an der
Zellzykluskontrolle beteiligt ist und im Falle einer irreversiblen DNA-Schéadigung die
Apoptose einleitet. Bei allen Krebserkrankungen ist p53 das am haufigsten mutierte Gen
(Mutationen bei ca. 50%) (Fritsch, 2009; Vogelstein et al., 2000). Als Resultat einer
erhohten UV-Exposition sind Mutationen in p53 typisch fiir Basalzellkarzinome und
Plattenepithelkarzinome (Cui, 2012; Yuspa et al., 1994). Mutationen kdnnen spontan
entstehen oder vererbt werden. In vielen Féllen entstehen Mutationen durch kanzerogene
Noxen im Genom der Zellen. Diese unterscheiden sich in chemische, physikalische oder
biologische Noxen (Knasmiiller, 2014; Vohr, 2010). Beispiele fiir kanzerogene Noxen
sind verschiedene chemische Verbindungen, wie polycyclische Kohlenwasserstoffe,
aromatische Amine oder Nitrosamine, Strahlung, Viren und reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) (Vohr, 2010; Pitot, 1993). Bei den meisten Krebserkrankungen der Haut ist jedoch
UV-Licht das bedeutendste Kanzerogen. Biologische oder chemische Kanzerogene der
Haut sind dagegen weniger bekannt (Leischner, 2017). UV-Licht verursacht
Chromosomenbriiche, Translokationen und Punktmutationen. Aullerdem verursacht UV-
Strahlung die Entstehung von ROS, welche in hohen Mengen eine schiadigende Wirkung
auf Zellen haben (Leischner, 2017; Waris und Ahsan, 2006).

Die néachste Stufe der Kanzerogenese ist die Promotion, bei welcher weitere mutagene
und mitogene Reize auf wachstumsrelevante Gene in initiierten Zellen wirken und somit
Proliferation und Wachstum steigern (Fritsch, 2009). Dadurch entstehen nun entartete
Zellen und ein préaneoplastischer Klon (benigner Tumor). Dieser Klon hat einen
bestimmten maximalen Durchmesser und kann ab dieser Gréfle aufgrund fehlender

Nahrstoffe und Sauerstoff nicht weiter wachsen (Semenza, 2008). Im weiteren Verlauf
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fiihren neuerliche mutagene Reize zur Entstehung weiterer Klone und zur Bildung neuer
Blutgefi3e (Neoangiogenese). Das weitere unkontrollierte Wachstum fiihrt zur Selektion
der aggressiveren Zellklone, die weiter zu malignen Neoplasien transformieren und
invasive Tumore bilden (Progression) (Fritsch, 2009; Pitot, 1993). Heute wird davon
ausgegangen, dass wihrend dieser Entwicklung insgesamt 3-7 Anderungen erforderlich

sind, damit aus einer normalen Zelle eine Tumorzelle entsteht (Vohr, 2010).

Krebs ist eine sehr heterogene Erkrankung. Je nach Entstehungsort und Herkunft der
Zellen werden unterschiedliche Eigenschaften und Verhaltensweisen beobachtet.
Dennoch gibt es Gemeinsamkeiten in den Verdnderungen zwischen Tumorzellen und
normalen, nicht-entarteten Zellen. Hanahan &Weinberg (2000) beschreiben sechs
grundlegende Eigenschaften (,,Hallmarks of Cancer) von Tumorzellen, welche das
maligne Wachstum fordern. Die Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, die
verringerte Sensitivitit gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, die Umgehung bzw.
Resistenz  gegeniiber der Apoptose, das unbegrenzte replikative Potenzial
(Unsterblichkeit), die Neubildung von Blutgefilen (Neoangiogenese) und die
Eigenschaften zu invadieren bzw. zu metastasieren (Hanahan und Weinberg, 2000). Zu
diesen, seit lingerer Zeit bekannten, Eigenschaften von Tumorzellen werden in den
letzten Jahren auch weitere Verdanderungen im Rahmen der Krebsforschung beschrieben.
So sind Verdnderungen im Redox-Status und im Metabolismus von Tumorzellen neuere
Aspekte in der Krebsforschung (Jorgenson et al., 2013; Hanahan und Weinberg, 2011).
Eine metabolische Verdnderung, die in vielen Tumorzellen beobachtet wurde, ist das
Phanomen der ,,aeroben Glykolyse*“ (Warburg, 1956), welche im Folgenden niher

erldautert wird.

1.3.1 Die ,,aerobe Glykolyse“ - eine metabolische Verinderung in

Tumorzellen

Der deutsche Arzt und Biochemiker Otto Heinrich Warburg entdeckte das Phinomen der
»aeroben Glykolyse* erstmals in den 20er Jahren des letzten Jahrhunderts, welches daher
auch als der Warburg-Effekt bezeichnet wird (Warburg, 1956; Bertout et al., 2008).
Warburg beobachtete, dass Tumorzellen Glukose auf eine andere Art und Weise
verstoffwechseln als normale, nicht-entartete Zellen und eine erhohte Glykolyserate mit
einem erhohten Glukoseverbrauch sowie eine erhohte Laktatproduktion zeigen (Liberti

und Locasale, 2016; Vander Heiden et al., 2009) In Anwesenheit von Sauerstoff wird
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Glukose in normalen Zellen iiber die Glykolyse zu Pyruvat metabolisiert, das im
Anschluss in den Mitochondrien wéhrend der oxidativen Phosphorylierung zu CO:2
oxidiert wird. Sauerstoff dient hierbei als finaler Elektronenakzeptor und ist essentiell bei
der Produktion von ATP (Heinrich et al., 2014; Rassow et al., 2006). In hypoxischen
Zustidnden, wenn die Sauerstoffversorgung nicht mehr ausreichend gewihrleistet ist, kann
die bendtigte Energie iiber oxidative Phosphorylierung nicht mehr bereitgestellt werden.
In Tumoren ab einer bestimmten GroBe (liber 0.5-1 mm) ist die Blutversorgung
(Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen), nicht mehr gewihrleistet, sodass es zu
hypoxischen Zustinden in den Tumorzellen kommt (Vaupel, 2004). Tumorzellen haben
einen erhohten Energiebedarf. Daher wird die bendtigte Energie in Form von ATP
vermehrt iiber Glykolyse gewonnen, welche auch unter hypoxischen Bedingungen
ablaufen kann (anaerobe Glykolyse) (Vander Heiden et al., 2009). Diese Verdnderung
wird u.a. iiber den Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) vermittelt
(Semenza, 2008). Unter normoxischen Bedingungen bleibt HIF-1 inaktiv und wird erst
bei Hypoxie aktiviert. HIF-1 besteht aus zwei Untereinheiten (o und f8), welche von
Zellen konstitutiv exprimiert werden. Wenn die Zelle genug Sauerstoff hat, wird die
Untereinheit a von spezifischen Prolylhydroxylasen hydroxyliert, welche in Folge vom
Von-Hippel-Lindau-E3-Ligase-Komplex erkannt und ubiquitiniert wird. Die
Ubiquitinierung bewirkt dann den proteasomalen Abbau vom gesamten HIF-1. Unter
hypoxischen Bedingungen werden Prolylhydroxylasen inaktiviert, sodass HIF-1a nicht
degradiert wird und HIF-1 somit stabil bleibt (Semenza, 2008; Vaupel, 2004). HIF-1 als
Transkriptionsfaktor bindet im Zellkern an die sogenannten ,,hypoxia response elements*,
die sich in der Promotorregion vieler Enzyme der Glykolyse, dem Glukosetransporter
GLUT1 sowie dem Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor)
befinden. HIF-1 vermittelt somit die Expression von wichtigen glykolytischen Enzymen
und Glukosetransportern, was zur Erhohung der Glykolyserate fiihrt (Masoud und Li,
2015). Als Resultat entstehen mehr Pyruvat und Laktat in den Zellen, was zur leichten
Senkung des intrazelluldren pH-Werts fiihrt (Griffiths, 1991). Die Reduktion von Pyruvat
zu Laktat ist notwendig, um NADH in oxidierter Form, als NAD", zu erhalten, was fiir
den Ablauf der Glykolyse notwendig ist (Heinrich et al., 2014; Rassow et al., 2006).
Laktat wird liber Transportproteine aus den Zellen heraustransportiert, wodurch es auch
zur Senkung des extrazelluliren pH-Werts kommt (Bertout et al., 2008; Vaupel, 2004;
Gatenby und Gillies, 2004). Zusétzlich fordert HIF-1 die Neoangiogenese, indem

Wachstumsfaktoren, wie VEGF, verstarkt exprimiert werden. Dadurch kommt es zur
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Bildung neuer Blutgefi3e und der Tumor wird wieder mit Sauerstoff und Néhrstoffen
versorgt, sodass es zum weiteren Wachstum und auch zur Metastasierung kommt
(Masoud und Li, 2015; Vaupel, 2004). Auch ein erhohter ROS-Gehalt kann zur
Aktivierung bzw. Stabilisierung von HIF-1 fiihren, da erhohte ROS-Mengen einer
Hypoxie gleich kommen (Bonello et al., 2007). Warburg beobachtete, dass Tumorzellen
den Grofiteil der aufgenommenen Glukose zu Pyruvat und Laktat umwandeln, obwohl
genug Sauerstoff vorhanden ist. Er beschrieb, dass Tumorzellen nicht nur unter
hypoxischen Bedingungen diesen verdnderten Glukosemetabolismus zeigen, sondern
auch unter normoxischen Bedingungen diesen Phinotyp beibehalten, weshalb dieses
Phanomen auch als ,,aerobe Glykolyse* bezeichnet wurde (Abb. 1.4) (Vander Heiden et
al., 2009; Gatenby und Gillies, 2004; Warburg, 1956).

Differenzierte Zellen Proliferierende Tumorzellen
Zellen

oder S

+0, -0,
i/ \ 2 /-0,

Glukose Glukose

i O, Pyruvat
\ Pyruvat \ j ﬁ
Laktat l

l Laktat

Laktat Y
cO, co,
Oxidative Anaerobe ,Aerobe Glykolyse"
Phosphorylierung Glykolyse (Warburg-Effekt)
=36 mol ATP/ 2 mol ATP/ 4 mol ATP/
mol Glukose mol Glukose mol Glukose

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der oxidativen Phosphorylierung, der anaeroben Glykolyse und
der ,,aeroben Glykolyse“ (Warburg-Effekt) (verdndert nach Vander Heiden et al., 2009).

Heute ist bekannt, dass viele humane und tierische Tumorzelllinien diese metabolische
Adaptation der ,,aeroben Glykolyse* aufrechterhalten (Brown und Bicknell, 2001). Der
Warburg-Effekt wurde in der Krebsforschung lange Zeit nicht beachtet. Heutzutage
gewinnt er immer mehr an Bedeutung, sodass basierend auf dem Warburg-Effekte neue
Diagnoseverfahren und Therapien entwickelt werden (Liberti und Locasale, 2016;
Bensinger und Christotk, 2012). So ist eines der wichtigsten Diagnoseverfahren bei
Krebserkrankungen die FDG-PET (Fluorodesoxyglukose-Positronen-Emissions-
Tomografie), bei welcher durch Bildgebung Tumorzellen erfasst und quantifiziert werden
konnen (Gatenby und Gillies, 2004). Die Abhéngigkeit der Tumorzellen von der
Glykolyse und infolgedessen der erhohte glykolytische Flux wird im Rahmen der
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Entwicklung alternativer Krebsmedikamente genutzt um therapeutisch wirksame Mittel
herzustellen. So werden Inhibitoren an verschiedenen Stellen der Glykolyse entwickelt
und als besonders wirksam gegen Tumorzellen gesehen, welche Resistenzen gegeniiber
herkommlichen Chemotherapeutika zeigen (Pelicano et al., 2006). Ein Beispiel fiir eine
unkonventionelle, antiglykolytische Krebstherapie stellt das Glukose-Analogon
2- Deoxy-D-Glukose (2-DG) dar, welche durch die Hexokinase phosphoryliert, jedoch
nicht weiter metabolisiert werden kann und somit die Glykolyse zum Erliegen kommt
(Zhang et al., 2006). Nicht nur mit pharmakologischen Inhibitoren, sondern auch mit
einer ketogenen Erndhrungsweise von Krebspatienten, wird versucht basierend auf dem

Warburg-Effekt das Wachstum von Tumorzellen zu limitieren (Allen et al., 2014).

Die Ursachen fiir das Auftreten des Warburg-Effekts werden kontrovers diskutiert.
Warburg postulierte, dass defekte Mitochondrien zur Stérung der Respiration und somit
zur Abhéngigkeit der Zellen von der ,,acroben Glykolyse* fithrten (Srinivasan et al., 2016;
Warburg, 1956). Weitere Untersuchungen zur Aufklarung der Ursachen konnten diese
Hypothese weder bestitigen noch widerlegen. So gibt es Studien, die Mutationen in den
mitochondrialen Genen der Tumorzellen zeigen, was die Hypothese von Warburg
bestdtigen wiirde (Gasparre et al., 2013; Taylor und Turnbull, 2005). Andere Studien
hingegen zeigen, dass Tumorzellen eine erhohte oxidative Phosphorylierung zeigen,
wenn die Glykolyse inhibiert wird, was wiederum gegen die Hypothese von Warburg
sprechen wiirde (Zheng, 2012). Aus diesen Studien ist erkennbar, dass ein Defekt in den
Mitochondrien nicht die alleinige Erklarung fiir den Warburg-Effekt ist. Ebenso ist nicht
vollstidndig aufgeklért, warum Tumorzellen von einem effizienteren Stoffwechselweg zu
einem weniger effizienten libergehen. Denn die oxidative Phosphorylierung liefert pro
Molekiil Glukose 32 ATP, wihrend bei der Glykolyse nur 2 ATP-Molekiile entstehen
(Abb. 1.4) (Vander Heiden et al., 2009). Heutzutage wird spekuliert, dass sich fiir die
Tumorzellen eine Reihe von Vorteilen durch den Warburg-Effekt ergibt. Es ist bekannt,
dass schnell proliferierende Zellen neben einem hohen Energiebedarf und einer schnellen
ATP-Produktion auch eine gesteigerte Synthese und schnelle Bereitstellung von
Makromolekiilen benotigen (Keibler et al., 2016). Daher wird spekuliert, dass
Tumorzellen iiber den Warburg-Effekt zum einen eine schnellere ATP-Synthese trotz
geringerer Ausbeute erhalten und zum anderen Biomasse (Nukleotide, Aminosduren,
Lipide) bilden, indem sie zahlreiche Intermediate der Glykolyse als Kohlenstoffquelle
tiber verzweigte Stoffwechselwege verwerten (Liberti und Locasale, 2016; Vander

Heiden et al.,, 2009). Zudem kann Laktat unter anaeroben Bedingungen zur
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Energiegewinnung genutzt werden und auch von umgebenden Zellen des Tumors als
Energiequelle verwertet und den Tumorzellen bereitgestellt werden, was auch als der

»reverse Warburg-Effekt* bezeichnet wird (Guido et al., 2012; Pavlides et al., 2009).

1.4 Tumor-Stroma Interaktion

Tumor- und Stromazellen sind in der Lage miteinander zu kommunizieren und sich
gegenseitig iiber Zell-Zell-Kontakte sowie die Sekretion von I6slichen Faktoren
(Wachstumsfaktoren und Cytokine), Chemokinen und Proteinen der extrazelluldren
Matrix zu beeinflussen (Santi et al., 2017; Stuhlmann et al., 2003). Diese
Wechselwirkung zwischen Tumorzellen und stromalen Komponenten, auch Tumor-
Stroma Interaktion genannt, spielt eine zentrale Rolle in der Metastasierung und
Tumorprogression (Cat et al., 2006; Werth et al., 2008; Bhowmick et al., 2004). Das
Stroma ist das den Tumor umgebende Gewebe und besteht beispielsweise beim malignen
Melanom aus Zellen wie Fibroblasten, Endothelzellen und Entziindungszellen bzw.
Immunzellen sowie extrazelluldrer Matrix (Brandner und Haass, 2013). So wird
beispielsweise die Invasion von Tumorzellen im Bindegewebe der Haut durch
Fibroblasten bzw. Myofibroblasten beeinflusst. Myofibroblasten, auch als CAFs (cancer
associated fibroblasts) bekannt, sind transdifferenzierte Fibroblasten, die eigentlich an
Prozessen wie Wachstum, Entwicklung und Wundheilung des Gewebes beteiligt sind
(Santi et al., 2017; Alili et al.,, 2014). Bei Verletzungen des Gewebes wandern die
Myofibroblasten zusammen mit Immunzellen in das Wundgebiet ein und tragen zur
Wundheilung und Narbenbildung bei (physiologische Invasion) (Darby et al., 2014; Li
und Wang, 2011; De Wever und Mareel, 2002). Sie sind aber auch an pathologischen
Prozessen wie Entziindungsreaktionen und Fibrosen beteiligt (Klingberg et al., 2013;
Willis et al., 2005). Uber die Sekretion von proinvasiven Wachstumsfaktoren sind sie
auch in der Lage die Invasion bzw. die Metastasierung und so auch die Progression von
Tumoren zu fordern (Cat und Brenneisen, 2009; Cat et al., 2006). Die Invasion von
Tumorzellen stellt einen komplexen Vorgang dar, welcher ab einer bestimmten Grof3e
des Primdrtumors bei herrschendem Sauerstoff- und Néhrstoffmangel initiiert wird.
Hierbei sind Tumorzellen in der Lage, liber einen parakrinen Mechanismus Einfluss auf
die umliegenden tumornahen Fibroblasten zu nehmen und die Transdifferenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten durch die Bindung von TGFB1 (¢transforming growth

factor f31) an Oberfliachenrezeptoren von Fibroblasten zu vermitteln (Klemm und Joyce,
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2015; Cat et al., 2006). TGFBI ist ein Zytokin, das von den Tumorzellen in das
umliegende Gewebe sezerniert wird. Die Bindung von TGFB1 an die
Oberflichenrezeptoren von Fibroblasten aktiviert die NAD(P)H-Oxidase und es kommt
zur Erhohung des intrazellularen ROS-Gehalts der Fibroblasten. Dies bedingt letztendlich
die Transdifferenzierung zum Myofibroblasten (Alili et al., 2014). Die Myofibroblasten
haben eine hohe endogene Produktion von Kollagen und bestehen zum Grofiteil aus
Aktin- und Myosin-Filamenten, welche den Myofibroblasten die Eigenschaft der hohen
Kontraktilitdt verleihen. Aufgrund der hohen Expression von kontraktilen Aktin- und
Myosin-Filamenten dhneln Myofibroblasten auch den glatten Muskelzellen, welche sich
ebenfalls durch eine hohe Kontraktilitit auszeichnen (Mar et al., 2001). Diese
prominenten Mikrofilamentbiindel, die auch stress fibers genannt werden, zeigen einen
hohen Anteil des Proteins aSMA (a-smooth muscle actin), welches ein charakteristisches
Merkmal von Myofibroblasten ist und als Biomarker fiir die Transdifferenzierung der
Fibroblasten zu Myofibroblasten herangezogen werden kann (Alili et al., 2014; Cat et al.,
2006). Myofibroblasten sind in der Lage grole Mengen an Wachstumsfaktoren, wie HGF
(hepatocyte growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und IL-6
(Interleukin-6) in die Umgebung zu sekretieren, welche dann in der Erhéhung der
invasiven Kapazitit der Tumorzellen resultieren konnen (Otranto et al., 2012; Cat et al.,
2006). Die Ausschiittung vom proangiogenen VEGF fiihrt zur Rekrutierung von
Endothelzellen und stimuliert deren Proliferation und Differenzierung (Yadav et al.,
2015). Auch andere Wachstumsfaktoren sind an der Tumor-induzierten Neoangiogenese
beteiligt. Durch die Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), welche sowohl
von den Tumorzellen als auch von stromalen Zellen wie Fibroblasten produziert und
sezerniert werden, werden Basalmembran und extrazelluldre Matrix abgebaut und
dadurch die Migration und letztendlich die Formation von neuen BlutgefaBen ermdglicht,
sodass der Tumor wieder mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt wird und weiter

wachsen bzw. metastasieren kann (Fregnani et al., 2009; Ramos et al., 2004).

Der Eingriff in die Tumor-Stroma Interaktion bietet einen Ansatzpunkt fiir neuartige
Krebstherapien. Durch die Hemmung der ROS-bedingten Transdifferenzierung zum
Myofibroblasten wird die Ausschiittung der proinvasiven Signale gechemmt und somit die
Invasion der Tumorzellen vermindert (Sampson et al., 2014). So wurden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Brenneisen Effekte von verschiedenen Antioxidantien
in Hinsicht auf die Invasion von Tumorzellen untersucht. Hierbei wurden Fibroblasten

mit Antioxidantien, wie N-Acetylcystein (NAC), behandelt um den ROS-Gehalt zu
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minimieren und so die ROS-abhingige Transdifferenzierung zum Myofibroblasten zu
verhindern. Infolgedessen wurde die Bildung und Sekretion von proinvasiven Signalen
unterdriickt, sodass indirekt die Invasion der Tumorzellen vermindert wurde (Cat und
Brenneisen, 2009; Cat et al., 2006). Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe zeigen,
dass die direkte Behandlung der Tumorzellen mit Antioxidantien zu einer Erhohung der
invasiven Kapazitdt fiihrt (Alili et al., 2011). Aufgrund ihrer proinvasiven Effekte auf
Tumorzellen eignen sich die eingesetzten Antioxidantien daher nicht fiir einen
therapeutischen Ansatz bei Krebserkrankungen. In therapeutischen Ansétzen sollte neben
den Erkenntnissen {iber den Einfluss auf Tumor-Stroma Interaktion auch die Auswirkung
auf andere Zelltypen im Korper bedacht werden, da von einer systemischen Therapie
neben Tumorzellen auch andere Zellen des Korpers betroffen sind und diese
unterschiedlich auf jene reagieren kénnen (Mendelsohn und Larrick, 2014; Alili et al.,

2011).

1.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies, oft als ROS abgekiirzt, sind Metabolite des molekularen
Sauerstoffs und zeichnen sich durch radikalische und nicht-radikalische Eigenschaften
aus. Radikale sind hochreaktive Atome oder Molekiile, die mindestens ein freies,
ungepaartes Elektron in ihrem &uBeren Orbital besitzen und wegen ihrer hohen
Reaktivitit sehr kurzlebig sind (Sies et al., 2017; Sies, 1997, 1993; Sies und Cadenas,
1985). Zu den radikalischen Formen des Sauerstoffs, welche hochreaktiv sind, gehoren
das Hydroxyl- (HO') und das Superoxidanion- (O2") radikal, zu den nicht radikalischen
Sauerstoffverbindungen, die eine hohere Stabilitidt aufweisen, das Wasserstoffperoxid
(H202), das Peroxynitrit (ONOO") und Lipidperoxide (LOOH). Molekiile, wie der
Singulett-Sauerstoff (02), werden ebenfalls zu den ROS gezihlt (Sies et al., 2017; Sies,
1993). In allen aeroben Organismen entstehen ROS als Neben- oder Zwischenprodukte
des zelluldren Metabolismus. Es gibt sowohl endogene als auch exogene Quellen von
ROS in Zellen. Endogen entstehen ROS primédr wihrend der Atmungskette in den
Mitochondrien, aber auch im Cytosol, in Peroxisomen und durch extramitochondriale,
mit der Plasmamembran assoziierte Oxidasen (Fuchs-Tarlovsky, 2013; Gough und
Cotter, 2011). In den Mitochondrien erfolgt die Synthese von ATP, dem
Hauptenergietrager der Zelle, iiber oxidative Phosphorylierung. Dabei werden innerhalb

der Atmungskette zwei Elektronen auf molekularen Sauerstoff iibertragen, wobei ein
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Protonengradient aufgebaut wird und neben ATP auch Wasser gebildet wird (Heinrich et
al., 2014; Rassow et al., 2006). 1-3% des verbrauchten Sauerstoffs konnen
wihrenddessen zu unerwiinschten ROS umgesetzt werden (Valko et al., 2007). Dieser
Prozentsatz kann durch Schidigung der Mitochondrien und einer fehlerhaft ablaufenden
Atmungskette weiter gesteigert werden (Yaar und Gilchrest, 2007; Fosslien, 2001). Als
Neben- oder Zwischenprodukte der Atmungskette konnen primir Oz” und H202 und
sekundidr HO-Radikale freigesetzt werden, die aufgrund ihrer hohen Reaktivitdt und
abhingig von ihrer Konzentration und Lokalisation mit anderen zelluldren Bestandteilen
reagieren konnen (Turrens, 2003). Die hochreaktiven Hydroxylradikale kénnen auch in
Anwesenheit von freien Eisen (II)-lonen durch die Reduktion von H20: in der
sogenannten Fenton-Reaktion entstehen (Winterbourn, 1995). Andere endogene ROS-
Quellen sind enzymatisch katalysierte Reaktionen. So wird beispielsweise H202 als
Nebenprodukt von verschiedenen Oxidasen in den Peroxisomen gebildet (Del Rio und
Lopez-Huertas, 2016) und Superoxidanionradikale durch die Reaktion von Cytochrom
P450 abhidngigen Monooxygenasen (CYPs) des Fremdstoffmetabolismus und die
Xanthin-Oxidase entstehen (Hrycay und Bandiera, 2015; Galbusera et al., 2006; Sapone
et al., 2003). Auch die Superoxid-Dismutase (SOD), welche meist als ein antioxidatives
Enzym betrachtet wird, trdgt gewissermaBlen zur Bildung von ROS bei, da sie die
Reaktion von Oz~ zu H20: katalysiert. Nur in Verbindung mit dem Enzym Catalase kann
H202 zu molekularem Sauerstoff und Wasser detoxifiziert werden (Wakamatsu et al.,
2008). Im aeroben Organismus entstthen ROS nicht nur als Neben- oder
Zwischenprodukt, sondern werden auch absichtlich gebildet, um beispielsweise im
Rahmen der angeborenen Immunantwort, Bakterien zu bekdmpfen (respiratory burst). In
phagozytischen Zellen, wie z.B. Makrophagen, katalysiert das Enzym NAD(P)H-
Oxidase, unter Verbrauch von NAD(P)H, die Bildung von Superoxid aus molekularem
Sauerstoff. Aus dem Superoxid konnen weitere ROS gebildet werden, die u.a. zelluldre
Bestandteile von phagozytierten Erregern angreifen und diese zerstdren (Forman und
Torres, 2002). Auch in anderen Zellen, wie Fibroblasten werden ROS in Form von
Superoxid als Antwort auf verschiedene Stimuli wie Wachstumsfaktoren (z.B. TGFRB1)
oder Interleukine (IL-6) liber die NAD(P)H-Oxidase gebildet (Cat und Brenneisen, 2009;
Cat et al., 2006). Exogen konnen ROS u.a. durch UV- oder ionisierende Strahlung,
Xenobiotika sowie bakterielle und virale Infektionen verursacht und gebildet werden

(Ahmad et al., 2017; Jesenak et al., 2017; Sies, 1993).
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ROS konnen abhingig von ihrer Konzentration und Lokalisation mit zelluldren
Bestandteilen wie DNA, Lipiden und Proteinseitenketten reagieren und zu
verschiedenartigen Schidden fithren (Reczek und Chandel, 2015; Valko et al., 2006;
Laval, 1996). Bei der oxidativen Schadigung der DNA durch ROS entstehen Einzel-
sowie Doppelstrangbriiche und DNA-Addukte wie z.B. 8-Hydroxy-2-Deoxyguanosin (8-
OHJAGQG). ROS zdhlen daher zu potentiellen Kanzerogenen, weil die induzierten Schiaden
zu Mutationen fithren konnen, welche im Weiteren die Tumorinitiation féordern (Manda
et al., 2009; Pitot, 1993). Lipide reagieren sehr sensitiv gegeniiber ROS mit radikalischen
Eigenschaften, sodass die Reaktion von ROS mit Lipiden iiber die Auslosung einer
Kettenreaktion zu Lipidperoxidation fiihren kann, welche u.a. den oxidativen Abbau von
Phospholipiden und Cholesterol verursacht (Ganten und Ruckpaul, 2006). Durch die
Lipidperoxidation kann es zu einer verdanderten Permeabilitit und zur Deformation der
Membran kommen. AuBlerdem entstehen bei der Lipidperoxidation weitere reaktive
Produkte, wie z.B. Malondialdehyd (MDA), welche wiederum zu anderen Schiden
fiihren konnen (Manda et al., 2009). Die Folgen einer Lipidperoxidation stehen in engem
Zusammenhang mit der Pathogenese verschiedener Herzkreislauferkrankungen (Rivera
et al., 2006; Lucas und Szweda, 1998). In Proteinen verursachen ROS spezifische,
reversible sowie irreversible oxidative Schiaden bzw. Modifikationen, welche deren
Aktivitdt und Funktion beeinflussen (Reczek und Chandel, 2015; Birben et al., 2012). In
Proteinen kann nahezu jede Aminoséure durch ROS oxidiert werden (Dunlop et al.,
2009). Besonders empfindlich fiir Oxidations- (und auch Reduktions-) Reaktionen sind
Thiole in Cysteinresten, welche neben der Bildung von z.B. Disulfidbriicken zu Sulfen
(RSOH)-, Sulfin (RSO2H)- oder Sulfon (RSOsH)-sduren oxidiert werden konnen.
Sulfenséduren entstehen als Resultat einer H202-vermittelten Oxidation der Thiolgruppen
in Cysteinen (Gupta und Carroll, 2014; Paulsen und Carroll, 2013; Lo Conte und Carroll,
2013). Die Bildung von Sulfensduren ist reversibel, besteht jedoch fortdauernd oxidativer
Stress in der Zelle, kommt es zu einer ,,Uberoxidation® und die Sulfensiure wird weiter
zu Sulfin- bzw. Sulfonsdure oxidiert. Letztere sind, wie die Einfiihrung von
Carbonylgruppen an Seitenketten von Proteinen, eine irreversible Schidigung und

konnen im proteasomalen Abbau von Proteinen resultieren (Cai und Yan, 2013).

Neuerlich wird beziiglich der oxidativen Regulation von Proteinen und Metaboliten vom
sogenannten Redox-Code gesprochen. Dieser von P. Jones und H. Sies (2015)
beschriecbene Code basiert auf bioenergetisch-metabolischen, regulatorischen,

raumzeitlichen und adaptiven Grundsédtzen. ROS, wie das Superoxidanionradikal und
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Wasserstoffperoxid, spielen im Redox-Code als das modulierende System von
metabolischen Redoxsystemen eine bedeutende Rolle. Der Redoxmetabolismus hat
mafgeblichen FEinfluss auf die Struktur und die damit verbundene regulatorische
Funktion des Thiolsystems der Zelle, was zum einen aus dem GSH/GSSG-Pool und zum
anderen hauptsédchlich aus dem Cystein (Cys)-Proteom besteht. Es wird angenommen,
dass unter physiologischen Bedingungen das Cys-Proteom ein spezifisches Muster an
reduzierten und oxidierten Thiolen zur Aufrechterhaltung der zelluldren (Redox-)
Homodstase und Regulation von wichtigen zelluldren Prozessen aufweist. Kippt das
System aufgrund von oxidativem Stress, kann es zu pathophysiologischen Zustinden

kommen (Jones und Sies, 2015).

1.5.1 Oxidativer Stress

Als Resultat einer gesteigerten Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
entsteht in der Zelle oxidativer Stress, welcher zu Schiden an zelluldren Strukturen fithren
kann (Sies et al., 2017; Sies, 1997, 1993; Sies und Cadenas, 1985). So gilt oxidativer
Stress als Ursache einer ganzen Reihe von Krankheiten wie Krebs, Diabetes sowie
neurodegenerativen und kardiovaskuldren Erkrankungen und ist auch mit dem
Alterungsprozess assoziiert (Waris und Ahsan, 2006). Die Regulation und Kontrolle der
Bildung von ROS in Zellen und die daraus resultierende Aufrechterhaltung der ROS-
abhingigen Homoostase ist entscheidend fiir das Schicksal einer Zelle (Collins et al.,
2012). So wird der oxidative Stress neuerlich auch unterschieden in oxidativen Eustress
(Redoxregulation) und oxidativen Distress (oxidative Schadigung) (Sies et al., 2017).
Unter physiologischen Bedingungen herrscht ein Gleichgewicht zwischen der Entstehung
und Eliminierung von ROS. In nicht schéddlichen Konzentrationen sind ROS als
Mediatoren bzw. sekundire Botenstoffe in zelluldre Signaltransduktionswege involviert,
die wichtige biochemische und physiologische Prozesse wie Inflammation, Proliferation
und Zelltod beeinflussen. Heutzutage werden die Prozesse, an denen ROS beteiligt sind,
auch unter dem Begriff redox signaling zusammengefasst (Sies, 2017; Jones und Sies,
2015; Sies, 2014). Wird jedoch dieses Gleichgewicht gestort und zugunsten der Bildung
von ROS verschoben, akkumulieren ROS in der Zelle und es entsteht oxidativer Stress.
Daher ist oxidativer Stress auch als ein Ungleichgewicht zwischen der Produktion von
ROS und der Eliminierung dieser durch protektive Mechanismen des antioxidativen

Systems definiert (Sies, 1997, 1993). Die konzentrationsabhdngige Wirkung von ROS
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folgt somit dem sogenannten Hormesis-Prinzip (Ludovico und Burhans, 2014). Der
Begriff Hormesis kommt aus dem Bereich der Toxikologie und beschreibt im weitesten
Sinn eine Dosis-Wirkungs-Beziehung. Ein Hormesis-Effekt liegt vor, wenn eine
Behandlung mit einem Stressor, der chemischer oder biologischer Art sein kann, in
geringen Konzentrationen eine positive Wirkung auf den Organismen hat, wihrend hohe
Konzentrationen dieses Stressors in schiddlichen Effekten resultieren (Gems und
Partridge, 2008). Entsprechend dem Hormesis-Effekt ist beschrieben, dass ROS in
physiologischen Konzentrationen adaptive Stressantworten der Zelle stimulieren und so
die antioxidative Schutzkapazitdt erhohen, um gegen nachfolgende oxidative Schiaden zu
schiitzen. ROS in pathologischen Konzentrationen kdnnen hingegen den Schwellenwert
der maximalen Reparaturkapazitdt der Zelle tiberschreiten und zu irreversiblen Schiden
fiihren (Calabrese et al., 2011). Der Erhalt des Redoxgleichgewichts wird als ,,das
goldene Mittel des gesunden Lebens* bezeichnet und wird vorwiegend durch Priavention,
Eliminierung von ROS sowie Reparatur von oxidativen Schiden aufrechterhalten (Sies

etal., 2017).

1.5.2 Das antioxidative Schutzsystem

Zum Schutz vor Schiadigung durch ROS bzw. oxidativem Stress verfiigt die Zelle {iber
ein antioxidatives Schutzsystem. Uber sogenannte Antioxidantien konnen ROS
abgefangen werden, bevor oxidativer Stress entsteht und es zur Schéidigung bzw.
Modifikation von Makromolekiilen kommt. Als Antioxidantien werden Substanzen
bezeichnet, die im Vergleich zu den Oxidantien in niedrigen Konzentrationen vorliegen
und die Oxidation zelluldrer Molekiile durch Oxidantien verhindern oder signifikant
inhibieren (Gutteridge und Halliwell, 2010; Halliwell und Gutteridge, 1995). Dafiir
konnen sie direkt oder indirekt mit ROS reagieren, sodass die Oxidation anderer
Zellkomponenten verhindert wird. Antioxidantien koénnen in enzymatische und
niedermolekulare, nicht enzymatische unterteilt werden (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2017). Nicht enzymatische Antioxidantien werden unterschieden in hydrophile und
hydrophobe Substanzen. a-Tocopherol (Vitamin E), Carotinoide und Ubiquinol sind
Beispiele fiir hydrophobe, nicht enzymatische Antioxidantien, die hauptséchlich in
Membranen und Lipoproteinen vorkommen. Zu den hydrophilen, nicht enzymatischen
Antioxidantien gehoren Glutathion (GSH) und Ascorbat (Vitamin C), die v.a. im Cytosol,
in den Mitochondrien und im Zellkern wirken (Zhou et al., 2014; Sies, 1993). Das
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Glutathion (L-y-Glutamyl-L-Cysteinyl-Glycin) ist ein Tripeptid aus den Aminosduren
Glutaminsédure, Cystein und Glycin und eines der am héufigsten vorkommenden
Antioxidantien in der Zelle. Es dient als Redoxpuffer gegen ROS und schiitzt zelluldre
Molekiile vor ROS, indem es selber oxidiert wird. Zwei oxidierte GSH-Molekiile bilden
unter der Wirkung von z.B. Glutathion-Peroxidasen das Glutathiondisulfid (GSSG). Aus
dem Disulfid werden iiber die GSH-Reduktase unter Verbrauch von NADPH wieder zwei
Molekiile GSH, die wiederum bei der Detoxifikation von radikalischen sowie
elektrophilen Substanzen eine Rolle spielen (Forman, 2016; Arteel und Sies, 2001).
AuBerdem konnen ROS-vermittelt oxidierte Thiole in Cysteinen von Proteinseitenketten
durch GSH reduziert werden. Dabei kommt es zur Ausbildung einer Disulfidbriicke
zwischen der Thiolgruppe des Cysteins und dem GSH. Diese sogenannte
Glutathionylierung dient dem Schutz der Proteine vor irreversibler Uberoxidation der
Cysteine, welche bei bestehendem oxidativem Stress schéddliche Auswirkungen auf
Zellen haben. Glutathionylierte Proteine konnen im Weiteren wieder deglutathionyliert
werden (Gallogly und Mieyal, 2007). Zu den wichtigsten, enzymatischen Antioxidantien
gehoren Superoxid-Dismutasen, Catalasen, die Glutathionperoxidasen (GPx) und
Glutathion-S-Transferasen (GST). Superoxid-Dismutasen (SOD) katalysieren die
Disproportionierung des  Superoxidanionradikals zu Wasserstoffperoxid und
molekularem Sauerstoff (Wakamatsu et al., 2008; Sies, 1993). Im Sduger gibt es drei
Isoformen der SOD, die in unterschiedlichen Zellkompartimenten vorkommen: die
induzierbare mitochondriale Mangan-SOD und zwei Kupfer/Zink-SOD, von denen eine
cytosolisch und die andere extrazelluldr vorkommt. Das gebildete Wasserstoffperoxid
wird dann in einem weiteren Schritt iber das Enzym Catalase zu Wasser und Sauerstoff
abgebaut (Fukai und Ushio-Fukai, 2011). Auch durch die GSH-abhidngige GPx kann das
gebildete Wasserstoffperoxid zu Wasser reduziert werden (Lubos et al., 2011) (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Teil des zelluléiren antioxidativen Schutzsystems (verdndert nach Wakamatsu et al., 2008).
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1.5.3 Bedeutung von ROS in Tumorzellen

Tumorzellen unterscheiden sich von normalen, nicht-entarteten Zellen in vielen
Aspekten. Einige der Unterschiede sind gut bekannt, wihrend andere erst kiirzlich
entdeckt wurden und weniger gut verstanden sind. Zu den bekannten gehdren neben dem
unkontrollierten Wachstum, Verdnderungen der Zell-Zell-Kommunikation, des
Metabolismus und der Zelladhdsion (Gogvadze et al., 2008; Hanahan und Weinberg,
2000, 2011). Heutzutage ist bekannt, dass auch der Redox-Status von Tumorzellen
verandert ist, sodass Tumorzellen basal einen hoheren ROS-Gehalt aufweisen als normale
Zellen und infolgedessen auch vermehrt ROS-bedingte Oxidationsprodukte
akkumulieren (Liou und Storz, 2010; Verschoor et al., 2010; Pelicano et al., 2004).
Bedingt durch den hoheren ROS-Gehalt ist auch das antioxidative Schutzsystem in
Tumorzellen stark iiberlastet. Es ist beschrieben, dass viele Enzyme des antioxidativen
Systems liberexprimiert sind, um ROS zu entgiften, was nahe legt, dass ein empfindliches
Gleichgewicht der intrazelluldren ROS-Spiegel fiir die Krebszellfunktion erforderlich ist
(Peiris-Pages et al., 2015; Liou und Storz, 2010). So zeigen Tumorzellen eine erhdhte
Aktivitdt von antioxidativen Enzymen, wie etwa der Superoxid-Dismutasen (SODs) und
Catalasen (Castaldo et al., 2016; Oberley und Oberley, 1997). Trotz des verstirkten
antioxidativen Schutzsystems ist das Redoxgleichgewicht der Tumorzellen zugunsten der
Oxidantien verschoben, welches sich im Verhéltnis von reduziertem Glutathion (GSH)
zu oxidiertem Glutathion (GSSG) widerspiegelt. Unter physiologischen Bedingungen der
Zelle betragt das Verhiltnis im Cytoplasma zwischen 100:1 und 1000:1, wihrend in
Tumorzellen das Verhiltnis zugunsten von GSSG verschoben ist (Hermann et al., 2014).
In in vitro Studien konnte auch gezeigt werden, dass nahezu alle Tumorarten hohe ROS-
Mengen beinhalten, indem sie u.a. konstitutiv hohe Mengen an O2~und H202 produzieren
(Lennicke et al., 2015; Liou und Storz, 2010). Hohe ROS-Mengen liegen in Tumorzellen
mittels des enzymatischen und nicht enzymatischen antioxidativen Systems unterhalb
einer cytotoxischen Schwelle, haben jedoch verschiedene Auswirkungen fiir die
Tumorzellen. So wird durch Mutationen die genomische Instabilitit erhoht und damit die
Tumorpromotion gefordert (Pelicano et al.,, 2004). Zudem konnen ROS
proliferationsregulierende Signalwege modulieren, z.B. liber die Aktivierung des MAP-
Kinase-Signalweges oder iiber mehrere redox-sensitive Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise NF-kB, HIF-1 und AP-1, sodass die Proliferation der Tumorzellen
gesteigert werden kann (epigenetischer Mechanismus) (Afanas'ev, 2014, 2011; Waris und

Ahsan, 2006). Des Weiteren konnen ROS das invasive Verhalten der Tumorzellen

34



1 Einleitung

steigern und die Metastasierung fordern (Tse et al., 2012; Manda et al., 2009). ROS
spielen eine Schliisselrolle bei der Entstehung und Progression von Krebs, besonders von
Hautkrebs, da UV-Strahlung als wichtigster Risikofaktor bei der Pathogenese die Bildung
von ROS verursacht (Leischner, 2017; Waris und Ahsan, 2006). Es gibt verschiedene
endogene ROS-Quellen in Tumorzellen, von denen die Mitochondrien als primére ROS-
Quelle gelten (Manda et al., 2009). Da in Tumorzellen Mutationen hiufiger in der
mitochondrialen DNA beobachtet werden und diese fiir Komponenten der Atmungskette
kodiert, lduft die Atmungskette in den Tumorzellen oft fehlerhaft ab, was zur vermehrten
Bildung von ROS fiihrt (Sullivan und Chandel, 2014; Manda et al., 2009; Pelicano et al.,
2004). Eine weitere endogene ROS-Quelle in Tumorzellen ist die NAD(P)H-Oxidase, die
das Superoxidanionradikal produziert (Alili et al., 2011; Manda et al., 2009).
Melanomzellen zdhlen zu den Tumorarten mit einem hohen intrazelluldaren ROS-Gehalt,
welcher neben den erwéhnten ROS-Quellen auch in Folge der erhohten Melaninsynthese
entsteht. Fiir die Melaninsynthese, genauer flir die Synthese des Pheomelanins, wird
Cystein benotigt, welches auch ein Bestandteil von GSH ist. Als Resultat einer erhdhten
Melaninsynthese in Melanomzellen kann GSH nicht mehr ausreichend gebildet werden,
sodass ROS durch GSH weniger gut abgefangen werden konnen und es dadurch zu einer
weiteren Erhohung des ROS-Gehalts kommt (Jenkins und Grossman, 2013; Wittgen und
van Kempen, 2007). Der verdnderte Redox-Status von Tumorzellen stellt einen
Ansatzpunkt fiir neuartige Krebstherapien dar. Bei redox-modulierenden
Therapieansdtzen werden grundsétzlich zwei gegenldufige Ansidtze unterschieden
(Wondrak, 2009). Zum einen wird {liber antioxidativ wirkende Substanzen versucht, den
ROS-Gehalt der Tumorzellen zu verringern, um so einen Zellzyklusarrest mit
anschlieBender Induktion der Apoptose zu erreichen. Zum anderen wird in prooxidativen
Therapieansdtzen der ROS-Gehalt stirker erhoht, weil Tumorzellen eine erhdhte
Vulnerabilitit gegeniiber weiteren Erhohungen des ROS-Gehalts zeigen (Wondrak, 2009;
Schumacker, 2006). Eine weitere Erhohung des ROS-Gehalts kann zum Absterben der
Tumorzellen fithren, wihrend nicht-entartete Zellen iiber eine Adaptation des endogenen
antioxidativen Systems, welche in den Tumorzellen nicht mehr moglich ist, die Erhéhung
kompensieren und nicht absterben (Panieri und Santoro, 2016; Sullivan und Chandel,
2014). Konventionelle = Chemotherapeutika ~ wurden  lange  Zeit  wegen
zellteilungshemmender Eigenschaften eingesetzt, wobei mittlerweile auch gezeigt wurde,
dass diese ebenfalls redox-aktiv sein konnen und ihre cytotoxische Aktivitdt teilweise

iiber die Generierung von oxidativem Stress ausiiben (Manda et al., 2009).
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1.6 Konventionelle Chemotherapie von Krebserkrankungen

Als Chemotherapie wird die Behandlung von Krebszellen mit Substanzen bezeichnet, die
gezielt das unkontrollierte Wachstum bzw. die Proliferation von Tumorzellen hemmen.
Diese Substanzen werden auch als Cytostatika bezeichnet (Leischner, 2017; Zitvogel et
al., 2013). Cytostatika greifen in den Zellzyklus der Zellen ein oder hemmen Prozesse,
die mit der Zellteilung assoziiert sind und fiihren letztendlich zur Induktion von Apoptose
in (Tumor-)zellen (Leischner, 2017; Kaufmann und Earnshaw, 2000). Cytostatika haben
unterschiedliche Wirkmechanismen und greifen in verschiedene Stadien des Zellzyklus
ein, weshalb sie auch in verschiedene Klassen eingeteilt werden. Neben Alkylantien,
Platinverbindungen, Taxanen, usw., gibt es die Stoffgruppe der Anthracyclin-Derivate,
die eine grofle Klasse von Antibiotika mit cytostatischen Eigenschaften représentieren.
Ein in der Krebstherapie hiufig verwendetes Anthracyclin ist Doxorubicin, das ein breites
Wirkspektrum hat (Beretta und Zunino, 2008; Minotti et al., 2004a). Doxorubicin wirkt
sowohl als interkalierende Substanz in die DNA als auch als ein sogenannter Redox-
Cycler. Die NADPH-abhingige Ein-Elektron-Reduktion von Doxorubicin resultiert in
der Bildung eines Semichinon-Radikals, welches weitere Radikalreaktionen auslost und
primir das Superoxidanionradikal produziert (Keizer et al., 1990). Die konventionelle
Chemotherapie von Krebserkrankungen ist meist mit unerwiinschten Nebenwirkungen
verbunden, da neben den Tumorzellen auch normale (gesunde) Zellen, insbesondere
schnell proliferierende Zellen, wie die der Haarwurzel, Magenschleimhaut und des
blutbildenden Systems, von der Therapie beeinflusst und zerstért werden. Daher ist eine
Chemotherapie oft mit vielen unerwiinschten Nebenwirkungen wie Haarausfall, Ubelkeit
und Immunsupression verbunden (Leischner, 2017; Graefe et al., 2011). Neben diesen als
»Kklassisch® bezeichneten Nebenwirkungen treten im Rahmen einer Chemotherapie
abhéngig von der eingesetzten Substanz auch organspezifische Nebenwirkungen, wie die
Kardiotoxizitédt nach klinischer Anwendung von Doxorubicin, auf (Tokarska-Schlattner
et al., 2006; Minotti et al., 2004a; Keizer et al., 1990). In den meisten Fallen kommt es
aufgrund dieser Nebenwirkungen zur Unterbrechung der Therapie. Auch die Bildung
einer Chemoresistenz geht mit einer ineffizienten Therapie einher (Alfarouk et al., 2015).
In Melanomzellen beispielsweise flihrt die iiberméBige Bildung von Transportproteinen,
wie die der Gruppe der Multidrug Resistance-Related Proteins (MRP), auf ihrer
Oberfldache, die den Transport des chemotherapeutischen Mittels aus den Zellen

ermoglichen, zur Herabsetzung der Wirkung (Helmbach et al., 2001; Grossman und

36



1 Einleitung

Altieri, 2001). Zur Verbesserung der Therapie und Erhéhung der Heilungschancen wird
oft eine Polychemotherapie empfohlen, die jedoch auch stark mit Nebenwirkungen
verbunden ist. Aufgrund der genotoxischen Wirkung von nahezu allen
chemotherapeutischen Mitteln besteht bei einer Mono- und Polychemotherapie die
Gefahr der Bildung von sogenanntem secondary cancer, da Cytostatika auch als
potentiell kanzerogen eingestuft werden und Mutationen die Initiation sowie Progression
von Tumoren anderen Ursprungs verursachen konnen (Dong und Chen, 2014; Boffetta
und Kaldor, 1994). Die Entwicklung von alternativen Ansitzen in der Krebstherapie ist

von grofer Bedeutung.

1.7 Nanomedizin — eine Alternative in der Krebstherapie

Der Begriff Nanomedizin beschreibt den Einsatz von Nanotechnologien in der Medizin.
Nanotechnologien werden als Schliisseltechnologie des 21. Jahrhunderts betrachtet
(Venugopal und Ramakrishna, 2016). Die Anwendung der Nanotechnologie kann in
jedem Bereich der Medizin stattfinden, sodass die Nanomedizin in weitere Fachgebiete,
wie beispielsweise die Nanoonkologie, Nanoneurologie oder Nanokardiologie, unterteilt
werden kann (Jain, 2008). In der Nanotechnologie kommen Strukturen zum Einsatz, die
einen Durchmesser von kleiner als 100 nm haben. Definitionsgemall beschreibt der
Begriff Nanopartikel (nano = Zwerg, griechisch) den Verbund von wenigen bis tausenden
Atomen oder Molekiilen. Aufgrund ihrer geringen Grof3e haben Nanopartikel ein grof3es
Oberflachen-Volumen Verhiltnis, was den Partikeln eine hohe chemische Reaktivitit
verleiht und sie maf3geblich von ihren Feststoffen unterscheidet (Zink, 2010). Die Grofle
von Partikeln beeinflusst demnach ihre chemischen und physikalischen Eigenschaften
und damit auch ihre Wirkung. Bei gleicher Zusammensetzung aber unterschiedlicher
GroBe konnen sich die Wirkungen der Partikel stark unterscheiden (Albanese et al., 2012;
Murdock et al., 2008). Obwohl die Anwendung von Nanomedizin noch in den Anféngen
ist, wurden bereits verschiedene, vielversprechende Ansétze im Bereich der Nanomedizin
entwickelt, von denen sich einige auch in der klinischen Anwendung befinden (Schroeder
et al, 2011). Zu den wichtigsten Anwendungen gehdren Drug Delivery in der
Nanoonkologie, ein Verfahren bei dem Nanopartikel fiir den Transport von Wirkstoffen
im menschlichen Korper eingesetzt werden und Nanodiagnostics, der Einsatz von
Nanopartikeln, um die medizinische Diagnostik zu verbessern. Auch sogenannte

Nanopharmaceuticals, Nanoformulatoren von bereits erprobten Wirkstoffen oder
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Nanopartikel selbst als pharmakologische Wirkstoffe, finden Anwendung im
medizinischen Bereich (Berkner et al., 2016; Horstkotte und Odoerfer, 2012). Der Einsatz
von Nanopartikeln im Bereich der Onkologie bietet neue therapeutische Mdglichkeiten
fir die Behandlung von Krebserkrankungen, welche weltweit die zweithdufigste
Todesursache nach Herz-Kreislauferkrankungen sind (Global Burden of Disease Cancer
et al., 2015; Jain, 2010). Die Entwicklung neuer Strategien, wie einer frithzeitigen
Diagnostik und einer verbesserten Therapie, sind von enormer Wichtigkeit, da die
Inzidenz  von  Krebserkrankungen = immer mehr  zunimmt und  die
Behandlungsmoglichkeiten immer noch stark begrenzt sind (Jabir et al.,, 2012).
Allerdings benétigt die Anwendung von Nanopartikeln eine griindliche Aufklarung {iber
die Wirkung im menschlichen Korper, damit schiddliche Wechselwirkungen mit dem
Organismus vermieden werden und ein sicherer Einsatz gewédhrleistet werden kann (Asati

et al., 2010; Hristozov und Malsch, 2009).

1.7.1 Ceroxid-Nanopartikel

Das chemische Element Cer (Ce, Ordnungszahl 58), auch Cerium genannt, ist ein Metall
der Gruppe der Lanthanoide und gehort zu den ,,Seltenen Erden. Das Metall wurde im
Jahre 1814 von J. J. Berzellius, W. Hisinger und M. H. Klaproth entdeckt und nach dem
Kleinplaneten Ceres benannt. Cer ist das einzige Element der ,,Seltenen Erden®, das in
zwei Oxidationsstufen vorkommt. Es kommt in den Oxidationsstufen III (Ce*") und IV
(Ce*") vor. In der Natur kommt Cer zusammen mit anderen Lanthanoiden in sogenannten
Ceriterden vor (Reinhardt und Winkler, 2000). Industriell wird Cer bzw. das Oxid von
Cer vielseitig eingesetzt, wie z.B. in Katalysatoren fiir Kraftfahrzeuge sowie als UV-
Absorber in der Glas- und Farbindustrie (Das et al., 2013; Korsvik et al., 2007). Seit
kurzer Zeit wird Cer auch in der Nanotechnologie verwendet. Unter anderem werden aus
Ceroxid (CeO2/Ce203) Nanopartikel, die Ceroxid-Nanopartikel (CNP), synthetisiert.
Aufgrund der Fahigkeit, zwischen den Oxidationsstufen III und IV wechseln zu konnen,
verfiigen CNP {iiber redox-aktive Eigenschaften. Des Weiteren besitzen sie an ihrer
Oberfliche Sauerstoffdefekte, auch Sauerstoffvakanzen genannt, die durch den
spontanen Verlust eines Sauerstoffatoms oder seiner Elektronen zustande kommen (Pesic
etal., 2015; Das et al., 2013; Karakoti et al., 2010; Korsvik et al., 2007; Das et al., 2007)
(Abb. 1.6).
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Abb. 1.6: Ceroxid-Nanopartikel (CNP) Struktur und HRTM
(High Resolution Transmission Microscopy)-Aufnahme von CNP.

Die hohe Anzahl der Sauerstoffvakanzen und das groBe Verhiltnis der Oberfliche zum
Volumen begiinstigen die Redox-Aktivitit der Partikel und ermdglichen eine katalytische
Wirkung fiir Redox-Reaktionen (Korsvik et al., 2007). Durch seine autokatalytische
Eigenschaft kann oxidiertes Cer (Ce*") wieder in den reduzierten Zustand (Ce*") gelangen
und die Redox-Aktivitéit aufrechterhalten werden (Karakoti et al., 2010; Das et al., 2007).
Es gibt zahlreiche Studien zur Aufkldrung der Eigenschaften und Wirkungen der CNP in
vitro und in vivo. In vitro wurden je nach Grofle und Zelltyp unterschiedliche Effekte
beobachtet. Auch andere Eigenschaften, wie Oberfliche, Aggregation sowie Form und
Struktur, beeinflussen intrazellulire Wirkungen von CNP (Sack-Zschauer et al., 2017b;
Das et al., 2013; Dowding et al., 2013; Karakoti et al., 2012). So wurden in einigen in
vitro Studien antioxidative und protektive Wirkungen gezeigt. Antioxidative Effekte von
CNP konnten zum Beispiel in humanen Fibroblasten, Brustepithelzellen und murinen
Makrophagen festgestellt werden, was sich an einer Abnahme des intrazelluliren ROS-
Gehalts zeigte (von Montfort et al., 2015; Alili et al., 2011; Hirst et al., 2009; Tarnuzzer
et al.,, 2005). Durch die antioxidative Wirkung der Partikel wurden die Zellen vor
Apoptose, Inflammation und weiteren ROS-bedingten Schidigungen geschiitzt (Das et
al., 2013). So wurde beispielsweise in Epithelzellen durch CNP die Expression von
antioxidativen Enzymen signifikant erhoht und Epithelzellen vor strahlungsinduzierter
Zellschddigung geschiitzt (Colon et al., 2010). Jedoch wurden in anderen in vitro Studien
auch prooxidative Effekte festgestellt. Der ROS-Gehalt und ROS-vermittelte oxidative
Schiadigungen waren in einigen humanen Krebszelllinien, wie Lungenkarzinom-,
Plattenepithelkarzinom- und Melanomzellen signifikant erhoht, sodass infolgedessen
Apoptose in den Tumorzellen eingeleitet wurde (Alili et al., 2013; Alili et al., 2011; Lin
et al.,, 2006). Neben der prooxidativen und cytotoxischen Wirkung zeigten CNP auch
antiinvasive und antiangiogene Effekte auf Tumorzellen. Die invasive Kapazitit von

Tumorzellen wurde durch CNP direkt und indirekt iiber die Hemmung der ROS-
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abhéngigen Transition von Fibroblasten zu Myofibroblasten und die Sekretion von
proinvasiven Signalen vermindert (Alili et al., 2013; Alili et al., 2011). So konnte auch
gezeigt werden, dass CNP die Sekretion pro-invasiver und angiogener Signale wie VEGF
verringern (Sack-Zschauer et al., 2017b). Der Einfluss von CNP auf Prozesse der Tumor-
Stroma Interaktion ist in Abb. 1.7 gezeigt. In einem weiteren Ansatz wurde gezeigt, dass
CNP im Rahmen einer Kombinationstherapie mit Doxorubicin, einem héufig
verwendeten Cytostatikum aus der Gruppe der Anthracycline, eine synergistische
Toxizitdt in Tumorzellen des malignen Melanoms zeigen, wohingegen in stromalen
Fibroblasten eine protektive Wirkung gegeniiber der cytotoxischen Substanz beobachtet
werden kann. Zudem wurde gezeigt, dass CNP im Gegensatz zu konventionellen
Chemotherapeutika nicht genotoxisch, aber dennoch antitumoral wirken (Sack et al.,

2014).
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Abb. 1.7: Effekte von CNP auf Tumorzellen und stromale Zellen CNP zeigen in Tumorzellen
prooxidative, cytotoxische und antiinvasive Effekte in vitro und in vivo (rot), in stromalen Zellen
hingegen antioxidative, protektive und antiangiogene Effekte (griin). Der intrazelluldre Anstieg von ROS
in Tumorzellen fiithrt zur Induktion von Apoptose und Hemmung der Invasion. In Fibroblasten wird durch
CNP die ROS-abhéngige Transdifferenzierung zu Myofibroblasten gehemmt und somit indirekt die
Invasion von Tumorzellen inhibiert, da weniger proinvasive Signale ausgeschiittet werden. CNP
verstirken auch den cytotoxischen Effekt von Doxorubicin (DOX), wéhrend Fibroblasten vor DOX-
induzierter Cytotoxizitdt geschiitzt werden. Auflerdem hemmen CNP die Neoangiogenese
(TGFBl=transforming growth factor [31; HGF=hepatocyte growth factor; VEGF=vascular endothelial
growth factor; IL-6=Interleukin-6) (verandert nach Alili et al., 2013).

©

In in vivo Untersuchungen wurden ebenfalls antitumorale Aktivitditen von CNP
beobachtet. Die Behandlung mit CNP fiihrt zu einer signifikanten Abnahme des

Tumorgewichts in einem Mausmodell mit Ovarialkarzinom (Giri et al., 2013) sowie auch

40



1 Einleitung

in einem Xenograft-Modell mit humanen Melanomzellen (Alili et al., 2013). Durch CNP
treten keine adversen Effekte in gesunden Geweben bzw. Organen auf (Hirst et al., 2009;
Colon et al., 2009). Dariiber hinaus wurden durch in vivo Untersuchungen Erkenntnisse
tiber die systemische Bioverfiigbarkeit der Partikel gewonnen. So wurde festgestellt, dass
CNP, welche Méusen intraperitoneal injiziert wurden, in der Haut der Mause (12-20 ng
CNP/g Hautgewebe) nachgewiesen werden konnten (Hirst et al., 2013; Alili et al., 2011).
Mechanistische Untersuchungen hinsichtlich der Wirkung von CNP ergaben, dass diese
iiber Enzym-mimetische Eigenschaften verfiigen. In zellfreien Systemen zeigen CNP eine
Superoxid-Dismutase (SOD)- und Catalase-mimetische Aktivitdt (Alili et al., 2011;
Pirmohamed et al., 2010; Korsvik et al., 2007). Wie die Catalase-mimetische Aktivitdt
der CNP ablauft, ist bisher nicht genau aufgeklart. Fiir die SOD-mimetische Aktivitdt von
CNP wird dhnlich der zelluldren SOD eine zweistufige Reaktion angenommen, die in
Abb. 1.8 dargestellt ist. Es wird vermutet, dass in der ersten Teilreaktion Ce*" durch O>”
zu Ce** reduziert wird, wobei molekularer Sauerstoff entsteht. In der zweiten Teilreaktion
reagiert Ce>* mit einem weiteren O2” und zwei Protonen (H") zu H202. Hierbei wird Ce*
wieder zu Ce*" oxidiert (Korsvik et al., 2007). Des Weiteren wurde eine pH-Abhéngigkeit
der SOD-mimetischen Wirkung von CNP festgestellt (Alili et al., 2011). Bei einem
sauren pH-Wert war die SOD-mimetische Aktivitidt hoher als bei neutralem pH-Wert.
Aufgrund ihrer redox-aktiven Eigenschaften und der spezifischen Wirkungsweise bieten
CNP ein hohes Potenzial hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung bei Krankheiten,
die mit ROS und oxidativem Stress assoziiert sind (Das et al., 2013). Um eine sichere

Anwendung zu gewihrleisten, bedarf es allerdings weiterer Untersuchungen.
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Abb. 1.8: Putatives Reaktionsschema von CNP Dargestellt ist die katalytische Reaktion der
Superoxid-Dismutase (SOD) (A) und die in zwei Teilreaktionen ablaufende SOD-mimetische Aktivitét
von CNP im zellfreien System (B) nach Korsvik et al., 2007.
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1.8 Ziel der Arbeit

Die Inzidenz von Krebserkrankungen, insbesondere von Hautkrebs, ist in den letzten
Jahren stark angestiegen und Krebs ist heute die zweithdufigste Todesursache nach den
Herz-Kreislauferkrankungen. Jedoch sind die Behandlungsmoglichkeiten sehr begrenzt.
Vor allem die Behandlung der metastasierenden Form des malignen Melanoms, dem
aggressivsten aller Hauttumore, ist aufgrund der Chemoresistenz von Melanomzellen
sehr schwierig. Zudem kommt hinzu, dass die konventionelle Chemotherapie mit
schweren Nebenwirkungen auf normale, gesunde Zellen einhergeht, wodurch der Einsatz
stark limitiert wird. Die Entwicklung neuer und spezifischerer Therapien ist von grof3er
Bedeutung. Ein neuer Ansatz in der Krebstherapie ist es, den in Tumorzellen veranderten
Redox-Status fiir therapeutische Zwecke zu nutzen. Da Tumorzellen im Vergleich zu
nicht entarteten Zellen einen basal erhohten ROS-Gehalt aufweisen, reagieren diese
weitaus sensitiver auf eine weitere Erhohung des ROS-Gehalts. Die Nutzbarkeit der
Nanomedizin oder genauer einer nano-basierten Krebstherapie konnte hinsichtlich eines
redox-modulatorischen Ansatzes erfolgversprechende Moglichkeiten bei der Behandlung
von Tumorerkrankungen liefern. Redox-aktive Ceroxid-Nanopartikel (CNP) zeigen
prooxidative und cytotoxische Wirkungen in verschiedenen Tumorzelllinien und im
Gegensatz dazu antioxidative und protektive Effekte in gesunden, nicht-entarteten Zellen.
Die Aufkldarung des Wirkmechanismus dieser bifunktional wirkenden CNP ist daher Ziel
der vorliegenden Dissertation. Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss redox-aktiver
CNP einer bestimmten GroBe auf Melanomzellen (A375) und normale (gesunde,
stromale) Zellen untersucht werden. Bei der Entwicklung neuer Krebstherapien ist es von
grofler Bedeutung nicht nur Effekte auf Tumorzellen, sondern auch die Wirkung auf
normale Zellen zu untersuchen, da zum einen bei einer Behandlung diese ebenfalls mit
der Substanz in Kontakt kommen und zum anderen Tumorzellen und stromale Zellen sich
gegenseitig beeinflussen konnen (Tumor-Stroma Interaktion). Dadurch kdnnen Einblicke
iiber mogliche Nebenwirkungen gewonnen werden. Als Modell fiir stromale Zellen,
wurden in dieser Arbeit primdre Melanozyten (NHEM), welche den normalen, nicht-
entarteten Zelltyp von Melanomzellen représentieren und Fibroblasten (NHDF), welche
den Hauptteil der Zellen der Haut bilden und zu den wichtigsten tumor-assoziierten,
stromalen Zellen zdhlen, verwendet. Fragen zur zelluliren Aufnahme, zur Toxizitit und
zur redox-modulatorischen Kapazitit der CNP sollten mittels zellbiologischer,

molekularbiologischer und biochemischer Methoden beantwortet werden.
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2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

A375 — Humane maligne Melanomzellen

Bei der Zelllinie A375 handelt es sich um humane, amelanotische Zellen eines malignen

Melanoms, welches einer 54-jahrigen Frau entnommen wurde. Die Zellen wurden von

American Type Culture Collection (ATCC, Wesel) (ATCC® CRL-161™) erworben.
NHEM - Normale humane epidermale Melanozyten

NHEM sind normale humane epidermale Hautmelanozyten, die aus dem Praputium eines
juvenilen Spenders stammen. Die Zellen sind kommerziell erhéltlich (PromoCell,
Heidelberg) (#C-12400). Fiir die Experimente wurden Zellen zwischen den Passagen 2
und 16 benutzt.

NHDF — Normale humane dermale Fibroblasten

NHDF sind normale humane dermale Hautfibroblasten, die ebenfalls aus Préputien
juveniler Spender gewonnen wurden. Fiir die Experimente wurden kommerziell
erhéltliche Zellen (PromoCell, Heidelberg) (#C-12300) zwischen den Passagen 2 und 25

benutzt.

2.1.2 Nanopartikel

In dieser Arbeit wurden kommerziell erhiltliche Ceroxid-Nanopartikel (CNP) von der
Firma Sciventions (Toronto, Kanada) verwendet. Die verwendeten CNP lagen in einer
Konzentration von 1.5 mg/ml (~ 8.7 mM) in einer Acrylat-stabilisierten (1.27 mg/ml)
wassrigen Suspension vor. Sie wurden lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert. Neu erworbene
CNP wurden vor experimenteller Verwendung auf Chargengleichheit mittels
GroBenbestimmung (DLS), Aufnahme des Transmissionsspektrums (UV/VIS
Spektroskopie) und Cytotoxizitit (MTT-Test) lberpriift. Als Referenz wurden fiir
manche Experimente Cer(IV)oxid-Nanopartikel (CNP-S) der Firma Sigma Aldrich
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(Taufkirchen) verwendet. CNP-S weisen eine Gréfle von > 25 nm auf und liegen in einer

10% (w/v) wissrigen Dispersion vor (100 mg/ml).

2.1.3 Chemikalien

2-DG Sigma, Taufkirchen
APS analytical grade Serva, Heidelberg
BHT Sigma, Taufkirchen
Biolyte BioRad, Miinchen
BSA (98%) Sigma, Tautkirchen
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Chaps Sigma, Taufkirchen

Clarity™ Western ECL Substrate

Coomassie® Brilliant Blue R250

Dimedon

DMEM (low & high glucose)
DMSO

Doxorubicin Hydrochlorid
DTT

EDTA

Essigsédure (100%) (Eisessig)

BioRad, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching
FeClz Sigma, Taufkirchen

GAPDH Sigma, Taufkirchen

GlutaMAX™ Gibco, Darmstadt

Glycerin Roth, Karlsruhe

Glycin > 99.9%

Harnstoff
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H2-DCF-DA

H202, (30 Gew.%), stabilisiert

HBSS

HCl

Iodoacetamid

Melanocyte Einfriermedium
Melanocyte Medium (Growth & Basal)
Melanocyte Supplement Mix

Methanol

Milchpulver

Mineraldl

MTT 98%

N-Ethylmaleimid

NaH2PO4

Na2HPO4

NaCl

NaOH

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
PBS

Penicillin/Streptomycin

Phosphatase Inhibitor Cocktail

ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI

Protein Assayreagenzien (A,B,S)
Rotiphorese Gel 40 (37.5:1)

SDS Ultra Pure > 99%

SDS Pellets

SOD

TBA

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
PromoCell, Heidelberg
PromoCell, Heidelberg
PromoCell, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
ThermoFisher Scientific, Egelsbach
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
BioRad, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Abcam, Cambridge, UK

Merck, Darmstadt
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TBP Sigma, Taufkirchen
TCA Sigma, Taufkirchen
TEMED Roth, Karlsruhe
TMP Sigma, Taufkirchen
Tris Pufferan ® > 99.9% Roth, Karlsruhe
Triton-X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypsin-EDTA-L6sung Sigma, Taufkirchen
Tween 20 Merck, Darmstadt
Western Blot Stripping Buffer Pierce, Rockfort USA
Xanthin Sigma, Taufkirchen
Xanthinoxidase Sigma, Taufkirchen
3-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen

2.14 Kits

Alle Kits wurden nach Angaben des Herstellers verwendet. Abweichungen sind vermerkt.

2D Quant Kit GE Healthcare, Solingen
BrdU Cell Proliferation Assay Kit Merck, Darmstadt
Colorimetric GAPDH Assay Kit ScienCell, USA

DC™ Protein Assay Kit (nach Lowry) BioRad, Miinchen
Human Apoptosis Array Kit R&D Systems, USA
L-Lactate Assay Kit Cayman Chemicals, USA
Mycoplasma Detection Kit Minerva Biolabs, Berlin

2.1.5 Losungen und Puffer

4x SDS Probenpuffer (Laemmli-Puffer) 40% Glycerin
20% B-Mercaptoethanol
12% SDS
0.4% Bromphenolblau
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10x SDS-Laufpuffer 10 g SDS
30.3 g Tris
144.1 g Glycin
ad 1 L dH20

10x TBS-T 0.5 M Tris
1.5 M NaCl
ad 1 L dH20
0.1% Tween

2D-Equilibrierungspuffer I 6 M Harnstoff
30% Glycerin
5% SDS
0.05 M Tris
pH 8.8
1% DTT frisch zugegeben

2D-Equilibrierungspuffer 11 6 M Harnstoff
30% Glycerin
5% SDS
0,05 M Tris
pH 8.8
5% lodoacetamid frisch zugegeben

2D-Lysepufter 30 mM Tris
7M Urea
2 M Thiourea
4% Chaps
pH7.5

2D-Rehydrierungspuffer 8 M Harnstoff
2 mM TBP
10 mM DTT
1% Chaps
0.25% Biolyte

Anodenpuffer | 0.3 M Tris
10% (v/v) MeOH
ad 1 L dH20

pH 10.4
Anodenpuffer 1T 25 mM Tris

10% (v/v) MeOH

ad 1 L dH20

pH 10.4

Blockierlosung (Western Blot) 5% Milchpulver in 1x TBS-T
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Coomassie-Farbelosung 0.05% Coomassie Brilliant Blue
20% MeOH
7.5% Essigsdure

Coomassie-Entfarbelosung 50% Methanol
1% Essigsdure

Kathodenpuffer 25 mM Tris
10% (v/v) MeOH
40 mM Glycin
ad 1 L dH20
pH 9.4

Laufmitte]l HPLC NaH2PO4/Na;HPO4 Puffer
50 mM; pH 6.5
MeOH im Verhéltnis 6:4 (v/v)

MTT-Inkubationsldsung MTT-Stocklosung, 1/10 in
serumfreiem DMEM verdiinnt

MTT-Stocklosung 5 mg/ml MTT in PBS
PBS 140 mM NacCl

10 mM Na:HPO4

pH 7.4
Sammelgelpuffer 1,5 M Tris

pH 6.8
SDS-Lysepuffer 1% SDS

Protease Inhibitor Cocktail
(Verdiinnung 1/1000)

Trenngelpufter 1.5 M Tris
pH 8.8

2.1.6 Antikorper

Alle Primérantikdrper wurden 1:1000, alle Sekunddrantikérper 1:20000 in 5%
Milchpulver in 1x TBS-T verdiinnt.

Primirantikorper
Mouse-anti-human a-Tubulin Sigma, Taufkirchen
Mouse-anti-human FDXR Sigma, Taufkirchen
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Polyclonal rabbit a-hapten-anti-sulfenic acid entwickelt & hergestellt von K.S.
Carroll (Seo und Carroll, 2009)

Rabbit-anti-human DDB2 Cell Signaling, Frankfurt a.M.
Rabbit-anti-human GAPDH Sigma, Taufkirchen
Rabbit-anti-human SQSTM1/p62 Cell Signaling, Frankfurt a.M.
Sekundirantikorper

Rabbit-anti-mouse-HRP Dako, Schweden
Goat-anti-rabbit-HRP Dianova Hamburg

2.1.7 Molekulargewichtsstandard

PageRulerTM Prestained Protein Ladder (10-180 kDa)

kDa
—~180 -
-~130 -
—~100-

~55 —
~40 —
~35 —| ..
~25 —

— = ~15 —| —

Gel Blot

Abb. 2.1: Proteinmarker fiir die SDS-PAGE
(http://www .thermofisher.com/order/catalog/product/26616).

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen Assistent, Sondheim
Dispenser-Spitzen Starlab, Hamburg
Einmal-Kiivetten Sarstedt, Niimbrecht
Einmal-Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickhausen
Einmal-Spitzen Starlab, Hamburg
Gelkassetten Invitrogen, Karlsruhe
HPLC-Saule (pKb-100, 250 x 4.6 mm) Sigma, Taufkirchen
IPG-Streifen (pH 4-7, 11 cm) BioRad, Miinchen
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Kryotubes

Objekttrager

PVDF-Membran

Protein Desalting Spin Columns
Reaktionsgefafie (0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml)
Skalpelle

Sterilfilter

Tubes (15 ml, 50 ml)

Whatman-Papier

Zellkulturflaschen (75 cm? & 175 cm?)
Zellkulturplatten (24-Well & 96-Well Format)
Zellkulturschalen (@ 3.5 cm, 6 cm, 10 cm)

Zellschaber

2.1.9 Gerite

2D-Apparaturen
Analysen- & Feinwaage

Blotting Apparaturen (semi-dry)

Branson Sonifier 250

Clean Air Sterilwerkbank

Fireboys

Geldokumentationsanlage Fusion-FX7
Gelkammer Novex Mini Cell
Heizblock

Heiz- & Kiihlblock PCH2 grant-bio
HPLC LaChrom

Inkubator Binder
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Greiner Bio-One, Frickhausen
ThermoFisher Scientific, Egelsbach
GE Healthcare, Freiburg
ThermoFisher Scientific, Egelsbach
Eppendorf, Hamburg

Feather, Japan

Sartorius, Gottingen

Greiner Bio-One, Frickhausen
Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickhausen
Greiner Bio-One, Frickhausen
Greiner Bio-One, Frickhausen

Corning Inc., Mexico

BioRad, Miinchen
Sartorius, Rimbach

Roth, Karlsruhe & BioRad,
Miinchen

Branson Ultrasonics, USA
ThermoFisher Scientific, Egelsbach
Integra Biosciences, Biebertal
Vilber Lourmat, Eberhardzell
Invitrogen, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen

Grant Instruments Ltd., England
Merck, Darmstadt

ThermoFisher Scientific, Egelsbach
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Laborwaage

Lichtmikroskop DMIL

Licht- & Fluoreszenzmikroskop
Magnetriihrer

Mikropipetten

Mikrotiter Plate Reader FLUOstar Optima
Mikrotiter Plate Reader Tecan infinite M200 pro
Mikrotiter Plate Reader Victor 1420
Milli-Q-Anlage

Multipipetten

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter HI221

Pipetboys

Photometer Ultrospec 1000 & 3000
Powersupplier PowerPac Basic & HC
Powersupply Consort EV265

Protean IEF Cell

Rollschiittler RM-5-Assistant
Schiittelwasserbad GFL 1083
Schiittler IKA-VIBRAX-VXR
Schiittler Rotomax 120
Tischzentrifuge
UV-Bestrahlungseinheit BioSUN
Vortexer

Wasserbad Aqualine AL 25

Zentrifuge 5424 R
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Sartorius, Rimbach

Leica, Wetzlar

Nikon, Bad Diirkheim

J&K IKAMAG®RCT, Staufen
Eppendorf, Hamburg

BMG Labtech, Ortenberg
Tecan Ltd., Minnedorf
Wallac, Freiburg

Millipore, Schwalbach
Eppendorf, Hamburg

Brand, Gottingen

Hanna Instruments, Kehl
Integra Biosciences, Biebertal
Pharmacia Biotech, Freiburg
BioRad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

BioRad, Miinchen

Braun, Melsungen

GFL, Burgwedel

J&K IKAMAG®RCT, Staufen
Heidolph Instruments, Schwabach
Roth, Karlsruhe

Vilber Lourmat, Eberhardzell
J&K IKAMAG®RCT, Staufen
Lauda, Konigshofen

Eppendorf, Hamburg
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2.1.10 Software

Fusion Capt. Advance

GraphPad Prism 6.05

Image J Launcher

Microsoft Office 2013 (Excel, Word, Powerpoint)
Perseus 1.5.2.6 & 1.5.6.0

Zetasizer

2.2 Methoden

2.2.1 Zellfreie Methoden zur Charakterisierung der Nanopartikel

2.2.1.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung (engl. dynamic light scattering, DLS) ist eine schnelle und
prazise Methode zur GroBenbestimmung kleinster Teilchen im Submikron-Bereich (wie
z.B. Nanopartikel). Das Messprinzip beruht auf der Brown'schen Molekularbewegung
der sich in Suspension befindenden Teilchen. Die Brown'sche Molekularbewegung von
Teilchen verursacht die Streuung des auf die Probe gestrahlten Laserlichtes mit
unterschiedlichen  Intensititen. @ Die  Analyse und  Auswertung  dieser
Intensitdtsschwankungen  liefert die  Geschwindigkeit der  Brown'schen
Molekularbewegung, aus welcher sich die PartikelgroBBe (genauer der hydrodynamische
Radius) tiber die Stokes-Einstein-Beziehung (Abb. 2.2) bestimmen lédsst (Barth und Sun,
1989; Dorfler, 2002; Berne und Pecora, 2013).

d (H) = hydrodynamischer Partikeldurchmesser
- k = Boltzmannkonstante
KT
3mnD

d(H) =

T = absolute Temperatur
n = dynamische Viskositit des Losemittels

D = Diffusionskoeffizient

Abb. 2.2: Stokes-Einstein-Bezichung

Alle Messungen wurden am Zetasizer Nano S (Malvern Instruments Ltd., U.K.) im

Institut fiir Anorganische Chemie und Strukturchemie I (Heinrich-Heine-Universitit
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Diisseldorf) mit der Hilfe von Dr. Hajo Meyer durchgefiihrt. Die Bestimmung der Grof3e
der CNP wurde in einer Losung mit mindestens 0.5 mg/ml CNP bei einer konstanten
Temperatur von 20°C in Glaskiivetten dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Zetasizer des Gerdteherstellers.

2.2.1.2 UV/VIS Spektroskopie

Der Oxidationsstatus von CNP und somit die Redox-Aktivitdt der Partikel wurde mittels
Ultraviolett-Visible (UV/VIS) Spektroskopie bestimmt. Fiir die Untersuchung wurde ein
Transmissionsspektrum der Nanopartikel-Losung vor und nach Oxidation mit H202
aufgezeichnet. Die Partikel absorbieren Licht im Bereich von 210 nm bis ca. 350 nm,
wenn ein ausgewogenes Verhiltnis von Ce*" zu Ce*" vorliegt (Alili et al., 2011). Durch
die Zugabe von H202 wird Ce** zu Ce*" oxidiert, was sich im Transmissionsspektrum als
ein shift nach rechts zeigt (Heckert et al., 2008a). Hierbei wird das Verhiltnis von Ce**
zu Ce*" zugunsten von Ce*" verschoben. Die Eigenschaft der Partikel autokatalytisch von
Ce*" zu Ce** wechseln zu konnen, lisst sich ebenfalls {iber Transmissionsspektroskopie

nachweisen.

Fiir die Messung der Transmission der verwendeten Nanopartikel, wurde eine Losung
von 1 mM in PBS hergestellt, wobei PBS als Leerkontrolle benutzt wurde. Die
Transmission der Partikel wurde {iber einen Wellenldngenbereich von 190-1100 nm
gemessen (Ultrospec3000, Pharmacia Biotech). Nach Zugabe von H202 wurde die
Transmission der Partikel erneut gemessen. Fiir die Oxidation mit H2O2 wurde eine

Konzentration von 75 mM eingestellt.

Von jeder Charge wurde ein Transmissionsspektrum aufgenommen um das Verhiltnis
von Ce** zu Ce*" zu bestimmen und die Konzentration der Losung zu iiberpriifen und

damit die gleichbleibende Qualitit der Chargen zu gewéhrleisten.

2.2.1.3 Superoxid-Dismutase (SOD)-Assay

Viele Studien beschreiben, dass CNP iiber Superoxid-Dismutase (SOD)-mimetische
Aktivitat verfiigen. Fiir die SOD-mimetische Aktivitdt von CNP wird eine zweistufige
Reaktion angenommen, wobei Superoxid in der ersten Teilreaktion zu H202 und in der
zweiten Teilreaktion zu molekularem Sauerstoff reduziert wird (Korsvik et al., 2007; Alili
et al., 2013). Um die SOD-mimetische Aktivitdt der in dieser Arbeit verwendeten CNP

zu untersuchen, wurde ein kolorimetrischer, zellfreier Assay durchgefiihrt (Abb. 2.3).
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Dieser Assay wurde aus der Publikation von Wang et al. (2011) fiir die Messung der CNP
angepasst (Wang et al., 2011).

Xanthin 0, Formazan
- (Absorption bei 570 nm)
Xanthinoxidase
Hamséure / \ 0, Tetrazoliumsalz

(MTT)

Inhibierungsreaktion
wn
®)
o)
~
(@)
2
)

0,+ H,0,

Abb. 2.3: SOD-Test Die Umwandlung von Xanthin und O in Harnséure durch die Xanthinoxidase
erzeugt Superoxidanionradikale. Die Superoxidanionradikale reduzieren das Tetrazoliumsalz MTT zu
einem gefirbten Formazanprodukt, das Licht absorbiert. SOD bzw. SOD-mimetische CNP fangen
Superoxidanionradikale ab, wodurch die Formazan-Farbstoffbildung inhibiert wird.

Hierbei  wurde ein  Xanthin/Xanthinoxidase-System  zur  Bildung  von
Superoxidanionradikalen und ein Tetrazoliumsalz zur farblichen Indikation der Reaktion
eingesetzt. Das durch das X/XO-System generierte Superoxidanionradikal reduziert das
gelbe, wasserlosliche Tetrazoliumsalz MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid) in ein blau-violettes wasserunldsliches Formazan, dessen
Bildung bei 570 nm spektrometrisch bestimmt werden kann. Die Zugabe der SOD oder
der SOD-mimetischen CNP erniedrigt die Menge der Superoxidanionradikale, sodass
weniger Formazan gebildet wird. Somit ist die Rate des gebildeten Formazan ein Hinweis

fiir die SOD-mimetische Aktivitiat der CNP.

Fiir die Durchfiihrung des Versuchs wurden in eine Einmal-Kiivette 50 ul Xanthin
(3 mM), 50 ul EDTA (3 mM) und 50 ul MTT (1 mg/ml) zu 800 ul PBS (pH 7.4) gegeben.
Durch Zugabe von 50 pl Xanthinoxidase (1 mg/ml) wurde die Reaktion gestartet. Die
Absorption des gebildeten Formazan wurde bei 570 nm im Photometer (Ultrospec 1000,
(Pharmacia Biotech) gemessen. Die Farbentwicklung wurde jede min iiber einen
Zeitraum von 20 min aufgezeichnet. Zur Bestimmung der SOD-mimetischen Aktivitit
der CNP, wurde CNP in einer Konzentration von 150 uM, 500uM und 1 mM zu dem

oben beschriebenen Reaktionsgemisch pipettiert. Als Positivkontrolle wurde SOD
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verwendet. Die Reaktion wurde ebenfalls nach Zugabe der Xanthinoxidase gestartet und

die Absorption bei 570 nm bestimmt.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung der Zellen

Kulturbedingungen

Die hier verwendeten adhérenten Zelltypen (Melanomzellen (A375), normale humane
epitheliale Melanozyten (NHEM) und normale humane dermale Fibroblasten (NHDF))
wurden unter Standardkulturbedingungen bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank
kultiviert. Fiir die Kultivierung der A375 und NHDF wurde als Nahrmedium Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM, low glucose), welches mit 10% FCS, 2 mM L-
Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin supplementiert wurde (Komplettmedium),
verwendet. Die NHEM wurden in Melanocyte Growth Medium (MGM), erginzt mit
Melanocyte Supplement Mix und 1% Penicillin/Streptomycin, kultiviert. Die Zellen
wurden in 175 cm?-Zellkulturflaschen oder fiir experimentelle Ansdtze in
Zellkulturplatten oder -schalen verschiedener Formate ausgesit und bis zur Subkonfluenz
(ca. 70-90% Konfluenz) kultiviert. Fiir experimentelle Untersuchungen wurden

ausschlieBlich subkonfluente Zellen herangezogen.
Passagierung der Zellen

Nach Erreichen der Subkonfluenz der Zellen in Zellkulturflaschen, wurden die Zellen fiir
weitere experimentelle Ansitze weiterpassagiert. Zum Passagieren der A375 und NHDF
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschliefend mit 3 ml Trypsin-EDTA-
Losung tiber einen Zeitraum von 5 min bei 37°C inkubiert, um die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche zu 16sen. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 7 ml
DMEM (Komplettmedium) gestoppt und die Zellzahl lichtmikroskopisch unter
Verwendung einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Nach Ermittlung der Zellzahl
wurden die Zellen fiir weitere Experimente ausplattiert. Zum Passagieren der NHEM
wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschliefend mit 5 ml Trypsin-EDTA-
Losung und PBS, in einem Verhéltnis von 1:1, unter mikroskopischer Beurteilung bei RT
abtrypsiniert. Nach Ablosen der Zellen wurde die Reaktion mit 5 ml 20% FCS-haltigem
MGM gestoppt und die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen
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wurden fiir weitere experimentelle Ansédtze mit entsprechenden Zellzahlen ausgesit. Es

erfolgte ein Mediumwechsel alle 2-3 Tage.
Behandlung der Zellen

Nach Erreichen der Subkonfluenz und mikroskopischer Beurteilung der Morphologie
wurden Zellen, die fiir experimentelle Ansitze ausplattiert wurden, mit Testsubstanzen
inkubiert. Vor der Behandlung wurden alle Zellen einmal mit PBS gewaschen. A375 und
NHDF wurden in serumfreien DMEM (high glucose) und NHEM weiterhin in MGM
behandelt.

2.2.2.2 Kryokonservierung und Revitalisierung von Zellen

Kryokonservierung

Zum Einfrieren wurden subkonfluente Zellen aus 175 cm?-Kulturflaschen verwendet.
Diese wurden zunéchst einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer Trypsin-
EDTA-Lo6sung abgelost. Die Reaktion des Trypsins wurde mit FCS-haltigem Medium
gestoppt und die Zellsuspension fiir 3 min bei 1500 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in Einfriermedium resuspendiert und die Zellen in einer Dichte von 10° Zellen/ml in
Kryotubes bei -80°C eingefroren. Das Einfriermedium von A375 und NHDF bestand aus
DMEM (low glucose), das mit 20% FCS und 10% DMSO supplementiert wurde. NHEM

wurden in vom Hersteller empfohlenen Einfriermedium eingefroren.
Revitalisierung

Kryokonservierte Zellsuspensionen, die bei -80°C gelagert wurden, wurden zunichst bei
RT aufgetaut und in temperiertem Nihrmedium in 75 cm?-Kulturflasche iiberfiihrt. Nach
mehreren Stunden bzw. erfolgter Adhésion der Zellen wurde das Medium gewechselt um
den DMSO-Gehalt zu reduzieren und somit Zellschdden vorzubeugen. Die Zellen wurden

einmal passagiert, bevor sie fiir Experimente verwendet wurden.

2.2.2.3 Mycoplasmentest

Mycoplasmen sind kleine, zellwandlose und parasitierende Bakterien, welche den
Stoffwechsel und das Wachstum der Wirtzelle beeintrachtigen (Stanbridge, 1971). Eine
Infektion der im Labor verwendeten Zellkulturen mit Mycoplasmen kann zu veranderten

biochemischen Eigenschaften der Zellen fiihren (Pisal et al., 2016). Daher wurden in
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regelmiBigen Abstinden alle Zelllinien auf Kontaminationen mit Mycoplasmen
untersucht. Mycoplasmen kénnen mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Bisbenzimid (DAPI)
mikroskopisch nachgewiesen werden. DAPI bindet selektiv an die DNA und macht somit
Zellkerne iiber eine hellblaue Fluoreszenz sichtbar. Im Falle einer Kontamination sind
neben der Fluoreszenz der normalen Zellkerne auch viele kleine fluoreszierende
Zellkerne von Mycoplasmen im Bereich der duBBeren Zellmembran und auch zwischen

den Zellen zu sehen.

Fir die Durchfiihrung wurden Zellen auf einem Glasplittchen in einer kleinen
Zellkulturschale (@ 3.5 cm) kultiviert. Nach Erreichen der Subkonfluenz wurden die
Zellen auf dem Glasplattchen mit PBS gewaschen und 10 min bei -20°C in Methanol
fixiert. Anschliefend wurden die Zellen mit ProLong® Gold Antifade Reagent with
DAPI (Invitrogen) auf Objekttriger liberfiihrt und dabei mit DAPI angefirbt. Die

Kernfarbung mit DAPI wurde fluoreszenzmikroskopisch beurteilt.

Alternativ wurden Mycoplasmen in Zellkulturen mittels PCR {iberpriift. Hierfiir wurden
Uberstéinde von Zellkulturmedien entnommen und mit Hilfe des Venor®GeM Classic
Mycoplasma Detection Kits (minerva biolabs, Berlin) auf den Befall mit Mycoplasmen

getestet.

2.2.2.4 Viabilititstest (MTT-Assay)

Der MTT-Assay ist eine quantitative und kolorimetrische Methode zur Bestimmung der
Viabilitdt von Zellen. Mittels eines MTT-Tests kann die cytotoxische Wirkung der zu
untersuchenden Substanz bestimmt werden. Das Verfahren beruht auf der indirekten
Ermittlung der Viabilitit von Zellen iiber die Aktivitdt der zelluldren, mitochondrialen
Succinat-Dehydrogenasen (Mosmann, 1983). Dabei werden die zu untersuchenden
Zellen mit MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid), einem
wasserldslichen gelben Tetrazoliumsalz behandelt, welches nur von metabolisch aktiven
Zellen enzymatisch liber Reduktion in ein blau-violettes wasserunlosliches Formazan
iiberfiihrt wird (Abb. 2.4) (Riss et al., 2004). Das gebildete Formazan wird dann durch
ein organisches Losungsmittel aus den Zellen extrahiert und die Absorption
photometrisch bei 570 nm gemessen. Die Absorption bei 570 nm dient dann als MaB fiir
die Viabilitdt von Zellen.
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Abb. 2.4: Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes MTT zum blau-violetten, schwerldslichen
Formazansalz durch mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen Die Absorption des Formazansalzes
gilt als ein MaB fiir die Viabilitét von Zellen (verdndert nach Riss et al., 2014).

In dieser Arbeit wurde der MTT-Assay in 24-Wellplatten durchgefiihrt. Nach
Behandlung mit den zu testenden Substanzen wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und in serumfreiem Medium mit 10% MTT-Gehalt bis zu einer deutlichen
Blaufarbung im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Fiir A375 und NHDF wurde serumfreies
DMEM und fiir NHEM wurde Melanocyte Basal Medium (MBM) verwendet. Die Zellen
wurden unterschiedlich lang mit der MTT-Inkubationslosung inkubiert, denn eine
Blaufirbung konnte je nach metabolischer Aktivitét der Zelltypen nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten beobachtet werden. Tumorzellen sind im Vergleich zu den normalen
Hautzellen metabolisch aktiver und brauchten daher eine kurze Inkubationszeit um das
MTT umzusetzen. Bei den Melanomzellen kam es nach 20 min zu einer deutlichen
Blaufarbung, wobei Fibroblasten und Melanozyten bis zu einer sichtbaren Blaufarbung
eine Inkubationszeit von ca. 1.5 h bendtigten. Nach der Blaufarbung wurde das MTT-
haltige Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Der Farbstoff
wurde mit DMSO aus den Zellen extrahiert und die Absorption bei 570 nm gemessen
(Plattenlesegerit Victor 1420 & FLUOstar Optima). Fiir die Auswertung wurde von den
Messwerten der Nullwert, welcher durch die Behandlung der Zellen mit 2 mM H2O: fiir
24 h (Positivkontrolle) bestimmt wurde, abgezogen. Zur weiteren Auswertung wurde die
Absorption von unbehandelten Kontrollzellen auf 100% gesetzt, die der behandelten

Zellen auf diese bezogen und so die prozentuale Viabilitédt berechnet.

2.2.2.5 Proliferationstest (BrdU-Assay)

Zur Bestimmung der Proliferation der verwendeten Zellen wurde der BrdU Cell
Proliferation Assay (Merck, Darmstadt) nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.
Mit dem BrdU (5-Bromo-2°-deoxyuridin) Assay wird die Zellproliferation {iber den

Einbau eines Basenanalogons wiahrend der DNA-Replikation quantitativ erfasst. In der
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S-Phase wird anstelle von Thymidin das Analogon BrdU in die neu synthetisierte DNA
eingebaut, welches anschlieBend immunochemisch nachgewiesen werden kann
(Porstmann et al., 1985). Hierfiir werden die Zellen fixiert, die Membran permeabilisiert
und die DNA denaturiert. Mittels eines hochspezifischen Antikorpers wird dann das
Thymidin-Analogon BrdU erfasst und mit einem HRP-gekoppelten Sekundirantikorper
detektiert. Die Quantifizierung erfolgt durch photometrische Absorptionsmessung. Die
Intensitit der Absorption ist dabei proportional zur Menge des eingebauten BrdU und

damit zur neu synthetisierten DNA.

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden Zellen in 96-Wellplatten ausgesét. Bei Erreichen
der Subkonfluenz wurden die Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert.
Anschlieend wurde das Thymidin-Analogon BrdU fiir 24 h zugefiigt. Die
Absorptionsmessung erfolgte bei 450 nm und der Referenzwellenlinge von 540 nm im

Plattenlesegeridt FLUOstar Optima.

2.2.2.6 Langzeitexperiment mit CNP

Um die Langzeitwirtkung der CNP zu untersuchen wurde die kumulative
Populationsdichte (cumulative population doubling, CPD) von Zellen nach Behandlung
mit CNP bestimmt. Fiir die Bestimmung der CPD wurde die Summe aller Verdopplungen

bzw. Populationsdichten (population doubling, PD) gebildet.

_ ln(Zellzahl geernteter Zellen)- ln(Zellzahl ausgesiter Zellen)
In2

CPD=PD ; PD

Fiir die Durchfithrung wurden Zellen in grof3e Zellkulturschalen (@ 10 cm) ausplattiert
und mit 150 pM und 300 uM CNP in serumfreiem DMEM fiir 96 h behandelt. Nach Ende
der Inkubationszeit wurden die Zellen abtrypsiniert und die Zellzahl fiir die Berechnung
der PD mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. AnschlieBend wurden 70.000 Zellen
erneut ausplattiert und in serumhaltigem DMEM (mit 10% FCS) fiir drei Tage
regeneriert. Danach wurden die Zellen erneut mit CNP behandelt, nach 96 h abtrypsiniert
und die PD der zweiten Woche bestimmt. Dieser Vorgang wurde iiber mehrere Wochen

wiederholt und jedes Mal die PD und anschlieBend die CPD bestimmt.
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2.2.3 Biochemische und molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Fiir die Herstellung von Zelllysaten fiir weitere biochemische und molekularbiologische
Untersuchungen wurden Zellen in Zellkulturschalen ausgesét. A375 wurden in kleine
(9 3.5 cm), NHDF und NHEM in mittelgroBe (@ 6 cm) Zellkulturschalen ausgesit. Nach
der Behandlung der subkonfluenten Zellen mit den zu testenden Substanzen wurde
zunichst das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit
Lysepuffer versetzt. Hierbei wurden A375 mit 100 ul Lysepuffer und NHDF bzw. NHEM
mit 80 pl Lysepuffer pro Zellkulturgefdl3 lysiert. Der Lysepuffer bestand aus 1%igem
SDS mit 1:1000 verdiinntem Protease Inhibitor Cocktail (PIC). Mithilfe eines
Zellschabers wurden die Zellen vom Boden der jeweiligen Schale abgekratzt und die
Zelllysate in Eppendorf-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt, welche sofort auf Eis gelagert
wurden. Bis zur weiteren experimentellen Verwendung wurden die Lysate bei -20°C
aufbewahrt. Vor der Verwendung der Zelllysate fiir die Proteinbestimmung wurden diese

fiir 15 sec sonifiziert.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinmenge (nach Lowry)

Proteinmengenbestimmungen der zuvor lysierten Zellproben erfolgten auf der Grundlage
der Methode nach Lowry et al. (1951) mithilfe eines Kits zur Proteinbestimmung von
BioRad Laboratories (Miinchen) nach Angaben des Herstellers mit kleiner Abweichung.
Die nach Lowry modifizierte Folin-Methode beruht auf zwei Reaktionen (Lowry et al.,
1951). Der erste Schritt basiert auf der Biuret-Reaktion, bei welcher Kupfer(Il)-Ionen in
alkalischer Losung durch Peptidbindungen zu blau-violetten Farbstoffkomplexen
komplexiert werden. In einem zweiten Schritt werden Kupfer(Il)-lonen durch
Peptidbindungen zu Kupfer(I)-Ionen reduziert, welche dann das gelbe Folin-Ciocalteu-
Reagenz (Molybddn(VI)- und Wolfram(VI)-Heteropolysdure) zu Molybdédnblau
umsetzen. Die resultierende Blaufirbung wird zur Quantifizierung des Proteingehalts

photometrisch vermessen.

Fir die Bestimmung des Proteingehalts wurden jeweils 20 pl einer Probe in
Plastikkiivetten gegeben und anschlieBend mit 100 ul Reagenz A', das aus den
Reagenzien A und S (20 pl Reagenz S in 1 ml Reagenz A) bestand, versetzt. Zuletzt
wurde 750 pl des Reagent B hinzugefiigt und fiir 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert,
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bevor die Optische Dichte (OD) bei 750 nm gemessen wurde (Ultrospec 1000, Pharmacia
Biotech). Mithilfe einer Proteinstandardreihe aus bovinem Serumalbumin (BSA) wurde
der Proteingehalt in den Proben ermittelt. Je nach Experiment wurde dann die gewiinschte

Proteinkonzentration eingestellt.

2.2.3.3 Eindimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht die Auftrennung
von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen. Bei der von U.K. Laemmli
entwickelten Methode werden Proteine ausschlieflich nach ihrer Molekiilgrofe
aufgetrennt, Ladung und Struktur der Proteine haben keinen Einfluss auf die Auftrennung
(Laemmli, 1970). Durch die in dem Proben-Puffer (auch Laemmli-Puffer genannt)
enthaltenen Bestandteile, wie den Detergentien Natriumdodecylsulfat (SDS) und 8-
Mercaptoethanol, sowie der anschlieBenden Hitzeinkubation (5 min bei 95°C) werden die
Proteine denaturiert. Zudem wird durch die Zugabe von {iiberschiissigem SDS die
Eigenladung der Proteine maskiert. Dabei bindet SDS an die Proteine in einem
stochiometrischem Verhiltnis (ca. 1.4 ng SDS pro pg Protein), sodass alle Proteine eine
negative Nettoladung erhalten. Die elektrophoretische Mobilitdt der Proteine im
Polyacrylamidgel ist dann nur noch von der GroBe abhédngig. Im Polyacrylamidgel wird
ein Netzwerk aus Acrylamid und Bisacrylamid mit einer definierten Porengrof3e
generiert. Die Polymerisation und Vernetzung des Gels wird durch freie Radikale initiiert.
Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine diskontinuierliche Gelelektrophorese, welche
auf einem Tris-HCl/Tris-Glycerin Puffersystem basiert. Das Prinzip beruht auf der
Nutzung von zwei verschieden dichten Polyacrylamid-Gelen: ein weitporiges Sammelgel
und ein engporiges Trenngel. So wandern die aufgetragenen Proben zuerst durch das
Sammelgel und werden an der Grenzschicht zum Trenngel aufkonzentriert, um das
zeitgleiche FEinlaufen der Proteine in das Trenngel und somit eine prizise
elektrophoretische Auftrennung der Proteinbanden zu erreichen. Im Trenngel erfolgt
dann die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe. Durch den Vergleich mit
Markerproteinen oder Proteinstandards, die aus Proteinen definierter Grofle bestehen,
konnen die GroBen der zu untersuchenden Proteine bestimmt werden. Nach Auftrennung
der Proteine ist das Gel fiir weitergehende Bearbeitungen zuganglich, wie z.B. Farbungen

oder immunologische Nachweise (Western Blot).

Fiir die Durchfiihrung einer SDS-PAGE wurden zunichst Polyacrylamid-Gele (6x8 cm)

bestimmter PorengroBe in Gelkassetten vorbereitet. Die Porengrofe richtete sich dabei
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nach der GroBe des zu nachweisenden Proteins und war abhédngig von der eingesetzten
Acrylamid-Konzentration. Denn je hoher das Gel konzentriert ist, desto kleiner ist der
chemische

Trennbereich in  Basenpaaren.  Die

Acrylamidmolekiile erfolgte nach Zugabe von APS (Radikalstarter) und TEMED

Kopolymerisierung  der

(Vernetzer). Fiir die in dieser Arbeit verwendeten Gele wurde ein 12% Trenngel
verwendet. Die Zusammensetzung eines 12% Trenngels und eines Sammelgels (5%) ist

in Tab. 2.1 gezeigt.

12% Trenngel S% Sammelgel

dest. H,O 4.3 ml 3.53 ml
Rotiphorese Gel 40 3ml 720 ul

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml -

1.5 M Tris (pH 6.8) - 650 ul
10% SDS 100 pl 50 ul
10% APS 100 ul 50 ul
TEMED 4 ul Sul

Tab 2.1: Zusammensetzung eines 12% Trenn- und 5% Sammelgels

Ein weitporiges Sammelgel (pH 6.8) wurde {iber ein engporiges Trenngel (pH 8.8)
gegossen, nachdem dieses auspolymerisiert war. Fertige Gele wurden in feuchte Tiicher

verpackt und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

Vor der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde die Proteinkonzentration
der zu untersuchenden Proben bestimmt (sieche Kapitel 2.2.3.3). Je nach Abundanz des zu
untersuchenden Proteins wurden fiir die Elektrophorese Proteinmengen zwischen 20 und
40 pg aufgetragen. Dabei wurde die vorher eingestellte Proteinkonzentration (in pug) mit
4x SDS-Probenpuffer versetzt (1/4 des Probenvolumens) und vor dem Beladen des Gels
fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Anschlieend erfolgte die elektrophoretische Trennung im
Sammelgel bei 15-20 mA und im Trenngel bei 30-40 mA pro Gel.

2.2.3.4 Zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Die zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese kombiniert die sogenannte isoelektrische
Fokussierung (IEF) mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur
besseren Trennung von Proteingemischen in Einzelproteine. Hierbei werden Proteine
nicht nur nach der Molekiilgréfe, sondern auch nach dem isoelektrischen Punkt getrennt
(O'Farrell, 1975). Die 2D Gelelektrophorese unterscheidet sich vom klassischen Ablauf

der Gelelektrophorese und besteht neben der Probenvorbereitung aus folgenden
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Einzelschritten: Rehydrierung, 1. Dimension (IEF), Equilibrierung und 2. Dimension

(SDS-PAGE).
Probenvorbereitung

Subkonfluente Melanomzellen wurden mit den zu untersuchenden Substanzen behandelt,
anschlieend zweimal mit 50 mM Tris gewaschen und in 2D Lysepuffer lysiert. Das
Lysat wurde mehrmals sonifiziert und zwischendurch auf Eis gelagert. Anschliefend
wurde eine Zentrifugation durchgefiihrt, um den entstandenen Schaum zu 16sen und
Zelltrimmer zu entfernen. Nach der Proteinmengenbestimmung mit dem 2D Quant Kit
(GE Healthcare), welches mit den im 2D-Lysepuffer enthaltenen Inhaltsstoffen und
Konzentrationen kompatibel war, wurden ca. 50-75 pg Protein fiir die weitere

Versuchsdurchfiihrung eingesetzt.
Rehydrierung

Fiir die Rehydrierung der IPG-Streifen wurde das eingestellte Proteinlysat in 2D-
Rehydrierungspuffer aufgenommen (Gesamtvolumen 200 pl), in das entsprechende Tray
im Protean IEF Cell (BioRad) pipettiert und der IPG-Streifen luftblasenfrei dariiber
gelegt. Fiir die 2D-Gelelektrophorese wurden IPG-Streifen (11 cm) mit einem pH
Gradienten von 4-7 (BioRad) verwendet. Nach 30 min Einziehzeit der Probe in den IPG-
Streifen wurde dieser mit Mineraldl iiberschichtet um ein Austrocknung wihrend der

Rehydrierung zu vermeiden. AnschlieBend wurde die aktive Rehydrierung gestartet

(50 'V, 12-16 h).
1. Dimension (IEF)

Im ersten Schritt, bei der sogenannten 1. Dimension, werden die Proteine nach ihrem
isoelektrischen Punkt (pI) innerhalb eines pH Gradienten getrennt. Fiir die Durchfiihrung
wurden schmale Filterpapierstiicke mit dH20O angefeuchtet und unter die IPG-Streifen
gelegt. Diese sollten den Stromfluss begiinstigen und Salze zuriickhalten. AnschlieSend
wurden die IPG-Streifen wieder mit Mineraldl iiberschichtet und Protean IEF Cell

(BioRad) fiir die IEF folgendermallen programmiert:

S01: 200 V, linear, 5 min
S02: 200 V, linear, 2 h

S03: 500 V, linear, 5 min
S04: 500 V, linear, 2 h

S05: 1000 V, linear, 10 min
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S06: 1000 V, linear, 1 h

S07: 3500 V, linear 30 min

S08: 3500 V, linear, 20000 Vh

S09: 1000 V, rapid, 24 h

Damit die Banden nachher schirfer wurden, wurden die IPG-Streifen nach Ende der IEF

(S08) 12-24 h bei -20°C eingefroren. Falls die IEF nachts endete, wurde mit dem letzten
Schritt der IEF (S09) die Diffusion der Proteine aus dem Gelstreifen verhindert.

Equilibrierung

Bevor die fokussierten IPG-Streifen auf die vorbereiteten SDS-Gele aufgelegt wurden,
mussten sie in zwei Schritten equilibriert werden. Dafiir wurden sie je 15 min im
Equilibrierungspuffer I (mit DTT) und II (mit lodoacetamid) geschiittelt. DTT sorgte fiir
eine Spaltung der Disulfidbriicken, wobei lodoacetamid freie Thiolgruppen alkylierte und
vor Reoxidation schiitzte. SDS, welches in beiden Equilibrierungspuffern enthalten war,
lagerte sich, wie auch bei einer eindimensionalen SDS-PAGE, an die Proteine an und
maskierte die Eigenladung der Proteine, sodass die Auftrennung in der 2. Dimension

ausschlieBlich nach Molekulargewicht erfolgte.
2. Dimension (SDS-PAGE)

Die 2. Dimension der 2D-Gelelektrophorese besteht aus einer SDS-PAGE nach U.K.
Laemmli (1970) ohne Sammelgel. Dazu wird das elektrische Feld senkrecht zur
Laufrichtung der 1. Dimension angelegt. Fiir den Versuch wurden am Vortag grof3e 10%
SDS-Gele gegossen (Zusammensetzung sieche Tab. 2.2) und in feuchte Tiicher verpackt
bei 4°C gelagert. Fiir die Durchfiihrung der 2. Dimension wurden die equilibrierten IPG-
Streifen lufblasenfrei auf die vorbereiteten Trenngele gelegt, mit 1%iger Agarose
iiberschichtet und an den Strom angelegt (100-120 V). Nach der Elektrophorese konnten

die Gele fixiert, gefdrbt oder fiir Western Blot-Analysen verwendet werden.

10% Trenngel
dest. H,O 4.3 ml
Rotiphorese Gel 40 3ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml
10% SDS 100 ul
10% APS 100 ul
TEMED 4l

Tab 2.2: Zusammensetzung eines 10% Trenngels
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2.2.3.5 Western Blot (,,semi-dry“-Methode)

Der Western Blot wurde zum Nachweis verschiedener Proteine eingesetzt. Bei einem
Western Blot werden Proteine aus einem SDS-Gel durch ein senkrecht zum Gel
angelegtes elektrisches Feld auf eine Tridgermembran (hier: PVDF-Membran)
elektrotransferiert und immobilisiert (Blotting). Danach kénnen die Proteine auf der
Membran entweder gefirbt (Coomassie Blau- oder Ponceau S-Firbung) oder durch
spezifische Antikdrper immunhistochemisch nachgewiesen werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde die semi-dry Methode mit einem 3 Puffersystem verwendet. Bei einem
semi-dry Blotting erfolgt der Transfer der Proteine auf die Membran durch einen

geschichteten, luftblasenfreien Aufbau (Abb. 2.5) innerhalb einer Blottingapparatur.

Trenngel (SDS-PAGE) |

Whatmanpapiere / Kathodenpuffer

[ PVDF-Membran

Abb. 2.5: Schematischer Aufbau des semi-dry Blottingverfahrens

Whatmanpapier / Anodenpuffer I1

Whatmanpapier / Anodenpuffer |

Der geschichtete Aufbau gliederte sich von unten mit der Anodenplatte beginnend, in
Anodenpuffer I und II getrinkte Whatmanpapiere, der in Methanol-aktivierten (10 sec)
PVDF-Membran, dem Trenngel, zwei in Kathodenpuffer getrinkte Whatmanpapiere und
abschlieBend der Kathodenplatte. Der Transfer erfolgte bei 75 mA pro Gel iiber 1 h.

2.2.3.6 Immunologischer Nachweis spezifischer Proteine

Nach dem Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran, wurde diese zur Absattigung
bzw. Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in Blockierlosung aus 5% (w/v)
fettfreiem Milchpulver in 1x TBST fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C schiittelnd in
Schalen oder rotierend in 50 ml-Tubes inkubiert. Danach konnte die Membran mit dem
primdren Antikdrper umgesetzt werden. Die Primérantikorper (siehe Kapitel 2.1.6)
wurden 1:1000 in Blockierldsung angesetzt und entweder 1 h bei RT oder iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran dreimal fiir 15 min in 1x TBS-T
gewaschen. Der entsprechende Sekundarantikorper (siehe Kapitel 2.1.6) wurde ebenfalls

in Blockierlosung verdiinnt und die Membran darin fiir 1 h bei RT schiittelnd inkubiert.
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Danach wurde die Membran erneut dreimal fiir 15 min in 1x TBS-T gewaschen. Da die
verwendeten sekundir Antikorper an Horseradish-Peroxidase (HRP) gekoppelt sind,
konnten diese iiber eine Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen werden, wobei die
Intensitét des Signals proportional zur Menge an gebundenem Protein ist und somit eine
semiquantitative  Auswertung erlaubt. Daflir wurden die Membranen mit
Luminol/Peroxidase (Clarity™ Western ECL Substrate) im Verhéltnis 1:1 versetzt und
das entstehende Lichtsignal in der Geldokumentationsanlage Fusion-FX7 detektiert. Die
Expositionszeiten variierten dabei je nach Membran und Signalstirke. Um zu tiberpriifen,
ob die gleichen Proteinmengen aufgetragen wurden, wurden die Referenzproteine der
sogenannten housekeeping genes GAPDH (37 kDa) oder a-Tubulin (50 kDa) als interne
Ladekontrolle bei jeder Membran mit nachgewiesen. Die Banden wurden mit dem
Progamm Image J oder Fusion Capt. Advance densitometrisch ausgewertet und durch
den Bezug der Zielproteine auf die Ladekontrolle konnte die x-fache Anderung nach

Behandlung im Vergleich zur Negativkontrolle bestimmt werden.

2.2.3.7 Immunologischer Nachweis von Sulfensiuren

Die Bildung von ROS in der Zelle kann zu Modifikationen an Seitenketten von Proteinen
filhren (Reczek und Chandel, 2015). Dabei konnen ROS, wie H202, mit Thiolgruppen
von Cysteinen in Proteinseitenketten reagieren und das spezifische Oxidationsprodukt,
die Sulfensiure, bilden. Der Nachweis von Sulfensduren ist daher ein Marker fiir die
spezifisch durch H202-vermittelte Proteinoxidation (Seo und Carroll, 2009). Um zu
iberpriifen, ob CNP Einfluss auf die Thioloxidation von Proteinen hat, wurde die Bildung
von Sulfensduren untersucht. Da Sulfensduren sehr instabil sind und schnell weiter
reagieren konnen, lassen sich diese mit dem cyclischen Diketon Dimedon nachweisen,
welches an oxidierte Cysteine bindet und ein stabiles Thioether-Produkt bildet (Abb. 2.6).
Das gebildete Thioether-Produkt wird als Epitop von spezifischen a-Hapten-Antikdrpern,
die von Kate S. Carroll und ihrer Arbeitsgruppe entwickelt wurden, erkannt und

nachgewiesen.
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Abb. 2.6: Mechanismus des Antikorper-basierten Nachweises von Sulfensduren Chemoselektive
Alkylierung von Sulfensduren durch Dimedon liefert ein synthetisches Epitop, das vom a-Hapten-
Antikorper erkannt wird (verdndert nach Gupta und Carroll, 2014).
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Fir die Durchfiihrung wurden subkonfluente Zellen mit den zu untersuchenden
Substanzen behandelt. In den letzten 2 h der Gesamtinkubation wurde allen Zellen 10 mM
Dimedon zugegeben. Nach der Inkubation wurden die Zellen lysiert und die enthaltene
Proteinmenge (nach Lowry) bestimmt (siche Kapitel 2.2.3.2). Fiir die weitere
Versuchsdurchfiihrung wurden 20 pg Protein eingesetzt. Die Proben wurden auf ein
12%iges Gel aufgetragen und im Weiteren wurde bis zur Detektion der Sulfenséuren und
Auswertung, wie in Kapitel 2.2.3.5 beschrieben, vorgegangen. Der primdre Antikdrper
(polyclonal rabbit alpha-hapten-anti-sulfenic acid) wurde 1:1000 und der
Sekundirantikorper (goat anti-rabbit HRP) 1:20000 in Blockierlosung verdiinnt.

Die Bildung von Sulfensduren wurde ebenfalls im zellfreien System mit isolierter
GAPDH aus Kaninchenmuskeln (Sigma) nach der Methode von Seo & Carroll (2009)
mit kleinen Abweichungen bestimmt. Dafiir wurde GAPDH (4 mg/ml in PBS, pH 7.4)
zuerst mit 1 mM DTT reduziert (20 min bei 0°C). Damit DTT in weiteren Schritten nicht
stort, wurde es mittels Protein Desalting Spin Columns (ThermoFisher Scientific)
entfernt. Fiir den Nachweis von Sulfensduren wurde dann Dimedon-tagged GAPDH
hergestellt, indem reduzierte GAPDH mit 5 mM Dimedon inkubiert wurde. Anschlieend
wurden die zu untersuchenden Substanzen hinzugegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation
bei RT wurde die Reaktion mit Laemmli-Puffer gestoppt und das Reaktionsgemisch auf
ein 12%iges Gel aufgetragen. Nach der SDS-PAGE erfolgte die Analyse mittels Western

Blot und dem a-Hapten-Antikorper, wie in den Kapiteln zuvor beschrieben.

2.2.3.8 ,,Stripping* der PVDF-Membran

Nach dem Umsatz mit Antikorpern und anschlieBender Detektion konnen die gebundenen
Antikorper von der PVDF-Membran abgelost werden. Dieser Vorgang wird auch
stripping genannt. Dadurch kann die Membran fiir weitere immunologische Nachweise
verwendet werden. Nach dem stripping muss die Membran erneut blockiert werden, um
mit neuen Primir- bzw. Sekundirantikérpern umgesetzt werden zu konnen. Somit kann
eine Membran fiir mehrere immunologische Nachweise verschiedener Proteine benutzt

werden.

Vor dem stripping wurde die Membran 15 min in 1x TBST gewaschen. Danach wurde
sie mit dem Stripping Buffer (Thermoscientific) tiberschichtet und schiittelnd fiir 25 min
bei 37°C inkubiert. Die Membran wurde erneut mit 1x TBST gewaschen (15 min) und in

Blockierlosung 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C blockiert. Mit neuen Primér- bzw.
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Sekundirantikdrpern wurden weitere Untersuchungen, wie z.B. die Uberpriifung der

Ladekontrollen, erbracht.

2.2.3.9 Coomassie-Fiarbung

Im Falle einer nicht auswertbaren oder uneindeutigen Ladekontrolle wurde eine
Coomassie-Fiarbung der Membran fiir die densitometrische Auswertung herangezogen.
Um den gleichméBigen Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran zu {iberpriifen,
wurde die Membran mit Coomassie angefdarbt. Coomassie ist ein Farbstoff, der
unspezifisch an Proteine bindet und so alle Proteinbanden auf der Membran sichtbar
macht. Dazu wurde die Membran 5 min in Coomassie-Féarbeldsung geschwenkt und

anschlieBend mit der Entfarbelosung bis zur Sichtbarkeit der Proteinbanden entférbt.

2.2.3.10 Untersuchungen zur Apoptose

Die Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der Zellen kontrolliert zum Zelltod fiihrt
(Maslinska, 2003). Um zu tberpriifen, ob CNP den apoptotischen Zelltod ausldsen,
wurde ein Apoptose Array (Human Apoptosis Array Kit) vom Hersteller R&D Systems
verwendet. Mit dieser Methode kann ein weites Spektrum an Proteinen, die an der
Apoptose beteiligt sind, gleichzeitig detektiert werden. Das Kit beinhaltet
Nitrozellulosemembranen, die mit Antikorpern gegen 35 verschiedene Proteine versehen
sind. Dabei ist jeder Antikdrperspot als Duplikat vorhanden. Nach Inkubation mit den zu
untersuchenden Zelllysaten konnen die gebundenen Proteine mit einem Cocktail aus
Biotin-konjugierten Antikdrpern nachgewiesen werden. Durch Zugabe von Streptavidin-
HRP und des Chemilumineszenz-Reagenz wird an jedem Spot ein Signal erzeugt, dessen
Intensitdt proportional zur Menge an gebundenem Protein ist und eine semiquantitative

Auswertung erlaubt.

Fir die Durchfiihrung wurden A375 Melanomzellen in grofle Zellkulturschalen
(9 10 cm) ausplattiert und nach Erreichen der Subkonfluenz mit Substanzen inkubiert.

AnschlieBend wurde der Array nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.3.11 Fluorimetrischer Nachweis von intrazellulirem ROS (DCF-Assay)

In Zellen gebildete ROS konnen fluorimetrisch mit Hilfe des Farbstoffs 2'7'-
Dichlordihydrofluorescein-diacetat (H.DCF-DA) nachgewiesen werden. H2DCF-DA ist

ein membranpermeables Molekiil, das intrazelluldr durch ROS zu dem fluoreszenten
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Farbstoff Dichlorofluorescin (DCF) oxidiert wird. Nach Aufnahme des Farbstoffs in die
Zellen, wird die Esterbindung durch Esterasen zum Acetat und H2DCF gespalten, sodass
H2DCF membranimpermeabel ist und in Anwesenheit von ROS oxidiert werden kann.
Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden Zellen in 24-Wellplatten bis zur Subkonfluenz
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 uM H2DCF-DA in HBSS fiir 30 min
im Brutschrank inkubiert. Nach 30 min wurde die H-DCF-DA Losung abgenommen und
die Zellen einmal mit HBSS gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen mit 500 ul HBSS
tiberschichtet und nach Zugabe von den zu untersuchenden Substanzen direkt gemessen.
Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte im auf 37°C vorgeheizten Plattenlesegerit
(FLUOstar Optima, BMG Labtech) bei einer Anregungswellenldnge von 485 nm und
einer Emissionswellenléinge von 520 nm. Die Fluoreszenz wurde iiber einen Zeitraum
von 90 min im Abstand von jeweils 5 min gemessen. Die gemessene Fluoreszenz bzw.
die relativen Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence unit, RFU) sind somit direkt

proportional zur Menge der intrazelluldr entstehenden ROS.

2.2.3.12 Nachweis von MDA zur Indikation von Lipidperoxidation

Als Indikator fiir Lipidperoxidation, der oxidativen Schiadigung von Lipiden, dient der
Nachweis von Malondialdehyd (MDA) (Gawel et al., 2004; Ayala et al., 2014). MDA ist
ein End- und Oxidationsprodukt der Lipidperoxidation und kann {iber die Reaktion mit

2-Thiobarbitursdure (TBA) mittels HPLC nachgewiesen werden (Moselhy et al., 2013).

Zur Analyse von MDA in Zellproben wurden subkonfluente Zellen mit den zu
untersuchenden Substanzen inkubiert oder mit UV-A in der UV-Bestrahlungseinheit
BioSun (Vilber Lourmat) bestrahlt. Nach Ende der Inkubation und Bestrahlung wurde
das Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Anschlieend
wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in PBS aufgenommen und abzentrifugiert.
Das erhaltene Zellpellet wurde in 150 pl dH20 lysiert. 50 pL jeder Probe wurde in ein
1.5 ml Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt und mit je 200 pL. Thiobarbitursdure (TBA; 0.4% in
0.2M HCI) und 25 pL 2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-phenol (BHT; 0.05% in Ethanol)
gemischt. BHT ist ein Antioxidationsmittel, welches die weitere Bildung von MDA
wihrend der folgenden Erhitzung und Aufarbeitung der Proben verhindert. Die Proben
wurden dann fiir 30 min bei 95°C erhitzt. Dabei war die Bildung eines leicht rosafarbenen
Farbstoffes zu beobachten. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben auf Eis
abgekiihlt und anschlieend zentrifugiert, um restliche Bruchstiicke der Zellpellets
abzutrennen. Anschlieend erfolgte die Analyse per HPLC. Dazu wurden 50 pL auf einer
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pKb-100 Sdule der Firma Sigma aufgetrennt und mittels Fluoreszenzdetektor bei einer
Anregungswellenldnge von 513 nm und einer Emissionswellenlinge von 550 nm
detektiert. Eine Standardkurve fiir die MDA-Bestimmung wurde mit 1,1,3,3-
Tetramethoxypropan (TMP) erstellt. Dazu wurde zuerst eine Losung von TMP in 6:4
(v/v) Wasser/MeOH hergestellt und diese in unterschiedlichen Konzentrationen in dH.0O
verdiinnt. Zur Normierung der MDA-Werte aus Zellen wurde eine Proteinbestimmung

nach Lowry durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.3.2).

2.2.3.13 Bestimmung der spezifischen GAPDH-AKktivitit

Die Glycerinaldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ist ein Schliisselenzym der
zelluldren Glykolyse. Die Aktivitit der GAPDH kann iiber die Oxidation der Cysteine im
aktiven Zentrum reguliert bzw. gehemmt werden (Hildebrandt et al., 2015). Um den
Effekt der CNP auf die GAPDH zu bestimmen, wurde die Aktivitit der GAPDH nach
Inkubation mit CNP bestimmt. Die Aktivititsbestimmung der GAPDH erfolgte nach
Angaben des Herstellers mit dem Colorimetric GAPDH Assay (ScienCell, USA). Das
Prinzip des Assays beruht auf der Oxidation von NADH zu NAD", welche in der
Umkehrreaktion von GAPDH durch die Umwandlung von 1,3-BPG (1,3-
Bisphosphoglycerat) zu GAP (Glycerinaldehyd-3-Phosphat) katalysiert wird (Vopel und
Makhatadze, 2012) (Abb. 2.7). Uber die Rate der NADH Oxidation, welche bei 340 nm
photometrisch verfolgt werden kann, wird die Aktivitit von GAPDH bestimmt. Die
Abnahme der Extinktion je Zeiteinheit ist damit ein Mall fir die
Reaktionsgeschwindigkeit der GAPDH. Da aber fiir die Auswertung die Differenz aus
den einzelnen Absorptionsmessungen nach verschiedenen Reaktionszeiten (tx) und dem
Nullwert (to) gebildet wird (AA3s4onm), stellt hierbei die Zunahme von AAssonm je
Zeiteinheit ein MaB fiir die Aktivitdt der GAPDH dar.

Abb. 2.7: Reaktionsmechanismus der

GAPDH PGK gekoppelten GAPDH Aktivititsbestimmung In
der Vorwirtsreaktion katalysiert GAPDH die

NAD' NADH Umsetzung .des Substrats GAP zu 1,3-BPG,.welghes
Pi H' ADP ATP von PGK wiederum zu 3-PGA umgesetzt wird. Uber

die Umkehrreaktion wird die Aktivitdt von GAPDH
bestimmt. In der Umkehrreaktion ergibt die
Umwandlung von 3-PGA zu 1,3-BPG iiber PGK das
Substrat fiir GAPDH. Die Umsetzung zu GAP wird
durch die Anderung der NADH Konzentration
Pi . iiberwacht und dariiber die Aktivitit von GAPDH
bestimmt. (verdndert nach Vopel und Makhatadze,
2012).

Absorption bei 340 nm
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Fir die Versuchsdurchfilhrung wurden Zellen in 24-Wellplatten kultiviert. Nach
Erreichen der Subkonfluenz wurden diese behandelt, lysiert und nach Angaben des
Herstellers (mit kleinen Abweichungen) auf die Aktivitit von GAPDH getestet. Nach
Zugabe des Lysats zum Testpuffer (aus 3-PGA, B-NADH, ATP und 3-PGK) wurde die
Absorption bei 340 nm jede min iiber einen Zeitraum von 20 min im Plattenlesegerit
Tecan gemessen. Fiir die Auswertung wurde die Anfangssteigung der Reaktion bestimmt
(AA340nm/min) und anhand einer Standardkurve aus bekannten GAPDH Konzentrationen
wurde die GAPDH Konzentration in U/ml in den Proben ermittelt. Fiir die Bestimmung
der spezifischen Aktivitit der GAPDH (U/mg) wurde die Proteinmenge in den
Zelllysaten nach Durchfiihrung des Assays bestimmt. Fiir die Auswertung wurde die

Kontrolle auf 100% gesetzt und die Anderung nach Behandlung prozentual ermittelt.

Der Assay wurde ebenfalls in einem zellfreien System mit isolierter GAPDH aus
Kaninchenmuskeln von Sigma durchgefiihrt. Hierfiir wurde, wie bereits in Kapitel 2.2.3.7
beschrieben, nach der Methode von Seo & Carroll (2009) vorgegangen und die Aktivitit

von GAPDH nach der Inkubation mit den zu untersuchunden Substanzen bestimmt.

2.2.3.14 Messung des Laktatgehalts

Laktat ist das Endprodukt der anaeroben Glykolyse. Es wird verstirkt gebildet, wenn
Zellen in einen hypoxischen Zustand gelangen und ihren Energiebedarf nicht mehr aerob
decken konnen. Tumorzellen jedoch weisen auch unter normoxischen Bedingungen
aufgrund des sogenannten Warburg-Effekts eine hohe Glykolyserate und einen hohen

Laktatgehalt auf (Liberti und Locasale, 2016).

Um den Effekt von CNP auf die Glykolyse und nachfolgend auf den Laktatgehalt zu
ermitteln, wurde der Laktatgehalt bestimmt. Die zelluldre Laktatkonzentration wurde mit
dem Lactate Assay Kit (Cayman) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Das Prinzip
des Assays beruht auf der Oxidation von Laktat zu Pyruvat durch die
Laktatdehydrogenase unter Reduktion von NAD" zu NADH. NADH reagiert mit einem
fluoreszenten Substrat zu einem stark fluoreszierenden Produkt, das bei einer
Anregungswellenldnge von 530-540 nm und einer Emissionswellenlinge von 585-
595 nm analysiert werden kann. Die gemessene Fluoreszenz bzw. die relativen
Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence unit, RFU) sind somit direkt proportional zur

Laktatmenge.

71



2 Material & Methoden

Nach der Versuchsdurchfiihrung mit subkonfluenten Zellen wurde anhand des
mitgelieferten Standards die Menge an Laktat in uM bestimmt. Nach Normierung auf die
Zellzahl wurde die unbehandelte Kontrolle auf 100% gesetzt und die x-fache Anderung

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bestimmt.

2.2.4 Massenspektrometrische Methoden

2.24.1 ICP-MS

Die Aufnahme der Nanopartikel in die Zellen wurde in Zusammenarbeit mit dem
Forschungszentrum Jiilich (Abteilung Analytik ZEA-3) mit der Hilfe von Dr. Volker
Nischwitz mittels ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) untersucht.
Diese Analysemethode erlaubt aufgrund ihrer hohen Nachweisstirke die Bestimmung
einer Vielzahl von Elementen im Spurenbereich. Elemente der Seltenen Erden, wie z.B.

Cerium, zdhlen ebenfalls zu den nachweisbaren Elementen (Li et al., 2016).

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden subkonfluente Zellen in groBen Zellkulturschalen
(9 10 cm) mit CNP behandelt. Unbehandelte Zellen dienten zur Negativkontrolle. Nach
Ende der Inkubation wurden die Zellen fiir die Messung aufbereitet. Zunichst wurde das
Medium abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen bevor diese vom Boden
der Zellkulturschale abgeschabt und in ein Reaktionsgefal} iiberfiihrt wurden. Die Zellen
wurden in PBS resuspendiert und anschlieBend wieder abzentrifugiert. Alle Schritte
wurden auf Eis durchgefiihrt. Die erhaltenen Zellpellets wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert. Die zellulire Cerium-Konzentration wurde dann im

Forschungszentrum Jiilich bestimmt.

2.2.4.2 Analyse der Proteinexpression (,,Proteomics*)

Die Proteomik (,,Proteomics®) umfasst die Erforschung des Proteoms, d.h. der
Gesamtheit in einer Zelle unter definierten Bedingungen vorhandenen Proteine. Andern
sich diese Bedingungen beispielsweise nach einer Behandlung, hat das qualitative und
quantitative Auswirkungen auf die Proteinzusammensetzung (Graves und Haystead,
2002). Die Analyse des Proteoms mit MS-basierten Techniken ermdoglicht die
Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen in komplexen Proteinmischungen. Um
zu iiberpriifen, ob CNP Anderungen des Proteoms verursachen, wurde in Kooperation

mit dem Molecular Proteomics Laboratory (Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf) von
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Dr. Gereon Poschmann eine labelfreie Methode zur Quantifizierung von Proteinen mittels
Massenspektrometrie durchgefiihrt. Grundlage fiir die Messung bildet die Tatsache, dass
die Signalintensitdt eines Peptids im Massenspektrometer mit seiner Konzentration in der
Probe korreliert. Somit ist es moglich anhand der Signalintensitit, genauer mit area under
the curve (AUC), ein bestimmtes Peptid iiber mehrere Proben hinweg relativ zu

quantifizieren.

Fiir die Durchfiihrung wurden subkonfluente Zellen mit in groen Zellkulturschalen
(9 10 cm) behandelt. Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen fiir die Messung, wie
in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben, aufbereitet. Die Proben wurden im Molecular Proteomics
Laboratory (MPL) vermessen. Fiir die Auswertung wurden Vulcano Plots mit der

Software Perseus erstellt.

2.2.4.3 Analyse von reversiblen Cystein/Thiol-Modifikationen in Proteinen mit

BIAM-Switch Assay (,,Redox-Proteomics*)

Um den Redox-Status beziiglich der Thioloxidation von Zellen zu visualisieren und die
posttranslational ~verdnderten Proteine mit reversiblen Cysteinoxidationen zu
identifizieren wurde eine Methode iiber die Massenspektrometrie in Kooperation mit Frau
Dr. Ilka Wittig (Institut fiir Funktionelle Proteomics, Goethe-Universitit Frankfurt)
durchgefiihrt. Hierfliir werden zuerst freie Thiolgruppen mit N-Ethylmaleimid (NEM)
blockiert, um den Oxidationszustand der Cysteine zu erhalten. Nach Entfernung von
ungebundenem NEM werden oxidierte Cysteine mittels Dithiothreitol (DTT) reduziert,
welche im Folgenden iiber biotinyliertes Iodoacetamid (BIAM) markiert und an
Streptavidin-beschichtete Beads gebunden werden. AnschlieBend konnen die

gebundenen Proteine angereichert und iiber die Massenspektrometrie analysiert werden.

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden subkonfluente Zellen in grof3en Zellkulturschalen
(0 10 cm) behandelt. Nach der Inkubation mit den zu untersuchenden Substanzen wurde
das Medium entfernt und die Zellen einmal mit NEM-haltigem PBS gewaschen.
Anschlieffend wurden die Zellen in 20% TCA abgekratzt und in Eppendorf-Gefifie
tiberfiihrt. Fiir das weitere Vorgehen wurden die Proben in die Abteilung Funktionelle
Proteomics der Goethe-Universitdt Frankfurt geschickt. Fiir die Auswertung wurden

Vulcano Plots mit der Software Perseus erstellt.
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2.3 Allgemeine Versuchsbedingungen

Verwendete Losungen wurden mit dH20 aus einer Milli-Q Anlage (Millipore, Eschborn)
hergestellt. Die im Ergebnisteil dargestellten Experimente wurden mindestens dreimal
unabhéngig voneinander durchgefiihrt (Ausnahmen sind vermerkt). Sdmtliche Zellkultur-
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank (Clean Air

Sterilbank, Thermo Life Sciences) durchgefiihrt.

2.4  Statistik

Fiir die statistische Analyse der Signifikanz wurden Tests wie One-Way-ANOVA mit
anschlieBendem Dunett's Test bei Experimenten, die mindestens dreimal unabhingig
voneinander wiederholt wurden, mit Hilfe des Programms Graphpad Prism durchgefiihrt.
Der Student's t-Test wurde durchgefiihrt, wenn zwei Datenreihen miteinander verglichen
werden sollten. Vor der Studie wurden *p < 0.05, **p < 0.01 und ***p < 0.001 als Mal}
fiir die Signifikanz festgelegt.
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Die Entwicklung alternativer Therapieformen des malignen Melanoms ist aufgrund von
begrenzten Therapiemoglichkeiten und der geringen Ansprechrate gegeniiber
herkommlichen Chemotherapeutika von grofer Bedeutung. Auf der Suche nach
alternativen, therapeutischen Ansdtzen gegen das schwer zu bekdmpfende maligne
Melanom haben redox-aktive Ceroxid-Nanopartikel (CNP) in fritheren Studien
vielversprechende Ergebnisse gezeigt. Es wurden cytotoxische und zudem auch
antiinvasive Effekte in verschiedenen Tumorzelllinien in vitro festgestellt (Alili et al.,
2011; Sack-Zschauer et al., 2017a). Auch in vivo inhibierten CNP das Tumorwachstum
in Xenograft-Mausmodellen (Alili et al., 2013). Allerdings sind die molekulare Wirkung
und der zugrunde liegende Mechanismus nicht vollstindig aufgeklért, sodass weitere
Untersuchungen notwendig sind. Daher sollten in dieser Studie die Effekte von CNP auf
Melanomzellen (A375) und im Vergleich dazu auf normale (gesunde, stromale)
Hautmelanozyten (NHEM) und -fibroblasten (NHDF) untersucht werden. Im Hinblick
auf eine therapeutische Anwendung ist es wichtig, die Effekte auch auf normale Zellen
zu ermitteln, um mogliche Nebenwirkungen zu erfassen. Neben Untersuchungen der
Cytotoxizitdt, der Proliferation und der Aufnahme von CNP wurde auch die Wirkung von
CNP auf die Proteinexpression untersucht. Aufgrund von redox-aktiven Eigenschaften
von CNP wurde auch die Redox-Aktivitit genauer untersucht. Da die Eigenschaften der
Partikel fiir eine therapeutische Anwendbarkeit von groer Bedeutung sind, wurden die
in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikel zunéchst auf ihre Eigenschaften hin untersucht
und mit anderen CNP verglichen um fiir weitergehende Untersuchungen die am besten
geeigneten zu verwenden. Teile der Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits publiziert

(Sack-Zschauer et al., 2017b).

3.1 Charakterisierung der verwendeten CNP

Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung ist eine genaue Charakterisierung der
Nanopartikel (GroBe, Aggregationsverhalten, Oberfldchenladung und
Oberflacheneigenschaften) notwendig (Sack-Zschauer et al., 2017b; Das et al., 2013;
Dowding et al., 2013; Karakoti et al., 2012). Die in dieser Arbeit verwendeten CNP sind

kommerziell erhidltliche Nanopartikel, welche von der Firma Sciventions (Toronto,
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Kanada) erworben wurden. Die CNP (1.5 mg/ml bzw. ~8.7 mM) lagen in einer Acrylat-
stabilisierten (1.27 mg/ml), wiéssrigen Suspension (pH 7-8) vor. Das nicht toxische
Acrylat wird in der Synthese von Nanopartikeln hdufig zur Gewdhrleistung der
kolloidalen Stabilitét in der Losung und der Hemmung der Aggregation genutzt (Sehgal
et al.,, 2005). Die Partikelaggregation verdndert physikalische Eigenschaften von
Nanopartikeln, sodass beispielsweise durch Groenzunahme die Aufnahme in die Zellen
verlangsamt bzw. verhindert wird und die intrazelluldren Effekte variieren konnen
(Dowding et al, 2013; Albanese et al, 2012). Aufnahmen am
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) zeigen (Abb. 3.1), dass die hier verwendeten
Partikel {iberwiegend vereinzelt vorliegen. Gezeigt sind TEM-Aufnahmen nach
Herstellerangaben und Messungen am XRD (X-ray Diffraction) (Abb. 3.1). Mittels XRD,
auch Rontgendiffraktometrie oder Rontgenbeugung genannt, konnen Aussagen iiber die
Struktur von Nanomaterialien getroffen werden (Arya et al., 2014; Whitfield und
Mitchell, 2004). Das XRD-Spektrum zeigt, dass die in dieser Arbeit verwendeten CNP

eine kristalline Struktur aufweisen.
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Abb. 3.1: Charakterisierung der verwendeten CNP (A) Transmissionselektronische Aufnahme (B)
XRD-Spektrum (www.sciventions.com).

3.1.1 Bestimmung der Grofle von CNP mittels DLS

Die TEM-Aufnahmen vom Hersteller (Abb. 3.1) deuten auf eine kleine Partikelgrof3e von
CNP im Submikron-Bereich hin. Zur genauen Gréfenbestimmung der CNP wurden in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Anorganische Chemie und Strukturchemie I
(Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf) Messungen mittels DLS (dynamische
Lichtstreuung, engl. dynamic light scattering) durchgefiihrt. DLS ist eine weitverbreitete
Technik zur Bestimmung der GroBe und GroBenverteilung von Nanopartikeln in Losung

(Murdock et al., 2008; Ddorfler, 2002). In Abb. 3.2 ist die GroBenverteilung der CNP
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gezeigt. Es wurden drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt. Fiir jede
Messung wurden mindestens 3 Einzelmessungen durchgefiihrt, welche gemittelt wurden.
Eine GroBenverteilung kann nach Intensitit, Volumen oder Anzahl angegeben werden.
Die intensititsgewichtete Verteilung, welche als Messwert zuerst angegeben wird,
beriicksichtigt nicht, dass grofere Partikel mehr Licht streuen als kleinere Partikel. Mit
entsprechenden Annahmen, beispielsweise tiber den Brechungsindex oder die Dichte der
Partikel, kann die Verteilung umgerechnet werden, die grofere Partikel {ibertont. In der
vorliegenden Arbeit ist daher die volumengewichtete Verteilung von CNP dargestellt,
wobei die GroBe als hydrodynamischer Durchmesser in nm angegeben wird. Das
Ergebnis zeigt, dass sich die Grofenverteilung der CNP {iber einen kleinen Bereich
erstreckt und die Partikel im Mittel einen hydrodynamischen Durchmesser von 4.7 (£ 3.6)
nm haben. Da nur ein Hauptpeak zu sehen ist, kann festgestellt werden, dass die

verwendeten CNP kein Agglomerationsverhalten aufweisen und vorwiegend einzeln

vorliegen.
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Abb. 3.2: GroBlenverteilung von CNP (veroffentlicht in Sack-Zschauer et al.,, 2017b) Die
Bestimmung der Grofle bzw. GroBenverteilung erfolgte mit DLS. Dargestellt wurde die volumenbasierte
Haufigkeitsverteilung gegen den hydrodynamischen Durchmesser (in nm) der GroBenverteilung von CNP.
Es wurden drei unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente (n=3) gemittelt und mit Hilfe der
Software Zetasizer ausgewertet.

Als Referenz zu den in dieser Arbeit verwendeten CNP mit einer Gréfe von < 10 nm
wurden weitere CNP mit einer durchschnittlichen GréB3e von > 25 nm verwendet (CNP-
S von Sigma), welche zudem auch stérker agglomerieren und so eine Grof3e von bis zu
100 nm erreichen konnen (Daten nicht gezeigt, verdffentlicht in Sack-Zschauer et al.,
2017b). Untersuchungen in Zellen zeigten, dass groBBere Partikel wie CNP-S im Hinblick
auf eine therapeutische Anwendung nicht geeignet sind (Sack-Zschauer et al., 2017b).
Deshalb sind die in dieser Studie verwendeten Partikel mit einem kleinen Durchmesser

(< 10 nm) fiir weitere, biochemische Untersuchungen am besten geeignet. Nicht nur die
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kleine Grofe ist ein positives Kriterium fiir die Entscheidung der weiteren Verwendung,
sondern auch die Eigenschaft hinsichtlich einer redox-aktiven Wirkung, welche im

ndchsten Kapitel néher erldutert und untersucht wird.

3.1.2 Analyse der Transmission von CNP zur Bestimmung des

Oxidationsstatus

CNP weisen aufgrund der Féhigkeit des Lanthanoids Cerium (Cer), zwischen seinen zwei
Oxidationsstufen (III und IV) wechseln zu konnen, vielversprechende Eigenschaften
beziiglich einer redox-aktiven Wirkung auf. Nicht nur die Féhigkeit zwischen den beiden
Oxidationsstufen autokatalytisch wechseln zu kdnnen, sondern auch die Entstehung von
Sauerstoffvakanzen auf der Oberflache bei der Herstellung der Partikel begiinstigt die
Redox-Aktivitidt der CNP (Das et al., 2013; Karakoti et al., 2010; Korsvik et al., 2007).
Hierbei ist die biologische Aktivitit der Partikel in den Zellen stark von dem Verhiltnis
von Ce*" zu Ce*" abhiingig (Sack-Zschauer et al., 2017b; Pulido-Reyes et al., 2015;
Dunnick et al., 2015). Die Analyse der Transmission der Partikel mit UV/VIS
Spektroskopie liefert Hinweise auf deren Oberflachenladung, denn in Anwesenheit von
Ce*" auf der Partikeloberfliche ist im Transmissionsspektrum nach Zugabe von
Wasserstoffperoxid (H202) ein charakteristischer shifi des Spektrums in den
langweilligen Bereich (nach rechts) zu beobachten (Heckert et al., 2008a). Dieser shift
wird als Folge einer Anderung der Oxidationsstufe gesehen. Hierbei wird durch die

Zugabe von H202 das Ce** zu Ce*" oxidiert.

Fiir die Untersuchung der Transmission der hier verwendeten CNP wurde in dieser Arbeit
nach der Methode von Heckert et al. (2008), gearbeitet. Transmissionspektra von CNP
(1 mM) wurden vor und nach der Oxidation durch H202 in einem Wellenldngenbereich
von 190 bis 1100 nm aufgezeichnet. Das Ergebnis in Abb. 3.3 zeigt, dass die hier
verwendeten Partikel nach Zugabe von H20: den oben beschriebenen shift (um ca.
100 nm) zeigen. Das Cer in den hier verwendeten CNP zeigt somit ein Mischverhéltnis
der Oxidationsstufen III und IV. Durch den Vergleich mit Partikeln, fiir welche das
Verhiltnis von Ce*" zu Ce*" bekannt ist (Sack-Zschauer et al., 2017b; Korsvik et al.,
2007), kann vermutet werden, dass ein ausgewogenes Verhiltnis von Ce**- zu Ce**-Ionen
in der Nanopartikel-Losung vorliegt, welches durch Oxidation zugunsten von Ce*'

verschoben wird.
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Abb. 3.3: Charakteristisches Transmissionsspektrum von CNP mit den Oxidationsstufen III und IV
(veroffentlicht in Sack-Zschauer et al., 2017b) Transmission einer 1| mM CNP-Losung mit einem
ausgeglichenen Verhiltnis von Ce*" zu Ce*" (schwarze Linie) und typischer shift nach Oxidation durch
H>0; (75 mM) in Richtung Ce*' (rote Linie).

Der charakteristische shift erfolgt nur in Anwesenheit von Partikeln mit der
Oxidationsstufe III. CNP, die auf ihrer Oberflache nur die Oxidationsstufe IV aufweisen,
zeigen nach der Zugabe von H20: keinen shift nach rechts. Als Referenz wurden CNP-S
untersucht, die bekanntermaf3en auf ihrer Oberflaiche nur die Oxidationsstufe IV haben.
In Abb. 3.4 ist zu sehen, dass CNP-S (1 mM) keine Verschiebung des
Transmissionsspektrums nach Zugabe von H20: zeigen. Es wird nicht verdndert und
somit kann geschlussfolgert werden, dass diese Partikel aufgrund einer niedrigen Menge
oder komplett fehlendem Ce*" nicht oxidiert werden kénnen und dass das Cer dieser
Partikel ausschlieBlich als Ce*" vorliegt. Somit ist eine Redox-Aktivitit dieser Partikel
nicht gegeben und eine intrazellulire Wirkung der CNP-S deshalb ausgeschlossen. Fiir
die weiteren Experimente wurden CNP mit einer kleinen GroBe (< 10 nm) und einem
vorliegenden Ce*'/Ce*'-Verhiltnis verwendet. Eine genaue Bestimmung der
prozentualen Mengen von Ce*" und Ce*" war mit den vorliegenden Methoden nicht

moglich.
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Abb. 3.4: Charakteristisches Transmissionsspektrum von CNP-S mit der Oxidationsstufe IV
(verdffentlicht in Sack-Zschauer et al., 2017b) Transmission einer | mM CNP-S Losung vor (schwarze
Linie) und nach (rote Linie) der Oxidation durch H,O,. Es wurde kein shift nach Zugabe von H,0»
beobachtet.

3.1.3 Untersuchungen zur SOD-mimetischen Aktivitit von CNP

Mechanistische Untersuchungen hinsichtlich der Wirkung von redox-aktiven CNP
zeigen, dass CNP in zellfreien Systemen eine Superoxid-Dismutase (SOD)-mimetische
Aktivitit aufweisen (Alili et al., 2011; Korsvik et al., 2007). Ahnlich der zelluliren SOD
wird eine zweistufige Reaktion angenommen. Es wird vermutet, dass in der ersten
Teilreaktion Ce*" durch Superoxid zu Ce*" reduziert wird, wodurch aus Superoxid
molekularer Sauerstoff entsteht. In der zweiten Teilreaktion reagiert Ce*" mit einem
weiteren Superoxid und 2 Protonen (H') zu H20>. Hierbei wird Ce*" wieder zu Ce**
oxidiert (Korsvik et al., 2007). Um zu {iberpriifen, ob die in dieser Studie verwendeten
CNP ebenfalls katalytisch wirken und eine SOD-mimetische Wirkung aufweisen, wurde
ein zellfreier SOD-Test unter Verwendung von einem Xanthin/Xanthinoxidase-System
(X/XO-System) als Superoxidquelle und einem Tetrazoliumsalz (MTT) als Farbindikator
der Reaktion durchgefiihrt. Das gebildete Superoxid kann MTT zu blau-violettem
Formazan reduzieren, dessen Bildung photometrisch bei 570 nm bestimmt werden kann.

Somit ist die Bildung von Formazan ein indirekter Nachweis fiir die Entstehung und
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Anwesenheit von Superoxid. Die Zugabe von SOD oder SOD-mimetischen CNP
eliminiert das gebildete Superoxid und hemmt somit die Bildung von Formazan. Die Rate
der Hemmung ist somit ein Hinweis auf die Aktivitdt der SOD bzw. SOD-mimetischen

CNP.

Um den Assay zu verifizieren, wurde als Positivkontrolle aufgereinigte SOD der Firma
Abcam in den Konzentrationen 1 U/ml, 2 U/ml und 5 U/ml eingesetzt. Anhand der
Positivkontrolle konnte gezeigt werden, dass das verwendete System funktioniert und zur
Uberpriifung der SOD-Wirkung von CNP eingesetzt werden kann. Die Zugabe von reiner
SOD hemmt im Vergleich zur Negativkontrolle die Bildung von Formazan
konzentrationsabhéngig. Die Zugabe von 1 U/ml SOD hemmt die Bildung von Formazan
um ca. 32%, 2 U/ml um ca. 47% und 5 U/ml um ca. 66%. (Abb. 3.5). Die Messung von

SOD dient als Positivkontrolle und wurde daher nur einmal durchgefiihrt.
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Abb. 3.5: Aktivitit der SOD Die Aktivitit wurde mit Hilfe von MTT in einem Xanthin/Xanthinoxidase
(X/XO)-System als Superoxidquelle gemessen. MTT dient als Detektor fiir die gebildeten
Superoxidradikale. Die Reduktion von gelbem MTT zu blau-violettem Formazansalz durch die
Superoxidradikale wird in Anwesenheit von SOD gehemmt, sodass weniger Formazan gebildet wird. Die
Bildung von Formazan wurde photometrisch bei 570 nm gemessen (n=1). t, Zeit; ct, Kontrolle

Nach Bestitigung der Funktionalitit des Assays wurden im Weiteren CNP auf ihre SOD-
mimetische Eigenschaft hin untersucht. Fiir die Durchfiihrung wurden CNP in drei
verschiedenen Konzentrationen (150 uM, 500 uM und 1000 uM) getestet. Es wurden drei
voneinander unabhingige Experimente fiir jede Konzentration durchgefiihrt. Dargestellt
sind eine représentative Kinetik (Abb. 3.6) und die Zusammenfassung der Experimente
(Abb. 3.7) mit der prozentualen Hemmung der Formazanbildung in Bezug auf die
Kontrolle. Die Ergebnisse zusammen (Abb. 3.6 und 3.7) zeigen, dass CNP die Bildung

von Formazan signifikant und konzentrationsabhdngig hemmen. Abb. 3.7 zeigt, dass in
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Anwesenheit von 150 pM CNP ca. 33% weniger Formazan gebildet wird, wobei mit

300 uM die Hemmung 52% und mit 1 mM 68% betrégt.
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Abb. 3.6: SOD-mimetische Aktivitit von CNP Die Aktivitit wurde mit Hilfe von MTT in einem
Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO)-System als Superoxidquelle gemessen. MTT dient als Detektor fiir die
gebildeten Superoxidradikale. Die Reduktion von gelbem MTT zu blau-violettem Formazansalz durch die
Superoxidradikale wird in Anwesenheit von CNP gehemmt, sodass weniger Fornazan gebildet wird. Die
Bildung von Formazan wurde photometrisch bei 570 nm gemessen. Dargestellt ist eine reprisentative
Messung von drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten (n=3). t, Zeit; ct, Kontrolle
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Abb. 3.7: Hemmung der Formazanbildung durch CNP Die SOD-mimetische Wirkung von CNP wurde
mit Hilfe von MTT in einem Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO)-System gemessen. Die Reduktion von
gelbem MTT zu blau-violettem Formazansalz durch die vom X/XO-System gebildeten Superoxidradikale
wird in Anwesenheit von CNP gehemmt, sodass weniger Formazan entsteht. Die Bildung von Formazan
wurde photometrisch bei 570 nm gemessen. Dargestellt ist die prozentuale Hemmung der Formazanbildung
von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten (n=3) (***p<0.001; One-way-ANOVA
mit Dunett's post hoc Test). ct, Kontrolle

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die in vielen Publikationen beschriebene SOD-
mimetische Aktivitdit der CNP auch in den in dieser Arbeit verwendeten CNP

nachgewiesen werden kann. Zusammen mit den vorherigen Ergebnissen beziiglich der
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PartikelgroBe (Abb. 3.2) und Oberflichenladung (Abb. 3.3) kann festgestellt werden, dass
die in dieser Arbeit verwendeten CNP geeignete Eigenschaften fiir weitergehende

biochemische Untersuchungen in Zellen aufweisen.

3.2 Einfluss von CNP auf Zellviabilitit und -proliferation

Fiir neue Therapien von Krebserkrankungen, in diesem Fall von Hautkrebs, sind neben
Erkenntnissen {liber die Wirkung auf Tumorzellen auch die Aufklarung iiber die Wirkung
auf normale Zellen erforderlich, um mdégliche Nebenwirkungen und auch Einfliisse auf
die Tumor-Stroma Interaktion zu erfassen. Um die Wirkung von CNP auf
Hautkrebszellen zu testen, wurden Melanomzellen der Zelllinie A375 verwendet. Als
Referenz fiir normale (gesunde, stromale) Zellen wurde mit Hautzellen gearbeitet, welche
in vivo den Tumor umgeben und einen groflen Anteil der Zellen der Haut bilden. Zum
einen wurden normale humane epidermale Hautmelanozyten (NHEM), welche den nicht
transformierten Zelltyp der Melanomzellen reprédsentieren, und zum anderen normale
humane dermale Hautfibroblasten (NHDF) untersucht, welche eine bedeutende Rolle in
der Tumor-Stroma Interaktion spielen und den Hauptteil der Zellen der Haut bilden.
Somit stellen diese Zellen das ideale Modell stromaler Zellen dar. In Abb. 3.8 sind
mikroskopische Bilder von Melanomzellen (A375) (A), epidermalen Melanozyten
(NHEM) (B) und dermalen Fibroblasten (NHDF) (C) zu sehen. Fiir die Durchfiihrung der

Experimente wurde mit subkonfluenten Zellen gearbeitet.

Abb. 3.8: Lichtmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Zelltypen Gezeigt sind subkonfluente
(A) Melanomzellen (A375), (B) normale humane epidermale Melanozyten (NHEM) und (C) normale
humane dermale Fibroblasten (NHDF).
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3.2.1 Cytotoxizitit von CNP

Wie bereits in vorherigen Kapiteln erwéhnt, zeigen in vitro Untersuchungen mit Dextran-
gekoppelten CNP cytotoxische Effekte in einigen Tumorzelllinien (Alili et al., 2013; Alili
etal., 2011), wohingegen in den untersuchten normalen Zellen keine Toxizitét festgestellt
wurde, sondern tendenziell sogar eine Protektion gegeniiber exogenen Noxen wie
Doxorubicin (Sack et al., 2014) oder Paraquat (von Montfort et al., 2015). Um die
Wirkung der hier verwendeten Acrylat-stabilisierten CNP auf die zu untersuchenden
Zellen zu ermitteln, wurde ein Cytotoxizitétstest durchgefiihrt. Hierbei wurde der Einfluss
von CNP auf die Zellviabilitit von Melanomzellen (A375) und normalen Hautzellen
(NHEM und NHDF) mit Hilfe des MTT-Assays untersucht. Fiir die Durchfiithrung des
MTT-Assays wurden zunédchst subkonfluente Melanomzellen mit verschiedenen
Konzentrationen CNP (150 uM, 300 uM und 450 uM) fiir 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
behandelt. In Abb. 3.9 ist das Ergebnis als Dosis-Wirkungs-Kurve von drei voneinander

unabhingig durchgefiihrten Experimenten dargestellt.

Nach der Behandlung mit CNP konnte in den Melanomzellen eine signifikante,
konzentrations- und zeitabhingige Abnahme der Zellviabilitdt festgestellt werden. Nach
24 h ist bei allen drei Konzentrationen keine relevante Toxizitdt aufgetreten, sodass bei
der hochsten Konzentration von 500 pM die Zellviabilitit etwa 89% betrégt. Eine stirkere
Abnahme der Zellviabilitit konnte erst bei langeren Inkubationszeiten (> 48 h) festgestellt
werden. Nach 48 h wird bei der geringsten Konzentration von 150 uM eine Verringerung
der Zellviabilitdt um ca. 11% erreicht, welche mit zunehmender Konzentration stirker
wird. Bei 300 uM liegt die Zellviabilitét bei 83% und bei 500 uM bei 70%. Nach 72 h
werden die cytotoxischen Effekte durch CNP noch stirker, sodass in den beiden héheren
Konzentrationen von 300 uM und 500 pM eine signifikante Toxizitdt durch CNP erreicht
wird. Demzufolge verringert sich die Zellviabilitdt bei 300 uM um ca. 48% und bei 500
uM um ca. 68%. Nach 72 h Inkubation mit 150 uM betrigt die Zellviabilitit ca. 65%.
Nach 96 h verringert sich die Zellviabilitdt noch weiter, sodass diese bei der hochsten
Konzentration von 500 pM nur noch bei ca. 16% liegt. Nach 96 h Inkubationszeit mit
150 uM ist die Zellviabilitdt auf ca. 44% und bei 300 uM auf ca. 27% gefallen. Somit
zeigen die CNP eine zeit- und konzentrationsabhéngige Zunahme der Toxizitdt in den

A375 Melanomzellen.
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Abb. 3.9: Zeit- und konzentrationsabhingige Zunahme der Cytotoxizitit von CNP in Tumorzellen
Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden fiir 24 h, 48 h, 72 h und 96 h mit 150 uM, 300 uM und 500
uM CNP behandelt. Die Zellviabilitit wurde durch den MTT-Test bestimmt. Es wurden drei voneinander
unabhéngige Experimente (n=3) mit Dreifachbestimmungen in jeder Dosisgruppe fiir jeden Zeitpunkt
durchgefiihrt. Die Mittelwerte + S.E.M. der Absorptionen bei 570 nm wurden bestimmt und auf die
unbehandelten Kontrollzellen (ct), deren Viabilitét auf 100% gesetzt wurde, bezogen. Dargestellt sind die
prozentualen Erniedrigungen gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen (*p<0.05, **p<0.01,
*#%p<(0.001; One-way-ANOVA mit Dunett's post hoc Test). t, Zeit

Um die Wirkung von CNP in normalen Hautzellen zu iiberpriifen, wurden Melanozyten
(NHEM) und Fibroblasten (NHDF) ebenfalls mit 150 uM, 300 uM und 500 uM CNP
behandelt. Da die stirkste Toxizitdt von CNP in den Melanomzellen nach 96 h
nachgewiesen werden konnte, wurde der Assay in normalen, stromalen Zellen nur nach
96 h durchgefiihrt. Das Ergebnis in Abb. 3.10 zeigt, dass CNP nach 96 h keine
cytotoxischen Effekte auf normale Zellen haben, sodass folglich eine Uberpriifung der
fritheren Zeitpunkte nicht erforderlich ist, weil eine vorangegangene Toxizitét
ausgeschlossen werden kann. Es kann vielmehr tendenziell sogar eine Zunahme der
Zellviabilitit nach Behandlung mit CNP beobachtet werden. In Abb. 3.10 sind
Tumorzellen und normale Hautzellen im Vergleich dargestellt. CNP wirken toxisch auf
Tumorzellen, wohingegen keine toxischen Effekte in normalen Zellen festgestellt werden

konnen.
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Abb. 3.10: Selektiv cytotoxische Wirkung von CNP in Tumorzellen Subkonfluente Melanomzellen
(A375), normale humane epidermale Melanozyten (NHEM) und normale humane dermale Fibroblasten
(NHDF) wurden 96 h mit 150 pM, 300 uM und 500 pM CNP behandelt. Die Zellviabilitdt wurde durch
den MTT-Test bestimmt. Es wurden drei voneinander unabhéngige Experimente (n=3) mit
Dreifachbestimmungen in jeder Dosisgruppe fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrt. Die Mittelwerte der
Absorptionswerte = S.E.M., gemessen bei 570 nm, wurden bestimmt und auf die unbehandelten
Kontrollzellen (ct), deren Viabilitit auf 100% gesetzt wurde, bezogen. Dargestellt sind die prozentualen
Verdnderungen gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen (¥*p<0.05, **p<0.01; One-way-ANOVA mit
Dunett's post hoc Test).

Fiir die folgenden Experimente wurde basierend auf den Ergebnissen des MTT-Assays
hauptséchlich die Konzentration von 300 uM fiir die Behandlung der Zellen mit CNP
festgelegt, da diese Konzentration toxisch auf Tumorzellen und nicht toxisch, tendenziell
sogar proliferationsférdernd, auf normale Zellen wirkt. Ebenso wurden weitere in vitro
Untersuchungen immer im Bereich von 24 h bis 72 h durchgefiihrt, da ab 72 h

zunehmende Cytotoxizitédt in den Tumorzellen einsetzt.

3.2.2 Effekt von CNP auf die Zellproliferation

Nach den vielversprechenden Daten zur Cytotoxizitdt sollte als nédchstes untersucht
werden, inwiefern CNP die Proliferation der Zellen beeinflussen. Um CNP gegen
maligne Tumoren einsetzen zu konnen, sollten diese die Proliferation der Tumorzellen
nicht positiv beeinflussen, sondern vielmehr verringern. Eine Erhéhung der Proliferation
wiirde das Wachstum des Tumors begiinstigen und somit gegen den therapeutischen
Einsatz von CNP sprechen. Um den Einfluss von CNP auf die Zellproliferation von
Melanomzellen (A375) und normalen Hautzellen (NHEM und NHDF) zu untersuchen,
wurde der BrdU-Proliferationstest der Firma Merck durchgefiihrt.
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Abb. 3.11: Selektiv proliferationshemmende Wirkung von CNP in Tumorzellen Subkonfluente
Melanomzellen (A375), normale humane epidermale Melanozyten (NHEM) und normale humane dermale
Fibroblasten (NHDF) wurden 24 h, 48 h und 72 h mit 300 pM CNP behandelt. Die Zellproliferation wurde
durch den BrdU-Assay bestimmt. Es wurden drei voneinander unabhéngige Experimente (n=3) mit
Zweifachbestimmung fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. der RFU
(relative fluorescence units) als Mal} fiir die Proliferation. Die Proliferationsrate der unbehandelten
Kontrollzellen (ct) wurde auf 100% gesetzt und die Messwerte der behandelten Zellen auf diese bezogen
(*p<0.05; One-way-ANOVA mit Dunett's post hoc Test).

Alle Zellen wurden mit 300 uM CNP fiir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Die lingste
Inkubationszeit von 96 h wurde aufgrund der hohen Cytotoxizitit in A375
Melanomzellen (Abb. 3.9 und 3.10) nicht getestet. Nach Ende der jeweiligen Inkubation
wurden die Zellen mit dem Thymidin-Analogon BrdU fiir 24 h inkubiert. Der Einbau von
BrdU in die neusynthetisierte DNA dient als MaB fiir die Proliferation der Zellen. Abb.
3.11 zeigt die Mittelwerte von jeweils drei voneinander unabhingig durchgefiihrten
Experimenten, wobei die unbehandelten Kontrollen der einzelnen Zelltypen auf 100%
gesetzt und die anderen Werte darauf bezogen wurden. In Melanomzellen zeigt die
Behandlung mit 300 pM CNP eine zeitabhéngige Abnahme der Proliferation, wiahrend in
Melanozyten und Fibroblasten der Haut keine durch CNP hervorgerufene Abnahme der
Proliferation beobachtet wird, vielmehr sogar tendenziell eine CNP-bedingte Erh6hung
der Zellproliferation. Demzufolge betrdgt die Abnahme der Proliferation in den
Melanomzellen im Vergleich zu den unbehandelten Melanomzellen (ct) nach 24 h 10%,

nach 48 h 39% und nach 72 h 64%.

Die Ergebnisse der Proliferation korrelieren somit mit den Ergebnissen zur Cytotoxizitéit

von CNP in diesen Zellen. Zusammenfassend zeigen CNP bei Tumorzellen
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proliferationshemmende und cytotoxische Effekte, wihrend in normalen Hautzellen bei
gleichen Konzentrationen kein Einfluss auf die Viabilitit und auch Proliferation

beobachtet werden kann.

3.3 Aufnahme von CNP in die Zellen

In fritheren Studien wurden durch elektronenmikroskopische Aufnahmen von
vergleichbar groen CNP sowie fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von FITC-
markierten CNP eine intrazelluldire Aufnahme in Tumorzellen und normalen Zellen
gezeigt (Sack et al., 2014; Alili et al., 2011). Hierbei wurden CNP hauptsédchlich im
Cytosol der Zellen detektiert. Die intrazelluldre Verteilung von CNP, welche friithestens
nach 4 h nachgewiesen werden konnte, beschriankt sich auf das Cytosol, wohingegen CNP
nicht im Zellkern nachweisbar waren. Diese Beobachtung bestitigt, dass CNP keine

genotoxischen Effekte aufweisen (Sack et al., 2014).

Im Weiteren sollte die zellulire Aufnahme der hier verwendeten Acrylat-stabilisierten
CNP nidher untersucht werden. Denn bislang wurde nicht aufgeklart, ob CNP
konzentrationsabhéngig von verschiedenen Zelltypen wie Tumorzellen und normalen,
stromalen Zellen in unterschiedlichen Mengen aufgenommen werden. Ein Unterschied in
der Aufnahme von CNP koénnte zu dem in den vorangegangenen Experimenten
beobachteten selektiven Effekt von CNP in Tumorzellen und normalen Hautzellen
fiihren. Es wurde gezeigt, dass CNP toxisch und proliferationshemmend in Tumorzellen
wirken, wihrend kein negativer Einfluss auf normale Zellen beobachtet wird. Um die
Menge aufgenommener CNP  quantifizieren zu  konnen, wurde eine
massenspektrometrische Methode mit induktiv gekoppeltem Plasma, auch ICP-MS
genannt, angewendet. Die Methode der ICP-MS ermoglicht den quantitativen Nachweis
nahezu aller chemischen Elemente. Der quantitative Nachweis von Nanopartikeln erfolgt
tiber die spezifische Elementbestimmung. Folglich wurden CNP {iber die analytische

Bestimmung des Cerium (Ce)-Gehalts nachgewiesen.

Da nicht nur die Aufnahme an sich (,proof of uptake*), sondern quantitativ die
aufgenommene Menge in Tumorzellen und normalen Hautzellen verglichen und zudem
eine Beziehung zwischen den beobachteten toxischen Effekten in Tumorzellen und
tatsdchlich aufgenommener CNP-Menge aufgestellt werden sollte, wurden ein friiher

Zeitpunkt (24 h), bei dem keine bis leichte toxischen Effekte in den Tumorzellen
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beobachtet werden, und ein spéterer Zeitpunkt (72 h), bei welchem eine deutliche
Toxizitdt in Tumorzellen zu sehen ist, getestet. In den gesunden, stromalen Zellen ist zu

keinem dieser Zeitpunkte eine Toxizitdt sichtbar.

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden subkonfluente Melanomzellen (A375) und
Melanozyten (NHEM) mit 300 uM CNP fiir 24 h und 72 h inkubiert. Melanozyten
wurden fiir dieses Experiment als reprédsentativer normaler Zelltyp der Haut verwendet.
Unbehandelte Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Messung der Proben erfolgte von
Dr. Volker Nischwitz mit ICP-MS im Forschungszentrum Jiilich in der Abteilung
Analytik ZEA-3. In Abb. 3.12 sind Mittelwerte von zwei Replikaten pro Behandlung

dargestellt, wobei die gemessene Ce-Menge auf die Masse der Zellproben bezogen

wurde.
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Abb. 3.12: Identische Menge an CNP in Melanomzellen und Melanozyten Fiir die Untersuchung
wurden subkonfluente A375 Melanomzellen und Melanozyten (NHEM) mit 300 uM CNP fiir 24 h und
72 h inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (-). Zwei groBe Zellkulturschalen
wurden pro Ansatz prozessiert. Die Messung erfolgte mittels ICP-MS (Forschungszentrum Jiilich).
Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. der Messwerte, welche auf die Masse der Zellproben bezogen
wurden. Ce, Cerium

Die Analyse mittels ICP-MS ergibt, dass die Behandlung mit CNP keine signifikanten
Unterschiede in der Aufnahme in Melanomzellen und Melanozyten zeigt. Nach 24 h ist
die nachgewiesene Ce-Menge in Melanozyten tendenziell groBer als in Melanomzellen,
wobei nach 72 h kaum noch Unterschiede sichtbar sind, sodass die Ce-Menge bei beiden
Zelltypen ungefdhr gleich ist. Innerhalb der jeweiligen Zelltypen gibt es auch keine
signifikanten, zeitabhéngigen Unterschiede. Die Ce-Menge in den Melanomzellen ist

nach 72 h Inkubation tendenziell mehr als nach 24 h, wobei in den Melanozyten eine
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leichte Abnahme nach 72 h im Gegensatz zu 24 h sichtbar ist. Bei den unbehandelten

Kontrollen der beiden Zelltypen kann wie erwartet kein Cerium nachgewiesen werden.

Ein wichtiger Aspekt, der durch die Analyse mittels ICP-MS auch festgestellt werden
kann, ist, dass von der eingesetzten CNP-Konzentration (300 pM), welche mit 51.6 mg/1
gleichzusetzen ist, zwischen 33% und 46% in der ICP-MS nachgewiesen werden. Es ist
zu bemerken, dass in die Messwerte sowohl die intrazelluldr aufgenommene Menge von
CNP als auch diejenige an der duBleren Zellmembran eingehen. Eine alternative,
nachweisstirkere Methode als die ICP-MS zur Differenzierung und Quantifizierung der

intra- und extrazelluldiren CNP war nicht gegeben.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Menge an CNP in Tumorzellen
und normalen Zellen nahezu identisch ist. Nicht die Menge, sondern nur die zelluldre
Wirkung von CNP, welche Gegenstand von weiteren Untersuchungen dieser Arbeit

darstellt, scheint ausschlaggebend fiir die selektive Wirkung zu sein.

3.4 CNP-bedingte Modulation der Apoptose in Tumorzellen

Die cytotoxische Wirkung einer Substanz kann iiber verschiedene Wege vermittelt
werden. Zum einen iiber die Apoptose, den physiologischen und programmierten Zelltod
und zum anderen iber die Nekrose, den unkontrollierten Zelltod, welcher mit
pathologischen Prozessen wie z.B. Entziindung einhergeht (Ashkenazi und Salvesen,
2014; Maslinska, 2003). In der Literatur und auch in vorherigen Projekten innerhalb der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Brenneisen wurde gezeigt, dass Dextran-gekoppelte CNP
ithre cytotoxische Wirkung in Tumorzellen iiber den apoptotischen Zelltod vermitteln.
Alili et al. (2013) untersuchten klassische Marker der Apoptose wie die Freisetzung von
Cytochrom C, die Aktivierung von Caspase 3 und die Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) nach Behandlung mit vergleichbaren CNP in Tumorzellen. Eine

CNP-bedingte Induktion der Apoptose konnte mit diesen Markern nachgewiesen werden.

Um zu tberpriifen, ob die in dieser Arbeit verwendeten Acrylat-stabilisierten CNP
ebenfalls den apoptotischen Zelltod in A375 Melanomzellen induzieren, wurde ein
Proteinarray der Firma R&D Systems zum Nachweis von apoptotischen Proteinen
durchgefiihrt. Auf dem sogenannten Apoptose-Array befinden sich 35 Antikorper, die

nach Inkubation mit Zelllysaten den parallelen Nachweis von 35 Apoptose-assoziierten
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Proteinen ermodglichen. Fiir den Versuch wurden subkonfluente A375 Melanomzellen mit
300 uM CNP fiir 24 h und 72 h inkubiert. Als Referenzsubstanz wurden die Zellen mit
0.5 uM Doxorubicin fiir 24 h behandelt, eine Substanz, die in der herkdémmlichen
Chemotherapie als Cytostatikum haufig zum Einsatz kommt und iiber die Interkalation
in die DNA, Hemmung der Topoisomerase Il und Erh6hung der ROS-Menge Apoptose
auslost (Beretta und Zunino, 2008; Minotti et al., 2004a). Fiir die Auswertung wurde das
erhaltene Proteinsignal densitometrisch ausgewertet und die Mittelwerte der Duplikate
sowie das Verhéltnis der Signale aus behandelten zu unbehandelten Proben gebildet. Das
Experiment wurde zur Validierung der bereits verdffentlichten proapoptotischen
Wirkung von CNP nur einmal durchgefiihrt, weshalb die Ergebnisse nicht statistisch,

sondern nur tendenziell beurteilt werden konnen.

Das Ergebnis in Abb. 3.13 zeigt, dass CNP zeitabhingig die Erhéhung von wichtigen
proapoptotischen Proteinen verursachen. Nach 24 h CNP-Behandlung wird in den
meisten Apoptose-assoziierten Proteinen eine leichte Erhohung beobachtet, wobei nach
72 h die Erhohung deutlicher wird. AuBBerdem zeigt das Ergebnis, dass durch CNP beide
Wege der Apoptose induziert werden. Hierbei wird zwischen intrinsischer und
extrinsischer Apoptose unterschieden, die durch die Induktion von charakteristischen
Proteinen nachgewiesen werden konnen. Beim intrinsischen Weg wird durch die
Expression pro-apoptotischer Proteine der Bcl2-Familie wie Bad und Bax die
Ausschiittung von Cytochrom C mit anschliefender Signalkaskade induziert (Elmore,
2007). Bezogen auf die unbehandelten Zellen fithrt CNP in den Melanomzellen zu einem
1.22-fachen Anstieg von Bad und zu einem 1.18-fachen Anstieg von Bax nach 24 h. Nach
72 hist die Expression von Bad um das 2.03-fache und von Bax um das 1.56-fache erhoht.
Die Expression antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2 und Bel-x ist nach CNP-Behandlung
nicht moduliert (Daten nicht gezeigt). Weitere wichtige Proteine, welche bei der
Induktion von Apoptose mitwirken, sind die des Zellzyklus. Kann der Zellzyklus
aufgrund von Schiden nicht fortgesetzt werden, so wird p53 iiber Phosphorylierung
aktiviert. Die Anhdufung von p53 fiihrt zur Aktivierung von p21, welches die
Proliferation unterbindet und schlieBlich zur Induktion von Apoptose fiihrt (Gartel und
Tyner, 2002). Beide Proteine sind nach der Behandlung mit CNP erhoht. Die Erh6hung
ist nach 72 h 1.77-fach (p53) und 1.52-fach (p21).
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Abb. 3.13: Zunahme proapoptotischer Proteinmarker nach Behandlung mit CNP in Tumorzellen
Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden fiir 24 h und 72 h mit 300 uM CNP inkubiert. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde der Apoptose-Array durchgefiihrt (n=1). Dargestellt sind Antikérperspots
ausgewahlter proapoptotischer Proteine und das Verhaltnis der Signale aus behandelten und unbehandelten
Proben (Ratio +/-).

Der extrinsische Weg der Apoptose erfolgt iiber die Aktivierung zellmembranstdndiger,
sogenannter Todesrezeptoren, die fiir die Weiterleitung der Signale von sogenannten
Todesliganden intrazelluldr verantwortlich sind und so zur Induktion von Apoptose
fiihren (Khosravi-Far und Esposti, 2004). Zu diesen Rezeptoren gehoren die TRAIL-
Rezeptoren. Nach 72 h CNP-Behandlung wird eine 1.66-fache Erhdhung beim TRAIL
R1-Rezeptor und eine 1.35-fache Erhohung beim TRAIL R2-Rezeptor beobachtet.
Weitere pro-apoptotische Proteine, die zum extrinsischen Weg gehdren, sind FAS und
FADD, welche ebenfalls nach der Behandlung mit CNP erhoht sind. Der extrinsische
Weg kann {iber das Verkniipfungsprotein tBid intrazelluldr in den intrinsichen Weg
tiberfiihrt werden. Allerdings sind weitere Untersuchungen erforderlich, um ndhere
Aussagen beziiglich des Verhéltnisses intrinsischer zu extrinsischer Apoptose durch CNP

treffen zu konnen. Die vorliegenden Daten bieten einen Ansatz fiir diese Untersuchungen.

Ein weiterer Nachweis fiir eine pro-apoptotische Wirkung von CNP ist die Menge der a-
Untereinheit des Hypoxie-induzierbaren Faktors HIF-1, welcher als Transkriptionsfaktor
die zellulire Antwort auf Hypoxie reguliert und eine bedeutende Rolle in der
Tumorprogression einnimmt, indem HIF-1 die Transkription von Genen fiir Enzyme der
Glykolyse und Prozesse der Angiogenese aktiviert (Lu et al., 2002). Unter normoxischen
Bedingungen wird die Untereinheit HIF-la von spezifischen Prolylhydroxylasen
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hydroxyliert, welche in Folge ubiquitiniert und zur Degradation vom gesamten HIF-1
Protein fiihrt. Unter hypoxischen Bedingungen werden die Prolylhydroxylasen
inaktiviert, sodass HIF-1 nicht destabilisiert wird (Semenza, 2008; Vaupel, 2004). Der
Transkriptionsfaktor HIF-1 wird auBBerdem durch erhohte ROS-Mengen aktiviert, welche
einer Hypoxie dhneln, die sich u.a. in einem vermehrten ROS signaling du3ert (Bonello
et al., 2007). Alili et al. (2013) haben gezeigt, dass CNP zur Stabilisierung der a-
Untereinheit und damit zur Aktivierung von HIF-1 fithren. Mit den hier verwendeten
CNP kann ebenfalls eine leichte Akkumulation von HIF-1a nach 72 h festgestellt werden,

was mit einer Erhdhung der Aktivitdt von HIF-1 einhergeht.

Das als Referenzsubstanz eingesetzte Cytostatikum Doxorubicin zeigt auch die Induktion
von pro-apoptotischen Faktoren in A375 Melanomzellen (Abb. 3.14). Hierbei sind
ebenfalls Erhohungen in den Proteinen des intrinsischen und extrinsischen Weges zu
sehen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass CNP und Doxorubicin in diesem Kontext
dhnliche Wirkungen aufweisen und einen pro-apoptotischen Effekt auf die Tumorzellen

ausuben.

Protein (-) 0.5uM DOX 24 h Ratio (+/-)
Referenz Spots “ “ 1

Bad " 0.71
Bax LB 1.71
TRAILR1/DR4 . » . . 1.42
TRAIL R2/DRS e [ X J 1.26
FADD . e ) & 0.73
Fas/TNFRSF6/CDI5 . o0 1.58
HIF-1a B LR 1.96
p21/CIP1/CDKNIA oo 1.65
p27/Kip1 2.27
Phospho-p53 (515) 2.59

Abb. 3.14: Zunahme proapoptotischer Proteinmarker nach Behandlung mit Doxorubicin in
Tumorzellen Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden fiir 24 h mit 0.5 pM Doxorubicin (DOX)
inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Apoptose-Array durchgefiihrt (n=1). Dargestellt sind
Antikdrperspots ausgewdhlter proapoptotischer Proteine und das Verhiltnis der Signale aus behandelten
und unbehandelten Proben (Ratio +/-).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die hier verwendeten Acrylat-

stabilisierten CNP die Aktivierung von apoptotischen Signalwegen in Tumorzellen
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vermitteln und die Cytotoxizitidt von CNP {iber Apoptose vermittelt wird. Aullerdem wird
deutlich, dass die Ergebnisse zur Apoptose mit den Ergebnissen zur Cytotoxizitit von
CNP (Abb. 3.9) in Tumorzellen korrelieren, denn nach 24 h CNP-Behandlung wird in
den A375 Melanomzellen nur eine leichte Cytotoxizitdt im Vergleich zu den stark
cytotoxischen Effekten nach 72 h gesehen. Die Ergebnisse hier zeigen, passend zu den
Toxizitétsdaten, eine stirkere Induktion von pro-apoptotischen Proteinen nach 72 h CNP-

Behandlung als nach 24 h.

3.5 Analyse der Proteinexpression in Tumorzellen nach

Behandlung mit CNP (,,Proteomics*)

Zahlreiche Publikationen sprechen den CNP schon jetzt ein hohes Potenzial als
antikanzerogenes Mittel in der Zukunft zu (Gao et al., 2014; Xu und Qu, 2014; Das et al.,
2013). Die selektiv cytotoxische Wirkung in Tumorzellen und normalen Zellen sowohl
in vitro als auch in vivo ist eine sehr gute Voraussetzung, um CNP als therapeutisches
Mittel gegen Krebs einzusetzen (Alili et al., 2013; Alili et al., 2011). Um CNP sicher im
Rahmen einer Therapie einsetzen zu konnen, muss der zugrunde liegende
Wirkmechanismus vollstindig aufgeklirt werden. Um einen Uberblick iiber die Wirkung
von CNP in Zellen auf das Proteinmuster zu erhalten und Therapie-relevante
Zielstrukturen (,,Proteintargets®) identifizieren zu konnen, wurde im Weiteren der
Einfluss von CNP auf die Proteinexpression analysiert. Hierbei sollte tiberpriift werden,
ob CNP eine Anderung des Proteoms in Tumorzellen verursachen, welche zu den
beobachteten cytotoxischen Effekten fiihren konnten. Als Referenz und Positivkontrolle
wurde das genotoxische Doxorubicin benutzt. Anderungen im Proteom nach Behandlung
mit Doxorubicin sind in zahlreichen Publikationen beschrieben (Hammer et al., 2010;

Chen et al., 2002).

Fiir die Durchfiihrung der Analyse wurden A375 Melanomzellen mit 300 uM CNP und
als Referenz mit 0.5 pM Doxorubicin fiir 24 h behandelt. Unbehandelte Zellen dienten
als Negativkontrolle. Nach 24 h wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben,
vorbereitet und zur Messung dem Molecular Proteomics Laboratory von Prof. Kai Stiihler
der hiesigen Universitit in Kooperation zur Verfiigung gestellt. Nach
massenspektrometrischer Analyse und Auswertung der Daten wurden insgesamt 1905

Proteine in Melanomzellen identifiziert. Die Ergebnisse wurden zur leichteren
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Interpretation als Vulkandiagramme (Vulcano Plots) dargestellt, bei denen signifikant
verdnderte Proteine einen negativen (Erniedrigung der Proteinexpression) und positiven
(Erh6hung der Proteinexpression) log2-Wert auf der x-Achse haben und oberhalb von 1.3
auf der y-Achse liegen. Hierbei wurde der negative dekadische Logarithmus des
Wahrscheinlichkeitswertes  (p-Wert) gegen den bindren Logarithmus des
Expressionsunterschiedes (x-fache Anderung) aufgetragen. Fiir die Analyse der Daten
wurden somit Proteine ausgewdhlt, die einen Expressionsunterschied von mindestens + 2
zeigen und einen signifikanten p-Wert < 0.05 haben. In Abb. 3.15 wird die Analyse der
Daten aus Doxorubicin-behandelten Melanomzellen, verglichen mit den Daten der
unbehandelten Melanomzellen, dargestellt. Die Behandlung der Melanomzellen mit
Doxorubicin zeigt, wie erwartet, eine Anderung in der Proteinexpression. Demzufolge
werden viele Proteine mit einer x-fachen Erhdhung und Erniedrigung identifiziert. In
Tabelle 3.1 sind alle Proteine aufgelistet, die nach der Behandlung mit Doxorubicin im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unter den festgelegten Bedingungen (> 2

Expressionsunterschied, p < 0.05) hoch- und herunterreguliert werden.
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Abb. 3.15: Verinderte Proteinexpression nach Behandlung mit Doxorubicin in Tumorzellen Nach
der Behandlung von subkonfluenten A375 Melanomzellen mit 0.5 pM Doxorubicin (DOX) fiir 24 h wurde
der Einfluss auf das Proteom untersucht. Vier groBe Zellkulturschalen wurden fiir die Messung
unabhéngig voneinander prozessiert. Die weitere Messung erfolgte im Proteomics Molecular Laboratory
(MPL) mittels Massenspektrometrie und die Analyse der Daten zuerst mit der Software MaxQuant und
anschlieBend mit der Software Perseus. Es wurde ermittelt, ob durch die Behandlung Gruppen von
Proteinen in ihrer Abundanz verdndert werden. Dargestellt ist das Ergebnis in einem Vulcano Plot,
welcher die x-fache Erhdhung (rechts) bzw. Erniedrigung (links) der Proteinmenge im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (ct) sowie deren Signifikanz zeigt. Die horizontale Linie (rot) (p-Wert: -logjo
(1.3) = 0.05) représentiert die Signifikanzebene p < 0.05, wihrend die vertikalen Linien (rot) (-log, (-1/1)
2 2-fache Erniedrigung/2-fache Erhéhung) die x-fache Anderung darstellen.
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Doxorubicin bewirkt die Anderung der Abundanz von Proteinen in verschiedenen
funktionellen Gruppen. So ist beispielsweise die Expression von DNA damage binding
protein 2 (DDB2) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 4.45-fach erhoht. DDB2
wird rekrutiert, wenn eine Schédigung in der DNA vorliegt und eine Reparatur notwendig
ist (Stoyanova et al., 2009). Ein weiteres Protein, das Sequestosome-1 (SQSTM1, auch
als p62 bekannt), ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 3.4-fach erhoht. Es ist
beschrieben, dass Doxorubicin den Prozess der Autophagie blockiert, was u.a. iiber die
Akkumulation von SQSTMI1/p62 gezeigt werden kann. Autophagie ist ein
Uberlebensmechanismus, der bei Dysfunktion zur Apoptose fiihrt (Bjorkoy et al., 2009).
Weitere Beispiele fiir Proteine, die durch Doxorubicin moduliert werden, sind Proteine
des Zellmetabolismus wie Fructose-2,6-bisphosphatase TIGAR (TIGAR) und des
Elektronentransports wie Ferredoxin reductase (FDXR). Die Doxorubicin-vermittelten
Verdnderungen im Proteom der Tumorzellen geben Hinweise zum Wirkmechanismus

von Doxorubicin und tragen letztendlich zum cytotoxischen Effekt bei.

Proteinname x-fache Anderung (> 2); p <0.05
< |NADPH:adrenodoxin oxidoreductase (mitochondrial); Ferredoxin reductase (FDXR) 4.82
'g Sequestosome-1 (SQSTM1/p62) 3.41
g Kynureninase (KYNU) 2.63
'g MICAL-like protein 1 (MICALL1) 2.22
; DNA damage-binding protein 2 (DDB2) 4.45
:_E Perilipin-2 (PLIN2) 3.87
E Tubulin alpha-1C chain (TUBA1C) 2.06
Fructose-2,6-bisphosphatase TIGAR (TIGAR) 3.02
Ribosomal L1 domain-containing protein 1 (RSL1D1) 2.29
HLA class Il histocompatibility antigen, DR alpha chain
(HLA-DRA) 291
c Integrin beta-3 (ITGB3) 2.16
-g Asparagine synthetase; glutamine-hydrolyzing (ASNS) 2.12
g Importin subunit alpha-1 (KPNA2) 2.27
ig ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosylation factor 3 70
T |(ARF1; ARF3)
E’ A-kinase anchor protein 12 (AKAP12) 3.17
%' CCAAT/enhancer-binding protein zeta (CEBPZ) 212
§ Bystin (BYSL) 2.60
“ Pumilio domain-containing protein KIAA0O020 (KIAA0020) 2.87
U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A (UTP14A) 2.36
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 (DDX47) 2.47
Nucleolar protein 6 (NOL6) 2.12

Tab. 3.1: Zusammenfassung der verinderten Proteine nach Doxorubicin Behandlung in A375
Melanomzellen
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In Abb. 3.16 ist das Ergebnis von CNP im Vergleich zur Negativkontrolle dargestellt.
Das Ergebnis zeigt, dass CNP im Gegensatz zu Doxorubicin nach 24 h keinen
signifikanten Einfluss auf die Proteinexpression haben. Es werden keine Proteine
detektiert, welche durch CNP signifikant erhoht oder erniedrigt wurden. Untersuchungen
zur intrazelluldren Aufnahme zeigen auch, dass CNP nur im Cytosol verteilt und nicht in
den Kern aufgenommen werden, sodass vermutlich keine direkten Effekte auf die
zellulire DNA und Genexpression stattfinden (Sack et al., 2014; Alili et al., 2011).
Passend dazu haben Sack et al. (2014) mit Hilfe des Comet Assays gezeigt, dass CNP

keine genotoxischen Effekte in Melanomzellen verursachen.
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Abb. 3.16: Kein Einfluss von CNP auf die Proteinexpression in Tumorzellen Nach der Behandlung
von subkonfluenten A375 Melanomzellen mit 300 pM CNP fiir 24 h wurde der Einfluss auf das Proteom
untersucht. Vier gro3e Zellkulturschalen wurden fiir die Messung unabhéngig voneinander prozessiert. Die
Messung erfolgte im Proteomics Molecular Laboratory (MPL) mittels Massenspektrometrie und die
Analyse der Daten zuerst mit der Software MaxQuant und anschlieend mit der Software Perseus. Es wurde
ermittelt, ob durch die Behandlung Gruppen von Proteinen in ihrer Abundanz veréndert werden. Dargestellt
ist das Ergebnis in einem Vulcano Plot, welcher die x-fache Erhéhung (rechts) bzw. Erniedrigung (links)
der Proteinmenge im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (ct) sowie deren Signifikanz zeigt. Die
horizontale Linie (rot) (p-Wert: -logio (1.3) = 0.05) reprisentiert die Signifikanzebene p < 0.05, wihrend
die vertikalen Linien (rot) (-logz (-1/1) 2 2-fache Erniedrigung/2-fache Erhohung) die x-fache Anderung
darstellen.

Da die Behandlung mit CNP keine signifikanten Expressionsunterschiede verursacht,
wurden zur Validierung der Daten reprisentativ drei Proteine herausgesucht, welche nach

der Behandlung mit Doxorubicin signifikant erhoht wurden. Demzufolge wurden die
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Proteine DDB2, SQSTM1/p62 und FDXR, welche auch in Abb. 3.15 farblich markiert
wurden, zur Validierung der MS-Analyse mittels Western Blot-Analysen herangezogen.
Hammer et al. (2010) haben die Doxorubicin-bedingte Erhéhung von FDXR in
Leberkrebszellen (HepG2) nachgewiesen. Aullerdem haben De Luca et al. (2011) die
Zunahme der Proteinexpression von DDB2 nach Behandlung mit Doxorubicin in
Prostatakrebszellen, sowie Kobayashi et al. (2010) und Moruno-Manchon et al. (2016)
die Erhéhung von SQSTM1/p62 in Kardiomyozyten und Nervenzellen gezeigt.

In Abb. 3.17 sind die Ergebnisse der Western Blot-Analysen dargestellt, jeweils mit
einem reprasentativen Blot und der densitometrischen Auswertung von drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten. So wie auch in den zugehorigen Vulcano
Plots, fiihrt die Behandlung mit CNP zu keiner Verdnderung der Proteinexpression,
wohingegen Doxorubicin zu einer Erhdhung der Proteinmengen fiihrt. Somit konnen die

Daten der MS-Analyse mit den Ergebnissen der Western Blot-Analysen validiert werden.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass CNP im Gegensatz zu Doxorubicin
keinen signifikanten Einfluss auf die Proteinexpression haben, weshalb im Weiteren die

Redox-Aktivitit der Partikel ndher untersucht werden sollte.

p62

3

x-fache Anderung
x-fache Anderung
x-fache Anderung

_ - 300 (MCNP - + _ 300 UM CNP — + _ 300 uMCNP
- - +  0.5uMDOX - - +  0.5uMDOX - - +  0.5uMDOX

Abb. 3.17: Western Blot-Analysen zur Validierung der Ergebnisse der Proteinexpression in A375
Melanomzellen Die Expression von DDB2 (43 kDa) (A), FDXR (~54 kDa) (B) und SQSTM1/p62
(62 kDa) (C) wurde in subkonfluenten A375 Melanomzellen durch die Behandlung mit 300 uM CNP sowie
mit 0.5 uM Doxorubicin (DOX) fiir 24 h mittels Western Blot untersucht. Unbehandelte Zellen dienten als
Negativkontrolle, GAPDH (~37 kDa) oder a-Tubulin (~50 kDa) dienten als Ladekontrollen. Dargestellt ist
jeweils ein reprédsentativer Blot und die densitometrische Analyse von drei unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten (n=3), wobei die unbehandelte Kontrolle auf 1 gesetzt wurde und die anderen
Werte fiir die Ermittlung der x-fachen Anderung auf diese bezogen wurden.
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3.6 Redox-Aktivitit von CNP

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente legen den Schluss nahe, dass die
hauptsdchliche Wirkung von redox-aktiven CNP auf posttranslationaler Ebene stattfindet.
Daher sollten im Weiteren ROS-abhdngige Prozesse ndher untersucht werden. Zunéchst
sollte der Einfluss von CNP auf den ROS-Gehalt in Zellen und infolgedessen mogliche
oxidative Schiaden bzw. Modifikationen von Makromolekiilen wie Lipiden und Proteinen
untersucht werden, um den zugrundeliegenden Mechanismus der Partikel weiterhin zu

erforschen.

3.6.1 Einfluss von CNP auf den intrazelluliren ROS-Gehalt

In zahlreichen Studien ist beschrieben und kontrovers diskutiert, dass CNP redox-aktive
Eigenschaften besitzen und sowohl anti- als auch prooxidative Effekte in verschiedenen
Zelltypen verursachen. So wurde der intrazellulire ROS-Gehalt CNP-bedingt in vielen
Tumorzelllinien wie in Plattenepithelkarzinomzellen erhoht (Alili et al., 2011). Auch in
humanen Leber- und Lungenkarzinomzellen wurde eine Erhohung des intrazelluldren
Gehalts an ROS beobachtet (Cheng et al., 2013; Lin et al., 2006). Antioxidative Effekte
hingegen wurden in stromalen Fibroblasten (von Montfort et al., 2015), retinalen

Neuronen (Chen et al., 2006) und Endothelzellen (Chen et al., 2013) beobachtet.

Um festzustellen, ob die in vorherigen Experimenten beobachteten cytotoxischen Effekte
von CNP in Tumorzellen primér durch ROS vermittelt werden, wurde zuerst der Einfluss
von CNP auf den intrazelluliren ROS-Gehalt von Melanomzellen untersucht. Im
Vergleich dazu wurde auch der Einfluss von CNP auf den intrazelluldren ROS-Gehalt in
normalen Hautzellen ermittelt. Fiir die Untersuchung des intrazelluliren ROS-Gehalts
wurde der DCF-Assay durchgefiihrt, welcher intrazelluldr Peroxide detektiert. Dazu
wurden subkonfluente Melanomzellen (A375), Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten
(NHEM) mit dem Fluoreszenzfarbstoff 2',7'-Dichlordihydrofluorescein-diacetat
(H2DCF-DA) angeférbt, der intrazelluldr in Anwesenheit von ROS zu dem stark
fluoreszierenden Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert wird. Die Fluoreszenzintensitét des
Farbstoffs steigt proportional mit der Menge an intrazelluliren ROS an und dient somit
als MaB fiir den ROS-Gehalt in den Zellen. Fiir die Messungen am Fluorometer wurden
die Zellen zuerst mit H2DCF-DA angeférbt und danach mit 300 uM CNP inkubiert. Als
technische Positivkontrolle wurden die Zellen mit 500 uM H202 behandelt (Daten nicht
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3 Ergebnisse

gezeigt), als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen (ct). Es wurden drei
voneinander unabhédngige Experimente durchgefiihrt, von denen ein reprédsentatives
Beispiel, jeweils von Melanomzellen (A375), Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten
(NHEM), dargestellt ist (Abb. 3.18).

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen nach 90 min von drei
Versuchen ergibt in Melanomzellen (A375) einen deutlichen Anstieg des intrazelluldren
ROS-Gehalts durch CNP. Nach Behandlung mit CNP steigt der ROS-Gehalt im
Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle um ca. 64% an. In den gesunden, stromalen
Zellen fiihren CNP ebenfalls zu einem Anstieg des intrazelluliren ROS-Gehalts, wobei
der Anstieg verglichen mit dem in Tumorzellen nicht so stark ausféllt. In NHDF fiihren

CNP zu einem 33%igen und in NHEM zu einem 22%igen Anstieg von ROS.

50000+
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-~ 300 pM CNP
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Abb. 3.18: Erhdohung des intrazelluliren ROS-Gehalts in Tumorzellen und normalen Hautzellen im
Vergleich (Ergebnisse von A375 und NHDF verdffentlicht in Sack-Zschauer et al., 2017b)
Subkonfluente Melanomzellen (A375), Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten (NHEM) wurden zunichst
mit dem Fluoreszenzfarbstoff H.DCF-DA inkubiert. Nach 30 min wurde extrazellulires H,DCF-DA
entfernt und die Zellen mit 300 pM CNP inkubiert. Die Fluoreszenz des gebildeten DCF (RFU, relative
fluorescence unit) wurde zu Beginn der Behandlung iiber einen Zeitraum von 1.5 h alle 5 min gemessen.
Es wurden jeweils drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt (n=3), von denen jeweils ein
reprasentatives Beispiel dargestellt ist. t, Zeit; ct, unbehandelte Kontrolle
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CNP weisen somit eine stark prooxidative Wirkung in Melanomzellen auf, wiahrend in
normalen Fibroblasten und Melanozyten nur ein leichter Effekt zu sehen ist. Eine in der
Literatur beschriebene antioxidative Wirkung von CNP konnte in den hier verwendeten
normalen Zellen nicht nachgewiesen werden. Allerdings ist zu bemerken, dass die ROS-
Mengen vor und nach der Behandlung mit CNP in den Fibroblasten und Melanozyten zu
jedem Zeitpunkt der Messung viel niedriger sind als die in den Tumorzellen (Abb. 3.18).
Wihrend bei den Fibroblasten am Endpunkt der Messung (nach 90 min) die RFU-Werte
unter 10000 und bei den Melanozyten unter 1000 sind, liegt die Fluoreszenzintensitét in
den Melanomzellen iiber 30000 RFU. Der basale ROS-Gehalt von Melanomzellen ist
verglichen mit den Fibroblasten um das 2.9-fache und mit den Melanozyten um das 19-
fache erhoht. Es ist festzuhalten, dass die in den Fibroblasten und Melanozyten
beobachtete Erhohung des ROS-Gehalts durch die Behandlung mit CNP zu jedem

Zeitpunkt der Messung unterhalb der von den unbehandelten Melanomzellen liegt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass CNP in allen hier untersuchten
Zelltypen prooxidativ wirken, wobei die Tumorzellen sowohl basal als auch CNP-bedingt
einen hoheren ROS-Gehalt zeigen als die Fibroblasten und Melanozyten. Andere ROS-
Messungen innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Brenneisen unterstiitzen den hier
beobachteten prooxidativen Effekt von CNP. In einem zusitzlichen Assay wurde als
weiterer Nachweis fiir die prooxidative Wirkung von CNP der extrazelluldre Gehalt an
reaktiven Sauerstoffspezies (H202) gemessen. Die Behandlung mit CNP fiihrt zu einem
signifikanten Anstieg der extrazelluldren Konzentration an H202 in Tumorzellen (Alili et
al., 2013). Beruhend auf diesen Ergebnissen kann angenommen werden, dass es in Zellen
aufgrund der CNP-vermittelten Bildung von ROS zu einer Verdnderung des zelluldren
Redox-Status kommen kann, welcher vermutlich in einer oxidativen Schidigung bzw.
Modifikation von Makromolekiilen resultiert. Daher wurden im Folgenden mogliche
Konsequenzen der CNP-vermittelten Anderung des intrazelluliren ROS-Gehalts
tiberpriift und dabei der Einfluss von CNP auf Lipidperoxidation und Proteinoxidation

ndher untersucht.

3.6.2 Einfluss von CNP auf oxidative Lipidschidigung

Prooxidative Substanzen, die eine Erhohung des intrazelluliren ROS-Gehalts
verursachen, fithren zu oxidativem Stress, wenn das antioxidative System die Erhdhung

nicht kompensieren kann. Dieser kann zu oxidativen Modifikationen und Schiden von
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Makromolekiilen wie DNA, Lipiden und Proteinen fiihren (Reczek und Chandel, 2015;
Valko et al., 2006; Turrens, 2003). Eine durch ROS-verursachte Schiadigung an Lipiden,
auch Lipidperoxidation genannt, erfolgt v.a. an Lipiden mit mehrfach ungesittigten
Fettsduren. Es ist beschrieben, dass die Oxidation der Doppelbindungen der mehrfach
ungesittigten Fettsduren eher durch hochreaktive, radikalische Sauerstoffverbindungen
wie das Hydroxyradikal und weniger durch nicht-radikalische Sauerstoffverbindungen
wie H202 erfolgen kann. Durch die sogenannte Fenton-Reaktion konnen aus H202,
welches durch freie Eisen(II)-Ionen reduziert wird, Hydroxylradikale generiert werden,
wodurch die Lipidperoxidation initiiert werden kann (Ayala et al., 2014; Mylonas und
Kouretas, 1999). Es gibt unterschiedliche Methoden zum Nachweis einer
Lipidperoxidation. Malondialdehyd (MDA) ist einer der am héufigsten bestimmten
Marker der Lipidperoxidation, welcher iiber die Reaktion mit 2-Thiobarbitursédure (TBA)
bestimmt werden kann (Moselhy et al.,, 2013; Gawel et al.,, 2004). Das gebildete
fluoreszierende Addukt kann als MaB fiir die Menge an MDA gemessen werden. Uber
diese Methode kann auch indirekt ermittelt werden, welche Art von ROS durch CNP
gebildet werden und ob CNP eine Fenton-dhnliche Reaktion ausiiben. Frithere Studien
deuten auf die CNP-vermittelte Bildung von H20:2 hin. Jedoch gibt es neuere Studien
anderer Forschungsgruppen, welche zeigen, dass die in der Nanopartikel-Losung
enthaltenen Ce**-lonen H20: reduzieren und so zur Bildung von Hydroxylradikalen

fiihren konnen (Xu und Qu, 2014; Heckert et al., 2008b).

In der vorliegenden Arbeit wurde MDA als Marker fiir die Lipidperoxidation mittels
HPLC bestimmt. Fiir den Nachweis von MDA wurden zunidchst subkonfluente
Melanomzellen mit 300 uM CNP fiir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Es wurden drei
verschiedene Positivkontrollen verwendet. Zum einen wurden die Zellen mit 250 uM und
500 uM H202 (2 h) als Positivkontrolle fiir nicht-radikalische Sauerstoffverbindungen
behandelt. Zum anderen wurden sie beispielhaft fiir radikalische Sauerstoffverbindungen
mit 200 uM FeCl2 (2 h) behandelt, welches intrazelluldr die Initiation der Fenton-
Reaktion und somit die Bildung von Hydroxylradikalen verursacht und drittens mit UV-
A bestrahlt, was zur Bildung von freien, reaktiven Radikalen, wie z.B Singulett-
Sauerstoff und Superoxidanionradikalen, fiihrt (Tyrrell, 2012). Als Negativkontrolle
dienten unbehandelte Melanomzellen. Die Menge an MDA wurde iiber eine
Standardkurve, welche mit 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP) erstellt wurde, bestimmt.
Fiir die Auswertung wurde die Proteinmenge in den Proben ermittelt und die Messwerte

normalisiert.
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Das Ergebnis in Abb. 3.19 zeigt Mittelwerte der durchgefiihrten Experimente, wobei die
unbehandelte Kontrolle auf 100% gesetzt und die anderen Werte auf diese bezogen
wurden. Eine Behandlung mit CNP resultiert nicht in einem Anstieg des MDA-Gehalts
im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Behandlung mit H2O: fiihrt ebenfalls zu keiner
Zunahme von MDA, wihrend die Behandlung der Zellen mit FeClz und die Bestrahlung
mit UV-A zu einem drastischen Anstieg fiihren. Die Zunahme betrégt mehr als das 3-

fache der unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 3.19: Keine Auswirkung von CNP auf die Lipidperoxidation (MDA-Bildung) in den
Tumorzellen Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden mit 300 uM CNP fiir 24 h, 48 hund 72 h
inkubiert. Als Positivkontrollen dienten H>O»- und FeCl,-behandelte sowie UV-A-bestrahlte Zellen.
Unbehandelte bzw. unbestrahlte Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Bestimmung des MDA-Gehalts
erfolgte iiber HPLC. Es wurden drei voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt (n=3).
Dargestellt ist das x-fache der unbehandelten Kontrolle + S.E.M. (***p<0.001; One-way-ANOVA mit
Dunett's post hoc Test).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass kein MDA durch CNP entsteht und somit keine
CNP-bedingte Lipidperoxidation stattfindet. Daher ldsst sich vermuten, dass keine
Hydroxylradikale durch CNP generiert werden und auch keine Fenton-dhnliche Reaktion
stattfindet. Die CNP-bedingte Bildung von hochreaktiven Hydroxylradikalen kann somit
vorerst ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse zu den Positivkontrollen H202 und
FeCl2/UV-A sowie die ROS-Messung in vorangegangenem Experiment deuten darauf
hin, dass es sich bei den von CNP verursachten ROS primér um H202 handelt, was durch
die vorherigen Ergebnisse untermauert wird. Eine Erhohung der zelluldren H20o-
Konzentration kann zu reversiblen und irreversiblen oxidativen Schiden fiihren. Daher
sollte im Folgenden ndher auf oxidative Proteinmodifikationen, genauer auf das H20:-

sensitive Thiol-Proteom, eingegangen werden.
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3.6.3 Einfluss von CNP auf oxidative Proteinmodifikation

Neben oxidativen Schéden an Lipiden konnen intrazelluldr erhohte ROS-Mengen auch
zu oxidativen Proteinmodifikationen fithren. Eine durch ROS verursachte Schidigung
erfolgt meistens iiber oxidative Modifikationen der Seitenketten von Proteinen. Eine
charakteristische Modifikation ist die sehr spezifische Thioloxidation von Cysteinen, die
durch H202 vermittelt wird (Gupta und Carroll, 2014; Paulsen und Carroll, 2013; Lo
Conte und Carroll, 2013). Die H202-vermittelten Oxidationsprodukte in Cysteinen von
Proteinseitenketten werden auch Sulfensduren (-SOH) genannt. Sulfensduren sind
reversibel und konnen iiber Glutathion zuriick zu freien Thiolen reduziert werden. Doch
bei bestehendem, iibermiBigem oxidativem Stress konnen Sulfensduren weiter zu Sulfin-
(-SO2H) und Sulfonsduren (-SO3H) oxidiert werden, die irreversibel sind und zu
Proteindegradation fiihren (Pan und Carroll, 2014). Oxidative Modifikationen an
Proteinen konnen erhebliche Auswirkungen auf zelluldre Funktionen haben. Die
Oxidation von Proteinen kann zu einer Denaturierung oder Konformationsdnderung
fiihren, was meistens mit einem Funktionsverlust einhergeht (Davies, 2016; Birben et al.,

2012).

Im Folgenden sollte die Thioloxidation von Cysteinen, vielmehr die Bildung von
Sulfensduren nach Behandlung mit CNP, untersucht werden. Fir die
Versuchsdurchfiihrung wurden zunédchst A375 Melanomzellen 2 h, 4 h und 24 h mit CNP
behandelt. Als Positivkontrolle wurden Zellen mit 500 uM H20: fiir 2 h behandelt.
Unbehandelte Zellen dienten als Negativkontrolle. Da Sulfensduren sehr instabil sind,
lassen sich diese {iiber eine charakteristische Reaktion der Sulfensdure mit dem
membranpermeablen, cyclischen Diketon 5,5-Dimethylcyclohexan-1,3-dion (Dimedon)
nachweisen, weshalb in den letzten 2 h der Inkubation 10 mM Dimedon zu den Zellen
gegeben wurde. Sulfensduren bilden mit dem Dimedon ein stabiles Thioether-Produkt,
das von spezifischen a-Hapten-Antikdrpern erkannt und nachgewiesen werden kann. Die
Methode und der o-Hapten-Antikdrper wurden von Kate S. Carroll und ihrer
Arbeitsgruppe entwickelt (Seo und Carroll, 2009).

Abb. 3.20 zeigt einen exemplarischen Western Blot und die densitometrische Auswertung
dreier voneinander unabhingiger Versuche. Da klassische Ladekontrollen nicht sinnvoll
sind, da diese u.a. Thiole besitzen und zudem beim Nachweis von Sulfensduren Proteine

aller GroBen auf der Membran vom a-Hapten-Antikorper detektiert werden, wurden
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Coomassie-gefarbte Membranen zur densitometrischen Analyse und Normierung
verwendet. Mit der Software Fusion Capt. Advance wurden die Bandenintensitdten fiir
jedes der drei Experimente bestimmt und gemittelt. Die unbehandelte Kontrolle wurde
auf 1 gesetzt und die x-fache Anderung der anderen Werte dargestellt. Das Ergebnis der
Analyse von Sulfensduren in den Melanomzellen zeigt, dass CNP eine Zunahme von
Sulfensduren bewirken. Hierbei wird eine zeitabhéngige Zunahme beobachtet. So zeigt
die Behandlung mit CNP im Vergleich zur Negativkontrolle eine 2.5-fache Zunahme
nach 2 h und eine 2.8-fache Zunahme nach ldngeren Inkubationszeiten (4 und 24 h). CNP
erhohen die Bildung von Sulfensduren in etwa dem gleichen Ausmall wie 500 uM H202,

wo eine 2.2-fache Zunahme zu beobachten ist.
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Abb. 3.20: Zeitabhiingige Zunahme der oxidativen Thiolmodifikation in Tumorzellen nach
Behandlung mit CNP Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden fiir 2 h, 4 h und 24 h mit 300 uM
CNP behandelt. Als Positivkontrolle wurden Zellen mit 500 uM H>O» (2 h) inkubiert. Fiir den Nachweis
von Sulfensduren wurden alle Zellen mit 10 mM Dimedon behandelt. Dimedon bindet spezifisch an
Sulfensduren und bildet ein stabiles Thioether-Produkt, welches spezifisch iiber einen a-Hapten-
Antikorper detektiert wird. Die Farbung der Membran mit Coomassie diente als Ladekontrolle. Es wurden
drei voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt (n=3), von denen ein repréasentativer Western
Blot dargestellt ist. Mit der Software Fusion Capt. Advance wurden die Bandenintensititen fiir jedes der
drei Experimente bestimmt und gemittelt. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und die anderen
Werte auf diese bezogen.

Da in den ROS-Messungen eine leichte Zunahme nach Behandlung mit CNP in normalen

Hautzellen beobachtet wurde, sollte im Weiteren der Einfluss von CNP ebenfalls auf die
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Thioloxidation in den Fibroblasten und Melanozyten bestimmt werden. Die
Versuchsdurchfiihrung entsprach der von A375 Melanomzellen. In Abb. 3.21 ist das
Ergebnis der Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten (NHEM) zu sehen. In CNP-
behandelten Melanozyten wird im Vergleich zur Negativkontrolle keine vermehrte
Bildung von Sulfensduren detektiert, wahrend in H20:-behandelten Melanozyten
wesentlich mehr (2,3-fach) oxidierte Thiole nachgewiesen werden. Im Vergleich wird in
den Fibroblasten durch CNP nach kurzen Inkubationszeiten eine sehr leichte Erhéhung
von Sulfenséuren beobachtet, wohingegen nach 24 h im Vergleich zur Negativkontrolle
keine Erhohung mehr detektiert werden kann. Die Erhohung ist nach 2 h 1.16-fach und
nach 4 h 1.35-fach. Diese leichte Erhohung an oxidierten Thiolen passt zu der leichten
ROS-Erhéhung in Fibroblasten durch CNP. Dennoch ist insgesamt die CNP-bedingte

Bildung von Sulfensduren in den Tumorzellen viel stirker als in den Fibroblasten.
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Abb. 3.21: Keine CNP-vermittelte oxidative Thiolmodifikation in normalen Hautzellen
Subkonfluente Melanozyten (NHEM) und Fibroblasten (NHDF) wurden fiir 2 h, 4 h und 24 h mit 300
pM CNP behandelt. Als Positivkontrolle wurden Zellen mit 500 uM H,O» (2 h) inkubiert. Fiir den
Nachweis von Sulfenséduren wurden alle Zellen mit 10 mM Dimedon behandelt. Dimedon bindet
spezifisch an Sulfensduren und bildet ein Thioether-Produkt, welches spezifisch iiber einen a-Hapten-
Antikorper detektiert wird. Die Farbung der Membran mit Coomassie diente als Ladekontrolle. Es wurden
drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt (n=3), von denen ein reprisentativer Western
Blot dargestellt ist. Mit der Software Fusion Capt. Advance wurden die Bandenintensitéten fiir jedes der
drei Experimente bestimmt und gemittelt. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und die
anderen Werte auf diese bezogen.
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Insgesamt kann gezeigt werden, dass CNP sowohl in Tumorzellen als auch in normalen
Hautzellen prooxidative Effekte vermitteln, wobei die prooxidativen Effekte in den
Tumorzellen stirker sind als die in den normalen Zellen. Dieses Ergebnis liefert den
Nachweis fiir eine oxidative Modifikation von Proteinen bedingt durch die CNP-
induzierte Erhohung des intrazelluliren ROS-Gehalts. Dariliber hinaus dient dieses
Ergebnis als ein weiterer Nachweis dafiir, dass es sich bei den von CNP gebildeten ROS
um H20: handelt, weil Sulfensduren spezifisch durch die Reaktion von H202 mit Thiolen

entstehen.

Allerdings kann mit diesem Ansatz keine Aussage dariiber getroffen werden, welche
Proteine durch CNP oxidiert werden. Daher sollten im Folgenden mit 2D-basierten
Methoden CNP-bedingte, oxidierte Proteine identifiziert werden. Im ersten Schritt wurde
eine 2D-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dafiir wurden subkonfluente A375
Melanomzellen mit 300 uM CNP fiir 2 h inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurden
Proteinlysate in der ersten Dimension aufgrund ihres isoelektrischen Punktes fokussiert
und in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Eine
ausfiihrliche Beschreibung der Methode ist in Kapitel 2.2.3.4 zu finden. Uber den im
Anschluss an die 2D-Gelelektrophorese durchgefiihrten Western Blot mit dem a-Hapten
Antikorper kann eine Anderung des Proteinmusters detektiert werden (Abb. 3.22).

pH

4.5

6.5

100 kDa 100 kDa

35 kDa 35 kDa

Abb. 3.22: 2D-basierter Nachweis der Bildung von Sulfenséuren in Tumorzellen nach Behandlung
mit CNP Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden 2 h mit 300 pM CNP behandelt. Fiir den Nachweis
von Sulfensduren wurden die Zellen mit 10 mM Dimedon behandelt. Dimedon bindet spezifisch an
Sulfenséuren und bildet ein Thioether-Produkt, welches spezifisch iiber einen a-Hapten-Antikorper
detektiert wird. Nach der Inkubation wurde eine 2D-Gelelektrophorese durchgefiihrt und anschlieBend die
Bildung von Sulfensduren detektiert. Von links nach rechts erfolgte die Trennung in der ersten Dimension
mittels IEF, von oben nach unten die Trennung aufgrund der MolekiilgroBe mittels SDS-PAGE. Die Pfeile
(rot) deuten Proteine an, die nach Behandlung mit CNP (B) oxidiert werden und in Kontrollzellen (A)
nicht vorkommen. Das Experiment wurde zweimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt (n=2), wovon
ein exemplarischer 2D-Blot dargestellt ist. A, unbehandelte Kontrollzellen; B, CNP-behandelte
Melanomzellen.
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Das Ergebnis bestdtigt, dass im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle CNP
prooxidativ wirken und die Bildung von Sulfenséuren verursachen. Nach Etablierung der
2D-Analyse war die Durchfiihrung einer Immunprézipitation (IP) Gegenstand weiterer
Untersuchungen. Allerdings stellte sich heraus, dass der a-Hapten-Antikorper zum
Nachweis von Sulfensduren in einer IP nicht tauglich war, sodass iiber diese 2D-Methode

oxidierte Proteine nach der Behandlung mit CNP nicht identifiziert werden konnten.

Im Weiteren wurden Ansdtze der sogenannten ,,Redox Proteomics* verwendet, um
Proteine mit CNP-bedingter posttranslationaler Modifikation in den Cysteinen
massenspektrometrisch analysieren und identifizieren zu konnen. Die Durchfiihrung
einer zweidimensionalen differentiellen Gelelektrophorese (2D-DIGE), genauer gesagt
einer REDOX-DIGE, bei welcher iiber die Kopplung von verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen oxidierte Proteine von nicht-oxidierten unterschieden werden
konnen, lieferte aufgrund mangelnder Sensitivitit keine eindeutigen Ergebnisse (Daten
nicht gezeigt). Der sogenannte BIAM-Switch Assay (Lowe et al., 2017) hingegen,
welcher im Weiteren durchgefiihrt wurde, bietet eine vielversprechende Methode an, um

redox-modifizierte Proteine analysieren zu kdnnen.

3.6.4 Identifizierung von posttranslational modifizierten Proteinen

nach CNP-Behandlung (,,Redox-Proteomics*)

Nachdem in den vorhergegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, dass CNP iiber
die Bildung von ROS oxidative Proteinmodifikationen in Form von Sulfensduren
vermitteln konnen, wurde im Folgenden eine Methode zur Identifizierung von Proteinen
mit posttranslationalen Modifikationen durch CNP durchgefiihrt. Da Sulfenséuren
aufgrund der chemischen Instabilitdt und der hohen Reaktivitidt schwer zu detektieren
sind und weitere Modifikationen von Cysteinen bzw. Thiolgruppen durch CNP nicht
vollstédndig bekannt sind und daher nicht ausgeschlossen werden konnen, wurden hierbei
neben Sulfensduren auch weitere reversible Oxidationen von Cystein, wie S-
Glutathionylierung und S-Nitrosylierung, sowie die Bildung von Disulfidbriicken
untersucht. Der Nachweis von Proteinen mit reversiblen Cysteinoxidationen erfolgte
anhand der Methode der sogenannten Redox Proteomics. Der an die Massenspektrometrie
gekoppelte BIAM-Switch Assay ermoglicht die Identifizierung von differentiell
modifizierten Proteinen nach der Behandlung mit CNP und wurde am Institut fiir

Funktionelle Proteomics an der Goethe-Universitit Frankfurt unter der Leitung von Frau
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Dr. Ilka Wittig durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden Proteine mit spezifisch
reversibel oxidierten Cysteinen mit einem Biotinrest markiert. Im ersten Schritt werden
nach Thioloxidation noch freie (nicht-oxidierte) Thiolgruppen durch Inkubation mit der
thiolspezifischen Alkylierungssubstanz N-Ethylmaleimid (NEM) blockiert. Nach dem
Blockierungsschritt werden die oxidierten Cysteine durch DTT wieder zu freien
Thiolgruppen reduziert. Diese ,,neu* gebildeten Thiole reagieren im letzten Schritt mit
biotinyliertem Iodoacetamid (BIAM), einer weiterer thiolspezifischen Substanz. Die so
biotinylierten Proteine kdnnen dann iiber immobilisiertes Streptavidin angereichert und
analysiert werden. Mittels dieser Methode ist es aulerdem moglich, die Position der
Cysteinoxidation innerhalb des Proteins zu ermitteln. Irreversible Cysteinmodifikationen,
wie die Bildung von Sulfin (SO2H)- und Sulfon (SO3H)-sduren, werden durch diese
Methode nicht erfasst.

Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden subkonfluente A375 Melanomzellen mit 300 uM
CNP fiir 4 h und 24 h inkubiert. Unbehandelte Zellen dienten als Negativkontrolle. Die
Zellproben wurden fiir die Durchfiihrung des Experiments Frau Dr. Ilka Wittig und ihrer
Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt. Zur Auswertung wurden alle Proteine mit einem
hohen Signifikanzniveau (p <0.05) beriicksichtigt. Eine Bedingung fiir die x-fache
Anderung im Vergleich zur Negativkontrolle, wie in Kapitel 3.6, wurde hierbei nicht
definiert, weil auch eine geringfiigige Anderung des Redox-Status von Proteinen zu
erheblichen Auswirkungen in der Zelle filhren kann (McDonagh et al., 2016; Dunlop et
al., 2009; Marshall et al., 2000). Dargestellt sind die Ergebnisse in den Abb. 3.23 und
3.24 als Vulcano Plots. Eine Verdnderung nach rechts steht fiir eine Zunahme an
oxidierten Proteinen, wobei eine Verdnderung nach links eine Abnahme an oxidierten
Proteinen bzw. eine Zunahme an reduzierten Proteinen im Vergleich zur Negativkontrolle

bedeutet.

Die Untersuchungen in A375 Melanomzellen ergeben (Abb. 3.23 und 3.24), dass durch
CNP im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen die Menge an Proteinen mit
reversiblen Cysteinmodifikationen erhoht wird (shift nach rechts). Dies korreliert auch
mit den Untersuchungen zur Bildung von Sulfensduren, welche sowohl in dieser Arbeit
als auch in vorherigen Studien mit Dextran-gekoppelten CNP gezeigt werden konnte
(Sack et al., 2014; Alili et al., 2013). Zusétzlich konnte auch festgestellt werden, dass
durch die Behandlung mit CNP die Menge an reduzierten Proteinen im Vergleich zur

Negativkontrolle zunimmt (shift nach links). Da aber die Oxidation von Cysteinen im

109



3 Ergebnisse

Hinblick auf die =zellulire Redox-Homoostase eine grofle Rolle spielt und in
vorangegangenen Experimenten eine prooxidative Wirkung von CNP beobachtet werden
kann, wurde im Weiteren der Fokus auf oxidierte Proteine gelegt. Uber die CNP-
vermittelte Reduktion von reversiblen Cysteinmodifikationen ist bisher wenig bekannt

und bietet daher einen Ansatz fiir weitere Untersuchungen im Rahmen anderer Projekte.
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Abb. 3.23: Zu- und Abnahme von Proteinen mit reversiblen Cystein-/Thiolmodifikationen in
Tumorzellen nach Behandlung mit CNP (4 h) Nach der Behandlung von subkonfluenten A375
Melanomzellen mit 300 pM CNP fiir 4 h wurde der Einfluss auf das Cystein-Proteom untersucht. Sieben
groBBe Zellkulturschalen wurden fiir die Messung unabhéngig voneinander prozessiert und fiir die
Durchfithrung der MS-basierten BIAM-Switch-Methode in die Abteilung Funktionelle Proteomics der
Goethe Universitéit Frankfurt geschickt. Die Analyse der Daten erfolgte zuerst mit der Software MaxQuant
und anschlieBend mit der Software Perseus. Es wurde ermittelt, ob durch die Behandlung reversible
Cysteinmodifikationen in Proteinen entstehen. Dargestellt ist das Ergebnis in einem Vulcano Plot, welcher
die x-fache Erhohung (rechts) bzw. Erniedrigung (links) der Proteinoxidation im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (ct) sowie deren Signifikanz zeigt. Die horizontale Linie (rot) (p-Wert: -logio
(1.3) = 0.05) représentiert die Signifikanzebene p < 0.05.

In den Vulcano Plots ist aulerdem ein zeitabhidngiger Effekt durch CNP zu sehen. Nach
4 h ist der CNP-vermittelte Effekt stirker als nach 24 h, sodass weniger Proteine nach

langerer Inkubationszeit nachgewiesen werden konnen. So sind mehr als 600 Proteine
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nach 4 h CNP-Behandlung signifikant verdndert, wihrend nur weniger als 50 Proteine

nach 24 h posttranslational verdndert sind.
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Abb. 3.24: Zu- und Abnahme von Proteinen mit reversiblen Cystein-/Thiolmodifikationen in
Tumorzellen nach Behandlung mit CNP (24 h) Nach der Behandlung von subkonfluenten A375
Melanomzellen mit 300 pM CNP fiir 24 h wurde der Einfluss auf das Cystein-Proteom untersucht. Sieben
groBe Zellkulturschalen wurden fiir die Messung unabhéngig voneinander prozessiert und fiir die
Durchfithrung der MS-basierten BIAM-Switch-Methode in die Abteilung Funktionelle Proteomics der
Goethe Universitét Frankfurt geschickt. Die Analyse der Daten erfolgte zuerst mit der Software MaxQuant
und anschlieBend mit der Software Perseus. Es wurde ermittelt, ob durch die Behandlung reversible
Cysteinmodifikationen in Proteinen entstehen. Dargestellt ist das Ergebnis in einem Vulcano Plot, welcher
die x-fache Erhohung (rechts) bzw. Erniedrigung (links) der Proteinoxidation im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (ct) sowie deren Signifikanz. Die horizontale Linie (rot) (p-Wert: -logio (1.3) =
0.05) reprasentiert die Signifikanzebene p < 0.05.

Die weitere Analyse der Daten zeigt, dass Proteine aus verschiedenen subzelluldren
Lokalisationen wie z.B. dem Cytoplasma und Mitochondrien sowie unterschiedlichen
funktionellen Gruppen wie z.B. Zellteilung und Glukosemetabolismus identifiziert und
durch CNP oxidiert werden. Beispielsweise sind die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und die Pyruvatkinase (PKM) als Proteine des

Glukosemetabolismus betroffen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein fiir die
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Zelle wichtiges Enzym, die GAPDH, genauer untersucht. In Abb. 3.25 ist das Ergebnis
der BIAM-Switch Methode von der GAPDH gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte der
gemessenen LFQ (label free quantification)-Werte als Mal} flir die Intensitit der
oxidierten GAPDH. Nach 4 h CNP-Behandlung wird GAPDH signifikant oxidiert und
zeigt eine 1,3-fache Zunahme an oxidierten Cysteinen (Cys 152, 156 und 247) im
Vergleich zur Negativkontrolle, wahrend nach 24 h kein signifikanter Effekt mehr
detektiert werden kann. Eine Verdnderung im Redox-Status der Zellen und die reversible
sowie irreversible Oxidation von Cysteinen konnen zu Funktionsverdnderungen von
Enzymen fiihren (Leonard und Carroll, 2011; Reddie und Carroll, 2008). Daher wurde
im Folgenden die funktionelle Konsequenz der CNP-vermittelten Cysteinmodifikation in

GAPDH niher untersucht.

6.0x10°+ *

LFQ

- 4 h 24 h 300 pyM CNP

Abb. 3.25: CNP-vermittelte Cysteinoxidation der GAPDH in Tumorzellen Nach der Behandlung von
subkonfluenten A375 Melanomzellen mit 300 pM CNP fiir 4 h und 24 h wurde die MS-basierte BIAM-
Switch-Methode in der Abteilung Funktionelle Proteomics der Goethe Universitdt Frankfurt durchgefiihrt.
Die Analyse der Daten erfolgte zuerst mit der Software MaxQuant. Dargestellt ist das Ergebnis der
gemessenen LFQ (label free quantification)-Werte der GAPDH von sechs unabhéngig voneinander
prozessierten Zellproben (*p<0.05; One-way-ANOVA mit Dunett's post hoc Test).

3.6.5 GAPDH als Modellenzym fiir CNP-induzierte posttranslationale

Modifikationen von Proteinen

GAPDH ist ein redox-reguliertes Enzym, das eine entscheidende Aufgabe in der
zelluldren Glykolyse ausiibt. GAPDH katalysiert die Umwandlung von Glycerinaldehyd-
3-Phosphat (GAP) zu 1,3-Bisphosphoglycerat (1,3-BPG) und baut damit {iber eine
Anhydridbindung eine energiereiche Phosphat-Bindung auf, welche im nachfolgenden
Schritt der Glykolyse auf ADP iibertragen wird und zur Entstehung von ATP fiihrt.
AuBerdem entsteht bei der Reaktion ein NADH+H", welches als Reduktionsiquivalent

fiir weitere zelluldre Prozesse wie der Atmungskette dienen kann (Heinrich et al., 2014;
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Rassow et al., 2006). GAPDH enthilt reaktive Cysteine (z.B. Cys152) im aktiven
Zentrum, die durch H202 zu Sulfensduren oxidiert werden konnen. Hierbei findet die
Reaktion von H202 mit den Cysteinen im aktiven Zentrum von GAPDH zu Sulfenséuren
wesentlich schneller (10%-10° M s!) als mit freien Cysteinen, Glutathion und gut
bekannten redox-regulierten Proteinen (1-10 M s!) statt (Hildebrandt et al., 2015; Seo
und Carroll, 2009). Eine Oxidation der Cysteine im aktiven Zentrum kann zum
Funktionsverlust filhren, wodurch die Zellen ihren Energiebedarf nicht mehr decken
konnen. Normale, gesunde Zellen erhalten die fiir ihre physiologischen Vorginge
notwendige Energie zu einem geringen Teil aus der Glykolyse und zum gréBeren Teil aus
der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS). Tumorzellen jedoch, die einen hohen
Energiebedarf haben, betreiben trotz der Anwesenheit von Sauerstoff viel mehr
Glykolyse als nicht-entartete, gesunde Zellen, was auch als ,,aerobe Glykolyse* oder
Warburg-Effekt bezeichnet wird (Vander Heiden et al., 2009; Warburg, 1956). Aus
diesem Grund wird in letzter Zeit den Krebspatienten eine ketogene Erndhrungsweise mit
kohlenhydratarmer Kost empfohlen (Allen et al., 2014). Ebenso gibt es verschiedene
Therapieansitze, die gezielt in Tumorzellen die Glykolyse hemmen und somit das
Wachstum der Tumorzellen erschweren (Pelicano et al., 2006). Ein Beispiel ist der
Einsatz von 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG), die die Funktionstiichtigkeit der Hexokinase in
der Glykolyse herabsetzt und somit die Glykolyse hemmt (Zhang et al., 2006).

Um zu tiberpriifen, ob prooxidativ wirkende CNP reaktive Cysteine der GAPDH, wie
beispielsweise im aktiven Zentrum, oxidieren und so die Aktivitit des Enzyms
beeinflussen konnen, wurde im Weiteren der Effekt von CNP auf die GAPDH sowohl im
zellfreien System als auch in Zellen getestet. Somit dient die GAPDH auch reprisentativ
als Modell fiir den Nachweis der molekularen Wirkung von CNP. Zunichst wurde,
methodisch nach Seo & Carroll (2009), im zellfreien System isolierte GAPDH aus
Kaninchenmuskeln im reduzierten Zustand, der durch die Vorbehandlung mit DTT
erreicht werden soll, mit der AntikOrper-basierten Detektion von H20:-spezifischen
Sulfensduren auf die Oxidierbarkeit durch CNP untersucht. Da CNP eine Superoxidquelle
brauchen, um ihre SOD-mimetische Aktivitdt und die Bildung von H20: ausiiben zu
konnen, wurde das Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO)-System eingesetzt. Als
Positivkontrolle wurde H202 verwendet. Es wurden vier Reaktionsansdtze mit GAPDH
(4 mg/ml in PBS) angesetzt. Zu jedem Ansatz wurde zuerst Dimedon hinzugegeben, das
iber die Reaktion mit Sulfensduren ein stabiles Thioether-Produkt bildet und so von a-

Hapten-Antikorpern erkannt wird. AnschlieBend wurden die Ansétze jeweils mit dem
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X/XO-System, X/XO-System in Kombination mit CNP (Zweifachbestimmung) und
H20: fiir 30 min inkubiert. Der Ansatz, welcher nur GAPDH und Dimedon enthielt,
diente als Negativkontrolle. AnschlieBend wurde nach Zugabe von Laemmli-Puffer die
Reaktion gestoppt und eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um danach die Bildung von
Sulfensduren mittels Western Blot detektieren zu konnen. Aufgrund der hohen GAPDH-
Konzentration, welche experimentell eingesetzt werden musste, war der Nachweis von
GAPDH als Ladekontrolle nicht sinnvoll (,,negative staining*), weshalb die Membran
Coomassie gefarbt wurde. Das Ergebnis der Untersuchung zeigt (Abb. 3.26), dass durch
die Behandlung mit dem X/XO-System und CNP im Vergleich zur Negativkontrolle die
Bildung von Sulfensduren leicht erhéht wird, wobei der Effekt von H20:2

(Positivkontrolle) im Gegensatz zu den anderen Behandlungen am deutlichsten ist.

. . - | oxidierte Thiole/
Sulfensduren
I— Coomassie
+ 500 M H,0,
+ + - 300 M CNP
+ + + - 25 pl X (3 mM)
+ + + - 5 pl XO (1 mg/ml)

Abb. 3.26: Bildung von H:0:-vermittelten Sulfensiuren im zellfreien System GAPDH aus
Kaninchenmuskeln (4 mg/ml in PBS, pH 7.4) wurde nach der Vorbehandlung mit DTT 30 min mit
Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO) alleine und in Kombination mit 300 pM CNP inkubiert. Als
Positivkontrolle diente 500 uM H,O, und als Negativkontrolle unbehandelte GAPDH. Fiir den Nachweis
von Sulfensduren wurden alle Zellen mit Dimedon behandelt. Dimedon bindet spezifisch an Sulfensduren
und bildet ein Thioether-Produkt, welches spezifisch iiber einen a-Hapten-Antikorper detektiert wird. Die
Farbung der Membran mit Coomassie diente als Ladekontrolle. Das Experiment wurde einmal
durchgefiihrt (n=1).

Das X/XO-System generiert neben Superoxidanionradikalen auch zu einem geringen Teil
H20: (Sakuma et al., 2015; Kelley et al., 2010; Fatokun et al., 2007), was zur schwachen
Oxidation und Bildung von Sulfensiuren in der GAPDH gefiihrt haben kann. Uber den
Effekt von CNP kann keine eindeutige Aussage getroffen werden, weil in dem
durchgefiihrten Western Blot nicht zwischen CNP- und X/XO-Wirkung differenziert
werden kann. Eine Western Blot-Analyse zeigt nur semiquantitative Ergebnisse und ist

nicht sensitiv genug, um kleine Unterschiede zwischen den einzelnen Proben zu zeigen.
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Aus diesem Grund wurde das Experiment nur einmal durchgefiihrt und stattdessen der
Fokus auf eine quantitativere Methode zur Uberpriifung des Effekts von CNP auf
GAPDH gelegt. Dafiir wurde im Folgenden die Aktivitit der GAPDH im zellfreien
System mit Hilfe eines Aktivitétstests der Firma ScienCell (USA) bestimmt. Je nach
Ausmal} der Oxidation sollten unterschiedliche Effekte auf die Aktivitit der GAPDH
vermittelt werden und so im Gegensatz zur vorherigen Western Blot-Analyse
differenziertere Aussagen beziiglich der Wirkung von CNP und des X/XO-Systems

getroffen werden.

Wie zuvor beschrieben, wurde mittels DTT reduzierte GAPDH aus Kaninchenmuskeln
fiir den Assay verwendet. Nach der Behandlung mit dem X/XO-System alleine und in
Kombination mit CNP sowie H20: als Positivkontrolle wurde die Oxidationsrate von
NADH als MaB fiir die Aktivitit der GAPDH bestimmt. Uber einen Standard bekannter
GAPDH-Konzentrationen und anschlieBender Proteinmengenbestimmung wurde die
spezifische Enzymaktivitit in U/mg bestimmt. Fiir die Auswertung wurden Werte von
drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten Versuchen gemittelt, die unbehandelte
Kontrolle auf 100% gesetzt und die Werte auf diese bezogen (Abb. 3.27). Zu sehen ist,
dass alle Behandlungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle die Aktivitit der
GAPDH hemmen. Jedoch gibt es hierbei deutliche Unterschiede zwischen den
Reaktionsansédtzen, welche in der Western Blot-Analyse in Abb. 3.26, bis auf die
Behandlung mit H202, nicht detektiert werden konnten. Die Aktivititsbestimmung zeigt,
dass das X/XO-System in Kombination mit CNP eine stirkere Hemmung verursacht als
das X/XO-System alleine. Die Kombination des X/XO-Systems und der CNP hemmt die
Aktivitdit der GAPDH um ca. 30%, wobei durch das X/XO-System alleine nur eine
5.8%ige Abnahme zu beobachten ist. Am stérksten ist die Hemmung der GAPDH durch
H202 (71%). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Menge an H20:2 unterschiedliche
Auswirkungen auf die Aktivitit der GAPDH hat. Eine geringe H202-Konzentration, die
beispielsweise durch das X/XO-System generiert wird, resultiert infolge der schwachen
Oxidation des Enzyms in einer leichten Erniedrigung der GAPDH-Aktivitit, wobei
héhere Mengen an H202, die nach Zugabe von CNP zum X/XO-System gebildet werden,
zu einer stirkeren Hemmung fiihren. Viel stirkere H2O2-Konzentrationen wie z.B. die als
Positivkontrolle eingesetzte Konzentration von 500 uM zeigen den stirksten Effekt
beziiglich einer Verringerung der Enzymaktivitit. Flir den Funktionsverlust sind u.a.
modifizierte Cysteine im aktiven Zentrum der GAPDH verantwortlich. Die

Wahrscheinlichkeit, dass diese oxidiert werden, steigt mit zunehmender H20»-
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Konzentration. Zusammenfassend kann im zellfreien System gezeigt werden, dass CNP
in Anwesenheit einer Superoxidquelle, des X/XO-Systems, die Aktivitit der GAPDH

mittels H2O2-spezifischer Thioloxidation, insbesondere im aktiven Zentrum, herabsetzt.
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Abb. 3.27: Hemmung der GAPDH-AKktivitit im zellfreien System durch CNP GAPDH aus
Kaninchenmuskeln (4 mg/ml in PBS, pH 7.4) wurde nach der Vorbehandlung mit DTT 30 min mit
Xanthin/Xanthinoxidase (X/XO) alleine und in Kombination mit 300 pM CNP inkubiert. Als
Positivkontrolle diente 500 uM H,O, und als Negativkontrolle unbehandelte GAPDH. Nach der
Inkubation wurde die Aktivitit der GAPDH in U/mg mit dem Assay Kit (ScienCell) bestimmt. Es wurden
zwei voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt (n=2), wobei die unbehandelte Kontrolle auf
100% gesetzt und die anderen Werte auf diese bezogen wurden.

Um sich den Prozessen in einer physiologischen Umgebung anzunidhern, wurde
anschlieBend die Aktivitit der GAPDH im zelluldren System gemessen, damit der
Einfluss des antioxidativen Systems normaler, gesunder und transformierter Zellen
aufgezeigt werden kann. Hierbei geht es insbesondere um den Vergleich physiologischer
Prozesse mit dem verdnderten Tumormetabolismus, der beispielsweise zu einer erhéhten
Auslastung des antioxidativen Systems fiihrt. Hierbei sollte iiberpriift werden, ob CNP,
die in vorangegangenen Experimenten stark prooxidative Effekte in Melanomzellen und
geringe Effekte in normalen Zellen gezeigt haben, auch im zelluldren System die
Aktivitdit der GAPDH hemmen und es Unterschiede zwischen Tumorzellen und normalen
Zellen gibt. Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden zunichst Lysate von 300 uM CNP-
behandelten Melanomzellen nach 4 h und 24 h gesammelt und fiir die Bestimmung der
Aktivitdt der GAPDH in den Assay eingesetzt. H2O2 wurde wieder als Positivkontrolle
und unbehandelte Zellen als Negativkontrolle verwendet. Nach 4 h konnte eine leichte
Erniedrigung der Aktivitit der GAPDH durch CNP in den Melanomzellen festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt), wobei der Effekt nach 24 h stirker ausféllt und deshalb
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weiter untersucht wurde. In Abb. 3.28 ist das Ergebnis der Untersuchung nach 24 h CNP-
Behandlung in A375 Melanomzellen gezeigt. Es wird deutlich, dass die Aktivitit der
GAPDH signifikant gehemmt wird. Die Abnahme betrdgt im Vergleich zur
Negativkontrolle ca. 38.4%. Die Behandlung mit H20:2 (Positivkontrolle) zeigt ebenfalls
eine signifikante Abnahme der zelluldiren GAPDH-AKkivitit um 57%.
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Abb. 3.28: Hemmung der GAPDH-AKktivitit in Tumorzellen nach Behandlung mit CNP
Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden mit 300 uM CNP (24 h) inkubiert. Als Positivkontrolle
dienten H,O,-behandelte und als Negativkontrolle unbehandelte Zellen. Nach der Inkubation wurde die
Aktivitit der GAPDH in U/mg mit dem Assay Kit (ScienCell) bestimmt. Es wurden drei voneinander
unabhingige Experimente durchgefiihrt (n=3), wobei die unbehandelte Kontrolle auf 100% gesetzt und die
anderen Werte auf diese bezogen wurden (*p<0.05, **p<0.01, One-way-ANOVA mit Dunett's post hoc
Test).

Das Ergebnis der normalen Fibroblasten (NHDF) sowie Melanozyten (NHEM) (Abb.
3.29) zeigt im Vergleich zu den Melanomzellen keine signifikante Verdnderung der
Aktivitit der GAPDH nach der Behandlung mit CNP. Eine leichte Abnahme der Aktivitit
ist in den Fibroblasten zu sehen, wiahrend tendenziell eine Zunahme der Aktivitit in den
Melanozyten zu beobachten ist. Die als Positivkontrolle mit H2O2-behandelten Zellen
zeigen wie auch in den Melanomzellen eine Abnahme der Aktivitdt in Melanozyten um

42% und in Fibroblasten um 31%.

Letztendlich zeigen CNP eine selektiv hemmende Wirkung auf die Aktivitdt der redox-
regulierten GAPDH im zelluldren System. In Tumorzellen wirken die Partikel signifikant
inhibierend, wéihrend in normalen Zellen der Haut keine signifikante Hemmung, vielmehr
sogar tendenziell eine aktivierende Wirkung (Melanozyten), festgestellt werden kann.
Diese selektive Wirkung der Partikel konnte auch in vorherigen Untersuchungen zur

Cytotoxizitdt, Proliferation, ROS-Bildung und Cysteinmodifikation in Form von
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Sulfensduren aufgezeigt werden, sodass die Ergebnisse weitgehend miteinander

korrelieren.
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Abb. 3.29: Kein Effekt von CNP auf die Aktivitit der GAPDH in normalen Hautzellen
Subkonfluente Melanozyten (NHEM) (A) und Fibroblasten (NHDF) (B) wurden mit 300 uM CNP (24 h)
inkubiert. Als Positivkontrolle dienten H>O,-behandelte und als Negativkontrolle unbehandelte Zellen.
Nach der Inkubation wurde die Aktivitit der GAPDH in U/mg mit dem Assay Kit (ScienCell) bestimmt.
Es wurden drei voneinander unabhéngige Experimente durchgefiihrt (n=3), wobei die unbehandelte
Kontrolle auf 100% gesetzt und die anderen Werte auf diese bezogen wurden.

Im Weiteren stellt sich die Frage, um welche Art der Enzymhemmung es sich in den
Tumorzellen handelt. Da CNP nur in den A375 Melanomzellen eine Hemmung der
GAPDH zeigen, wurde das Experiment nur in diesen Zellen durchgefiihrt. Bei der
Enzymhemmung wird hauptsichlich zwischen kompetitiv und nicht-kompetitiv
unterschieden. Anhand der sogenannten Michaelis-Menten-Kinetik und der
Linearisierung dieser mit dem sogenannten Lineweaver-Burk-Diagramm kann die Art der
Hemmung bestimmt werden (Heinrich et al., 2014; Rassow et al., 2006). Fiir die
Erstellung einer Michaelis-Menten-Kinetik wurde der Enzymassay mit zunehmenden
Substratmengen sowohl im zellfreien als auch im zelluldren System durchgefiihrt. Fiir die

Versuchsdurchfiihrung wurde fiir zunehmende Substratkonzentrationen (0-7 mM) die
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3 Ergebnisse

Reaktionsgeschwindigkeit (AAsz4onm/min) bestimmt. Anhand der Mittelwerte von
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten wurde eine Michaelis-Menten-
Kurve erstellt (Abb. 3.30). Uber die Bestimmung der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) und der Michaelis-Menten-Konstante (Kwm), welche die
Substratkonzentration, bei der die Geschwindigkeit 2Vmax betrdgt, angibt, konnen

Aussagen iiber die Art der Hemmung getroffen werden.
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Abb. 3.30: Michaelis-Menten-Diagramm der GAPDH im zellfreien (A) und im zelluléiren (B) System
Die Reaktionsgeschwindigkeit (AA340nm/min) der GAPDH im zellfreien System (A) und in A375
Melanomzellen (B) wurde fiir verschiedene Substratkonzentrationen (0-7 mM) ermittelt. AnschlieBend
wurde eine Michaelis-Menten-Kinetik erstellt und folglich der Ky-Wert und Vimax mit Hilfe der Software
Graphpad Prism bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. von zwei (n=2) (A) und drei (n=3) (B)
unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten. ct, Kontrolle

Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zeigt das Ergebnis in Abb. 3.30, dass
sowohl im zellfreien als auch im zelluldren System die Hemmung der GAPDH mit einem
erniedrigten Vmax und einem erhdhten Km-Wert einhergeht. Je hoher der Km-Wert ist,
desto niedriger ist die Substrataffinitit des Enzyms und je niedriger Vmax ausfillt, desto
langsamer und schlechter arbeitet das Enzym. Die Konstellation von Vmax und Kwm hierbei
passt jedoch weder zu der kompetitiven Enzymhemmung, bei welcher Km grofler wird,
aber Vmax gleich bleibt, noch zu der nicht-kompetitiven Enzymhemmung, bei welcher Km
gleich bleibt, aber Vmax kleiner wird. Aus dem Ergebnis der Untersuchungen mit CNP

kann abgeleitet werden, dass es sich hierbei vielmehr um einen Mischtyp aus beiden
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Hemmformen handeln kann. Eine Aussage oder ein Vergleich mit der Positivkontrolle
(H202) kann nicht getroffen werden, da die Behandlung mit H20O2 im zelluldren System
hochstwahrscheinlich zu einer Schiddigung und einer irreversiblen Hemmung des Enzyms
fiihrt, sodass die Aktivitit sehr gering ist. Dagegen deutet die Wirkung von H202 im

zellfreien System auf eine nicht-kompetitive Hemmung hin.

Da die GAPDH ein Schliisselenzym der Glykolyse ist, sollte eine Hemmung auch einen
Einfluss auf die Laktatbildung haben. Angesichts der Tatsache, dass Tumorzellen eine
erhohte Glykolyserate und infolgedessen eine vermehrte Laktatproduktion im Vergleich
zu normalen Zellen haben, sollte somit im weiteren Verlauf die Wirkung von CNP auf
die Laktatproduktion in den A375 Melanomzellen untersucht werden. Eine
Laktatmengenbestimmung wurde mit dem Lactate Assay Kit (Cayman) durchgefiihrt.
Hierfiir wurden subkonfluente A375 Melanomzellen mit 300 uM CNP fiir 24 h, 48 h und
72 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 500 uM H202 und 1 mM 2-
Deoxy-D-Glukose (2-DG) behandelt, wobei unbehandelte Zellen als Negativkontrolle
dienten. 2-DG wurde als bekannter Inhibitor der Glykolyse verwendet.
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Abb. 3.31: Erniedrigung der Laktatkonzentration in den Tumorzellen nach Behandlung mit CNP
Subkonfluente A375 Melanomzellen wurden mit 300 pM CNP fiir 24 h, 48 h und 72 h inkubiert. Als
Positivkontrolle dienten H,O»- und 2-Deoxy-D-Glukose (2-DG)-behandelte Zellen, als Negativkontrolle
dienten unbehandelte Zellen. Die Laktatmengenbestimmung erfolgte mit dem Lactate Assay Kit (Cayman)
in drei unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten (n=3). Die Laktatmenge (uM) bezogen auf
die Zellzahl in der unbehandelten Kontrolle wurde auf 100% gesetzt und die anderen Werte auf diese
bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte = S.E.M. (***p<0.001; One-way-ANOV A mit Dunett's post hoc
Test).

Fiir die Auswertung wurde die ermittelte Laktatmenge (uM) auf die Zellzahl bezogen. In
Abb. 3.31 sind die Mittelwerte von drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten
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Experimenten dargestellt, wobei die unbehandelte Kontrolle auf 100% gesetzt und die
anderen Werte auf diese bezogen wurden. Die Behandlung mit CNP als auch mit 2-DG
und H20: flihren zu einer signifikanten Abnahme des intrazelluldren Laktatgehalts in den
Tumorzellen. Durch CNP wird der Laktatgehalt um 65% (24 h), 57% (48 h) und 60%
(72 h) erniedrigt, wihrend H202 zu einer 77%igen und 2-DG zu einer 66%igen Abnahme
fiihren. Somit dient dieses Ergebnis als ein weiterer Nachweis fiir die Hemmung der

GAPDH und folglich der zelluldren Glykolyse durch CNP.

3.7 Therapieansatze mit CNP

Um zu tiberpriifen, ob CNP fiir einen zukiinftigen Therapieansatz geeignet sind, sollen

im Folgenden zwei Fragen niher untersucht werden:

1. Wie kann tliberpriift werden, ob die Tumorzellen per se gegeniiber normalen, gesunden
Zellen sensitiver auf einen weiteren exogenen ROS-Stimulus (CNP, H202) aufgrund ihres

endogen erhdhten ROS-Gehalts reagieren?

2. Was hat eine Langzeitbehandlung mit CNP fiir eine Auswirkung auf die Behandlung

mit klassischen Chemotherapeutika wie Doxorubicin?

3.7.1 Einfluss von ROS auf die Zellviabilitat von Tumorzellen und

normalen Hautzellen

Es ist beschrieben, dass Tumorzellen sensitiver auf weitere ROS-Erh6hungen reagieren
als nicht-entartete Zellen (Liou und Storz, 2010; Verschoor et al., 2010; Pelicano et al.,
2004). Um die unterschiedliche Sensitivitit im Hinblick auf einen moglichen
Therapieansatz mit CNP zu untersuchen, wurde H2O: als einfaches, reprisentatives
Modell fiir die SOD-mimetische Aktivitdt von CNP benutzt. Um zu iiberpriifen, ob
Melanomzellen tatsdchlich sensitiver auf eine exogen initiierte ROS-Erhdhung reagieren,
wurde im Folgenden der Einfluss von verschiedenen Konzentrationen H202 (10-1000
uM) auf die Zellviabilitit von Melanomzellen (A375), Fibroblasten (NHDF) und
Melanozyten (NHEM) getestet. Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurde der MTT-
Assay durchgefiihrt. In Abb. 3.32 sind Mittelwerte von drei unabhidngig voneinander
durchgefiihrten Messungen dargestellt.

121



3 Ergebnisse

150- -~ A375
- NHEM
-+ NHDF

-

S

o
1

Zellviabilitat (%)
(2
e

ct 10 20 60 100 300 600 1000

uM H,0, 24h

Abb. 3.32: Erhohte Sensitivitit von Tumorzellen gegeniiber H202 im Gegensatz zu normalen Zellen
Subkonfluente Melanomzellen (A375), Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten (NHEM) wurden fiir 24 h
mit verschiedenen Konzentrationen H,O, (10-1000 uM) behandelt. Die Zellviabilitdt wurde durch den
MTT-Test bestimmt. Es wurden drei voneinander unabhingige Experimente durchgefiihrt (n=3). Die
Mittelwerte mit £ S.E.M. der Absorption bei 570 nm wurden bestimmt und auf die unbehandelten
Kontrollzellen (ct), deren Viabilitdt auf 100% gesetzt wurde, bezogen.

Das Ergebnis zeigt, dass bei den Melanomzellen (A375) die Cytotoxizitit bereits bei
niedrigeren Konzentrationen von H2O02 (> 20 puM) einsetzt, wihrend Fibroblasten
(NHDF) und Melanozyten (NHEM) hohere Konzentrationen von H20z tolerieren und erst
ab 100 uM toxische Effekte zeigen. Bei niedrigeren Konzentrationen ist tendenziell sogar
eine Zunahme der Zellviabilitéit bei den gesunden, stromalen Zellen zu sehen. Somit kann
geschlussfolgert werden, dass die Tumorzellen sensitiver auf H202 reagieren und eher
absterben als normale Zellen. Anhand von ICso-Werten wird der Unterschied zwischen
den Zelltypen noch deutlicher. Der 1Cso-Wert von H202 in Melanomzellen ist mit ca.
100 uM bedeutend kleiner als der von Melanozyten (ICso = 300 pM) und Fibroblasten
(ICs0 = 670 uM). Bei der hochsten Konzentration (1000 uM) iiberleben fast keine Zellen
mehr. Da H202 ein starkes Oxidationsmittel ist, ist dieses Ergebnis nicht
auergewohnlich. Ab dieser Konzentration wird H202 auch oft als Positivkontrolle fiir
Cytotoxizitdtstests genutzt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die SOD-mimetische Aktivitit
von CNP, die zu einer Erh6hung von H20: fiihrt, therapeutisch genutzt werden kann, da
die Tumorzellen sensitiver auf eine exogen stimulierte ROS-Erhohung reagieren als die

entsprechenden normalen (gesunden, stromalen) Zellen.
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3.7.2 Langzeituntersuchung von CNP in Tumorzellen und normalen

Hautzellen

Ein wichtiger Aspekt in der systemischen Behandlung von Tumoren ist die
Langzeitanwendung von antitumoralen Agenzien. Die Entwicklung von Resistenzen bei
der Behandlung von Tumoren ist ein zentrales Problem von konventionellen Cytostatika,
wodurch die Chemotherapie ineffizient wird und die Prognose der Krebspatienten sinkt
(Alfarouk et al., 2015). Ebenso ist die Langzeitwirkung auf gesunde Zellen entscheidend,
um unerwiinschte Spétfolgen auszuschliefen. Die Toxizitdt in Tumorzellen und die
Nicht-Toxizitdt in normalen Zellen iiber einen langen Behandlungszeitraum wére
entscheidend fiir die Verwendung von CNP als therapeutisches und systemisches Mittel
gegen Tumorerkrankungen, insbesondere da nicht bekannt ist, wie CNP im Organismus

metabolisiert, ausgeschieden und eventuell akkumuliert werden.

Um den Langzeiteffekt von CNP in Tumorzellen und gesunden Zellen zu untersuchen,
wurden Melanomzellen (A375) und dermale Hautfibroblasten (NHDF) {iber 19 Wochen
in festgelegten Abstinden mit CNP behandelt und die kumulative Populationsdichte
(CPD) als MaB fiir die Proliferationsrate ermittelt. Da Melanozyten (NHEM) in vitro
nicht lange kultivierbar sind, wurden fiir dieses Experiment Fibroblasten als
reprasentativen gesunden Zelltyp der Haut untersucht. Die Zellen wurden 96 h mit
150 uM und 300 uM CNP in serumfreiem DMEM inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen abtrypsiniert, gezdhlt und zur Regeneration fiir 72 h in FCS-haltiges DMEM
iberfiihrt. Nach der Regenerationsphase wurde erneut mit der Behandlung, die sich iiber
19 Wochen erstreckte, begonnen. Dargestellt sind Mittelwerte von zwei unabhéngig

voneinander prozessierten Zellproben.
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Abb. 3.33: Gleichbleibende Cytotoxizitit von CNP in Tumorzellen nach einer Langzeitbehandlung
A375 Melanomzellen wurden mit 150 pM (graue Balken) und 300 pM (schwarze Balken) CNP in
serumfreiem DMEM behandelt. Nach 96 h wurden die Zellen abtyrpsiniert und die kumulative
Populationsdichte (CPD) berechnet. Fiir die Regeneration wurden die Zellen anschliefend in
serumhaltigem DMEM (mit 10% FCS) fiir 72 h kultiviert. Danach wurde erneut behandelt, sodass der
Vorgang 19 Wochen lang wiederholt wurde. t, Zeit; ct, unbehandelte Kontrollzellen (weifle Balken).

Die Behandlung mit 150 pM und 300 uM CNP fiir 96 h fiihrt, wie auch in Abb. 3.9 bzw.
3.10 gezeigt, zu cytotoxischen Effekten in A375 Melanomzellen. Der toxische Effekt von
CNP im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen steigert sich nach mehreren Wochen,
sodass die Abnahme der kumulativen Populationsdichte (CPD) von 26% (150 uM) und
32% (300 uM) nach der ersten Woche nach der 19. Woche mit 40.5% (150 uM) und
47.5% (300 uM) ansteigt (Abb. 3.33). Selbst nach ca. 50 Wochen gleicher Behandlung
(Daten nicht gezeigt) bleiben CNP weiterhin toxisch fiir Melanomzellen. Der Unterschied
von 30-40% in der CPD zwischen Kontrollzellen und CNP-behandelte Zellen wird
beibehalten. Insgesamt zeigen CNP-behandelte Melanomzellen nach mehreren Wochen

keine Entwicklung einer Resistenz gegeniiber CNP.

Wie bereits in Abb. 3.10 dargestellt, vermitteln CNP nach 96 h keine Cytotoxizitét in
Fibroblasten. Nach Langzeitexposition mit CNP werden ebenfalls keine inhibitorischen
Effekte von CNP auf die Fibroblasten festgestellt (Abb. 3.34). Selbst nach 19 Wochen
zeigt die CPD keine Abnahme im Vergleich zur Negativkontrolle, sondern sogar

tendenziell eine Zunahme. Die Langzeitbehandlung mit CNP fiihrt zu keinen adversen
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Effekten in gesunden Zellen der Haut, aber zu einer dauerhaften Cytotoxizitit in

Melanomzellen.
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Abb. 3.34: Kein Einfluss einer CNP-Langzeitexposition auf die Cytotoxizitit in Fibroblasten
(verdffentlicht in Sack-Zschauer et al., 2017b) Stromale Fibroblasten (NHDF) wurden mit 150 pM
(graue Balken) und 300 uM (schwarze Balken) CNP in serumfreiem DMEM behandelt. Nach 96 h wurden
die Zellen abtyrpsiniert und die kumulative Populationsdichte (CPD) berechnet. Fiir die Regeneration
wurden die Zellen anschlieend in serumhaltigem DMEM (mit 10% FCS) fiir 72 h kultiviert. Danach wurde
erneut behandelt, sodass der Vorgang 19 Wochen lang wiederholt wurde. t, Zeit; ct, unbehandelte
Kontrollzellen (weifle Balken).

In den Ergebnissen zuvor wurde gezeigt, dass CNP cytotoxische Effekte in Tumorzellen
aufweisen, wiahrend in gesunden Zellen keine CNP-bedingten toxischen Effekte
festgestellt werden. Diese selektive Eigenschaft macht die Nanopartikel zu einem gut
geeigneten Werkzeug beziiglich der Entwicklung neuer Therapieansitze fiir Krebs. In
einer Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Brenneisen wurde untersucht, ob sich CNP fiir
eine Kombinationstherapie mit klassischen Chemotherapeutika wie Doxorubicin eignen.
Beziiglich der cytotoxischen und prooxidativen Effekte wurden synergistische Effekte
nach der Kombinationsbehandlung von Dextran-gekoppelten CNP und Doxorubicin in
Melanomzellen beobachtet, wihrend CNP gesunde Fibroblasten vor der Doxorubicin-
vermittelten Cytotoxizitidt schiitzten (Sack et al., 2014). Im Rahmen einer

Supplementationstherapie zeigen Dextran-gekoppelte CNP somit vielversprechende
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Ergebnisse. Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob Acrylat-stabilisierte CNP
nach einer Langzeitbehandlung ebenfalls die Sensitivitit von Tumorzellen gegeniiber
klassischen Chemotherapeutika erhéhen oder die Partikel eventuell zu einem Schutz der
Tumorzellen fiihren. Fiir die Versuchsdurchfiihrung wurden CNP-vorbehandelte bzw.
langzeitbehandelte A375 Melanomzellen und als klassisches Chemotherapeutikum
erneut Doxorubicin eingesetzt. Die Melanomzellen wurden, wie zuvor beschrieben, liber
19 Wochen in festgelegten Abstinden mit 150 uM und 300 uM CNP inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Um herauszufinden, ob eine
Langzeitbehandlung mit CNP die Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniiber Doxorubicin
erhoht oder erniedrigt, wurden die langzeitbehandelten Melanomzellen mit
verschiedenen Konzentrationen Doxorubicin (0.15-2 uM) behandelt und nach 24-
stiindiger Inkubationszeit der MTT-Assay durchgefiihrt. Der Versuch wurde dreimal
unabhéngig voneinander durchgefiihrt, wobei die jeweiligen Kontrollen auf 100% gesetzt

und die anderen Werte auf diese bezogen wurden.
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Abb. 3.35: Erhohte Cytotoxizitit von Doxorubicin nach 19 Wochen CNP-Langzeitbehandlung in
Tumorzellen A375 Melanomzellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen von Doxorubicin
(0.15-2 uM) behandelt. Die Melanomzellen wurden vorher iiber 19 Wochen in bestimmten Abstidnden mit
150 uM und 300 uM CNP fiir 96 h inkubiert. Nicht mit CNP-langzeitbehandelte Zellen wurden als
Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Zellviabilitdit wurde durch den MTT-Test bestimmt. Es wurden drei
voneinander unabhdngige Experimente (n=3) mit Dreifachbestimmungen in jeder Dosisgruppe
durchgefiihrt. Die Mittelwerte mit + S.E.M. der Absorption bei 570 nm wurden bestimmt und auf die
unbehandelten Kontrollzellen (ct) bezogen, deren Viabilitit auf 100% gesetzt wurde. Dargestellt sind die
prozentualen Erniedrigungen gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen (**p<0.01, ***p<0.001; One-
way-ANOVA mit Dunett's post hoc Test).
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Das Ergebnis in Abb. 3.35 zeigt, dass Acrylat-stabilisierte CNP die Sensitivitit von
langzeitbehandelten Tumorzellen gegeniiber Doxorubicin erhdhen und dass Doxorubicin
toxischer in diesen Zellen wirkt. Generell wird bei allen Zellen eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der Zellviabilitit durch Doxorubicin gesehen. Des
Weiteren ist der toxische Effekt von Doxorubicin in den CNP-langzeitbehandelten
Tumorzellen stirker als in den unbehandelten Zellen. Wenn eine Konzentration von
0.5 uM Doxorubicin, die der steady-state Plasmakonzentration in Patienten nach einer
Standardinfusion mit Doxorubicin entspricht (Spagnuolo et al., 2011; Minotti et al.,
2004b), ndher betrachtet wird, féllt auf, dass Doxorubicin die Zellviabilitit in den
Kontrollzellen um 43% erniedrigt. Die Abnahme der Zellviabilitdit in den CNP-
langzeitbehandelten Zellen ist dagegen erhoht und liegt bei 86% (150 uM) und 78%
(300 uM). Demzufolge wirkt Doxorubicin sensitiver (toxischer) in den CNP-behandelten
Zellen als in den Kontrollzellen. Perspektivisch gesehen, bestitigt dieses Ergebnis die

Idee einer Supplementationstherapie.
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-Eigenbeteiligung an den bereits publizierten Ergebnissen-

In der vorliegenden Dissertation sind Teile der Ergebnisse (Abb. 3.2; Abb. 3.3; Abb. 3.4;
Abb. 3.18 und Abb. 3.34) bereits veroffentlicht (Sack-Zschauer et al., 2017b). Die in
dieser Arbeit verwendeten Partikel wurden in der Veroffentlichung Sack-Zschauer et al.,

2017b als CNP-2 bezeichnet.

In Abb. 3.2 ist das Ergebnis der GroBenverteilung der in der Dissertation verwendeten
CNP gezeigt. Die Bestimmung der GrofBle erfolgte mittels DLS im Institut fiir
Anorganische Chemie und Strukturchemie I (Prof. Christoph Janiak). Die DLS-
Messungen dieser Partikel wurden von mir, nach entsprechender Einfiihrung und
Einarbeitung in das Gerét von Dr. Hajo Meyer, durchgefiihrt und die Daten ebenso von

mir ausgewertet.

Die in den Abb. 3.3 und 3.4 dargestellten Transmissionsspektren wurden in unserem
Institut (Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie 1) von mir angefertigt und
ausgewertet. In Sack-Zschauer et al., 2017b wurden die in Abb. 3.4 als Referenzpartikel
verwendeten CNP als CNP-3 bezeichnet.

In Abb. 3.18 sind Ergebnisse der ROS-Messungen in den Zellen A375, NHDF und
NHEM dargestellt, von welchen nur die Ergebnisse von A375 und NHDF in Sack-
Zschauer et al., 2017b publiziert sind. Die Experimente wurden in unserem Institut von

mir durchgefiihrt und die Daten ebenfalls von mir ausgewertet.

In Abb. 3.34 ist das Ergebnis eines Langzeitexperimentes gezeigt. Dieses Experiment
wurde mit der technischen Hilfe und Unterstiitzung von Frau Claudia Wyrich
(Biologisch-technische Assistentin in unserer Arbeitsgruppe) angefertigt. Frau Wyrich
hat mir in der Zellkultur bei der Langzeitkultivierung der Zellen geholfen und auch zu

der Endauswertung durch die Bestimmung der Populationsdichten (PD) beigetragen.
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Redox-aktive Eigenschaften machen Ceroxid-Nanopartikel (CNP) zu einem gut
geeigneten Werkzeug beziiglich der Entwicklung neuer Therapieansitze gegen
verschiedene Krankheitsbilder wie Krebs (Gao et al., 2014; Das et al., 2013; Wason und
Zhao, 2013). Eine optimale Krebstherapie soll die Zerstérung von Tumorzellen sowie die
Hemmung der Tumorinvasion und Neoangiogenese beinhalten, wihrend normale
(gesunde, stromale) Zellen nicht beeintrdchtigt werden. Jedoch ist dies bei einer
klassischen Chemotherapie oft nicht der Fall, da auch normale Zellen geschéddigt werden
(Leischner, 2017; Graefe et al., 2011). Es konnte bereits gezeigt werden, dass CNP einen
vielversprechenden Ansatz bei der Behandlung von Hautkrebs bieten (Sack et al., 2014;
Alili et al., 2013; Alili et al., 2011). Neuere Ansétze der Krebsforschung nutzen den
verdanderten Redox-Status von Tumorzellen fiir therapeutische Zwecke, um eine gezielte
Tumortherapie zu ermdglichen (Wondrak, 2009; Schumacker, 2006). Tumorzellen
weisen im Vergleich zu normalen Zellen einen basal erhdhten ROS-Gehalt auf und
reagieren daher weitaus empfindlicher auf oxidativen Stress als nicht transformierte
Zellen (Liou und Storz, 2010; Verschoor et al., 2010; Pelicano et al., 2004). Diese
Erkenntnis ist fiir die vorliegende Arbeit richtungsweisend und fithrt zur genaueren
Analyse der molekularen Wirkmechanismen von redox-aktiven CNP in einem einfachen
Modell fiir Tumor-Stroma Interaktion, um die Anwendbarkeit von CNP als molekulares
Werkzeug in der Krebstherapie zu erhdhen und damit verbundene Nebenwirkungen und
Risiken zu iiberpriifen. In dieser Arbeit kann zum ersten Mal gezeigt werden, dass CNP
iiber ROS-abhédngige Prozesse posttranslationale Verdnderungen in Proteinen vermitteln,
welche zu Funktionsverlust von redox-sensitiven und redox-regulierten Enzymen wie der

GAPDH, einem wichtigen Enzym der Glykolyse, fiihren.

4.1 Ideale Eigenschaften von CNP im Hinblick auf eine
therapeutische Anwendung gegen Krebs

Die therapeutische Anwendung von Nanomaterialien, insbesondere von CNP, bildet in
letzter Zeit den Schwerpunkt vieler Studien. So zeigen CNP im Rahmen der
Krebsforschung je nach untersuchtem Zelltyp unterschiedliche Effekte auf die
Zellviabilitdt. In einigen Studien konnen cytotoxische Effekte in verschiedenen

Tumorzellen in vitro nachgewiesen werden, beispielsweise im Lungenkarzinom,
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Kolonkarzinom, Melanom und Plattenepithelkarzinom (Pesic et al., 2015; Alili et al.,
2011; Lin et al.,, 2006). Eine antikanzerogene Wirkung von CNP kann zudem in
Xenograft-Mausmodellen nachgewiesen werden, bei denen das Tumorwachstum
signifikant verringert wurde (Alili et al., 2013). Weitere Studien zeigen jedoch, dass CNP
nicht in allen Tumorzelllinien toxisch wirken. Es gibt auch Tumorzellen, die weniger
empfindlich auf die Behandlung mit CNP reagieren (Pesic et al., 2015). In normalen
Zellen werden ebenfalls unterschiedliche Effekte nachgewiesen. So werden cytotoxische
Effekte in Makrophagen (Forest et al., 2017) und protektive Effekte von CNP gegeniiber
exogenen Noxen in dermalen Fibroblasten (von Montfort et al., 2015; Sack et al., 2014)
gezeigt. Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse wird die Wirkung von CNP
derzeit kontrovers diskutiert. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist, dass in vielen Studien bei
gleicher Fragestellung und Zielsetzung oft CNP mit unterschiedlichen Eigenschaften fiir
Untersuchungen eingesetzt werden, was zu widerspriichlichen Ergebnisse flihrt. Aus
diesem Grund kénnen CNP-bedingte Effekte in Zellen oft nicht miteinander verglichen
und schon gar nicht reproduziert werden, was einen gro3en Nachteil im Hinblick auf eine
therapeutische Anwendung darstellt. In diesem Kontext spielen Parameter von
Nanopartikeln, wie GroBe, Struktur, Oberflichenladung, Zeta-Potenzial und
Beschichtung (auch coating genannt), sowie die Umgebung (z.B. pH-Wert) eine
bedeutende Rolle und haben einen wichtigen Einfluss auf die zelluldre Wirkung von CNP
(Sack-Zschauer et al., 2017b; Das et al., 2013; Dowding et al., 2013; Karakoti et al.,
2012).

Sack-Zschauer et al. (2017b) haben vier verschieden synthetisierte CNP anhand wichtiger
Parameter, u.a. in Zusammenhang auf Tumor-Stroma Interaktion, untersucht, um die am
besten geeigneten Nanopartikel fiir weitergehende Untersuchungen und eine zukiinftige
Krebstherapie zu finden. Als Referenzpartikel werden CNP verwendet, welche bereits
ausfiihrlich charakterisiert sind und in fritheren Studien der Arbeitsgruppe von Prof.
Brenneisen vielversprechende Ergebnisse zeigten (von Montfort et al., 2015; Sack et al.,
2014; Alili et al., 2013; Alili et al., 2011). Diese sind mit einem Durchmesser von 4.5 (+
1.7) nm die kleinsten Nanopartikel der Studie und verfiigen iiber ein definiertes,
ausgewogenes Verhiltnis an Ce**- und Ce*"-Ionen, was sich im Transmissionsspektrum
als charakteristischen shift in den ldngerwelligen Bereich des Spektrums in Folge der
Oxidation mit H202 zeigt. Auerdem haben diese Referenzpartikel ein hohes toxisches
Potenzial in Tumorzellen, wihrend keine toxischen Effekte in normalen Zellen vermittelt

werden (Alili et al., 2013; Alili et al., 2011). Fiir eine optimale Krebstherapie wére die
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Voraussetzung, dass Tumorzellen unter der Behandlung absterben und ihre invasive
Kapazitit verlieren, wihrend moglichst keine adversen Effekte in normalen, gesunden
Zellen auftreten sollen (Panieri und Santoro, 2016; Sullivan und Chandel, 2014; Baudino,
2015). CNP mit einem groBeren Durchmesser (> 25 nm) hingegen, teilweise bedingt
durch ein starkes Agglomerationsverhalten, zeigen nicht die gewiinschte selektiv toxische
Wirkung in den untersuchten Zellen. So sind unerwiinschte, toxische Effekte in normalen
Fibroblasten zu sehen, wihrend die toxischen Effekte in den Tumorzellen im Vergleich
zu den Referenzpartikeln niedriger ausfallen. Mogliche Griinde flir die
Unempfindlichkeit der Tumorzellen kann die verringerte Partikelaufnahme aufgrund der
GroBe sein. Partikel mit einem kleineren Durchmesser (< 10 nm) koénnen frei iiber die
Zellmembran diffundieren, widhrend grofere Partikel nur iliber Rezeptor-vermittelte
Endozytose aufgenommen werden konnen (Popov et al., 2016). Nicht nur die kleine
GroBle von CNP, sondern auch eine hohe Redox-Aktivitét iiber die Verfligbarkeit beider
Oxidationsstufen von Cer (Ce*" und Ce*") sowie Sauerstoffvakanzen auf der Oberfliche
werden moglicherweise fiir eine toxische Wirkung in Tumorzellen benétigt, denn in den
Partikeln mit unerwiinschten Wirkungen (> 25 nm) liegt das Cer ausschlieBlich im

Oxidationszustand IV (Ce*") vor.

Die in dieser Arbeit verwendeten CNP sind ein Teil der Studie Sack-Zschauer et al.
(2017b) und wurden zu Beginn der vorliegenden Arbeit in Bezug auf Grofe,
Oberflachenladung sowie Redox-Aktivitét in zellfreien Experimenten charakterisiert. Die
Untersuchungen zeigen, dass die hier verwendeten Partikel, wie auch die
Referenzpartikel, einzeln vorliegen (keine Agglomeration) und einen relativ kleinen
Durchmesser von 4.7 (+ 3.6) nm haben (Abb. 3.2) sowie den charakteristischen shift im
Transmissionsspektrum nach Oxidation mit H202 zeigen (Abb. 3.3), was auf ein
ausgewogenes Verhiltnis von Ce*" und Ce*" hinweist, das zusammen mit den zufillig
entstehenden Sauerstoffvakanzen auf der Oberfliche die Redox-Aktivitit der Partikel
begiinstigt. In Bezug auf die Redox-Aktivitit kann zusétzlich gezeigt werden, dass die
verwendeten CNP {iber eine, in vielen Studien beschriebene, SOD-mimetische Aktivitit
verfiigen (Abb. 3.6 & 3.7). Uber die hier durchgefiihrten Untersuchungen und die im
Rahmen der Studie Sack-Zschauer et al. (2017b) gewonnenen Erkenntnisse kann
festgestellt werden, dass die hier verwendeten CNP, nach den Referenzpartikeln, am
besten geeignet sind, um als molekulares Werkzeug fiir weitergehende Untersuchungen

und Aufkliarung der zelluldren Wirkmechanismen eingesetzt werden zu kdnnen.
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4.2  Selektiv cytotoxische und proliferationshemmende

Wirkung von CNP auf Tumorzellen

Die weiteren Untersuchungen erfolgten in einer humanen in vitro Tumor-Stroma-
Zellkultur. Humane Melanomzellen der Zelllinie A375 wurden als Modell fiir
Tumorzellen und priméire Melanozyten (NHEM) sowie Fibroblasten (NHDF) als Modell
fiir normale, nicht-entartete Zellen eingesetzt. Zunidchst wurde der Einfluss der hier
verwendeten CNP auf die Zellviabilitét getestet. Die Behandlung mit CNP fiihrt zu einer
zeit- und konzentrationsabhéngigen Abnahme der Zellviabilitidt in den Melanomzellen
(A375), wobei bei gleichen Konzentrationen von CNP (150 uM, 300 uM und 450 uM)
keine toxischen Effekte in primiren, stromalen Hautzellen (NHEM und NHDF)
nachgewiesen werden konnen (Abb. 3.9 & 3.10). Ein therapeutischer Ansatz mit CNP
bietet nur dann einen Vorteil gegeniiber konventionellen Chemotherapeutika, wenn ein
selektiver Toxizitdtsunterschied zwischen Tumor- und stromalen Zellen besteht. In
Tumorzellen des malignen Melanoms (A375) und normalen Hautzellen (NHEM und
NHDF), kann diese spezifische Toxizitdt durch CNP bei gleichen Konzentrationen
beobachtet werden, sodass CNP toxisch in Melanomzellen wirken, wahrend die
Zellviabilitdt von gesunden, stromalen Zellen nicht beeinflusst wird. Selbst nach
langzeitiger Exposition (> 19 Wochen) der stromalen Zellen (NHDF) mit CNP sind keine
adversen Effekte zu sehen (Abb. 3.34). Die Vertraglichkeit neuer Medikamente von
normalen, gesunden Zellen ist ein wichtiger Aspekt im Hinblick auf eine therapeutische
Anwendung, denn die Behandlung mit herkdmmlichen Chemotherapeutika verursacht oft
unerwiinschte Nebenwirkungen, wodurch die Dauer und Dosis der Therapie
eingeschriankt wird. Eine schiadigende Wirkung von CNP kann in normalen, gesunden
Fibroblasten und Melanozyten sowohl nach Kurzzeitbehandlung (24-96 h) als auch nach
Langzeitbehandlung (> 19 Wochen) nicht nachgewiesen werden. CNP bieten somit eine
selektive, spezifische Wirkung auf Tumorzellen. Innerhalb der Forschungsgruppe von
Herrn Prof. Brenneisen konnte dariiber hinaus noch gezeigt werden, dass neben
Fibroblasten weitere normale Zellen, wie Endothelzellen (Sack-Zschauer et al., 2017a;
Alili et al., 2013) durch die Behandlung mit CNP nicht in ihrer Zellviabilitét beeinflusst
werden, wihrend in diversen Tumorzelllinien wie Tumorzellen des Glioms (MOG-G-
CCM) (Sack-Zschauer et al., 2017a) toxische Effekte nachgewiesen werden konnen. Des
Weiteren konnen toxische Effekte von CNP in Plattenepithelkarzinomzellen (Alili et al.,

2011) gezeigt werden und im Gegensatz dazu kann keine Cytotoxizitdt in humanen
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Keratinozyten (HaCaT) (Singh et al., 2016) beobachtet werden. Eine zellspezifische
Wirkung von CNP kann auch im Rahmen von anderen Untersuchungen weiterer
Forschungsgruppen nachgewiesen werden. So zeigen Tarnuzzer et al. (2005) und Colon
et al. (2009) eine radioprotektive Wirkung von CNP in humanen Brustepithelzellen,
wiéhrend keine Radioprotektivitit in Brustkrebszellen (MCF-7) beobachtet wird (Colon
et al., 2009; Tarnuzzer et al., 2005). Die Bestrahlung gehort bei der Behandlung von
vielen Tumorarten zur Standardtherapie (Schmitt, 1999). Herkdmmliche
Chemotherapeutika kdnnen normale Zellen in der Regel nicht vor einer Bestrahlung
schiitzen und sind auch meist nur fiir bestimmte Tumorarten einsetzbar, wodurch diese in
der Anwendung sehr beschrankt sind (Taylor und Kirby, 2015; Schmitt, 1999). Eine
zellspezifische und breite Wirkung von CNP wiirde einen bedeutenden Vorteil gegeniiber
der alleinigen Chemo- und Strahlentherapie mit sich bringen, da diese mit starken
Nebenwirkungen verbunden sind, die durch Schéddigung normaler, gesunder Zellen

zustande kommen (Hubenak et al., 2014).

Ein weiterer Punkt, der bei der Entwicklung von neuen Therapieansétzen zu beachten ist,
ist der Einfluss auf die Zellproliferation, um auszuschlieBen zu konnen, dass durch die
Behandlung die Proliferation von Tumorzellen und damit das Tumorwachstum gefordert
wird. Eine Erhéhung der Proliferation von Tumorzellen begiinstigt die Tumorprogression
und wére in Hinblick auf eine therapeutische Anwendung nicht wiinschenswert. Eine
Erniedrigung der Proliferation von normalen Zellen hingegen wére ebenfalls nicht
erstrebenswert und wiirde wegen der Schidigung von normalen Zellen gegen den
therapeutischen Einsatz von CNP sprechen. Die Untersuchungen zur Zellproliferation
zeigen, dass CNP zeitabhdngig die Proliferation der Tumorzellen verringeren. Die
Hemmung der Zellproliferation nach einer CNP-Behandlung zeigt, dass keine
Neusynthese von DNA unter der Behandlung mit CNP stattfindet, sodass sich die Zellen
nicht mehr vermehren konnen. Im Gegensatz zu den Tumorzellen zeigen die
Untersuchungen in stromalen Zellen (NHEM und NHDF) bei gleicher Konzentration
keine CNP-bedingte Anderung der Proliferation. Vielmehr weisen die Ergebnisse sogar
eine tendenziell proliferationsfordernde Wirkung durch die Partikel auf (Abb. 3.11). Eine
CNP-bedingte Stimulation der Zellproliferation von normalen Zellen konnte ebenfalls in
Studien anderer Forschungsgruppen gezeigt werden (Davidson et al., 2016; Popov et al.,
2016). Diese Erkenntnisse stimmen damit mit den Ergebnissen zur Toxizitdt von CNP
iiberein, wo nach einer Behandlung mit CNP in Tumorzellen eine zeitabhingige

Abnahme in der Zellviabilitit festgestellt wird, widhrend in normalen Hautzellen
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tendenziell eine Zunahme beobachtet wird. Weitere Untersuchungen in der vorliegenden
Arbeit zeigen eine CNP-abhingige Zunahme von ROS in Tumorzellen und normalen
Zellen, wobei der Anstieg in Tumorzellen viel stirker als in normalen Zellen ist (Abb.
3.18). ROS in hohen Mengen konnen die DNA-Synthese stoppen und zum
Zellzyklusarrest sowie zur Induktion von Apoptose fithren (Circu und Aw, 2010). In
geringen Mengen wirken ROS als second messenger und konnen die Zellproliferation
stimulieren. Dieser konzentrationsabhédngige Effekt von ROS unterliegt dem sogenannten
Hormesis-Prinzip (Ludovico und Burhans, 2014). Es ist anzunehmen, dass die von CNP
generierten ROS die Proliferation in Tumorzellen hemmen und tiber die Induktion von
Apoptose cytotoxisch wirken, wihrend in normalen Zellen die leichte ROS-Erh6hung
durch CNP zu einem proliferationsstimulierenden Effekt fiihrt. In einer Studie mit Silber-
Nanopartikeln (AgNP) konnte gezeigt werden, dass in Brutskrebszellen (MDA-MB-231)
durch eine Partikel-bedingte Erhohung von ROS das Zellwachstum gehemmt und
infolgedessen die Apoptose induziert werden kann (Abdal Dayem et al., 2017,
Gurunathan et al., 2013), wohingegen in einer anderen Studie die Behandlung von
murinen Fibroblasten mit Citrat-stabilisierten CNP mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von 3-4 nm in einer Stimulation der Zellproliferation resultiert. CNP
werden daher auch im Vergleich zu klassischen Wachstumsfaktoren als kostengiinstige
Alternative fiir Zellkulturmedien von schwer zu kultivierbaren primiren Zellen betrachtet

(Popov et al., 2016).

Eine CNP-vermittelte Induktion von Apoptose wurde in fritheren Studien mit Dextran-
gekoppelten Partikeln gezeigt (Alili et al., 2013). Die hier durchgefiihrten
Untersuchungen zur Apoptose bestitigten den pro-apoptotischen Effekt von CNP in
Melanomzellen, welche mit Acrylat stabilisiert waren (Abb. 3.13). Aulerdem wird
gezeigt, dass der pro-apoptotische Effekt von CNP nach 72 h stédrker ist als nach 24 h,
was die Ergebnisse zur Cytotoxizitét und Proliferation, bei welchen auch ein stirkerer
Effekt nach 72 h festgestellt wird als nach 24 h, unterstiitzt. Dariliber hinaus wird
beobachtet, dass CNP sowohl den intrinsischen als auch den extrinsischen Weg der
Apoptose induzieren. Ahnliche Effekte werden mit Doxorubicin, einem klassischen
Cytostatikum, das als Referenzsubstanz verwendet wird, beobachtet (Abb. 3.14). Die
CNP-vermittelte und ROS-bedingte Induktion des intrinsischen Weges der Apoptose
durch CNP wurde in frilheren Studien, beispielsweise iliber die Freisetzung von
Cytochrom C, nachgewiesen (Mittal und Pandey, 2014; Alili et al., 2013; Celardo et al.,
2011). Uber die CNP-induzierte extrinsische Apoptose ist wenig bekannt. Allerdings ist

134



4 Diskussion

bekannt, dass oxidativer Stress beide Wege der Apoptose induzieren kann. Es ist
beschrieben, dass Doxorubicin u.a. durch die Bildung von ROS, welche die sogenannten
zellmembranstindigen Todesrezeptoren aktivieren, den extrinsischen Apoptoseweg
einleiten kann (Sinha et al., 2013; Octavia et al., 2012; Circu und Aw, 2010). So konnte
die ROS-Bildung durch CNP auch den extrinsischen Weg ausgeldst haben. Es ist auch
nicht auszuschlieflen, dass ein cross talk zwischen dem intrinsischen und extrinsischen
Weg stattfindet. Allerdings stellt die verwendete Methode zur Uberpriifung von CNP-
induzierter Apoptose eine semi-quantitative Analyse dar und ist somit nicht
aussagekriftig genug, um konkrete Aussagen zu treffen. Daher sind weitere
Untersuchungen notwendig, wie z.B. die Aktivititsmessung von an extrinsischer
Apoptose beteiligten Caspasen, um die Beteiligung des extrinsischen Weges der
Apoptose durch CNP bestétigen zu konnen. Somit zeigen CNP und Doxorubicin in
diesem Kontext dhnliche Wirkungen und iiben einen pro-apoptotischen Effekt auf die
A375 Melanomzellen aus. Wenn aber die Nebenwirkungen der klassisch verwendeten
chemotherapeutischen Agenzien wie Doxorubicin auf normale Zellen bedacht werden
(Tokarska-Schlattner et al., 2006; Minotti et al., 2004a; Keizer et al., 1990), wird
offensichtlich, dass CNP, welche keine adversen Effekte in normalen Zellen haben, im

Hinblick auf eine therapeutische Anwendung im Vorteil sind.

Aufgrund ihrer selektiv cytotoxischen und proliferationshemmenden Wirkung scheinen
die hier verwendeten CNP gut geeignet fiir eine therapeutische Anwendung in der
Krebstherapie zu sein. Jedoch werfen die Erkenntnisse die Frage auf, wodurch die
Selektivitit von CNP genau begriindet ist und durch welche zugrundeliegenden
Mechanismen die selektive Wirkung in Tumorzellen vermittelt werden, wahrend bei
gleichen Konzentrationen von CNP normale Zellen weitgehend unbeeinflusst bleiben.

Die CNP-vermittelte Bildung von ROS scheint hierbei eine gro3e Rolle zu spielen.

4.3 Identische Menge an CNP in Tumorzellen und normalen

Hautzellen

Eine wichtige Fragestellung, die bisher nicht aufgekliart wurde, ist, ob die Menge der
aufgenommenen Partikel ihre Selektivitdt erkldrt. Es gibt Untersuchungen sowohl durch
unsere Arbeitsgruppe als auch von anderen, welche die Aufnahme von CNP nach relativ

kurzen Inkubationszeiten (3-4 h) in Zellen nachweisen (Sack et al., 2014; Alili et al.,
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2011; Singh et al., 2010). Die intrazellulire Verteilung von CNP wird sowohl in
Tumorzellen, wie Melanom- und Plattenepithelkarzinomzellen, als auch in stromalen
Fibroblasten iiber fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von FITC-markierten
CNP sowie elektronenmikroskopische Darstellung gezeigt (Sack et al., 2014; Alili et al.,
2011). Eine zelltypspezifische Quantifizierung der aufgenommenen Menge an CNP
wurde bislang jedoch nicht untersucht. Es wére vorstellbar, dass Tumorzellen infolge von
verdnderten Eigenschaften der Zelloberfliche (Chen et al., 2016; Abercrombie und
Ambrose, 1962) mehr CNP aufnehmen und infolgedessen mehr ROS gebildet werden als
in normalen Zellen, wodurch die selektive Wirkung von CNP auf Tumorzellen erklart
werden konnte. Um dies zu iiberpriifen, wurden Untersuchungen mit Melanomzellen
(A375) durchgefiihrt, welche mit Melanozyten (NHEM) verglichen wurden. Die
zelluldren Ce-Mengen wurden nach 24- und 72-stiindiger CNP-Behandlung mittels ICP-
MS im Forschungszentrum Jiilich bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass CNP bezogen
auf die Menge nicht unterschiedlich von Melanomzellen und Melanozyten aufgenommen
wurden (Abb. 3.12). Es existieren keine zelltypspezifischen Unterschiede in der Menge
der CNP-Aufnahme. Bei ungefdhr gleichen zelluldiren Konzentrationen wirken CNP
cytotoxisch in Melanomzellen, wihrend normale Zellen weitgehend unbeeintrichtigt
bleiben. Auch sind in den jeweiligen Zelltypen keine signifikanten Unterschiede
zwischen der CNP-Behandlung nach 24 h und 72 h zu sehen, sodass die zeitabhdngigen
Effekte in Tumorzellen nicht mit der zelluliren CNP-Menge korrelieren. Somit ist der
selektiv cytotoxische Effekt von CNP in Tumorzellen nicht auf ihre zelluldre
Konzentration zurlickzufiihren, sondern auf die intrazellulire Wirkung. Eine
extrazelluldre Rezeptor-vermittelte Wirkung kann aber auch nicht ausgeschlossen
werden, da liber die verwendete Methode sowohl intrazelluldre als auch extrazellulire, an
die Zellmembran gebundene CNP detektiert werden und es Beispiele anderer
Nanopartikel gibt, die ihre Wirkung nur iiber Rezeptor-vermittelte Effekte ausiiben
(Unfried et al., 2007). Die prisentierten Daten werden durch in vivo Daten zur
Bioverteilung von CNP unterstiitzt. Es kann gezeigt werden, dass CNP, welche Méusen
intraperitoneal injiziert wurden, in der Haut der Mause (12-20 ng/g Hautgewebe) und in

weiteren Geweben nachgewiesen werden (Hirst et al., 2013; Alili et al., 2011).
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4.4 Kein Einfluss von CNP auf die Proteinexpression in

Tumorzellen

Mit Hilfe von Analysen des Proteoms konnen mdoglichst viele Proteine in einer Probe
detektiert und analysiert werden. Auf diese Art und Weise konnen Schliisselproteine oder
sogenannte Biomarker identifiziert werden, um Erkenntnisse iiber die Wirkmechanismen
einer Substanz zu gewinnen. Somit ermdglicht der Vergleich von Proteinmustern aus
unbehandelten und behandelten Zellen die Aufkldrung der intrazelluldren Funktion
(Graves und Haystead, 2002). Uber die genauen Wirkmechanismen von CNP gibt es
bislang keine eindeutigen Erkenntnisse. Mit einem Screening-Verfahren konnen CNP-
bedingte Anderungen in der Expression von Proteinen in Zellen erfasst und iiber
funktionelle Kategorisierung der Anderungen méogliche Wirkmechanismen entdeckt
werden. Um den Einfluss von CNP auf die Proteinexpression zu bestimmen, wurde nach
einer 24-stiindigen CNP-Inkubation ein quantitativer, MS-basierter Proteomics-Ansatz
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde das klassische Cytostatikum Doxorubicin
verwendet. Klassische Chemotherapeutika entfalten ihre cytostatische Wirkung meist
iiber genotoxische Wirkungen und zeigen auf Expressionsebene viele Anderungen
(Annovazzi et al., 2017; Lin et al., 2013). Die Untersuchungen ergeben, dass CNP
interessanterweise keine Anderung im Proteinmuster von Melanomzellen bewirken (Abb.
3.16), wihrend Doxorubicin, wie erwartet, zu einer deutlichen Verdnderung fiihrt (Abb.
3.15). Nach der Behandlung mit Doxorubicin werden viele Proteine wie z.B. die Proteine
FDXR, DDB2 sowie SQSTM1/p62 verdndert exprimiert (Moruno-Manchon et al., 2016;
De Lucaetal., 2011; Hammer et al., 2010; Kobayashi et al., 2010). Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass eine Behandlung mit CNP zu spéteren Zeitpunkten eine
Verdanderung in der Expression von Proteinen zeigt. Nach 24 h werden keine stark
cytotoxischen, proliferationshemmenden und infolgedessen pro-apoptotischen Effekte
gesehen. Nach spéteren Zeitpunkten (> 48 h) werden die zuvor genannten Effekte in den
Melanomzellen stirker, weshalb moglicherweise auch auf Expressionsebene
Verinderungen auftreten konnen. Jedoch wiren diese Anderungen wahrscheinlich die
Folgen der CNP-induzierten Cytotoxizitdt und wiirden somit keine direkten Erkenntnisse
iiber die primére, molekulare Wirkung von CNP verschaffen. Diese Vermutung wird
durch die Untersuchungen zur Apoptose verstirkt (Abb. 3.13), bei welchen die
Expression von pro-apoptotischen Proteinen nach 72 h CNP-Behandlung stirker

induziert wird als nach 24 h, was zum einen das Ergebnis der MS-Analyse und zum
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anderen die Vermutung eines spiteren Effektes von CNP auf die Proteinexpression
bestitigen wiirde. So gibt es Beispiele von CNP, welche bereits nach 24 h stark
cytotoxische Effekte aufweisen und demzufolge auch nach 24 h die Expression von u.a.

Apoptose-assoziierten Proteinen steigern (Mittal und Pandey, 2014).

Das Ergebnis der MS-Analyse kann auch als ein indirekter Nachweis dafiir betrachtet
werden, dass CNP im Gegensatz zu Doxorubicin keine genotoxischen Effekte in Zellen
verursachen, wie es bereits Sack et al. (2014) gezeigt haben. So wird beispielsweise nach
der Behandlung mit Doxorubicin die Expression von DNA damage binding protein 2
(DDB2) zur Einleitung von DNA-Reparaturmechanismen gesteigert (Stoyanova et al.,
2009), was die genotoxische Wirkung von Doxorubicin bestdtigt. Durch CNP werden
keine Gene in Zusammenhang mit DNA-Schédden exprimiert, was zeigt, dass durch CNP
keine Reparaturmechanismen aktiviert werden. Passend dazu haben Sack et al. (2014)
gezeigt, dass sich die intrazelluldre Verteilung von CNP auf das Cytosol beschrankt und
CNP nicht im Zellkern der untersuchten Melanomzellen nachgewiesen werden konnte.
Oft geht eine systemische Chemotherapie mit konventionellen, genotoxischen Agenzien
mit dem Risiko einer sekundiren Neoplasie einher (Dong und Chen, 2014; Boffetta und
Kaldor, 1994). CNP wirken nicht genotoxisch aber dennoch antitumoral und zeigen somit
einen weiteren Vorteil gegeniiber konventionellen Chemotherapeutika und ideale

Voraussetzungen in Hinsicht auf die Pravention sekundérer Neoplasien.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass CNP keinen FEinfluss auf die
Proteinexpression haben, sodass der Wirkmechanismus von CNP in erster Linie nicht auf
Expressionsebene liegt. Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass die hauptséchliche
Wirkung von CNP auf posttranslationaler Ebene stattfindet und die Redox-Aktivitit der
Partikel eine bedeutende Rolle spielt. Somit ist es umso wahrscheinlicher, dass der
beschriebene Redox-Code von Jones & Sies (2015), der mit dem Cystein (Cys)-Proteom

assoziiert ist, durch CNP moduliert wird.

4.5 Effekte von CNP sind ROS-abhingig

CNP sind redox-aktive Nanopartikel, die in Tumorzellen Apoptose induzieren (Alili et
al., 2013). Im Rahmen dieser Studie kann gezeigt werden, dass CNP in den hier
untersuchten Tumorzellen cytotoxisch wirken, wéhrend bei gleichen Konzentrationen

keine Toxizitdat in den normalen Zellen der Haut beobachtet wird. Diese Selektivitat in
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der Wirkung von CNP ist nicht durch die aufgenommene Menge bedingt. Zudem zeigen
die Untersuchungen zur Proteinexpressionsanalyse keine CNP-bedingten Anderungen
und liefern somit keine Hinweise zur Identifizierung moglicher Wirkmechanismen in
Zellen. Die Gesamtheit der Daten deutet auf eine mogliche posttranslationale Wirkung
der Partikel hin. Die Erkenntnisse fritherer Studien {iber die redox-aktiven Eigenschaften
der Partikel unterstiitzen die Hypothese, dass CNP ROS-abhéngige Effekte vermitteln.
Jedoch gibt es in der Literatur wie bei den Untersuchungen zur Zellviabilitit je nach
untersuchtem Zelltyp unterschiedliche Effekte, die sowohl antioxidativ als auch
prooxidativ ausfallen konnen. Aufgrund der kontroversen Datenlage konnen keine
genauen Aussagen iiber die redox-basierten zugrunde liegenden molekularen
Wirkmechanismen von CNP getroffen werden. Beispielsweise werden antioxidative
Effekte von CNP gegeniiber dem Redox-Cycler Paraquat in dermalen Fibroblasten (von
Montfort et al., 2015) nachgewiesen, wobei in humanen Lungenepithelzellen (BEAS-2B)
und diversen Tumorzelllinien wiederum prooxidative Effekte und somit die Induktion

von oxidativem Stress gezeigt wird (Mittal und Pandey, 2014; Lin et al., 2006).

Um die Redox-Aktivitidt der hier verwendeten CNP in den hier untersuchten Zellen
aufzukldren und um festzustellen, ob die beobachtete selektive Wirkung von CNP auf
redox-aktive Eigenschaften der Partikel zuriickzufiihren ist und durch ROS-abhéngige
posttranslationale Effekte vermittelt wird, wurde zunéchst der Einfluss von CNP auf die
intrazellulare ROS-Bildung untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass CNP in allen
untersuchten Zellen redox-aktive Effekte ausiiben und prooxidativ wirken (Abb. 3.18).
Demzufolge ist der intrazellulire ROS-Gehalt in allen Zellen durch die Behandlung mit
CNP erhoht, wobei der ROS-Gehalt in den Melanomzellen sowohl basal als auch CNP-
bedingt viel hoher ist als in den normalen Hautzellen. In Studien mit vergleichbar grof3en
CNP konnen ebenfalls prooxidative Effekte in Plattenepithelkarzinomzellen (SCL-1)
(Alili et al., 2011) kolorektalen Adenokarzinomzellen (HT-29) (Pesic et al., 2015) und
humanen sowie murinen Fibroblasten (Culcasi et al., 2012) nachgewiesen werden. In
redox-basierten Therapieansédtzen wird der im Vergleich zu normalen Zellen verdnderte
Redox-Status von Tumorzellen als therapeutisches Ziel genutzt (Wondrak, 2009;
Schumacker, 2006; Pelicano et al., 2004). Es ist beschrieben, dass Tumorzellen eine basal
erhohte ROS-Konzentration aufweisen und viel sensitiver auf weitere Erhdhungen des
ROS-Gehalts reagieren als normale Zellen, welche im Gegensatz zu Tumorzellen durch
eine mogliche Anpassung ihres endogenen antioxidativen Schutzsystems einer ROS-

Erhohung und daraus resultierender Schadigung entgegenwirken konnen, wéhrend
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Tumorzellen moglicherweise die volle Kapazitit ihres antioxidativen Schutzsystems
bereits ausgeschopft haben und sich an der Grenze der maximalen antioxidativen
Reparaturkapazitit befinden (Panieri und Santoro, 2016; Sullivan und Chandel, 2014). Es
ist bekannt, dass beispielsweise Melanomzellen infolge des erhhten ROS-Gehalts eine
hohe Expression und Aktivitdit von antioxidativen Enzymen aufweisen sowie hohe
Mengen an Glutathion zur Detoxifizierung von ROS haben, sodass eine weitere
Steigerung des antioxidativen Schutzsystems nicht moglich ist (Liu-Smith et al., 2014;
Meyskens et al., 2001). Im Vergleich dazu gibt es auch Studien, welche zeigen, dass
Mutationen in Enzymen des antioxidativen Systems zu einer gesteigerten ROS-Bildung
in Melanomzellen fiihren und weitere Erhdhungen nicht kompensiert werden kénnen
(Liu-Smith et al., 2014; Wittgen und van Kempen, 2007). Deshalb wird durch die
Behandlung mit prooxidativen Substanzen wie CNP der kritische Schwellenwert an ROS
bereits bei niedrigeren Konzentrationen iiberschritten (Abb. 4.1) (Hambright und Ghosh,
2017).
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Abb. 4.1: Einfluss des intrazelluliiren ROS-Gehalts auf das zelluldre Schicksal In physiologischen
Konzentrationen wirken reaktive Sauerstoffspezies (ROS) nicht schiddigend, sondern stimulieren als
second messenger zellulire Prozesse, wie Proliferation. Mit zunehmender ROS-Menge, als Resultat
endogener oder exogener Stimuli, wird das antioxidative System angepasst um die Erhohung zu
kompensieren. In Tumorzellen, welche einen erhéhten pathophysiologischen Grundlevel an ROS
besitzen, befindet sich das antioxidative System an der oberen Grenze der Kapazitit, sodass durch eine
weitere Erhohung der Schwellenwert iiberschritten wird und die Zellen in Apoptose miinden. Eine
weitere stirkere Erhohung wiirde den therapeutischen Rahmen verlassen und auch zu toxischen Effekten
in normalen (gesunden, stromalen) Zellen fiihren (verdndert nach Hambright und Ghosh, 2017).

In Tumorzellen fordern hohe ROS-Mengen deren genomische Instabilitdt und
Proliferation, die in zu hohen Konzentrationen jedoch unbeabsichtigt schidigend wirken
und zur Einleitung der Apoptose fithren konnen (Pelicano et al., 2004). Ausgehend von
diesen Erkenntnissen konnte die selektiv cytotoxische Wirkung von CNP auf

unterschiedlichen basalen ROS-Mengen beruhen. Diese Hypothese bestitigend, konnten
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in dem hier untersuchten Tumor-Stroma-Modell basal unterschiedliche ROS-Mengen
nachgewiesen werden. So kann gezeigt werden, dass die A375 Melanomzellen im
Vergleich zu normalen Hautzellen (Melanozyten und Fibroblasten) einen erhohten
Grundgehalt an ROS besitzen, der vermutlich durch die Behandlung mit CNP weiter
erhoht wird und letztendlich zur Zellschddigung fiihrt. Dabei konnen die Tumorzellen die
hervorgerufene Schidigung durch CNP moglicherweise nicht kompensieren, sodass die
Behandlung schlieBlich zur Induktion der Apoptose fiihrt. Die CNP-bedingte Erh6hung
des ROS-Gehalts in normalen Hautzellen hingegen fiihrt nicht zu einer verminderten
Zellviabilitit, sondern vermutlich zur Stimulation des endogenen antioxidativen
Schutzsystems. Daher konnte die durch CNP tendenziell gesteigerte Zellviabilitdt auf die
Anpassung des antioxidativen Systems zuriickgefiihrt werden. So wurde im Rahmen
anderer Projekte der Arbeitsgruppe von Prof. Brenneisen beispielsweise eine gesteigerte
Expression von der Glutathion-Peroxidase (GPx) auf mRNA-Level sowie eine vermehrte
Aktivitdit in humanen dermalen Fibroblasten nach der Behandlung mit CNP
nachgewiesen (unver6ffentlichte Daten der Masterarbeiten von Miriam Kniihmann und
Matthias Przyklenk). Die GPx ist ein wichtiges Enzym des antioxidativen Schutzsystems,
welches die Entgiftung von H20:, das infolge der SOD-Disproportionierung aus
Superoxid entsteht, zu Wasser katalysiert (Wakamatsu et al., 2008; Sies, 1993). Auch
andere Studien weiterer Forschungsgruppen zeigen eine CNP-bedingte Steigerung der
Expression von wichtigen antioxidativen Enzymen in normalen Zellen (Popov et al.,
2016). Die in vielen Studien beschriebene antioxidative Wirkung von CNP konnte in den
hier untersuchten stromalen Zellen nicht direkt beobachtet werden. Da aber antioxidative
Enzyme durch die Erhéhung des intrazelluliren ROS-Gehalts hochreguliert werden
konnen, kann von einer indirekten antioxidativen Wirkung von CNP in normalen Zellen
und somit auch von einer protektiven Wirkung gesprochen werden. Protektive
Wirkungen von CNP auf normale Zellen konnten gezeigt werden. So wurden dermale
Fibroblasten durch die Vorbehandlung mit CNP gegeniiber exogenen Noxen wie
Paraquat (von Montfort et al., 2015) und Doxorubicin (Sack et al., 2014) geschiitzt.
Paraquat und Doxorubicin sind Redox-Cycler, welche iiber ihre Chinon-Struktur die
Bildung von Superoxidanionradikalen katalysieren (Minotti et al., 2004a; Bus und
Gibson, 1984). Die CNP-bedingte Stimulation des antioxidativen Systems schiitzt die
Zellen vermutlich vor einer moglichen oxidativen Schiadigung. Es wird deutlich, dass die
CNP-bedingte, geringe Erhohung des ROS-Gehalts in normalen Zellen diese nicht

abtotet, sondern im Gegenteil zu einem protektiven, antioxidativen Effekt fiihrt.
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Auffallig ist auch der stirkere ROS-Anstieg in den Melanomzellen im Verhéltnis zu den
normalen Hautzellen bei gleicher CNP-Behandlung. Dies ist vermutlich auf die in
mehreren Untersuchungen beschriebene katalytische Aktivitit von CNP zuriickzufiihren.
Die in zellfreien Systemen aufgezeigte SOD-mimetische Aktivitdt von CNP (Abb. 3.6 &
3.7) lauft dhnlich der zelluldren SOD in zwei Teilreaktionen ab und katalysiert zum einen
die Detoxifizierung von Oz~ zu molekularem Sauerstoff und zum anderen die
Disproportionierung von Oz~ zu H202 (Abb. 1.8) (Das et al., 2013; Alili et al., 2013; Alili
etal., 2011; Korsvik et al., 2007). Alili et al. (2011) haben die SOD-mimetische Aktivitat
der Partikel bei verschiedenen pH-Werten gemessen und eine pH-Abhingigkeit
festgestellt. Demzufolge ist die zweite Teilreaktion der SOD-Aktivitdt bei saurem pH-
Wert effektiver als bei neutralem pH-Wert. Es wird postuliert, dass Tumorzellen im
Vergleich zu normalen Zellen einen leicht erniedrigten pH-Wert besitzen (Hou et al.,
2017; Bohme und Bosserhoff, 2016; Griffiths, 1991). In der Literatur ist beschrieben,
dass die Azidifizierung und der daraus resultierende erniedrigte pH-Wert in Tumorzellen
moglicherweise zum einen durch die erhohte Produktion von Laktat aufgrund des
Warburg-Effekts und zum anderen durch die erhdhte Hydrolyserate von ATP wegen des
hohen Energiebedarfs in Tumorzellen entsteht (Tannock und Rotin, 1989).
Untersuchungen zeigen einen erhohten Laktatgehalt in Melanomzellen im Vergleich zu
humanen Hautfibroblasten, was auf einen erniedrigten pH-Wert in diesen Zellen
hindeuten kann (Alili et al., 2013). Asati et al. (2010) zeigen auch, dass die Akkumulation
von CNP in Lysosomen zu toxischen Effekten fiihrt. So konnte eine verstirkte
Akkumulation von CNP in Lysosomen von Tumorzellen zu einer erhohten SOD-Aktivitdt
und infolgedessen zu einer erhdhten H2O2-Konzentration fithren, welche in cytotoxischen
Effekten resultiert. Zudem ist bekannt, dass Tumorzellen eine erhdhte lysosomale
Aktivitit aufweisen (Dielschneider et al., 2017; Allison, 1974), was diese Uberlegung
unterstiitzt. Eine mogliche intrazelluldre Lokalisation der hier verwendeten Partikel in
Lysosomen bietet einen weiteren, interessanten Ansatz fiir nachfolgende
Untersuchungen. Demzufolge konnten die unterschiedlichen Effekte von CNP in
Tumorzellen und normalen Zellen durch eine pH-Abhéngigkeit der redox-aktiven
Wirkung von CNP erklart werden. Wegen des erniedrigten pH-Wertes in Tumorzellen ist
es vorstellbar, dass diese eine hohere SOD-Aktivitit besitzen als normale Zellen. Dabei
lauft die zweite Teilreaktion der SOD-Aktivitdt von CNP unter sauren Bedingungen
besser ab, da fiir diese Teilreaktion Protonen (H") benotigt werden. Zusitzlich weisen

Tumorzellen  einen  basal  erhohten = ROS-Gehalt  wie  beispielsweise
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Superoxidanionradikale auf, die vermehrt wegen defekter Mitochondrien und
dysregulierter Enzymaktivitdt gebildet werden (Sullivan und Chandel, 2014; Manda et
al., 2009; Pelicano et al., 2004). Demnach sollte die zweite Teilreaktion verstarkt in
Tumorzellen ablaufen, sodass im Vergleich zu den normalen Zellen mehr H20:2 entsteht.
Die Messung der extrazelluldren H202-Menge im Rahmen eines anderen Projektes zeigte
ebenfalls eine Zunahme an H202 durch die Behandlung mit CNP in Tumorzellen (Alili et
al., 2013), was die Entstehung von H20: bestitigt. In stromalen Zellen hingegen wiirde
tiberwiegend die erste Teilreaktion zur Detoxifikation von Oz~ ablaufen. Ausgehend von
diesen Erkenntnissen kdnnte die prooxidative und cytotoxische Wirkung von CNP in
Tumorzellen auf die SOD-mimetische Aktivitit und die dadurch bedingte Akkumulation
von H202 zuriickgefiihrt werden. Die leicht prooxidative Wirkung in stromalen Zellen
konnte aus der fast nur auf die erste Teilreaktion beschrankten SOD-Aktivitét resultieren,
sodass weniger H202 entsteht. Andererseits konnte der erniedrigte ROS-Basallevel in

normalen Zellen keine erhohte SOD-mimetische Aktivitat der Partikel zulassen.

Wie zuvor beschrieben, reagieren Tumorzellen und normale Zellen unterschiedlich
sensitiv auf eine CNP-vermittelte Erhdhung des ROS-Gehalts. Als ein weiterer Nachweis
fiir die unterschiedlich ausgepriagte Reaktion der Zellen auf ROS wurde der Einfluss von
verschiedenen Konzentrationen H20: auf die Zellviabilitdit von Tumorzellen und
stromalen Zellen untersucht (Abb. 3.32). Nach einer 24-stiindigen H202-Inkubation sind
Tumorzellen bereits bei niedrigeren Konzentrationen abgestorben, wihrend stromale
Zellen hohere Konzentrationen tolerieren. Damit kann die Sensitivitit von Tumorzellen
gegeniiber H202 und somit auch gegeniiber CNP noch einmal verdeutlicht werden, da es
sich bei den liber CNP-gebildeten ROS primér um H202 handelt. Im Vergleich dazu kann
in einer weiteren Studie mit Pankreaskrebszellen gezeigt werden, dass CNP {iber die
Bildung von H202 den bereits erhohten ROS-Gehalt von diesen Zellen weiter erhdhen
und so die Sensitivitidt gegeniiber Strahlentherapie steigern, wihrend gesunde Zellen

durch CNP nicht sensitiviert werden und die Bestrahlung {iberleben (Wason et al., 2013).

Ein weiterer Hinweis fiir die CNP-vermittelte Bildung von H202 zeigt die Untersuchung
zur Lipidperoxidation in Melanomzellen (Abb. 3.19). Bei einer Lipidperoxidation kommt
es zu einer Kettenreaktion, welche meist iiber Hydroxylradikale initiiert wird. In den
Untersuchungen kann durch CNP keine Zunahme an Malondialdehyd (MDA) gemessen
werden. MDA ist ein Endprodukt der Lipidperoxidation und wird als Marker fiir
Lipidperoxidation untersucht. Die als Positivkontrolle mitgefiihrte H2O2-Kontrolle zeigt
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ebenfalls keine Erhohung von MDA, womit bestitigt wird, dass durch H202 und somit
auch durch CNP keine Lipidperoxidation ausgelost wird. Auch in Studien anderer
Forschungsgruppen kann keine CNP-bedingte Lipidperoxidation nachgewiesen werden
(Horie et al., 2011). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass CNP nicht zur Bildung von
Hydroxylradikalen fiihrt und so keine Lipidperoxidation ausldst. Somit kann auch die in
manchen Studien beschriebene Fenton-dhnliche Reaktion durch CNP (Xu und Qu, 2014;
Heckert et al., 2008b) nicht bestétigt werden, denn durch eine CNP-vermittelte Fenton-
Reaktion wiirde H202 durch Ce*”, dhnlich wie bei der eigentlichen Fenton-Reaktion durch
freie Fe?’-Ionen, reduziert werden, was in der Bildung von hochreaktiven
Hydroxylradikalen resultieren wiirde, welche wiederum die Bildung von MDA
verursacht hitten. Die Redoxpotenziale von Ce*/Ce*" (1.7 V) und H202/HO- (0.73 V)
zeigen auch, dass dieser Redoxvorgang nicht moglich ist, weil H202 nur bei
Redoxpotentialen kleiner 0.7 V reduziert werden kann und das Redoxpotential von

Ce**/Ce*" zu positiv ist (Nosaka und Nosaka, 2016; Bilal und Miiller, 1992).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die selektiv cytotoxische Wirkung von
CNP iiber einen ROS-Anstieg verursacht wird, welcher in Tumorzellen zu einem stark
prooxidativ wirkenden Redox-Status fiihrt, wihrend normale, stromale Zellen bei
gleichen Konzentrationen von CNP weitgehend unbeeinflusst bleiben. Bei den durch
CNP vermittelten ROS handelt es sich hochstwahrscheinlich um H202. Da H20:z eine
wichtige Rolle in der Regulation des sogenannten redox signaling spielt, stellt sich im

Weiteren die Frage, welche Konsequenzen dessen Anstieg fiir zelluldre Prozesse hat.

4.6 CNP-bedingte posttranslationale Modifikationen von

Proteinen in Tumorzellen

Durch die Anderung des zelluliren ROS-Gehalts ist auch anzunehmen, dass redox-
sensitive Proteine und dadurch redox-sensitive Signaltransduktionswege durch CNP
beeinflusst werden. Als Marker fiir oxidative Modifikationen in Zellen wurde die sehr
spezifische Thioloxidation von Cysteinen in Proteinen untersucht. Die Oxidation von
Thiolen ist eine durch H>O:z-vermittelte Reaktion mit freien Thiolgruppen, die zur
Bildung von Sulfensduren (-SOH) fiihrt und in der vorliegenden Arbeit mit einem o-
Hapten-Antikorper, entwickelt von Kate S. Carroll und ihrer Arbeitsgruppe, untersucht

wurde (Seo und Carroll, 2009). Bei den Untersuchungen wird, einhergehend mit der
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CNP-bedingten Erhohung des ROS-Gehalts, in den hier untersuchten Zellen eine
Zunahme an oxidierten Thiolen bzw. Sulfensduren nachgewiesen, wobei eine stirkere
Erh6hung in Melanomzellen (Abb. 3.20) als in Fibroblasten und Melanozyten (Abb. 3.21)
beobachtet werden kann. Die Effekte von CNP dhneln hierbei den Effekten von H202
(Positivkontrolle), womit die prooxidative Wirkung der CNP {iber die Akkumulation von
H20:2 bestdtigt wird. In normalen Hautzellen fiihrt die Behandlung mit CNP zur
Anpassung des antioxidativen Schutzsystems, wodurch es nicht bzw. nur leicht zur
Bildung von Sulfensiduren kommt. Eine iber CNP-vermittelte Bildung von Sulfenséuren
in Tumorzellen wurde auch in fritheren Studien von der Arbeitsgruppe Prof. Brenneisen
gezeigt (Sack et al., 2014; Alili et al., 2013). Die Ergebnisse zusammen unterstiitzen die
prooxidative Wirkung von CNP. Jedoch war bisher unklar, welche Konsequenzen diese
prooxidative Wirkung von CNP auf den Redox-Code (Jones und Sies, 2015) bzw. Cys-
Proteom und die damit verbundene redox-abhingige Signaltransduktion hat. Daher
sollten im Weiteren die Modifikationen des Cys-Proteoms nédher untersucht werden, um
redox-modulierbare Proteine und funktionelle Konsequenzen ermitteln zu konnen. Uber
die Methode des Western Blot-Verfahrens zum Nachweis von Sulfenséuren kdnnen erste
Hinweise tiber die prooxidative Wirkung einer Substanz ermittelt werden. Jedoch kann
keine Aussage getroffen werden, welche Proteine durch die Behandlung oxidiert werden.
AuBerdem erlaubt eine Western Blot-Methode nur eine semi-quantitative Analyse.
Deshalb wurde im Weiteren eine spezifischere Methode, der BIAM-Switch-Assay,
durchgefiihrt (Lowe et al., 2017). Uber diese massenspektrometrische Methode konnten
Proteine mit reversiblen Thiolmodifikationen nach der Behandlung mit CNP identifiziert
und genau quantifiziert werden (= Redox Proteomics). Sulfensiuren sind sehr instabil und
konnen beipielsweise mit weiteren Cysteinen reagieren und Disulfidbriicken bilden sowie
auch unter dem Einfluss von Glutathion zuriick zu freien Thiolen reduziert werden,
sodass der Nachweis von Proteinen mit Sulfensduren schwierig ist (Gupta und Carroll,
2014; Leonard und Carroll, 2011). Da bekannt ist, dass die Bildung von Sulfensduren mit
einer Glutathionylierung einhergeht (Grek et al., 2013; Gallogly und Mieyal, 2007),
wurde ein globaler Ansatz ausgewihlt, mit dem alle Proteine mit reversiblen
Cysteinmodifikationen detektiert werden. Zu diesen zdhlen neben Sulfensduren und
Glutathionylierung ebenso die Bildung von Disulfiden, die Nitrosylierung und die
Acetylierung von Cysteinen (Murray und Van Eyk, 2012). Die Ergebnisse zeigen, dass
nach der Behandlung mit CNP, insbesondere nach 4 h (Abb. 3.23), viele redox-sensitive

Proteine oxidiert wurden, zu denen beispielsweise die Glykolyseenzyme GAPDH
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(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) und PKM (Pyruvatkinase) zidhlen. Nach
24 h (Abb. 3.24) wurden weniger oxidierte Proteine nachgewiesen, was vermutlich das
Resultat einer irreversiblen Uberoxidation zu Sulfin(SO2H)- und Sulfon(SO3H)-siuren
ist (Griendling et al., 2016; Pan und Carroll, 2014; Murray und Van Eyk, 2012), die von
beiden genannten Methoden nicht detektiert werden konnen. Eine transiente Oxidation
kann ausgeschlossen werden, weil CNP nach ldngeren Inkubationszeiten stark
cytotoxisch wirken und damit eine Reparatur der oxidativen Modifikationen nicht
stattfindet. CNP konnen iiber ihre autokatalytische Eigenschaft eine persistierende
Redox-Aktivitit in Zellen ausiiben, sodass der durch CNP anhaltende oxidative Stress in
diesen Zellen vermutlich zur Entstehung von Sulfin- (SO2H) und Sulfonsaduren (-SO3H)
fiihrt, welche irreversibel sind und zur Schidigung oder Degradation betroffener Proteine
filhren, die letztendlich die Apoptose einleiten. Eine irreversible Schidigung in
Melanomzellen wird auch durch die CNP-vermittelte Carbonylierung von Proteinen
gezeigt, welche als ein weiterer Marker fiir irreversible, oxidative Proteinschidigung in
Bezug auf oxidativen Stress herangezogen wird (Alili et al., 2013). Diese Erkenntnisse
lassen vermuten, dass durch die Behandlung mit CNP nicht nur die einfache Oxidation
zu Sulfensduren vermittelt wird, sondern weitere Modifikationen entstehen, welche
reversibel und irreversibel sein konnen. Diese Modifikationen tragen moglicherweise zur
Storung der zelluldren Redox-Homdostase bei, welche im Weiteren in einer Schidigung
von Proteinen und deren Funktionen oder deren Degradation resultieren kénnen, wobei
die Auswirkungen der irreversiblen Modifikationen fiir die Zelle schwerwiegender sind

(Reczek und Chandel, 2015; Birben et al., 2012; Reddie und Carroll, 2008).

Zur Validierung der Daten sowie zur Uberpriifung der funktionellen Konsequenz der
CNP-vermittelten Cysteinmodifikation von Proteinen wurde im Weiteren ein wichtiges
Enzym der Glykolyse, die GAPDH, ndher untersucht. Die GAPDH ist ein redox-
reguliertes Enzym, das Cysteine, u.a. im aktiven Zentrum (Cys 152), enthélt, welche bei
der Regulation der Enzymaktivitét eine bedeutende Rolle spielen (Nakajima et al., 2017;
Hildebrandt et al., 2015). Es ist bekannt, dass die GAPDH ein hochreaktives Zentrum hat,
das fiir die schnelle und effiziente Metabolisierung von Glukose verantwortlich ist.
Jedoch reagiert dieses ebenso mit unspezifischen Substraten wie H2O2, wodurch Cysteine
in der katalytischen Doméne des Enzyms oxidiert werden und es u.a. zur Hemmung der
Aktivitit des Enzyms kommt (Hildebrandt et al., 2015). Oxidantien kdnnen auch zu einer
Konformationsdnderung der Dehydrogenase und damit zu einem Funktionsverlust fiihren

(Nakajima et al., 2007). Diese Feinsteuerung der GAPDH iiber den ,,Thiolschalter* im
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aktiven Zentrum macht dieses zu einem auf Verdnderungen im zelluldren Redoxtatus
reagierenden Sensor (Hildebrandt et al., 2015). Zudem ist beschrieben, dass eine
Behandlung mit thiolmodifizierenden Substanzen wie z.B. lodoacetamid und lodoacetat
die Aktivitét der zelluldiren GAPDH beeinflussen kann (Schmidt und Dringen, 2009). Die
Empfindlichkeit des Enzyms GAPDH gegeniiber H2O2 wurde auch von Carroll & Seo
(2009) anhand der Bildung von Sulfensduren in einem zellfreien System gezeigt und des
Weiteren im Rahmen anderer Studien beschrieben (Hildebrandt et al., 2015; Peralta et al.,

2015).

Um zu tiberpriifen, ob die GAPDH nach einer Behandlung mit CNP oxidiert wird, wurde
zunidchst eine Western Blot-Analyse in einem zellfreien System mit GAPDH aus
Kaninchenmuskeln durchgefiihrt, in welcher die Bildung von Sulfenséuren mittels eines
a-Hapten-Antikorpers detektiert wird (Abb. 3.26). Dieser Ansatz liefert keine eindeutigen
Ergebnisse, sodass im Weiteren eine sensitivere Methode angewendet wurde, mit welcher
die Aktivitdt der GAPDH nach der Behandlung mit CNP sowohl zellfrei als auch in
Zellen bestimmt werden kann. Sowohl im zellfreien System, in Anwesenheit einer
Superoxidquelle, als auch in den Tumorzellen kann festgestellt werden, dass CNP die
Aktivitit der GAPDH verringern (Abb. 3.27 & 3.28). Diese Beobachtung legt die
Vermutung nahe, dass Cysteine im aktiven Zentrum mittels H202 oxidiert werden, das
durch die SOD-mimetische Aktivitit der CNP entstanden ist. Die Daten der BIAM-
Switch-Methode zeigen auch, dass durch CNP Oxidationen an den Cysteinen 152, 156
und 247 hervorgerufen werden, welche hochreaktiv gegeniiber H2O2 sind (Hildebrandt et
al., 2015). Wie zuvor diskutiert, zeigt die MS-Analyse einen zeitabhdngigen Effekt,
welcher ebenfalls bei der GAPDH zu sehen ist (Abb. 3.25). Nach 24 h CNP-Behandlung
konnte im Gegensatz zu 4 h CNP-Behandlung keine Oxidation mehr in der MS-Analyse
nachgewiesen werden. Ebenfalls ist die Aktivitit des Enzyms nach einer 24-stiindigen
Inkubation mit CNP in Tumorzellen verringert (Abb. 3.28), was wiederum auf eine

Uberoxidation zu irreversiblen Schidigungen hindeutet.

In normalen, gesunden Zellen hingegen kann keine Verringerung der Enzymaktivitét
nachgewiesen werden (Abb. 3.29), was auch mit dem Ergebnis der Western Blot-
Analyse, beziiglich der CNP-vermittelten Bildung von Sulfensduren, korreliert. In
normalen Zellen wirken CNP indirekt antioxidativ wegen des Hormesis-Effekts und
fiihren deshalb nicht zur dauerhaften Bildung von Sulfensduren bzw. weiteren

Cysteinmodifikationen, sodass vermutlich das redox-sensitive Enzym GAPDH nicht
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gehemmt wird. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass CNP {iber ihre
prooxidative Wirkung wichtige Enzyme wie die GAPDH einerseits in Tumorzellen
hemmen konnen und andererseits in normalen Zellen infolge der antioxidativen

Reparaturmechanismen nicht beeinflussen.

Ein weiterer Unterschied zwischen Tumorzellen und normalen Zellen besteht in einer
basal erhohten Glykolyserate und einer daraus resultierenden erhdhten Laktatbildung
(Liberti und Locasale, 2016; Vander Heiden et al., 2009). Daher wurde als einen weiteren
Nachweis fiir die CNP-bedingte Hemmung der Aktivitit der GAPDH der Laktatgehalt in
A375 Melanomzellen nach der Behandlung mit CNP untersucht (Abb. 3.31). Die
Untersuchungen ergeben, dass CNP die Laktatkonzentration in den Tumorzellen stark
verringern, womit die Hemmung der GAPDH und somit auch der Glykolyse bestétigt
wird. Wie auch in vorherigen Experimenten, dhneln sich die Effekte von CNP und dem
als Positivkontrolle eingesetzten H2O2. Auch in Studien anderer Gruppen wurde gezeigt,
dass der durch H202 verursachte oxidative Stress den Glukosemetabolismus in Zellen
beeintrachtigt und in der Erniedrigung der zelluldren Laktatmengen resultiert (Liddell et
al., 2009). Dariiber hinaus wurde mit einer weiteren Positivkontrolle, der 2-Deoxy-D-
Glukose (2-DGQG), tiberpriift und bestitigt, dass generell die Hemmung der Glykolyse den
Laktatgehalt verringert. Die 2-DG ist ein Glukoseanalogon, das die Glykolyse und somit
auch das Wachstum bzw. die Proliferation von Tumorzellen hemmt. Da die Tumorzellen
wegen ihres hohen Energiebedarfs von der Glykolyse abhéngig sind, konnte in einigen
malignen Tumorzelllinien gezeigt werden, dass die Behandlung mit 2-DG zu einer
Proliferationshemmung fiihrt und dadurch das Wachstum von Krebszellen blockiert

(Zhang et al., 2006).

Ein weiterer, jedoch indirekter Hinweis flir die antiglykolytische Wirkung von CNP ist
die Aktivierung von HIF-1, einem Transkriptionsfaktor, welcher unter hypoxischen
Bedingungen die Expression von glykolytischen Enzymen hochreguliert. Da hohe ROS-
Mengen einer Hypoxie dhneln (Bonello et al., 2007), wird HIF-1 auch unter oxidativem
Stress, der in diesem Fall durch CNP ausgelost wird, aktiviert. In den hier durchgefiihrten
Untersuchungen in Bezug auf Apoptose (Abb. 3.13) kann durch CNP tendenziell die
ROS-bedingte Akkumulation von HIF-1a beobachtet werden, was auf die Stabilisierung
und Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 hindeutet. Auch in fritheren Studien mit
vergleichbaren CNP wurde bereits die Stabilisierung von HIF-10 und so die Aktivierung

von HIF-1 nachgewiesen (Alili et al., 2011). Durch die Hemmung der GAPDH konnten
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Tumorzellen versuchen, liber die HIF-1 vermittelte Expression von glykolytischen
Enzymen die hohe Glykolyserate aufrecht zu erhalten, um ausreichend ATP produzieren
zu konnen. Insgesamt sprechen die Ergebnisse fiir eine antiglykolytische Wirkung von
CNP. Die gezielte Hemmung der Glykolyse in Tumorzellen ist ein neuer Ansatz in der
Krebsforschung mit wenig bekannten Nebenwirkungen. Zu den wichtigsten Enzymen der
Glykolyse zdhlt die GAPDH, die ein pleiotropes Enzym mit weiteren Funktionen
beispielsweise in Apoptose und Tumorprogression ist. Einige Studien deuten auf eine
wichtige Funktion der GAPDH in der Regulation der Apoptose hin und andere
beschreiben, dass die GAPDH die Tumorprogression fordert und somit als ein neues
therapeutisches Ziel dient (Zhang et al., 2015; Tarze et al., 2007) Daher gehort die
antiglykolytische Krebstherapie, insbesondere gegen GAPDH gerichtet, zu den

vielversprechendsten Ansétzen in letzter Zeit (Pelicano et al., 2006).

4.7 Auswirkungen von CNP auf den Warburg-Effekt — eine
Hypothese

Tumorzellen haben im Gegensatz zu normalen Zellen einen verdnderten (Glukose-)
Metabolismus. Sie sind metabolisch aktiver, wodurch die hohe Proliferationsrate
vermittelt wird. Durch das von Otto Warburg (1956) zum ersten Mal beobachtete
Phianomen der ,,aeroben Glykolyse* (Warburg-Effekt) zeigen Tumorzellen eine erhohte
Glykolyserate und ATP-Produktion. Der hohe Glukoseverbrauch resultiert in diesen
Zellen in der Bildung und Sezernierung von Laktat (Liberti und Locasale, 2016; Vander
Heiden et al., 2009). Lange Zeit wurde die Wirkung von Laktat diskutiert, jedoch ist
heutzutage bekannt, dass Laktat eine wichtige Rolle im Tumormetabolismus spielt. So
wird Laktat beispielsweise in Zusammenhang mit der Bildung von Metastasen gebracht
(Hirschhaeuser et al., 2011). Laktat kann auch als Metabolit von umgebendem Gewebe
wie stromalen Zellen und auch von benachbarten, hypoxischen Tumorzellen wieder
aufgenommen werden, um weiter metabolisiert zu werden (Gill et al., 2016). Die
Einschleusung von Laktat als Kohlenstoffquelle resultiert dann in einer erhhten ATP-
Produktion sowie in der Bildung von Biomasse (z.B. Reduktionsdquivalenten,
Nukleinsduren, Aminosduren und Lipiden), welche eine schnelle Proliferation von
Tumorzellen ermoglicht. Dieser Prozess wird auch als der ,,reverse Warburg-Effekt*

bezeichnet (Vander Heiden et al., 2009). Die Funktionen des sogenannten Warburg-
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Effekts sind vielfiltig, jedoch kann dieser nicht direkt experimentell getestet und
tiberpriift werden. Aufgrund von bestimmten Ergebnissen konnen Riickschliisse auf den
Warburg-Effekt gezogen werden. So kann eine erhohte Laktatbildung auf den Warburg-
Effekt hindeuten (Liberti und Locasale, 2016). In den hier durchgefiihrten
Untersuchungen weisen CNP eine antiglykolytische Wirkung in Tumorzellen auf,
wodurch weniger Laktat und somit auch vermutlich weniger Biomasse fiir weiteres
Wachstum der Tumorzellen gebildet wird. Dies konnte zu der beobachteten
proliferationshemmenden und letztendlich apoptotischen Wirkung von CNP in den hier
untersuchten Tumorzellen gefiihrt haben, wobei dazu noch weitere Studien nétig sind.
Die Ergebnisse legen vorerst den Schluss nahe, dass CNP den Warburg-Effekt in
Tumorzellen einschrinken. /n vivo wiirde demzufolge der ,reverse Warburg-Effekt
durch die Behandlung mit CNP ebenfalls vermindert ablaufen, sodass der Tumor weniger
Energie und Bausteine zur Verfiigung hat, was in einem verminderten Tumorwachstum

resultieren wiirde.

Zum ersten Mal wird in dieser Arbeit die Modulation des Glukosemetabolismus durch
CNP in Tumorzellen gezeigt. Der auf der prooxidativen Wirkung von CNP beruhende
antiglykolytische Effekt in Tumorzellen tragt zur Aufklirung der zugrundeliegenden
Mechanismen von CNP bei. Jedoch zeigen die Ergebnisse, dass CNP auch in andere
Stoffwechselwege eingreifen kdnnen. Die Gesamtheit der Daten deutet somit auf einen
komplexen Wirkmechanismus von CNP hin. Es sind definitiv weitere Untersuchungen
notwendig um CNP-vermittelte Effekte in ihrer Auswirkung zu analysieren und die

komplexen Zusammenhénge zu verstehen.

4.8 CNP als alternativer Therapieansatz ausgehend von

Langzeitstudien

Ein weiterer, wichtiger Aspekt bei der Entwicklung effektiverer Medikamente gegen
Krebserkrankungen ist die Bildung von Resistenzen. Die Empfindlichkeit von
Tumorzellen gegeniiber antikanzerogenen Medikamenten kann sich mit der Zeit
verdndern (Housman et al., 2014). Durch die Bildung von Resistenzmechanismen in
Tumorzellen  werden  Medikamente  beispielsweise ~ wegen  verminderter

Membranpermeabilitit nicht aufgenommen, aus den Zellen heraustransportiert (=aktiver
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Efflux iiber sogenannte ATP-abhidngige ABC-Transporterproteine) oder iiber Prozesse
der Biotransformation und Ausscheidung verstirkt abgebaut, sodass die notwendige
Dosis im Karzinom unterschritten wird und es zu unzureichenden Behandlungserfolgen
maligner Tumoren kommt, weshalb die Heilungschancen von Patienten sinken (Abdullah
und Chow, 2013; Ganten und Ruckpail, 1998). Eine CNP-bedingte Bildung von
Resistenzen durch Tumorzellen ist bisher nicht bekannt. Zudem zeichnen sich
Melanomzellen durch eine hohe Resistenzbildung gegen Chemotherapeutika aus
(Helmbach et al., 2001; Grossman und Altieri, 2001). Um zu {iberpriifen, ob
Melanomzellen Resistenzmechanismen gegeniiber CNP entwickeln, wurde ein
Langzeitversuch iiber viele Wochen (> 19 Wochen) durchgefiihrt. Hierbei wurden
Melanomzellen in bestimmten Abstinden mit CNP behandelt und die Populationsdichte
als MaB fiir die Proliferation bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass CNP selbst nach 19
Wochen in Melanomzellen cytotoxisch wirken, was die Annahme zulésst, dass keine
Resistenzen gegeniiber CNP gebildet wurden (Abb. 3.33). Aufgrund der geringen Grof3e
und der damit verbundenen Membrangéngigkeit werden CNP womdoglich nicht von den
klassischen Resistenzmechanismen erfasst und verbleiben in den Zellen. Dort vermitteln
sie die Bildung von ROS wund scheinen dariiber hinaus unterschiedliche
Wirkmechanismen zu haben, was moglicherweise die Entwicklung von Resistenzen
erschwert. Dies wiirde mit vielen Studien einhergehen, dass ein Nanopartikel-vermittelter
Transport von Wirkstoffen im Vergleich zu konventionellen Methoden viele Vorteile in
Bezug auf eine hohe Spezifitit und geringe Nebenwirkungen wie die Bildung von
Resistenzen bringen (Thakor und Gambhir, 2013; Hu und Zhang, 2012). So wurde die
erste nanopartikuldre Krebsbehandlung mit Nanopartikeln aus Albumin und Paclitaxel
(Abraxan®, nab-Paclitaxel) gegen die metastasierende Form von Brustkrebs zugelassen
(Gradishar, 2006; Montero et al., 2011). Das an Albumin-Nanopartikel gebundene
Cytostatikum Paclitaxel wirkt durch erhohte Membranpermeabilitit und Retention im
Tumor toxischer als Paclitaxel alleine (Zhao et al., 2015). Dariiber hinaus werden weitere
Nanopartikel-basierte Ansétze mit speziellen Inhibitoren der ABC-Transporterproteine
wie P-Glykoproteine und antitumoralen Wirkstoffe wie Doxorubicin entwickelt, um die
Efflux-vermittelte Resistenz in Tumorzellen zu iiberwinden und so eine intrazelluldre

Verteilung und antitumorale Wirkung zu gewihrleisten (Xue und Liang, 2012).

Die Ergebnisse zur Analyse der Resistenz aber auch zur Cytotoxizitdt zeigen, dass durch
CNP nicht alle behandelten Tumorzellen getotet werden. Es wurde immer ein gewisser

Prozentsatz an Zellen beobachtet, welche die Behandlung iiberleben. In der klassischen
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Chemotherapie ist dieses Phdnomen ebenfalls nicht selten. Eine bestimmte Dosis an
Cytostatika kann immer nur einen bestimmten Anteil von Zielzellen abtdten. Dieser
Prozentsatz bleibt auch nach weiteren Behandlungen immer gleich (log cell kill-
Hypothese) (Norton, 2014). Daher sollte die Dosis und Dauer einer Chemotherapie im
Laufe der Behandlung nicht vom Behandlungsschema abweichen, was in den meisten
Féllen wegen der schidlichen Nebenwirkungen auf normale, gesunde Zellen nicht
umsetzbar ist. Dieser Nachteil wire mit CNP nicht gegeben und die Behandlung mit CNP
konnte fortgesetzt werden, da die Partikel in vitro keine adversen Effekte auf normale
Zellen ausiiben. An dieser Stelle wire eine Kombination bzw. Supplementation mit
anderen antikanzerogenen Medikamenten eine erfolgversprechendere Alternative zur
Monotherapie. Ein synergistischer Effekt auf die Cytotoxizitét durch die Kombination
von CNP mit klassischen Chemotherapeutika wiirde die iiberlebenden Tumorzellen
abtoten und die klinische Dosierung von klassischen Substanzen senken, um mogliche
Nebenwirkungen auf normale, gesunde Zellen zu minimieren. Zusétzlich erhoht die lange
Vorbehandlung der Melanomzellen mit CNP die Sensitivitit gegeniiber Doxorubicin,
sodass Doxorubicin stirkere cytotoxische Effekte in den CNP-langzeitexponierten
Melanomzellen ausiibt (Abb. 3.35). Neben der cytotoxischen Wirkung von Nanopartikeln
in Tumorzellen werden jene auch als Drug Carrier eingesetzt, um den Therapieerfolg bei
schwer zu behandelnden, resistenten Tumorerkrankungen zu erhéhen. Beispielsweise
verwenden Soma et al. (1999) Doxorubicin-beladene Nanopartikel zur Vermeidung von
Resistenzen in Tumorzellen und Sulthana et al. (2017) setzen Doxorubicin gekoppelte
CNP ein, um das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom (NSCLC) zu behandeln (Sulthana
etal., 2017; Soma et al., 1999). Hierbei werden CNP nicht nur als drug carrier, sondern
auch als funktionelles, antikanzerogenes Mittel (Nanopharmaceutical) verwendet.
Diesbeziiglich wurde innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. Brenneisen auch gezeigt,
dass CNP im Rahmen einer Supplementations- bzw. Kombinationstherapie mit
klassischen Chemotherapeutika eingesetzt werden konnen. So werden durch CNP und
Doxorubicin synergistische Effekte in Melanomzellen in Bezug auf Cytotoxizitdt und
ROS-Bildung nachgewiesen. Stromale Zellen hingegen werden vor Doxorubicin-

vermittelter Cytotoxizitdt geschiitzt (Sack et al., 2014).
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4.9 Schlussfolgerung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die molekulare Wirkung sowie die
zugrundeliegenden Wirkmechanismen von redox-aktiven CNP in humanen A375
Melanomzellen und in normalen, gesunden Zellen (Fibroblasten und Melanozyten) zu
untersuchen. Die hier durchgefiihrten in vitro Untersuchungen zeigen, dass die Acrylat-
stabilisierten CNP eine cytotoxische und proliferationshemmende Wirkung in
Melanomzellen (A375) haben, wihrend bei gleichen Konzentrationen keine negativen
Effekte in Fibroblasten (NHDF) und Melanozyten (NHEM) nachgewiesen werden
konnen. Zusammen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der selektive
Wirkmechanismus von CNP neben der pH-Abhidngigkeit auch auf dem in Tumorzellen
im Vergleich zu Normalzellen verdnderten ROS-Grundgehalt und Redox-Status basiert.
Der ROS-Gehalt bleibt in normalen Zellen im physiologischen Bereich, wihrend
Tumorzellen sowohl basal als auch CNP-bedingt pathophysiologisch erhohte ROS-
Mengen besitzen. Der durch die SOD-mimetische Aktivitit der Partikel ausgeldste
intrazelluldre Anstieg von ROS, hier H20z2, fiihrt in Tumorzellen zu posttranslationalen
Cysteinmodifikationen von Proteinen. Anhand des Beispiels der redox-regulierten
GAPDH konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit CNP {iber die Hemmung der
GAPDH die Glykolyse hemmt. Diese antiglykolytische Wirkung von CNP kdnnte zur
Beeintriachtigung des Warburg-Effekts in Tumorzellen fiihren, wodurch vermutlich die
Proliferation von Tumorzellen gechemmt wird. Letztendlich konnte gezeigt werden, dass
die CNP-vermittelte Erh6hung von H202 und die damit verbundene Stérung der Redox-
Homoostase zu cytotoxischen Effekten in Tumorzellen flihren, wihrend normale,
stromale Zellen nicht beeinflusst werden. Ein Therapieansatz mit CNP scheint fiir die
Behandlung von Krebserkrankungen mdglich zu sein, insbesondere weil auch gezeigt
werden kann, dass CNP keine adversen Effekte nach einer Langzeitbehandlung (>19
Wochen) in normalen Zellen ausiiben, wihrend Melanomzellen keinen
Resistenzmechanismus ausbilden und zusétzlich eine Sensibilisierung des Tumors
gegeniiber klassischen Chemotherapeutika anhand des Beispiels von Doxorubicin
stattfindet. Auf diese Weise erfiillen CNP optimal die Kriterien einer antitumoralen
Therapie: Cytotoxizitit gegeniiber dem Primdrtumor, Sensibilisierung gegen weitere
exogene Noxen und keine Resistenzbildung bei gleichzeitiger Protektion der stromalen

Umgebung (Abb. 4.2).
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Abb. 4.2: Effekte von CNP in Tumorzellen und normalen Hautzellen CNP zeigen in Tumorzellen und
in normalen, gesunden Zellen prooxidative Effekte, wobei diese in Tumorzellen signifikant grofer sind
als in normalen Zellen. Der intrazellulire Anstieg von ROS, hier H,O,, durch die SOD-mimetische
Aktivitit der Partikel fiihrt zur Verinderung des Redox-Musters (Thioloxidation) in Tumorzellen. Die
vermittelten posttranslationalen Modifikationen fiithren u.a. zu Funktionsverlust von wichtigen zelluldren
Enzymen wie z.B. von GAPDH, sodass Apoptose eingeleitet wird. In normalen Zellen wird iiber die
Adaptation des antioxidativen Schutzsystems die iiber CNP-induzierte induzierte leichte Erh6hung von
ROS kompensiert, sodass keine toxischen Effekte auftreten (AO-System=antioxidatives System;
PTM=posttranslationale Modifikation).
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Ceroxid-Nanopartikel (CNP) zeigen im Rahmen dieser und vorheriger Untersuchungen
sehr gute Voraussetzungen und vielversprechende Ergebnisse fiir eine therapeutische
Anwendung u.a. bei Hautkrebs. Die zugrundeliegenden molekularen Wirkmechanismen
fiir die selektiv cytotoxische Wirkung von CNP sind bisher nicht vollstindig aufgeklért.
Insbesondere fehlten Untersuchungen zum redox signaling von CNP. Zum ersten Mal
wird im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass CNP Einfluss auf wichtige redox-sensitive
Proteine bzw. Enzyme haben, welche zu einer Stérung der zelluldren Redox-Homodostase
und schlieBlich zur Apoptose der Tumorzellen fiihren. Die weitere Aufkldrung der
Wirkung auf redox-regulierte Proteine und die funktionelle Konsequenz dieser CNP-
vermittelten posttranslationalen Proteinmodifikationen auf Signaltransduktionswege ist
von grofler Wichtigkeit. Daher sollten weitere Untersuchungen zum Einfluss von CNP
auf den Redox-Code/Redox-Status in Tumorzellen im Vergleich zu normalen, gesunden
Zellen durchgefiihrt werden. Ein weiterer Aspekt, der weiterhin untersucht werden sollte,
ist der Einfluss von CNP auf das antioxidative Schutzsystem in normalen Zellen, um die
mogliche Adaptation der Zellen durch eventuelle Regulierung von antioxidativen
Enzymen aufzukldren. Hierbei sollte der Einfluss von CNP sowohl auf die Expression
(Proteomics) als auch auf die Aktivitidt von antioxidativen Enzymen vertieft werden.
Innerhalb der Arbeitsgruppe von Prof. Brenneisen wurden bisher verschiedene
Tumorzellinien untersucht und gezeigt, dass CNP ein breites Wirkspektrum haben. Uber
die Wirkung von CNP auf resistente Tumorarten ist bisher jedoch wenig bekannt. Eine
mogliche Anwendung von CNP gegen resistente Tumorarten wiirde ebenfalls fiir einen
therapeutischen Einsatz von CNP sprechen. Beruhend auf den hier und aus fritheren
Studien gewonnenen Erkenntnissen wére eine Kombination bzw. Supplementation von
CNP mit konventionellen Cytostatika und auch neuartigen Chemotherapeutika, wie z.B.
Inhibitoren der Glykolyse, sehr gut vorstellbar. Die meisten Untersuchungen wurden
bisher hauptsichlich in Zellkultur durchgefiihrt. Die Wirkung von CNP auf Tumorzellen
in 3D-Hautmodellen sowie in weiteren in vivo-Modellen wire ein weiterer interessanter
und notwendiger Ansatz, insbesondere, um Erkenntnisse iiber Bioverfiigbarkeit,
Biodegradation und Bioakkumulation zu gewinnen. Demnach ergibt sich weiterer
Forschungsbedarf, um herauszuarbeiten, ob CNP effektiv und sicher gegen Krebs in einer

zukiinftigen Therapie einsetzbar wéren.
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6 Zusammenfassung

Die Inzidenz von Tumorerkrankungen, wie Hautkrebs, ist in den letzten Jahrzehnten
deutlich angestiegen. Jedoch sind die Behandlungsmoglichkeiten, vor allem die der
metastasierenden Form des malignen Melanoms, infolge der hohen Resistenz gegeniiber
einer konventionellen Chemotherapie und den unerwiinschten Nebenwirkungen auf
normale, gesunde Zellen sehr begrenzt. Die Entwicklung neuer oder verdnderter
Therapieansétze ist daher von grofler Bedeutung. Ein neuer Ansatz in der Krebsforschung
ist es, den verdnderten Redox-Status in Tumorzellen fiir therapeutische Zwecke zu
nutzen. Nanomedizin, die medizinische Anwendung von Nanotechnologie, bietet neue
Moglichkeiten fiir die Behandlung von Krebserkrankungen. In verschiedenen Studien mit
redox-aktiven Ceroxid-Nanopartikeln (CNP) konnten vielversprechende Ergebnisse
beobachtet werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die Auswirkung von redox-
aktiven CNP auf Melanomzellen sowie normale Hautfibroblasten und -melanozyten
untersucht werden, um die zugrundeliegenden Wirkmechanismen von CNP weiter
aufzukldren. Die hier verwendeten Acrylat-stabilisierten CNP zeigen eine selektiv
cytotoxische und proliferationshemmende Wirkung in Tumorzellen, wéhrend bei
gleichen Konzentrationen normale, stromale Zellen unbeeinflusst sind. Auch nach einer
Langzeitexposition mit CNP treten keine adversen Effekte in normalen Zellen auf,
wohingegen in Tumorzellen keine Resistenzen und zusétzlich sogar eine Sensibilisierung
gegeniiber chemotherapeutischen Agenzien wie Doxorubicin stattfinden. Die Effekte von
CNP sind abhingig von ROS, wobei der selektive Wirkmechanismus von CNP auf dem
in Tumorzellen im Vergleich zu Normalzellen verdnderten Redox-Status basiert.
Tumorzellen weisen im Vergleich zu nicht entarteten Zellen einen basal erhohten ROS-
Gehalt auf, weshalb Tumorzellen sensitiver auf eine weitere ROS-Erhéhung reagieren,
wohingegen normale Zellen eine Erhoéhung durch das antioxidative Schutzsystem
kompensieren konnen. Die prooxidative Wirkung von CNP in Tumorzellen resultiert in
der posttranslationalen Cysteinmodifikation von redox-regulierten Enzymen, was u.a. zur
Hemmung der zelluldren Glykolyse iiber die GAPDH fiihrt. Basierend auf diesen und
fritheren Erkenntnissen zeigen CNP sehr gute Voraussetzungen fiir eine therapeutische
Anwendung gegen Krebserkrankungen in Form einer Mono- oder Kombinationstherapie

mit konventionellen sowie neuartigen Chemotherapeutika.
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7 Summary

The incidence of cancer, such as skin cancer, has increased significantly in recent
decades, however the treatment options, especially against the metastatic form of the
malignant melanoma, are limited due to the high resistance to conventional
chemotherapies and the harmful side effects on healthy cells. The development of novel
or alteration of previous therapeutic approaches is therefore of great importance. One new
approach in cancer research is the use of the altered redox status in tumor cells for
therapeutic purposes. Nanomedicine, the medical application of nanotechnology, offers
new opportunities for the treatment of cancer. Promising results have been observed in
several studies with redox-active cerium oxide nanoparticles (CNP). In this work, the
effect of redox-active CNP on melanoma cells as well as normal, healthy fibroblasts and
melanocytes was investigated in order to further elucidate the underlying mechanisms of
action of CNP. The CNP showed a selective cytotoxic and antiproliferative activity in
tumor cells, while healthy cells were unaffected at the same concentration. Even after
long-term exposure to CNP, no adverse effects were observed in healthy cells, whereas
no resistance to CNP was observed in tumor cells. In addition, a sensitization to
chemotherapeutic agents such as doxorubicin was shown. The effect of CNP depends on
an increased ROS level, finally resulting in a changed redox status of tumor cells
compared to normal healthy cells. Tumor cells have a basally enhanced amount of ROS
level compared to healthy cells, which makes tumor cells more sensitive to further
increase of the ROS level, whereas healthy cells can compensate an increase by the
antioxidant protection system. The prooxidative effects of CNP in tumor cells result in
posttranslational cysteine modifications of redox-regulated proteins or enzymes leading,
for example, to the inhibition of cellular glycolysis via inhibition of GAPDH. Based on
these and previous findings, CNP show promising results for a therapeutic use against
cancer in the form of a monotherapy or in combination with conventional as well as novel

chemotherapeutic agents.
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