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Kurzreferat

Es wurde der Einfluss von Hypoxie und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) auf die
Proliferation von Melanozyten und Melanomzellen sowie die daran beteiligten Signalwege

untersucht.

Dazu wurden bei Melanomzelllinien und Melanozyten der Anteil an Zellen, welche Uber
erhéhte ROS-Mengen verflgten, bestimmt. Mittels eines Westernblots wurden die Zellen auf
die Expression der Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und Nrf2 untersucht. Diese sind flr
die Anpassung an Hypoxie und ROS besonders relevant. Die Zellkulturen wurden fir
unterschiedlich lange Zeitrdume unter hypoxischen Wachstumsbedingungen kultiviert. Im
Anschluss wurde die daraus resultierende Anderung des Proliferationsverhaltens
ausgewertet. Zudem wurden Signalwege, die fir die Anpassung an Hypoxie und ROS
bedeutend sind, durch Zugabe von Chemikalien gezielt beeinflusst. Dadurch sollte eine
proliferationshemmende oder -—stimulierende Wirkung erzielt werden. Anhand von
Gewebepraparaten waren Rickschlusse auf die in vivo Situation mdglich. Dabei wurde auch
eine  mdogliche Korrelation  zwischen  Hypoxie und der Expression von
Melanomstammzellmarkern untersucht, um zu UUberprifen, ob die Expression von

Hypoxiemarkern als Prognosefaktor herangezogen werden kann.

Die gewonnenen Daten sollen zu einem besseren Verstandnis des Einflusses von Hypoxie
und oxidativem Stress fir die Entstehung und Proliferation des malignen Melanoms

beitragen.
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1. Einleitung

1.1. Das maligne Melanom der Haut

Im deutschen Krebsregister des Robert Koch Instituts wird eine Verfinffachung der Inzidenz
des malignen Melanoms seit den 1970er Jahren verzeichnet. Mittlerweile zahlt es zu den
funf haufigsten Krebserkrankungen in Deutschland. Im Jahr 2014 erkrankten hierzulande
etwa 21200 Menschen. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2014 fiir Frauen bei 60 Jahren und
fur Manner bei 67 Jahren. Die standardisierte Sterberate (je 100.000 Personen) betrug fur
Frauen 1,7 % und fir Mannern 2,9 %. Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten lagen bei
94 % fur Frauen und 91 % fur Manner, wobei die Uberlebensrate mit steigender Eindringtiefe
in die Haut und Stadium der Erkrankung abnimmt [1].

Die Inzidenz des malignen Melanoms ist etwa 10-fach Kkleiner, als die der nicht
melanozytdren Hautkarzinome. Dennoch sind etwa 90 % der Todesfélle durch
dermatologische Tumore auf das maligne Melanom zurlickfihren [2—4]. Die Aggressivitat
dieses Karzinoms lasst sich auf seine bereits frihzeitig erfolgende lymphogene und/oder
hamatogene Metastasierung, sowie auf die fehlende Mdglichkeit einer kurativen Behandlung

bei bereits eingetretener Metastasierung zurlckfihren [3, 5].

In der Pathogenese des malignen Melanoms spielen Mutationen von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen eine entscheidende Rolle. Am haufigsten finden sich dabei
aktivierende Mutationen in BRAF, diese kdnnen in bis zu 66 % der malignen Melanome
nachgewiesen werden. Weitere gehauft auftretende Mutationen finden sich in der Ras-
Familie. So betrifft die zweithdufigste beschriebene Mutation des malignen Melanoms den
Subtyp N-Ras (ca. 20 % der Melanome) [6, 7]. Die Mutationen von BRAF und Ras filhren zu
einer Aktivierung des MAPK-Signalweges und sind so entscheidend an Zellproliferation und
—wachstum beteiligt [6, 8—10].

Die dritthaufigste in UV-induzierten Melanomen nachweisbare Mutation ist eine aktivierende
Mutation der GTPase Racl (5-9 %). Die RAC1 P29S Mutation wird durch UVB-Strahlung
induziert [11, 12]. Durch Racl induzierte Prozesse scheinen mitverantwortlich fur die
fehlende Immunantwort auf Melanomzellen [13]. Zudem ist Racl an Zellproliferation und

Zellmigration beteiligt [7, 12]

In etwa 70 % der Melanome findet sich eine Aktivitatssteigerung des PI3K-Signalweges
durch inhibierende Mutation des Tumorsuppressorgens PTEN oder Expressionssteigerung

von Akt3 [14, 15]. Dies tragt zur Entwicklung der Apoptoseresistenz bei [16-18].




Diese Mutationen sind Uberwiegend durch UV-Strahlung induziert. Dabei schéadigt UVB-
Strahlung (280 — 315 nm) die DNA direkt, wahrend UVA-Strahlung (315 — 400 nm) uber die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) DNA-Einzelstrangbriiche herbeifiihren kann [19—
22]. Insbesondere eine intermittierend hohe Strahlenbelastung in Kindheit und Jugend
scheint fur die Entwicklung des malignen Melanoms bedeutend zu sein [23, 24].

Zudem scheint kinstliche UV-Belastung durch UVA-Bestrahlung in Solarien das Risiko fur
die Entwicklung eines malignen Melanoms zu erhéhen. Dies kdnnte mitverantwortlich sein

fur die steigende Inzidenz dieses Hauttumors [22].

Zu den endogenen Risikofaktoren, die das Auftreten eines malignen Melanoms begtinstigen,
zéahlen die Anzahl melanozytarer Navi, das atypische Navuszellsyndrom, ein heller Hauttyp
(Hauttyp I, II), eine positive Familienanamnese (mind. zwei Verwandte ersten Grades) sowie
eine positive Eigenanamnese fir ein malignes Melanom. Zu den Prakanzerosen zéhlen
dysplastische Navi, kongenitale Navi und die Lentigo maligna. Etwa 30 — 40 % der malignen

Melanome entstehen aus einem melanozytaren Navus [25].
Klinisch und histologisch lassen sich vier haufige Melanomtypen unterscheiden:

Superfiziell spreitendes Melanom (SSM) (65 % d. F.): Das SSM tritt meist im mittleren
Erwachsenenalter und unter Bevorzugung des Korperstamms auf. Es wachst primar
horizontal und kann bei Eintritt in die vertikale Wachstumsphase einen hockerigen Charakter
annehmen (sekundér knotiges SSM). Histopathologisch zeigt sich meist eine akanthotisch
verbreiterte Epidermis, durchsetzt von groRRen, rundlichen, atypischen Melanozyten mit
hellem Zytoplasma. Ist die Basalmembran intakt, spricht man von einem Melanoma in situ,

bei Uberschreiten der Basalmembran liegt ein invasives Melanom vor [2, 5, 25].

Nodulares (knotiges) Melanom (NM) (25 % d.F.): Das NM zeigt, im Gegensatz zum SSM,
nur eine sehr kurze horizontale Wachstumsphase. Histopathologisch finden sich infiltrierende
Melanomzellen in der Epidermis, mit deutlicher Invasion von Korium und eventuell Subkutis.

Meist findet sich auch ein ausgepragtes entzindliches Infiltrat [2, 5, 25].

Lentigo-maligna-Melanom (LMM) (5 % d.F.): Das LMM geht nach Jahren bis Jahrzehnten,
durch eine Anderung der Wachstumsrichtung von horizontal-radial nach vertikal, aus einer
Lentigo maligna hervor. Es findet sich meist im Gesicht alterer Patienten, vorwiegend bei
Frauen. Histopathologisch zeigen sich nestférmige Aggregate atypischer, meist stark

pigmentierter Melanomzellen, welche die Basalmembran durchbrochen haben [2, 5, 25].

Akrolentigindses Melanom (ALM) (5 % d.F.): Das ALM tritt an den Akren, vorwiegend an

den Handinnenflachen und den Fuf3sohlen; sowie im Nagelbereich auf. Histopathologisch




finden sich in der Epidermis basal zahlreiche, nestformig organisierte Melanozyten, die
invasiv in das Korium eindringen [2, 5, 25].

Seltenere Melanomvarianten sind das amelanotische maligne Melanom, das aufgrund seiner
fehlenden Pigmentierung schwer zu diagnostizieren ist, sowie das Schleimhautmelanom
oder das okulare Melanom, das meist die Aderhaut befallt [2, 5, 25].

Der bedeutendste Prognosefaktor des nicht metastasierten, primaren malignen Melanoms ist
die absolute vertikale Tumordicke nach Breslow [24, 26]. Unabh&angig von der Tumordicke
des Primartumors sinkt bei Metastasierung die Uberlebensrate. Zu den unginstigen
Prognosefaktoren zahlen, neben der Metastasierung, die Ulzeration des Tumors, die

Invasion in Lymph- oder BlutgeféafRe und eine hohe Mitoserate der Zellen [5].

Die Deutsche Dermatologische Gesellschaft (DDG) und die Arbeitsgemeinschaft
Dermatologische Onkologie (ADO) empfehlen in ihrer aktuellen S3-Leitlinie zur Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des malignen Melanom die Einteilung entsprechend der TNM-
Klassifikation der AJCC (American Joint Commitee on Cancer). In dieses
Klassifikationssystem flieRen, zusatzlich zur Tumordicke nach Breslow, das Vorhandensein
von Mikrometastasen im Wachterlymphknoten, die Ulzeration des Tumors und die
Mitoserate ein [3]. Die Einteilung nach Clark et al orientiert sich an der histologischen

Eindringtiefe der Tumorzellen [27].

Einzige kurative Therapiemdglichkeit des malignen Melanoms ist die friihzeitige,
histographisch kontrollierte Exzision mit einem definierten Sicherheitsabstand. Bei regionaler
und/oder Fernmetastasierung steht eine Vielzahl palliativer Therapiemdéglichkeiten zur
Verfligung. Diese umfassen u.a. den Einsatz von Immuntherapien, Kinase-Inhibitoren oder
Chemotherapie [3, 5].

1.2. Hypoxie, reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

Durch die rasche Proliferation maligner Zellen nimmt die Distanz zu den versorgenden
BlutgefaRen zu. Ab einer Diffusionsstrecke von ca. 180 um werden die Zellen nicht mehr
ausreichend mit Sauerstoff versorgt und gehen zu Grunde [28]. Daher entstehen innerhalb
von Tumoren nekrotische Areale. Unter diesen Bedingungen herrscht ein starker
Selektionsdruck hin  zu anaeroben Stoffwechselwegen, verstarkter tumoreigener

Angiogenese und einer htheren Hypoxietoleranz [29-32].

Um auf ein verringertes Sauerstoffangebot zu reagieren verfiigen Zellen Uber multiple

Mechanismen. Es kommt zu einer Umstellung der Energiegewinnung von oxidativer




Phosphorylierung auf anaerobe Glykolyse [33]. Zudem werden vermehrt angiogenetisch
wirksame Wachstumsfaktoren freigesetzt, um die Sauerstoffversorgung des Gewebes durch
Ausbildung neuer Blutgefalie zu verbessern [32].

In vielen soliden Tumoren sind hypoxische Areale nachweisbar, wobei Sauerstoffmangel die
Tumorentwicklung und —progression zu stimulieren scheint [32]. Eine niedrigere
Sauerstoffkonzentration in Tumoren geht mit einer erhohten Metastasierungstendenz und
einer geringerer Uberlebensquote einher [34, 35]. Die Metastasierungsneigung von Tumoren
wird durch ihre Fahigkeit zur Ausbildung eigener Blutgefal3e begtinstigt [36—38].

Wahrend zellularer Stoffwechselprozesse entstehen reaktive Sauerstoffspezies (ROS, z.B.
0,*”, H,0,, *OH, '0,, O3) und reaktive Stickstoffspezies (*NO, *NO,, ONOO"). Mitochondrien
werden als die starksten ROS-Produzenten angesehen. Dennoch sind beinahe alle Enzyme,
die molekularen Sauerstoff verwerten, an der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt.
Die NADPH-Oxidase (NOX) stellt dabei einen der starksten enzymatischen ROS-
Produzenten dar [39-42].

Im Rahmen der Karzinogenese kommt es trotz ausreichender Sauerstoffversorgung zur
Umstellung der Energiegewinnung auf Glykolyse. Dieser Prozess wird als ,Warburg Effekt*
bezeichnet [43]. FUr Zellen, die ihre Energie Uber Glykolyse gewinnen, wurde eine vermehrte
ROS-Produktion nachgewiesen [44, 45].

In den meisten menschlichen Geweben liegt die physiologische Sauerstoffkonzentration bei
ca. 10% O, In der Haut findet sich im Bereich der unteren Epidermis eine
Sauerstoffkonzentration von 1 — 5%. Unter diesen hypoxischen Bedingungen bilden
Mitochondrien vermehrt ROS. Diese Sauerstoffspezies Ilosen multiple zellulare
Signalkaskaden aus und fihren so zur Aktivierung antioxidativer und anaerober
Stoffwechselwege [46—48].

1.2.1. UV-induzierte Mutagenese

In der Pathogenese des malignen Melanoms spielt die Exposition gegeniiber UV-Strahlung
eine bedeutende Rolle. UVB Strahlung (280 — 315 nm) hat einen direkt schadigenden Effekt
auf DNA und kann Mutationen in Onkogenen und Tumorsupressorgenen verursachen und
dadurch die Karzinogenese initiieren [19-22]. UVA Strahlung (315 — 400 nm) wirkt nicht
direkt schadigend auf die DNA. lhr karzinogener Effekt wird Uber die Bildung von ROS
vermittelt. Diese |6sen DNA-Einzelstrangbriiche und Mutationen aus, was zytotoxisch und
karzinogen wirken kann [19, 22, 49, 50].
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1.2.2. Zellantwort auf ROS und oxidativen Stress, Transkriptionsfaktor Nrf2

ROS sind instabile, hoch reaktive Molekiile, die Schaden an Proteinen, Lipiden und DNA
verursachen und so karzinogene Mutationen oder den Zelltod auslosen [51-53]. Zum Schutz
gegen diesen sog. oxidativen Stress verfigen Zellen Gber eine Reihe antioxidativer Systeme,
wie etwa reduziertes Glutathion, Vitamin C und E oder Enzyme, wie die Superoxid-
Dismutasen und die Glutathionen-Peroxidase [54].

Sauerstoffradikale sind an zellularen Signalkaskaden beteiligt. So sind niedrige
Konzentrationen fir Zellmetabolismus und -homoostase bedeutsam. Moderate Level
erzeugen oxidativen Stress und l6sen einer Reihe von Regulationsmechanismen aus, die
beispielsweise Uber die Stabilisierung der Transkriptionsfaktoren HIF-1, Nrf2, NFkB oder
Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF zu einer hdheren Stressresistenz der Zelle
beitragen. Hohe ROS-Konzentrationen fuhren schlie3lich zu einer irreparablen Schadigung

von Makromolekilen und DNA und kénnen die Apoptose der Zelle auslésen [41, 48, 55, 56].

Innerhalb von Tumorzellen finden sich, verglichen zu normalen Zellen, hohere
Konzentrationen an ROS. Dies tragt Uber das Auslésen karzinogener Mutationen und die
Aktivierung von Signalkaskaden zur Proliferation, Apoptoseresistenz, Metastasierung und

Tumorprogression bei [52, 53, 57, 58].

Der bedeutendste Transkriptionsfaktor fir die Zellantwort auf oxidativen Stress ist Nrf2
(nuclear factor erythroid 2 related factor 2) [59, 60]. Nach seiner Aktivierung bindet er an die
Ziel-DNA-Sequenz, das sog. Antioxidant Response Element (ARE) [61, 62].

Nrf2 ist ein konstant exprimiertes, jedoch sehr instabiles Protein, welches rasch ubiquitiniert
und proteolytisch abgebaut wird. Dieser Abbau wird durch das Protein Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1) initiiert [63—66].

Oxidativer Stress fuhrt zu einer Hemmung der Funktion von Keapl und wirkt zudem direkt
stimulierend auf Nrf2. Dadurch wird die Expression von Genen, die den Widerstand der Zelle

gegenlber oxidativem Stress erhthen, gesteigert [41, 54, 67].

In vielen malignen Tumoren wurden Mutationen der Gene fir Nrf2 und/oder Keapl
nachgewiesen, die eine gestorte Interaktion der beiden Proteine bewirken und zur
Uberexpression und erhohten Stabilitat von Nrf2 fuhren. Dies verleiht den Krebszellen eine

hohere Resistenz gegeniber oxidativem Stress [54, 60, 68, 69].
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1.2.3. Zellantwort auf Hypoxie, Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF)

Die zellulare Reaktion auf ein verringertes Sauerstoffangebot wird Uber den Hypoxie-
induzierten Faktor 1 (HIF-1) vermittelt. Dieser konnte in vielen Zelltypen bei der
Transkriptionsaktivierung verschiedenster Gene nachgewiesen werden [70-72].

HIF-1 ist ein heterodimeres Protein, bestehend aus den im Zytoplasma lokalisierten
Untereinheiten HIF-1a und HIF-1f3 [73]. Die Aktivitat von HIF-1 wird Gber die a-Untereinheit
reguliert, welche in Gegenwart von O, hydroxyliert, polyubiquitiniert und schlie3lich
proteosomal abgebaut wird [74—76]. Unter Hypoxie kommt es zu einer Hemmung der
Hydroxylierung, der Abbau wird verhindert und HIF-1a akkumuliert. Es dimerisiert mit der B-
Untereinheit und der Komplex wird in den Zellkern transportiert. Dort bindet er an die HRE'’s
(hypoxia-response-elements) der DNA und aktiviert, Gber Rekrutierung von Ko-Faktoren, die
Expression von Genen, die an Angiogenese, anaerobem Energiestoffwechsel, Proliferation,

Apoptosehemmung, Invasion und Metastasierung beteiligt sind [32, 72, 76].

Wahrend der Karzinogenese kommt es auch unter normalen Sauerstoffbedingungen zu
einer Uberexpression von HIF-1. HIF-1 nimmt dadurch eine entscheidende Position in der

Entstehung und Progression von Karzinomen ein [77-79].

Zudem konnte ein der HIF-1a Untereinheit homologes Protein, HIF-2q, identifiziert werden.
Unter hypoxischen Bedingungen wird es stabilisiert und dimerisiert mit der HIF-13
Untereinheit. Es Ubt dadurch ebenfalls eine regulatorische Funktion in den durch Hypoxie
bedingten Signalkaskaden aus [80-84]. HIF-2a ist inshesondere an der Regulation und
Freisetzung des VEGF beteiligt [85, 86]. Dieser Wachstumsfaktor ist ein entscheidender
Mediator in der Ausbildung neuer Blutgefal3e [87—89].

1.2.4. Signalkaskade in der Reaktion auf ROS und Hypoxie

Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) stehen am Anfang einer Reihe zellularer Signalkaskaden,
welche die Regulation von Zellwachstum, -differenzierung, -tberleben und Zelltod vermitteln
[90]. Ein Zielprotein PI3K-abhangiger Phosphorylierung ist die Proteinkinase B (Akt) [91, 92].
In verschiedenen malignen Tumoren wurden eine verstarkte Aktivitat der PI3K und von Akt
nachweisen [57, 93-95].

Die Aktivierung dieses Signalweges fuihrt zu einer vermehrten Synthese der HIF-1a
Untereinheit auch unter Normoxie [96]. Akt scheint zudem direkt an der Entstehung und
Aufrechterhaltung des Warburg Effekts, also der Umstellung auf Glykolyse trotz

ausreichender Oxigenierung, beteiligt zu sein [97-99].
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An vielen der PI3K und Akt vermittelten Signalkaskaden ist mMTOR (mammalian target of
rapamycin) beteiligt [59, 100]. Seine Aktivitat wird tber die Phosphorylierung von PRAS40
(proline-rich Akt substrate 40 kDa), die Aktivierung der GTPase RHEB (Ras homolog
enriched in brain) oder die Aktivierung der AMP-Kinase gesteuert [59, 101].

PRAS40 ist ein an mTOR gebundenes Molekul, dessen Akt-abhangige Phosphorylierung
MTOR aktiviert [102—-105].

Der Proteinkomplex TSC1/TSC2 inhibiert das Protein RHEB, was wiederum eine Hemmung
von mTOR vermittelt. Akt abh&ngige Phosphorylierung von TSC2 |6st diese Inhibition auf
und fuhrt zur Aktivierung von mTOR [59, 106, 107].

Fir Zellmetabolismus und Zellwachstum bendtigt die Zelle Energie in Form von ATP. Bei
niedrigem Energiestatus (Hohe AMP/ATP Ratio) wird die AMP-Kinase aktiv und bewirkt die
Phosphorylierung von TSC2. Dies fihrt zu einer Hemmung der mTOR-vermittelten

Signalwege bei Energiemangel [57, 107, 108].

Weiterhin kommt es unter Hypoxie zu einer HIF-1 vermittelten Hemmung von mTOR und
auch zellulare ROS kénnen die Funktion von mTOR beeinflussen [107, 109-111].

1.2.5. Hypoxie und oxidativer Stress im malignen Melanom

In der Epidermis herrschen O,-Gradienten zwischen physiologischer Sauerstoffkonzentration
(10 % O,) bis moderater Hypoxie (1 - 5% O,). Dieses liegt an der Entfernung zu den
versorgenden BlutgefafRen und bewirkt eine Stabilisierung der HIF-1a Untereinheit in diesem
Gewebe [47, 112-114]. Es wurde gezeigt, dass Melanozyten unter solch reduzierten
Sauerstoffkonzentrationen schneller proliferieren als bei besserer Oxigenierung und zudem

eher onkogenen Mutationen unterliegen [29, 115, 116].

Zudem wurde beschrieben, dass auch die Mutation des BRAF-Gens zu einer Aktivierung
und Stabilisierung von HIF-1a fihrt [117]. BRAF-mutierte Melanome weisen haufig
inhibierende PTEN-Mutationen auf, die eine Aktivitatssteigerung des Akt-Signalweges
bewirken [10]. In RAC1 P29S mutierten Melanomen findet sich eine verstarkte Aktivierung
des MAPK-Signalwege [118]. Auch Ras-Mutationen filhren zu einer Aktivierung
verschiedener Kinase-Signalwege, wie etwa B-Raf und MAPK [98, 119]. Dariber hinaus
kénnen die Signalwege von PI3K und MAPK die Expression und Aktivitdt von HIF-1a
regulieren [120-122]

Wahrend die Aktivitat des PI3K/Akt Signalweges in dysplastischen Néavi keine Bedeutung

hat, kommt es im Rahmen der malignen Transformation zu einer zunehmenden Aktivierung
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dieses Signalweges [16, 123, 124]. Die ungehemmte Aktivierung des Akt-Subtyps Akt3 ist
ein friher Schritt in der Melanomentstehung und tragt zur Entwicklung der Apoptoseresistenz
bei. Zudem soll dieser Signalweg das vertikale Tumorwachstum und damit die
Metastasierung beglnstigen [18, 98]. In Akt-transformierten Melanomen sind erhohte
Konzentrationen an ROS nachweisbar. Gleichzeitig vermitteln Akt-induzierte Genprodukte
eine erhohte Resistenz der Zellen gegeniber diesen ROS und bewirken, Uber eine
vermehrte Ausschittung des VEGF, die tumoreigene Angiogenese. Dieser Effekt wird vor
allem durch eine gesteigerte Expression von HIF-1 und Akt vermittelt [9, 17, 115].

Hypoxie ist notwendig, damit sich Akt-transformierte Melanozyten zu Melanomen entwickeln
kénnen. HIF-1 gilt dabei als ein Hauptmediator in der Vermittlung hypoxischer Effekte
innerhalb dieser Akt-transformierten Melanozyten [115].

ROS sowie die aktivierte Proteinkinase Akt kdnnen den Transkriptionsfaktor NFkB aktivieren.
Dieser ist im Melanom konstitutiv aktiv und induziert die Expression von Genen, die zur
Angiogenese, Metastasierung und dem Schutz vor Apoptose beitragen [124-126]. Eine
verstarkte Expression des Transkriptionsfaktors NFkB findet sich insbesondere in

aggressiven Melanomphanotypen [127].

Hypoxie und ROS tragen also entscheidend zur malignen Transformation der Melanozyten

und zur Progression des malignen Melanoms bei.

1.3. Krebsstammzellen

1.3.1. Krebsstammzellen in Tumorentstehung und Progression

Krebs wird zunehmend als ein System heterogener Zellpopulationen verstanden, welche aus
einer kleinen Subpopulation von Zellen, den sogenannten Krebsstammzellen (Cancer-
Stemm-Cells, CSC), hervorgehen. Diese Zellen sind wiederrum aus Gewebestammzellen
hervorgegangen oder verfiigen Uiber Eigenschaften &hnlich denen von Gewebestammzellen,
da sie zur Selbsterneuerung und Differenzierung fahig sind. Krebsstammzellen kénnen die
Tumorgenese initiieren und wurden erstmals im Zusammenhang mit akuter myeloischer
Leukdmie beschrieben [128-131]. Der erste solide Tumor fiir den der Nachweis von CSC
gelang war das Mamma-Karzinom [132]. In den letzten Jahren konnten Krebsstammzellen
fur eine Reihe weiterer Karzinome nachgewiesen werden, wie etwa maligne Gehirntumore,

das kolorektale Karzinom und das Pankreaskarzinom [133-135].
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In der Literatur finden sich zwei Modelle, die die Entstehung und das Verhalten von
Krebsstammzellen erklaren. Das hierarchische Modell orientiert sich an dem physiologischen
Stammzellverhalten und beschreibt, dass aus einer de novo entstandenen CSC weitere, in
ihrer Differenzierung zunehmend eingeschrénkte Zellen hervorgehen. Das dynamische
Modell sieht den Tumor als eine heterogene Zellpopulation an. Jede Tumorzelle ist zur
Differenzierung in eine zur Selbsterneuerung und Tumorinitierung —fahigen CSC in der
Lage. Die Differenzierung ist dabei abhéngig von Signalen des tumoreigenen Mikromilieus
[136, 137].

1.3.2. Melanomstammzellen

Auch fur das maligne Melanom wurden CSC identifiziert und verschiedene Stammzellmarker
(z.B. CD133, CD166, Nestin) beschrieben [138-142].

Untersuchungen zu den Stammzellmarkern CD133, CD166 und Nestin zeigten
Expressionsunterschiede zwischen Navuszellndvi, Melanom und Metastase. Es wurde
wahrend der Entwicklung vom N&avus zu primaren Melanom und zur Metastase eine
schrittweise Zunahme der Koexpression aller drei Marker beobachtet. Dabei wurde in allen
metastasierten Melanomen mindestens einer dieser drei Stammzellmarker nachgewiesen
[141].

Die Expression des als CSC-Marker beschriebenen Drug-Transporters ABCB5 (ATP-binding
cassette sub-family B member 5) scheint mit der Progression des malignen Melanoms zu
korrelieren [143].

JARID-1B (jumonji/ARID1 (JARID1)) ist eine Demethylase, die an Gewebeentwicklung und
Stammzellbiologie beteiligt ist, jedoch auch in der Krebsentstehung eine Rolle spielt. Dieses
Enzyms findet sich verstarkt in Geweben mit ausgepragter Regenerationsfahigkeit. In
aggressiven primaren Melanomen und Melanommetastasen exprimieren 5 — 10 % der Zellen
JARID-1B [144-148]. Die Expression von JARID-1B scheint vom tumoreigenen Mikromilieu
abhangig zu sein [136]. Die JARID-1B exprimierenden Melanomzellen proliferieren
langsamer als die Ubrigen Tumorzellen und sind in der Lage die Tumorgenese zu initiieren.
Da Chemotherapeutika vor allem auf rasch proliferierende Zellen wirken, scheinen die
JARID-1B positiven Zellen fiir das schlechte Therapieansprechen der malignen Melanome
mitverantwortlich [136, 149]. Dies spricht flir ein dynamisches Stammzellverhalten im
malignen Melanom, mit der Moglichkeit, dass jede Melanomzelle die Fahigkeit zur
Tumorinitiierung und Selbsterneuerung entwickeln kann [150]. Im Gegensatz zu rasch

proliferierenden Tumorzellen, die zur Energiegewinnung anaerobe Glykolyse nutzen,
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gewinnt die langsam proliferierende JARID-1B positive Zellpopulation ihre Energie
Uberwiegend durch oxidative Phosphorylierung [149].

Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDH) sind zellulare Entgiftungsenzyme, die Zellen eine hohere
Resistenz gegeniber alkylierenden Stoffen verleihen. Der Subtyp ALDH1A1l wurde als
weiterer Melanomstammzellmarker beschrieben. Auch dieses Enzym trégt zur Resistenz der

Melanomzellen gegeniiber Chemotherapeutika bei [145, 151, 152].

P75 NGF (p75 nerve growth factor) ist ein Marker neuronaler Stammzellen, den etwa 17 %
der Melanomzellen exprimieren. Diese Zellen sind ebenfalls zur Tumorinitierung und
Metastasierung fahig [145, 153, 154].

1.4. Ziele der vorliegenden Arbeit

In dieser Arbeit wurde Uberpruft, ob Melanomzellen mehr ROS und zellulare Hypoxie
aufweisen als Melanozyten. Dabei wurde davon ausgegangen, dass UV-Exposition die
Bildung von ROS induziert und Mutationen hervorruft, wodurch es zu einer Aktivierung von
nachgeschalteten, Hypoxie- bzw. ROS-abhangigen, Signalwegen kommt. In in vitro
Versuchen an Melanomzellen und Melanozyten wurde der Einfluss von Hypoxie und ROS
auf die zellularen Signalwege und die Zellproliferation untersucht. Es wurde Uberprift, ob
verstarkter oxidativer Stress und zellulare Hypoxie mit einem aggressiveren
Melanomphanotyp einhergehen und die Tumorprogression foérdern. Zudem wurde
untersucht, ob die Expression der Hypoxiemarker mit der Expression von
Melanomstammzellmarkern korreliert. So sollte festgestellt werden, ob die Expression der

Hypoxiemarker als Prognosefaktor fir die Tumorprogression geeignet ist.

Zunachst wurde durch bildbasierte Zytometrie der Anteil an Zellen bestimmt, die unter
normoxischen Wachstumsbedingungen vermehrt ROS aufweisen. AnschlieRend wurden
mittels Westernblots Melanomzellen und Melanozyten auf die Expression der
Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und Nrf2 untersucht. Im nachsten Schritt wurde das
Proliferationsverhalten von Melanomzellen und Melanozyten unter hypoxischen
Kultivierungsbedingungen untersucht. Durch Zugabe von Chemikalien wurden gezielt die
durch HIF, Nrf2 oder NFkB bzw. die tGber mTOR und Akt vermittelten Signalkaskaden
beeinflusst und der daraus resultierende Effekt auf das Proliferationsverhaltens untersucht.
Um Informationen Uber die in vivo Situation zu erhalten wurden Gewebepraparate von
malignen Melanomen und Metastasen auf die Expression dieser Signalmolekiile untersucht.

Die dabei erhaltenen Ergebnisse wurden mit Ergebnissen aus Zellkulturen verglichen.
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So sollte diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis des Einflusses von Hypoxie und
oxidativem Stress in Entstehung und Proliferation des malignen Melanoms beitragen.
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2. Material und Methoden
Eine vollstandige Auflistung aller genutzten Materialien, Zusammensetzung der Losungen

und Medien, sowie die vollstandige Geréateliste mit Herstellerangaben finden sich im Anhang.

2.1.  Verwendete Zelllinien
Melanozyten
HEMa-LP: Humane Melanozyten isoliert aus adulter, leicht pigmentierter Haut [155].

Melanomzellen

A375: Humane Melanomzellen, isoliert aus einem primaren malignen Melanom einer 54-
jahrigen Frau. Formt rasch wachsende subkutane Tumore, die einem amelanotischen
Melanom entsprechen [156, 157].

Mutationsstatus: BRAF mutant, CDKN2A mutant, CDKN2A mutant [158] RAC1 Wild-Typ
[118].

IGR-1: isoliert aus einer Lymphknoten-Metastase eines malignen Melanoms der Leiste eines
42-jahrigen Mannes [159].

Mutationsstatus: BRAF V600K mutant, BRAF V600E Wildtyp [160] RAC1 P29S mutant [118]
N-RAS Wild-Typ [161].

MC: isoliert aus einem malignen Melanom in der radialen Wachstumsphase [162].
Mutationsstatus: unbekannt.

MeWo: isoliert aus einer Lymphknotenmetastase eines malignen Melanoms eines 78-
jahrigen Mannes [163, 164].

Mutationsstatus: BRAF Wild-Typ, N-RAS Wild-Typ [161, 165].
Preyer: isoliert aus einer subkutanen Melanommetastase [166].
Mutationsstatus: unbekannt.

Sk Mel 28: isoliert aus einem axillaren Lymphknotenmetastase eines malignen Melanom
eines 51-jahrigen Mannes [164, 167].

Mutationsstatus: BRAF V600E mutant, N-RAS Wild-Typ [167].
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2.2. Zellkulturtechniken

Sofern nicht anders angegeben, wurden Zellkulturmedien und Ldsungen, die direkt zu den
Zellen gegeben wurden vor Verwendung auf 37 °C vorgewarmt. Alle Arbeiten mit
Zellkulturen erfolgten unter der Sterilbank.

2.2.1. Kultivierung

Alle Zelllinien wurden in 25 cm? bzw. 75 cm2 Nunc"™-Zellkulturflaschen bei 37 °C und
gesattigter Wasserdampfatmosphére bei einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert.

Fir Melanomzellen wurde gibco™ DMEM + GlutaMAX™ mit 1 % Amphothericin B, 1 %
gibco™ Penicillin/Streptomycin, 1 % gibco™ HEPES, 1 % gibco™ Kanamycin und 10 %

gibco™ FBS versetzt.

Fiir Melanozyten wurde gibco® Medium 254 mit 1 % gibco™ HMGS, 1 % Amphothericin B,

1 % gibco™ Penicillin/Streptomycin und 1 % gibco™ Kanamycin-Sulfat versetzt.

Jeden dritten bis flinften Tag wurde, abhangig vom Zellwachstum, das Kulturmedium
gewechselt. Dazu wurde unter der Sterilbank das alte Medium mit einer Glaspipette
abgesaugt und der Zellrasen einmalig mit 1 % PBS gewaschen. Nach Absaugen wurde
neues Medium der oben genannten Zusammensetzung (7 ml bei 25 cm2 bzw. 15 ml bei

75 cm?) eingefullt.

Das Uberfiihren der Zellen in eine neue Kulturflasche erfolgte, sobald der Boden der Flasche
zu 90 — 100 % bewachsen war. Zunéchst wurde unter der Sterilbank das Medium mit einer
Glaspipette abgesaugt. Zum vollstandigen Entfernen des Restmediums wurde der
Flaschenboden mit 3 ml bei 25 cm2 (bzw. 5 ml bei 75 cm?2) 1 % PBS vollstéandig benetzt und
die Flasche vorsichtig mehrmals geschwenkt. Nach vollstandigem Absaugen des PBS
wurden anschlieRend 3 ml bei 25 cm? (5 ml bei 75cm?) 0,05 % gibco™ Trypsin/EDTA-
Ldésung zugegeben und die Kulturflasche so geschwenkt, dass der gesamte Zellrasen

bedeckt war.

Dann wurden die Flaschen bei 37 °C inkubiert bis die Zellen vollstindig vom Boden geldst
waren (ca. 3 — 5 Minuten). Dies wurde mikroskopisch kontrolliert. Nach vollstdndigem
Ablésen der Zellen erfolgte die Neutralisierung der Trypsin/EDTA-L6sung. Bei
Melanomzellen geschah dies durch das im Zellkulturmedium enthaltene FBS. Daher erfolgte
die Zugabe von 3 ml bei 25 cm? (5 ml bei 75 cm?)frischen Zellmediums. Bei den Melanozyten

wurden 3 ml (5 ml) gibco™ Defined Trypsin Inhibitor (DTI) hinzugegeben.
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Der gesamte Flascheninhalt wurde in ein 15 ml Cellstar'-Réhrchen (iberfilhrt und bei
1300 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig mit einer Glaspipette
abgesaugt und das Zellpelett in 1 ml Medium resuspendiert. Ein Aliquot (ca. 10 % der
Suspension) wurde entnommen und in eine neue Zellkulturflasche gegeben. Dann wurde
diese entsprechend der FlaschengrofRe mit Zellkulturmedium aufgeftillt und anschlie3end bei
37 °C im Inkubator weiter kultiviert. Die restliche Menge des Aliquots wurde entweder in die
alte Zellkulturflasche ruckgefihrt, kryokonserviert oder verworfen.

2.2.2. Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde zunachst, wie unter 2.2.1 beschrieben, ein Zellpelett
gewonnen und in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Aus der Suspension wurden 10 pl
entnommen und zusammen mit 90 pl Trypan-Blau in ein 1 ml Tube Uberfihrt. Dann wurden
10 pl enthommen und unter den Objekttrager einer Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Unter
dem Mikroskop stellten sich nun die vitalen Zellen hell dar, wahrend die abgestorbenen

Zellen den blauen Farbstoff annahmen. Die vitalen Zellen wurden in den vier Quadraten der

Zahlkammer gezahlt und dann der Durchschnittswert berechnet. Dieser Wert wurde mit 10°

multipliziert und entsprach der durchschnittlichen Zellzahl in 1 ml Medium.

2.2.3. Kryokonservierung und Rekultivierung

Bei einer Konfluenz von 90 — 100 % wurden die Zellen, wie unter 2.2.1. beschrieben,
abgeldst und ein Zellpelett gewonnen. Dies wurde mit 1 ml Einfriermedium bestehend aus
gibco™FBS + 15% gibco™ DMSO resuspendiert, in ein Kryordhrchen tberfihrt und
anschliel3end bei — 80 °C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen in einem warmen Wasserbad auf 37 °C
erwarmt. Ein 15 ml Cellstar®-Rohrchen wurde unter der Sterilbank mit 10 ml des auf 37 °C
vorgewarmten Zellkulturmediums gefillt. AnschlieBend wurden die Zellen in das Réhrchen
uberfihrt und dann bei 1200 rpm fur funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Zellpellet anschlieend mit 7 ml frischem Kulturmedium resuspendiert und in
eine 25 cm? Nunc™-Zellkulturflasche Gberfiihrt. Dann erfolgte die weitere Kultivierung im
Inkubator bei 37 °C.
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2.3. Experimente mit Zellkulturen

Fir die in den folgenden Abschnitten beschriebenen Experimente wurde PBS ohne Ca?*,
ohne Mg®* verwendet. Es wird im Folgenden kurz als PBS bezeichnet. Fiur die
Untersuchungen in experimenteller Hypoxie wurde eine spezielle Hypoxiekammer von
Billups-Rothenberg® Inc.; USA genutzt.

Zur quantitativen Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen wurde ein kolorimetrisches Verfahren
genutzt. Nach entsprechender Vorbereitung der Zellkulturen in 96 Well Platten erfolgte die
Zugabe des CellTiter96® von Promega Corporation®, Madison. Nach ein bis maximal vier
Stunden Inkubation bei 37 °C folgte die Messung der Absorption im Photometer bei einer
Wellenlage von 490 nm. Die Menge der nach Zugabe des CellTiter96® entstehenden
Formazan war direkt proportional zur Menge der lebenden Zellen [168].

2.3.1. Kultivierung unter experimenteller Hypoxie

Alle Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten unter der Sterilbank.

Auf den Kammerboden wurde eine mit 20 ml destilliertem Wasser geflllte Petrischale
gestellt. Eine 96 Well Platte wurde mit 5000 Zellen/Well in 100 pul Medium/Well vorbereitet.
Dann wurde die Platte in die Hypoxiekammer gesetzt und diese verschlossen. Uber einen
Zugang an der Seite wurde fur vier Minuten ein hypoxisches Gasgemisch aus 2 %
Sauerstoff, 5% Kohlendioxid und 93 % Stickstoff in die Kammer geleitet, wahrend
gleichzeitig Gas Uber einen Ausgang entweichen konnte. Dann wurden die Schlauche flr
Gaszugang und Gasausgang mit einer Klemme luftdicht verschlossen und die Kammer flr
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der beschriebene Vorgang erneut fir
vier Minuten wiederholt um mdoglicherweise enthaltenes Restgas aus der Zellkultur
auszuspulen. SchlieBlich wurde die luftdicht verschlossene Hypoxiekammer fur die

entsprechenden Untersuchungszeitraume bei 37 °C im Inkubator gelagert.

Nach Ablauf des Untersuchungszeitraums (24 oder 72 Stunden) wurde die Hypoxiekammer
unter der Sterilbank ged6ffnet und die 96 Well Platte entnommen. AnschlieRend wurden pro
Well 20 ul CellTiter96® dazugegeben und fir drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Es folgte die
Messung der Absorption im Photometer bei einer Wellenlage von 490 nm.
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2.3.2. Beeinflussung der durch Hypoxie und ROS regulierten Signalwege

Unter der Sterilbank wurden 96 Well Platten mit je 5000 Zellen/Well in 100 pl Medium/Well
vorbereitet. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert, damit sich die Zellen auf den
Boden der Well festsetzten. Dann wurde das Zellkulturmedium mit einer Glaspipette
abgesaugt. Es wurden 50 pl Medium pro Well aufgefillt, um wéhrend der weiteren Arbeit ein
Austrocknen der Zellen zu vermeiden. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 50 pl in
Zellmedium geltster Chemikalien in doppelter Konzentration um auf die gewlnschte

Endkonzentration zu kommen (s. Tabelle).

Die fertigen Platten wurden 72 Stunden bei 37 °C kultiviert. Anschlie3end wurden pro Well
20 pl CellTiter96® hinzugegeben und drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nachfolgend erfolgte
die photometrische Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 490 nm.

Tabelle 1: Liste der zugefligten Substanzen und genutzten Konzentrationen. Aus der Stockldsung wurde
jeweils mit entsprechendem Loésungsmittel ein Ansatz hergestellt. Dieser wurde in Konzentration der I1Csg
(25 %) und dessen vierfacher Konzentration (100 %) verwendet. Die ICso Konzentrationen sind
Uberwiegend aus der Literatur entnommen. Dort wo keine Literaturquelle angeben ist, entstammen die

Werte Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe [AG].

Name Stock- Lésungs- | Menge | Ansatz: [Csobzw. Verwendete
[6sung mittel im Verdinn- [ eingesetzte | Endkonzen-
Ansatz | ung Stock | Konzen- tration
tration (Ansatz im
Medium-
Uberstand)
NSC2376 | 9,41 mM H,O 100 uM | 1/100 50 uM [169] | 100 % und
6 25 %
ATTM 20 mM DMSO 20 uM | 1/2000 5 uM [AG] 100 % und
25 %
CAS9345 | 10 mM DMSO 10 uM | 1/1000 0,7 uM und 100 % und
93-90-5 2,6 UM [170] | 25%
FM19G11 | 20 mM DMSO 2 uM 1/5000 80 nm und 100 % und
500 nM [171] | 25 %
KC7F2 100 mM DMSO 100 uM | 1/1000 20 uM [172] | 100 % und
25 %
CAS8822 | 17,4 mM DMSO 20 uM | 1/870 50-10 uM 100 % und
68-69-1 [173] 25 %
Trigonel- [ 1000 mM | H,O 1uM 1/1000 233 uM 100 % und
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line + 0,12pM[25%
[174, 175]
Luteolin | 20 mM DMSO 200 pM | 1/100 50 uM [AG] 100 % und
25 %
Cucur- 35,6 MM | DMSO 356 pM | 1/100 89 uM [176] | 100 % und
bitacin B 25%
DMOG 171,3mM | DMSO 1uM 1/171.3 0,1-1 mM 100 % und
[177] 25 %
CAY1058 | 22,98 mM | DMSO 30uM | 1/766 0,7-2,6 pM 100 % und
5 [178], 25 %
3 UM [AG]
CoCl, 250 mM H.O 2,5uM [ 1/1000 2,5 UM [AG] | 100 % und
25%
Rapa- 1mM DMSO 0,1 uM | 1/20000 1 nM [AG] 100 % und
mycin 0,1 nM, 25 %
5nM, 10nM
[179]
Apocynin [ 10 mM H.O 10 uM | 1/1000 10 pM [180] 100 % und
25 %
DPI 10 mM DMSO 10 uM | 1/1000 10 pM [AG] 100 %und
ICs0: 1-4 UM | 25 %
[181]

2.3.3. Bestimmung ROS-positiver Zellen
(Tali™)

im Fluoreszenzbild-basierten Zytometer

Fur die Bestimmung der ROS-positiven Zellen wurde das fluoreszenzbild-basierte Zytometer
Tali™ benutzt.

Unter der Sterilbank wurden 6 Well Platten mit 3x10° Zellen/Well in 2 ml Medium/Well
vorbereitet. Nach Inkubation bei 37 °C flir 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt und die

Well mit 1 % PBS gewaschen. Das PBS wurde mit einer Glaspipette abgesaugt.

Die folgenden Schritte erfolgten unter lichtarmen Bedingungen:

Zunachst wurde Dihydroethidium (DHE) in einer Verdinnung von 1:4x10° mit PBS

angesetzt. Von dieser Losung wurden pro Zelllinie jeweils 3 ml pro Well in zwei Well
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gegeben. Als Versuchskontrolle dienten zwei Well mit je 3 ml PBS. AnschlieRend wurden die
6 Well Platten fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das DHE abgesaugt und die
entsprechenden Well zweimal mit 1 % PBS gewaschen. Das PBS wurde anschliel3end mit
einer Glaspipette aus allen Well abgesaugt und durch je 1 ml 4 % Paraformaldehyd (PFA)
pro Well ersetzt. Es folgte eine erneute Inkubation fir 10 Minuten bei 37 °C. Im Anschluss
wurde das PFA abgesaugt und die Well erneut zweimal mit 1 % PBS gewaschen.

Aus einem der mit DHE behandelten Well und einem der PBS-Kontrollen wurde das PBS
abgesaugt und durch je 3 ml 0,05 % gibco™ Trypsin/EDTA Lésung ersetzt. Es folgte eine
erneute Inkubation bei 37 °C bis sich die Zellen vollstandig vom Boden geldst hatten. Dann
wurde das Trypsin durch Zugabe von je 3 ml PBS neutralisiert. Diese Zellsuspensionen
wurden nun jeweils in 15 ml Ro6hrchen aufgenommen, bei 3500 rpm fir funf Minuten
zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand abgesaugt. Das jeweilige Zellpellet wurde in
25ul 1% PBS gelost und auf eine Tali'"-Messkarte gegeben. Zunachst wurde fiir die
jeweilige Zelllinie die PBS-Kontrolle gemessen und zur Eichung die Autofluoreszenz als
Schwellenwert markiert. Dann folgte die Messung des DHE-Pellets mittels

fluoreszenzbildbasierter Zytometrie.

Die in der 6 Well Platte verbliebenen Well wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop

betrachtet und dienten der Kontrolle.

2.3.4. Kultivierung far Immunhistologie

Unter der Sterilbank wurden 24 Well Platten mit je einem Deckglaschen pro Well vorbereitet.

AnschlieBend wurden in diese Well je 2x10° bis 5%10° Zellen pro Well in 1 ml Medium
ausgesat. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C im Inkubator bis die Deckglaser zu 95 — 100 %
mit Zellen bedeckt waren (ca. drei Tage). Dann wurde das Medium vorsichtig mit einer
Glaspipette abgesaugt und die Well mit 1 ml 1% PBS gewaschen. Das PBS wurde
abgesaugt und durch je 1 ml PBS mit 4% PFA pro Well ersetzt. Nach Inkubation fir
30 Minuten bei 37 °C wurde das PFA abgesaugt und die Well zweimal mit 1 % PBS
gewaschen, wobei bei der letzten Waschung ein Rest PBS auf den Deckglasern verblieb,
damit das Praparat nicht austrocknete. Die mit PBS benetzten Deckglaser konnten so bis zur

Farbung im Kihlschrank gelagert werden.

2.4, Proteinbiochemische Methoden

Fur die in den folgenden Abschnitten beschriebenen proteinbiochemischen Verfahren wurde

PBS ohne Ca*", ohne Mg** verwendet. Es wird im Folgenden kurz als PBS bezeichnet.
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2.4.1. Proteinextraktion

Genutzt wurden hier die Melanomzelllinien A375, Preyer, MeWo, IGR-1, MC und Sk-Mel 28,
sowie die Melanozytenzelllinie HEMa-LP.

Unter der Sterilbank wurden 25 cm? Nunc™-Zellkulturflaschen mit 5x10° Zellen/Flasche
ausgesat und Uber Nacht kultiviert. Dann wurde das Medium mit einer Glaspipette abgesaugt
und nach einmaligem Waschen mit 1 % PBS wurde 10 ml frisches Medium je Flasche
eingefilit. In eine Zellkulturflasche der Zelllinie A375 wurde zusatzlich 5 ml Zellkulturmedium
mit 100 uM CoCl, gegeben.

Die unbehandelten Zellen wurden bei 37 °C fir 72 Stunden kultiviert, die CoCl,-Flasche fur
24 Stunden. AnschlielRend wurden die Zellen, wie unter 2.2.1. beschrieben, abgeldst und das
gewonnene Zellpellet in 1 ml 1 % PBS resuspendiert. Die Suspension wurde erneut bei
3500 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpelett mit 500 pl
NP40 Zelllysepuffer mit 1 % Proteaseinhibitor (gekuhlt) in ein 2 ml Tube Uberfuhrt und auf
Eis gelagert. Die so hergestellte Zellsuspension wurde mit einem Dispergierwerkzeug fir ca.
30 Sekunden zerkleinert. Dann wurde die Suspension bei 13500 rpm fur zwei Minuten

zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Tube Uberfiihrt und das Pellet verworfen.
Die so vorbereiten Protein-Proben waren bei -20 °C fir vier bis sechs Monate haltbar.

Zur Bestimmung der Proteinmenge standen ein BCA Protein Assay Kit von Thermo Fisher
Scientific®, Watlham, USA und ein Protein Assay Kit Il von Bio-Rad® Laboratoris GmbH,

Munchen, Deutschland zur Verfiigung.

Laut Herstellerangaben war der Zelllysepuffer fur das Produkt von Thermo Fisher® auf 5 %

und bei Bio-Rad® auf 0,1 % zu verdiinnen.

Es wurde eine Verdinnungsreihe aus bovinem Serumalbumin (BSA) mit den jeweiligen
Produkten getestet, sowie eine Verdiinnungsreihe mit denselben BSA-Konzentrationen unter
Zugabe der 5% NP40 Lysepuffer mit 0,05 % Proteaseinhibitor fir das Thermo Fisher®
Produkt bzw. 0,1 % NP40 Lysepuffer mit 0,001 % Proteaseinhibitor fir das Bio-Rad®
Produkt.

Nach 30 Minuten bei 37°C erfolgte die photometrische Messung der Absorption bei 562 nm
(Thermo Fisher®), bzw. nach 5 Minuten bei Raumtemperatur die Messung bei 595 nm (Bio-
Rad®). Die erhaltenen Messwerte wurden in eine Microsoft® Excel-Tabelle Ubertragen und
eine Standardkurve erstellt (s. Abb. 1, Abb. 2).
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Da die Messwerte nach Zugabe des Lysepuffers bei dem Bio-Rad® Produkt starkere
Abweichungen zur BSA-Standardkurve zeigten, wurde fur die weitere Arbeit das Thermo
Fisher® Produkt verwendet.

Bei der Arbeit mit den Protein-Proben wurde streng darauf geachtet, dass die Proben auf Eis
gelagert waren. Um in den Proben eine NP40 Lysepufferkonzentration von 5 % zu erreichen,
wurden diese mit 1% gekihlten PBS verdunnt. AnschlieRend erfolgte die
Proteinmengenbestimmung nach Herstellerprotokoll des BCA Protein Assay Kits.

Fir die Zelllinie Sk-Mel 28 konnte wiederholt keine ausreichende Proteinmenge gewonnen
werden, weshalb diese Zelllinie fur den Westernblot nicht weiter analysiert wurde.
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Abbildung 1: Thermo Fisher® BCA Protein Assay Kit. Standardkurven von BSA und BSA mit 5% NP40

Lysepuffer und 0,1 % Proteaseinhibitor. Die Kurven sind fast deckungsgleich.

26



1,4

1,2

N

/ —4—BSA

=== BSA+0,1% NP40

[0.D. 595nm]

o o
e )]

o
N

0 0,025 0,05 0,075 0,1 0,25 0,5 1

Proteinkonzentration (mg/ml)

Abbildung 2: Bio Rad® Protein Assay Kit Il. Standardkurven von BSA und BSA mit 0,1 % NP40 Lysepuffer
und 0,001 % Proteaseinhibitor. Deutliche Abweichung der Kurven von einander.

2.4.2. Trennung der Proteine mittels Gelelektrophorese

Fur die Trennung der Proteine wurden 4 — 12 % Bis-Tris NUPAGE® Novex Midi Gele mit
20 Well genutzt. Zur Molekulargewichtsbestimmung wurden 10 pl/Well der PageRuler™
Protein Ladder (10 - 250 kDa) verwendet. Von dem Gesamtproteinextrakt wurden 20 pug/Well
verwendet. Das Gesamtproteinextrakt wurde in einem Verhéaltnis 4:1 mit Probenpuffer

angesetzt und je 20 ul der fertigen Losung in jedes Well pipettiert.

Die verwendeten Midi-Gele wurden bei der Auswertung als vier Mini-Gele verwendet, daher
wurden jeweils 10 Well des Gels als ein Mini-Gel betrachtet. Fiur jede Zelllinie wurde ein Well

pro Mini-Gel verwendet.

Die Elektrophorese wurde mit 1X MES SDS-Running Buffer durchgefiihrt. Dazu wurde der
20X Stock entsprechend mit deionisiertem Wasser verdinnt. Bei 200 V und 160 - 200 mA
(Start) /120 — 170 mA (Ende) erfolgte fur 40 Minuten die Elektrophorese in der XCell4
SureLock™ Midi-Cell.
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2.4.3. Transfer der Proteine auf eine Membran

Nachdem die Proteine ihrer Grof3e nach aufgetrennt worden waren, erfolgte der Transfer auf
eine iBlot® PVDF-Membran. Dies geschah mit Hilfe des Dry-Blot-Systems iBlot®
entsprechend des Gerateprotokolls. Der Blotvorgang erfolgte fur sieben Minuten bei 20 V.

Um zu Uberprifen, ob die Proteinbanden auf die Membranen Ubertragen wurden, erfolgte die
Behandlung mit Ponceau S. Bei erfolgreichem Transfer stellten sich die Banden rot dar.
Nach Auswaschen des Ponceau S mit deionisiertem Wasser konnte mit den

immunhistochemischen Farbungen fortgefahren werden.

2.4.4. Immunhistochemischer Antigennachweis

Nach erfolgreichem Proteintransfer erfolgte zunachst die Blockade unspezifischer
Bindungsstellen auf der Membran. Dazu wurde diese fur eine Stunde bei Raumtemperatur
(oder bei 4 °C Uber Nacht) mit Blockierlosung, bestehend aus 5 % BSA und 0,1 % Tween 20
in PBS, behandelt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden primaren

Antikorpern (s. Tab. 2) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur (oder bei 4 °C tUber Nacht).

AnschlieRend erfolgte fir je funf Minuten dreimaliges Waschen mit Waschpuffer bestehend
aus PBS mit 0,1 % Tween 20.

Dann wurde die Losung mit dem sekundaren Antikérper auf die Membranen gegeben und
bei Raumtemperatur fir eine Stunde inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer

fur je funf Minuten konnte mit der Detektion fortgefahren werden.

Tabelle 2: Verdinnungen der verwendeten Antikorper

Priméare Antikdrper Sekundare Antikorper
Wirt | Verdinnung mit Wirt Verdinnung mit
Blockierlosung Blockierlésung
Anti-HIF1a | Hase 1:1000 WesternSure® | Ziege 1:5x10%
Anti-HIF2a | Hase 1:1000 anti-Rabbit
Anti-Nrf2 | Hase 1:1000 HRP
Anti-B- Maus 1:1000 WesternSure® | Ziege 1:5x10%
Aktin anti-Mouse
HRP
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Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mit dem C-DiGit® Detektions-System und
zugehoriger Software Image Studio™ (Version 4.0) unter Verwendung von WesternSure®
Premium Chemiluminescent Substraten von Li-Cor® Inc., Lincoln, USA.

2.5.  Immunhistologische Methoden

2.5.1. Farbung von Paraffinschnitten

Einzelne Gewebepradparate von malignen Melanomen wurden mit verschiedenen
Antikdrperkombinationen (s. Tab. 3) gefarbt. Die Praparate wurden im Rahmen der
diagnostischen Routine der Universitdatshautklinik Magdeburg nach entsprechender
Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten entnommen. Gefarbt wurden sie

jeweils mit einer Kombination aus Antikdrpern gegen Hypoxiemarker und Stammzellmarker.

Bei der Auswertung der Praparate zeigte sich, dass der Antikérper Melan A in seiner
Bindung und Kombination mit einem 350 nm Sekundéarantikbrper zu wenig spezifisch fur
Melanomzellen war. Daher wurde Melan A bei Antikdrperkombination AK 5 (s.u.) durch den

Fluoreszenzfarbstoff DAPI ersetzt, der DNA und damit die Zellkerne markiert.

2.5.2. Farbung von Zellkulturpraparaten

Die Zellen wurden, wie unter 2.3.4. beschrieben, auf Deckglaschen kultiviert. Diese wurden

entweder direkt, oder nach Lagerung im Kihlschrank weiter verwendet.

Zunéchst wurde Blockierldsung bestehend aus PBS ohne Ca®" ohne Mg?* mit 1% BSA, 10 %
FSC und 0,25 % Fischgelantine angesetzt.

Zum Farben wurde das PBS aus den Well abgesaugt und die Glasplattchen vorsichtig aus
den 24 Well entnommen. Die mit Zellen bewachsene Oberseite der Plattchen wurden dann

funf Minuten mit Blockierldsung unter Zugabe von Tween 20 permeabilisiert.

Dann wurde die Flissigkeit von den Praparaten abgesaugt und diese anschlieBend zweimal
mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde fir 30 Minuten mit Blockierlésung behandelt um

unspezifische Bindungsstellen zu blockieren.

Nach Absaugen der Flissigkeit wurden die Schnitte mit den primaren Antikdrpern, in
entsprechender Verdiinnung mit Blockierldsung, benetzt (s. Tab. 3). Es folgte die Inkubation

fur ca. drei Stunden bei Raumtemperatur oder im Kiihlschrank fiir maximal 24 Stunden.
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Nach entsprechender Einwirkzeit wurde die Antikorperlésung abgesaugt und die Schnitte
zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurden die sekundaren Antikdrper in entsprechender
Verdinnung aufgetragen (s. Tab. 3). Nach 30 Minuten wurde zweimal mit Waschpuffer
gewaschen und abschlieRend einmalig mit destilliertem Wasser.

Die Flussigkeit wurde von den Deckglaschen abgesaugt und diese schlie3lich mit einem
Tropfen (ca. 3 pl) Mowiol® benetzt und mit der bewachsenen Seite nach unten auf einem
Objekttrager fixiert.

Tabelle 3: Antikérperkombinationen (AK) mit verwendeten Verdinnungen und Fluoreszensspektrum der
Sekundarantikérper. Bei der Farbung der auf Deckglaschen kultivierten Zellen wurde kein Melan A
genutzt, dafir DAPI in einer Verdinnung von 1:4000

Primérer Antikdrper Sekundarer Antikorper (AlexaFluor®)

Antigen Wirt Verdinnung Wirt | Verdinnung Wellenlange
Melan A Ziege 1/200 Esel 1/1000 350
AK'1 | ABCB5 Maus 1/200 Esel 1/1000 488
HIF-1a Hase 1/1000 Esel 1/1000 555
VEGF Huhn 1/100 Ziege 1/1000 633
Melan A Ziege 1/200 Esel 1/1000 350
AK 2 [ p75NGF | Maus 1/200 Esel 1/1000 488
NRF2 Hase 1/200 Esel 1/1000 555
Melan A Ziege 1/200 Esel 1/1000 350
AK3 | CD133 Maus 1/100 Esel 1/1000 488
HIF-2a Hase 1/100 Esel 1/1000 555
Melan A Ziege 1/200 Esel 1/1000 350
AK 4 | ALDH1A1 | Hase 1/200 Esel 1/1000 488
ABCB5 Maus 1/200 Ziege 1/1000 555
DAPI 1/4000 350
AK S | JARID 1B | Maus 1/200 Esel 1/1000 488
NRF2 Hase 1/200 Esel 1/1000 555
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2.6.  Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten wurde in R-Studio (Version 3.4.1.) durchgefiihrt. Zur
Untersuchung auf Gruppenunterschiede wurde eine Varianzanalyse durchgefuhrt. Der
anschlieRende Post-hoc Test erfolgte mit einem Tukey's Test.

Wenn die Voraussetzungen fur die Varianzanalyse nicht erfullt waren, wurde als
nichtparametrisches Aquivalent zur Varianzanalyse ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Fur

den anschlieRenden Post-Hoc-Test wurde Dunn's Test verwendet.

Einzelne Gruppenvergleiche zwischen unabhangigen Gruppen wurden nichtparametrisch mit
einem Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Um die Alphafehler-Kumulierung beim
mehrfachen Testen zu korrigieren, wurde die Bonferroni-Holm-Prozedur genutzt.

Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant (*) angesehen, ein p-Wert kleiner
0,01 als hoch signifikant (**) und ein p-Wert kleiner als 0,001 als hdchst signifikant (***).

Lediglich fir den Themenpunkt 3.1. erfolgte die Datenauswertung mittels Microsoft® Excel®
2007.



3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung auf reaktive Sauerstoffspezies

Zunachst wurden die Zelllinien auf das Vorhandensein von ROS untersucht und der Anteil

der Zellen bestimmt, die eine erhdhte Konzentration aufwiesen.

Dihydroethidium (DHE) ist ein Redox-Indikator, dessen Ausgangzustand eine blaue
Fluoreszenz aufweist. In Anwesenheit von Sauerstoffradikalen wird es zu Ethidium oxidiert
und weist dann eine rote Fluoreszenz auf [182, 183].

Nach Zugabe von DHE zu den hier untersuchten Zellkulturen fluoreszierten daher solche
Zellen rot, die Uber groRe Menge ROS verfiigten. Die Anwendung eines Fluoreszenzbild-
basierten Zytometers (Tali'™) erméglichte die gleichzeitige Zellzahlung und Bestimmung der
Fluoreszenz der einzelnen Zellen. So wurde die Einteilung und Quantifizierung von Zellen
mit erhohter und normaler ROS-Menge mdglich.

Untersucht wurden in dieser Versuchsreihe die Melanomzelllinien A375, Preyer, IGR-1,
MeWo und Sk-Mel 28 sowie die Melanozytenzelllinie HEMa-LP.

Abbildung 3 zeigt zwei Aufnahmen, die wahrend der Messung von HEMa-LP und IGR-1
erstellt wurden. In diesen Ausschnitten ist der Anteil an Melanozyten (Abb. 3a) mit roter
Fluoreszenz (erhdhte ROS-Menge) geringer als der Anteil an Melanomzellen (Abb. 3b) mit

roter Fluoreszenz.

Abbildung 3: Fluoreszenzbild-basierte Zytometrie. a. Melanozyten HeMa-LP. b. IGR-1: Rot dargestellt sind

die Zellen mit Fluoreszenz, die durch Oxidation des DHE zu Ethidium entsteht. Diese Zellen weisen eine
erhohte ROS-Menge auf. Die Pfeile deuten beispielhaft auf fluoreszierende Zellen.



Bestimmt wurden jeweils die Gesamtzahl der untersuchten Zellen, die Fluoreszenz der

einzelnen Zellen sowie die Zellgréie.

Um Zelltrdimmer und Konglomerate bei der Auswertung herauszufiltern, wurden die Zellen
auf solche mit einem Durchmesser von 5 — 60 um eingegrenzt. Von den so selektierten
Zellen wurde der durchschnittliche Fluoreszenzwert ermittelt und als Grenzwert verwendet.
Nur bei Zellen deren Fluoreszenz Uber diesem Wert lag wurde eine vermehrte ROS-
Produktion angenommen. Diese Zellen wurden als ,ROS-positiv“ bezeichnet.

Die unter Verwendung dieser Kriterien gewonnenen Ergebnisse sind in Abbildung 4
graphisch dargestellt. Es zeigte sich deutlich, dass die Melanozytenzelllinie HeMa-LP Uber
den geringsten Anteil ROS-positiver Zellen verfligte. Innerhalb der Melanomzellen variierten

die Werte ROS-positiver Zellen zwischen 37 % bis 53 %.

| | | | .
HEMa-LP h 87% ® ROS-positiv
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o vewo |ESEENNN 3%
= |
D
N cr ST 49%
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A3T5 F 63%
| | |
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Anteil der Zellen

Abbildung 4: Prozentualer Anteil der Zellen mit vermehrter ROS-Menge an der Gesamtzahl der Zellen.
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3.2. Westernblot

Mittels eines Westernblots wurden die Zelllinien A375, Preyer, MeWo, IGR-1, MC und
HEMa-LP auf die Expression der Hypoxiemarker HIF-1a, HIF-2a und Nrf2 untersucht. Um zu
zeigen, dass jeweils dieselbe Proteinmenge verwandt wurde, diente als Ladekontrolle (-
Aktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa. Das Molekulargewicht der untersuchten
Hypoxiemarker betrug 100 — 120 kDa fur HIF-1a, 120 kDa fur HIF-2a sowie 95-110 kDa fur
Nrf2 [184-186]. Die erhaltenen Banden des Westernblots sind in Abbildung 5 dargestellt.

Mit der Software Image Studio™ war es méglich, aus der Gesamt-Fluoreszenz der Blot-
Banden die Signalstarkte einer einzelnen Banden Zu ermitteln
(Signal=Total-AreaxBackground). Die so erhaltenen Messwerte ermdglichten Ruckschliisse

auf die Proteinmenge der untersuchten Hypoxiemarker (s. Abb. 6).

Durch Zugabe von Kobaldchlorid (CoCly) lasst sich die Wirkung von Hypoxie auf Zellen
simulieren. Es fuhrt zu einer Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1a [187-189].

Von allen untersuchten Zelllinien fanden sich bei Melanozyten die geringsten Proteinmengen
der Transkriptionsfaktoren, wobei fur HIF-2a und Nrf2 die Banden auf der Westernblot-

Membran mit dem Auge kaum sichtbar waren.

Insgesamt zeigten alle untersuchten Zelllinien die hdchsten Messwerte fur HIF-1a. Die
geringsten Mengen fanden sich bei Nrf2. Lediglich die Zelllinie IGR-1 wies mehr Nrf2 als
HIF-2a auf.

Unter den Melanomzellen war bei A375 die gréf3te Menge an HIF-1a nachweisbar, wobei die
Werte nach CoCl, Behandlung noch héher ausfielen. Zudem wies A375 die hoéchste
Proteinmenge von HIF-2a auf, gefolgt von MC. Die geringste Proteinmenge HIF-2a war unter
den Melanomzellen bei IGR-1 festzustellen. Von allen Melanomzellen wies MeWo die
geringste Menge HIF-1a auf. Die Zellkultur IGR-1 verfiigte Uber die grof3te Proteinmenge
Nrf2, gefolgt von A375. Nach CoCl,-Behandlung zur Simulation von Hypoxie und Aktivierung
von HIF-1a kam es zu einer Abnahme der Menge HIF-2a und Nrf2 bei A375.
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Abbildung 5: Westernblot. Proteinbanden der Hypoxiemarker HIF-1a, HIF-2a und Nrf2. B-Aktin als
Ladekontrolle.
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3.3. Experimentelle Hypoxie

AnschlieBend wurde der Einfluss eines reduzierten Sauerstoffangebots auf das
Wachstumsverhalten der Melanozyten HEMa-LP und der Melanomzellen MeWo, Sk-Mel 28,
MC, A375 und Preyer untersucht. Dazu wurden die Zelllinien, wie unter 2.3.1. beschrieben,
unter Hypoxie kultiviert um HIF-1a zu induzieren. Die Zellen wurden entweder fir 24 Stunden
hypoxisch behandelt (und anschlieend fir 48 Stunden unter Normoxie Kkultiviert) oder
komplett hypoxisch fur 72 Stunden bei 2 % Sauerstoff kultiviert. Parallel dazu wurden als
Referenzkulturen die jeweiligen Zelllinien fir 72 Stunden unter normoxischen Bedingungen
kultiviert. Zu Beginn des Experimentes wurde jeweils dieselbe Zellzahl pro Zelllinie in Kultur
gebracht. Nach einer Gesamtkultivierungszeit von 72 Stunden erfolgte die photometrische
Messung der optischen Dichte nach Zugabe des CellTiter96®.

Um eine Anderung des Wachstumsverhaltens unter Hypoxie besser beurteilen zu kénnen,
erfolgte eine Varianzanalyse mit den Messwerten der unter Hypoxie kultivierten Zellen und
der entsprechenden Referenzkultur. Wurde dabei eine Signifikanz registriert erfolgte ein
Post-hoc Test zur Analyse der Gruppenunterschiede. Eine signifikante Erhéhung der
Messwerte wurde als Proliferationsstimulus, eine signifikante Verringerung als

Proliferationshemmung interpretiert.

Die Abbildungen 7 - 9 zeigen die graphische Darstellung dieser Ergebnisse als Box-Blot. Die

statistischen Daten finden sich in Tabelle 5 unter 10.1.1. im Anhang.

Die Melanozytenzelllinie HeMa-LP zeigte unter 24 Stunden Hypoxie eine hoch signifikante
Proliferationssteigerung (p<0,01) gegenuber der Normoxie-Kontrolle. Nach 72 Stunden
Hypoxie ergab sich hier eine hdchst signifikante Proliferationssteigerung (p<0,001). Dabei
wurde zudem eine hochst signifikante Zunahme der Proliferation zwischen 24 Stunden und

72 Stunden Hypoxie registriert (p<0,001).

Die Datenanalyse der Melanomzelllinie A375 ergab nach 24 Stunden Hypoxie keinen
signifikanten Proliferationsunterschied im Vergleich zur unter Normoxie kultivierten Referenz
(p>0,05). Nach 72 Stunden Hypoxie kam es zu einem hdchst signifikanten Rickgang der
Proliferation im Vergleich zu 24 Stunden Hypoxie sowie im Vergleich zur Referenzkultur
(p<0,001).
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Abbildung 7 a. HeMa-LP. b. A375. Die Zelllinien wurden fir 24 Stunden unter Hypoxie (+ 48 Stunden
Normoxie) bzw. fir 72 Stunden unter Hypoxie kultiviert. Die erhaltenen Messwerte der optischen Dichte
wurden mit der unbehandelten Referenz (Kontrolle) sowie untereinander verglichen. Signifikante

Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01,;

*x <0,001).
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Abbildung 8 a. Sk-Mel 28. b. MeWo. Die Zelllinien wurden fir 24 Stunden unter Hypoxie (+ 48 Stunden
Normoxie) bzw. fiir 72 Stunden unter Hypoxie kultiviert. Die erhaltenen Messwerte der optischen Dichte
wurden mit der unbehandelten Referenz (Kontrolle) sowie untereinander verglichen. Signifikante
Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01;

*p<0,001).
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Die Auswertung der bei Sk-Mel 28 gewonnenen Daten ergab eine hdchst signifikante
Proliferationssteigerung nach 24 Stunden Hypoxie sowie nach 72 Stunden Hypoxie
(p<0,001) im Vergleich zur Referenzkultur. Dabei ergab sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Werten der 24 Stunden und 72 Stunden Messung (p>0,05).

Die Melanomzelllinie MeWo zeigte gegeniiber der Referenzkultur nach 24 Stunden Hypoxie
keine signifikante Anderung ihres Proliferationsverhaltens (p>0,05). 72 Stunden Hypoxie
fuhrte zu einer hochst signifikanten Steigerung der Proliferation im Vergleich zur
Referenzkultur sowie im Vergleich zur Messung nach 24 Stunden Hypoxie (p<0,001).

Kruskal-Wallis p < 0,001 ***

28

Kruskal-Wallis p < 0,05 *

p<0,001 ***
l:\l)- p S OYOO‘] kK - p S 0Y05
T s

2,0

g
|

0.D. 490nm

18

0O.D. 490nm

1.0
18
I

1.4

05

o L

MC Hﬂ/poxie MC H\l/poxie MC Préyer Préyer Préyer
24h 72h Kontrolle Hypoxie 24h Hypoxie 72h Kontrolle

Abbildung 9 a. MC. b. Preyer. Die Zelllinien wurden fur 24 Stunden unter Hypoxie (+ 48 Stunden
Normoxie) bzw. fir 72 Stunden unter Hypoxie kultiviert. Die erhaltenen Messwerte der optischen Dichte
wurden mit der unbehandelten Referenz (Kontrolle) sowie untereinander verglichen. Signifikante
Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001).

Bei der Zelllinie MC ergab sich nach 24 Stunden Hypoxie sowie nach 72 Stunden Hypoxie
ein hochst signifikanter Rickgang der Proliferation im Vergleich zur Referenz (p<0,001).
Zwischen den Messwerten nach 24 Stunden Hypoxie und 72 Stunden Hypoxie ergab sich

dabei kein signifikanter Unterschied (p>0,05).

Nach 24 Stunden Hypoxie ergab sich bei Preyer bezogen auf die Normoxie-Referenz eine
signifikante Steigerung der Proliferation (p<0,05). Nach 72 Hypoxie zeigte sich keine
signifikante Proliferationsanderung gegeniber der Referenz (p>0,05). Auch zwischen den
Messwerten nach 24 Stunden und 72 Stunden Hypoxie ergab sich kein signifikanter
Unterschied (p>0,05).
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3.4. Beeinflussung der durch Hypoxie und ROS regulierten Signalwege

In dieser Versuchsreihe wurden die Signalwege, die zur Anpassung an Hypoxie oder ROS
fuhren, durch Zugabe von hemmenden und stimulierenden Chemikalien gezielt beeinflusst.
Nach entsprechender Inkubationszeit wurde die optische Dichte der behandelten Zellkultur
gemessen und mit dem Wert der optischen Dichte der unbehandelten Referenz-Kultur
verglichen. Dabei festgestellte Unterschiede wurden als eine Anderung des
Proliferationsverhaltens der Zellen interpretiert.

Fir dieses Experiment wurden Melanomzellen und Melanozyten, wie unter 2.3.2.
beschrieben, kultiviert und mit chemischen Inhibitoren und Stimulanzien (s. Tab. 1)
behandelt. Diese Stoffe wurden entweder in DMSO (Reinheit > 99,9 %) oder in Wasser

gelost.

Die ICs; Konzentration, welche der Literatur oder den Herstellerinformationen entnommen
wurden, wurde als 25 % Konzentration bezeichnet und ihr Vierfaches als 100 %

Konzentration. Diese Anséatze wurden bei allen Zelllinien getestet.

Um eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch DMSO bei der Auswertung zu
berlcksichtigen, wurden solche Zellkulturen, die mit in DMSO gelosten Chemikalien
behandelt wurden mit DMSO-behandelten Referenzkulturen verglichen. Diese wurden mit
DMSO in der Verdinnung der in DMSO geldsten Substanzen versetzt. Dies wird im
Folgenden als ,100 % Kontrolle* bzw. ,25 % Kontrolle* bezeichnet. Bei den in Wasser
geldsten Substanzen diente als jeweilige Referenz die unbehandelte Zelllinie (weiter als
.Kontrolle®). Nach 72 Stunden Inkubation erfolgte die Auswertung durch photometrische

Messung der optischen Dichte bei 490 nm.

Um eine Anderung des Proliferationsverhaltens der Zellen besser beurteilen zu kénnen
wurden die Werte der Referenz-Kulturen als 100 % festgelegt. In den graphischen
Darstellungen dieses Kapitels sind die Ergebnisse als prozentualer Anteil an der jeweiligen
Referenz angegeben. Untersucht wurde, ob es signifikante Unterschiede zwischen den
Messwerten der optischen Dichte von Referenz und behandelter Zelllinie gibt, sowie ob es

Unterschiede zwischen den jeweiligen Konzentrationen gibt.

Tabelle 4 gibt eine kurze Ubersicht (ber die Wirkungsmechanismen der in dieser

Versuchsreihe verwendeten Substanzen.

Eine vollstandige Auflistung der in den folgenden Abschnitten dargestellten statistischen

Ergebnisse findet sich in tabellarischer Form unter 10.1.2. im Anhang.
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Tabelle 4: Wirkungsmechanismus der zugegebenen Substanzen

Substanz

Wirkung

Dimethylsulfoxid
(DMSO)

Verlangsamt Tumorwachstum, ohne Apoptose auszulésen [190—
192].
Scheint eine Hemmung des PI3K/Akt Signalwegs zu bewirken
[194]

Bewirkt eine Differenzierung von Tumorzellen [193].

Cobalt(ll) Chloride
(CoCly)

Imitiert zellulare Hypoxie und aktiviert so HIF-1a [187-189].

Beeinflussung HIF-Signalwege

CAS882268-69-1
(CASS88)

HIF-2a, somit
Unterdriickung HIF-2a vermittelter Signalwege. Kein Effekt auf
Transkription der HIF-2a Zielgene, kein Effekt auf Stabilitat der

HIF-2a Untereinheit [195].

Hemmung der Translationseffekte von

CAS934593-90-5

Blockiert die bei Hypoxie induzierte Akkumulation von HIF-1a

(CAS93) und somit die HIF-1-vermittelte Transkription. Kein Effekt auf
Menge der zellularen HIF-1a mRNA oder HIF-13[196—198].
CAY10585 Inhibitor der HIF-1a Akkumulation und der HIF-1 vermittelten
(CAY) Transkription [196].
FM19G11 Verhindert die hypoxiebedingte Akkumulation von HIF-1a und
HIF-2a. Verhindert so Aktivierung der HRE-Gene unter Hypoxie
[199].
KC7F2 Verringert zellulare HIF-1a Synthese und dadurch die HIF-1

vermittelte Transkription. Kein Effekt auf HIF-1B. Kein Effekt auf
Stabilitat von HIF-1a [200].

Dimethyloxallyl Glycine

HIF-1a Stabilisierung unter Normoxie, proangiogenetisch.[201,

(DMOG) 202]
Beeinflussung NfkB Sighalweg
Ammonium Reduziert Kupfer und bewirkt eine Hemmung der SOD 1. Wirkt

tetrathiomolybdate
(ATTM)

hemmend auf Angiogenese und Tumorproliferation [203, 204]
Zudem Inhibition NFkB [205, 206]

Beeinflussung der ROS-Produktion

Diphenyleneiodonium
chloride (DPI)

Hemmung NADPH-Oxidase (NOX) und so Verringerung der
zellularen ROS-Produktion [40].

Apocynin

(Acetovanillone)

Hemmung NADPH-Oxidase (NOX) und so Verringerung der
zellularen ROS-Produktion [40, 207].
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Beeinflussung Nrf2

Luteolin Verringert zellulare ROS-Produktion, hemmt NOX, moduliert
ROS-verknlpfte Signalwege. Hemmt HIF1-Aktivitat, Ak/mTOR-
Signalweg, VEGF, NFkB und Produktion proinflammatorischer
Zytokine [208].

Induziert Expression von ARE-Genen (antioxidant response
element) und bewirkt Anstieg der mRNA- und Protein-Level von
Nrf2 und Nrf2-Ziel-Genen. Hemmt die Produktion von NO und
die NO-Synthase [209].

Trigonelline Hemmt Nrf2-Aktivitat und Nrf2-Akkumulation [210]
hydrochloride Verringerung von oxidativem Stress durch NOX-Hemmung [211].
(Trig)
Cucurbitain B hydrate | Reduziert die zellulare ROS-Produktion und fiihrt zu einer Nrf2-
(CuB) Aktivierung [212]

Hemmung der Aktivitdt von HIF-1a und NFkB. Verhindert HIF-1a
Akkumulation und VEGF-Ausschittung unter Hypoxie. Hemmt
Tumorwachstum [213-215].

Beeinflussung Sighalkaskaden

NSC 23766 Selektiver Inhibitor der Racl vermittelten Signalwege, verringert
(NSC 23) Zellproliferation und Zellwachstum bei vorliegen Racl-
aktivierender Mutationen [169, 216].

Rapamycin mTOR-Inhibitor, immunsuppressiv, antiproliferativ [217—-219].

(Rapa)

Beeinflussung der Messwerte durch DMSO

Fur die Wirkung von DMSO ist ein hemmender Einfluss auf das Tumorwachstum sowie eine
Inhibition des PI3K/Akt Signalweges beschrieben [191, 194].

Um eine Beeinflussung der Ergebnisse der gesamten Versuchsreihe durch die Verwendung
von DMSO als Lésungsmedium festzustellen, wurde zundchst DMSO in 100 % und 25 %
Konzentration zu den Zellkulturen A375, Preyer, IGR-1, MeWo, Sk-Mel 28 und HEMa-LP
gegeben. Als Referenzkultur dienten die jeweiligen unbehandelten Zelllinien. In Abbildung 10
sind die Ergebnisse als prozentualer Anteil an der Kontrolle dargestellt. Die statistischen

Daten zu dieser Abbildung finden sich in Tabelle 6 im Anhang.

Die Zugabe von DMSO fuhrte in beiden getesteten Verdinnungen bei Preyer und IGR-1 und
zu signifikant erhdhten Werten der optischen Dichte. Bei A375, Sk-Mel 28 und HeMa-LP
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ergab sich durch DMSO keine signifikante Anderung der Messwerte. Bei MeWo fiihrte die
25 % Konzentration zu einer signifikanten Erhdhung der Messwerte, wahrend die 100 %
Konzentration keine signifikante Anderung bewirkte.
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Abbildung 10: Um eine Beeinflussung der gesamten Versuchsreihe durch die Verwendung von DMSO als
Losungsmedium festzustellen wurde dies in 25 % und 100 % Konzentration getestet. Darstellung der
Messwerte der optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als
100 % gesetzt und nicht mit abgebildet (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede
sind durch Klammern tber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Durch die Verwendung von DMSO als Lésungsmittel konnte somit eine Beeinflussung der
Messwerte nicht ausgeschlossen werden. Daher wurde bei allen Experimenten, bei denen
die untersuchten Substanzen in DMSO gel6st waren, die jeweilige Kontrolle ebenfalls mit

DMSO in entsprechender Konzentration versetzt.

Simulation der Wirkung von Hypoxie durch Zugabe von CoCl, und DMOG

Kobaldchlorid (CoCl,) bewirkt eine Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1a. Durch Zugabe
dieser Substanz wurde die Wirkung von Hypoxie auf Zellen simuliert [187-189]. Untersucht
wurden eine 100 % Konzentration sowie eine vierfache Verdinnung dieses Ansatzes (25 %
Konzentration). Die graphische Darstellung der Messwerte findet sich in Abbildung 11. Die

statistischen Daten zu dieser Abbildung sind in Tabelle 7 im Anhang angegeben.
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Bezogen auf die unbehandelte Referenzkultur kam es nach 100 % CoCl,-L6sung bei MeWo
bzw. nach 25 % CoCl,-Losung bei Preyer zu einer signifikanten Erhéhung der Messwerte.

Bei Preyer, IGR-1 und HeMa-LP gab es signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten
der 25% wund der 100 % CoCl,-Losung. Bei den Uubrigen Zelllinien waren die
Messwertunterschiede zwischen den beiden Konzentrationen nicht signifikant. Bei den
Zellkulturen A375, Preyer, IGR-1, Sk-Mel 28 und HeMa-LP fuhrte die 100 % CoCl,-L6sung
zu einer signifikanten Abnahme der Messwerte. Die 25 % Konzentration bewirkte einen
signifikanten Rickgang der optischen Dichte bei A375. Die Veranderung der Messwerte
nach Zugabe der 25 % Konzentration bei IGR-1, Sk-Mel 28, MeWo und HeMa-LP waren
nicht signifikant.
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Abbildung 11: Simulation der Wirkung von Hypoxie auf Zellen, Stabilisierung und Aktivierung von HIF-1a
durch CoCl,. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte
Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05;
**p<0,01; **p<0,001).

Fur den Wirkungsmechanismus von DMOG ist eine Stabilisierung von HIF-1a unter
Normoxie beschrieben [201, 202]. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 12
graphisch dargestellt. Die statistischen Daten zu dieser Abbildung finden sich im Anhang in
Tabelle 8. Bei allen Melanomzelllinien sowie bei den Melanozyten HeMa-LP kam es bezogen

auf die jeweilige Referenzkultur durch die Zugabe von DMOG 100 % zu einer signifikanten
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Verringerung der Messwert. Die 25 % Konzentration bewirkte ebenfalls einen Ruckgang der
Messwerte verglichen mit der jeweiligen Referenzkultur. Dabei waren diese Ergebnisse bei
A375, IGR-1 und MeWo signifikant. Bei A375 und Preyer ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Messungen der 25 % und der 100 % Konzentration.
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Abbildung 12: Stabilisierung von HIF-1a unter Normoxie durch DMOG. Darstellung der Messwerte der
optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und
nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch
Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

HIF-Signalwege

Die Stoffe CAS 934593-90-5 (CAS93), CAY 10585 (CAY) und KC7F2 wirken Uber eine
Inhibition von HIF-1a, CAS 882268-69-1 (CAS88) Uber eine Inhibition von HIF-2a. FM19G11
(FM19) bewirkt eine Inhibition beider Transkriptionsfaktoren [195—-200].

Bei den Melanozyten HeMa-LP bewirkte die Zugabe dieser Chemikalien (iberwiegend eine
Verringerung der Messerwerte im Vergleich zur unbehandelten Referenzkultur. Dabei waren
die Ergebnisse nach Zugabe der 25 % Konzentration von CAS93 und CAY nicht signifikant.
Bei FM19 fuhrten beide Konzentrationen zu einer Verringerung der Messwerte, wobei diese
Ergebnisse ebenfalls nicht signifikant waren. Es zeigten sich signifikant niedrigere Werte
nach Zugabe der 100 % Konzentration im Vergleich zur 25 % Konzentration bei CAS93,
CAS88 und CAY. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 13 graphisch

dargestellt. Die statistischen Angaben sind in Tabelle 9 im Anhang hinterlegt.
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Abbildung 13: Melanozyten HeMa-LP, HIF-Inhibitoren: Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im
Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet.
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern lber den Balken
gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Abhangig von der jeweiligen Melanomzelllinie fihrte die Zugabe von CAS93, FM19, CAS88
und CAY zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die statistischen Ergebnisse der im Folgenden

dargestellten Messreihe sind in den Tabellen 9 und 10 im Anhang angegeben.

CAS93 fihrte in 100 % Konzentration, bezogen auf die Referenz, zu einer signifikanten
Verringerung der Messwerte bei IGR-1. Bei MeWo kam es zu einer signifikanten Erhéhung
der Messwerte. Bei Sk-Mel 28, A375 und Preyer waren die Messungen nicht signifikant. Bei
Sk-Mel 28, IGR-1 und MeWo fiihrte die 25 % Konzentration von CAS93, bezogen auf die
Referenz sowie auf die 100 % Konzentration, eine signifikante Verringerung der Messwerte.
Bei A375 und Preyer flhrte die 25 % Konzentration zu einer signifikanten Steigerung der
Messwerte verglichen zur Referenz. Der Unterschied der 25 % Konzentration zur 100 %

Konzentration war bei A375 nicht signifikant.

FM19 fihrte in 100 % und 25 % Konzentration zu keiner signifikanten Messwertveranderung
bei SK-Mel 28. Die 100 % Konzentration bewirkte, bezogen auf die jeweilige Referenz, eine
signifikante Abnahme der Messwerte bei IGR-1, wahrend es bei MeWo zu einer signifikanten
Steigerung kam. Bei A375 und Preyer filhrte 100 % FM19 zu keiner signifikanten Anderung

der Messwerte im Bezug auf die jeweilige Referenz. Bei A375 kam es, bezogen auf die
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Referenz sowie auf die 100 % Konzentration, zu signifikant groReren Messwerten. Bei IGR-1
und MeWo ergab sich nach Zugabe der 25 % Konzentration eine signifikante Verringerung
der Messwerte gegeniber der Referenz. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen der 25 % und der 100 % Konzentration festgestellt werden. Bei Preyer fihrte 25 %
FM19 zu signifikant grof3eren Messwerten als die Referenz und die 100 % Konzentration.

CASB88 bewirkte in 100 % Konzentration, bezogen auf die jeweilige Referenz, eine Abnahme
der Messwerte, wobei dieses Ergebnis bei Sk-Mel 28 nicht signifikant war. Die 25 %
Konzentration fiihrte nur noch bei IGR-1 und MeWo zu signifikant kleineren Messwerten. Bei
A375 und Preyer ergab sich eine signifikante Zunahme der Messwerte nach Zugabe von
25 % CASB88 im Vergleich zur Referenz sowie im Vergleich zur 100 % Konzentration.

Die Zugabe von KCF2 fihrte in beiden untersuchten Konzentrationen, bezogen auf die
Referenz, zu einer signifikanten Verringerung der Messwerte bei Sk-Mel 28 und IGR-1.
Dabei ergab sich zudem ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Konzentrationen bei
IGR-1. Bei Sk-Mel 28 war dieser Unterschied nicht signifikant. Die 25 % Konzentration von
KCF2 bewirkte eine signifikante Abnahme der Messwerte bei A375, MeWo und Preyer. Die
100 % Konzentration fiihrte im Bezug auf die Referenz zu keiner signifikanten Anderung der
Messwerte bei A375, MeWo und Preyer. Der Unterschied zur 25 % Konzentration waren
dabei nur bei A375 und MeWo signifikant.

Nach Zugabe von CAY 100 % kam es, bezogen auf die Referenz, zu einer signifikanten
Zunahme der Messwerte bei Sk-Mel 28, A375 und MeWo. Bei IGR-1 fihrte diese
Konzentration zu einer signifikanten Abnahme der Messwerte im Vergleich zur Referenz. Bei
Preyer war der Unterschied der Messwerte zwischen 100 % CAY und Referenz nicht
signifikant. Die 25 % Konzentration bewirkte eine signifikante Steigerung der Messwerte im
Bezug auf die Referenz sowie auf die 100 % Konzentration bei A375. Bei IGR-1 und Sk-Mel
28 fuhrte die 25 % Konzentration zu keiner signifikanten Veranderung der Messwerte
verglichen mit der Referenz. Zudem ergab sich hier kein signifikanter Unterschied der
Messwerte nach 25 % und 100 % Konzentration. Bei MeWo flihrte die 25% Konzentration zu
einer signifikanten Verringerung der Messwerte bezogen auf Referenzkultur sowie auf die
100 % Konzentration. Bei Preyer flhrte die Zugabe der 25 % Konzentration zu signifikant

grolReren Messwerten bezogen auf die Referenz sowie auf die 100 % Konzentration.
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Abbildung 14 a. A375, HIF-Inhibitoren. b. Preyer, HIF-Inhibitoren. Darstellung der Messwerte der optischen

Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit
abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern uber
den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Abbildungen 14 a, b zeigen die entsprechenden graphischen Darstellungen fur die
Melanomzellen A375 und Preyer. Die graphischen Darstellungen fir die Zelllinien IGR-1,
MeWo und Sk-Mel 28 finden sich im Anhang (Abb. 35 a, b, Abb. 36).

Bei A375 kam es nach Zugabe der 25 % Konzentration von CAS93, FM19, CAS88 und CAY
zu signifikant groBeren Messwerten im Vergleich zur unbehandelten Referenzkultur. Dabei
zeigte die Messung bei FM19, CAS88 und CAY zudem einen signifikanten Unterschied zur
100 % Konzentration. KC7F2 flihrte in 25 % Konzentration zu einer signifikanten Abnahme
der Messwerte, wahrend bei 100 % eine nicht signifikante Zunahme beobachtet wurde. Der
Unterschied zwischen der 25 % und 100 % Messung bei KC7F2 war signifikant.

Nach Zugabe der 100 % Konzentration von CAS93, FM19 und KC7F2 ergaben sich
signifikante Unterschiede zu den Messwerten der Referenzkultur. Bei CAS88 ergab sich,
bezogen auf die Referenz, nach Zugabe der 100 % Konzentration eine signifikante
Verringerung der Messwerte. Bei CAY 100 % zeigte sich eine signifikante Zunahme der

Messwerte.

Bei Preyer zeigte sich nach Zugabe der 25 % Konzentration von CAS93, FM19, CAS88 und

CAY eine signifikante Erhéhung der Messwerte im Vergleich zur Referenz. Dabei fielen die
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Messwerte nach Zugabe der 25 % Konzentration signifikant gro3er aus als die der 100 %
Konzentration. Die Messung nach Zugabe der 100 % Konzentration von CAS93, FM19,
KC7F2 und CAY ergab bei Preyer keine signifikante Abweichung von den Messwerten der
Referenz. Die 100 % Konzentration von CAS88 bewirkte eine signifikante Abnahme der
Messwerte im Vergleich zur Referenz.

Hemmung der SOD 1 durch ATTM

Ammonium tetrathiomolybdate (ATTM) hemmt die Superoxid Dismutase 1 (SOD 1) und
bewirkt so eine Hemmung der Angiogenese und des Tumorwachstums [203, 204] Auch eine
Inhibition des Transkriptionsfaktors NfkB durch ATTM wurde beschrieben [205, 206].

Die graphische Darstellung der an ATTM gewonnenen Daten findet sich in Abbildung 15. Die

statistischen Daten finden sich in Tabelle 11 im Anhang.
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Abbildung 15: Erhéhung der Hypoxie durch Bildung von H;O; und Sauerstoffradikalen mittels ATTM in
100 % und 25 % Konzentration. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im Bezug auf die
jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet. (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken
gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Die Zugabe von ATTM in 100 % Konzentration fithrte, im Vergleich zur Referenzkultur, zu
einer signifikanten Erhdhung der Messwerte bei A375, Preyer, Sk-Mel 28 und MeWo. Bei

IGR-1 und HeMa-LP waren die Ergebnisse bei dieser Konzentration nicht signifikant. Bei
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A375 und Preyer waren die Messwerte nach Zugabe von ATTM 25 % signifikant grof3er als
die der jeweiligen Referenz. Dabei zeigte sich zudem ein signifikanter Unterschied zwischen
den Messungen der 25 % und 100 % Konzentration. Bei IGR-1, Sk-Mel 28 und HeMa-LP
zeigten die Messwerte nach Zugabe von 25 % ATTM keine signifikanten Abweichungen von
der Referenz. Bei MeWo fielen die Messwerte, bezogen auf die Referenz sowie auf die
100 % Konzentration, nach 25 % ATTM signifikant kleiner aus. Bei HeMa-LP fuhrten beide
Konzentrationen zu keiner signifikanten Anderung der Messwerte bezogen auf die Referenz,
jedoch ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Messwerten der 25 % und der
100 % Konzentration.

Beeinflussung der zellularen ROS-Produktion durch Hemmung der NADPH-Oxidase

Die Stoffe DPI und Apocynin bewirken durch die Hemmung der NADPH-Oxidase eine

Reduzierung der zellularen ROS-Produktion und —Konzentration [40, 207].

Bei allen untersuchten Zelllinien fiihrte die Zugabe von DPI in beiden Konzentrationen zu
einer signifikanten Abnahme der Messwerte verglichen mit der jeweiligen Referenzkultur.
Zudem wurden bei A375, Preyer, Sk-Mel 28, MeWo und HeMa-LP signifikante Unterschiede
zwischen den Messwerten der 100 % und der 25 % Konzentration festgestellt. Dabei fiihrte
die 25% zu einer signifikant geringeren Abnahme der Messwerte als die 100 %
Konzentration. Die graphische Darstellung dieser Ergebnisse findet sich in Abbildung 16 a,

die statistischen Daten finden sich in Tabelle 12 im Anhang.

Die Zugabe von Apocynin fuhrte in beiden untersuchten Konzentrationen zu einer
signifikanten Erhdhung der Messwerte bei A375, Preyer, IGR-1 und MeWo. Bei Sk-Mel 28
und HeMa-LP fiihrten beide Konzentrationen zu keiner signifikanten Veranderung der
Messwerte. Die graphische Darstellung dieser Ergebnisse findet sich in Abbildung 16 b. Die

statistischen Daten sind in Tabelle 13 im Anhang angegeben.

49



DPI Apocynin
100 mioo% || '€ W100%
25% 25%
140
80 -
2 2120
£ £
c c
o o
X ¥ 100
= 60 C
0] [0]
o o
S . X g0
g ™ £
g« : & 60
<+ , ol <+
o P o
o} 0, 40
20
I .
0 0
a A375 Preyer Sk-Mel28  MeWo HeMa b A375 Preyer Sk-Mel 28 MeWo HeMa

Abbildung 16 Hemmung der ROS-Produktion durch Zugabe von a. DPI, b. Apocynin. Darstellung der
Messwerte der optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als
100 % gesetzt und nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede
sind durch Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001). Bei Apocynin gab

es keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen.

Beeinflussung des Transkriptionsfaktors Nrf2 durch Trigonelline, Luteolin und

Cucurbitacin B

Hier wurden Substanzen getestet, die die Aktivitdt und Akkumulation des
Transkriptionsfaktors Nrf2 beeinflussen und dadurch Einfluss auf die zellulare ROS-

Produktion und —Resistenz nehmen.

Trigonelline hemmt die Nrf2-Aktivitat und -Akkumulation, gleichzeitig reduziert es den
oxidativen Stress durch Hemmung der NADPH-Oxidase [210, 211]

Luteolin verringert die zellulare ROS-Produktion und fithrt zudem zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nrf2 und Hemmung von HIF-1 sowie Akt, mTOR und NFkB. [208, 209].

Cucurbitacin B reduziert ebenfalls die ROS-Produktion und vermittelt eine Aktivierung von

Nrf2 sowie einer Hemmung von HIF-1a und NFkB [212-215].

Bei HeMa-LP waren die Messwerte nach Zugabe von Luteolin in 100 % sowie in 25 %
Konzentration signifikant kleiner als die Messwerte der Referenzkultur. Dabei fielen die

Messwerte der 25 % Konzentration zudem signifikant niedriger aus als die Messwerte der
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100% Konzentration. Cucurbitacin B bewirkte in beiden untersuchten Konzentrationen
ebenfalls eine signifikante Abnahme der Messwerte verglichen mit der Referenz. Zwischen
der 100 % und der 25 % Konzentration ergab sich kein signifikanter Messwerteunterschied.
Verglichen zur unbehandelten Referenzkultur waren die Werte der optischen Dichte nach
Zugabe von Trigonelline in 100 % Konzentration signifikant niedriger. Nach Zugabe der 25 %
Konzentration fielen die Messwerte leicht erhéht aus, wobei dieser Effekt nicht signifikant
war. Der der Unterschied nach Zugabe von 25 % Trigonelline und 100 % Trigonelline war
signifikant. Die Ergebnisse von HeMa-LP sind in Abbildung 17 graphisch dargestellt. Die
statistischen Daten finden sich in Tabelle 14 im Anhang.
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Abbildung 17: Melanozyten HeMa-LP. Beeinflussung von Nrf2 durch Luteolin, Cucurbitacin B und
Trigonelline jeweils in 100 % und 25 % Konzentration. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im
Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet.
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern tber den Balken
gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Bei allen untersuchten Melanomzelllinien fielen nach Zugabe von Cucurbitacin B in beiden
Konzentrationen die Messwerte signifikant kleiner aus, als die der jeweiligen Referenz. Dabei
ergaben sich nach Zugabe der 100 % Konzentration bei A375, Preyer und Sk-Mel 28
signifikant niedrigere Werte als nach Zugabe der 25 % Konzentration. Bei IGR-1 fihrte die
25 % Konzentration zu signifikant niedrigeren Werten als die 100% Konzentration. Bei MeWo

gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Messwerten der 100 % und der 25 %
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Konzentration. Diese Daten sind in Abbildung 18 graphisch dargestellt. In Tabelle 15 im
Anhang finden sich die entsprechenden statistischen Daten.
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Abbildung 18: Melanomzellen. Beeinflussung von Nrf2 durch Cucurbitacin B. Darstellung der Messwerte
der optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt
und nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch
Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Abbildung 19 zeigt die Anderung der optischen Dichte nach Zugabe von Luteolin zu den
Melanomzellen. Die entsprechenden statistischen Daten finden sich in Tabelle 16 im
Anhang. Die Messwerte fielen bei der Mehrzahl der Melanomzellen nach Zugabe der 100 %
Konzentration signifikant kleiner aus als die Messwerte der jeweiligen Referenz. Nur bei IGR-
1 war der Unterschied zur Referenzkultur nicht signifikant. Bei Preyer fihrte die 25%
Konzentration, bezogen auf die Referenz, zu signifikant groReren Messwerten. Bei IGR-1,
Sk-Mel 28 und MeWo kam es nach Zugabe von 25 % Luteolin zu signifikant kleineren
Messwerten im Vergleich mit der jeweiligen Referenzkultur. Bei A375, Preyer und Sk-Mel 28
fielen die Messwerte nach Zugabe der 100 % Konzentration signifikant kleiner aus, als die
Messwerte der 25 % Konzentration. Bei IGR-1 zeigte sich ebenfalls ein signifikanter
Unterschied zwischen den Messwerten der 100 % und der 25 % Konzentration Luteolin,
wobei hier die Werte der 25 % Konzentration kleiner ausfielen. Das Ergebnis der Messung

nach Zugabe der 100 % Konzentration war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 19: Melanomzellen. Beeinflussung von Nrf2 durch Luteolin. Darstellung der Messwerte der
optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und
nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch
Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Nach Zugabe von Trigonelline 100 % ergaben sich bezogen auf die Referenzkultur
signifikant niedrigere Messwerte bei Preyer sowie signifikant gréRere Messwerte bei IGR-1
und MeWo. Bei Preyer fielen die Messwerte nach Zugabe der 25 % Konzentration signifikant
groler aus, als die Messwerte der Referenz.

Es ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten der 100 % und 25 %
Konzentration bei Preyer, IGR-1 und MeWo. Dabei fihrte bei IGR-1 und MeWo die 100 %
Konzentration zu signifikant gréReren Werten als die 25 %. Bei Preyer fielen die Messwerte
der 100 % Konzentration signifikant kleiner aus als die 25% Konzentration. Abbildung 20
stellt diese Ergebnisse grapisch dar. Eine Ubersicht (ber die statistischen Daten liefert

Tabelle 17 im Anhang.
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Abbildung 20: Beeinflussung von Nrf2 durch Trigonelline. Darstellung der Messwerte der optischen
Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit
abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern tber
den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Um die Wirkung von Trigonelline, Luteolin und Cucurbitacin B weiter zu untersuchen, um
weitere Konzentrationen zu berlcksichtigen, sowie um einen hypoxischen bzw. ROS-
Gradienten zu simulieren, wurden bei den Melanomzellen A375 und Preyer
Verdunnungsreihen dieser Chemikalien getestet. Es wurden Konzentrationen von 200 % bis
6,25 %, also von der achtfachen ICsy bis zur 25 %igen Konzentration der 1Cso.angewandt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 21 und 22 dargestellt. Eine ausfuhrliche Darstellung der

statistischen Daten findet sich in den Tabellen 18 bis 23 im Anhang.

Bei A375 ergab sich nach Zugabe der verschiedenen Konzentrationen von Trigonelline eine
Erhéhung der Messwerte im Vergleich zur unbehandelten Referenzkultur. Diese Messwerte
waren bis auf die Ergebnisse der 50 % und 25 % Konzentration signifikant. Die Ergebnisse

der verschiedenen Konzentrationen unterschieden sich nicht signifikant.

Bei Preyer ergaben sich nach Zugabe der verschiedenen Konzentrationen von Trigonelline
ahnliche Ergebnisse. Wie bei A375 fielen die Messwerte im Vergleich zur unbehandelten
Referenzkultur groRer aus. Dabei war nur das Ergebnis der 25 % Konzentration nicht
signifikant. Bei Preyer zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Konzentrationen.

54



Die Zugabe von Luteolin fihrte bei A375 und Preyer in allen untersuchten Konzentrationen
zu geringeren Messwerten im Vergleich mit der jeweiligen Referenz. Dabei war nur die
Messung der 12,5 % Konzentration bei Preyer nicht signifikant. Zusatzlich wurden bei beiden
Zelllinien signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Konzentrationen registriert.
Dabei fielen bei hdheren Konzentrationen die Messwerte signifikant kleiner aus, als bei den

stark verdiinnten Substanzen.

Die Zugabe von Cucurbitacin B bewirkte in allen untersuchten Konzentrationen bei Preyer
und A375 eine signifikante Verringerung der Messwerte verglichen mit der jeweiligen
Referenzkultur. Auch hier wurden signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen
Verdinnungen festgestellt. Dabei fielen die Messwerte nach Zugabe hoherer
Konzentrationen signifikant kleiner aus, als die Messwerte nach Zugabe von starker

verdinntem Cucurbitacin B.
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Abbildung 21: A375. Verdinnungsreihe der Nrf2- Inhibitoren. Darstellung der Messwerte der optischen
Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit
abgebildet. (*p<0,05; *p<0,01; **p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern tber
den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Abbildung 22: Preyer. Verdinnungsreihen der Nrf2- Inhibitoren. Darstellung der Messwerte der optischen
Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit
abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern tber
den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Beeinflussung der Sighalkaskaden von mTOR und Racl

Rapamycin hemmt direkt mTOR und wirkt dadurch inhibitorisch auf das Tumorwachstum und
die Zellproliferation [217—-219]. NSC23766 inhibiert Racl und hemmt auf diese Weise die
Zellproliferation und -migration [7, 216, 220].

Die nach Zugabe von Rapamycin erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 23 graphisch
dargestellt. Die statistischen Daten finden sich in Tabelle 24 im Anhang. Verglichen mit der
jeweiligen Referenzkultur kam es bei allen Zelllinien nach Zugabe beider untersuchten
Konzentrationen von Rapamycin zu einer signifikanten Verringerung der optischen Dichte.
Dabei ergab sich nur bei IGR-1 ein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der 25 %
und der 100 % Konzentration. Bei den Ubrigen Zelllinien war der Unterschied zwischen der

25 % und der 100 % Konzentration nicht signifikant.
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Abbildung 23: Hemmung von mTOR durch Rapamycin. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte
im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit
abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern tber
den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Die Zugabe von NSC23766 in 100 % Konzentration fiihrte bei allen untersuchten Zelllinien
zu einer signifikanten Abnahme der Messwerte im Vergleich mit der jeweiligen
Referenzkultur.  Signifikante  Unterschiede zwischen den beiden untersuchten
Konzentrationen gab es bei den Zelllinien A375, Preyer und HeMa-LP. Dabei flhrte die 25 %
Konzentration zu keiner signifikanten Veranderung der Messwerte bei A375, IGR-1 und
HeMa-LP. Bei Preyer kam es durch die 25 % Konzentration zu einer signifikanten Erhéhung
der Messwerte. Zu einem signifikanten Rickgang der Messwerte nach Zugabe der 25 %
Konzentration kam es bei Sk-Mel 28 und MeWo. Die Ergebnisse nach Zugabe dieser
Substanz sind in Abbildung 24 dargestellt. Die entsprechenden statistischen Daten finden

sich in Tabelle 25 im Anhang.
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Abbildung 24: Hemmung von Racl durch NSC23766. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im
Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet.
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern lber den Balken
gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001).
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3.5.  Immunhistologische Untersuchungen

Um Ruckschlisse auf die Aktivitat der durch Hypoxie und ROS aktivierten Signalwege in
vivo zu erhalten, wurden Gewebepraparate sowie Kkultivierte Zellen auf die Expression von
Hypoxiemarkern untersucht. Ferner wurde die Expression von potentiellen
Melanomstammzellmarkern untersucht und auf eine Kolokalisation mit den Hypoxiemarkern
geachtet. So sollte festgestellt werden, ob insbesondere mit Hypoxie und ROS assoziierte
Signalwege exprimiert werden, ahnlich wie dies bei ha&matologischen Stammzellen und
hamatologischen Malignomen der Fall ist [221, 222].

3.5.1. Untersuchungen an Gewebepraparaten

Untersucht wurden einzelne Praparate von Navuszellnavi, Primarmelanomen und
Metastasen dieser Melanome. Die Melanompréparate umfassten die Subtypen
akrolentiginbses, amelanotisches, Lentigo Maligna, noduldres und superfiziell spreitendes
Melanom. Die Praparate wurden im Rahmen der Routinediagnostik der Universitatshautklinik
Magdeburg nach entsprechender Aufklarung und schriftlicher Einwilligung der Patienten
entnommen. Gefarbt wurden sie jeweils mit einer Kombination aus Antikdrpern gegen

Hypoxiemarker und Stammzellmarker.
Die Abbildungen 25 bis 30 zeigen Ergebnisse dieser Farbungen.

In Abbildung 25 und 26 sind die Aufnahmen eines superfiziell spreitenden Melanoms
(Abb. 25 a, ¢, 26 a, ¢) und einer Metastase desselben Melanoms (Abb 25 b, d, 26 b, d) zu
sehen. Bei Abbildung 26 a, b ist zur besseren Strukturerkennung die Lichtbildaufnahme des

Praparates unterlegt.

Dieses SSM wurde bei einem 56-jahrigen mannlichen Patienten am rechtsseitigen Abdomen
entdeckt. Histologisch handelte es sich um ein primares superfiziell spreitendes malignes
Melanom mit nodularem Anteil. Das Tumorstadium entsprach bei Diagnose einer
Tumordicke von 3,4 mm, Clark Level V, pT3 N2b Mlc, Stadium IV (AJCC 2002). Bei der
Metastase handelte es sich um eine subkutane Metastase, die zehn Monate nach

Erstdiagnose entfernt wurde.

Es zeigte sich eine starke Expression der Hypoxiemarker (rot) HIF-1a (Abb. 25 a-d), VEGF
(Abb.25¢c,d) und Nrf2 (Abb.26c,d) innerhalb des primaren malignen Melanoms
(Abb. 25 a, ¢, 26 c) sowie innerhalb der Metastasen dieses Melanoms (Abb. 25 b, d, 26 d).
Gelb angefarbte Bereichen wiesen eine Uberlagerung der Farbungen von Stammzellmarker

(grin) und Hypoxiemarker auf, was einer Kolokalisation von HIF-1a und ABCB5



(Abb. 25 a, b) bzw. von Nrf2 und JARID-1B (Abb. 26 c, d) entsprach. Areale mit einer
Kolokalisation der Hypoxiemarker HIF-1a, VEGF und ABCB5 wiesen eine helle Farbung auf
(Abb. 25 d). Der Stammzellmarker ABCB5 war in der Metastase starker exprimiert als im

priméren Melanom.
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Abbildung 25: SSM und Metastase, AK 1. a: SSM, b: Metastase: die Pfeile zeigen auf Areale mit
Kolokalisation des Hypoxiemarkers HIF-1a und des Stammzellmarkers ABCB5. ¢:SSM: die Pfeile zeigen
auf Areale mit Kolokalisation des Hypoxiemarkers HIF-1a und des Hypoxiemarkers VEGF. d: Metastase:
die Pfeile zeigen auf Kolokalisation der Hypoxiemarker HIF-1a und VEGF sowie des Stammzellmarkers
ABCBS5. (Balken 100 um).

Die Abbildung 26 a, b zeigt Ergebnisse einer Farbung mit einer Antikdrperkombination gegen
die Stammzellmarker ABCB5 und ALDH1ALl. Innerhalb der Metastase (Abb. 26 b) stellten
sich beide Marker starker da, als im primaren Melanom (Abb. 26 a) und insbesondere der
Marker ABCB5 war innerhalb der Metastase starker nachweisbar. Fir beide Marker fanden

sich Areale mit gemeinsamer Lokalisation, als auch solche in denen sie getrennt auftraten.

Abb. 26 ¢, d zeigt Ergebnisse der Antikdrperkombination von Hypoxiemarker Nrf2 und
Stammzellmarker JARID-1B. Der Stammzellmarker zeigte sich nur in gemeinsamer
Lokalisation mit dem Hypoxiemarker, wéhrend der Hypoxiemarker auch unabh&ngig vom

Stammzellmarker nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 26: SSM und Metastase. Zur besseren Strukturerkennung ist bei a und b eine
Lichtbildaufnahme unterlegt. a: SSM, AK 4, b: Metastase, AK 4. die Pfeile zeigen auf Areale mit
Kolokalisation der Stammzellmarker ABCB5 und ALDH1AL. c: SSM, AK 5, d: Metastase, AK 5: die Pfeile
zeigen auf Areale mit Kolokalisation des Hypoxiemarkers Nrf2 und des Stammzellmarkers JARID-1B.
(Balken 100 pm).

Abbildung 27 und 28 zeigen Aufnahmen eines nodularen Melanoms (Abb. 27 a, ¢, 28 a) und
einer Metastase desselben Melanoms (Abb. 27 b, d, 28 b).

Dieses nodulare Melanom wurde bei einer 95-jahrigen Patientin an der linken Wange
diagnostiziert. Diese  sonnenexponierte  Lokalisation lasst eine  UV-induzierte
Melanomentstehung vermuten. Histologisch handelte es sich um ein primar nodulares
malignes Melanom, Clark Level IV, Tumordicke nach Breslow 4 mm. Zum Diagnosezeitpunkt
lagen bereits multiple kutane Metastasen vor. Bei der hier dargestellten Metastase handelte
es sich um eine kutan-subkutan lokalisierte Metastase aus unmittelbarer Nahe des primaren
Melanoms.

Es zeigte sich eine starke Expression der Hypoxiemarker (rot) Nrf2 (Abb. 27 a, b) und HIF-2a
(Abb. 27 c, d) innerhalb des primaren malignen Melanoms (Abb. 27 a, c) sowie innerhalb der
Metastasen dieses Melanoms (Abb. 27 b, d). In den gelb dargestellten Bereichen lag eine

Uberlagerung der Farbung von Stammzellmarker (griin) und Hypoxiemarker vor, was auf
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eine Kolokalisation von Nrf2 und p75 NGF (Abb.27 a, b) sowie HIF-2a und CD133
(Abb. 27 c,d) hinweist. Beide Stammzellmarker waren in der Metastase starker
nachweisbar, als im primaren Melanom. Zudem fanden sich Bereiche, in denen p75 NGF
bzw. CD133 unabhéngig von einem Hypoxiemarker exprimiert wurden. Diese Bereiche sind
in den Abbildungen mit blauen Pfeilen markiert.

Abbildung 28 zeigt dasselbe nodulare Melanom und dieselbe Metastase, gefarbt mit einer
Antikdrperkombination gegen die Stammzellmarker ABCB5 und ALDH1A1l. Innerhalb der
Metastase (Abb. 28 b) stellten sich beide Marker wesentlich starker dar, als im priméaren
Melanom (Abb. 28 a).

Zu einigen der untersuchten Melanompraparate lagen auch Préaparate von Navuszellnavi
derselben Patienten vor. Abbildung 29 und 30 zeigen beispielhaft eine Farbung mit AK 3
bzw. AK 4. Hier war ebenfalls eine deutliche Expression der untersuchten Hypoxiemarker
HIF-2a bzw. Nrf2 nachweisbar (s. Abb. 29 a, b bzw. Abb. 30 a, b) Eine Expression des
Stammzellmarkers CD 133 zeigte sich nicht (Abb. 29 b, c¢). Es fand sich eine Expression des
Stammzellmarkers p75 NGF (Abb. 30 b, c).

Weitere Stammzellmarker waren in Navuszellnavi nicht detektierbar. Diese Ergebnisse sind

hier nicht dargestellit.

Insgesamt zeigte sich bei der Auswertung der immunhistochemisch gefarbten
Gewebepraparate neben der spezifischen Bindung der Antikérper an die entsprechenden

Zielantigene auch eine unspezifische Bindung der Antikdrper am Bindegewebe.
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Abbildung 27: NM und Metastase. a: NM, AK 2, b: Metastase, AK 2: die weil3en Pfeile zeigen auf Areale mit
Kolokalisation des Hypoxiemarkers Nrf2 und des Stammzellmarkers p75 NGF, der blaue Pfeil zeigt auf ein
Areal mit alleiniger Stammzellmarker-Expression. c: NM, AK 3, d:Metastase: die weiRen Pfeile zeigen auf
Areale mit Kolokalisation des Hypoxiemarkers HIF-2a und des Stammzellmarkers CD133, die blauen

Pfeile zeigen auf Areale mit alleiniger Expression des Stammzellmarkers. (Balken 100 pm).

NM, AK 4 Metastase, AK 4
ABCB5 ABCB5
ALDH1A1 : B AL DH1A1

_ PN

Abbildung 28: NM und Metastase, AK 4. a: NM, b: Metastase: die Pfeile zeigen auf Areale mit
Kolokalisation der Stammzellmarker ABCB5 und ALDH1A1. (Balken 100 pm).
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Navus, AK 3
HIF-2a

Navus, AK 3
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Abbildung 29: Navuszellnaevus, AK 3: deutlich zeigt sich die Expression des Hypoxiemarkers HIF-2a
(a.,b.). Eine Expression des Stammzellmarkers CD 133 ist nicht erkennbar. c: Die Bindung der Antikorper
gegen CD133in der Epidermis und Dermis wird als unspezifisch gewertet. (Balken 200 pum).

Navus, AK 2 Navus, AK 2
Nrf2 . Nrf2

‘‘‘‘‘

Navus, AK 2

Abbildung 30: Naevuszellnaevus, AK 2: deutlich zeigt sich die Expression des Stammzellmarkers Nrf 2 in
der Epidermis und Dermis sowie vereinzelt in Naevuszell-Nestern. Die Bindung in der Epidermis und
Dermis wird als Uiberwiegend unspezifische Bindung gewertet (a,b). c: Die Pfeile weisen auf Areale mit
eine Expression des Stammzellmarkers p75 NGF hin. (Balken ca. 200 pm).
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3.5.2. Untersuchungen an Zellkulturen

Die Melanomzelllinien A375, MeWo, Preyer und Sk-Mel 28 wurden auf Deckglasern kultiviert
und immunhistochemisch gefarbt. Verwendet wurden, wie auch bei den Gewebepraparaten,
Kombinationen aus Antikdrpern gegen Hypoxie- und Stammzellmarker. Statt Melan-A wurde
hier der Farbstoff DAPI verwendet, der selektiv Strukturen der Zellkerne féarbt. Dies
ermoglichte eine bessere Ubersicht und Orientierung innerhalb des Praparates.

Die Abbildungen 31 bis 33 zeigen die Ergebnissen der Farbungen mit diesen
Antikdrperkombinationen (AK) an den Zelllinien MeWo und Sk-Mel 28. Markiert wurden mit
AK 2, 3, 5 jeweils ein Hypoxiemarker (rot) und ein Stammzellmarker (grin).

Mit AK 1 wurden zwei Hypoxiemarker (rot, cyan) und ein Stammzellmarker (griin) angefarbt.
So konnte eine Koexpression der beiden Hypoxiemarker VEGF und HIF-1a untersucht
werden. Mit AK 4 wird die Expression der beiden Stammzellmarker ABCB5 (rot) und
ALDH1A1 (grin) untersucht. Tabelle 3 bietet eine Ubersicht Uber die genutzten
Antikdrperkombinationen und markierten Strukturen.

In allen untersuchten Préaparaten wurde eine Expression der Hypoxiemarker HIF-1a, HIF-2a,
VEGF und Nrf2 nachgewiesen. Der Marker VEGF fand sich nur in gemeinsamer Lokalisation
mit HIF-1a (Abb. 31 a, 33 a)

In allen Praparaten wurden Zellen markiert, die eine Expression von Stammzellmarkern
zeigten. Dabei fanden sich ABCB5 und JARID-1B in gemeinsamer Lokalisation mit den
Hypoxiemarkern HIF-1a bzw. Nrf2 (Abb.31a, 32a,b, 33a). Der Stammzellmarker
ALDH1A1 war nur an solchen Zellen nachweisbar, an denen sich auch eine Expression von
ABCB5 fand (Abb.31d, 33d). Die Marker p75 NGF und CD133 traten sowohl in
gemeinsamer Lokalisation mit den Hypoxiemarkern Nrf2 bzw. HIF-2qa, als auch unabhangig
von diesen auf (Abb. 31 b, ¢, Abb. 33 b, c).

Die oben beschriebenen Ergebnisse entsprechen denen, der hier nicht dargestellten

Farbungen an den Zellkulturen A375 und Preyer.
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Abbildung 31: MeWo. a, AK 1: die weil3en Pfeile zeigen auf Zellen mit Kolokalisation der Hypoxiemarker
HIF-1a, VEGF und des CSC-Markers ABCBS5. b, AK 2: die weillen Pfeile zeigen auf Zellen mit
Kolokalisation des Hypoxiemarkers Nrf2 und des CSC-Markers p75 NGF, die blauen Pfeile zeigen auf
Zellenmit alleiniger Expression des Stammzellmarkers. ¢, AK 3: die weil3en Pfeile zeigen auf Zellen mit
Kolokalisation des Hypoxiemarkers HIF-2a und des CSC-Markers CD133, die blauen Pfeile zeigen auf
Zellen mit alleiniger Expression des Stammzellmarkers. d, AK 4: die Pfeile zeigen auf Zellen mit
Kolokalisation der CSC-Marker ABCB5 und ALDH1A1, die blauen Pfeile weisen auf Zellen die nur einen
der CSC-Marker exprimieren. (Balken 50um).

Sk-Mel 28, AK 5 EEE. j MeWo, AK 5
Nrf2 o : Nrf2

DAPI
L

S

“a 3 - . ' b ;
Abbildung 32: a, Sk-Mel 28, AK 5: die Pfeile zeigen auf Zellen mit Kolokalisation des Hypoxiemarkers Nrf2
und des CSC-Markers JARID-1B. b, MeWo, AK 5: die Pfeile zeigen auf Zellen mit Kolokalisation des
Hypoxiemarkers Nrf2 und des CSC-Markers JARID-1B. (Balken 50um).
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Abbildung 33: Sk-M

A £

el 28. a, AK 1: die Pfeile zeigen auf Zellen mit Kolokalisation der Hypoxiemarker HIF-
1a, VEGF und des CSC-Markers ABCB5. b, AK 2: die Pfeile zeigen auf Zellen mit Kolokalisation des
Hypoxiemarkers Nrf2 und des CSC-Markers p75 NGF. c, AK 3: die Pfeile zeigen auf Zellen mit
Kolokalisation des Hypoxiemarkers HIF-2a und des CSC-Markers CD133. d, AK 4: die Pfeile zeigen auf
Zellen mit Kolokalisation der CSC-Marker ABCB5 und ALDH1AL1. (Balken 50um).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden der Einfluss von Hypoxie und ROS auf die Proliferation und die
Progression des malignen Melanoms untersucht. Insbesondere die zur Anpassung an diese
Bedingungen relevanten Signalkaskaden und die daran beteiligten Transkriptionsfaktoren
HIF-1, HIF-2, Nrf2 und NFkB wurden betrachtet. Es wurde Uberprift, ob Melanomzellen tGber
eine grélRere Menge ROS verfligen als Melanozyten. Untersucht wurde zudem, ob oxidativer
Stress und die vermehrte Expression der Hypoxiemarker mit einem aggressiveren
Melanomphanotypen einhergehen sowie, ob die Expression von Melanomstammzellen durch
ROS reguliert wird und die Expression der Hypoxiemarker als Prognosefaktor fir die

Tumorprogression geeignet ist.

In der Literatur wird ein erhdhtes Aufkommen von oxidativem Stress fir verschiedene
Karzinome beschrieben und ein Zusammenhang zwischen erhdhter ROS-Bildung und der
Tendenz zur Metastasierung hergestellt [52, 223]. Auch fir die Karzinogenese des malignen
Melanoms spielt die gesteigerte Bildung von Sauerstoffradikalen eine wichtige Rolle und
unter hypoxischen Bedingungen kommt es eher zu einer malignen Transformation der
Melanozyten [29, 46, 224].

In dieser Arbeit wurden bei 37 %- 53 % der Melanomzellen erhdhte Mengen ROS
nachgewiesen, wohingegen nur 13 % der Melanozyten erhdhte ROS-Level aufwiesen. Dies
deutet darauf hin, dass in Melanomzellen verstérkt oxidative Prozesse aktiv sind und erhéhte
Level oxidativen Stresses vorliegen. Die hier untersuchten Melanomzellen wiesen eine
verstarkte Expression der Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und Nrf2 auf. Insbesondere
wurde eine deutliche Expressionssteigerung von HIF-1a in allen Melanomzelllinien registriert.
Dies lasst auf eine erhdhte Toleranz dieser Zellen gegentber oxidativem Stress schlieRen.
Dass sich nach Zugabe von Kobaldchlorid zu A375 eine weitere Expressionssteigerung von
HIF-1a zeigte, bei gleichzeitigem Rlckgang der Expression von HIF-2a und Nrf2,
verdeutlicht die besondere Bedeutung von HIF-1a in der Anpassung an oxidativen Stress.
Auch Chandel et al zeigten, dass der Effekt der durch CoCl, imitierten Hypoxie Uber die
Bildung von ROS vermittelt wird und zur Aktivierung HIF-1 vermittelter Signalkaskaden flhrt
[225].

Verschiedene Melanomzelllinien und eine Melanozytenzelllinie wurden unter hypoxischen
Bedingungen kultiviert, um den Einfluss von Hypoxie auf die zellulare Proliferation genauer
zu untersuchen. Dabei zeigte sich eine signifikante Steigerung der melanozytaren
Proliferation, wobei die Starke dieses Effekts mit der Dauer der Stimulation zunahm. Die

Bestimmung der Zellen mit erhéhter ROS-Menge ergab, dass nur ein geringer Anteil der
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Melanozyten erhohte ROS-Level aufwies. Gleichzeitig zeigte sich im Westernblot bei
Melanozyten die geringste Expression der zur Anpassung an Hypoxie und ROS relevanten
Transkriptionsfaktoren. Hypoxische Wachstumsbedingungen oder die Steigerung der
zellularen H,O,-Menge durch Zugabe des SOD°1-Inhibitors ATTM wirkte stimulierend auf die
Proliferation der Melanozyten. Die chemische Inhibition der HIF-Signalwege (CAS93, FM19,
CAS88, KC7F2, CAY) oder der ROS-Produktion (DPI, Apocynin) wirkte tberwiegend
proliferationshemmend. Dabei war der Riickgang der Messwerte bei den Melanozyten
teilweise so ausgepragt, dass auch von einem Sterben der Zellen ausgegangen werden
kann. Es ist bekannt, dass zellulare Hypoxie Uber die Bildung von Sauerstoffradikalen
proliferationsférdernde Signalkaskaden in Melanozyten aktiviert [39, 44, 48, 55]. Die Aufgabe
der Melanozyten besteht darin, durch Bildung von Melanin, vor der teratogenen UV-Wirkung
zu schitzen. Melanozyten reagieren auf UV-Exposition mit einer Steigerung der Melanin-
Synthese und der Mitoserate [226]. Insbesondere bei UV-A Strahlung wird dieser Effekt
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies vermittelt [19]. Dies erklart, weshalb es durch
Hypoxie und ROS zu einer Stimulation der melanozytaren Proliferation kommt.
Interessanterweise kam es durch Simulation von Hypoxie durch CoCl;, zu einer deutlichen
Proliferationshemmung. Dies lasst vermuten, dass hier eine zu starke Konzentration

angewandt wurde, so dass es zu einer Zellschadigung der Melanozyten kam.

Bei den Melanomzellen kam es, abhéngig von der jeweiligen Zelllinie, durch hypoxische
Wachstumsbedingungen oder die chemische Beeinflussung der nachgeschalteten

Signalwege zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Die Melanomzelllinie A375 wird als aggressiv und rasch proliferierend beschrieben. Sie
wurde aus einem primaren malignen Melanom isoliert [157]. A375 ist BRAF mutiert und
RAC-1 Wildtyp. Die aktivierende BRAF-Mutation fiihrt zu einer Aktivitatssteigerung des Akt-
Signalweges und tragt so zu einer besseren Toleranz der Zelle gegeniiber ROS bei [9, 10,
115]. Die Aktivierung des Akt-Signalweges fiihrt zu einer vermehrten Synthese der HIF-1a
Untereinheit auch unter Normoxie [96]. Dies konnte durch die Ergebnisse des Westernblots
bestétigt werden, der bei A375 die hochste Expression von HIF-1a ergab. Diese Zelllinie
wies den geringsten Anteil ROS-positiver Melanomzellen auf. Kultivierung fir 24 Stunden in
Hypoxie fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Proliferation. Eine langere hypoxische
Episode wirkte signifikant proliferationshemmend und scheint zum Zelltod zu fuhren. Die
chemische Inhibition HIF-vermittelter Signalwege hatte, abhangig von der jeweiligen
Substanz und der verwendeten Konzentration, sowohl proliferationshemmende als auch —
stimulierende Effekte. Dabei zeigte sich nach Zugabe der starker verdinnten HIF-Inhibitoren
bis auf bei KC7F2 eine signifikante Proliferationssteigerung. Die starker konzentrierten

Substanzen hingegen fuhrten zu keiner signifikanten Proliferationsanderung oder zu einem
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Ruckgang der Proliferation. Die Verstarkung des oxidativen Stresses durch Zugabe von
ATTM stimulierte die Proliferation, wobei dieser Effekt bei der geringeren Konzentration
signifikant starker ausfiel. Insgesamt scheint A375, bei bereits hoher Ausgangsexpression,
eine weitere Expressions- und Aktivitatssteigerung der Hypoxie-relevanten Signalwege nur
schlecht zu tolerieren. Durch eine weitere Stimulation kommt es rasch zum Erreichen der

Toleranzgrenze und schlief3lich zur Proliferationshemmung und zum Zelltod.

Die Zelllinie MC wurde wie A375 aus einem primaren malignen Melanom isoliert [162]. Uber
ihren Mutationsstatus fanden sich bei der Literaturrecherche keine Angaben. Im Westernblot
zeigte sich eine starke Expression von HIF-1a. Durch Kultivierung in Hypoxie kam es hier zu
einer Hemmung der Proliferation und zum Zelltod. Dabei ergab sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Messungen nach 24 Stunden und 72 Stunden Hypoxie, so dass
die Vermutung naheliegt, dass eine langere Exposition gegeniber Hypoxie zu einer

Anpassung an diese Wachstumsbedingungen fuhrt.

Die Zelllinie MeWo entstammt einer Lymphknoten-Metastase eines malignen Melanoms
[163, 164]. Diese Zelllinie ist BRAF Wildtyp und N-RAS Wildtyp [161, 165]. MeWo wies nur
einen geringen Anteil ROS-positiver Zellen auf und zeigte eine geringe Expression der
Hypoxiemarker. Diese Zelle zeigte bei Kultivierung fir 24 Stunden unter Hypoxie keine
signifikante Anderung ihres Proliferationsverhalts. Nach 72 Stunden zeigte sich eine
signifikante Steigerung der Proliferation. Die Steigerung des oxidativen Stresses durch
ATTM in 100 % Konzentration wirkte stimulierend auf die Proliferation von MeWo. Die
niedrigere Konzentration von ATTM wirkte signifikant proliferationshemmend. Durch
chemische Inhibiton der HIF-Signalwege kam es (Uberwiegend zu einer
Proliferationshemmung. Dabei fiel jedoch bei den hdhreren Konzentrationen von CAS93,
FM18 und CAY eine deutliche, signifikante Proliferationssteigerung auf, wahrend die starker
verdiinnten Stoffe eine Hemmung der Proliferation bewirkten. Durch den nativen BRAF und
N-RAS Mutationsstatus liegt bei MeWo nur eine geringe Expressionssteigerung der
hypoxierelevanten Signalwege und Transkriptionsfaktoren vor, so dass Hypoxie und ROS als

starker Proliferationsreiz wirken kénnen.

Die Zelllinie Sk-Mel 28 wurde aus einer axillaren Lymphknotenmetastase gewonnen und ist
BRAF mutiert und N-RAS Wildtyp [164, 167]. Dies lasst auf eine Aktivierung der Akt-
Signalkaskade und eine Steigerung der Expression von HIF-1a schlieRen. Eine weitere
Stimulation durch hypoxische Wachstumsbedingungen fihrte Zu einer
Proliferationssteigerung. Dabei wurde jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Messungen nach 24 Stunden und 72 Stunden Hypoxie festgestellt. Daher scheint es, dass

bei langerer Exposition der proliferationsstimulierende Effekt nachlasst. Die durch ATTT
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vermittelte Steigerung der H,O,-Produktion wirkte proliferationsstimulierend. Die chemische
Inhibition der HIF-vermittelten Signalwege flihrte Uberwiegend zu einem Rickgang der
Proliferation. Sk-Mel 28 ist mit einem Anteil von 45 % ROS-positiver Zellen bereits an ein
hohes Ausgangslevel oxidativen Stresses angepasst. Hypoxie sowie eine weitere
Stimulation der mit Hypoxie assoziierten Signalwege werden von dieser Zelllinie gut toleriert
und wirken sich positiv auf die Zellproliferation aus. Die Inhibition dieser Signalwege wirkt
jedoch schadigend und proliferationshemmend.

Die Zelllinie Preyer entstammt einer subkutanen Melanommetastase [166]. Uber den
Mutationsstatus dieser Zelllinie fanden sich bei der Literaturrecherche keine Angaben. Durch
kurzzeitige Hypoxie kam es zu einer Proliferationssteigerung, wahrend nach 72 Stunden
Hypoxie keine signifikante Anderung des Proliferationsverhaltens im Vergleich zur Referenz
mehr nachweisbar war. Zudem unterschieden sich die Messwerte nach 72 Stunden Hypoxie
nicht signifikant von denen nach 24 Stunden Hypoxie. Dies spricht dafir, dass ein langeres
hypoxisches Intervall bei dieser Zelllinie proliferationshemmend wirkt. Die durch Zugabe von
ATTM vermittelte Erhéhung des zellularen H,O,-Levels wirkte proliferationssteigernd. Nach
Zugabe der verschiedenen HIF-Inhibitoren wurde sowohl eine Steigerung der Proliferation
als auch eine Hemmung beobachtet. Dabei fuhrten die starker verdinnten Substanzen
Uberwiegend zu einer Steigerung der Proliferation, wahrend die konzentrierten Chemikalien
hemmend auf die Proliferation wirkten. Preyer verfigte mit einem Anteil von 53 % ROS-
positiver Zellen bereits Uber eine groRe Menge ROS. Im Westernblot fiel jedoch eine eher
geringe Expression der Hypoxiemarker auf. Diese Daten zeigen erneut, dass die
Proliferation von Melanomzellen durch Hypoxie und ROS nicht unbegrenzt stimuliert werden
kann. Es scheint einen Schwellenwert zu geben, ab dessen Erreichen dieser stimulierende
Effekt aufgehoben wird und bei dessen Uberschreiten es zum Proliferationsstopp und

schlie3lich zum Zelltod kommt.

Die Zelllinie IGR-1 wurde aus einer Lymphknoten-Metastase eines malignen Melanoms
isoliert [159]. IGR-1 ist BRAF mutiert, RAC-1 mutiert und N-RAS Wildtyp [118, 160, 161] Mit
51 % ROS-positiver Zellen war der Anteil dhnlich hoch wie bei Preyer. Jedoch zeigte sich
eine hdhere Expression der hypoxierelevanten Transkriptionsfaktoren. Bei IGR-1 kam es
nach Zugabe der HIF-Inhibitoren zu einer Proliferationshemmung. Die Steigerung der ROS-
Menge durch Zugabe von ATTM beeinflusste die Proliferation nicht signifikant. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese Zelllinie bereits an ein hohes Level oxidativen
Stresses adaptiert ist und die entsprechenden Signalwege bereits maximal aktiviert sind.
Durch Hemmung der HIF-vermittelten Signalwege lberwiegt der schadigende Effekt der

Sauerstoffradikale und es kommt zu Apoptose und Proliferationshemmung. Diese Zelllinie
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kann Anderungen der Sauerstoffkonzentration oder der zellularen ROS-Menge nur noch

schlecht tolerieren.

Bei allen untersuchten Melanomzelllinien kam es durch DMOG zu einer Hemmung der
Proliferation. Diese Substanz sorgt fur eine Stabilisierung von HIF-1a unter Normoxie [201,
202]. Dies lasst vermuten, dass die alleinige Aktivierung von HIF-1la Kkeine
Proliferationsstimulation der Melanomzellen verursachen kann, sondern eine gleichzeitige
Erhohung der ROS-Bildung notwendig ist, um diesen Effekt zu verursachen.

Die Substanzen DPI und Apocynin hemmen die NADPH-Oxidase, so wird die zellulare ROS-
Bildung gehemmt und der oxidative Stress verringert [40, 207]. Die Zugabe von DPI wirkte
auf alle Melanomzelllinien proliferationshemmend, wahrend Apocynin (berwiegend

proliferationsstimulierend wirkte.

Es scheint eine feine Balance zwischen oxidativen und antioxidativen Mechanismen zu
geben, so dass die Anderung eines Parameters, abhangig von der Starke der Anderung und
abhangig von den Kompensationsmechanismen, zu einer Proliferationshemmung oder —

stimulation fuhren kann (s. Abb. 34).

Zelltod

Schwellenwert

n
Antioxidantien

ROS-Level
Produktion
Antioxidantie

ROS-

Proliferation
Zelliiberleben

Melanozyten Melanomzellen
Abbildung 34: Médoglicher Mechanismus: Melanomzellen verfiigen bereits unter normalen

Wachstumsbedingungen iber hohere ROS-Werte als Melanozyten. Um den Zelltod zu verhindern sind
daher bereits antioxidative Mechanismen, wie etwa eine Hochregulation von Nrf2, verstarkt aktiv. Eine
Erhéhung des oxidativen Stresses wirkt proliferationsstimulierend Ab Uberschreiten eines
Schwellenwertes kann der schadigende Effekt der ROS nicht mehr ausgeglichen werden und es kommt
zum Zelltod. Deshalb ist eine fein justierte ROS-Adaption mit ROS-induzierenden und ROS-reduzierenden
Mechanismen entscheidend (adaptiert nach Trachootham et al 2008 [227]).
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Nrf2 gilt als der bedeutendste Transkriptionsfaktor in der Regulation der Zellantwort auf
oxidativen Stress und tragt zudem zur Entwicklung der Apoptose-Resistenz von Krebszellen
bei [52, 58, 228]. Fir viele maligne Tumore ist eine Uberexpression und erhthte Stabilitat
von Nrf2 beschrieben Durch die verstarkte Aktivitdt der antioxidativen Prozesse wird das
Zelliiberleben gesichert und eine weitere Zellproliferation ermdglicht [54, 68].

Luteolin inhibiert die zellulare ROS-Produktion und erhoht die Proteinmenge von Nrf2 und
Nrf2-Zielgenen. Zudem inhibiert Luteolin HIF-1, mTOR/Akt und NFkB [208, 209]. So
verringert sich der oxidative Stress der Zelle und es kommt zu einem Anstieg antioxidativer
Mechanismen durch Expressionssteigerung der Nrf2-Zielgenen. Gleichzeitig werden die
proliferationsaktivierenden Signalwege von HIF und mTOR gehemmt. Auch Cucurbitacin B
inhibiert die zellulare ROS-Produktion und fuhrt zu einer Aktivierung von Nrf2 und Hemmung
von HIF-1a [212, 213, 229]. Trigonelline bewirkt ebenfalls eine Reduzierung der zellularen
ROS-Produktion und —Konzentration inhibiert jedoch Nrf2 [210, 211].

Die Zugabe von Cucurbitacin B fuhrte bei allen untersuchten Melanomzelllinien sowie bei
den Melanozyten zu einem Ruckgang der Proliferation. Dabei fiel der Rickgang der
Messwerte nach Zugabe von Cucurbitacin B Uberwiegend so stark aus, dass von einem
zytotoxischen Effekt ausgegangen werden kann. Die Ergebnisse der an A375 und Preyer

durchgefuihrten Verdiinnungsreihe mit Cucurbitacin B bestétigten diese Ergebnisse.

Die Zugabe von Luteolin wirkte auf Melanozyten deutlich proliferationshemmend. Hier kann
aufgrund der Starke dieses Effekts ebenfalls von einer zytotoxischen Wirkung ausgegangen
werden. Auch bei den Melanomzellen fihrte die 100 % Konzentration von Luteolin zu einer
deutlichen Hemmung der Proliferation und zum Zelltod. Nach Zugabe der 25 %
Konzentration zeigte sich Gberwiegend eine Hemmung der Zellproliferation. Nur bei Preyer
wurde nach Zugabe der 25 % Konzentration eine Proliferationssteigerung registriert. Die
Verdunnungsreihe des Luteolins bestatigte einen deutlichen proliferationshemmenden und
zytotoxischen Effekt bei A375. Bei Preyer zeigte sich ebenfalls eine proliferationshemmende
und zytotoxische Wirkung bis zur 25 % Konzentration. Die 12,5 % Konzentration hatte
keinen signifikanten Einfluss und 6,25 % Luteolin flhrte zu einer geringen, aber signifikanten
Proliferationssteigerung. Insgesamt deuten die Ergebnisse jedoch auf eine deutliche
proliferationshemmende Wirkung des Luteolins hin, so dass die Ergebnisse bei Preyer als

AusreilRer gewertet werden.

Die durch Zugabe von Cucurbitacin B und Luteolin gewonnenen Daten zeigen, dass die
Aktivierung von Nrf2 bei gleichzeitiger Hemmung der ROS-Bildung und der durch HIF-1a

vermittelten Signalwege zu einer Proliferationshemmung und zum Zelltod fihren. Nrf2
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vermittelt die Aktivierung antioxidativer Signalwege. Da oxidativer Stress jedoch
entscheidend fur die Proliferation von Melanomzellen und Melanozyten ist, fihrt die isolierte
Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors zu einem Ruckgang der Proliferation und zum
Zelltod.

Die untersuchten Melanozyten reagierten auf die Zugabe von 100 % Trigonelline mit einem
deutlichen Rickgang der Proliferation, wobei aufgrund der Starke dieses Effekts auch von
einem zytotoxischen Effekt ausgegangen werden kann. Die verdiunnte Substanz hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Proliferation der Melanozyten. Bei den Melanomzellen deuten
die nach Zugabe von 100 % und 25 % Trigonelline erhaltenen Ergebnisse auf einen
geringen, proliferationsstimulierenden Effekt hin. Die bei Preyer und A375 durchgefiihrte
Verdinnungsreihe von Trigonelline bestatigte dessen proliferationsstimulierende Wirkung.

Dabei ergaben sich jedoch keine konzentrationsabhangigen Effekte.

ATTM bewirkt neben einer Erhéhung der zellularen ROS-Menge durch chemische Inhibition
der SOD 1 auch eine Inhibition von NFkB [205, 206]. Luteolin und Cucurbitacin B fuhren
ebenfalls zu einer Hemmung von NFkB, bewirken jedoch eine Verringerung der zellularen
ROS-Produktion [208, 212]. Weiter oben wurde bereits darauf eingegangen, dass Luteolin
und Cucurbitacin B Gberwiegend inhibitorisch auf die Melanomproliferation wirken, wahrend
ATTM proliferationsstimulierend wirkte. Trigonelline inhibiert wie auch Cucurbitacin B und
Luteolin die zellulare ROS-Produktion. Im Gegensatz zu diesen beiden Substanzen kommt
es durch Trigonelline jedoch zu einer gleichzeitigen Hemmung von Nrf2. Diese Konstellation
fuhrte zu einer Proliferationssteigerung bei Melanomzellen. Die durch Zugabe von ATTM und
Trigonelline gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass eine Reduzierung des oxidativen
Stresses bei gleichzeitiger Hemmung von NFkB bzw. Nrf2 proliferationsstimulierend auf
Melanomzellen wirken kann. Vermutlich fallen durch die Hemmung dieser
Transkriptionsfaktoren antioxidative Mechanismen weg, wodurch die oxidativen Prozesse

innerhalb der Zelle Uberwiegen. Dies stimuliert die Proliferation der Melanomzellen.

Multiple an Zellproliferation und —iberleben beteiligte Signalkaskaden werden Uber das
Schlusselenzym mTOR vermittelt. Die Hemmung von mTOR verlangsamt das
Tumorwachstum. [59, 218, 230]. Dieser Effekt wurde auch fiir das maligne Melanom
beschrieben [115].

Rapamycin ist ein direkter mTOR-Inhibitor [218, 219]. Die Zugabe von Rapamycin hemmte

die Proliferation aller hier untersuchten Zelllinien.

Rac ist eine GTPase, die in ihrer aktiven Form an Zellmigration und Metastasierung beteiligt

ist. Diese Wirkung wird Uber eine Aktivierung von mTOR vermittelt. Bei 4 — 7 % der
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Melanom-Patienten ist eine aktivierende Mutation des Rac-Subtyps RAC-1 nachweisbar. Die
Aktivitat dieses Subtyps lasst sich durch NSC23766 hemmen [7, 220, 231]. Fur die
untersuchten Zelllinien fanden sich bezlglich des RAC-1 Mutationsstatus die Angaben dass
A375 RAC-1 Wildtyp ist und IGR-1 RAC-1 P29S mutiert ist. Diese Mutation fuhrt zu einer
Aktivitatssteigerung nachgeschalteter Signalwege, wie etwa dem MAPK-Weg [118]. Die
Zugabe von NSC23766 fuhrte bei den hier untersuchten Zelllinien Gberwiegend zu einer

Hemmung der Proliferation.

Die inhibitorische Wirkung von NSC23766 und Rapamycin auf Melanomzellen und
Melanozyten bestédtigten, dass die ungehemmte Aktivierung von mMTOR eine

Schlisselposition in der Proliferation und Progression des malignen Melanoms einnimmit.

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Gewebepréaparate und Melanomzellen
zeigten eine deutliche Expression der Hypoxiemarker HIF-1a, HIF-2a, Nrf2 und VEGF. Bei
VEGF und HIF-1a wurde eine gemeinsame Expression festgestellt. Dies ist wenig
Uberraschend, da beide Transkriptionsfaktoren bei Hypoxie exprimiert werden. Der
Stammzellmarker CD133 fand sich im Melanom sowohl kolokalisiert mit HIF-2a, als auch
unabhangig davon. In den Zellkulturen war eine starke Expression von HIF-1a und HIF-2a
nachweisbar. Diese Ergebnisse sind gut mit den Ergebnissen des Westernblots vereinbar,
da sich hier auch eine starke Expression dieser Marker in den entsprechenden Zelllinien
gezeigt hatte. In den Zellkulturen und den Gewebepraparaten war der Stammzellmarker
p75 NGF sowohl in Kolokalisation als auch unabhangig von dem Hypoxiemarker Nrf2
nachweisbar. ABCB5 fand sich nur in gemeinsamer Lokalisation mit HIF-1a und JARID-1B
nur in gemeinsamer Lokalisation mit Nrf2. Zudem fanden sich vereinzelt die Marker ABCB5
und ALDH1A in gemeinsamer Lokalisation. In den Gewebepraparaten der Navuszellnavi
waren die untersuchten Hypoxiemarker ebenfalls nachweisbar. Dies ist gut vereinbar damit,
dass UV-induzierte Hypoxie und ROS die melanozytare Proliferation regulieren. Registriert
wurde zudem eine Expression des Stammzellmarkers p75 NGF in Naevuszellnaevi. Dabei
handelt es sich um einen neuronalen Stammzellmarker, der auch in etwa 17 % der malignen
Melanome registriert wird [145, 153]. Eine Expression anderer CSC-Markern konnte nicht
gezeigt werden. Eine mdgliche Erklarung fur die Expression von p75 NGF in Melanozyten
findet sich in der Embryogenese. Wahrend der Embryonalentwicklung wandern die
Melanozytenvorlauferzellen, die Melanoblasten, aus der Neuralleiste in die Haut ein.
Melanozyten haben daher denselben Ursprung wie ein Grof3teil des peripheren
Nervensystems und die Sinneszellen der Haut [232, 233]. Daher erscheint eine Expression
von p75 NGF auch an Melanozyten moglich. Da die hier untersuchten melanozytaren Naevi
von Patienten stammen, die bereits unter einem malignen Melanom leiden, ware auch eine

madgliche CSC-Marker Expression im Rahmen einer beginnenden Melanomentstehung
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denkbar. Allerdings wiesen die untersuchten Naevi histologisch keine Malignitatskriterien auf.
Zudem zeigte sich in der Auswertung der Gewebepraparate eine unspezifische Bindung der
verwendeten Antikorper an Bindegewebe und Epidermis. Daher kann eine zufallige
Markierung der Naevi mit anti-p75 NGF nicht sicher ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der Immunhistochemie sind gut vereinbar mit der Annahme, dass
insbesondere HIF-1a und HIF-2a fir die Proliferation und Progression des malignen
Melanoms bedeutsam sind. Zudem weisen die Ergebnisse darauf hin, dass es wahrend der
Entstehung und Progression des Tumors zur Expression von Melanomstammzellmarkern
kommt. Insbesondere im Zuge der Metastasierung scheint es zu einer verstarkten
Expression der Melanomstammzellmarker zu kommen [141]. Eine eindeutige Korrelation der
Expression von Hypoxiemarkern und Melanomstammzellmarkern, die annehmen liel3e, dass
Melanomstammezellen besonders durch Hypoxie und Hypoxie-induzierte Signalwege reguliert

werden, konnte anhand der Daten nicht nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die in der Literatur beschriebene Bedeutung von
ROS und Hypoxie sowie der nachgeschalteten Signalwege fiir die Progression des malignen
Melanoms [113, 234] Es wurde gezeigt, dass Melanomzellen Uber groRere Mengen ROS
verfligen als Melanozyten und die Expression der untersuchten Hypoxiemarker gesteigert ist.
Dabei wiesen die metastatischen Zelllinien IGR-1, Preyer und Sk-Mel 28 den hdchsten Anteil
ROS-positiver Zellen auf. Dies bestétigt, dass hohe Level oxidativen Stresses mit einem
aggressiven Melanomphénotyp einhergehen [228]. Zudem bestétigte sich, dass es bei
fortschreitender Progression und Metastasierung zu einer EXxpressionssteigerung von
Melanomstammzellmarkern kommt [141]. Es fand sich jedoch kein Hinweis daflr, dass dies
durch Hypoxie und Hypoxie-induzierte Signalwege reguliert wird, weshalb die Expression der
Hypoxiemarker als Prognosefaktor fur die Tumorprogression nicht geeignet scheint. Die
gewonnenen Daten zeigen, dass Hypoxie sowie die Aktivitatssteigerung nachgeschalteter
Signalwege nicht zwangslaufig proliferationsstimulierend auf Melanomzellen wirkt. Vielmehr
scheint eine feine Balance zwischen oxidativen und antioxidativen Mechanismen wichtig, so
dass es durch Anderung eines Parameters abh&ngig von der Starke der Anderung und den
verfligbaren Kompensationsmechanismen zu einer Proliferationshemmung oder —stimulation

kommen kann.
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5. Zusammenfassung

Durch das schnelle Wachstum von Melanomgewebe nimmt die Entfernung zu den
versorgenden BlutgefdRen zu, wodurch es zu zellularer Hypoxie und oxidativem Stress
kommt. Daher ist eine Anpassung der Melanomzellen an eine reduzierte
Sauerstoffversorgung notwendig. Die Zellantwort auf Hypoxie und ROS wird insbesondere
durch die Transkriptionsfaktoren HIF-1, HIF-2, Nrf2 und NFkB vermittelt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Melanomzellen auch bei guter Oxigenierung uber
groBere Mengen ROS verfiigen als Melanozyten. Dabei wiesen die Melanomzellen eine
deutlich gesteigerte Expression der fir die Anpassung an Hypoxie und ROS entscheidenden
Transkriptionsfaktoren HIF-1a, HIF-2a und Nrf2 auf. Bei allen Melanomzelllinien zeigte sich
eine starke Expressionssteigerung des Transkriptionsfaktors HIF-1a. Auch in den
untersuchten Gewebepraparaten von malignen Melanomen und Naevuszellnaevi wurden
diese Transkriptionsfaktoren sowie Marker nachgeschalteter Signalkaskaden exprimiert. In
Praparaten des malignen Melanoms wurde zudem eine Expression verschiedener, als
Melanom-Stammzellmarker beschriebener Marker festgestellt. Eine Korrelation zwischen der
Expression der untersuchten Hypoxiemarker und der Expression der Stammzellmarker fand

sich hingegen nicht.

Durch Kultivierung unter Hypoxie sowie durch die gezielte chemische Beeinflussung der
durch Hypoxie und ROS regulierten Signalkaskaden kam es zu Proliferationsanderungen bei
Melanomzellen und Melanozyten. Dabei flhrten Hypoxie sowie die Stimulation der
Signalwege zu einer Steigerung der melanozytaren Proliferation, wéahrend die Inhibition
dieser Signalwege proliferationshemmend wirkte. Bei den untersuchten Melanomzellen
wurden sowohl stimulierende als auch hemmende Effekte registriert. Es scheint einen
Schwellenwert der Stimulationsfahigkeit zu geben, bei dessen Erreichen es zu einem
Proliferationsstopp kommt und bei dessen Uberschreiten schlieRlich der Zelltod eintritt. Da
Melanomzellen bereits deutlich erhdhte ROS-Werte aufweisen, sind hier antioxidative
Mechanismen verstarkt aktiv. Insbesondere die hier untersuchten metastatischen Zelllinien
verfligten nur noch Uber eine sehr geringe Toleranz fir Abweichungen vom Schwellenwert.
Fur die Proliferation des malignen Melanoms scheint somit eine feine Balance zwischen
gesteigerter ROS-Produktion und  Aktivitatssteigerung antioxidativer  Signalwege

entscheidend.
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11. Anlagen

11.1.

Statstische Daten und Tabellen

11.1.1. Statistische Daten und Tabellen zu Abschnitt 3.3.

Tabelle 5: Experimentelle Hypoxie. Statistische Daten zu Abbildung 7- 9. Mittels Kruskal-Wallis Test

wurde auf Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test (Dunn‘s-Test).

p-Wert (Dunn’s Test)

Zell- p-Wert (Kruskal- [ 24 h Hypoxie vs. [ 72 h Hypoxie vs. | 24 h Hypoxie vs.

linie Wallis Test) Referenz Referenz 72 h Hypoxie

A375 0,0000000000475 | 0,6589282515449 | 0,0000000019290 | 0,0000000191473
60 95 63 76

Preyer | 0,0308800000000 | 0,0296940700000 | 0,4157524000000 | 0,1549396500000
00 00 00 00

MC 0,0000006071000 | 0,0000004778192 | 0,0007651860929 | 0,0910862522059
00 00 00 00

Sk- 0,0000000108500 | 0,0000028100369 | 0,0000000709474 | 0,4480650477116

Mel 28 | 00 40 30 20

MeWo | 0,0000073710000 | 0,4480650477100 | 0,0000170309900 | 0,0003143747800
00 00 00 00

HeMa- | 0,0000000000094 | 0,0041169784323 | 0,0000000000042 | 0,0000501936435

LP 43 93232 32489 26186

11.1.2. Statistische Daten und Tabellen zu Abschnitt 3.4.

Tabelle 6: Beeinflussung der Messwerte durch DMSO. Statistische Daten zu Abbildung 10. Mittels
Kruskal-Wallis Test wurde auf Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test
(Dunn‘s-Test). Bei A375 ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Bei HeMa-LP erfolgte die
Testung mittels ANOVA, hier ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Die Fehlerkorrektur

erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Dunn’s Test)
Zell- p-Wert DMSO 100 % vs. DMSO 100 % vs. DMSO 25 % vs.
linie (Kruskal- DMSO 25 % Referenz Referenz
Wallis Test)
A375 0,05838 entfallt entfallt entfallt
Preyer | 9,288e-07 6,077839%e-01 2,535547e-04 2,444791e-05

99




IGR-1 | 5,554e-06 3,372671e-01 2,100251e-05 1,420267e-03
Sk-Mel | 0,2353 entfallt entfallt entfallt

28

MeWo | 1,726e-05 3,526024e-02 5,557685e-02 1,090039e-05
HeMa- | 0,363 (ANOVA) | entfallt entfallt entfallt

LP

Simulation der Wirkung von Hypoxie durch Zugabe von CoCl, und DMOG

Tabelle 7: CoCl,.

Statistische Daten zu Abbildung 11. Mittels Kruskal-Wallis Test wurde auf

Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test (Dunn‘s-Test). Die Fehlerkorrektur

erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Dunn’s Test)

Zell- p-Wert CoCl, 100 % vs. CoCl, 100 % vs. CoCl, 25 % vs.
linie (Kruskal-Wallis | CoCl, 25 % Referenz Referenz
Test)
A375 4,061e-06 2,228657e-01 1,491441e-05 4,237045e-03
Preyer | 2,303e-06 1,204542e-06 7,167573e-03 8,685026e-04
IGR-1 | 0,005583 0,017992975 0,006932449 0,975446175
Sk-Mel | 8,927e-05 6,995436e-02 6,509529e-05 6,246449e-02
28
MeWo | 0,01699 0,2854301 0,0132612 0,2485073
HeMa- | 0,0004222 0,002925433 0,000931981 0,671373241
LP

Tabelle 8: DMOG. Statistische Daten zu Abbildung 12. Die Auswertung erfolgte mit einem Mann-Whitney-

U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)

Zell- DMOG 100 % vs. DMOG 100 % vs. Referenz DMOG 25 % vs. Referenz
linie | DMOG 25 % (DMSO 100 %) (DMSO 25 %)

A375 0,0004662005 0,0004662005 0,0104118104

Preyer | 0,0139860140 0,0004662005 0,0649572650

IGR-1 | 0,7984459984 0,0004662005 0,0004662005

Sk- 0,129914530 0,003263403 0,505361305

Mel 28

MeWo | 0,8784770785 0,0004662005 0,0004662005

100




HeMa- | 0,05714286
LP

0,01212121

0,07272727

HIF-Signalwege

Tabelle 9: HIF-Inhibitoren. Statistische Daten zu Abbildung 13 und 14. Die Auswertung erfolgte mit einem

Mann-Whitney-U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

HeMa-LP A375 Preyer
CAS93 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,209790210 0,4418026418
CAS93 25 % vs. Referenz 0,8784770785 0,001864802 0,0009324009
CAS93 100 % vs. CAS93 25 % 0,0004662005 0,400467550 0,0037296037
FM19 100 % vs. Referenz 0,08438228 0,08289641 0,72090132
FM19 25 % vs. Referenz 0,08438228 0,03123543 0,03123543
FM19 100 % vs. FM19 25 % 0,08438228 0,04769047 0,03123543
CASB88 100 % vs. Referenz 0,0037296037 0,0004662005 0,020823621
CASB88 25 % vs. Referenz 0,0147630148 0,0004662005 0,020823621
CAS88 100 % vs. CAS88 25 % 0,0004662005 0,0004662005 0,005594406
KC72 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,1048951049 0,1659673660
KC72 100 % vs. KC72 25 % 0,0006216006 0,0004662005 0,0004662005
KC72 100 % vs.KC72 25 % 0,0649572650 0,0004662005 0,9591297591
CAY 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,0295260295 0,441802642
CAY 25 % vs. Referenz 0,1303807304 0,0004662005 0,020823621
CAY 100 % vs. CAY 25 % 0,0004662005 0,0295260295 0,005594406
Tabelle 10: HIF-Inhibitoren Fortsetzung

IGR-1 Sk-Mel 28 MeWo
CAS93 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,1048951049 0,0021756022
CAS93 25 % vs. Referenz 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005
CAS93 100 % vs. CAS93 25 % 0,0004662005 0,0004662005 0,0021756022
FM19 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,2607615 0,0004662005
FM19 25 % vs. Referenz 0,0004662005 0,1496503 0,0295260295
FM19 100 % vs. FM19 25 % 0,1605283605 0,7984460 0,9591297591
CASB88 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,32105672 0,0004662005
CAS88 25 % vs. Referenz 0,0004662005 0,32105672 0,0004662005
CAS88 100 % vs. CAS88 25 % 0,2476478461 0,04428904 0,0010878011
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KC72 100 % vs. Referenz 0,0004662005 0,0004662005 0,505361305
KC72 100 % vs. KC72 25 % 0,0004662005 0,0139860140 0,005594406
KC72 100 % vs. KC72 25 % 0,0006216006 0,0649572650 0,013986014
CAY 100 % vs. Referenz 0,009759243 0,03123543 0,0004662005
CAY 25 % vs. Referenz 0,656410256 0,46899767 0,0018648019
CAY 100 % vs. CAY 25 % 0,959129759 0,46899767 0,0004662005
I 100% Il 100%
160 25% 160 25% *
140 140 x *
o 12 * o 12 * z
é 100 % . . % z % 100 * 'i' l:; .
2 x ¥ x K < * * * *
% 80 = 1:r * T & * x 3
; 60 ; 60
o 2]
40 40
20 20
0 0
a CAS934 FM19 CcAsBE? KC7F2 b CAS 93 FM1g CAS 88 KCTF2 CAY

Abbildung 35 a: IGR-1, HIF-Inhibitoren. b: MeWo, HIF-Inhibitoren. Darstellung der Messwerte der
optischen Dichte im Bezug auf die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und
nicht mit abgebildet. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch
Klammern Uber den Balken gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Abbildung 36: Sk-Mel 28, HIF-Inhibitoren. Darstellung der Messwerte der optischen Dichte im Bezug auf

die jeweilige unbehandelte Referenzkultur. Diese ist als 100 % gesetzt und nicht mit abgebildet. (*p<0,05;

**p<0,01;

***n<(0,001). Signifikante Gruppenunterschiede sind durch Klammern Uber den Balken

gekennzeichnet (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Hemmung der SOD 1 durch ATTM

Tabelle 11: ATTM. Statistische Daten zu Abbildung 15. Die Auswertung erfolgte mit einem Mann-Whitney-

U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)

Zell- ATTM 100 % vs. ATTM 100 % vs. Referenz ATTM 25 % vs. Referenz
linie | ATTM 25 % (DMSO 100 %) (DMSO 25 %)

A375 0,0010878011 0,0004662005 0,0004662005

Preyer | 0,0046620047 0,0012432012 0,0004662005

IGR-1 | 0,01398601 0,26076146 0,27863248

Sk- 0,20979021 0,02097902 0,20979021

Mel 28

MeWo | 0,0004662005 0,0004662005 0,0018648019

HeMa- | 0,04428904 0,46899767 0,46899767

LP
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Beeinflussung der zellularen ROS-Produktion durch Hemmung der NADPH-Oxidase

Tabelle 12: DPI. Statistische Daten zu Abbildung 16 a. Die Auswertung erfolgte mit einem Mann-Whitney-

U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)

Zelllinie DPI 100 % vs. DPI | DPI 100 % vs. Referenz | DPI 25 % vs. Referenz
25 % (DMSO 100 %) (DMSO 25 %)

A375 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005

Preyer 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005

IGR-1 0,5632366271 0,0018619445 0,0004662005

Sk-Mel 28 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005

MeWo 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005

HeMa-LP 0,02857143 0,01212121 0,01212121

Tabelle 13: Apocynin. Statistische Daten zu Abbildung 16 b. Bei Mittels Kruskal-Wallis Test wurde auf

Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test (Dunn‘s-Test). Bei Sk-Mel 28 und

HeMa-LP ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Bei IGR-1 erfolgte die Testung mittels

ANOVA. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Dunn’s Test)

Zelllinie p-Wert Apocynin 100 % | Apocynin Apocynin 25 %
(Kruskal- vs. Apocynin 100 % vs. vs. Referenz
Wallis Test) 25 % Referenz

A375 5,511e-06 0,7974630903 0,0003859395 0,0001587511

Preyer 7,912e-07 9,658849e-01 7,434700e-05 6,243704e-05

IGR-1 6,82e-12 0,5291852 0,0000000 0,0000000
(ANOVA)

Sk-Mel 28 0,06591 entfallt entfallt entfallt

MeWo 9,145e-05 0,7090730857 0,0005893985 0,0019846243

HeMa-LP 0,1142 entfallt entfallt entfallt

104




Beeinflussung des Transkriptionsfaktors Nrf2 durch Trigonelline, Luteolin und

Cucurbitacin B

Tabelle 14: Melanozyten, Beeinflussung von Nrf2. Statistische Daten zu Abbildung 17. Die Auswertung

erfolgte mit einem Mann-Whitney-U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

HeMa-LP p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)
Luteolin 100 % vs. Referenz (DMSO 100 %) 0,0004662005
Luteolin 25 % vs. Referenz (DMSO 25 %) 0,0004662005
Luteolin 100 % vs. Luteolin 25 % 0,0046620047
Cucurbitacin B 100 % vs. Referenz (DMSO 100 %) 0,0080808081
Cucurbitacin B 25 % vs. Referenz (DMSO 25 %) 0,0004662005
Cucurbitacin B 100 % vs. Cucurbitacin B 25 % 0,8080808081
Trigonelline 100 % vs. Referenz 0,0413364413
Trigonelline 25 % vs. Referenz 0,5737373737
Trigonelline 100 % vs. Trigonelline 25 % 0,0004662005

Tabelle 15: Melanomzellen, Cucurbitacin B. Statistische Daten zu Abbildung 18. Die Auswertung erfolgte

mit einem Mann-Whitney-U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)
Zell- Cucurbitacin B 100 % Cucurbitacin B 100 % Cucurbitacin B 25 % vs.
linie vs. Cucurbitacin B vs. Referenz (DMSO Referenz (DMSO 25 %)
25 % 100 %)
A375 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005
Preyer | 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005
IGR-1 0,0037296037 0,1048951049 0,0004662005
Sk-Mel | 0,0069930070 0,0004662005 0,0004662005
28
MeWo 0,2786324786 0,0004662005 0,0004662005

Tabelle 16: Melanomzellen, Luteolin. Statistische Daten zu Abbildung 19. Die Auswertung erfolgte mit

einem Mann-Whitney-U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert (Mann-Whitney-U-Test)
Zell- Luteolin 100 % vs. Luteolin 100 % vs. Luteolin 25 % vs.
linie Luteolin 25 % Referenz (DMSO 100 %) | Referenz (DMSO 25 %)
A375 0,0004662005 0,0004662005 0,8784770785
Preyer | 0,0004662005 0,0281274281 0,0004662005

105




IGR-1

0,0004662005

0,1605283605

0,0004662005

Sk-Mel 0,0004662005 0,0004662005 0,0004662005
28
MeWo 0,1033079701 0,0018619445 0,0004662005

Tabelle 17: Melanomzellen, Trigonelline. Statistische Daten zu Abbildung 20. Mittels Kruskal-Wallis Test

wurde auf Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test (Dunn‘s-Test). Bei Sk-

Mel 28 ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der
Holm-Methode.

p-Wert (Dunn’s Test)
Zelllinie p-Wert Trigonelline 100 % | Trigonelline 100 % | Trigonelline
(Kruskal- vs. Trigonelline vs. Referenz 25 % vs.
Wallis 25 % Referenz
Test)
A375 0,03923 0,50737272 0,24880873 0,05655187
Preyer 1,799e-05 1,155922e-05 1,366981e-03 2,374885e-02
IGR-1 0,0005053 | 0,0031672708 0,0006832445 0,9693076318
Sk-Mel 28 | 0,1124 entfallt entfallt entfallt
MeWo 0,001871 0,015397255 0,001703306 0,711923151

Verdinnungsreihen von Trigonelline, Luteolin und Cucurbitacin B

Tabelle 18: A375, Verdinnungsreihe Trigonelline, s. Abb. 21. Test auf Gruppenunterschiede mit Krustkal-

Wallis-Test (p=7.773e-06). Als Post-hoc Test wurde der Dunn’s Test verwendet. In der Tabelle finden sich

die p-Werte der Gruppenvergleiche bzw. des Vergleichs mit dem Medium.

A375 Medium Trig.100% | Trig. 50 % Trig. 25 % Trig.12,5 % | Trig.6,25 %
Trig. 0,0001719 | 1,00000000 | 1,00000000 | 1,00000000 | 1,00000000 | 1,00000000
200% | 437 00 00 00 00 00
Trig. 0,0001805 1,00000000 | 1,00000000 | 1,00000000 [ 1,00000000
100 % 409 00 00 00 00
Trig. 0,0667927 1,00000000 | 1,00000000 | 1,00000000
50 % 870 00 00 00
Trig. 0,1170056 1,00000000 | 1,00000000
25% 628 00 00
Trig. 0,0013706 1,00000000
125% | 813 00

106




Trig.
6,25 %

0,0449992
243

Tabelle 19: A375, Verdinnungsreihe Luteolin, s. Abb. 21. Mann-Whitney-U-Test sowie Gruppenvergleiche

mittels Dunn’s Test.

A375 Medium Lut. 100 % | Lut. 50 % Lut. 25 % Lut. 125% | Lut.6,25 %
Luteolin 0,0009324 | 9,709106e- | 7,271148e- | 2,190094e- | 3,395532e- | 7,265800e-
200 % 009 01 01 02 05 04
Luteolin 0,0009324 6,509548e- | 2,225163e- | 3,767251e- | 7,827320e-
100 % 009 01 02 05 04
Luteolin 0,0009324 5,207638e- | 1,356602e- | 1,051929e-
50 % 009 01 02 01
Luteolin 0,0009324 5,382147e- | 1,000000e+
25 % 009 01 00
Luteolin 0,0009324 8,069308e-
12,5% 009 01
Luteolin 0,0009324

6,25 % 009

Tabelle 20: A375, Verdlnnungsreihe Cucurbitacin B, s. Abb.21. Mann-Whitney-U-Test sowie

Gruppenvergleiche mittels Dunn’s Test.

A375 Medium CucB. CucB. CucB. CucB. CucB.

100 % 50 % 25 % 12,5% 6,25 %
CucB. 0,0009324 | 6,738782e- | 8,451486e- | 6,024196e- | 1,212455e- | 2,297917e-
200 % 009 01 01 01 01 03
CucB. 0,0009324 9,715094e- | 3,846321e- | 2,964774e- | 9,646913e-
100 % 009 01 02 03 06
CucB. 0,0009324 3,816595e- | 2,813427e- | 8,593497e-
50 % 009 02 03 06
CucB. 0,0009324 8,640448e- | 2,457017e-
25 % 009 01 01
CucB. 0,0009324 9,317328e-
12,5% | 009 01
CucB. 0,0009324
6,25 % | 009
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Tabelle 21: Preyer, Verdinnungsreihe Trigonelline, s. Abb.22. Test auf Gruppenunterschiede mit

Krustkal-Wallis-Test (p=7.773e-06). Als Post-hoc Test wurde der Dunn’s Test verwendet. In der Tabelle

finden sich die p-Werte der Gruppenvergleiche bzw. des Vergleichs mit dem Medium.

Preyer | Medium Trig.200% [ Trig.50% | Trig.25% | Trig.12,5% | Trig.6,25 %
Trig. 2,155882¢e | 1,000000e+ | 1,000000e+ | 1,000000e+ | 1,000000e+ | 1,000000e+
200 % -05 00 00 00 00 00
Trig. 5,132672e 1,000000e+ | 1,000000e+ | 1,000000e+ | 1,000000e+
100 % -03 00 00 00 00

Trig. 1,169278e 1,000000e+ | 1,000000e+ | 9,809396e-
50 % -03 00 00 01

Trig. 6,032448e 1,000000e+ | 1,000000e+
25% -02 00 00

Trig. 1,989575e 1,000000e+
125% | -04 00

Trig. 1,090427e

6,25% | -03

Tabelle 22: Preyer. Verdinnungsreihe Luteolin, s. Abb.22. Mann-Whitney-U-Test sowie
Gruppenvergleiche mittels Dunn’s Test.

Preyer [ Medium Lut.100 % Lut. 50 % Lut. 25 % Lut.125% | Lut.6,25%
Lut. 0,0009324 | 1,000000e+ | 1,558969e- | 6,674435e- | 6,781746e- | 1,652487e-
200 % 009 00 01 03 05 07

Lut. 0,0009324 7,592937e- | 2,004388e- | 7,281202e- | 6,297335e-
100 % 009 01 01 03 05

Lut. 0,0009324 5,061958e- | 1,781678e- | 6,067668e-
50 % 009 01 01 03

Lut. 0,0009324 1,000000e+ | 1,336259e-
25% 009 00 01

Lut. 0,8784770 2,530979e-
125% | 785 01

Lut. 0,0012432

6,25 % | 012
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Tabelle 23: Preyer,
Gruppenvergleiche mittels Dunn’s Test.

Verdiinnungsreihe

Cucurbitacin B,

s. Abb.22. Mann-Whitney-U-Test sowie

Preyer [ Medium CucB. CucB. CucB. CucB. CucB.

100 % 50 % 25 % 125% 6,25 %
CucB. 0,0009324 | 1,000000e+ | 2,298740e- | 9,288510e- | 2,001086e- | 7,854968e-
200 % 009 00 01 01 01 03
CucB. 0,0009324 2,918160e- | 1,000000e+ | 1,305455e- | 3,753640e-
100 % 009 01 00 01 03
CucB. 0,0009324 2,452748e- | 1,698205e- | 5,138610e-
50 % 009 01 04 07
CucB. 0,0009324 1,780254e- | 6,166841e-
25 % 009 01 03
CucB. 0,0009324 1,000000e+
12,5 % 009 00
CucB. 0,0009324
6,25 % | 009

Beeinflussung der Signhalkaskaden von mTOR und Racl

Tabelle 24: Rapamycin. Statistische Daten zu Abbildung 23. Die Auswertung erfolgte mit einem Mann-

Whitney-U-Test. Die Fehlerkorrektur erfolgte nach der Holm-Methode.

p-Wert(Mann-Whitney-U-Test)

Zell- Rapamycin 100 % vs. | Rapamycin 100 % vs. Rapamycin 25 % vs.
linie Rapamycin 25 % Referenz (DMSO 100 %) Referenz (DMSO 25 %)
A375 1,0000000000 0,0012432012 0,0004662005

Preyer | 0,3282051282 0,0004662005 0,0093240093

IGR-1 | 0,0206682207 0,0004662005 0,0004662005

Sk-Mel | 0,7209013209 0,0004662005 0,0004662005

28

MeWo | 0,3822843823 0,0208236208 0,0004662005

HeMa- | 0,68571429 0,01212121 0,42828283

LP
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Tabelle 25: Statistische Daten zu Abbildung 24. Es wurde mittels Kruskal-Wallis Test auf
Gruppenunterschiede getestet, bei Signifikanz folgte ein Post-hoc Test (Dunn‘s-Test). Bei IGR-1 erfolgte
die Testung mittels ANOVA. Die Fehlerkorrektur erfolgte Giber die Holm-Methode.

p-Wert (Dunn’s Test)

Zell- p-Wert NSC23. 100 % vs. NSC23. 100 % vs. NSC23. 25 % vs.
linie (Kruskal- NSC23. 25 % Referenz Referenz
Wallis)

A375 1,393e-05 3,300626e-02

8,712799e-06

5,343140e-02

Preyer | 4,585e-05 2,599306e-05

1,756498e-02

4,237045e-03

IGR-1 | 2,55e-07 0,0000340
(ANOVA)

0,0000002

0,5238557

Sk-Mel [ 2,059e-06 8,805239e-02
28

2,542343e-06

6,264202e-03

MeWo [ 2,064e-06 8,808151e-02

2,548216e-06

6,269701e-03

HeMa- [ 0,0003598 [ 0,0047227859
LP

0,0005354633 0,4795001222

11.2. Gerateliste

Gelelektrophoreseapparaturen
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

XCell4 SureLock™ Midi-Cell,
Cat. No.: WR0100

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris
Midi Protein Gels, 20-Well,

Cat. No.: WG1402BOX

Vakuum-Sauger
Longfian Scitech Co.,LTD., China

Suction Pump SXT-5A

Blotapparaturen
ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

iBlot Gel Transfer Device,

Cat.No.: IBI0O0O1EU

iBlotTransfer Stack, PVDF, regular
size, Cat.No.:IB401001

Blotscanner

Li-Cor, Inc., Lincoln, Nebraska USA C-DiGit Blot Scanner, P/N 3600-00
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Brutschranke

Nuaire

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Hypoxiekammer
Billups-Rothenberg, Inc.; USA

Mikroskope und Zubehor
Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland

Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Digitalkameras

Diagnistic Instruments, Inc.,

Spot Imaging, Sterling Heights, USA

Neubauerzahlkammer
Karl Hecht ,Assistent GmbH,

Altenau, Schweiz

Zellzéhlung
Upgreen Corporation, Taiwan

TS Autoflow
CO,-Water-Jacketed Incubator

CO,-Incubator CB150
Cat. No. 9040-0038

Modular Incubator Chamber
(MIC-101)
Single Flow Meter (SFM3001)

Wilovert A
DMIL 090-135.00

Axioskop 2 mot plus

Axiovert 40 CFL

Zeiss HBO 50 microscope
llluminator

Zeiss MBQ 52 AC Power Supply

Diagnostic Instruments Inc.,

Model #: 34.0

1.4MP Monochrome w/o IR,

Serial #: 255179

SPOT Imaging Insight Camera,
SPOT Insight 2.0 Mp Monochrome
Cat.No.: IN1800

Neubauer Zahlkammer

Tally Counter HT-2
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Photometer
Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Pipetten
Brand GmbH & Co KG,

Wertheim, Deutschland

Eppendorf GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

GlobalTown Microtech, Inc.,
Sarasota, USA

Sterilwerkbénke

The Baker Company, Sanford, Maine
Antair BSK

Tali Image-based Cytometer

ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Zentrifuge
Eppendorf GmbH,

Wesseling-Berzdorf, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Warmwasserbad

Dinkelberg-Labortechnik,

Neu-Ulm, Deutschland

Dispergierwerkzeug
Camlab Limited, Cambrdige, UK

SpectraMax GeminiXs,
SoftMax Pro 5

Transferpette-12; 2,5-25pl
Transferpette-8; 30-300pl
Accu-Jet pro

Eppendorf Reserch
0,1-2,5 pl; 0,5-10 ul; 2-20 pl;
10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000 pl

AccuPette; 10-100 pl;

20-200 pl; 100-1000 p

SterilGARD Class Il Type A/B3

BSK/4, Seriennr.: 6708

Invitrogen Tali,

Image Based Cytometer

Centrifuge 5702

Heraeus, Multifuge 3 S-R

minitherm 1; Baujahr 1993
Modell MTH 231220

Omni TH
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11.3. Software

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Moleculare Devices, Sunnyvale, USA

Diagnistic Instruments, Inc.,

SPOT Imaging, Sterling Heights, USA

Visitron systems GmbH, Puchheim, Deutschland

Li-Cor Cor, Lincoln, USA

Swiss Academic Software GmbH,

Wadenswil, Schweiz

Freeware

Image J
IrvanView (Version 4.42)

R-Studio (Version 3.4.1.)

11.4. Allgemeine Materialien

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Mulnchen, Deutschland

Simon Keller AG, Burgdorf, Schweiz

Simport, Beloeil, Canada

Microsoft Office 2007
SoftMax Pro Software

SPOT Advanced Software 5.1

VisiView
Image Studio (Version 5.0)

Image Studio Lite (Version 5.2.)

Citavi 5, Version 5.2.0.8

Dako Pen,
Product No. S200230-2

CELLSTAR  Serological Pipette,
sterile 10ml
CELLSTAR Tubes, 15ml; 50ml

SIGMA Immersion oil
Cat. No. 56822-250ML
Mowiol 4-88; Cat.No.: 81381

Ecolab Incidin Foam
Art.-Nr. 022200
Art.Nr. 022235

Cryovial T311-2
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ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Thomas Scientific, Swedesboro, USA

Tpp Techno Plastic Products AG

Trasadingen, Schweiz

VWR International GmbH,

Darmstadt, Deutschland
Werner & Mertz GmbH, Mainz, Deutschland

Ahn Biotechnologie GmbH,

Nordhause, Deutschland

Gilson Inc., Middleton, USA

Menzel-Glaser, Objekttrager
Superfrost Plus
Art.No. J1800AMNZ

Nunc, zellkulturbehandelte
EasYFlask

25 cm?; Cat.No: 156367
75 cm?, Cat.No.: 156499

invitrogen Tali
Cellular Analysis Slide

Falcon 15 ml Conical Centrifuge
Tubes, Cat.No

Falcon Serological Pipette,
sterile 50ml, REF 357550
sterile 5ml, REF 357543

Falcon Tissue Culture Dish,
100 x 20mm, REF 353003

Falcon Multiwell,
6 Well, Thomas No.: 6902A01
24 Well, Thomas No.:6902A09

Parafilm M Sealing Film
Thomas No: 7315D11

96 Well Zellkulturplatte
Cat.No.: 92696

Deckglaser rund, g13mm
Cat. No. 630-1597

Frosch Spiritus Glasreiniger

Top-Line Filter-Tips, 1-100 pl,
steril, Cat. No. 2-112-96-0

Diamond Tipack, DF200ST
20-200 pl, steril, Ref.: F171503
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Sarstedt AG & Co KG,
Numbrecht, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, Deutschland

11.5. Chemikalien und Enzyme

Promega Corporation, Madison,
USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Munchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, USA

Zytomed Systems GmbH,

Biosphere Filter-Tips, steril
100-1000 pl, Ref.: 70.762.211

Gelantin from cold water fish skin
40-50 % in H,O
CAS-Nr.: 9000-70-8

CellTiter 96 AQueous One
Solution; Cell Proliferation Assay

SIGMA Tryptan Blue Solution
(0,4%), Cat. No. T8154-100ml

SIGMA Tween 20, viscous
liquid, cell culture tested
Cat. No. P2287-100ML

Mowiol® 10-98
Cat. No 10852-250G

SIGMA Dimethyl sulfoxide
(DMSO), for molecular biology,
>=99,9%, Cat. No. D8418-250ML

SIGMA Dihydroethidium
BioReagent, suitable for
fluorescence, >=95% (HPCE)
Cat. No. 37291-25MG

SIGMA Ponceau S solution
Cat. No. P7170-1L

gibco Trypsin/EDTA Solution
0,05% phenol red,
Cat.Nr: 25300-062
gibco Defined Trypsin Inhibitor
(DTI), Cat.-No.: R007-100

HIER Citrate Buffer pH 6,0
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Berlin, Deutschland

Li-Cor Cor, Lincoln, USA

11.6. Antikdrper und Immunchemikalien

Primére Antikdrper
abcam, Cambridge, USA

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Mulnchen, Deutschland

Sekundére Antikdrper

ThermoFisher Schientific Inc.,
Waltham, USA

Cat.No.: ZUC028-100
ZUC028-500

WesternSure Chemiluminescent
Reagents
P/N 926-10001; 926-10002

ab2185, rabbit (rb) pAb to HIF-1a
ab199, rb pAb to HIF-2a
ab140667, mouse (ms) mAb to
ABCB5

ab14078, chicken (chk) pAb to
VEGF

ab3125, ms mADb to p75 NGF
Receptor

ab31163, rb pAb to Nrf2

ab23375, rb pAb to ALDH1Al

MAB4399, ms mAb to CD133

sc-8106, goat (gt) pAb to Melan A

ms mAb to JARID-1B
ms Anti-B-Actin, Cat.No. A5316

A-21202; donkey (dnk) anti-ms
IgG (H+L) Alexa Fluor 488, pAb
A-21147, gt anti-ms IgG2b,

Alexa Fluor 555, pAb

A-21206, dnk anti-rb IgG (H+L),
Alexa Fluor 488, pAb

A-31572, dnk anti-rb IgG (H+L),
Alexa Fluor 555, pAb

A-21103, gt anti-chk IgY (H+L),
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Munchen, Deutschland

Alexa Fluor 633, pAb
A-21081, dnk anti-gt (H+L),
Alexa Fluor,350 pAb

DAPI, Cat. No.: 9542

Tabelle 26: Verwendete Antikdrper mit Herstellerangaben und verwendeter Verdiinnung

Priméarer Antikorper

Sekundarer Antikorper

Cat.No. | Ziel- Wirt Verdin- | Bestell- [ Wirt Verdin | Wellen-
struktur nung Nr. -nung lange
AK [ sc-8106 [ Melan A Ziege | 1:200 A-21081 | Esel 1:1000 | 350
21 | ab1406 | ABCB5 Maus | 1:200 A-21202 | Esel |1:1000 | 488
67
ab2185 | HIF-1a Hase | 1:1000 A-31572 | Esel 1:1000 | 555
ab1407 | VEGF Huhn | 1:100 A-21103 | Ziege | 1:1000 | 633
8
AK | sc-8106 | Melan A Ziege | 1:200 A-21081 | Esel 1:1000 | 350
22 | ab3125 | p75NGF Maus | 1:200 A-21202 | Esel |1:1000 | 488
ab3116 | NRF2 Hase | 1:200 A-31572 | Esel 1:1000 | 555
3
AK | sc-8106 | Melan A Ziege | 1:200 A-21081 | Esel 1:1000 | 350
23 | MAB43 | CD133 Maus | 1:100 A-21202 | Esel |1:1000 | 488
99
ab199 | HIF-2a Hase | 1:100 A-31572 | Esel 1:1000 | 555
AK | sc-8106 | Melan A Ziege | 1:200 A-21081 | Esel 1:1000 | 350
24 | ab2337 | ALDH1Al |Hase | 1:200 A-21206 | Esel |[1:1000 | 488
5
ab1406 | ABCB5 Maus | 1:200 A-21147 | Ziege | 1:1000 | 555
67
AK | sigma DAPI | 1:4000 [ 350
25 sigma JARID-1B | Maus | 1:200 A-21202 | Esel 1:1000 | 488
ab3116 | NRF2 Hase | 1:200 A-31572 | Esel 1:1000 | 555
8
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Li-Cor Cor, Lincoln, USA

11.7.

Inhibitoren /Stimulanzien

WesternSure® Goat anti-Mouse
HRP secondary antibody
Cat.No. 926-80010
WesternSure Goat anti-Rabbit HRP
secondary antibody

Cat.No. 926-80011

Tabelle 27: Ubersicht (ber die verwendeten Inibitoren und Stimulationen mit Herstellerangaben und

verwendetem Losungsmittel

Name Firma Katalog- CAS No.: | MW Losung
nummer s-mittel

Ammonium Sigma 323446-1G 15060- 260,28 | DMSO

tetrathiomolybdate 55-6

(ATTM)

Apocynin Sigma 73536-100MG | 498-02-2 | 166,17 | H20

CAS 882268-69-1 Calbiochem | 400087 882268- |287,3 | DMSO
69-1

CAS 934593-90-5 Calbiochem, | 400083 934593- |[435,5 |DMSO

Millipore 90-5
CAY10585 Caymen 10012682 934593- |435,5 | DMSO
Chemicals 90-5

Cobalt chloride | Sigma 232696-5G-D | 7646-79- | 129,84 | H20

(CoCl2) 9

Cucurbitacin B Sigma C8499-25MG | 6199-67- | 558,7 | DMSO
3

Dimethyloxallyl Caymen 71210 89464- 175,1 DMSO

Glycine (DMOG) Chemicals 63-1

Diphenyleneiodonium | Sigma D2926-10MG | 4673-26- | 314,55 | DMSO

chloride (DPI) 1

FM19G11 Calbiochem 400089 329932- | 4634 DMSO
55-0

KC7F2 Calbiochem 400088 927822- 570,4 DMSO
86-4

Luteolin Sigma 72511-10MG 491-70-3 | 286,24 | DMSO
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=15060-55-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=15060-55-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=4673-26-1&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=4673-26-1&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=491-70-3&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product

NSC23766 Tocris 2161 1177865- | 530,97 | H20
17-6

Rapamycin Sigma 37094-10MG 53123- 914,17 | DMSO
88-9

Trigonelline Sigma T5509-1G 6138-41- | 173,6 H20

hydrochloride 6

11.8. Puffer, Medien, Losungen

Braun, Melsungen, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Dallas, USA

Losungen fur Immunhistochemie

Waschpuffer

Blockierlésung

Permeabilisierung:

Losungen und Medien fir die Zellkulturen

Genaxxon bioscience GmbH,

Ulm, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Aqua, Ecotainer

4 % Paraformaldehyd in PBS
CAS 30525-89-4
Cat.No.: sc-281692

PBS
PBS mit:
1 % BSA;
10 % FSC
0,25 % Fischgelantine

PBS
Zusatze:
0,1 % Tween 20

Amphotericin B Lésung
Cat.No.: M3109.0100

gibco Antibiotic-Antimycotic
(100X), Cat.Nr.: 15240-062

gibco Penicillin/Streptomyin
(10,000 U/mL), Cat.Nr: 15140-122

Gibco Fetal Bovine Serum, EU-
approved, South Ameriva origin,
Cat.No.: 10270-106
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Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Einfriermedium
FBS + 15% DMSO

Losungen fur Proteinbestimmung

Lysepuffer
ThermoFisher Schientific Inc.,

Waltham, USA

Bradford
ThermoFisher Schientific Inc.,

Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH,

gibco Human Melanocyte
Growth Supplemnt (HMGS),
Cat.No.: S-002-5

gibco HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)
piperazin-N'-(2-ethansulfonséure))
Cat.No.: 15630-080

gibco DMEN (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium), high glucose,
GlutaMAX supplement, pyruvate,
Cat.No.: 31966-021

gibcoMedium 254,
Cat.No.: M-254-500

gibcoKanamycin Sulfate
Cat.No.: 15160-047

PBS-Lésung ohne Ca?*,ohne
Mg?, unsteril , Cat.No.: 1825-5000
PBS- Lésung ohne Ca?*,ohne
Mg?, steril , Cat.No.: 1825

Np40 Cell Lysis Buffer

Cat.No.: FNN0021

Halt Protease Inhibitor Cocktail
(100X)

Cat.No.: 87786

Pierce BCA Protein Assay Kit,
Cat.No.: 23227

Protein Assay Kit Il
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Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Minchen, Deutschland

Loading Control

ThermoFisher Schientific Inc.,
Waltham, USA

Running Buffer

ThermoFisher Schientific Inc.,
Waltham, USA

Sample Buffer
ThermoFisher Schientific Inc.,

Waltham, USA

11.9. Zelllinien

Melanozyten
HeMa-LP

Melanomzellen
A375

IGR-1

MC

MeWo

Preyer

Cat.No.: 5000002

Albumin from bovine serum >98 %
Cat.No.: A7906-100G

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,
10 to 250 kDa, Cat.No.: 26619 .

NuPAGE MES SDS Running Buffer (20X)
Cat.No.: NP0O002

Pierce Lane Marker Reducing Sample Buffer
Cat.No.: 39000

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, USA
HEMa-LP, Human Epidermal Melanocytes, adult,
light pigmented donor

Cat.No.: C0245C

AG Dr. Dr. S. Quist

CLS Cell Lines Service GmbH,
Dr. Eckener —Str. 8, 69214 Eppelheim,
Cat.No: 300219

AG Dr. Dr. S. Quist

CLS Cell Lines Service GmbH,
Dr. Eckener —Str. 8, 69214 Eppelheim
Cat.No: 300285

AG Prof. Dr. med. M. Leverkus,
Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie,

Veneorologie und Allergologie,
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11.10. Medien zur Zellkultivierung

Melanozyten
Gibco Medium 254

Melanomzellen
Gibco DMEM (1x) + GlutaMAX

Josef-Schneider-Str. 2, 97080 Wirzburg

CLS Cell Lines Service GmbH,
Dr. Eckener —Str. 8, 69214 Eppelheim
Cat.No: 300337

Zusatze:

1 % HMGS

1 % Antibiotic-Antimycotic
1 % Kanamycin

1 % Amphothericin B

[+] 4,5 g/l D-Gkucose
[+] Pyruvat
Zusatze:
10 % FBS
1 % HEPES
1 % Antibiotic-Antimycotic
1 % Kanamycin
1 % Amphotericin B
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