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1.1. Das Maligne Melanom

1.1.1. Epidemiologie und Progression

Die Haufigkeit von Hauttumoren ist in den letzten Jahren bei der weil3en Bevolkerung
weltweit dramatisch angestiegen. Besonders haufig treten sie bei hellem Hauttyp und
gleichzeitig hoher Sonnenexposition auf [Balch et al., 2001]. Neben dem Malignen
Melanom sind die haufigsten Tumore der Haut das Plattenepithelkarzinom und das
Basalzellkarzinom. Etwas seltener treten kutane Lymphome auf. Zu den eher
seltenen Hauttumoren gehdren das Merkelzellkarzinom, das Kaposi-Sarkom und
Morbus Paget.

Auf Grund von Inzidenz und Mortalitat ist das Maligne Melanom die aggressivste
Form der Hauttumore. Es entsteht durch die maligne Entartung von Melanozyten. In
Mitteleuropa betragt die Haufigkeit 10—-12 / 100.000 / Jahr, in den USA 10-25 /
100.000 / Jahr und in Australien liegt sie mit 50—60 / 100.000 / Jahr am hdchsten. Am
geringsten ist die Haufigkeit in den mediterranen Landern mit 5-7 / 100.000 / Jahr.
Bei asiatischer und afrikanischer Bevolkerung mit einer hoheren Pigmentation sind
Melanome eher ungewohnlich [Garbe et al., 2007]. Eine hohe Mortalitat und eine
hohe Metastasierungsrate sind die Hauptprobleme des Malignen Melanoms. Neben
dem Anstieg der Melanomhaufigkeit kam es jedoch auch zu einem Anstieg der 5-
Jahres-Uberlebensrate von etwa 40 % in den 1940er Jahren bis auf etwa 90 % bis
heute. Der Anstieg der Uberlebensrate ist auf die frihere Erkennung eines
Melanoms zuruckzuflhren, da diunnere Melanome eine bessere Prognose haben
[Lens and Dawes, 2004].

Die Entstehung eines Melanoms wird durch verschiedene Risikofaktoren begunstigt.
Dazu gehdrt ein heller Hauttyp (Hauttyp | und Il), eine hohe Sonnenexposition in der
Kindheit, mehrere starke Sonnenbrande in der Kindheit, eine gro3e Anzahl von Navi,
familiare Disposition und hoheres Lebensalter. Melanome entstehen durch die
neoplastische Umwandlung von Melanozyten. Dazu konnen verschiedene Faktoren
wie genetische Mutationen, Veranderungen von Zellproliferation, Zelldifferenzierung
und Zelltod, sowie intensive UV-Strahlung beitragen. Primare Melanome entstehen
aus melanozytaren Navi oder als Neubildungen. In der radialen Wachstumsphase
(radial growth phase — RGP) sind die Zellen zwar lokal invasiv, weisen jedoch noch
keine metastasierenden Eigenschaften auf. In der sich anschlielenden vertikalen

Wachstumsphase (vertical growth phase — VGP) infiltrieren Melanomzellen als
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Cluster in die Dermis und entfalten metastasierende Eigenschaften, wobei

Fernmetastasen den letzten Schritt darstellen [Clark, 1991].

1.1.2. Klinische Charakteristika und Melanomtypen

Das Maligne Melanom kann klinisch durch die ABCD-Kriterien diagnostiziert werden:
A) Asymmetry — Asymmetrie: Das Melanom lasst sich nicht durch eine Spiegelebene
in zwei gleiche Halften teilen. (Abb. 1.1.A)

B) Border irregularity - Begrenzung: Die Rander des Melanoms sind unregelmafig
und gezackt. (Abb. 1.1.B)

C) Color variability — Color: Das Melanom ist nicht einheitlich gefarbt, sondern weist
rote, braune, schwarze, blauliche oder auch ungefarbte Bereiche auf. (Abb. 1.1.C)

D) Diameter — Durchmesser: Der Durchmesser des Melanoms betragt mehr als 6

mm bzw. ist kleiner, aber hat sich in kurzer Zeit stark vergréfert. (Abb. 1.1.D)

Abb. 1.1. Die ABCD-Kriterien beim Malignen Melanom
A) Assymetrie

B) Begrenzung

C) Color

D) Durchmesser
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Das Maligne Melanom wird in vier Haupttypen eingeteilt (Abb. 1.2.):

1. Superfiziell Spreitendes Melanom (SSM). Dieses ist die haufigste Form des
Malignen Melanoms. Zu Beginn ist die Lasion flach und wachst horizontal, in
spateren Phasen ist die Oberflache inhomogen und die Begrenzung unregelmafig.

2. Nodulares Melanom (NM). Diese Form des Melanoms zeigt ein frihes vertikales
Wachstum mit schneller Invasion in die Dermis. Es ist typischerweise blauschwarz
und knotig oder halbkugelig mit meist scharf begrenzten Randern.

3. Lentigo Malignes Melanom (LMM). Diese Form zeichnet sich durch eine langsame
Wachstumsgeschwindigkeit aus und metastasiert deshalb nur in seltenen Fallen.
Charakteristisch ist eine grof3e, braunliche Lasion.

4. Akrolentiginéses Melanom (ALM). Diese Form zeigt sich an Handen oder FulRen
oder auch unter den Nageln und zeigt oftmals Ulzerationen. Diese Form tritt gehauft
bei dunkelhautigen Menschen auf.

5. Andere seltene Melanomformen. Hierunter fallen das Uvea-Melanom, das aus den
Melanozyten der Aderhaut entsteht, und das Schleimhaut-Melanom, das im Mund,

im Genitalbereich, dem Respirations- oder dem Gastrointestinaltrakt auftreten kann.

Abb. 1.2. Die Haupttypen beim Malignen Melanom
1. Superfiziell Spreitendes Melanom (SSM)

2. Noduléares Melanom (NM)

3. Lentigo Malignes Melanom (LMM)

4. Akrolentigindses Melanom (ALM)
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1.1.3. Stadieneinteilung und Prognose
Beim Melanom sind die Dicke und die Invasionstiefe des Primartumors in die Dermis
die wichtigsten prognostischen Indikatoren und deutlich ausschlaggebend fir eine
mogliche Metastasierung. Man zieht zur Tumorcharakterisierung bezuglich
Tumordicke und Invasionslevel hauptsachlich folgende Parameter heran:
1. Tumordicke nach Breslow. Hier wird die Tumordicke von der Granularzellschicht
der Epidermis bis zu der tiefsten Stelle des Tumors gemessen [Breslow, 1978].
2. Invasionslevel nach Clark. Hier wird die Eindringtiefe des Tumors in die
verschiedenen Schichten der Haut bestimmt [Clark, Jr. et al., 1984].

e Level l: In situ; Tumor innerhalb der Epidermis

e Level ll: Invasion ins Stratum papillare der Dermis

e Level lll: Invasion ins Stratum reticulare der Dermis

o Level IV: Stratum papillare und Stratum reticulare voll erfasst

e Level V: Invasion in das subkutane Fettgewebe

di N . Regiondire Lymphlinoten- .
Stadinm Priméirtumor (pT) metastasen (N) Fernmetastasen (W)
0 In situ Tumoren Eeine Eeine
IA = 1,0 mm, keine Ulzeration Eleine Keine
= 1,0 mm mit Ulzeration oder . .
1B Clark Level TV oder V Reine Keine
1,01-2,0 mm, lkeine Ulzeration Eeine Keine
I1A 1,01-2,0 mm mit Ulzeration Eeine Eeine
2,01—4,0 mm, keine Ulzeration Eeine Keine
IIB 2,01—4,0 mm mit Ulzeration Eeine Eeine
= 4,0 mm, keine Ulzeration Eeine Keine
Inc = 4.0 mm mit Ulzeration Eeine Eeine
1A Jede Tumordicke, keine Ulzeration Mikrometastasen Keine
1B Jede Tumordicke mit Ulzeration Mikrometastasen Keine
Jede Tumordicke, keine Ulzeration Bis zu drei Maltromerastasen Keine
Jede Tumordicke + Ulzeration Keine aber Satelliten- und/ Keine
ader in-transit Metastasen
ile Jede Tumordicke mit Ulzeration Bis zu drei Malrometastasen Keine
Jede Tumordicke + Ulzeration Vier oder mehr Makrometastasen Keine
oder kapseliiberschreitender
Lymphlmotenbefall oder Satelliten
und/oder in-transit Metastasen
mit Lymphknotenbefall
v Fernmerastasen

Abb. 1.3. Stadieneinteilung des Malignen Melanoms aus [Garbe et al., 2006]
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Die Stadieneinteilung richtet sich nach der Dicke des Primartumors (pT), Regionaren
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M). Je dicker der Tumor und je
mehr Lymphknotenmetastasen oder Fernmetastasen, desto hoher wird das Stadium
eingestuft (Abb. 1.3.).

Die Prognose bzw. die 5-Jahres-Uberlebensrate ist in entscheidendem Male vom
Stadium abhangig. Wahrend die 5-Jahres-Uberlebensrate bei einem kleinen
Primartumor (< 1,0 mm) bei 95 % liegt, reduziert sie sich bei Fernmetastasen bis auf
18 % (Abb. 1.4.).

Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate in %
1A 95
IB 90
A 77
11B 63
[® 45
1A 69
111B 52
Ic 29
v 18

Abb. 1.4. 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit Malignem Melanom nach AJCC 2002
in Abhéngigkeit des Stadiums

1.1.4. Therapie

Der wichtigste Schritt in der Therapie des Malignen Melanoms ist die Erkennung in
einem frhen Stadium. Durch vollstandige operative Entfernung des Primartumors im
Stadium | ergibt sich dadurch eine Uberlebensrate von (ber 90%. Das
fortgeschrittene Melanom metastasiert in verschiedene Organe wie Lunge, Leber,
Knochen oder Gehirn, was die operativen Entfernungsméglichkeiten stark eingrenzt
[Balch et al., 2001].

Die schlechte Prognose fiir die Uberlebensrate und die geringe Ansprechrate auf
herkdmmliche Chemotherapeutika beim metastasierten Melanom basieren auf einer
Therapie-Resistenz, die zu Defekten in der proapoptotischen Signalkaskade in
Verbindung stehen. Die Chemotherapieresistenz bezlglich der Apoptose wird mit

drei verschiedenen molekularen Veranderungen in Zusammenhang gebracht:
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Aktivierung von antiapoptotischen Faktoren, Inaktivierung von proapoptotischen
Faktoren und Reaktivierung von Uberlebenssignalen [Eberle et al., 2007]; [Soengas
and Lowe, 2003].

Verschiedene Chemotherapeutika sowie Interferon-alpha (IFN-alpha) und
Interleukin-2  (IL-2) werden bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom
angewendet. Jedoch ergeben sich leider insgesamt nur relativ geringe
Ansprechraten [Keilholz and Gore, 2002].

Man unterscheidet bei der Therapie die Monotherapie (Abb. 1.5.) und die
Polychemotherapie (Abb. 1.6.). Bei den verschiedenen Monotherapien reichen die
Ansprechraten jedoch nicht Uber 25 % hinaus. Etwas hdher liegen die Ansprechraten
bei der Polychemotherapie. Dabei hat das DVP-Schema mit DTIC (Dacarbazin),
Vindesin und Cisplatin mit bis zu 45 % die hochste Ansprechrate. Eine ebenfalls
relativ hohe Ansprechrate hat das BOLD-Schema mit Bleomycin, Vincristin, CCNU
(Lomustin) und DTIC mit bis zu 40 % [Garbe et al., 2006].

Die hohen Sterberaten beim metastasierten Melanom und die geringe Effektivitat
herkdbmmlicher Chemotherapeutika verdeutlichen die Notwendigkeit zur Entwicklung
von neuen, wirksamen Substanzen und Strategien, um die hohe Therapieresistenz

zu uberwinden.

Mediliament Dosierung Ansprechrate

Dacarbazin 250 mg/m” i.v. Tag 1-5 alle 3—4 Wochen oder 12,1-17,6 %
R 800-1200 mg/m” i.v. Tag 1 alle 34 Wochen 53-23 %

Temozolomid 150-200 mg/m” oral Tag 1-5 alle 4 Wochen 13,5-21 %

100 mg/m” iv. Tag 1, & und 15

dann 5 Wochen Pause, Fortsetzung alle 3 Wochen
Vindesin 3 mg/m” i.v. alle 14 Tage 12-26 %
9-18 Mio. LE./m” s.c. 3*wochendlich,

kontinuierliche Gabe

600,000 IU kg als 15 min Kurzinfusion iv. alle § Std. Tag 1-5
Interlenlkin-2 (maximal 14 Einzeldosen) 16-21,6 %
Wiederholungszyldlus Tag 14

Fotemustin Td—242 %

Interferon-alpha 13-25 %

Abb. 1.5. Monotherapie des fortgeschrittenen Malignen Melanoms aus [Garbe et al., 2006]
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Schema Dosierung Ansprechrate

DTIC 850 mg/m? i.v. Tag 1 (bzw. Temozolomid 150 mg/m®
oral Tag 1-5)
IFN-a2a/b 3 Mio. LE./m” s.c. Tag 1-5 s.c. 14-27,7 %
IFN-ae2a/b 5 Mio LE./m” s.c. 3/Woche in Woche 2—4
Wiederholung alle 4 Wochen
Vindesin 3 mg/m” i.v. Tag 1
Vindesin + IFN-a IFMN-a2a/b 5 Mio LE./m?®s.c. 3¢ wichentlich, 24 %
Wiederholung alle 2 Wochen
BCNU 150 mg/m® iv. Tag 1, nur jeden 2. Zyklus
BHD-S5chema Hydroxyurea 1500 mg/m? oral Tag 1-5 12,7-30,4 %
DTIC 150 mg/m? i.v. Tag 1-5 alle 4 Wochen

Bleomycin 15 mg iv. Tag 1+4
Vincristin 1 mg/m® i.v. Tag 1+5

DTIC (Temozolomid) +
TFM-ot

-Sq] H . A 2 0
BOLD-Schema CCNU 80 mg/m? p.o. Tag 1 240 %
DTIC 200 mg/m” i.v. Tag 1-5 alle 4—6 Wochen
DTIC 250 mg/m” i.v. Tag 1-5
DVP-Schema Vindesin 3 mg/m” i.v. Tag 1 31,4-45 %

Cisplatin 100 mg/m® i.v. Tag 1 alle 34 Wochen
DITIC 450 mg/m” i.v. Tag 148
DVP-Schema Vindesin 3 mgm” i.v. Tag 148 24 9%
Cisplatin 50 mgm? i.v. Tag 1+8 alle 3—4 Wochen
DTIC 220 mg/m? i.v. Tag 1-3
BCNU 150 mgm?® i.v. Tag | nur jeden 2. Zyklus
Cisplatin 25 mg/m? i.v. Tag 1-3
Tamoxifen 2 > 10 mg p.o. tiglich alle 3—4 Wochen

DBCT-5chema 18,5319 %

Abb. 1.6. Polychemotherapie des fortgeschrittenen Malignen Melanoms aus [Garbe et al., 2006]

1.2. Der programmierte Zelltod (Apoptose)

Der Begriff Apoptose hat seinen Ursprung im Griechischen und setzt sich zusammen
aus apo = ab und ptosis = fallen und steht urspriinglich fir das Abfallen der Blatter
der Baume.

Der programmierte Zelltod ist ein genetisch regulierbarer, aktiver, biochemischer
Prozess und kann durch das Auftreten pro-apoptotischer bzw. durch den Verlust anti-
apoptotischer Signale ausgeldst werden und bringt dadurch Zellen gezielt zum
Absterben [Kerr et al., 1972]. In einem gesunden Organismus besteht ein
Gleichgewicht aus Apoptose und Proliferation der Zellen. Wird dieses Gleichgewicht
gestort, konnen bei verstarkter Apoptose z.B. neurodegenerative Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson und bei abgeschwachter Apoptose z.B.
maligne Erkrankungen wie Krebs auftreten [Jacobson et al., 1997]. Eine

Apoptosedefizienz kann von grundlegender Bedeutung bei der Entstehung von



1. Einleitung 8

Resistenzen gegenuber Zytostatika sowie immuntherapeutischen Ansatzen sein
[Soengas and Lowe, 2003]. Das urspringliche Verstandnis von programmiertem
Zelltod wurde durch genetische Studien an dem Nematoden Caenorhabditis elegans
gepragt. Bei Caenorhabditis elegans werden im Verlauf seiner Entwicklung 131
seiner 1090 Zellen apoptotisch eliminiert [Sulston and Horvitz, 1977].

Charakteristika der Apoptose sind Schrumpfen der Zellen, Chromatin-Kondensation
und DNA-Fragmentierung, wobei die Membranintegritat erhalten bleibt. Wahrend der
Apoptose schnuren sich exozytotische Membranvesikel von der Plasmamembran ab,
die Fragmente der Zelle enthalten und als apoptotische Koérperchen (apoptotic
bodies) bezeichnet werden. Zum Schluss werden die Zellreste durch Makrophagen
bzw. Nachbarzellen aufgenommen, wobei zytosolische Bestandteile nicht in den
extrazellularen Raum austreten konnen. Dieser Prozess wird als Phagozytose
bezeichnet [Tait and Green, 2008]. Im Gegensatz zur Apoptose flhrt die Nekrose zu
generellen Zellschaden, bei denen die Membranintegritat zerstort wird und es zum
Anschwellen und schliel3lich zum Platzen der Zellen kommt. Nach mechanischer
Verletzung, Unterversorgung mit Blut (Ischamie) oder Sauerstoff (Hypoxie), sowie
Bakterieninfektionen der Zelle kann nekrotischer Zelltod auftreten [Leist and Jaattela,
2001].

1.3. Signalwege der Apoptose

Abhangig vom proapoptotischen Reiz auf eine Zelle kdnnen unterschiedliche
Signalwege aktiviert werden, die hauptsachlich in zwei verschiedene Apoptosewege
munden. Bei den Signalwegen der Apoptose unterscheidet man zwischen dem
extrinsischen Signalweg, der Uber Todesrezeptoren wie TNF (Tumor-Nekrose-
Faktor) oder CD95 (Fas/APO-1) verlauft und dem intrinsischen Signalweg,
hauptsachlich induziert durch p53, bei dem Cytochrom C aus den Mitochondrien
freigesetzt wird. Beide Signalwege enden mit der Aktivierung von Proteasen und der
Spaltung von Todessubstraten, was schlieldlich zum Absterben der Zelle flhrt. Beide
Wege koénnen sich an verschiedenen Verbindungsstellen kreuzen oder ineinander
ubergehen (Abb. 1.7.).
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Abb. 1.7. Hauptsignalwege der Apoptose nach [Eberle et al., 2008]

1.3.1. Der Todesrezeptor-kontrollierte (extrinsische) Weg

Der extrinsische Signalweg beginnt mit der Bindung von Todesliganden an
Todesrezeptoren an der Zelloberflache. Jeder Todesrezeptor wird von seinem
spezifischen Todesliganden gebunden. Das Signal wird intrazellularer Uber eine
Todesdomane auf Signalmolekile Ubermittelt. CD95 wurde als erster Todesrezeptor
identifiziert. Todesrezeptoren gehdéren zu einer Gruppe von Transmembran-
Proteinen, die eine Unterfamilie innerhalb der TNFa—Rezeptor-Familie bilden [Daniel
et al., 2001]. Durch die Bindung des CD95-Liganden (CD95L) an den CD95-
Rezeptor (CD95) kommt es zu einer Oligomerisierung der Rezeptoren und weiterhin
zu der Ausbildung des Todesinduzierenden Signalkomplexes (death inducing
signaling complex - DISC), wobei die Initiator-Caspasen 8 und 10 aktiviert werden
[Krammer et al., 2007]. Dies geschieht autokatalytisch durch die intrazellulare

Assoziation von Pro-Caspase-8 uber ein Adapterprotein (Fas-associated death
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domain protein - FADD) mit CD95. Die aktivierte Caspase-8 kann entweder direkt zur
Aktivierung der Effektor-Caspase-3 fuhren (Typ |-Zellen, z.B. Lymphozyten), oder
das Signal wird durch die Spaltung von BID zu t-BID an der Mitochondrienmembran
amplifiziert (Typ Il-Zellen, z.B. Melanozyten). An dieser Stelle kann der extrinsische
in den intrinsischen Signalweg (s.u.) tbergehen [Li et al., 1998;Luo et al., 1998]. Der
Weg in die Apoptose kann jedoch auch noch verhindert werden. Dabei konkurriert
ein Protein (FLICE-inhibitory protein - FLIP) unterhalb von CD95 mit der Initiator-
Caspase-8 um Bindungsstellen am DISC und verhindert so die Aktivierung der Pro-
Caspase-8 [Lamkanfi et al., 2007]. Andere Proteine (inhibitor of apoptosis proteins -
IAPs) kénnen auch die Apoptose unterdriicken, wenn bereits die Ebene der Effektor-

Caspasen erreicht ist, indem diese inhibiert werden [Deveraux and Reed, 1999].

1.3.2. Der Mitochondrien-regulierte (intrinsische) Weg

Der intrinsische Signalweg wird durch intrazellulare Signale wie Zell- oder DNA-
Schaden ausgelost. Dabei kommt es zu einer Permeabilisierung der auflleren
Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilisation - MOMP)
[Green and Kroemer, 2004] und zu einer Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials [Kang et al., 2007;Zhang et al., 2006]. Die Mitochondrien haben
nicht nur eine Funktion fur das Leben der Zelle als Energielieferanten, sondern auch
eine Rolle im programmierten Zelltod. An ihnen treffen intrinsischer und extrinsischer
Signalweg (s.0.) zusammen. Bei der Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
wird Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Cytosol freigesetzt, das an den
monomeren Apoptoseaktivierenden-Faktor-1 (apoptotic protease-activating factor-1 -
Apaf-1) bindet, der daraufhin oligomerisiert und Uber Rekrutierung von Pro-Caspase-
9 zur Bildung des Apoptosoms fuhrt [Chipuk and Green, 2008;Riedl and Shi, 2004].
Nach Aktivierung der mitochondrialen |Initiator-Caspase-9 kommt es zur
Prozessierung von Effektor-Caspasen, wie Caspase-3, -6 und -7. Eine
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran macht den Zelltod unausweichlich,
weil essentielle Funktionen der Mitochondrien nicht mehr stattfinden kdnnen [Chipuk
and Green, 2005]. Die Bcl-2-Proteine katalysieren diesen entscheidenden Prozess
und induzieren, sofern die Aktivitat der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine dominiert,
Veranderungen an der aulReren mitochondrialen Membran, die daraufhin permeabel
wird. Uberwiegt die Aktivitdt der anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine, stellen diese ein
Schutzschild fir die Mitochondrienmembran dar (s.u.) [Chipuk and Green, 2008].
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1.4. Die Funktion der Caspasen in der Apoptose

Die Caspasen (Cytosolic Aspartate-Specific Cysteine Proteases) spielen eine
zentrale Rolle in der Apoptose-Regulation. Caspasen sind Cystein-abhangige
Aspartat-spaltende Proteasen, die als inaktive Zymogene synthetisiert werden und
aus einer grof3en und einer kleinen Untereinheit, sowie einer N-terminalen Pro-
Domane bestehen. Die proteolytische Prozessierung zur Aktivierung der Caspasen
erfolgt entweder autokatalytisch oder durch andere Caspasen. Zuerst wird die Pro-
Domane abgetrennt und anschlieBend die grof3e von der kleinen Untereinheit
gespalten. Aktive Caspasen bilden jeweils ein Heterotetramer aus zwei identisch
grolen Untereinheiten von ca. 20 kDa und zwei identisch kleinen Untereinheiten von
ca. 10 kDa [Riedl and Shi, 2004;Los et al., 2001].

Beim Menschen sind 12 verschiedene Caspasen bekannt, die aufgrund ihrer
Substratspezifitat in drei Hauptgruppen eingeteilt werden (Abb. 1.8.). Die erste
Gruppe bilden die Effektorcaspasen, die zweite Gruppe die Initiatorcaspasen und die
dritte Gruppe ist an Entzindungsprozessen beteiligt [Fuentes-Prior and Salvesen,
2004]. Caspase-14 wird mit der Differenzierung von Keratinozyten in Verbindung
gebracht und hat damit eine Sonderstellung [Eckhart et al., 2000]. Fur die Apoptose

sind nur die Initiatorcaspasen und die Effektorcaspasen von Bedeutung.

Effektorcaspasen

Caspase-8 Apoptose

Inifi atorcaspasen

Caspase-1
Caspase- 4

9 " Entziindung
Caspase-5

Caspase-13

Caspase-14
P Differenzicrung

Abb. 1.8. Die Phylogenese der Caspasen
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1.4.1. Initiatorcaspasen

Zu den Initiatorcaspasen gehdren die Caspasen 2, 8, 9 und 10. Sie besitzen eine
grole Pro-Domane, die Aminosauresequenzen fur die Selbstassoziation und fur die
Bindung an aktivierende Adaptoren beinhalten [Stennicke and Salvesen, 2000]. Pro-
Caspase-9 bildet mit Apaf-1 und Cytochrom C das Apoptosom, Pro-Caspase-8
bindet mit FADD und CD95 am DISC und Pro-Caspase-2, die nach genotoxischem
Stress durch p53 aktiviert werden kann, ist an die Adaptorproteine PIDD (p53-
induced protein with death domain) und RAIDD (RIP-associated ICH-1/CED-3-
homologous protein with Death Domain) gebunden [Tinel and Tschopp, 2004].

1.4.2. Effektorcaspasen

Zu den Effektorcaspasen gehoren die Caspasen 3, 6 und 7. Sie besitzen eine kurze
Pro-Domane, die durch aktivierte Initiatorcaspasen abgespalten werden kann und so
aktiviert wird. Nach der Spaltung kontrollieren die Effektorcaspasen eine Vielzahl von
Todessubstraten, die die Apoptose einleiten [Degterev et al., 2003]. Das am besten
beschriebene Todessubstrat ist die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP). Hierbei
handelt es sich um ein nukleares Protein, das an der DNA-Reparatur beteiligt ist und
direkt Gber Caspase-3 gespalten und somit inaktiviert werden kann [Vermeulen et al.,
2005].

1.4.3. Physiologische Caspase-Inhibitoren

Physiologische Inhibitoren der Caspasen sind verschiedene Proteine, die deren
Aktivitat durch Bindung an spezifische Peptid-Sequenzen hemmen. Von diesen IAPs
(Inhibitor of Apoptosis Proteins) sind zurzeit acht humane Mitglieder bekannt: XIAP,
NIAP, C-IAP1, C-IAP2, hILP-2, Survivin, Livin und BRUCE. Das gemeinsame
Merkmal der IAPs ist die BIR Domane (Baculovirus IAP Repeat), mit dem sie direkt
an die aktiven Stellen der Caspasen binden und so deren enzymatische Aktivitat
inhibieren kdnnen [Wright and Duckett, 2005].

1.5. Die Caspasen-unabhéangige Apoptose

Wabhrscheinlich stellt die Caspase-unabhangige Form des programmierten Zelltodes
einen Schutzmechanismus dar, bei dem sich Organismen gegen maligne Zellen
schitzen kdnnen, deren Caspase-Kaskade blockiert ist [Lockshin and Zakeri, 2004].

Die Apoptose ohne Beteiligung von Caspasen wird immer wieder kritisch und



1. Einleitung 13

kontrovers diskutiert. Dabei ist einer der am besten untersuchten Wege die
Freisetzung des Apoptose-induzierenden Faktors (apoptosis inducing factor — AlF)
aus den Mitochondrien. Das AlF-Vorlauferprotein wird im Zytoplasma synthetisiert
und dann in die Mitochondrien transportiert. AIF ist eine Endonuklease, die unter
physiologischen Bedingungen im intermembranaren Raum der Mitochondrien
lokalisiert ist und dort als NADH-Oxidase in der Elektronentransportkette mitwirkt.
Nach der Permeabilisierung der auf3eren Mitochondrienmembran, gelangt AlF ins
Zytosol, transloziert zum Nukleus und veranlasst Chromatin-Kondensation und DNA-
Fragmentierung [Krantic et al., 2007]; [Lorenzo and Susin, 2007].

Die synonyme Verwendung des Begriffes Apoptose und programmierter Zelltod wird
ebenfalls kritisch und kontrovers diskutiert. Heute unterscheidet man eher zwischen
programmiertem Zelltod durch Caspasen-Aktivierung, mit begleitender Caspasen-
Aktivierung, sowie ohne Caspasen-Aktivierung. Je nach morphologischer
Veranderung und beteiligten Proteinen werden diese alternativen Wege des
programmierten Zelltodes als Autophagie, Mitotische Katastrophe oder Paraptosis
beschrieben [Kroemer et al., 2009].

Bei der Autophagie werden zunachst Zellorganellen und Zytoplasma in Vesikel, die
Autophagosomen, eingeschlossen. Durch die Fusion von Autophagosomen und
Lysosomen entstehen Autolysosomen, in denen ein Abbau durch saure, lysosomale
Hydrolasen erfolgt. Die Autophagie ermoglicht den Abbau von Viren, Bakterien und
Fremdeiweil3en in der Zelle. Sie ist aber auch ein Schutzmechanismus bei einem
Nahrstoffmangelzustand der Zelle, um eine Notversorgung mit Energie durch eine
Selbstverdauung zu gewahrleisten. Nimmt die Selbstverdauung uberhand, geht die
Zelle zugrunde [Kroemer et al., 2009].

Die Mitotische Katastrophe kann bei Zellen mit fehlerhaftem Zellzyklus durch DNA-
Schaden oder nach Behandlung mit Mikrotubuli-stabilisierenden Agenzien erfolgen.
Diese Art von Zelltod tritt in der Metaphase der Mitose auf. Die Morphologie kann der
Apoptose aber auch der Nekrose gleichen [Kroemer et al., 2009].

Die Paraptosis wird durch mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK) ausgel0st.
Deren Aktivitat zeigt sich im Anschwellen bis hin zum Platzen der Mitochondrien und
in der Vakuolisierung des Cytoplasmas [Broker et al., 2005].

Ein weiterer Weg in den programmierten Zelltod ohne die Beteiligung von Caspasen
kann Uber die Lysosomen und deren Proteasen, die Cathepsine verlaufen (s.u.).

Hierbei kann man nicht von einem Signalweg sprechen, sondern eher von mehreren
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Signalwegen, die sich mit typischen Mediatoren der Apoptose kreuzen [Broker et al.,
2005].

1.6. Die Funktion der Cathepsine in der Apoptose

Die Cathepsine sind hauptsachlich in den Lysosomen lokalisiert. Die meisten
gehoren zur Familie der Cystein-Proteasen (Cathepsin B, C, F, H, K, L, O, S, V, X
und X). Einige gehoren zu den Serin-Proteasen (Cathepsin A und G) und zu den
Aspartat-Proteasen (Cathepsin D und E). Die Cathepsine werden als inaktive
Zymogene mit einer Pro-Domane im Zytoplasma synthetisiert. Bei der Inkorporation
des Enzyms in das Lysosom wird die Pro-Domane abgespalten und die Protease
aktiviert. Die Cathepsine werden vor allem uber den pH-Wert, aber auch uber
posttranslationale Modifikation und Proteolyse reguliert. lhre Aufgabe besteht
intralysosomal vor allem in der Protein-Degradation nach Autophagie [Chwieralski et
al., 2006]; [Kroemer and Jaattela, 2005].

Apoptose unter Beteiligung von Cathepsinen setzt deren Freisetzung aus den
Lysosomen in das Zytosol voraus. Dies kann durch verschiedene Stimuli, wie z.B.
oxidativen Stress oder Chemotherapeutika, erfolgen. Im Zytosol kdnnen Cathepsine
Substrate spalten und so Apoptose auslosen. Verschiedene Cathepsine kdnnen
auch Bid zu t-Bid spalten. So kann der intrinsische Apoptoseweg aktiviert werden,
was eine Verbindung zur Caspasen-Kaskasde darstellt. Ebenfalls koénnen
antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie, wie Bcl-2, Bcl-x, und Mecl-1, von
Cathepsinen gespalten werden, was die Mitochondrien destabilisiert und wieder in
den mitochondrialen Apoptoseweg fuhrt [Turk and Stoka, 2007].

Ob oder wie Cathepsine direkt Apoptose auslosen kdnnen ist unklar. Ebenso offen
ist die Frage, ob Cathepsine die Hauptakteure in diesem Signalweg sind, oder ob sie

nur an einem Feedback-System beteiligt sind [Stoka et al., 2007].

1.7. Die Proteine der Bcl-2 Familie

Die Apoptose-regulierende Genfamilie der Bcl-2-Proteine wurde nach ihrem ersten
Mitglied Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) benannt [Tsujimoto et al., 1984]. Weitere
Mitglieder der Bcl-2-Familie bzw. verwandte Proteine wurden aufgrund von
Sequenzhomologie oder ihrer Wechselwirkung mit Bcl-2 identifiziert und klassifiziert
[Chao and Korsmeyer, 1998]. Je nach Aktivitat kdnnen sie in zwei Hauptgruppen von

antiapoptotischen und proapoptotischen Proteinen unterteilt werden (Abb. 1.9.).
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Die Proteine der Bcl-2-Familie besitzen eine entscheidende regulative Bedeutung bei
der mitochondrial vermittelten Apoptose. Aulierdem haben sie die Fahigkeit zur
Bildung von Homo- oder Hetero-Dimeren mit anderen Mitgliedern der Familie
[Chipuk and Green, 2008]. Die Proteine der Bcl-2-Familie besitzen bis zu vier
konservierte Bcl-2-Homologie-Domanen (BH1-BH4) mit jeweils alphahelikaler
Struktur. Sie kdnnen miteinander Uber Bindung ihrer BH-Domanen interagieren. Bei
einer Heterodimerisierung zwischen einem pro- und einem anti-apoptotischen Bcl-2
Protein bindet das pro-apoptotische Protein mit seiner exponierten BH3 Domane an
die BH1, BH2 und BH3 Domanen des anti-apoptotischen Proteins. Diese drei BH-
Domanen bilden dabei eine Struktur, die als hydrophobe Tasche bezeichnet wird.
Die BH4 Domane des anti-apoptotischen Proteins dient zur Stabilisierung [Hossini
and Eberle, 2008]. Die heterodimere Bindung zwischen anti- und pro-apoptotischen
Bcl-2 Proteinen neutralisiert die Aktivitat beider Proteine, wohingegen die
Dimerisierung zweier pro-apoptotischer Proteinen ihre Wirkung verstarkt [Daniel et
al., 2003].

Anti-apoptotisch / Multidoméne
BH4  BH3 BH1BH2 TM

Bel-2 e e e e [ [ =
Bel-x, i T
Mcl-1 ey e S R ] || ]}
A1/BfI-1 ]

Pro-apoptotisch / Multidoméne
BH4 BH3 BH1 BH2 TM

Bax il
Bak il
Bel-xs e il
Bel-x, i ]

Pro-apoptotisch / BH3-only

Bid e E——
Bik/Nbk s w1111
Bad —— j—

Noxa s = [ 11T}
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Abb. 1.9. Schematische Darstellung der Struktur von anti- und proapoptotischen Mitgliedern
der Bcl-2-Familie aus [Eberle et al., 2008]
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1.7.1. Anti-apoptotische Multidomé&nen Proteine

Hierzu gehdéren der Namensgeber Bcl-2, sowie u.a. Bcl-x., Mcl-1 und A1/Bfl-1. Sie
besitzen bis zu vier BH-Domanen. Drei BH-Domanen bilden dabei eine Struktur, die
als hydrophobe Tasche bezeichnet wird. Diese dient bei einer Heterodimerisierung

als Bindungsstelle [Hossini and Eberle, 2008].

1.7.2. Pro-apoptotische Multidomanen Proteine

Hierzu gehdren u.a. Bax, Bak, Bcl-xs und Bcl-xak. Ein notwendiges Charakteristikum
aller pro-apoptotischer Proteine scheint die BH3-Domane zu sein. Die Ausnahme
von dieser Regel bildet Bcl-xak, welches Uber keine BH3-Domane verfligt, aber

signifikant Apoptose in Melanomzellen induziert [Hossini et al., 2006].

1.7.3. Pro-apoptotische BH3-only Proteine

Hierzu gehoéren u.a. Bid, Bik/Nbk, Bad, Noxa und Puma. Bei diesen pro-
apoptotischen Proteinen besteht das Charakteristikum darin, dass sie ausschliellich
die BH3-Domane aufweisen. Bid und Puma koénnen an Bcl-2, Bcl-x., Mcl-1 und
A1/Bfl-1 binden. Bad kann an Bcl-2 und Bcl-x. binden. Noxa kann an Mcl-1 und
A1/Bfl-1 binden. Diese Bindungen flihren zu einer Inaktivierung der anti-apoptotiscen
Wirkung [Chipuk and Green, 2008].

1.7.4. Die Rolle der Bcl-2 Proteine in der mitochondrial vermittelten Apoptose
Die Bcl-2-Proteine befinden sich an der duReren Mitochondrienmembran. Die anti-
apoptotischen Bcl-2-Proteine stabilisieren das mitochondriale Membranpotential und
die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine tragen zur Permeabilisierung der auflieren
Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilisation — MOMP)
und zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials bei [Kim et al.,
2006].

Die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak kéonnen durch Oligomerisierung und
allosterische Konformationsanderung Poren in der Mitochondrienmembranen bilden.
Alternativ wird vermutet, dass sie die Offnung der PTP (permeability transition pore)
regulieren. Diese bildet sich aus Komplexen von VDAC (voltage dependent anion
channel) in der aufleren Mitochondrienmembran mit ANT (adenine nucleotide
translocator) in der inneren Mitochondrienmembran [Chipuk and Green, 2008].

AulRerdem wird diskutiert, dass Bax einen lonenkanal bilden kann, der zur
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Destabilisierung des mitochondrialen Membranpotentials beitragt. DartUber hinaus
konnen Bax-Oligomere mit dem spannungsabhangigen Anionenkanal VDAC
grollere Kanale zur Permeabilisierung der auReren Mitochondrienmembran bilden.
Dabei unterliegt die Oligomerisierung von Bax einer negativen Kontrolle durch
Heterodimerisierung mit Bcl-2 oder Bcl-x. [Green and Kroemer, 2004].

Durch jegliche Art von Permeabilisierung der Mitochondrienmembran kann es zu
einer Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen, wie Cytochrom C, AlF (apoptosis
inducing factor), Endonuklease G, Smac/Diablo (second mitochondrial activator of
caspases / direct IAP binding protein with low pl) und HtrA2/Omi (High temperature
requirement A2), aus dem Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol
kommen [Chipuk and Green, 2008].

1.8. Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species — ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species - ROS) sind Formen des
Sauerstoffs, die schnelle und starke Oxidationen bis hin zu oxidativem Stress
hervorrufen kdnnen. Zu ihnen gehoren freie Radikale wie das Superoxid-Anion (O2-¢)
oder das Hydroxyl-Radikal (OHe), aber auch Peroxide wie Wasserstoffperoxid (H20>)
und molekulare Oxidantien wie Ozon (Os) oder Singulettsauerstoff ('O,). Sie werden
von allen aeroben Zellen als Nebenprodukte von Stoffwechselreaktionen und als
Antwort auf verschiedene Stimuli gebildet. Sie haben verschiedene physiologische
Aufgaben z.B. als Signalmolekile zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-
1 oder NF-kB oder als Aktivatoren fir Proteine wie Tyrosinkinasen oder MAP-
Kinasen [Fleury et al., 2002].

ROS kdénnen auch an der Apoptose-Regulation beteiligt sein. ROS-induzierte
Schaden der Proteine und Lipide der Membranen kénnen zu mitochondrialen und
lysosomalen Fehlfunktionen flihren [Salganik, 2001]. ROS-induzierte Schaden der
DNA konnen DNA-Fragmentierung und DNA-Strangbriche nach sich ziehen
[Dizdaroglu et al., 2002]; [Pelicano et al., 2004].

Proteine kénnen direkt durch oxidative Modifikationen von Aminosaure-Seitenketten
und durch ROS-induzierte Peptid-Spaltungen geschadigt werden. Dies kann zu
intramolekularen Quervernetzungen und Bildung von Protein-Aggregaten fuhren. Die
oxidative Schadigung von Proteinen mit Redox-Funktionen, wie die metallhaltigen
Enzyme Cytochrom C, Catalase und Glutathion, kann den Redox-Haushalt der Zelle

stéren. Die Oxidation von Catalasen und Peroxidasen vermindert die Fahigkeit der
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Zelle Wasserstoffperoxid zu eliminieren und férdert dadurch einen erhéhten ROS-
Spiegel und damit den oxidativen Stress [Orrenius et al., 2007].

Lipide konnen durch Peroxidation zu Peroxyl- und Alkoxyl-Radikal-Intermediaten
oxidiert werden, die wiederum Peroxidationen nach sich ziehen und zu schweren
Membranschaden fihren kénnen. Lipidperoxidation schadigt die Membranintegritat
und fordert die Membranpermeabilitat [Pelicano et al., 2004].

DNA-Modifikationen werden insbesondere durch die sehr reaktiven Hydroxyl-
Radikale hervorgerufen. Dazu gehoéren Zucker- und Basen-Modifikationen, DNA-
Strangbriche und DNA-Protein-Quervernetzungen. Hydroxyl-Radikale kénnen mit
der C5- und C6-Position von Pyrimidin-Basen reagieren, wobei C5-OH- und C6-OH-
Addukt-Radikale entstehen. Sie kdnnen ebenfalls mit der C4-, C5- und C8-Position
von Purin-Basen reagieren, wobei C4-OH-, C5-OH- und C8-OH-Addukt-Radikale
entstehen (Abb. 1.10.). DNA-Fragmentierung und DNA-Strangbriche sind die Folge
[Dizdaroglu et al., 2002] ; [Valko et al., 2006].
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Abb. 1.10. Der Mechanismus der Bildung von Guanin-Produkten aus dem C8-OH-Addukt-
Radikal entstanden durch den Angriff von *OH auf die C8-Position von Guanin aus [Dizdaroglu
et al., 2002]



1. Einleitung 19

Die Mitochondrien als Kraftwerke der Zellen sind mafigeblich an der Produktion von
ROS  beteiligt. Sie besitzen jedoch auch ein Antioxidationssystem mit
Superoxiddismutase (SOD), Catalase (CAT) und einem kompletten Glutathion-
Redoxsystem, bestehend aus Glutathion-Reduktase, reduziertem Glutathion (GSH)
und Glutathion-Peroxidase. In den Mitochondrien kdnnen ROS durch die Freisetzung
von Elektronen aus der Elektronentransportkette und der Reduktion von
Sauerstoffmolekuilen zu Superoxid-Anionen entstehen. Superoxide konnen durch die
Superoxiddismutase (SOD) in weniger reaktives Wasserstoffperoxid umgewandelt
werden. Wasserstoffperoxid wiederum kann durch die Catalase (CAT) zu Wasser
und Sauerstoff abgebaut werden. Bei der Reaktion von Wasserstoffperoxid mit lonen
der Ubergangsmetalle, wie z.B. Eisen oder Kupfer, kann in einer Fenton-Reaktion die
aggressivste Form von ROS, das Hydroxyl-Radikal, entstehen (Abb. 1.11.). Es lasst
sich erkennen, dass ein ausgeglichener ROS-Haushalt fir Zellen lebenswichtig ist
[Salganik, 2001].

Reactive Oxygen Species (ROS)

AO
»0, L 0,
0, + 0, + 2H—— H,0,+ 0,
Electron
transport chain CAT
2H,0, 2H,0 + 0,
H,0, + Fe(IT) OH ™+ OH" + Fe(Ill)

Abb. 1.11. Die Entstehung von ROS durch die Mitochondien und die Fenton-Reaktion mit Eisen
und Wasserstoffperoxid aus [Salganik, 2001]

Die Entstehung von ROS kann durch antioxidativ wirkende Substanzen abgefangen
werden. Zu den physiologisch wirkenden Antioxidantien gehoéren die Vitamine C und
E, sowie die Gruppe der Carotinoide und Flavonoide und einige Mineralstoffe wie
Zink, Selen und Mangan [Collins, 1999].
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Als Beispiel sei Vitamin E beschrieben (Abb. 1.12). Vitamin E reagiert mit Radikalen
zu einem Vitamin E-Radikal und zu einem nicht radikalischen Produkt. Das Vitamin
E-Radikal ist dabei mesomeriestabilisiert und daher fur ein Radikal relativ
reaktionstrage. Das Vitamin E-Radikal reagiert mit einem weiteren Radikal zu einer

oxidierten Form von Vitamin E und zu einem nicht radikalischen Produkt.

ROO + TocOH - ROOH + TocOr
ROO + TocO' - ROOH + TocOOH

(b)

Abb. 1.12. (a) a-Tocopherol (Vitamin E), (b) a-Tocopherol-Radikal (Vitamin E-Radikal) nach
[Oral et al., 2006]

1.9. Nukleosid-Analoga

Nukleosid-Analoga stellen eine wichtige Gruppe von Chemotherapeutika bei der
Behandlung von Krebs-Erkrankungen und Virus-Infektionen dar. Die meisten
Substanzen entfalten ihre Wirkung durch Stérung der DNA-Replikation. Es gibt aber
auch Mechanismen, bei denen DNA-Strangbriche durch direkte DNA-Schadigung
entstehen [Sampath et al., 2003].

Einige Nukleosid-Analoga kdnnen Apoptose induzieren, wobei eine Schadigung der
DNA nur ein Schritt von vielen ist. Es kdnnen Veranderungen im Potential und der
Permeabilitat der Mitochondrienmembranen hervorgerufen werden. Ebenso kann
eine Schadigung der Lysosomen stattfinden. Die Translokation der pro-

apoptotischen Proteine Bax und Bak fordert diese Ereignisse. Anti-apoptotische Bcl-



1. Einleitung 21

2-Proteine kénnen durch einen Schutz der Mitochondrien die Resistenz gegentber
Nukleosid-Analoga erhohen [Ewald et al., 2008].

Durch die Modifikation von Nukleosid-Analoga entstehen immer neue Wirkstoffe.
Eine aktuelle Uberlegung ist dabei eine Verbindung mit organischen Metall-
Komplexen. Metalle verhelfen durch ihre Vielzahl an Oxidationsstufen zu neuen
Moglichkeiten, die durch organische Verbindungen alleine nicht gegeben sind.
Ferrocenium-Verbindungen waren die ersten Eisenkomplexe mit einer
beschriebenen Anti-Tumor-Aktivitat (Abb. 1.12.). Es wurde gezeigt, dass die Aktivitat
nicht auf einer direkten Bindung mit der DNA basiert, sondern auf der Fahigkeit
reaktive Sauerstoffspezies zu bilden, die zu oxidativen DNA-Schaden flhrten [Ott
and Gust, 2007].

Das vor kurzem entwickelte, eisenhaltige Cytosin-Analogon Ferropoptosid (N69, 49)
(Abb. 1.13.) konnte in BJAB-Zellen Apoptose auslésen [Schlawe et al., 2004]. Im
Focus dieser Arbeit stehen das proapototische Potential von N69 und dessen

Wirkungsmechanismus in Melanom-Zellen [Franke et al., 2009].

OH
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2 *-‘,.-b “:(“

OH Fe(CO), oH

2‘-Deoxycytidin Ferropoptosid Ferrocifen
(N69) (Ferrocen-Derivat

von Tamoxifen)

Abb. 1.13. Deoxycytidin aus [Ewald et al., 2008], Ferropoptosid (N69) aus [Schlawe et al., 2004]
und Ferrocifen aus [Ott and Gust, 2007]
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1.10. Fragestellung

Die Aggressivitat des Malignen Melanoms basiert auf seiner hohen
Chemotherapieresistenz, die mit Defekten in der Apoptose-Signalkaskade verbunden
ist. Da bisherige Chemotherapeutika in der Melanom-Therapie nur wenig wirksam
sind, sind zur Uberwindung der Apoptose-Resistenz dringend neue Zytostatika und
die Untersuchung ihrer Signalkaskaden notwendig.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das eisenhaltige Nukleosidanalogon
N69 in humanen Melanomzellen Apoptose auslosen kann. Des Weiteren sollte
gezeigt werden, Uber welchen Mechanismus eine mogliche Apoptoseinduktion
erfolgt. Vier ausgewahlte humane Melanomzellinien (Mel-HO, A-375, Mel-2a und Sk-
Mel-13) standen zur Verfugung. Fur den Einsatz des Zytostatikums wurden
verschiedene Konzentrationen und Zeiten veranschlagt.

Ein Ansprechen sollte mit unterschiedlichen, typischen Merkmalen und Nachweisen
der Apoptose gezeigt werden. Dazu gehorte die DNA-Fragmentierung, die in einem
DNA-Fragmentierungs-ELISA gepruft werden sollte. Ebenso sollte die Apoptose-
Induktion durch die Bisbenzimid-Farbung (Chromatin-Kondensation), die TUNEL-
Farbung (Detektion fragmentierter DNA-Strange) und die Zellzyklusanalyse
(Zunahme der sub-G1-Fraktion, da apoptotische Zellen durch DNA-Fragmentierung
und die Auswaschung dieser Fragmente einen niedrigeren DNA-Gehalt aufweisen)
belegt werden. Da die Apoptose meist Uber die Aktivierung der Caspasen-Kaskade
verlauft, sollte eine mdgliche Aktivierung beziehungsweise Spaltung von
verschiedenen Caspasen im Western-Blot ermittelt werden. Ebenfalls sollten Bcl-2-
Proteine im Western-Blot untersucht werden, die oftmals eine entscheidende
Position in der Apoptose bzw. in der Apoptoseresistenz einnehmen.

Melanomzellen reagieren oftmals nicht nach bisher bekannten Signalkaskaden.
Deshalb sollten wahrend dieser Arbeit aus sich ergebenden Resultaten weitere
Mechanismen in Erwagung gezogen werden. Genaue Kenntnisse der biochemischen
Vorgange stellen eine Voraussetzungen zur Uberwindung von Apoptose- und

Therapie-Resistenz dar.
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2.1. Material
2.1.1. Material fur die Zellkultur
2.1.1.1. Nahrlésungen

Zellkulturlésungen

e FCS - Fetal Calv Serum (Biochrom)

e Penicillin/Streptomycin 10.000 pg/ml / 10.000 pg/ml (Biochrom)

e PBS — Phosphate Buffered Saline w/o Ca**, Mg®* (Biochrom)

e Trypsin/ EDTA 0,05/ 0.02% (w/v) in PBS w/o Ca**, Mg®* (Biochrom)
e Geneticin (Gibco): 50 mg/ml geldst in PBS und sterilfiltriert

e Hygromycin (Boehringer): 50 mg/ml L6ésung

e CaCl; (Sigma): 15 mg/ml gel6st in Aqu. bidest. und sterilfiltriert

e Insulin (Sigma)

e BFGF (Boehringer): 100 pg/ml geldst in PBS und sterilfiltriert

e BPE (Gibco)

e Apo-Transferrin (Sigma)

e Hydrocortison (Sigma): 100 ug/ml geldst in Aqu. bidest. und sterilfiltriert

e Choleratoxin (Calbiochem)

Nahrmedien

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit Glucose 4,5 g/l (Gibco)
¢ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Medium (Biochrom)

¢ Melanozytenmedium (MCDB) (Biochrom)

In 500 ml Medium wurden 50 ml FCS und 5 ml Penicillin/Streptomycin gegeben.

In das DMEM fur die Klone wurden zusatzlich 2 ml Geneticin (50mg/ml) und 0,5ml
Hygromycin (50mg/ml) gegeben.

In das RPMI Medium wurden zusatzlich 1,5 ml L-Gluthamin gegeben.

In 500 ml MCDB Medium wurden 10 ml CaCl,-Lésung, 250 pl Insulin (in 10 ml Medium
sterilfiltriert), 10 yl BFGF-Lésung, 2 ml BPE, "2 Ampulle Apo-Transferrin, 2,5 ml

Hydrocortison-Losung und 50 ul Choleratoxin gegeben.
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2.1.1.2. Eukaryotische Zellen

Humane Melanom-Zellinien

e Aus Primartumoren:

A-375 [Giard et al., 1973], Mel-HO [Holzmann et al., 1988].

¢ Aus Metastasen:

Mel-2A [Bruggen et al., 1981], SK-Mel-13 [Carey et al., 1976].

Sub-Klone von Mel-HO and A-375 sind aus einer stabilen Transfektion von einem
pIRES-Bcl-2-Konstrukt (MelHO-Bcl-2, A375-Bcl-2) oder von einem pIRES-Leer-Plasmid
(MelHO-Mock, A375-Mock) hervorgegangen. Das pIRES Plasmid stammt von Clontech
(Palo Alto, California, USA). Die beschriebenen Sub-Klone lagen vor Beginn dieser

Doktorarbeit bereits im Labor vor [Raisova et al., 2001].

Humane Leukamie-Zellinien

Die humane Leukamie-Zellinie Jurkat stammt von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) [Schneider et al.,
1977].

Humane Melanozyten
Es wurden mehrere Melanozyten-Kulturen (normal human melanocytes — NHM) aus

menschlichen Vorhauten isoliert. Diese standen im Labor zur Verflgung.

2.1.1.3. Apoptose-Stimulanzien

e N 69, 40 mM geldst in EtOH 98% [Schlawe et al., 2004]

e Doxorubicinhydrochlorid (Alexis), 0,5 mM gel6st in Aqu. bidest.

e CH-11 (agonistischer CD95-Antikorper, Maus IgM; Beckman Coulter, Krefeld,
Germany), 100 ng/ml
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2.1.1.4. Caspase- und Cathepsin-Inhibitoren

Name (Sequenz) Substrate Firma

ZVAD (Z-Val-Ala-Asp-FMK) Caspasen, Cathepsine, Calpaine Calbiochem
ZWEHD (Z-Trp-Glu-His-Asp-FMK) Caspase-1 R&D Systems
zZVDVAD (z-Val-Asp-Val-Ala-Asp-FMK) Caspase-2 R&D Systems
zDEVD (z-Asp-Glu-Val-Asp-FMK) Caspase-3 R&D Systems
ZYVAD (Z-Tyr-Val-Ala-Asp-FMK) Caspase-4 R&D Systems
zVEID (zZ-Val-Glu-lle-Asp-FMK) Caspase-6 R&D Systems
ZIETD (Z-lle-Asp-Thr-Asp-FMK) Caspase-8 R&D Systems
ZLEHD (Z-Leu-Glu-His-Asp-FMK) Caspase-9 R&D Systems
zAEVD (Z-Ala-Glu-Val-Asp-FMK) Caspase-10 R&D Systems
ZLEED (Z-L-E-E-D-FMK) Caspase-13 R&D Systems
zFA-FMK (Z-Phe-Ala-FMK) Cathepsin B, L Calbiochem
CA-074-Me (L-Isoleu-Pro-Me) Cathepsin B Calbiochem

2.1.1.5. Antioxidantien
e Vitamin E, Fluka, Germany, 50 mM gelost in EtOH 98%
e N-Acetylcystein, Fluka, Germany, 50 mM geldst in EtOH 98%

2.1.2. Material fur die Protein-Analytik
2.1.2.1. SDS-PAGE

Protein-Marker
Prestained SDS-Page Standard (Broad Range) BioRad

Protein-Bestimmung
BCA Protein Assay Kit Pierce

Coomassie-Farbeldsung Roth
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Standardpuffer fur die Protein-Extraktion: 10 ml

100 pl Tris-HCI (1 M, pH 7,5), 480 ul NaCl (3M), 500ul SDS (10%), 50 ul Nonidet P-40,
36 ul Aprotinin, 100 ul Leupeptin, 100 ul Pepstatin, 100 yl PMSF (100 mM), 20 ul EDTA
(0,5 M, pH 8,0), 8,5 ml Aqu. bidest.

Puffer fur den Nachweis von Caspase-Spaltprodukten:
CHAPS-Puffer (Cell Signaling)

Harnstoff-Puffer fur den Nachweis von PARP-Spaltprodukten: 10 ml
625 pl Tris-HCI (1 M, pH 6,8), 6 ml Harnstoff (10 M), 1,15 ml Glycerol, 1 ml SDS (20%),

0,125 mg Bromphenolblau, 0,5 ml B-Mercaptoethanol, 725 pl Aqu. bidest.

Homogenisierungs-Puffer fur den Nachweis von Cathepsin-Spaltprodukten:
250 mM Sucrose, 10 mM Hepes, 1 mM EDTA

Puffer far die Fraktionierung von Zellen:

Mitochondria / Cytosol Fractionation Kit (Biovision)

Protease-Inhibitoren

Pepstatin 0,5 mg/ml in Aqu. bidest. Sigma
Leupeptin 10 ug/ml in Aqu. bidest. Sigma
Aprotinin 10% in Aqu. bidest. Sigma
PMSF 100 mM in DMSO Sigma

Protein-Probenpuffer (4x) 10 ml
2,5 ml Tris-HCI (1M, pH 6,8), 0,2 g SDS, 4 ml Glycerin, 2 ml B-Mercaptoethanol, 4mg
Bromphenolblau, 1,5 ml Aqu. bidest.

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 500 ml
19,7 g Tris-Base, 1,0 g SDS ad 500 ml Aqu. bidest.

Trenngelpuffer (pH 8,8) 500 ml
38,5 g Tris-Base, 9,3 g Tris-HCI, 1,0 g SDS ad 500 ml Aqu. bidest.
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Sammelgel, 5 ml

30% Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1
Sammelgelpuffer

Aqu. bidest.

10% APS

TEMED

Trenngel, 10 ml

30% Acryl-/Bisacrylamid 37,5:1
Trenngelpuffer

Aqu. bidest.

10% APS

TEMED

5%
0,84 ml
2,5ml
1,6 ml
100 pl
10 pl

7,5% 10% 12% 15%
2,5ml 33m 40ml  50ml
5,0 ml 50ml 50ml  5,0ml

2,5 ml 1,7 ml 1,0 mi -
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
10 pl 10 pl 10 pl 10 pl

Laufpuffer nach Laemmli (5x, 2 1)
30,4 g Tris-Base, 144 g Glycin, 10 g SDS ad 2 | Aqu. bidest.

2.1.2.2. Western Blot
Transferpuffer (1x, 2 1)

11,64 Tris-Base, 4,36 g Glycin, 3,7 g SDS, 400 ml Methanol ad 2 | Aqu. bidest.

PBS-Tween (0,05%)

9,55 g PBS Dulbecco, 0,5 ml Tween ad 1 | Aqu. bidest.

Milchpulver (5%)

5 g Blotting Grade Non-Fat Dry Milk Fatfree (Biorad) ad 100 ml PBS-Tween
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Primare Antikorper

Antigen
AlF

B-Aktin

Bad

Bak

Bax

Bcl-2

Bel-x.
Caspase-2
Caspase-3-Spalt
Caspase-6
Caspase-7
Caspase-8
Caspase-9
Cathepsin D
Cathepsin L
Cytochrom C
Hsp-60
Mcl-1

Noxa

Puma
PARP

p53

VDAC

Spezies
Ziege
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Ratte
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Ziege
Ziege
Maus
Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Maus
Maus

Maus

Sekundare Antikorper

Antikorper

Verdinnung
1:200
1:5000
1:1000
1:500
1:400
1:400
1:200
1:200
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:200
1:200
1:1000
1:200
1:200
1:500
1:1000
1:5000
1:500
1:1000

Verdinnung

Anti-Anti-Kaninchen konjugiert mit HRP 1:5000

Anti-Anti-Maus konjugiert mit HRP
Anti-Anti-Ziege konjugiert mit HRP
Anti-Anti-Ratte konjugiert mit HRP

1:5000
1:5000
1:5000

Firma

Santa Cruz
Sigma

Cell Signaling
Dako

Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Alexis

Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Santa Cruz
Santa Cruz
BD Pharmingen
Cayman
Santa Cruz
Pro Sci
Epitomics
Biomol

Santa Cruz

Calbiochem

Firma
Dako
Dako
Dako
Dako
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2.1.3. Material fur Apoptose- und Nekrose-Nachweise
2.1.3.1. Kits

e Cell Death Detection Kit (DNA fragmentation)  Roche

¢ Cytotoxicity Detection Kit (LDH release) Roche

e In Situ Cell Death Detection Kit (TUNEL) Roche

e Mitochondria / Cytosol Fractionation Kit Biovision

e Caspase-3-Activity-Assay Cell Signaling

2.1.3.2. Farbungen

e Bisbenzimid, Sigma, Germany
1 ug/ml in PBS
Bisbenzimid-Fixierungslésung
4 g Formaldehyd ad 100 ml PBS
Bisbenzimid-Permeabilisierungsléosung
0,2% Triton X-100 ad 100 ml PBS

¢ TUNEL, Roche Diagnostics, Germany
TUNEL-Kit
TUNEL-Fixierungsldésung
4 g Paraformaldehyd ad 100 ml PBS (pH 7,4)
TUNEL-Permeabilisierungsléosung
0,1% Triton X-100, 0,1% NaCi ad 100 ml PBS

e Propidiumiodid, Sigma, Germany

100 pl Triton X-100 (10%), 100 pl NaCi (10%), 20 ul PI (10 mg/ml), 200 pyl RNase A

(10 mg/ml) ad 10 ml PBS

e Acridin Orange, Sigma, Germany
15 ug/ml in PBS
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e JC-1, Sigma, Germany
2,5 uMin PBS

e H,DCFDA (2’,7’-dichlorodihydrofluoresceindiacetate), Molecular Probes, USA
15 uM in PBS

2.1.4. Sonstige Materialien
2.1.4.1. Chemikalien

Acrylamid / Bisacrylamid (37,5 : 1) Biorad
APS Biorad
Bromphenolblau Biorad
DMSO Sigma
EDTA Sigma
Ethanol J.T. Baker
Formaldehyd J.T. Baker
Glycerol Sigma
Glycin Serva
Harnstoff Merck
Isopropanol J.T. Baker
B-Mercaptoethanol Merck
Methanol J.T. Baker
Mounting-Medium MoBiTec
Natriumacetat Merck
Natriumchlorid Merck
Natriumcitrat Merck
Natriumhydroxid Merck
Non Fat Dry Milk Biorad
PBS Biochrom
Ponceau S Sigma
RNase A Sigma
SDS Merck
Sucrose Merck
TEMED Biorad

Tween-20 Sigma
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Triton-X-100
Tris-Base
Tris-HCI

Salzsaure

2.1.4.2. Materialien

Cap Tubes (10ml und 50 ml)
Filmkassetten

Filterpapier 3M
Gewebekulturflaschen
Glas-Homogenisator (Douncer)
Heparin-Spritzen
Hybridisierungs-Transfermembran
Hyperfilm ECL

Kryorohrchen

Mikrofilter (0,2 pm)
Nitrozellulose-Membran (Protran BA 83)
Petrischalen

Rontgenfiime

Steril-Filter

6-well Zellkultur-Platten

24-well Zellkultur-Platten

96-well Zellkultur-Platten

Zellschaber

2.1.4.3. Gerate

Autoklav

Bidest-Gerat Destamat
Brutschrank

Durchflusszytometer FACS Calibur
Elektrophoreseapparaturen
ELISA-Photometer

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop

Merck
Sigma
Sigma
Merck

Falcon

Kodak

Whatman

Falcon

Biorad

Beckton Dickinson
Du Pont
Amersham

Falcon

Braun

Schleicher & Schuell
Falcon

Fuji

Milipore

Falcon

Nunc

Nunc

Costar

Webeco

Heraeus

GFL

Beckton Dickinson
Pharmacia Biotech
Dynatech
Sartorius

Zeiss
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Heizblock

Mikroskop

Mikrowelle

pH-Meter mit Ingold-Elektrode 405
Phosphoimager

Photometer

Pipettierhilfe

Schuttler

Vortex

Wasserbad

Zentrifugen:

Cytospin Zentrifuge
Kahlzentrifuge
Tischzentrifuge Biofuge
Ultrazentrifuge

Vakuumzentrifuge

Tech

Olympus

Bosch

Knick

Fuji

Beckman
Hirschmann
Koéttermann
Bender&Holbein

Braun

Shandon
Beckman Coulter
Heraeus
Beckman Coulter

Heraeus
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2.2. METHODEN
2.2.1. Zellbiologische Methoden

2.2.1.1. Sterilisation von Lésungen und Nahrmedien
Alle Puffer und Lésungen wurden in doppelt destilliertem Wasser angesetzt und durch
Filtrieren sterilisiert (Sterilfilter 0,2 ym). Die pH-Werte wurden bei Raumtemperatur

bestimmt. Prozentangaben sind als Gewicht pro Volumen angegeben.

2.2.1.2. Passage eukaryotischer Zellen

Melanomzellen und Melanozyten-Kulturen wurden in DMEM-1965- bzw. RPMI-1640-
Medium mit 10% FCS in Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37°C in einer mit
Wasserdampf gesattigten Atmosphare mit 5% CO, kultiviert. Die verwendeten
Melanomzellen sowie Melanozyten-Kulturen wachsen adharent auf dem Boden der
Kulturflaschen. Die Lymphom-Zellinie Jurkat wachst nicht adharent. Das Zellmedium
wurde etwa jeden dritten Tag erneuert, wobei vor jedem Mediumwechsel die Zellen mit
sterilem PBS (ohne Ca®* und Mg®") gespiilt wurden, um tote Zellen und saure
Stoffwechselprodukte zu entfernen. Um die Zellen zu passagieren, wurden diese mit
PBS gewaschen und ca. 5 min mit 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Nach Ablésung
der Zellen vom Boden wurden sie mit Medium von der Kulturflasche abgespult und in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen dberfuhrt. Das FCS im Medium inaktiviert die
proteolytischen Eigenschaften des Trypsins. Die Zellen wurden flr 5 min bei 1000 rpm
zentrifugiert und das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellen wurden je nach
Proliferationsrate mit entsprechender Zellzahl fur die Versuche ausgesat oder weiter

kultiviert.

2.2.1.3. Lagerung eukaryotischer Zellen

Die Zellen wurden mit PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) gewaschen, trypsiniert und in 10%
FCS-haltigem Medium 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium
mit 25% FCS und 10% DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen uberfuhrt. Das DMSO
in der Lésung verhindert die Bildung von Eiskristallen in den Zellen. Anschliel3end
wurden die Roéhrchen in Zellstoff verpackt und langsam dber Nacht bei -70°C

eingefroren. Zur endgultigen Lagerung wurden die Rohrchen bei -140°C aufbewahrt.
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2.2.1.4. Inhibition von Caspasen und Cathepsinen

200.000 Zellen pro well wurden in 6-well Platten ausgesat und nach 24 h far 1 h mit
irreversiblen Caspase- bzw. Cathepsin-Inhibitoren vorinkubiert und anschliefend mit
N69 (20 uM; 24 h) behandelt. Die Inhibitoren binden selektiv an die aktiven Proteasen
und verhindern damit deren Aktivitat. Alle Inhibitoren wurden in DMSO geldst und mit
Medium auf ihre jeweilge Endkonzentrationen verdinnt. 24 h nach Behandlung wurden
die Zellysate mit dem Apoptose-ELISA untersucht. Parallel wurde der Zytotoxizitats-

Assay im Kulturmedium durchgefihrt [Oppermann et al., 2005].

2.2.2. Proteinanalytische Methoden

2.2.2.1. Herstellung von Protein-Lysaten

Die Sedimente von je ungeféhr 5 x 10° Zellen wurden in 100-500 pl kaltem Lysepuffer in
Eppendorfgefalden mit 1 ml Spritzen ungefahr 10 mal geschert, 10 min bei 13.000 rpm
bei 4°C in der Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert und die Uberstande in neue
EppendorfgefalRe Uberflhrt. Die weilllichen Ruckstédnde bestanden hauptsachlich aus

Zelltrummern und wurden verworfen. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert.

2.2.2.2. Herstellung von Caspase-Spaltprodukt-Lysaten

Fur den Nachweis von Caspase-Spaltprodukten im Western Blot wurde CHAPS-Puffer
verwendet, der stabilisierend auf die Spaltprodukte wirkt. Etwa 5 x 10° Zellen wurden in
PBS mit Hilfe eines Zellschabers von der Kulturflasche geldst. Die Zellen wurden
pelletiert und in ca. 200 yl CHAPS-Puffer aufgenommen. Durch dreimaliges einfrieren
und auftauen der Zellen wurden die Plasmamembranen zerstort. Durch Zentrifugation
bei 13.000 rpm wurde der Uberstand von Zelltrimmern getrennt und bei -20°C

aufbewahrt. Die Proteinkonzentrationen wurden in einem Coomassie-Gel bestimmt.

2.2.2.3. Herstellung von PARP-Spaltprodukt-Lysaten

Fur den Nachweis von PARP Spaltprodukten im Western Blot wurden ungefahr 5 x 10°
Zellen in  Harnstoff-Puffer lysiert. Der Harnstoff unterstitzt die Dissoziation, um das
Protein PARP von der DNA zu lésen. Das Zellysat wurde fir 15 s mit Ultraschall

behandelt und fur 15 min auf 65 °C erhitzt. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert.



2. Material und Methoden 35

2.2.2.4. Herstellung von Cathepsin-Spaltprodukt-Lysaten

Zur Herstellung Lysosomen-freier Proteinextrakte wurden 5 x 107 Zellen trypsiniert, mit
PBS gewaschen und in 500 pul Homogenisierungspuffer fur 10 min auf Eis aquilibriert.
AnschlieBend wurde die Zellldsung in einen 1 ml Glas-Homogenisator Gberfihrt und mit
20-40 StoRen auf Eis homogenisiert bis etwa 50% der Zellen aufgebrochen waren.
Zunachst wurde das Homogenisat fur 10 min bei 4°C mit 800 g zentrifugiert. Das Pellet
wurde verworfen, der Uberstand in ein neues Eppendorf-GefaR tberfiihrt und fir 30 min
bei 13.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut verworfen, der Uberstand
vorsichtig abgenommen und bei 4°C mit 100.000 g fur 30 min zentrifugiert. Der nun

erhaltene Lysosomen-freie Uberstand wurde bei -20°C eingefroren [Schutt et al., 2002].

2.2.2.5. Herstellung von Zellfraktionierungs-Lysaten

Zur Bestimmung der Cytochrom C- und AlF-Freisetzung wurden 5 x 10’ Zellen
trypsiniert, mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und bei 800g bei 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1 ml Zytosol-Extraktionspuffer resuspendiert und 10 min auf Eis
aquilibriert. Die Zellen wurden in einem 1 ml Glas-Homogenisator mit 40-60 Stdl3en auf
Eis homogenisiert bis circa 75% der Zellen aufgebrochen waren Das Homogenisat
wurde mit 800 g flr 10 min bei 4°C zentrifugiert, um die Zellrimmer zu entfernen. Der
Uberstand wurde zur Sedimentation der Mitochondrien mit 10.000 g fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Der neue Uberstand enthalt die zytosolische Fraktion und wurde bei -20°C
gelagert. Das Pellet wurde in 100 pl Mitochondrien-Extraktionspuffer resuspendiert und
ebenfalls bei -20°C gelagert. Es enthalt die mitochondriale Fraktion, in der u.a. die

Proteine Bax und Bak enthalten sind.

2.2.2.6. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

BCA Protein Assay (Pierce)

Prinzip:

Die Konzentration von Proteinen kann durch eine Farbreaktion in Losung photometrisch
bestimmt werden. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Biureth-Reaktion, bei der
die Amino-Gruppen von Proteinen in alkalischem Medium Cu?* zu Cu* reduzieren. Cu®
reagiert dann mit Bicinchoninsdure (BCA) zu einem violetten Chelat-Komplex, dessen

Absorption im ELISA-Reader gemessen werden kann.
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Protokoll:

Es wurden dreimal 1 pl Lysat und als Negativkontrolle dreimal 1 yl Lysepuffer in eine
Mikrotiterplatte mit Flachboden gegeben, die mit Lysepuffer 1:5 verdinnt wurden. Als
Eichlésungen dienten verschiedene BSA-Konzentrationen, die mit dem gleichen Puffer
wie die Proben verdunnt worden waren. Je Probe wurden 200 pl Reaktionsmix
zugegeben. Die Platte wurde 30 min bei 37°C inkubiert und bei 550 nm im ELISA-
Reader vermessen. Mit Hilfe der bekannten Konzentrationen an BSA konnten die

Proteinmengen der Lysate berechnet werden.

Coomassie-Farbung (Roth)

Die Proteinkonzentration von CHAPS-Extrakten wurde mit Hilfe eines Coomassie-Gels
festgestellt. Dazu wurden je 10 pl einer Probe mit 3,3 ul Protein-Probenpuffer versetzt,
5 Min bei 95 °C denaturiert und in einem 12%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt.
AnschlieRend wurde das Gel in Coomassie-Farbelésung Uber Nacht auf einem
Schuttler inkubiert. Zur Entfernung unspezifischer Farbung wurde das Gel in 25%-iger
Methanol- Loésung 30 min gewaschen. Zur Auswertung wurden die gefarbten Banden
eingescannt und quantifiziert. Als Verifizierung wurde eine Kontroll-Probe mit bekannter

Konzentration eingesetzt.

2.2.2.7. Diskontinuierliche SDS-PAGE

Prinzip:

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese kénnen denaturierte
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei wandern die
denaturierten, durch SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld zur Anode.
Durch Molekulargewichtsstandards kann die Grolde der Proteine bestimmt werden.
Protokoll:

Fur die Herstellung der SDS-Gele wurde das Elektrophoresesystem fir Minigele der
Firma BioRad verwende. Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanol
uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde der Isopropanol abgegossen und mit
Filterpapier nachgetrocknet. Das Sammelgel wurde darliber geschichtet und ein Gel-
Kamm in das noch flissige Sammelgel gesteckt.

Die Zellysate wurden mit 1/3 Volumen 4 x Protein-Probenpuffer versetzt und 5 min bei
95°C denaturiert.
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Die Gel-Kdamme wurden nach vollstandiger Polymerisation aus den Gelen
herausgezogen, die Gele in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit 1 x
Laufpuffer bedeckt. Die Taschen wurden gespult, um diese von Luftblasen zu befreien.
Die Proben wurden in die Taschen gefillt. Die Elektrophorese wurde bei 80-160 V

durchgeflhrt, bis die blaue Front fast aus den Gelen herausgelaufen war.

2.2.2.8. Western Blot

Prinzip:

Beim Western Blot werden in der SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf eine Membran
transferiert, auf der sie indirekt detektiert werden kénnen. Dabei werden die Proteine
durch das gebundene SDS negativ geladen, so dass sie von der Kathode zur Anode
wandern. Auf der Membran werden Uber die Bindung spezifischer, primarer Antikorper
Meerrettich-Peroxidase-konjugierte, sekundare Antikorper gebunden. Die Meerrettich-
Peroxidase setzt ein Chemilumineszenzreagens um, das emittiertes Lumineszenzlicht
auf Rontgenfilmen sichtbar werden lasst.

Protokoll:

Der Blot wurde in einer Wet-Blot-Kammer (BioRad) aufgebaut, so dass das Gel zur
Kathode hin ausgerichtet liegt und die Nitrocellulose-Membran zur Anode zeigt. An den
Aulenseiten wurden je zwei Filterpapiere und je ein Schwamm gelegt. Die Blot-
Komponenten wurden im Blotpuffer luftblasenfrei aufeinander geschichtet. Die Kammer
wurde auf Eis gestellt, um die entstehende Hitze abzufangen. Der Western-Blot erfolgte
fir 90 min bei 100 mA. Zum Nachweis des Transfers wurden die Proteine auf der
Membran mit Ponceau S angefarbt. Diese Farbung ist reversibel, die Membran kann
anschlieend mit PBS-Tween wieder vollstandig entfarbt werden. Die
Nitrozellulosemembran wurde in einer Schale Uber Nacht bei 4°C oder 1 h bei
Raumtemperatur mit 5% Trockenmilch in PBS-Tween inkubiert, um unspezifische

Bindungsstellen zu blockieren.

2.2.2.9. Antikérperinkubation

Die folgenden Schritte wurden auf dem Schuttler durchgefihrt. Nach dem Blockieren
wurde die Membran ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C
mit dem primaren Antikorper in 5%-iger Milch-PBS-Tween-LOosung inkubiert. Nachdem
die Membran dreimal fir 5 min mit PBS-Tween gewaschen worden war, wurde der

sekundare, Peroxidase-gekoppelte Antikdrper in 5%-iger Milch-PBS-Tween-Losung
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zugegeben und die Membran fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran dreimal fur 5 min mit PBS-Tween-Losung

gewaschen und anschliel3end einmal fur 5 min mit PBS.

2.2.2.10. ECL-Behandlung

Die ECL-Reagenzien (Enhanced Chemoluminescence) (Amersham) wurden zu
gleichen Teilen gemischt und auf die Membran gegeben. Nach 1 min Inkubation unter
Umschwenken wurde die Membran zwischen zwei Folien luftblasenfrei in eine
Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurden Rontgenfilme mit der Dauer von 1
Sekunde bis zu 1 Stunde aufgelegt. Zur Auswertung wurden die Proteinbanden auf dem

Rontgenfilm anhand des Markers identifiziert.

2.2.3. Apoptose und Nekrose Nachweise

2.2.3.1. DNA-Fragmentierungs-ELISA

Prinzip:

Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA (Roche) lasst sich DNA-Fragmentierung in
Zellysaten feststellen und somit Apoptose messen. Der Test basiert auf dem
quantitativen  Sandwich-Enzym-Immunoassay-Prinzip unter Verwendung zweier
Antikorper gegen DNA und Histon-Proteine. Dies ermoglicht den spezifischen Nachweis
von Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatischen Fraktion von Zellysaten. Im
ersten Inkubationsschritt wird ein Anti-Histon-Antikorper adsorptiv an der Wand einer
Streptavidin-beschichteten Mikrotiterplatte fixiert, anschlielend werden unspezifische
Bindungsstellen mit Inkubationspuffer abgesattigt. Im zweiten Inkubationsschritt werden
die in der Probe enthaltenen Nukleosomen Uber ihren Histon-Anteil von dem an der
Wand immobilisierten Antikorper gebunden. Im dritten Inkubationsschritt bindet Anti-
DNA-Peroxidase (POD) an den DNA-Anteil der Nukleosomen. Nach dem Auswaschen
des ungebundenen Peroxidase-Konjugates wird der Anteil der im Immunkomplex

fixierten Peroxidase mit ABTS als Substrat photometrisch bestimmt.
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Abb. 1.1. Cell Death Detection ELISA Kit. Der Test wird in einer Streptavidin-beschichteten
Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Es bildet sich ein Komplex (Sandwich) aus Anti-Histon-Biotin-Antikdrper
und Anti-DNA-Peroxidase-Antikdrper mit den Nukleosomen des Zellysates. Die Detektion erfolgt Uber das
ABTS-Substrat. Abbildung aus dem Datenblatt.

Protokoll:

Es wurden 200.000 Zellen pro well in 6-well-Platten ausgesat und mit verschiedenen
Konzentrationen von N69 fur verschiedene Zeiten behandelt. Dann wurde der Cell
Death Detection ELISA durchgefiihrt. Die Platten wurden bei 1200 rpm fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, die verbleibenden Zellen mit 1 ml
Lysepuffer pro well fir 30 min bei Raumtemperatur lysiert. Danach wurden die Zellen
erneut bei 1200 rpm fur 10 min abzentrifugiert. 5 pl der jeweiligen Proben und 15 pl
Lysepuffer wurden auf die Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Nach
Zugabe von 80 pl Immunreagenz Losung wurden die Proben unter leichtem Schutteln
fur 120 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit
Inkubationspuffer gewaschen, bevor 100 ul Substrat-Lésung zugegeben wurde. Nach
5-10 min Inkubation wurde die Farbreaktion bei 405 nm im ELISA-Reader gemessen.
Die Kontrollwerte wurden gleich dem Wert 1 gesetzt und die gemessenen Werte auf die

Kontrollen bezogen.



2. Material und Methoden 40

2.2.3.2. Zytotoxizitats-Test

Prinzip:

Das Platzen der Zellen durch Schadigung der Plasmamembran (Nekrose) erfolgt meist
durch aulere Einflisse, wie z.B. toxische Reize, mechanische Schadigung oder
Strahlung. Dadurch werden Enzyme, wie die Laktat-Dehydrogenase (LDH), aus dem
Zytoplasma freigesetzt. Die Aktivitat dieses zytosolischen Enzyms wird im isolierten
Zelluberstand gemessen. Die Freisetzung der LDH wird mit dem Cytotoxicity Detektion
Kit (Roche) quantifiziert. Die Aktivitat dieses Enzyms wird nach zwei enzymatischen
Reaktionen gemessen. Im ersten Schritt katalysiert LDH die Oxidation von Lactat zu
Pyruvat, wahrend NAD+ zu NADH/H+ reduziert wird. Im zweiten Schritt wird H/H+ auf
ein Tetrazoliumsalz (gelb) Ubertragen, das dadurch zu einem Formazansalz (rot)

reduziert wird. Die Aktivitat der LDH im Uberstand ist proportional zur Menge der Zellen.

coor coor
[ LDH [
HO—C—H I c=o0
| |
CHa CHs=
Lactat Pyruvat
NAD"*

NADH + H*

ci: =;_nr - Catalyst cf:N T cr
ND:

Formazan-Salz Tetrazolium-Salz
rot bla3gelb

Abb. 1.2. Cytotoxicity Detection Kit. Die Aktivitat der Laktat-Dehydrogenase im Zellkultur-Uberstand
katalysiert im ersten Schritt die Oxidation von Lactat zu Pyruvat, wodurch NAD+ zu NADH/H+ reduziert
wird. Nachfolgend wird H+/H auf das Tetrazolium-Salz (gelb) Ubertragen, wodurch das photometrisch
quantifizierbare Formazan-Salz (rot) entsteht. Abbildung aus dem Datenblatt.

Protokoll:
Der Zytotoxizitats-Test erfolgt parallel zum DNA-Fragmentierungs-ELISA mit dem
Zellkulturiiberstand, von dem 100 pl jeder Probe abgenommen werden. Der Uberstand

wurde 1:4 verdinnt und in eine 96-well-Platte Uberflihrt. Nach Zugabe von 100 pl
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Reaktionsgemisch wurden die Proben bei Raumtemperatur 30 min im Dunkeln unter
Schutteln inkubiert und bei 490 nm im ELISA-Reader gemessen. Die Kontrollwerte

wurden gleich dem Wert 1 gesetzt und die Werte der Proben darauf bezogen.

2.2.3.3. Wachstumskurven

Prinzip:

Zur Erstellung von Wachstumskurven wird die Zelldichte kontinuierlich Uber eine Echt-
Zeit-Zell-Analyse (real-time cell analysis, RTCA, xCELLigence, Roche Diagnostics,
Penzberg, Germany) gemessen. Die Messtechnik basiert auf Mikroelektroden, die auf
dem Boden jeden Wells einer speziellen 96-Well E-plate integriert sind. Der Widerstand
der Zellen in einem Well steht in direktem Verhaltnis zur Zelldichte.

Protokoll:

Pro Well wurden 10.000 Zellen ausgesat und nach 24 h mit N69 in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt. Die Messung wurde Uber einen Zeitraum von etwa 60 h in

Mess-Intervallen von 15 Minuten durchgeflhrt.

2.2.3.4. Caspase-3-Aktivitats-Assay

Prinzip:

Zur Messung der aktivierten Caspase-3 wird ein Sandwich-ELISA durchgefuhrt, der
endogene Level von gespaltener Caspase-3 detektiert.

Protokoll:

Es wurden 200.000 Zellen pro 6-well ausgesat und mit 20 uM N69 fir 6 h und 24 h oder
mit 100 ng CH-11 fur 24 h als Positivkontrolle inkubiert. Unbehandelte Kontrollen

wurden jeweils parallel inkubiert.

2.2.3.5. Zellzyklus-Analyse

Prinzip:

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACS Calibur) lasst sich die Menge
Propidiumjodid-gefarbter DNA einer einzelnen Zelle bestimmen. In gesunden Zellen ist
die kleinste mdgliche Menge an DNA vorhanden, wenn sich die Zelle in der G1-Phase
des Zellzyklus befindet. In apoptotischen Zellen gelangen aufgrund der DNA-
Fragmentierung kleine DNA-Fragmente aus dem Zellkern ins Zytosol. Permeabilisiert

man die Plasmamembran, so gelangt diese extranukledare DNA aus der Zelle und die
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apoptotischen Zellen weisen einen geringeren DNA-Gehalt auf als Zellen, die sich in
der G1-Phase befinden [Nicoletti et al., 1991].

Protokoll:

5 x 10° Zellen wurden in Zellkulturflaschen ausgesadt und 24 h spater mit N69
behandelt. Nach 3 h, 6 h, 16 h, 24 h und 48 h wurden die Zellen trypsiniert und mit 4°C
kaltem PBS auf 1 Mio. Zellen / ml eingestellt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 2500 rpm
zentrifugiert und das Pellet anschlieend in 70% EtOH resuspendiert (1 Mio. Zellen /
ml). Nun wurden die Zellen fir 2 h bei -20°C eingefroren. Die LOsung wurde
durchmischt, 1 ml abgenommen und 5 min bei 2500 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (5 min, 2500 rpm) wurde das Pellet mit Propidiumjodid-Lésung (20 ug/ml)
fur 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen

im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.6. Bisbenzimid-Farbung

Prinzip:

Fur die Darstellung der Apoptose auf Einzelzellniveau verwendet man zur
Zellkernanfarbung den Farbstoff Bisbenzimid (Hoechst-33342). Bisbenzimid interkaliert
in die DNA und zeigt angefarbt die Chromatin-Kondensation. Apoptotische Zellkerne
erscheinen nach Bisbenzimid-Farbung starker angefarbt und von geringerer Grole als
gesunde Zellkerne.

Protokoll:

Subkonfluent gewachsene Zellen wurden 48 h nach Behandlung mit N69 trypsiniert und
mit PBS auf die Zellzahl 50.000/100 ul eingestellt. Mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge
wurden 50.000 Zellen auf einen Objekttrager zentrifugiert. Nach Lufttrocknung wurden
die Zellen in 4%-iger Paraformaldehyd-Lésung fir 30 min bei 4°C fixiert und
anschlielend einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden nun fir 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln mit Bisbenzimid-Farbelosung (1 pg/ml) inkubiert. Die
Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und dann in Mounting-Medium eingebettet.
AnschlieBend wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Zur
Quantifizierung wurden mindestens 500 Zellen pro Ansatz gezahlt. Die apoptotischen

Zellen wurden als Prozentangabe der Gesamtzellzahl angegeben.
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2.2.3.7. TUNEL-Féarbung

Prinzip:

Die TUNEL-Farbung (Terminal dUTP Nick-End Labeling) farbt Zellen abhangig vom
Grad ihrer DNA-Fragmentierung unterschiedlich stark. Das Enzym terminale
Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) katalysiert die Polymerisation von Nukleotiden an
freie 3’-OH Enden der DNA. Bei der TUNEL-Reaktion werden DNA-Einzelstrangbriiche
dargestellt, indem Fluorescein-markierte Nukleotide von der TdT in die DNA eingebaut
werden.

Protokoll:

Subkonfluent gewachsene Zellen wurden 48 h nach Inkubation mit N69 trypsiniert und
mit PBS auf die Zellzahl 50.000 / 100 ul eingestellt. Mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge
wurden 50.000 Zellen auf einen Objekttrager zentrifugiert. Nach Lufttrocknung wurden
die Zellen in 4%-iger Paraformaldehyd-Losung fur 1 h bei Raumtemperatur fixiert,
einmal mit PBS gewaschen und fur 2 min auf Eis in Permeabilisierungslésung inkubiert.
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und mit dem TUNEL-Reaktionsmix fur 1
h bei 37 °C in feuchter Umgebung im Dunkeln inkubiert. Nach erneuter einmaliger PBS-
Wasche wurden die Zellen mit Bisbenzimid-Losung fir 20 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in
Mounting-Medium eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Fur die
Quantifizierung wurden mindestens 500 Zellen pro Ansatz gezahlt Die apoptotischen

Zellen wurden als Prozentangabe der Gesamtzellzahl angegeben.

2.2.3.8. Acridin-Orange-Féarbung

Prinzip:

Acridin Orange ist ein pH-Indikator, der zum Anfarben von Lysosomen verwendet wird.
In saurem Milieu ist Acridin Orange orange bis rot gefarbt (lysosomaler pH-Wert: 5,0),
wahrend es bei neutralem pH-Wert griin gefarbt ist (zytoplasmatischer pH-Wert: 7,0).
Protokoll:

Subkonfluent gewachsene Zellen wurden mit N69 (20 uM; 48 h) und dann mit Acridine
Orange (15 pg/ml; 30 min; 37°C) inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen trypsiniert
und mit PBS auf eine Zellzahl von 50.000 / 100 pl eingestellt. Mit Hilfe einer Cytospin-
Zentrifuge wurden 50.000 Zellen fur 10 min bei 800 rpm auf einen Objekttrager
zentrifugiert. Die Zellfarbung wurde im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet [Landex and
Kayser, 2004].
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Subkonfluent gewachsene Zellen wurden mit N69 (20 pyM; 1 h, 3 h, 6 h und 24 h)
inkubiert, gewaschen, anschliefend trypsiniert, erneut gewaschen, dann mit Acridine
Orange (15 pg/ml; 15 min; 37°C) gefarbt und in PBS im FACS analysiert [Boya et al.,
2003].

2.2.3.9. JC-1-Farbung

Prinzip:

JC-1 ist ein lipophiler, kationischer Fluoreszenzfarbstoff, der sich in gesunden Zellen im
stark negativ geladenen Inneren der Mitochondrien anreichert und dort rot
fluoreszierende Aggregate bildet. Bei einer Verringerung des mitochondrialen
Membranpotentials durch  Permeabilisierung der Mitochondrienmembran in
apoptotischen Zellen kann der Farbstoff in den Mitochondrien keine Aggregate formen.
Stattdessen bleibt er als grun fluoreszierendes Monomer im Zellplasma zurUck.
Protokoll:

Nach Behandlung mit N69 (20 pM; 1 h, 3 h, 6 h, 24 h) wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, trypsiniert, erneut mit PBS gewaschen und dann mit JC-1 (2,5 uM; 15 min;
37°C) gefarbt. AnschlieRend wurden sie mit PBS gewaschen und in PBS im FACS
analysiert [Kang et al., 2007;Zhang et al., 2006].

2.2.4. ROS-Nachweis

Prinzip:

Fur die Messung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species - ROS) wird
der Fluoreszenzfarbstoff H.DCFDA (2',7’-dichlorodihydrofluoresceindiacetate, Molecular
Probes, Oregon, USA) verwendet, der zunachst nicht fluoresziert. Durch Abspaltung der
Acetat-Gruppen und Oxidation entsteht in der Zelle DCF (Dichlorofluorescein), dessen
Fluoreszenz im FACS messbar ist.

Protokoll:

Nach Behandlung mit N69 (20 uM; 1 h, 3 h, 6 h, 24 h) wurden die Zellen mit H,DCFDA
(15 uM; 30 min) gefarbt, mit PBS gewaschen, trypsiniert, erneut mit PBS gewaschen
und in PBS im FACS analysiert [Kang et al., 2004].

Als Positiv-Kontrolle wurden Zellen mit H,O, (200 uM; 1 h) behandelt.



2. Material und Methoden 45

2.2.5. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Bei der Auswertung der Messwerte wurden Mittelwerte aus mindestens drei
unabhangigen Messungen und die dazugehoérigen Standardabweichungen angegeben.
Mittelwerte, Standardabweichungen und Student’s T-Tests wurden mit dem Programm

Microsoft Excel berechnet.



3. Ergebnisse 46

3.1. Das eisenhaltige Cytosin-Analogon Ferropoptosid (N69)

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H.-G. Schmalz stellte in friheren Arbeiten fest, dass
sich Butadien-Fe(CO)s-Komplexe selektiv am Acetal-Zentrum substituieren lassen.
Dabei wurden Fe(CO)s-stabilisierte Zwischenstufen durchlaufen. Durch die
wachsende Bedeutung der biometallorganischen Chemie entstand die Idee der
Kombination mit Nukleosidanaloga, die ein hohes Potential in der Virus- und
Tumortherapie haben. So zeigte auch N69 (Abb. 3.1.) proapoptotische
Eigenschaften in BJAB-Zellen. Verbindungen ohne Fe(CO)s-Komplex waren
erheblich weniger aktiv, was die Bedeutung des Eisencarbonyl-Fragments fur die
Wirksamkeit belegt [Schlawe et al., 2004]. In dieser Arbeit sollten nun die
Apoptoseinduktion und der Wirkungsmechanismus von N69 in Melanom-Zellen

untersucht werden [Franke et al., 2009].

Fe(CO),

Abb. 3.1. Die chemische Struktur des eisenhaltigen Cytosin-Analogon N69
TDS = Thexyldimethylsily
EtOH = Ethyl



3. Ergebnisse a7

3.2. Effekte von N69 auf die Zellmorphologie

Die Effekte des eisenhaltigen Cytosin-Analogons N69 auf die Apoptose wurden in
vier reprasentativen humanen Melanom-Zellinien (Mel-HO, A-375, Mel-2a and SK-
Mel-13) untersucht. Um einen Uberblick tiber die Morphologie der verschiedenen
Zellinien zu gewinnen, wurden zunachst die Effekte im Mikroskop beobachtet (Abb.
3.2.). Hierbei war festzustellen, dass alle vier Zellinien eine eigene charakteristische
Morphologie aufweisen. Reduzierte Zellzahlen, abgerundete Zellen und abgeloste
Zellen waren 24 h nach N69-Behandlung sichtbar. Es zeigte sich, dass bei Mel-HO
und A-375 insbesondere abgerundete Zellen und abgeldste Zellen zu sehen waren,

wohingegen bei Mel-2A und SK-Mel-13 eher reduzierte Zellzahlen festzustellen

waren.

A-375 Mel-2A Sk-Mel-13

Kontrolle

N69 (20 uM)

Abb. 3.2. Effekte von N69 auf die Zellmorphologie

Die humanen Melanom-Zellinien Mel-HO, A-375, Mel-2A und Sk-Mel-13 wurden behandelt mit N69
(20 uM; 24 h) oder unbehandelt belassen (Kontrollen).
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3.3. Dosisabhéangige Induktion der Apoptose durch N69

Die Induktion der Apoptose wurde durch die DNA-Fragmentierung photometrisch
mittels eines enzymgebundenen Immunoassays fur die Detektion von
cytoplasmatischen, histonassoziierten DNA-Fragmenten bestimmt. Die Apoptose
wurde nach 24 h gemessen und war bei 20 uM in Mel-HO und A-375 und bei 30 uM
in Mel-2a und SK-Mel-13 als signifikant detektierbar (Abb. 3.3., oben).

Die Zytotoxizitdt wurde durch die LDH-Freisetzung in das Cytoplasma parallel zu
dem Apoptose-Assay photometrisch bestimmt. Bei den besonders sensitiven
Zellinien Mel-HO und A-375 war die Zytotoxizitdt bei niedrigen Konzentrationen
gering, was darauf schliel3en lasst, dass die Apoptose der primare Effekt ist. Bei den
moderat sensitiven Zellinien Mel-2A und SK-Mel-13 stieg die Zytotoxizitat mit der

Apoptose bei hdheren Konzentrationen an (Abb. 3.3., unten).
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Abb. 3.3. Dosisabhangige Induktion der Apoptose durch N69

Die DNA-Fragmentierung zeigt die Apoptose (obere Reihe) und die LDH-Freisetzung die Zytotoxizitat
(untere Reihe) fiir vier Melanom-Zellinien 24 h nach N69-Behandlung. Die Konzentrationen wurden
variiert von 10 uM bis 25 uM fiir besonders sensitive Zellen (Mel-HO, A-375) und von 20 uM bis 35 uM
fir moderat sensitive Zellen (Mel-2a, SK-Mel-13). Die Relativwerte wurden auf unbehandelten
Kontrollen bezogen, die gleich 1 gesetzt wurden (C). Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von
einem reprédsentativen von drei unabhéngigen Experimenten, von denen jedes Experiment aus
Dreifachwerten bestand. Die unabhéngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.

Das Symbol [ * ] kennzeichnet die Signifikanz.
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3.4. Zeitabhangige Induktion der Apoptose durch N69

Die Zeitkinetik ist neben dem Dosisspektrum besonders wichtig bei der
Charakterisierung einer neuen Substanz. Die Apoptose setzte nach der Behandlung
mit N69 (20 uM) in den besonders sensitiven Zellen sehr schnell ein. So war der
Anstieg der Apoptose in der Zeitkinetik bereits nach 2 h bei Mel-HO und nach 5 h bei
A-375 signifikant (Abb. 3.4., oben).

Die Zytotoxizitat blieb Uber das gesamte Zeitfenster von 1 h bis 8 h mit kleineren
Schwankungen unbeeinflusst (Abb. 3.4., unten). Damit ist durch die Zeitkinetik

anzunehmen, dass die Apoptose den priméren Effekt darstellt.
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Abb. 3.4. Zeitabh&angige Induktion der Apoptose durch N69

Die DNA-Fragmentierung zeigt die Apoptose (obere Reihe) und die LDH-Freisetzung die Zytotoxizitat
(untere Reihe) fir zwei Melanom-Zellinien nach Behandlung mit N69 (20 uM). Die Messungen
erfolgten nach 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 7 h und 8 h. Die Relativwerte wurden auf unbehandelte
Kontrollen bezogen, die gleich 1 gesetzt wurden (C). Jeder Zeitwert hatte eine eigene Kontrolle (nicht
gezeigt). Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem reprdsentativen von zwei unabhéngigen
Experimenten, von denen jedes Experiment aus Dreifachwerten bestand. Die unabhdngigen

Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse. Das Symbol [ * | kennzeichnet die Signifikanz.
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3.5. Die Real-Zeit-Zell-Analyse fir N69

Die Real-Zeit-Zell-Analyse (real time cell analysis - RTCA) wurde fiur die
Untersuchung der Effekte von N69 auf die Zelldichten eingesetzt. Dabei wurden die
Widerstédnde der Zelldichten in den Mikrotiter-Wells gemessen. Je hdher die
Zelldichte war, desto hoher war der Widerstand.

Die Zelldichten von Mel-HO und A-375 Zellen wurden kontinuierlich tber 60 h in
einer Mikrotiter-Platte gemessen (Abb. 3.5.). N69 wurde in drei Konzentrationen (10
UM, 20 uM und 30 pM) eingesetzt. Unbehandelte Kontrollzellen wuchsen parallel.
Die unbehandelten Zellen wuchsen mit kontinuierlich zunehmenden Zelldichten,
wohingegen die mit N69 behandelten Zellen dosisabhangig nach 6-8 h einen zum
Teil drastischen Einbruch bei Wachstum und Zelldichten zeigten. Bei dieser Methode
konnte die Morphologie der Zellen einen Einfluss auf die Messung der Widerstande
nehmen. So ware zu erklaren, warum im Vergleich die kleineren A-375 hier schneller

und stéarker als die grof3flachigeren Mel-HO reagierten.
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3.5. Die Real-Zeit-Zell-Analyse fur N69

Die Real-Zeit-Zell-Analyse (real-time cell analysis - RTCA) wurde fiir Mel-HO und A-375 behandelt mit
10, 20 und 30 uM NG69 durchgefiihrt. Die Zelldichte bei der Aussaat betrug 10.000 Zellen pro
Mikrotiter-Well. Die Behandlung fand nach 24 h statt und der Messzeitraum betrug 60 h. Der
festgestellte Zellindex gibt eine relative Messung der Zellzahl an. Das Experiment wurde dreimal mit

jeweils Dreifachwerten durchgefiihrt und lieferte vergleichbare Ergebnisse.
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3.6. Anstieg der Sub-G1-Zell-Population durch DNA-Fragmentierung

Eine quantitative Bestimmung der DNA-Fragmentierung kann durch die Messung
Propidiumjodid-gefarbter Zellen im Durchflusszytometer (FACS) vorgenommen
werden. Mit dem so genannten Nicoletti-Assay lasst sich der DNA-Gehalt einer Zelle
bestimmen. Die Zellkerne apoptotischer Zellen besitzen aufgrund der DNA-
Fragmentierung weniger DNA in der G1-Phase des Zellzyklus als gesunde Zellen, da
kleine DNA-Fragmente aus dem Zellkern ausgewaschen werden.

Nach Behandlung mit N69 (20 pM) wurden typische Anzeichen von DNA-
Fragmentierung in Mel-HO und A-375 Zellen gesehen. Der Anstieg der Sub-G1-Zell-
Population mit weniger DNA-Gehalt nahm nach 3 h, 6 h, 16 h, 24 h und 48 h
kontinuierlich zu (Abb. 3.6.). Die frihe und starke DNA-Fragmentierung in diesem

Assay lasst das hohe Potential dieser Substanz vermuten.
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3.6. Anstieg der Sub-G1-Zell-Population durch DNA-Fragmentierung

Der Anstieg der Sub-G1-Zell-Population wurde nach PI-Farbung durch die FACS-Analyse fiir Mel-HO
und A-375 behandelt mit N69 (20 uM; 3 h, 6 h, 16 h, 24 h und 48 h) gemessen. Die Balken stellen
Prozente von positiven Zellen dar (Mittelwerte +/- SD von Dreifachwerten). Alle Experimente wurden

einmal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.7. Chromatin-Kondensation und DNA-Einzelstrangbriiche durch N69

Typische Merkmale der Apoptose sind Chromatin-Kondensation, nukleare
Fragmentierung und nukledre Schrumpfung. Diese kénnen durch die Farbung mit
Bisbenzimid, einem Farbstoff, der in die chromosomale DNA von Zellen interkaliert
und diese anfarbt, dargestellt werden. Einzelstrangbriche in der DNA kénnen durch
die TUNEL-Farbung (Terminal dUTP Nick End Labeling) gezeigt werden. Dabei fugt
die terminale Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) fluoreszenzmarkierte Basen an
freie 3"-OH-DNA-Enden an.

Mel-HO und A-375 wurden mit N69 (20 uM; 48 h) behandelt. Die Bisbenzimid-
Farbung ergab zwischen 40% und 50% apoptotische Zellen (Abb. 3.7., oben) und die
TUNEL-Farbung zeigte zwischen 30% und 40% apoptotische Zellen (Abb. 3.7.,

unten).
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3.7. Chromatin-Kondensation und DNA-Einzelstrangbriche durch N69

oben) Chromatin-Kondensation und nukledre Fragmentierung bei der Bisbenzimid-Farbung nach N69-
Behandlung (20 uM; 48 h) wurden beobachtet.

unten) DNA-Strangbriiche bei der TUNEL-Férbung nach N69-Behandlung (20 uM; 48 h) wurden
detektiert.

Die Balken stellen Prozente von positiven Zellen dar (Mittelwerte +/- SD von Dreifachwerten). Alle

Experimente wurden einmal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.8. Absinken des mitochondrialen Membranpotentials durch N69

Apoptotische Vorgange in der Zelle konnen eine Beschadigung der Mitochondrien-
Membran bewirken. Wird diese permeabel, kann dies zum Absinken des
Mitochondrien-Membranpotentials filhren, da es zu einer Diffusion von lonen
kommen kann. Die Polaritat der Mitochondrien-Membran kann durch die Farbung mit
JC-1 gezeigt werden. Zellen mit polarisierten Mitochondrien bilden JC-1-Aggregate,
die eine orange Farbung emittieren, wohingegen Zellen mit depolarisierten
Mitochondrien Aggregate bilden, die eine griine Farbung emittieren.

Eine deutliche Depolarisation des Mitochondrien-Membranpotentials wurde in der
FACS-Analyse nach der JC-1-Farbung in Mel-HO und A-375 Zellen nach 1 h, 3 h
und 6 h nach Behandlung mit N69 (20 uM) gesehen (Abb. 3.8.). Daraus ist zu

schlieRen, dass die Mitochondrien-Membran durch N69 permeabilisiert wurde.
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3.8. Absinken des mitochondrialen Membranpotentials durch N69

Das mitochondriale Membranpotential wurde nach der JC-1-Farbung im FACS gemessen. Mel-HO
und A-375 wurden mit N69 (20 uM; 1 h, 3 h und 6 h) behandelt. Alle Experimente wurden einmal
wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.9. Permeabilisierung der lysosomalen Membranen durch N69

Apoptotische Vorgénge in der Zelle kbnnen eine Permeabilisierung der Lysosomen-
Membran bewirken. Dadurch kann es zu einem Anstieg des lysosomalen pH-Wertes
kommen, der zu einem Farbumschlag des pH-abhangigen Farbstoffes Acridin
Orange von orange nach grun fuhrt.

Unbehandelte Mel-HO and A-375 Zellen zeigten eine typische orange Farbung, die
intakte Lysosomen anzeigt (pH 5), wohingegen nach N69-Behandlung (20 uM) eine
charakteristische grine Farbung auftrat, die permeable Lysosomen anzeigt (pH 7).
Bei der Fluoreszenz-Mikroskopie zeigten etwa 60% bis 70% der Mel-HO und A-375
Zellen nach N69-Behandlung (48 h) eine grine Fluoreszenz (Abb. 3.9., oben). Eine
deutliche Zunahme der Grun-Farbung wurde ebenfalls bei der FACS-Analyse in
Mel-HO und A-375 Zellen bereits nach 1 h bis hin zu 24 h nach Behandlung mit N69
(20 uM) festgestellt (Abb. 3.9., unten).
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3.9. Permeabilisierung der lysosomalen Membranen durch N69

oben) Acridin Orange-Férbung fiir Mel-HO und A-375 nach N69-Behandlung (20 uM, 48 h). Die
Balken stellen Prozente von positiven Zellen dar (Mittelwerte +/- SD von Dreifachwerten).

unten) FACS-Analyse nach Acridin Orange-Féarbung fiir Mel-HO und A-375 nach N69- Behandlung
(20 uM; 1 h, 3 h, 6 h und 24 h).

Alle Experimente wurden einmal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.10. Die N69-induzierte Apoptose in Melanom-Zellen verlauft ohne Caspasen-
Aktivierung

Caspasen sind Cystein-abhéangige, Aspartat-spaltende Proteasen mit entscheidender
Bedeutung in der Apoptose-Kaskade verschiedener Zellsysteme. Die Aktivierung von
Caspasen erfolgt Uber die aktivierende Proteolyse des inaktiven Zymogens (Pro-
Form) in aktive Spaltprodukte [Riedl and Shi, 2004].

Um den Signalweg der N69-induzierten Apoptose in Melanom-Zellen zu
charakterisieren, wurde die Beteiligung von Caspasen an der Apoptose im Western-
Blot analysiert (Abb. 3.10.). Es wurde keine Prozessierung von proapoptotischen
Caspasen (2, 3, 6, 7, 8 und 9) in Mel-HO und A-375 nach Behandlung mit N69 (20
HUM; 6 h und 24 h) gefunden. Nur in Jurkat Zellen, die mit Doxorubicin (1 pM; 24 h)
behandelt worden waren und als Positivkontrolle fungierten, konnten Caspase-

Spaltprodukte detektiert werden.
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3.10. Die N69-induzierte Apoptose in Melanom-Zellen verlauft ohne Caspasen-Aktivierung

Die Proteine wurden von Mel-HO und A-375 Zellen nach Behandlung mit N69 (20 uM; 6 h und 24 h)
extrahiert. Spaltprodukte der Caspasen, gekennzeichnet durch 3<, wurden nur bei der Positiv-
Kontrolle (C = Jurkat-Zellen mit Doxorubicin; 1 uM; 24 h) detektiert. Die Molekulargewichte sind in kDa
angegeben. Die Analyse fiir (-actin zeigte gleichméfige Protein-Ladungen (50 pg/Bahn). Die
Experimente wurden zweimal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.

n.s. = nicht signifikant
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3.11. Die NG69-induzierte Apoptose verlauft mit einer sekundaren, spaten
Caspasen-Aktivierung und PARP-Spaltung

PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase) ist ein DNA-Reparaturenzym und gilt als
klassisches Spaltprodukt in der Apoptose. PARP ist ein typisches Substrat der
aktivierten Caspase-3, der wichtigsten Effektor-Caspase.

Caspase-3 wurde ebenso wie PARP sowohl in Mel-HO als auch in A-375 erst 48 h
nach Behandlung mit N69 (20 uM) gespalten (Abb. 3.11.). Jurkat Zellen, die mit 1 pM
Doxorubicin fur 24 h behandelt worden waren, fungierten als Positivkontrolle. Da die
Caspase-3- und PARP-Spaltung erst nach 48 h eine Aktivierung zeigte, deuten die
Ergebnisse auf eine Caspasen-unabhangige Apoptose hin.
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3.11. Die N69-induzierte Apoptose verlauft mit einer sekundéren, spaten Caspasen-Aktivierung
und PARP-Spaltung

Die Proteine wurden von Mel-HO und A-375 Zellen nach Behandlung mit N69 (20 uM; 6 h, 24 h und
48 h) extrahiert. Spaltprodukte sind durch 3< gekennzeichnet. Als Positiv-Kontrolle fungierten Jurkat-
Zellen mit Doxorubicin (1 uM; 24 h). Die Molekulargewichte sind in kDa angegeben. Die Analyse fiir B-
actin zeigte gleichméfige Protein-Ladungen (50 ug/Bahn). Die Experimente wurden zweimal

wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.12. Keine Aktivierung von Caspase-3 im ELISA

Zur Validierung der Western-Blot Ergebnisse wurde ein hoch sensitiver Sandwich-
ELISA zur Messung der aktivierten Caspase-3 durchgeftihrt, der endogene Level der
gespaltenen Effektor-Caspase-3 detektiert. Der Sandwich-ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) ist ein enzymgekoppelter Immun-Adsorptionsassay, der auf
einer enzymatischen Farbreaktion mit zwei Antikorpern basiert.

Nur die als Positivkontrolle durchgefiihrte CH-11-Behandlung (100 ng/ml; 24 h) von
Mel-HO und A-375 zeigte eine Spaltung der Caspase-3. Bei CH-11 handelt es sich
um einen agonistischen CD95-Antikorper. Nach Behandlung mit N69 (20 uM; 6 h und
24 h) war keine Aktivierung der Caspase-3 festzustellen (Abb. 3.12.). Dies bestarkt
die Caspase-Unabhéngigkeit der Apoptose durch N69 in Melanomzellen.
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3.12. Keine Aktivierung von Caspase-3 im ELISA

Die Caspase-3-Aktivitdt nach N69-Behandlung (20 uM; 6 h und 24 h) zeigte im Vergleich zur CH-11-
Behandlung (100 ng/ml; 24 h) keine Aktivierung gegeniiber der Kontrolle. Die Balken stellen
Mittelwerte +/- SD dar von einem repréasentativen von zwei unabhdngigen Experimenten, von denen
jedes Experiment aus Dreifachwerten bestand. Die unabhédngigen Experimente lieferten vergleichbare

Ergebnisse.
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3.13. Keine Hemmung der N69-induzierten Apoptose durch selektive Caspase-

Inhibitoren

Es wurden selektive Oligopeptid-Inhibitoren fur die Caspasen 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10
und 13 eingesetzt, um die Caspase-Unabhangigkeit nach den Western-Blot-
Ergebnissen und dem Caspase-3-ELISA weiter abzusichern. Die Vorbehandlung mit
den Inhibitoren fur 1 h (10 uM) blieb ohne Effekt auf die proapoptotische Aktivitat von
N69 (20 uM; 24 h). Die Wirkung von N69 konnte nur von dem Pancaspase-Inhibitor
zVAD-fmk inhibiert werden (Abb. 3.13.) Dieser bindet alle Caspasen, kann jedoch
auch unspezifische Auswirkungen auf die Aktivitat anderer Proteasen haben
[Rozman-Pungercar et al., 2003].

Die inhibitorische Aktivitat von Caspase-Inhibitoren in Melanom-Zellen wurde in

friheren Studien gezeigt [Oppermann et al., 2005].
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3.13. Keine Hemmung der N69-induzierten Apoptose durch selektive Caspase-Inhibitoren

Die DNA-Fragmentierung (Apoptose) und die LDH-Freisetzung (Zytotoxizitét) wurden fiir Mel-HO und
A-375 Zellen mit N69 (20 uM, 24 h; N) im Verhéltnis zu unbehandelten Kontrollzellen (C) bestimmt.
Parallel-Kulturen wurden mit dem Pancaspase-Inhibitor zVAD-fmk (ZV) oder mit selektiven Peptid-
Inhibitoren fiir die Caspasen 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10 und 13 (jeweils 10 uM) fiir 1 h vor N69-Behandlung
(20 uM; 24 h) vorinkubiert. Jeder Inhibitor hatte eine eigene Kontrolle (nicht gezeigt), worauf die Werte
normalisiert wurden. Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem représentativen von zwei
unabhéngigen Experimenten, von denen jedes Experiment aus Dreifachwerten bestand. Die

unabhdngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.14. Die NG69-induzierte Apoptose in Melanom-Zellen verlauft ohne frihe
Cathepsin-Beteiligung

Cathepsine sind lysosomal lokalisierte Cystein-Proteasen, die eine hohe Ahnlichkeit
mit den Caspasen aufweisen. Cathepsine werden als inaktive Zymogene im Cytosol
synthetisiert und werden erst nach dem Import in die Lysosomen aktiviert. Fir eine
relevante Funktion innerhalb der Apoptose missen aktive Cathepsine zuerst aus den
Lysosomen in das Cytosol freigesetzt werden.

Cathepsin D and L zeigten nur eine geringe und spate Zunahme in der
cytosolischen Fraktion nach N69-Behandlung (20 uM; 12 h, 24 h und 48 h) in Folge
einer lysosomalen Freisetzung (Abb. 3.14.). Daraus lasst sich schlie3en, dass die
Freisetzung der Cathepsine nach 48 h eher einen Sekundareffekt in der N69-
induzierten Apoptose darstellt, obwohl eine Permeabilisierung der Lysosomen durch

die Acridin Orange-Farbung bereits frih gezeigt werden konnte.
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3.14. Die N69-induzierte Apoptose in Melanom-Zellen verlauft ohne Cathepsin-Beteiligung

Die cytosolischen Extrakte von Mel-HO und A-375 behandelt mit N69 (20 uM; 12 h, 24 h und 48 h)
wurden auf die Freisetzung von Cathepsin D und L untersucht. Unbehandelte Zellen wurden parallel
ftir 48 h kultiviert (C). Lysosomale Extrakte wurden als Positiv-Kontrollen geladen. Die Analyse fiir -
actin zeigte gleichméflige Protein-Ladungen (60 ug/Bahn). Das Experiment wurde zweimal wiederholt
und lieferte vergleichbare Ergebnisse.
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3.15. Keine Hemmung der N69-induzierten Apoptose durch selektive
Cathepsin-Inhibitoren

Es wurden selektive Oligopeptid-Inhibitoren fur die Cathepsine B and L eingesetzt,
um die Cathepsin-Unabhangigkeit nach den Western-Blot-Ergebnissen abzusichern
(Abb. 3.15.). Die Vorbehandlung mit den Inhibitoren (5-20 uM) far 1 h war ohne
Effekt auf die proapoptotische Aktivitat von N69 (20 pM; 24 h). Die inhibitorische
Aktivitat dieser Cathepsin-Inhibitoren in Melanom-Zellen wurde in friheren Arbeiten
gezeigt [Oppermann et al., 2005]; (Dissertation Malte Oppermann, FU Berlin, 2006).
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3.15. Keine Hemmung der N69-induzierten Apoptose durch selektive Cathepsin-Inhibitoren

Die DNA-Fragmentierung (Apoptose) und die LDH-Freisetzung (Zytotoxizitat) wurden fiir Mel-HO und
A-375 Zellen mit N69 (20 uM; 24 h) verglichen mit unbehandelten Kontroll-Zellen (C). Parallele
Kulturen wurden fiir 1 h vor der N69-Behandlung mit selektiven Peptid-Inhibitoren (jeweils 5, 10 und
20 uM) fur die Cathepsine B und L (z-FA; oben) und fiir Cathepsin B (CA-074; unten) vorbehandelt.
Fiir jeden Inhibitor wurde eine eigene Kontrolle ohne N69 angesetzt, und jeder Messwert wurde auf
die entsprechende Kontrolle normalisiert. Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem
reprdsentativen von zwei unabhéngigen Experimenten, von denen jedes Experiment aus

Dreifachwerten bestand. Die unabhdngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.



3. Ergebnisse 61

3.16. Permeabilisierung der Mitochondrien durch N69

Die Freisetzung von mitochondrialen Faktoren in das Cytosol und die Translokation
von Bax und Bak sind typische Zeichen des mitochondrialen, proapoptotischen
Signalweges nach einer Permeabilisierung der Mitochondrien.

Um eine Beteiligung der Mitochondrien an der Apoptose nach Behandlung mit N69
(20 pM; 3 h, 6 h und 24 h) zu prufen, wurden mitochondriale und cytosolische
Fraktionen isoliert. Im Western-Blot zeigte sich eine Freisetzung von Cytochrom C
und AIF (apoptosis inducing factor) bereits nach 3 h, die mit der Zeit kontinuierlich
zunahm. Parallel dazu wurde eine verstarkte Lokalisation von Bak, aber nicht von
Bax, in den Mitochondrien festgestellt (Abb. 3.16.). Das lasst darauf schliel3en, dass

N69 die Mitochondrien beeinflusst.
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3.16. Permeabilisierung der Mitochondrien durch N69

Die mitochondrialen Fraktionen (Mito) und die cytosolischen Fraktionen (Cyto) wurden von Mel-HO
und A-375 Zellen behandelt mit N69 (20 uM; 3 h, 6 h und 24 h) isoliert. Behandelte Zellen wurden mit
unbehandelten Kontrollen verglichen, die fiir 24 h parallel gewachsen waren (C).

oben) Die cytosolischen Extrakte wurden auf die Freisetzung von Cytochrom C und AIF untersucht.
Das mitochondriale Protein VDAC fungierte als cytosolische Reinheitskontrolle. Die Analyse fiir -
actin zeigte gleichméflige Protein-Ladungen (20 ug/Bahn).

unten) Die mitochondrialen Extrakte wurden auf die Translokation von Bax und Bak untersucht. Die
Analyse fiir heat shock protein 60 (Hsp-60) zeigte gleichméBige Protein-Ladungen (20 ug/Bahn).

Die Experimente wurden einmal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.17. Keine Regulation der proapoptotischen Bcl-2-Proteine

Im Weiteren sollte im Western-Blot gezeigt werden, ob anti-apoptotische Bcl-2-
Proteine (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-x.), pro-apoptotische Multidomane-Bcl-2-Proteine (Bax,
Bak) und pro-apoptotische BH3-only-Proteine (Bad, Noxa, Puma) nach N69-
Behandlung (20 pM; 24 h und 48 h) reguliert wurden. Allerdings konnte nur eine
Hochregulation der anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 (Mel-HO, Mel-2a, SK-Mel-13)
und Bcl-x. (A-375, Mel-2a, SK-Mel-13) festgestellt werden (Abb. 3.17.), was eine
Schutzreaktion der Zellen darstellen konnte.

Zusatzlich wurde die Expression des Transkriptionsfaktors und Apoptoseinduktors
p53 untersucht, der fir die Expression verschiedener proapoptotischer Bcl-2-
Proteine wie Bax, Puma und Noxa mitverantwortlich sein soll. Die Expression von
p53 war durch die N69-Behandlung hochreguliert in A-375, Mel-2a und SK-Mel-13,
aber nicht in Mel-HO (Abb. 3.17.). Es konnte keine Korrelation zwischen der
Regulation von p53 und der Expression der Bcl-2-Proteine festgestellt werden, was
fur einen eher sekundaren Effekt stehen konnte.
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3.17. Keine Regulation der proapoptotischen Bcl-2-Proteine

Verschiedene Bcl-2-Proteine und p53 wurden im Western-Blot analysiert. Vier Melanom-Zellinien
wurden mit N69 (20 uM; 24 h und 48 h) behandelt und mit unbehandelten Kontrollen (C) verglichen.
Die Analyse fiir B-actin zeigte gleichméRige Protein-Ladungen (50 ug/Bahn). Das Experiment wurde

einmal wiederholt und lieferte vergleichbare Ergebnisse.
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3.18. Zusammenhang von N69-induzierter Apoptose und ROS-Produktion

Das Cytosin-Analogon N69 enthalt nullwertiges Eisen in einem Komplex. Intrazellular
kann Eisen zu der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species — ROS) fuhren. ROS kdnnen durch den Fluoreszenzfarbstoff H,DCFDA
nachgewiesen werden. Dieser wird durch ROS zu DCF oxidiert und zeigt in oxidierter
Form eine starkere Fluoreszenz als in reduzierter Form.

Es wurden signifikant erhohte ROS-Spiegel nach der H,DCFDA-F&arbung (15 uM; 30
min) im FACS in Mel-HO and A-375 Zellen nach N69-Behandlung (20 uM; 1 h, 3 h
und 6 h) nachgewiesen. H,O, (200 uM; 1 h) fungierte als Positivkontrolle (Abb.
3.18.). Dies konnte darauf schlielRen lassen, dass durch eine erhdohte ROS-
Produktion mittels N69 eine Schadigung der Mitochondrien auftritt.
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3.18. Zusammenhang von N69-induzierter Apoptose und ROS-Produktion

ROS-Spiegel wurden mit der H,DCFDA-Farbung mittels FACS-Analyse von Mel-HO und A-375 Zellen
nach N69-Behandlung (20 uM; 1 h, 3 h und 6 h; offene Graphen) untersucht und mit unbehandelten
Kontrollen (graue Graphen) verglichen. H,O,-behandelte Zellen (200 uM; 1 h) fungierten als Positiv-
Kontrolle. Eine Verschiebung zu einer stérkeren Fluoreszenz zeigt eine Erh6hung des ROS-Spiegels.

Die Experimente wurden zweimal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.19. Funktion von Antioxidantien in der N69-induzierten ROS-Produktion

Antioxidantien kdnnen ROS abfangen und Radikale zu unschéadlichen Verbindungen
abbauen. Die Rolle von ROS nach N69-Behandlung wurde durch den Einsatz des
lipophilen Antioxidans Vitamin E (Vit E; oben) und des hydrophilen Antioxidans

N-Acetylcystein (NAC; unten) untersucht. Durch die Vorbehandlung mit Vit E (200
pMM; 1 h) konnte die ROS-Produktion durch N69 (20 pM; 24 h) nahezu vollstandig
blockiert werden, wohingegen NAC (200 puM; 1 h) keinen Einfluss zeigte (Abb. 3.19.).
Da in vorherigen Ergebnissen eine Schadigung der Mitochondrien festzustellen war,
ist zu vermuten, dass sich das lipophile Vitamin E besser schitzend an den

Mitochondrien lokalisieren kdnnte.
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3.19. Funktion von Antioxidantien in der N69-induzierten ROS-Produktion

A-375 Zellen wurden fir 1 h mit 200 uM Vitamin E (Vit E, oben) oder mit 200 uM N-Acetylcystein
(NAC, unten) behandelt, bevor N69 (20 uM; 24 h) zugegeben wurde. N69-behandelte Zellen (offene
Graphen) wurden mit unbehandelten Zellen (graue Graphen) verglichen. Die Experimente wurden

zweimal wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.20. Funktion von Antioxidantien in der N69-induzierten Apoptose

Durch ROS konnen verschiedene DNA-Schéaden, wie Purin- und Pyrimidin-
Modifikationen, DNA-Protein-Vernetzungen und DNA-Strangbriiche, verursacht
werden [Pelicano et al., 2004]. Durch die Vorbehandlung mit Vit E und NAC sollte
eine mogliche Inhibierung der DNA-Fragmentierung (Apoptose) durch N69 (20 uM,;
24 h) untersucht werden. Mit Vit E konnte die Apoptose fast vollstandig blockiert
werden, wohingegen NAC keinen Einfluss zeigte (Abb. 3.20.).
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3.20. Funktion von Antioxidantien in der N69-induzierten Apoptose

Die DNA-Fragmentierung (Apoptose) und die LDH-Freisetzung (Zytotoxizitdt) wurden fiir A-375 und
Mel-HO Zellen mit N69 (20 uM; 24 h) verglichen mit unbehandelten Kontrollen (C). Parallele Kulturen
wurden 1 h vor der N69-Behandlung mit ansteigenden Konzentrationen (100-300 uM) Vitamin E (Vit
E, oben) oder N-Acetylcystein (NAC, unten) vorbehandelt. Flir jede Konzentration wurde eine eigene
Kontrolle ohne N69 angesetzt und jeder Messwert auf die entsprechende Kontrolle normalisiert. Die
Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem reprédsentativen von zwei unabhédngigen
Experimenten, von denen jedes Experiment aus Dreifachwerten bestand. Die unabhéngigen

Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.21. Funktion von Antioxidantien in der CH-11-induzierten Apoptose

Um die spezifische, ROS-abhangige Wirkung von N69 zu zeigen, wurden im
Vergleich Mel-HO und A-375 Zellen mit CH-11 (100 ng/ml; 24 h), einem
agonistischen CD95-Antikdrper, nach einer Vorinkubation mit Vit E oder NAC (200
uM; 1 h) behandelt. Beide Antioxidantien zeigten keinen Einfluss auf die CH-11-
induzierte Apoptose (Abb. 3.21.). Somit ist die Apoptose durch CH-11, im Gegensatz
zu der Apoptose durch N69, ROS-unabhangig.
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3.21. Funktion von Antioxidantien in der CH-11-induzierten Apoptose

Die DNA-Fragmentierung (Apoptose) und die LDH-Freisetzung (Zytotoxizitat) wurden fiir Mel-HO und
A-375 behandelt mit CH-11 (100 ng/ml; 24 h) verglichen mit unbehandelten Kontrollen (C). Parallele
Kulturen wurden fiir 1 h vor der CH-11-Behandlung mit 200 uM Vitamin E (Vit E) oder N-Acetylcystein
(NAC) vorbehandelt. Fiir jede Konzentration wurde eine eigene Kontrolle ohne CH-11 angesetzt, und
jeder Messwert auf die entsprechende Kontrolle normalisiert. Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD
dar von einem représentativen von zwei unabhdngigen Experimenten, von denen jedes Experiment

aus Dreifachwerten bestand. Die unabhéngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.22. Die Uberexpression von Bcl-2 blockiert partiell die N69-induzierte
Apoptose

FiUr das Verstandnis der N69-induzierten Apoptose in Melanom-Zellen wurden die
Effekte der Uberexpression von Bcl-2 untersucht. Mit einem Bcl-2-Expressions-
Plasmid stabil transfizierte Klone von Mel-HO und A-375 Zellen und mock-
transfizierte Zellen wurden mit N69 (20 puM und 30 pM; 24 h) behandelt und mit
unbehandelten Kontrollen verglichen. Bei der niedrigeren Konzentration (20 uM)
waren die Zellen durch Bcl-2 nahezu komplett von dem proapoptotischen Effekt von
N69 geschuitzt. Bei der hoheren Konzentration (30 uM) konnte die Apoptose nicht
komplett unterdrickt werden, wobei jedoch eine deutlich erhdhte Zytotoxizitat
festzustellen war (Abb. 3.22.). In frGheren Experimenten konnte bereits gezeigt
werden, dass die Apoptoseinduktion bei Melanomzellen durch Verstarkung der Bcl-2-

Expression drastisch gesenkt werden konnte [Raisova et al., 2001].
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3.22. Die Uberexpression von Bcl-2 blockiert partiell die N69-induzierte Apoptose

Klone von Mel-HO und A-375, stabil transfiziert mit einem Bcl-2-pIRES-Expressions-Konstrukt (Bcl-2)
oder einem plRES-transfizierten Kontroll-Klon (Mock), wurden mit N69 (20 uM und 30 uM; 24 h)
behandelt. Die relative Apoptose und Zytotoxizitét wurde auf unbehandelte Mock-Zellen bezogen und
gleich 1 gesetzt. Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem reprdsentativen von drei
unabhdngigen Experimenten, von denen jedes Experiment aus Dreifachwerten bestand. Die

unabhdngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.23. Die Uberexpression von Bcl-2 blockiert nicht die N69-induzierte ROS-
Produktion

Um die Effekte einer Bcl-2-Uberexpression auf die ROS-Produktion zu untersuchen,
wurden A-375-Mock und A-375-Bcl-2 Zellen mit N69 (20 uM; 1 h und 24 h; offene
Graphen) behandelt und mit unbehandelten Kontrollen (graue Graphen) verglichen.
Die Bcl-2-Uberexpression zeigte keine inhibierende Wirkung auf die ROS-Produktion
(Abb. 3.23.), obwohl sie die Apoptose deutlich vermindern konnte. Daher ist zu
schlielBen, dass in einer Signalkaskade die antiapoptotische Aktivitat von Bcl-2
unterhalb der ROS-Produktion liegt. Die Bcl-2-Uberexpression macht die Zellen
jedoch wahrscheinlich resistenter gegentber einem erhohten ROS-Spiegel [Tripathi
and Hildeman, 2004], was die verminderte Apoptose zeigte.

A375-Mock A375-Bcl-2
1h 24 h 1h 24 h
2 2 2, 2 "
) uy ul
o~ o~ o™ o
=
A 7 ©
N N
2 A ™ "o | c
| Hoou LAY ™y [ <<
-.1_1 -I . A ) { ! _,]t \‘
il £\ N TR AN | AN
S S L foafi £
La".} - X N L«’: Ao 2 - ™ e A
o e e o e o O L e ol A~
100 10 107 10° 100 10" 102 0% 100 10! 102 107 100 10! 102 109

Fluoreszenz

3.23. Die Uberexpression von Bcl-2 blockiert nicht die N69-induzierte ROS-Produktion

Klone von A-375, stabil transfiziert mit einem Bcl-2-pIRES-Expressions-Konstrukt (Bcl-2) oder pIRES-
transfizierte Kontroll-Klone (Mock), wurden mit N69 behandelt (20 uM; 1 h und 24 h; offene Graphen)
und mit unbehandelten Kontrollen verglichen (graue Graphen). Die Experimente wurden zweimal
wiederholt und lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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3.24. Die Vorbehandlung mit zVAD blockiert die N69-induzierte ROS-Produktion

Da zVAD als einziger Inhibitor die Apoptose unterdriicken konnte (siehe 3.13.),
sollte ein moglicher Einfluss auf die ROS-Produktion untersucht werden. A-375
Zellen wurden mit N69 (20 uM; 1 h und 24 h; offene Graphen) behandelt und mit
unbehandelten Kontrollen (graue Graphen) verglichen. Durch die Vorbehandlung mit
zVAD (10 uM; 1 h) konnte die ROS-Produktion nach Behandlung mit N69 (20 uM; 1
h und 24 h) sowohl nach 1 h als auch nach 24 h vollstandig unterdriicken werden
(Abb. 3.24.). Es ist daher anzunehmen, dass in einer Signalkaskade die
antiapoptotische Aktivitdt von zVAD oberhalb der ROS-Produktion liegt. Es wére
vorstellbar, dass zVAD auf Proteasen wirken konnte, die an Redox-Prozessen
beteiligt sind, was jedoch bis jetzt ungeklart ist [Ganguly et al., 2007].
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3.24. Die Vorbehandlung mit zVAD blockiert die N69-induzierte ROS-Produktion

A375 Zellen wurden mit N69 behandelt (20 uM; 1 und 24 h; offene Graphen) und mit unbehandelten
Kontrollen verglichen (graue Graphen). Zusétzlich wurde ein Versuchsansatz von Zellen mit zVAD
vorbehandelt (10 uM; 1 h). Zellen ohne zVAD sind auf der linken Seite gezeigt, Zellen mit zZVAD auf
der rechten Seite. Die Experimente wurden zweimal wiederholt und lieferten vergleichbare
Ergebnisse.
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3.25. Der Einfluss von N69 auf normale menschliche Melanozyten

Der Einfluss von N69 auf normale menschliche Melanozyten als Beispiel flir normale
menschliche Zellen wurde untersucht, um Risiken fiir eine spatere mogliche
Anwendung in vivo abschatzen zu kénnen. Dafiir wurden zwei verschiedene
Melanozytenkulturen mit steigenden Konzentrationen von N69 (20 uM, 25 uM, 30 uM
und 35 pM; 24 h) behandelt. Auf normale menschliche Melanozyten hatte N69 in
niedrigen Konzentrationen keine zytotoxische oder apoptotische Wirkung. Erst bei
hoheren Konzentrationen wirkte es zytotoxisch (Abb. 3.25.). Der starke Anstieg der
Zytotoxizitat bei der N69-Behandlung von 25 uM zu 30 puM kénnte ein Hinweis auf ein

enges therapeutisches Fenster sein.
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3.25. Der Einfluss von N69 auf normale menschliche Melanozyten

Die DNA-Fragmentierung zeigt die Apoptose (obere Reihe) und die LDH-Freisetzung die Zytotoxizitét
(untere Reihe) fiir zwei humane Melanozyten-Zellinien 24 h nach N69-Behandlung. Die
Konzentrationen wurden von 20 uM bis 35 uM variiert. Die Relativwerte wurden auf unbehandelte
Kontrollen bezogen, die gleich 1 gesetzt wurden. Die Balken stellen Mittelwerte +/- SD dar von einem
représentativen von drei unabhdngigen Experimenten, von denen jedes Experiment aus

Dreifachwerten bestand. Die unabhéngigen Experimente lieferten vergleichbare Ergebnisse.
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4.1. Apoptoseinduktion durch N69 in Melanomzellen

In dieser Arbeit wurde das neue eisenhaltige Cytosin-Analogon Ferropoptosid (N69)
bezuglich der Apoptose-Induktion und dem dazugehdrigen Wirkungsmechanismus in
humanen Melanomzellen untersucht [Franke et al., 2009]. Fur N69 wurde bereits
eine proapoptotische Aktivitdt in BJAB-Zellen beschrieben [Schlawe et al., 2004].
Organometallische Verbindungen stellen durch ein breites Spektrum an
Oxidationsstufen neue Mdglichkeiten in der Therapie von Viruserkrankungen und
Krebs dar [Ott and Gust, 2007].

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein physiologischer Prozess in
multizellularen Organismen zur Aufrechterhaltung der Homdoostase zwischen
Proliferation und Eliminierung von Zellen. Vor allem handelt es sich um einen
Schutzmechanismus des Organismus vor fehlregulierten, geschadigten und
genetisch veranderten Zellen. Eine Fehlregulation der Apoptose-Mechanismen fuhrt
in Krebszellen oft zu einer Apoptose-Defizienz und erklart somit eine haufige
Chemotherapie-Resistenz. In der Krebstherapie scheint die Induktion der Apoptose
Uber den mitochondrialen Signalweg ein wichtiger Bestandteil zu sein, da die
Mitochondrien neben der DNA einen wichtigen Angriffspunkt fir Chemotherapeutika
darstellen [Soengas and Lowe, 2003].

Fur das Maligne Melanom ist die Resistenz gegenuber Chemotherapeutika
besonders charakteristisch. Die Aufklarung der Fehlfunktion in der Apoptose-
Kaskade erscheint dementsprechend dringlich [Eberle et al., 2007a]; [Eberle et al.,
2007Db]. Es gibt bis jetzt keine effektive Chemotherapie, die die Lebenserwartung von
Patienten mit metastasiertem Melanom verlangert [Garbe et al.,, 2007]. Neue
Wirkstoffe konnten durch alternative Signalwege die Chemotherapie-Resistenz
Uberwinden. Neue Médoglichkeiten kénnten die Kombination von Nukleosidanaloga
und Eisenkomplexen bieten, die ihre Wirkungen jeweils erganzen sollen [Schlawe et
al., 2004].

Es konnte eine starke und friihe Apoptose-Induktion durch N69 in Melanomzellen
ohne Effekte von Zytotoxizitat gezeigt werden. Sie wurde durch verschiedene,
unabhangige Apoptose-Assayas belegt, zu denen die DNA-Fragmentierung, die
LDH-Freisetzung, die Chromatin-Kondensation und die Zunahme von Zellen mit
vermindertem DNA-Gehalt durch DNA-Fragmentierung gehdren. Diese Nachweise
der Apoptose standen weitestgehend in Ubereinstimmung mit der letzten

Klassifizierung des programmierten Zelltodes [Kroemer et al., 2009].
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4.2. Die N69-induzierte Apoptose verlauft unabhangig von Caspasen

Die N69-induzierte Apoptose in Melanomzellen wich allerdings von bisher
beschriebenen Signalwegen ab. An der Initialphase waren keine Caspasen beteiligt,
da keine Caspase-Spaltprodukte detektiert werden konnten. Auch selektive
Caspase-Inhibitoren und ein Caspase-3-ELISA lieferten keine Hinweise auf eine
Caspasen-Aktivierung. Erst zu spaten Zeitpunkten erfolgte Uber eine zellulare
Gesamtaktivierung eine Spaltung von Caspase-3 und deren Todessubstrat PARP.
Lediglich der Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD zeigte eine inhibitorische Wirkung auf die
Apoptose nach N69-Behandlung. Es wurde allerdings gezeigt, dass zVAD auch
andere Faktoren hemmen kann, wie Cystein-Proteasen einschlie3lich der
Cathepsine, Papain und Legumain. Die Hemmung weiterer Faktoren wird fir mdglich
gehalten [Rozman-Pungercar et al., 2003].

Uber lange Zeit galt die Caspasen-Aktivierung als notwendiges Charakteristikum des
programmierten Zelltodes. In den letzten Jahren haufen sich jedoch die Hinweise auf
alternative, Caspasen-unabhangige Wege der Apoptose [Leist and Jaattela, 2001];
[Kroemer and Matrtin, 2005]; [Broker et al., 2005].

Beim Caspasen-unabhangigen Zelltod kommt den Mitochondrien eine wichtige
Funktion zu. Erfolgt eine Permeabilisierung der auf3eren Mitochondrien-Membran
(mitochondrial outer membrane permeabilisation — MOMP), kann der Apoptose-
induzierende Faktor (apoptosis inducing faktor — AIF) freigesetzt werden, der direkt
und Caspasen-unabhéngig zu DNA-Fragmentierung fuhrt. Die proapoptotischen
Proteine Bax und Bak konnen durch Translokation oder durch Anderung der
Konformation zu einer Permeabilisierung der Mitochondrien-Membran beitragen,
indem Poren gebildet oder lonenkandle getffnet werden [Susin et al., 1999];
[Lorenzo and Susin, 2007].

In Melanomzellen wurde eine Bak-Translokation nach N69-Behandlung festgestellt,
die zu einer Membranpermeabilisierung beitragen kénnte. Bestatigt wurde dies durch
eine deutliche und friihe Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. Folglich
wurde auch eine Freisetzung von Cytochrom C detektiert, die aber in einer
Sackgasse verlief, da es zu keiner Caspasen-Aktivierung kam. Hierflr kdnnten
Inhibitoren der Apoptose Proteine (inhibitors of apoptosis proteins — 1AP’S)
verantwortlich sein. Es wurde auch AIF freigesetzt, der allerdings einen relativ hohen
Basal-Spiegel vor der N69-Behandlung aufwies. Die Freisetzung von AlF kénnte

jedoch einen zusatzlichen Beitrag zur N69-induzierten Apoptose geleistet haben.
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4.3. Die N69-induzierte Apoptose verlauft unabhangig von Cathepsinen

Die Caspase-unabhéangige Induktion der Apoptose durch N69 gab Anlass zu der
Annahme, dass andere Proteasen als die Caspasen aktiviert sein kodnnten.
Lysosomen und die lysosomale Freisetzung von Proteasen, insbesondere von
Cathepsinen, kommen sowohl Caspase-unabhéngig als auch Caspase-abhangig fur
die Induktion der Apoptose in Betracht [Chwieralski et al., 2006].

Die meisten Cathepsine, und alle Caspasen, gehoéren zu der Klasse der
Cysteinproteasen. Cathepsine sind lysosomal lokalisierte Proteasen, die bei der
Proteindegradation mitwirken. Ahnlich den Caspasen werden Cathepsine zunachst
als inaktive Zymogene synthetisiert, die durch Spaltung aktiviert und durch
Phosphorylierung reguliert werden kdnnen [Stoka et al., 2007]. Cathepsine entfalten
ihre hdchste enzymatische Aktivitat bei saurem pH-Wert in den Lysosomen, kénnen
aber auch unter neutralen Bedingungen wie im Zytosol Proteine degradieren [Stoka
et al., 2007]; [Turk and Stoka, 2007].

Es wurde bereits gezeigt, dass nach bestimmten Stimuli, wie nach p53-Aktivierung,
Behandlung mit Mikrotubuli-stabilisierenden Agenzien und dem Auftreten von
oxidativem Stress, aktive Cathepsine in das Zytosol freigesetzt werden konnten [Tu
et al., 2009]; [Broker et al., 2004]; [Zhao et al., 2003].

Seit langerem ist bekannt, dass Bid ein Verbindungsglied zwischen dem
extrinsischen und dem intrinsischen Apoptose-Signalweg darstellt [Li et al., 1998];
[Luo et al.,, 1998]. Fur eine mdgliche Verbindung zwischen Lysosomen und
Mitochondrien wurde in einer Zell-freien Studie gezeigt, dass Bid durch Cathepsine
gespalten wurde [Stoka et al., 2001]; [Droga-Mazovec et al., 2008].

Fur Melanomzellen konnte bereits Caspase-unabhangige Apoptose durch die
Hochregulation von Nbk und die Freisetzung von Cathepsinen gezeigt werden
[Oppermann et al., 2005]; (Dissertation Malte Oppermann, FU Berlin, 2006).

Fur die Wirkung von N69 in Melanomzellen zeigten sich signifikante lysosomale
Veranderungen zu sehr frihen Zeitpunkten (1 h). Durch die Farbung mit Acridin-
Orange wurde nach kurzer Zeit mit einem Farbumschlag von orange nach grin,
bedingt durch die Zunahme des pH-Wertes in den Lysosomen, eine
Permeabilisierung der Lysosomen nachweisbar. Allerdings wurden Cathepsine erst
zu einem deutlich spateren Zeitpunkt freigesetzt (48 h). Es ist daher nicht
anzunehmen, dass die Cathepsine flr die frihe Caspase-unabhangige Apoptose

durch N69 in Melanomzellen verantwortlich sind.
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4.4. Die Bedeutung der Bcl-2-Proteine und p53 in der N69-induzierten Apoptose
Die Bcl-2-Proteine gelten als Wachter und Regulatoren der Mitochondrien. Die
proapoptotischen Proteine Bax und Bak koénnen durch Oligomerisierung und
allosterische Konformationsanderung Poren in der Mitochondrienmembranen bilden.
Dabei unterliegt die Oligomerisierung von Bax und Bak einer negativen Kontrolle
durch Heterodimerisierung mit Bcl-2 oder Bcl-x. (Abb. 4.1.) [Green and Kroemer,
2004]. Alternativ wird vermutet, dass sie die Offnung der PTP (permeability
transition pore) regulieren. Diese bildet sich aus Komplexen von VDAC (voltage
dependent anion channel) in der duReren Mitochondrienmembran mit ANT (adenine
nucleotide translocator) in der inneren Mitochondrienmembran [Chipuk and Green,
2008]. Durch den Einstrom von Flissigkeit kbnnen erst die innere und dann die
aulere Membran reif3en. Durch die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
kann es zu einer Freisetzung von proapoptotischen Proteinen wie Cytochrom C und
AIF (apoptosis inducing factor) kommen (Abb. 4.1.) [Orrenius et al., 2007].

Die Mitochondrien wurden friih durch N69 angegriffen, was durch eine Abnahme des
Membranpotentials, Freisetzung von Cytochrom C und AIF ins Zytosol und erhéhten
Bak-Spiegeln in den Mitochondrien zum Ausdruck kam. Da die Freisetzung von
Cytochrom C nicht zu einer Caspasen-Aktivierung fihrte, konnte dieser Weg jedoch
hier durch Inhibitoren der Apoptose Proteine (inhibitors of apoptosis proteins — IAP’S)
blockiert sein. Bak ist ein proapoptotisches, mitochondriales Protein, was bei
Apoptoseinduktion tiefer in die Mitochondrien-Membran integriert wird und an einer
Porenbildung beteiligt sein kann [Chipuk and Green, 2008]. Erhdhte Bak-Spiegel in
Mitochondrien wurden auch in Glioblastom-Zellen mit SNAP [Jin et al., 2006] und in
Hepatom-Zellen mit Luteolin [Lee et al., 2005] beobachtet.

Auch antiapoptotische Regulationen wurden nach N69-Behandlung auf der Ebene
der Bcl-2-Proteine festgestellt, wie die Hochregulation von Mcl-1 und Bcl-x..
insbesondere in den weniger sensitiven Mel-2a und SK-Mel-13 Zellen. Es handelte
sich hierbei vermutlich um eine Gegenregulation als Schutz vor der Apoptose.
Solche Gegenregulation von Mcl-1 wurde ebenfalls in Melanomzellen mit dem
Proteasomen-Inhibitor Bortezomib berichtet [Fernandez et al., 2005].

Die Uberexpression von Bcl-2 schitzte in Melanomzellen weitgehend vor N69-
induzierter Apoptose. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits in Melanomzellen mit
Ceramid und Todesliganden [Raisova et al., 2002] und in Brustkrebszellen mit TRAIL
[Fulda et al., 2002] festgestellt.
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Abb. 4.1. Mechanismus der Permeabilisierung der &uReren Mitochondrienmembran
(mitochondrial outer membrane permeabilisation — MOMP) nach [Orrenius et al., 2007]

AIF: apoptosis inducing factor; ANT: adenine nucleotide translocator; CL: Cardiolipin; Cyt c:
Cytochrome c¢; Cy D: Cyclophilin D; IMM: inner mitochondrial membrane; MPT: mitochondrial
permeability transition; OMM: outer mitochondrial membrane; VDAC: voltage-dependent anion

channel

Die Apoptoseregulation im Melanom erscheint oft anders reguliert als in anderen
Tumoren. Daher ist die Rolle von p53 im Melanom nicht klar, und es wird vermutet,
dass der p53-Signalweg trotz des Fehlens inaktivierender Mutationen blockiert sein
kann [Eberle et al., 2007b]. Es wurde ein erhéhter p53-Spiegel durch N69 in drei der
vier Melanom-Zellinien gefunden. Einige Proteine der Bcl-2-Familie wie Bax, Noxa
oder Puma sind bekannte p53-Targets [Yu and Zhang, 2005], jedoch konnte keine
Korrelation zwischen der p53-Hochregulation durch N69 und der Expression dieser
Proteine detektiert werden. Die Rolle von p53 in N69-induzierter Apoptose kénnte
aber auch im Zusammenhang mit der Regulation von ROS (reactive oxygen species)
stehen, da auch verschiedene REDOX-Gene als p53-Targets beschrieben wurden
[Yu and Zhang, 2005].
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4.5. Die Bedeutung von ROS in der N69-induzierten Apoptose

Reactive oxygen species (ROS) sind an der Regulation vieler verschiedener
Signalwege beteiligt, wie MAP-Kinasen, Tyrosinkinasen, Transkriptionsfaktoren und
an der Genexpresion [Fleury et al., 2002]. Mehrere Arbeiten weisen darauf hin, dass
ROS auch in Verbindung zur Regulation der Apoptose stehen kénnen [Hervouet et
al., 2007]; [Kiessling et al., 2009]. Die mitochondriale Atmungskette ist der wichtigste
Entstehungsort von ROS. Durch Redox-Prozesse und Elektronenverschiebungen
kann es zur Bildung von Superoxid-Anionen und zur Produktion von H,O, kommen
[Orrenius et al., 2007]. Intrazellulares Eisen kann mit H,O in einer Fenton-Reaktion
zur Bildung von Hydroxyl-Radikalen fihren, die die aggressivste Form von ROS
darstellen [Galaris et al., 2008]; [Valko et al., 2006].

Es werden unterschiedliche Mechanismen diskutiert, wie ROS zu Apoptose und
DNA-Fragmentierung fuihren kénnen, wobei auch hier sowohl Caspase-abhangige
als auch Caspase-unabhangige Wege beschrieben wurden [Orrenius et al., 2007].
ROS verursachen verschiedene DNA-Schaden wie Purin- und Pyrimidin-
Modifikationen, = DNA-Protein-Vernetzungen, Backbone-Schaden und DNA-
Strangbriiche [Pelicano et al., 2004]; [Dizdaroglu et al., 2002]. DNA-Schaden kdnnen
in p53-Aktivierung resultieren und schlie3lich in die Aktivierung des extrinsischen
Signalweges miunden [Riedl and Shi, 2004]. Cytochrom C Freisetzung ins Zytosol
kann auch durch ROS-bedingte oxidative Modifikation von Cardiolipin erfolgen.
Cytochrom C ist durch Cardiolipin mit der inneren Mitochondrienmembran
verbunden. Mitochondriale Membran-Proteine und Membran-Lipide sind direkte
Angriffspunkte von ROS [Fleury et al., 2002]; [Orrenius et al., 2007].

ROS-abhangige aber Caspase-unabhangige Apoptose ist bereits in verschiedenen
Zellmodellen beschrieben worden, so in Fibroblasten nach Behandlung mit Cadmium
oder Curcumin [Shih et al., 2004]; [Thayyullathil et al., 2008], in Zervixkarzinomzellen
mit Arsentrioxid [Kang et al., 2004] und in Plattenepithelkarzinomzellen mit Cisplatin
[Kim et al., 2008]. Die genauen Signalwege sind unbekannt und wurden teilweise mit
der mitochondrialen Freisetzung von AIF und Endonuklease G diskutiert.

In der N69-induzierten Apoptose wurde schon nach kurzer Zeit ein starker Anstieg
von ROS festgestellt. Diese Aktivitdt von N69 konnte durch das komplexierte Eisen
zustande kommen, wobei die Nukleosidstruktur als Carrier-Funktion dienen kénnte,
um eine gute Aufnahme in die Zelle zu gewahrleisten [Molina-Arcas et al., 2009];
[King et al., 2006].
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Die Entstehung von ROS kann durch antioxidativ wirkende Substanzen oder Enzyme
aufgehoben bzw. abgefangen werden. Zu den physiologischen Antioxidantien
gehoren Glutathion, Albumin, Vitamin C und Vitamin E. Ein nicht physiologisches
Antioxidans ist N-Acetylcystein. Zu den antioxidativen Enzymen gehodren Katalase,
Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Glutathionreduktase. Die Zellen
eines Organismus bendtigen ein bestimmtes Mall an ROS fur physiologische
Prozesse, daher sind ROS immer vorhanden. In der Apoptose kénnen mehr ROS
entstehen als physiologisch bendétigt werden und kdnnen so zum programmierten
Zelltod beitragen [Salganik, 2001].

In der Zellkultur werden hauptsachlich N-Acetylcystein (NAC), Vitamin E (Vit E) und
Vitamin C eingesetzt. Welches Antioxidans unter welchem Stimulus wirksam ist, ist
wahrscheinlich von der Art der Zelle und deren Aufnahmefahigkeit beziglich der
jeweiligen Substanz abhangig.

In Leukamiezellen, die mit der aus der traditionellen chinesischen Medizin
stammenden Droge Baizhu behandelt worden waren, konnte die Apoptose durch
NAC von 65% auf 5% gesenkt werden [Huang et al., 2005]. In Leukamiezellen, die
mit Withaferin A, einem sekundaren Pflanzenstoff der Schlafbeere, behandelt worden
waren, konnte durch NAC die Apoptose von 45% auf 10% reduziert werden [Malik et
al., 2007]. Caspase-unabhangige Apoptose wurde durch Arsentrioxid in
Cervixkarzinomzellen induziert und konnte durch NAC auf Kontroliniveau gesenkt
werden [Kang et al., 2004]. Das hydrophile NAC zeigte jedoch keine Wirkung auf die
Apoptoseinduktion und ROS-Produktion durch N69 in Melanomzellen, sondern
erzielte eher eine Verstarkung der Apoptose und ROS-Produktion.

In anderen Zellsystemen wurde auch Vitamin E als Antioxidans eingesetzt. Bei
Leberzellkarzinomzellen, die mit Cinnamaldehyd behandelt worden waren, senkte
Vitamin E die Apoptose auf Kontrollniveau [Wu et al., 2004]. In Ewing Sarkomzellen
behandelt mit Betulinsaure konnte nur Vitamin E die Apoptose verhindern, nicht
jedoch Vitamin C oder NAC [Gopal et al., 2004]. Bei Melanomzellen nach
Behandlung mit dem selektiven IkB-Kinase-Inhibitor BMS-345541 wurde das Vitamin
E Derivat Tiron eingesetzt, welches im Gegensatz zu NAC die Apoptose verhinderte
[Yang et al., 2007]. Die durch N69 induzierte Apoptose und die ROS-Produktion in
Melanomzellen konnten durch das lipophile Vitamin E vollstandig unterdrickt
werden. Mdoglicherweise lagert sich Vitamin E durch seine Lipophilie gezielt an zu

schitzenden Membranen in der Zelle an [Tsuruga et al., 2003].
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Der durch N69 aktivierte Apoptose-Signalweg in Melanomzellen wurde durch den
Einsatz von antiapoptotischen Substanzen wie dem Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD
und durch die Uberexpression von Bcl-2 blockiert.

In anderen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass zZVAD auch unspezifische Aktivitaten
aufweisen kann, wie die generelle Inhibition von Cystein-Proteasen wie der
Caspasen, Cathepsine, Papain und Legumain. Auswirkungen auf weitere Proteasen
oder Enzyme scheinen daher nicht ausgeschlossen [Rozman-Pungercar et al.,
2003]. Auch eine Verbindung zwischen zVAD und ROS wurde bereits fur
Prostatakarzinomzellen mit Betulinsaure dargestellt, wobei zVAD hier die ROS-
Produktion und auch die DNA-Fragmentieung reduzierte und so die Zellen schitzte
[Ganguly et al., 2007].

In Melanomzellen mit N69 wurden &hnliche Ergebnisse deutlich, indem die ROS-
Produktion und die Induktion der Apoptose durch zVAD vollstandig blockiert wurden.
Die Wirkungsweise von zVAD auf die ROS-Produktion bleibt jedoch sowohl fir
Prostatakarzinomzellen als auch fir Melanomzellen ungeklart.

Antiapoptotische Bcl-2-Proteine inhibieren die Aktivitdt von Bax , Bak und BH3-only-
Proteinen und verhindern so die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und
die Freisetzung von Cytochrom C [Chipuk and Green, 2008]. Es wurde vielfach
diskutiert, dass sie ebenfalls in die Entstehung der mitochondrialer ROS-Produktion
involviert sind [Fleury et al., 2002]; [Kang et al., 2004]. In verschiedenen
Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Uberexpression von Bcl-2 vor ROS-
Produktion schitzte, was in Verbindung zu der vermehrten Bildung von
intrazellularen Antioxidantien wie Superoxiddismutase und Glutathion stand
[Voehringer and Meyn, 2000]; [Tripathi and Hildeman, 2004]. Des Weiteren sollen
antiapoptotische Bcl-2-Proteine die Zellen unempfindlicher gegentiber hoheren ROS-
Spiegeln werden lassen, da sie wahrscheinlich die Mitochondrienmembran schiitzen
[Tripathi and Hildeman, 2004].

In Melanomzellen blockierte die Bcl-2-Uberexpression zwar die Apoptose, war
jedoch ohne Effekt auf die Entstehung von ROS. Dies legt nahe, dass die Bcl-2-
Uberexpresion ihre antiapoptotischen Eigenschaften eher unterhalb der ROS-Bildung
entfaltet. Die Bcl-2-Uberexpression hat hier also keinen Effekt auf Redox-Potentiale,

sondern stellt eher einen Schutzschild fur die Mitochondrien dar.
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Fur N69 scheint ein Wirkungsmechanismus unter Einbeziehung des nullwertigen
Eisens wahrscheinlich. N69 bewirkt eine erhthte ROS-Produktion, die Membran-
permeabilisierungen und Apoptose nach sich zieht. Die entstandenen ROS kdnnen
Lipide und Proteine der Membranen angreifen. Dadurch kdnnen proapoptotische
mitochondriale Faktoren freigesetzt werden. Durch ein Zusammenbrechen der
Mitochondrien und weitere ROS-Produktion kann es zur frihen Caspase-
unabhangigen Apoptose kommen. Uber eine spatere Gesamtaktivierung weiterer
Faktoren erfolgt letztlich auch eine Caspasen-Aktivierung. Erhdhte ROS-Bildung und
sich anschliel3ende Apoptose durch N69 kann durch Vitamin E in Melanomzellen fast
vollstandig verhindert werden. Eine Bcl-2-Uberexpression unterdriickt zwar nicht die
ROS-Bildung, aber kann wahrscheinlich die Mitochondrien vor einer Schadigung
durch ROS schitzen und so die Apoptose verhindern (Abb. 4.2.).

Mit diesem neuen Signalweg kdonnten neue Mdoglichkeiten fur Angriffspunkte bei dem

sehr therapieresistenten Malignen Melanom entstehen.

Kontrolle NG9 N69 / Vit E

Abb. 4.2. Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von N69
oben) Darstellung der ROS-Produktion durch N69 und des Schutzes durch Vitamin E

unten) Durch N69 entstehen ROS, die zu Membranschéaden flihren und so Apoptose auslésen kdnnen



4. Diskussion 80

4.6. Weiterfuhrende Fragestellungen

In dieser vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die Apoptoseinduktion von
Ferropoptosid (N69) in Melanomzellen beschrieben. Insbesondere wurde der
Wirkungsmechanismus beleuchtet, so dass sich diese Substanz als ein viel
versprechendes Zytostatikum fir die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze
beim Melanom oder mdglicherweise auch bei anderen Karzinomen darstellt.

Dieses Nukleosidanalogon scheint hier nicht Uber einen Einbau in die DNA zu
wirken, sondern eher Uber die sehr schnelle und sehr starke Produktion von ROS.
Diesbeziglich ware weiterfihrend von Interesse, ob durch Radikale hier nur Lipide
und Proteine der Membranen oxidiert werden, oder ob auch durch eine direkte
Oxidation der DNA Strangbriiche entstehen.

Bei den Proteinen Cytochrom C und AIF konnte eine Freisetzung aus den
Mitochondrien ins Cytosol gezeigt werden, wobei AIF zu Caspase-unabhéngiger
Apoptose fuhren kann. Es gibt drei weitere proapoptotische Proteine, die bei
mitochondrialen apoptotischen Vorgangen aus den Mitochondrien in das Zytosol
freigesetzt werden konnen, HtrA2/Omi als Inhibitor von IAPs mit Serinprotease-
Aktivitat [Broker et al., 2005], Smac/Diablo (Second mitochondria-derived activator of
caspase / Direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl) als Inhibitor von
IAPs [Kim et al., 2006] und Endonuklease G, die direkt an der Fragmentierung der
DNA mitwirken kann [Kim et al., 2008]. Die mdgliche Beteiligung von Endonuklease
G an der NG69-induzierten Apoptose in Melanomzellen ware von besonderem
Interesse, da sie auch Caspase-unabhéangig wirken soll.

Besonders zu beleuchten ware weiterhin die Anwendung von N69 in vivo. In einem
Mausversuch zeigte N69 in mittleren Konzentrationen keine auffallige Toxizitat
(Prokop A. et al., unverdoffentlicht). Auf humane Melanozyten wirkte N69 nur in hohen
Konzentrationen toxisch. Inwieweit die Anwendung von N69 in vivo Nebenwirkungen
mit sich bringen koénnte, ist daher momentan noch nicht genau zu sagen.

Die interessante Substanz N69 liefert durch ihre veranderten Signalwege neue
Moglichkeiten fir Angriffspunkte beim Melanom und moglicherweise auch bei

anderen Karzinomen.
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5.1. Zusammenfassung

Das Maligne Melanom zeichnet sich durch hohe Aggressivitat auf Grund starker
Resistenz gegeniber gangigen Chemotherapeutika aus. Die schwachen Ansprechraten
lassen sich auf die massive Apoptose-Defizienz von Melanomzellen zurtickfihren. Der
genetisch festgelegte Prozess der Apoptose (programmierter Zelltod) beschreibt einen
Schutzmechanismus multizellularer Organismen zur Eliminierung Uberflissiger oder
entarteter Zellen. Die Entwicklung und Charakterisierung neuer Chemotherapeutika zur
Uberwindung der Resistenzen ist dringend notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Strategie zur Induktion der Apoptose in
Melanomzellen Uberprift. Das eisenhaltige Cytosin-Analogon Ferropoptosid (N69) loste
signifikant in niedrigen Konzentrationen und nach kurzer Zeit Apoptose in
Melanomzellen aus. Dabei konnten typische Charakteristika wie DNA-Fragmentierung,
Chromatin-Kondensation und Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials
festgestellt werden. Dennoch war die durch N69 induzierte Apoptose in Melanomzellen
primar vollig unabhéngig von einer Caspasen-Aktivierung. Es konnten weder
gespaltene Caspasen detektiert werden, noch konnten selektive Caspase-Inhibitoren
den pro-apoptotischen Effekt von N69 verhindern. Cathepsine wurden zu spaten
Zeitpunkten aus den permeabilisierten Lysosomen freigesetzt. Daher sind sie wohl eher
nicht urséchlich fur die frihe Apoptose, was durch die Wirkungslosigkeit von selektiven
Cathepsin-Inhibitoren belegt wurde. Cytochrom C und der Apoptose-induzierende
Faktor (AIF), der seine proapoptotische Wirkung Caspasen-unabhangig entfaltet,
wurden aus den Mitochondrien freigesetzt, was zusatzlich durch die Abnahme des
Mitochondrien-Membranpotentials  bestatigt wurde.  Zusatzlich  wurde  eine
Hochregulation von Bak festgestellt, was zu Porenbildungen in den Mitochondrien-
Membranen beitragen kann.

Ein wichtiges Charakteristikum von organischen Eisenverbindungen ist die Entstehung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Als ein Hinweis auf neue proapoptotische
Signalwege in Melanomzellen durch N69 wurde ein erhohter ROS-Spiegel festgestellt.
Durch Vitamin E konnte der ROS-Spiegel auf Kontroll-Niveau gesenkt und dadurch die
Apoptose inhibiert werden. ROS konnen Lipide, Proteine und DNA schadigen und so
zur Apoptose fuhren. Die hier identifizierte besondere Rolle von ROS in der
Apoptoseregulation von Melanomzellen kénnte in der Behandlung des Malignen
Melanoms genutzt werden, um die Apoptoseresistenz zu Uberwinden und die

Wirksamkeit bestehender Therapieformen zu optimieren.
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5.2. Summary

Malignant melanoma is characterized by a high malignancy due to its strong resistance
against common chemotherapeutics. The weak respondence is related to massive
apoptosis deficiency in melanoma cells. The genetically regulated process of apoptosis
(programmed cell death) describes a protection mechanism of multicellular organisms in
order to eliminate useless or degenerated cells. Development and characterization of
new chemotherapeutics are urgently required.

In the present study a new strategy for induction of apoptosis in melanoma cells was
investigated. The iron-containing cytosine analogue ferropoptoside (N69) significantly
induced apoptosis in melanoma cells in low concentrations and after early times.
Typical characteristics of apoptosis as DNA fragmentation, chromatin condensation and
decrease of mitochondrial membrane potential were seen. However apoptosis induced
by N69 in melanoma cells was primary completely independent of caspase activation.
Neither cleaved caspases were detected, nor could selective caspase inhibitors prevent
the proapoptotic effect of N69. Cathepsins were released from permeabilized
lysosomes at late times. Thus they are probably not causal for early apoptosis, which
was proven by the inefficiency of selective cathepsin inhibitors. Cytochrome C and
apoptosis inducing factor (AIF), which develops the proapoptotic activity caspase-
independent, were released from mitochondria, which was additionally proven by a
decrease of the mitochondrial membrane potential. Additionally an upregulation of Bak
was seen, which can lead to pore buildings in the mitochondrial membranes.

An important hallmark of organic iron compounds is the formation of reactive oxygen
species (ROS). As an indicator for new proapoptotic pathways in melanoma cells by
N69 an increased ROS level was found. By the use of Vitamine E ROS level could be
reduced nearly to control level and apoptosis was thereby blocked. ROS are able to
oxidize lipids, proteins and DNA and thus lead to apoptosis. This identified specific role
of ROS in apoptosis regulation of melanoma cells could be used for treatment of
malignant melanoma to overcome the apoptosis resistance and to optimize the

efficiency of current therapies.
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7. Abkurzungen

7. Abkirzungen

AIF Apoptosis-Inducing Factor
APS Ammonium Persulfat

ALM Akrolentigindses Melanom

Bad Bcl-2 Antagonist of Cell Death
Bak Bcl-2 Antagonist / Killer

Bax Bcl-2 Associated X Protein
Bcl-2 B-Cell Lymphoma / Leukemia-2
Bcl-x. Bcl-x (long form)

Bcl-xs Bcl-x (short form)

BSA Bovine Serum Albumin

Caspase  Cysteinyl-Aspartat-Spezifische Proteinase

Cathepsine griech. Verdauen

CD95 APO-1, Fas

CHAPS 3-[ (3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-Propansulfonat
DISC Death Inducing Signaling Complex (Todes Signal Komplex)
DIABLO Direct IAP Binding Protein with Low pl

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting Analysis
FCS Fotales Kélberserum

Hrk Harakiri

IAPs Inhibitor of Apoptosis Proteins

LDH Laktat-Dehydrogenase-Enzym

LMM Lentigo Malignes Melanom

Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia Sequence

MOMP Mitochondrial Outer Membrane Permeabilisation
NHM Normale Humane Melanozyten

NMM Nodulares Malignes Melanom

Noxa lat. Schaden

oD Optische Dichte
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PAGE
PARP
PMSF
PBS
Puma
ROS
RTCA
SDS
smac
SSM
TAE
TEMED
TNF
Tris
TUNEL
VDAC
XIAP

Polyacrylamid Gel Elektrophorese
Poly(ADP-Ribose)polymerase
Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphate Buffered Saline

p53 Upregulated Modulator of Apoptosis
Reactive Oxygen Species

Real-Time Cell Analysis
Natriumdodecylsulfat

second mitochondria-derived activator of caspase
Superficiell Spreitendes Melanom
Tris-Acetat

N,N, N°,N -tetramethylethylenediamin
Tumor Nekrose Faktor
Tris(hyroxymethyl)-aminomethan
Terminal dUTP Nick End Labeling
Voltage Dependent Anion Channel
X-linked inhibitory apoptosis protein

z-VAD-fmk Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluormethylketon
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8.1.2. Kurzverotffentlichungen
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