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Referat

Die Glyoxalase-I (Glo-l) ist ein entscheidendes Enzym in der Detoxifikation von Methylglyoxal
(MGO), einem zytotoxischen Stoffwechselprodukt der Glykolyse. Mehrere Studien konnten bei
Neoplasien eine erhéhte Expression der Glo-l zeigen. Die Rolle der Glo-I im hepatozellularen
Karzinom ist bisher nicht vollstandig geklart. Daher wurde die Glo-I zuerst in drei verschiedenen
Zelllinien mit unterschiedlicher Malignitat (AML 12, HepG2 und Huh7) auf die Protein- und
MRNA-Expression sowie die enzymatische Aktivitat untersucht. Die Huh7-Zelllinie zeigte sowohl
die hochste Expression als auch die hochste Aktivitat der Glo-I. Folgend wurden die Huh7-Zellen
fir die weiteren Versuche verwendet, um den Zusammenhang zwischen der Glo-l und den
malignitatsassoziierten Faktoren des HCC zu untersuchen. In den nachfolgenden Versuchen
wurde die Glo-lI mittels zwei Inhibitoren, Ethylpyruvat (EP) und S-p-bromobenzylglutathion
cyclopentyl diester (BrBzGSHCp2), behandelt und die Proliferation sowie die Migration der
Huh7-Zellen analysiert. Mit steigenden Konzentrationen nahm die Proliferation der Zellen ab.
Um die tiefergreifenden Aspekte einer Glo-I-Inhibition zu verstehen, wurden zelluldre
Signalmolekile, die entscheidend am Wachstum des HCC beteiligt sind, wie die
Wachstumsfaktoren VEGFR-2, PDGFR-B sowie deren intrazellulare Transduktionssignale
ERK/pERK, untersucht. Es konnte eine signifikante Abnahme der Expression mit steigender Glo-
I-Inhibition festgestellt werden. Im weiteren Verlauf sollten die Ergebnisse der zelluldren
Proliferations- und Migrationsmarker mittels funktioneller Analysen, im Sinne eines Scratch- und
eines Koloniebildenden-Assays, konsolidiert werden. Es konnte mit steigender Glo-I-Inhibition
eine Abnahme der Migration und der Koloniebildung nachgewiesen werden. Im nachsten Schritt
wurde der Einfluss von Sorafenib auf die Glo-I-Expression und die enzymatische Aktivitat
untersucht. Sorafenib fiihrte zu einer gesteigerten Glo-I-Protein-Expression und Kinetik. Die
Koinkubation von Sorafenib und EP zeigte zudem eine héhere Abnahme der Proliferation als bei
alleiniger Therapie mit Sorafenib. Die Ergebnisse belegen die Bedeutung der Glo-I fir das
Wachstum von HCC-Zellen. Erstmals konnte der Einfluss von Sorafenib auf die Glo-I analysiert
werden. Die Therapie mit Glo-I-Inhibitoren und Sorafenib zeigte synergistische Effekte auf HCC-

Zelllinien und stellt damit neue Ansatze fir eine Kombinationstherapie des HCC dar.

Michel, Maurice: Die Rolle der Glyoxalase-l im hepatozelluldaren Karzinom, Halle (Saale), Univ.,
Med. Fak., Diss., 66 Seiten, 2019
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1 Einleitung
1.1 Das hepatozelluldre Karzinom

1.1.1 Inzidenz und Atiologie

Lebereigene oder primdre Krebsformen sind weltweit als sechsthdufigste Krebsentitdten
Uberhaupt sowie als vierthaufigste Krebs-assoziierte Todesursache aufgefiihrt (Bray et al. 2018).
Die weltweite Inzidenz liegt bei 841.080 Fallen und die Mortalitdt betragt 781.631 Todesfalle
pro Jahr (Ferlay et al. 2018). Das hepatozelluldare Karzinom (HCC) ist histologisch mit circa 80 %
der Féalle der haufigste priméare Leberkrebs (McGlynn et al. 2015). Die haufigsten Falle des HCC
zeigten sich bisher vor allem in Ostasien und Slidostasien sowie in Teilen Afrikas (Subsahara)
(Torre et al. 2015). Dies ist durch pathogenetische Faktoren begriindet, die in diesen Regionen
haufiger vorkommen als in westlichen Landern. Griinde dafiir stellen grof3tenteils die hoheren
Infektionsraten an Hepatitis B sowie mit geringerem Anteil an Hepatitis C dar (Petruzziello 2018).
Des Weiteren ist ein hoheres Aufkommen von Schimmelpilzbefall durch Aspergillus flavus in
Nahrungsmitteln in Sidostasien als bedeutender Kofaktor beschrieben (Kensler et al. 2011). Die
Pathogenese des HCC durch Schimmelpilze erklart sich durch sezernierte Toxine wie das
Aflatoxin B1, das ein deutliches karzinogenes Potenzial auf Hepatozyten besitzt (Zhang et al.
2017; Magnussen und Parsi 2013; Lunn et al. 1997). In den westlichen Landern kommt als
Ursache des HCC die athyltoxische Leberzirrhose sowie die Nicht-alkoholische Steatohepatitis
(NASH) in Betracht, die wesentlich durch entsprechende Lebensstandards begriindet sind
(White et al. 2012; Mittal et al. 2015). In den letzten Jahren suggerierten Makarova-Rusher et
al., dass die steigende Inzidenz am haufigsten auf metabolische Ursachen zuriickzufiihren ist
(Makarova-Rusher et al. 2016). Zunachst ist grundsatzlich darauf hinzuweisen, dass der gréRte
Risikofaktor flir ein HCC in der westlichen Welt zu 80 % die Leberzirrhose ist (Fattovich et al.
2004). Zusatzlich haben Patienten mit Leberzirrhose ein erhdhtes Risiko mit einer kumulativen
5-Jahresinzidenz zwischen 8-30 %, ein HCC im weiterem Krankheitsverlauf zu entwickeln
(Fattovich et al. 2004). Daraus erkldren sich einige Gemeinsamkeiten in veranderten
Stoffwechselwegen, die zunachst zu einer Leberzirrhose fiihren und im weiteren Verlauf zu

einem Karzinom bzw. dem HCC voranschreiten (Luedde et al. 2014).

1.1.2 Molekulare Pathogenese

Grundlage fiir die Entwicklung des HCC in den meisten Fallen ist eine inflammatorische Reaktion,
wie sie bei der Leberzirrhose zu finden ist. Dass die Leberzirrhose zu einem HCC fiihren kann, ist

durch die stindigen Umbauprozesse in einer inflammatorischen Leber begriindet, die die
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vermehrte Zellteilung anregen und dadurch eine Pradisposition fiir Mutationen darstellen (Ding
und Wang 2014; Kiraly et al. 2015). Diese Umgebung (,,tumour microenvironment“) fordert eine
maligne Transformation in primaren Hepatozyten unter anderem durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
(Ramesh et al. 2016; Pikarsky et al. 2004). Ein weiterer Faktor, der zur molekularen
Karzinogenese des HCC beitragt, ist oxidativer Stress in Form von Reactive Oxygen Species (ROS),
die wahrend Entziindungsprozessen vermehrt anfallen (Hussain et al. 2003). Dariber hinaus gibt
es mehrere identifizierte molekulare Signalwege, die im Verlauf der Entstehung des HCC ihre
Funktion hingehend zu einem malignen Potenzial verdandern kdnnen (Villanueva et al. 2007).
Dies lasst sich auf molekularer Ebene in kleinere Teilgebiete aufteilen: In Wachstumsfaktoren,
deren jeweilige Wachstumsfaktorrezeptoren, anliegende Rezeptor-Tyrosinkinasen und
Signaltransduktionskaskaden sowie die im Nukleus zu aktivierenden Transkriptionsfaktoren.
Eine Uberexpression oder eine Verdnderung dieser zelluldren Signalwege hat wiederum eine
unkontrollierte Proliferation, Angiogenese und Migration der betroffenen Hepatozyten zur
Folge. Als bedeutende Wachstumsfaktorrezeptoren in diesem Kontext wurden unter anderem
VEGFR-2, und PDGFR-B sowie deren Signaltransduktionsweg ERK/pERK identifiziert (Chu et al.
2013; Negri et al. 2015; Huynh et al. 2003).

1.1.3 Molekulare Therapie und Prognose

Aufbauend auf den molekularen Grundlagen des HCC wurden in den letzten Jahren mehrere
Therapieansatzpunkte definiert. Die molekulare bzw. systemische Therapie hat sich groRtenteils
bei fortgeschrittenem HCC, d.h. mit makrovaskuldrer Invasion und/oder Fernmetastasen bei
zugrunde liegender Leberzirrhose der Child-Pugh-Klassifikation A und B (Barcelona Clinic liver
cancer (BCLC)-Stadium C), etabliert (Heimbach et al. 2018). Die Prognose in einem
fortgeschrittenen Stadium des HCC (BCLC-Stadium C) liegt bei etwa acht bis zehn Monaten,
wiahrend im terminalen Stadium (BCLC-Stadium D) sich das Uberleben auf circa drei Monate
belduft (Forner et al. 2018). Dies ist der Kombination aus zwei Erkrankungen geschuldet, da
neben dem HCC auch ein fortgeschrittenes Stadium der Leberzirrhose (Child-Pugh-Klassifikation
B und C) vorliegt (Ganten et al. 2017). Seit 2008 gilt Sorafenib (Nexavar®, BAY43-9006), ein
Multityrosinkinase-Inhibitor, als molekulare  Therapie mit einer verlangernden
Uberlebenswahrscheinlichkeit von circa 3,5 Monaten (LIovet et al. 2008). Der Wirkmechanismus
von Sorafenib verlauft groRtenteils tiber die drei folgenden Ansatzpunkte: PDGFR-3, VEGFR-2,
Ras-Raf-MAPK/ERK (Wilhelm et al. 2004; Liu et al. 2006). Weitere Untersuchungen zeigten, dass

Sorafenib ebenfalls ROS induzieren und damit Tumorzellen in die Apoptose fiihren kann (Coriat
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et al. 2012; Chiou et al. 2009). Erst seit Kurzem haben sich mit Regorafenib und Levantinib
weitere Tyrosinkinase-Inhibitoren etabliert, die sich positiv auf das Uberleben des Patienten

auswirken (Bruix et al. 2017; Kudo et al. 2018).

1.2 Das Glyoxalase-Enzymsystem

1.2.1 Aufbau und Funktion der Glyoxalase

Das Glyoxalase-Enzymsystem besteht hauptsachlich aus zwei Enzymen: der Glyoxalase-I (Glo-I;
EC 4.4.1.5) und Glyoxalase-ll (Glo-ll; EC 3.1.2.6). Die Glo-I und Glo-Il stellen ein ubiquitar
vorkommendes Enzymsystem in allen Zellen von Saugetieren dar, das groRtenteils im Zytosol zu
finden ist (Hopkins und Morgan 1945). Die Hauptfunktion dieses Enzymsystems besteht darin,
Methylglyoxal (MGO) in einem Teilschritt (ber S-D-Laktoylglutathion in D-Laktat zu
detoxifizieren. Methylglyoxal und das reduzierte Glutathion (GSH) bilden nicht-enzymatisch ein
Hemithioacetal, das wiederum durch die Glyoxalase-l katalysierte Reaktion in S-D-
Laktoylglutathion umgewandelt wird. In einem zweiten Schritt mittels der Glyoxalase-Il wird S-
D-Lactoylglutathion in D-Laktat unter der Verwendung von Wasser (H20) hydrolysiert. Das
Glutathion wird durch die Glo-Il regeneriert und steht fiir weitere Reaktionen der Glo-I zur
Verfligung (Abbildung 1) (Thornalley 1990). Der Hintergrund fiir die Reaktion von Methylglyoxal
in D-Laktat ist durch die Zytotoxizitdit von MGO begriindet, auf die im nachsten Abschnitt
genauer eingegangen wird. In der Literatur wird ferner eine Glyoxalase-Ill (Glo-lll) beschrieben,
die in dem Bakterium E.coli entdeckt wurde und MGO uber einen direkten Schritt in D-Laktat
umwandelt (Misra et al. 1995). D-Laktat wird wiederum zu Pyruvat verstoffwechselt (TUBBS und
GREVILLE 1959). Die Glo-lll wird als Teil der DJ-1 Superfamilie angesehen (Subedi et al. 2011).
Auf Grund der ahnlichen Funktionen wird das Enzym DJ-1 bereits als eine neue Glyoxalase
gehandelt (Lee et al. 2012). Neben der Glo-I wird Methylgloxal auch in weitaus geringerem
Umfang (iber die Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-(NADPH)-abhéngige Aldo-
Keto-Reduktase (AKR) und durch die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) verstoffwechselt (Vander
Jagt et al. 1992; Yoshida et al. 1985). Ein Knockout-Modell der Glo-I zeigte, dass die AKR als
Kompensationsmechanismus zur Detoxifikation von MGO hochreguliert wurde (Morgenstern et

al. 2017).



CH,COCHO
Methylglyoxal

Glyoxalase 1

GSH CH,CH(OH)CO-SG
S-D-Lactoylglutathione

Glyoxalase 2

CH,;CH(OH)CO," + H*
D-Lactate

Abbildung 1: Das Glyoxalase-Enzymsystem (Rabbani et al. 2018).

1.2.2 Methylglyoxal

Methylglyoxal (MGO) gehort chemisch zu der Gruppe der Oxoaldehyde und bildet eine reaktive
Karbonylverbindung. MGO fallt groStenteils nicht-enzymatisch wahrend der Glykolyse an,
hauptsachlich durch den Abbau der Triosephosphate Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GA3P) und
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) (Phillips und Thornalley 1993; Richard 1993), oder
enzymatisch durch die Triosephosphat-lsomerase (TIM) und die Methylglyoxal-Synthase
(Pompliano et al. 1990). Die Zytotoxizitdt von MGO lasst sich durch die modifizierenden bzw.
glykierenden Eigenschaften auf Nukleinsdure (Genom), Proteine (Proteom) und Lipide bzw.
basische Phospholipide erkldren, die zu der Bildung von , Advanced Glycation Endproducts”
(AGEs) fuihren (Thornalley 2003). Die AGEs binden wiederum an ihren Rezeptor RAGE und
konnen dadurch inflammatorische Prozesse sowie maligne Transformationen induzieren (Piperi
et al. 2017). Die Glykierung von Proteinen wurde bereits 1912 von Maillard beschrieben und ist
bis heute unter der Maillard-Reaktion bekannt (Maillard 1912). Die Glykierung an Proteinen
durch MGO findet grofStenteils an Arginin-Resten statt, wodurch die AGEs Hydroimidazolon
(MG-H1), Argpyrimidin und Tetrahydropyrimidin (THP) gebildet werden (Rabbani und
Thornalley 2012). Der groRte Anteil dabei ist auf das MG-H1 zurlickzufiihren, wahrend das
Argpyrimidin eine untergeordnete Rolle spielt (Rabbani und Thornalley 2012). In einem weitaus
geringeren Umfang werden auch Lysin- und Zystein-Reste durch MGO glykiert, die in Anbetracht

der Zytotoxizitdt eine untergeordnete Rolle spielen. Nukleinsdure assoziierte AGEs wie
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Imidazapurinon MGdG-Addukte fliihren zu hoheren Mutationsraten, DNA-Doppelstrangbriichen
und Zytotoxizitdt (Rabbani et al. 2018; Thornalley et al. 2010). In diesem Kontext fiihrt eine
Akkumulation von MGO zu oxidativem Stress durch die Induktion von ROS auf Grund von
mitochondrialer Dysfunktion (Rabbani und Thornalley 2008; Rosca et al. 2002). Die Rolle von
MGO in der Entstehung von Krankheiten kann von zwei Seiten betrachtet werden. In chronisch
inflammatorischen Erkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus zeigten sich hohere
Konzentrationen an MGO (Kalapos 2013). Auf der anderen Seite - so z.B. in vielen Krebszellen -
zeigte sich eine erhoéhte Expression von Glo-l und geringere MGO Konzentrationen, da diese
sonst fur die Tumorzellen eine héhere Zytotoxizitat bedeutet hatte. So kdnnen geringe Mengen
an MGO zu Tumorprogression fiihren, wahrend sehr hohe Mengen zur Inhibition des

Tumorwachstums beitragen (Nokin et al. 2017).

1.3 Glyoxalase-I Expression in Krebszellen

In vielen Krebsarten wurde die Glyoxalase-l analysiert und eine Uberexpression festgestellt
(Geng et al. 2014). In Biopsien von Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx zeigte sich eine
erhohte Glo-I-Expression, die mit einer verschlechterten Prognose einherging (Kreycy et al.
2017). In dreifach negativen (keine Oberflachenrezeptoren) Brustkrebs-Histologien konnte eine
verminderte Konzentration an MGO-Residuen (Argpyrimidin) sowie eine erhohte Aktivitat der
Glo-I nachgewiesen werden (Chiavarina et al. 2014). In Her2neu-positivem Brustkrebs konnte
durch proteomische Analysen ebenfalls eine gesteigerte Glo-l-Expression - neben
Stoffwechselwegen der Glykolyse - identifiziert werden (Zhang et al. 2005). In genomischen
Analysen von Magenkarzinomgewebe zeigte Glo-lI das groRte Potenzial zur Karzinogenese
(Hosoda et al. 2014); eine weitere Arbeitsgruppe assoziierte eine Uberexpression der Glo-I mit
einem fortgeschrittenem Tumor-Stadium und einer gesteigerten Tumorprogression (Cheng et
al. 2012). Neben den oben genannten Tumorgeweben wurden &hnliche Aspekte auch im
Prostata-Karzinom (Baunacke et al. 2014; Burdelski et al. 2017), Nierenzellkarzinom (Antognelli
et al. 2006), kolorektalen Karzinom (Ranganathan et al. 1993), Pankreaskarzinom (WANG et al.
2012), malignen Melanom (Bair et al. 2010) und im Plattenepithelkarzinom der Haut
beschrieben (Zou et al. 2015). Der Grund fiir eine erhdhte Expression der Glyoxalase-l in
Tumorgewebe wird in der Literatur hauptsachlich durch den héheren Energiebedarf von
Tumorzellen erklart, besser bekannt als der ,Warburg-Effekt” (WARBURG 1956). Durch die
gesteigerte Glykolyse in Tumorzellen entsteht eine hohere Akkumulation von Methylglyoxal, das
wahrend dieser Stoffwechselwege als Nebenprodukt anfallt. Tumorzellen schiitzen sich durch

ihr vermehrtes Wachstum mittels der Glo-1 vor zytotoxischem Methylglyoxal.
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1.4 Glyoxalase-l und Multidrugresistance (MDR)

Da sich eine erhohte Expression der Glo-l in verschiedenen Tumorentitaten zeigte, wird auch
darin eine Ursache in der Multidrugresistance (MDR) gegeniiber zytotoxischer Chemotherapie
gesehen (Thornalley und Rabbani 2011). Chemotherapien wirken in der Regel zytotoxisch, in
dem ROS-induziert und Teile der DNA beschadigt oder Mikrotubuli inhibiert werden und somit
eine pro-apoptotische Wirkung haben (Kim et al. 2002). Daher ist es naheliegend, dass auch
Tumorzellen  durch  die  gesteigerte  Glo-I-Aktivitdit und  -Expression  einen
Verteidigungsmechanismus etabliert haben. Eine cDNA-Hybridisierung von Apoptose-
resistenten Leukamie-Zelllinien gegenliber Chemotherapeutika wie Adriamycin und Etoposid
zeigte eine Glo-I-Uberexpression und eine gesteigerte Aktivitat im Vergleich zu den Wild-Typ-
Zellen (Sakamoto et al. 2000). Ahnliche Ergebnisse konnten auch in Glo-I-iiberexprimierten
Zelllinien gegeniliber Mitomycin und Adriamycin gezeigt werden (Ranganathan et al. 1995). Eine
Vincristin-resistente Magenkarzinom Zelllinie zeigte ebenfalls in einer proteomischen Analyse
eine gesteigerte Glo-I-Expression (Yang et al. 2008). In einem Mausmodell konnten die
zytotoxischen Effekte von Streptozocin, das bei neuroendokrinenen Tumoren (NET) wie beim
Insulinom eingesetzt wird, durch eine gesteigerte Expression der Glo-I vermindert werden (Kim
et al. 2013). Die genauen Hintergriinde, die zu MDR durch Glyoxalase-I-Expression fiihren, sind
noch nicht ausreichend geklart. Vermutet wird jedoch, dass durch die zytotoxischen
Eigenschaften von Chemotherapeutika unter anderem auf die DNA durch Glykierung, die Glo-I-
Expression als Schutzmechanismus aktiviert wird (Thornalley 2003; Thornalley et al. 2010).
Erhohte Konzentrationen an Methylglyoxal kénnen zusatzlich durch Chemotherapeutika

entstehen und eine héhere Aktivierung der Glo-I bewirken (Rabbani et al. 2018).

1.5 Modulatoren der Glyoxalase-I

Auf Grund der Datenlage bezliglich der Glo-I in Tumorzellen wurden mehrere Inhibitoren der
Glo-I entwickelt und sowohl in in-vitro als auch in-vivo Studien analysiert. Eine Inhibition der
Glo-l zeigte in mehreren in-vitro sowie in-vivo Analysen anti-proliferative sowie pro-
apoptotische Effekte auf Tumorzellen, die im Folgenden erlautert werden. Zum Beispiel zeigte
Ethylpyruvat (EP) durch Modulation der Glo-I anti-inflammatorische Effekte (Hollenbach et al.
2008). Die Glo-I Aktivitat konnte mittels EP in Leukdamie-Zellen reduziert werden, wodurch ein
vermindertes Wachstum der Zellen beobachtet wurde (Birkenmeier et al. 2016). Ahnliche anti-
proliferative Effekte stellten sich auch in S-p-bromobenzylglutathion cyclopentyl diester

(BrBzGSHCp;) behandelten Leukdmie-Zellen dar (Thornalley et al. 1996a; Thornalley et al.
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1996b). Des Weiteren fiihrte der Einsatz von BrBzGSHCp, in Glo-I liberexprimierten Leukdmie-
Zellen zu einer Sensitisierung gegeniber zytotoxischer Chemotherapie und fiihrte bei anfangs
resistenten Zellen zur Aktivierung der Apoptose (Sakamoto et al. 2000). In Stammzellen der
chronischen myeloischen Leukdmie (CML) wurde durch BrBzGSHCp; ein anti-proliferativer Effekt
sowie eine hohere Sensitivitdt gegenilber Tyrosinkinase-resistenten Zellen beschrieben
(Takeuchi et al. 2010). In humanen Lungenkrebs-Zellen mit hoherer Glo-I-Expression und
Aktivitat zeigte BrBzGSHCp; pro-apoptotische Effekte (Sakamoto et al. 2001). Neben den oben
genannten bekannten Inhibitoren zeigten bereits etablierte Medikamente auch inhibitorische
Effekte auf die Glo-I-Expression. Dazu gehort beispielsweise das weit verbreitete Antidiabetikum
Metformin, das die Glo-l Expression in Endometriumkarzinom-Zellen verminderte und die
Ansprechbarkeit von Chemotherapeutika verbesserte (Dong et al. 2012). Ahnliches gilt auch fiir
Troglitazone, ebenfalls ein Antidiabetikum, das die Glo-I Expression in Glioma-Zellen inhibierte

(Helgager et al. 2010).



2 Zielstellung

Eine erhohte Expression der Glyoxalase-l konnte bisher in verschiedenen Tumorentitdten
nachgewiesen werden. Im HCC bleibt die Rolle der Glo-I noch unzureichend geklart. Die
Zusammenhange der Glo-l auf molekulare Signalwege des HCC sind bisher nicht untersucht.
Daher ist das Ziel dieser Versuche, die Bedeutung der Glo-I auf malignitatsassoziierte Faktoren
des HCC zu untersuchen. Mittels zwei unabhangiger Inhibitoren der Glo-I, EP und BrBzGSHCp,,
soll der Einfluss auf die Proliferation, Migration sowie die HCC-assoziierten Signalwege PDGFR-
B, VEGFR2 und ERK/pERK gezeigt werden. Diese Ergebnisse sollen in Kolonie- und Migrations-
Assays weiter untersucht werden. Ebenfalls ist es Ziel, den Effekt von Sorafenib, ein Multi-
Tyrosin-Kinase Inhibitor in der Erstlinien-Therapie des fortgeschrittenen HCC, auf die Expression
und kinetische Aktivitat der Glo-l zu untersuchen, was bisher unbekannt ist. Zudem werden die
Effekte einer Koinkubation von Glo-I-Inhibitoren und Sorafenib auf die Proliferation von HCC-
Zellen untersucht. Zusammenfassend soll in dieser Arbeit die Bedeutung der Glo-I fiir die
Karzinogenese des HCC untersucht sowie der Einfluss einer systemischen Therapie mittels
Sorafenib auf die Glo-I beschrieben werden. Dies passiert mit dem maoglichen Hintergrund, die
Glyoxalase-l als therapeutischen Ansatzpunkt des hepatozelluldren Karzinoms in
fortgeschrittenem Stadium zu identifizieren und um eine mdégliche Kombinationstherapie mit

Sorafenib zu etablieren.



3 Material und Methodik

3.1 Verwendete Chemikalien

2-Mercaptoethanol

3 MM Papier

Albumin Fraktion V

Albumin Standard
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau Na-Salz
S-p-bromobenzylglutathion cyclopentyl
diester (BrBzGSHCp2)

Coomasie ® Brilliantblau

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMEM/F-12

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylpyruvat (EP)

Fetales Kalberserum (FKS), Gibco
Glutathion (GSH)

Glycerol

Immobilon P PVDF-Membran
Methanol

Milchpulver

Molecular Weight Marker (Precision Plus
Protein Kaleidoscope)

Methylglyoxal
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Polyacrylamide

Proteinaseinhibitor

PierceTM BCA Protein Assay Kit

RPMI 1640

Sorafenib

Sodium Dodecylsulfat (SDS)

Trypsin

Tris/HCL

Sigma-Aldrich, Steinheim

Whatman, Maidstone, UK

Roth, Karlsruhe

Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

AppliChem, Darmstadt

Gibco Life Technologies, CA, USA
Gibco Life Technologies, CA, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Millipore/Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Bio Rad, CA, USA

Sigmal-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma-Adlrich, Steinheim

Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA
Biochrom, Berlin

Bayer, Leverkusen

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe



Trizol
TEMED
Tween 20

Western Bright ™ Quantum

3.2 Verwendete Puffer

0,5 M Tris:

1,5 M Tris:

Blotto (10x):

Blocking-Solution:

Laufpuffer (10x):

RIPA-Puffer:

Qiazol, Qiagen, Hilden
Serva, Heidelberg (ODER Roth?)
AppliChem, Darmstadt
Advansta, Menlo Park, CA, USA

30,29 g auf 500 ml Aqua dest.; pH 6,8

90,86 g auf 500 ml Aqua dest.; pH 8,8

24,24 g Tris

88,13 NaCl

10 ml Tween 20

Gel6stin 1 L Aqua dest.; pH=7,5

1x Blotto

5% Milchpulver oder 5% BSA

31,0 g Tris
144,0 g Glycine
10% SDS

Gel6st in 1 L Aqua dest.

137 mM Natriumchlorid

2.7 mM Kaliumchlorid

8.4 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1.5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
gelost in Aqua dest., pH=7.4

150 mM NaCL
10 mM Tris

1% Nonidet P-40
0,1 % SDS
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RPMI 1640:

SDS-Probenpuffer (5x):

Transferpuffer (5x):

Transferpuffer (1x):

TBE (5x):

33 Verwendete Materialien und Gerite
100 mm Schalen
15 ml Tubes
50 ml Tubes

1% Na-Deoxycholate

0,1% Triton X-100

1 mM EDTA

184 mg/l Na-Orthovanadate

Proteinaseinhibitor-Cocktail, Sigma

RPMI 1640 Pulver (Biochrom)
3,7 g Natrium-Bikarbonat
Gelostin 1 L Aqua dest., pH=7,2

Steril filtriert

62,5 mM Tris/HCL pH 6,8

2 % SDS

10 % Glycerol

0,14 mM Bromphenolblau Na-Salz

Gelost in 50 ml Aqua dest.

250 mM Tris
1920 mM Glycin

Gelbst in 2 L Aqua dest

400 ml 5x Transferpuffer
1200 ml Aqua dest.
400 ml Methanol

54,45 g Tris

27,5 g Borsaure

25 ml EDTAOQO,5 M

Gel6st in 1 L Aqua dest.; pH 8,0

TPP, Trasadingen, Schweiz
Greiner Bio one, Kremsmdiinster, Osterreich

Greiner Bio one, Kremsmiinster, Osterreich
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u-dishes

Brutschrank Hera cell

Bio Rad PowerPac Basic

Bio Doc Analyzer

Blotkammer TE22 Mighty Small Transphor
Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer
Imager Fusion Fx 7

Krystal Glas Kiivette (10 mm)
Magnetischer Rihrtisch MR 3001 K
Mikroskop Keyence Biozero BZ 8000
Mikroskop Olympus CKX41

Mixing Block MB-102

Photometer Amersham ultrospec 2100 pro

pH Messgerat WTW inolLab Level 2
Pipetten 10 ml, 25 ml

Schwenktisch

Stromgenerator PowerPac Basic
Stromgenerator EPS 2A200

T75 Flaschen (75 cm?2)

Vortexer MS 2 Minishaker
Waage Mettler AT261

Waage CPA22025
Wasserbecken Makrolom-bath tank 19M
Zentrifuge Rotina 380R
Zentrifuge Biofuge fresco
Zellbank

Zellschaber

34 Zellkultur
3.4.1 Zelllinien

Ibidi GmbH, Grafelfing, Deutschland
Heraeus, Hanau

Life Science, Miinchen

Biometra, Gottingen

Hoefer Inc., MA, USA

Fein-Optik, Bad Blankenburg

Peqlab, Erlangen

Hellma, Berlin

Heidolph, Schwabach

Keyence, Osaka, Japan

Olympus Life Science, Hamburg

Bioer, Hangzhou, China

Amersham pharmacia biotech, Cambridge,
UK

Xylem Analytics, Weilheim

Cellstar, Greiner Bio one, Kremsmiunster,
Osterreich

Rocky 3D,

Bio Rad, CA, USA

Hoefer, Sulzbach

Cellstar Greiner Bio One, Frickenhausen
IKA, Staufen

Mettler Toledo, Liibeck

Sartorius, Gottingen

Julabo, Seelbach

Hettich, Bach, Schweiz

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

TPP, Trasadingen, Schweiz

Die verwendeten Zelllinien Huh7 (Human), HepG2 (Human) und AML 12 (Maus; ATCC R CRL-

2254 TM) wurden mit ihren entsprechenden Medien in einem Brutschrank bei 37° C und 5 %



Kohlendioxid versetzten wasserdampfgesattigten Atmosphare kultiviert. Die Huh7-Zelllinie
erhielt das Kulturmedium DMEM, die HepG2 Zelllinie RPMI 1640 und die AML 12 DMEM/F12.
Die verwendeten Kulturmedien erhielten zusatzlich 10 % FKS (fetales Kadlberserum). Zuséatzlich
erfolgte in allen Zelllinien die Zugabe von 1 % Penicillin/Streptomycin, um maogliche Infektionen

zu vermeiden.

3.4.2 Ablauf

Die Medien der einzelnen Zelllinien wurden alle drei Tage gewechselt. Vor jeder Verwendung
der Medien erfolgte eine Erwdarmung in einem Wasserbad bei 37 °C. Bei einer Konfluenz von ca.
70 % wurden die Zelllinien passagiert und in einem Verhaltnis von 1:10 oder 1:20 in neue
Kulturflaschen uberfihrt. Zum Passagieren der Zellen wurde Trypsin (1 ml pro 75 cm?
Kulturflasche) verwendet. Nach Zugabe von Trypsin wurden die Zellen fiir drei Minuten im
Brutschrank inkubiert. GroBere Volumina an Trypsin wurden vermieden, da dies zur Schadigung
der Zellen fiihren kann. Die Kontrolle der ,trypsinierten” und somit nicht-adharenten Zellen
erfolgte lichtmikroskopisch. Daraufhin wurde die Reaktion des Trypsins mit
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) terminiert, um die Zellen in ein 10 ml oder 50 ml Tube
zu Uberfiihren. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation entsprechend der verwendeten
Zelllinie bei 1500 U/m (Huh7, AML 12) oder bei 600 U/m (HepG2) bei 4 °C fiir 5 min, und die Re-
Suspension in frisches Kulturmedium. Die Zellen wurden wiederum in eine T75 Flasche zur
weiteren Kultivierung im Brutschrank Gberfiihrt und mit entsprechendem Medium versetzt.
Abhangig von der Versuchsreihe wurden die Zellen nach Trypsinisierung in 100 mm Platten, 6
Well-Platten oder 96 Well-Platten ausgesat. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Fuchs-
Rosenthal-Zahlkammer am Lichtmikroskop, um fiir die jeweiligen Versuchsreihen als
Ausgangspunkt eine identische Zellanzahl zu verwenden. Die Zellzahlung erfolgte anhand einer
1:5 Verdiinnung (20 pl aus Zellsuspension und 80 pl PBS) aus einem 1,5 ml Eppendorf Tube. Die

Zellzahl berechnete sich dabei als Zellen/Volumen.

3.4.3 Die Behandlung der Zelllinien mittels Ethylpyruvat und BrBzGSHCp2

Fiir die Versuchsreihen wurden die Zellen mit den Glyoxalase-I-Inhibitoren Ethylpyruvat (EP)
oder S-p-bromobenzylglutathion cyclopentyl diester (BrBzGSHCp2) in aufsteigenden
Konzentrationen inkubiert. Fir die Behandlung wurden die Zelllinien zunadchst, wie oben
beschrieben, in 10 cm Schalen mit 10 ml des entsprechenden Mediums und einer Zellzahl von

300.000 ausplattiert und inkubiert. Bei einer Konfluenz des Zellrasens von ca. 70 %
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(lichtmikroskopisch ermittelt) wurde das Kulturmedium durch ein Medium mit EP oder
BrBzGSHCp2 gewechselt.

Fiir die EP-Versuche wurde eine steigende Konzentration von unbehandelt, 1 mM, 5 mM, 10
mM, 15 mM und 20 mM verwendet. Die Menge an EP berechnete sich dabei anhand des
Molekulargewichts (476,342 g/mol) und des Zielvolumens (z.B. bei 10 cm Platten wurden 10 ml|
Medium verwendet).

Zur BrBzGSHCp2-Versuchsreihe wurde eine steigende Konzentration von unbehandelt, 1 uM, 5
MM und 10 uM verwendet (Thornalley et al. 1996a). Eine Konzentration von 20 uM stellte sich
als zu toxisch flr die Zelllinien heraus und fand daher in den folgenden Versuchen keine
Berlicksichtigung mehr. Die behandelten Zellen wurden 24 Stunden inkubiert und anschlieRend
mittels des Lyse-Puffers geerntet (dazu mehr unter Abschnitt 3.5 Gewinnung der Protein-Lysate

und Proteinbestimmung).

3.4.4 Die Behandlung der Zelllinien mittels Sorafenib

Sorafenib ([N-(3-trifluoromethyl-4-chlorophenyl)-N-(4-(2methylcarbamoyl pyridin-4-
yl)oxyphenyl)urea), ein Multityrosinkinase-Inhibitor, wurde ebenfalls in steigenden
Konzentrationen zur Behandlung der Zelllinien verwendet. Die Versuchsreihen erhielten, die in
der Literatur beschriebenen gangigen Konzentrationen, unbehandelt, 2,5 uM, 5 uM und 10 uM
(Liu et al. 2006). Die verwendete Menge an Sorafenib errechnete sich ebenfalls anhand des
Molekulargewichts (464.829 g/mol) und des Zielvolumens (z.B. 10 ml Medium bei 10 cm
Platten). Fiir die Koinkubationsversuche (Sorafenib und EP) wurden Konzentrationen von 10 uM

Sorafenib auf Grund der starken Zytotoxizitat nicht verwendet.

3.5 Gewinnung der Protein-Lysate und Proteinbestimmung

3.5.1 Probengewinnung von Protein-Lysaten

Zur Herstellung von Protein-Lysaten wurden die Zellen zuvor fiir 24 h mit EP, BrBzGSHCp2 oder
Sorafenib in serumfreien (d.h. ohne 10 % FKS) Medium inkubiert. Die in 10 cm Schalen
ausgesaten Zellen wurden zundchst aus dem Inkubator entfernt und sofort auf Eis bei 4 °C
gelagert. Danach wurde das entsprechende Medium abgesaugt und die Zellen mittels PBS
zweimal gewaschen, um die Uberreste des Mediums zu entfernen. Dies verhinderte, dass die
Reaktionen des Lyse-Puffers in den folgenden Schritten gehemmt wurden. Anschlielend
erfolgte die Behandlung der Zellen mit RIPA (Sigma-Aldrich) (ca. 50-100 ml pro 10 cm Platte),

einem Lyse-Puffer, um die Zellen zu lysieren und somit Proteine-Lysate fiir die folgenden
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Versuche zu gewinnen. Nachdem die Zellen mit RIPA behandelt wurden, konnten die Zellen mit
Hilfe eines ,Zell-Schabers” geerntet und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube Uberfiihrt werden. Das
Proteingemisch der Tubes wurde auf Eis flr weitere 20 min inkubiert, damit die Lyse
abgeschlossen werden konnte. Nach erfolgter Inkubation wurde die Zellsuspension bei 13.000
g/Umdrehungen und 4 °C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue 1,5 ml
Tubes Uberfihrt und bis zum Zeitpunkt der Proteinbestimmung in einem Tiefkiihler bei -80 °C

gelagert. Das Ubriggebliebene Pellet wurde verworfen.

3.5.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Methode nach Bradford

Die Proteinbestimmung der RIPA-Zell-Lysate erfolgte anhand einer Standardreihe nach der
Methode von Bradford (Bradford 1976). Hierzu wurde zunédchst eine Standardreihe mit
steigenden Konzentrationen an Rinderserumalbumin (BSA) hergestellt. Dies bestand aus einer
1:10 Verdiinnungsreihe aus BSA mit 0,9 % Natriumchlorid (NaCl). Die Ausgangslosungen
betrugen dabei die Konzentration an BSA von 0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 ug/ul. Die
Protein-Lysate wurden ebenfalls mittels 0,9 % NaCl auf 1:10 verdinnt. Fiir die Messung wurden
je 10 ul der Standardreihe sowie der verdiinnten Protein-Proben in Doppelbestimmung auf eine
96 Well-Platte aufgetragen. Im nachsten Schritt wurde die Reaktionslésung aus BCA (PierceTM
BCA Protein Assay Reagent A) und Cu?* (PierceTM BCA Protein Assay Reagent B) in einem
Verhaltnis von 1:50 zusammen gemischt. Das Grundprinzip dieser Methode liegt darin, dass
Proteine konzentrationsabhidngig das Cu?* in Cu'* reduzieren. BCA wiederum bindet sehr
spezifisch das Cu'* und formt einen Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Der
Komplex ist direkt proportional zur Protein-Konzentration (Smith et al. 1985). Pro Well wurden
200 pl der Reaktionsldsung hinzu pipettiert und anschliefend bei 37 °C flir 20 min inkubiert. Die
Messung der Proteinkonzentration erfolgte letztendlich mittels Photometer bei einem
Absorptionsspektrum von 560 nm. Die Auswertung erfolgte am Computer mittels einer Excel

Tabelle durch eine Eichkurve anhand der ermittelten Werte der Standardreihe.

3.6 Gelelektrophorese, Western Blot und Antikorper-Chemilumineszenz

3.6.1 Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen
Das Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)-Polyacrylamidgel besteht aus zwei unterschiedlichen Gelen,

einem 8 % Trenngel und einem 7 % Sammelgel. Folgend sind die einzelnen Bestandteile der Gel-

Losungen aufgefiihrt:
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8 % Trenngel 7 % Sammelgel
Aqua dest. 9,2 ml Aqua dest. 6 ml
30 % Polyacrylamid 5,2 ml 30 % Polyacrylamid 1,3ml
1,5 M Tris pH 8,8 5,2 ml 0,5 M Tris pH 6,8 2,5 ml
10 % SDS 200 pl 10 % SDS 100 pl
TEMED 30l TEMED 10 pl
10 % APS 150 pl 10 % APS 50 ul

Zur Herstellung der SDS-Gele wird eine Glasschablone (BioRad, CA, USA) mit einer Dicke von 1,5
mm entsprechend der eingesetzten Kammer verwendet. Zuvor erfolgte die Reinigung der
Glasplatten mit Ethanol. Die Glasvorrichtung wird in die daflir entsprechende Halterung
verankert. Das untere Ende des Glases auf der Halterung wurde mit fllissigem 1 % Agarose
versiegelt, damit die Trenn- bzw. Sammelgel-Lésungen nicht ausliefen. Nachdem das Trenngel
laut der oben beschrieben Formel hergestellt wurde, konnte es in die Halterung mittels 5 ml
oder 10 ml Pipette aufgetragen werden. Da das Gel einige Minuten bis zur vollstandigen
Polymerisation benétigte, wurde die obere Schicht mit Ethanol abgedeckt, damit das Gel nicht
austrocknete. Nach einer Polymerisationszeit von 20 min, wurde das Ethanol mittels
destilliertem Wasser abgewaschen. Anschliefend erfolgte die Zubereitung des Sammelgels und
das Pipettieren auf das zuvor aufgetragene Trenngel. Im letzten Schritt wurde der Kamm (15
Well, 1,5 mm Dicke) in das Sammelgel eingefiihrt ohne Luftblasen zu verursachen. Die
Polymerisationszeit betrug ebenfalls 20 min. Danach konnte das fertige SDS-Gel entweder sofort
fir die Gelelektrophorese verwendet oder mit nassen Umschlagen bei 4 °C fir maximal zwei

Tage gelagert werden.

3.6.2 Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Zur Analyse der Protein Lysate wurden diese zunachst auf einem SDS-Polyacrylamidgel nach
ihrer GroRRe und Ladung aufgetrennt (Laemmli 1970). Diese Methode basiert auf der Ladung der
Proteine und einem elektrischen Gradienten, der tber das Gel angelegt wird. Abhdngig von der
ermittelten Proteinkonzentration der zytosolischen Extrakte wurde eine Proteinmenge von 20
pg oder 30 ug verwendet.

Die Proteinextrakte, die bei -80 °C lagerten, wurden auf Eis bei -4 °C aufgetaut. Fir die Gele
wurde ein Kamm mit 15 Wells und eine Dicke von 1,5 mm pro Well genommen. Die Lysate (20 -

30 pg) wurden mit Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) in einem Verhéltnis von ca. 1:3 gemischt. Vor
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der Anwendung von SDS wurde dies noch mit 7,5 % Mercaptoethanol versetzt. Dies sorgt flr
eine gleichmaRige negative Ladung der Proteine. Nach der Herstellung des Protein-SDS-
Gemisches wurde dieses bei 95 °C fiir 5 min erhitzt, um die Proteine vollstandig zu denaturieren.
AnschlieRend erfolgte nochmals eine Zentrifugation bei 13.000 g/Umdrehungen fir 3 min.
Wahrend des Erhitzens der Proben konnte die Gelkammer vorbereitet werden. Hierzu wurden
die zuvor hergestellten SDS-Gele in der dafiir vorgesehenen Halterung befestigt. Die Gelkammer
wurde mit 1x Laufpuffer in einer Verdiinnung von 1:10 bis zur entsprechenden Markierung
aufgefiillt. Nach Entfernen der Kimme aus den Gelen konnten die Proben auf die einzelnen
Wells aufgetragen werden. In das erste Well kam bei jedem Western Blot ein Marker (Precision
Plus Protein Kaleidoscope, Bio Rad, CA, USA), der das Molekulargewicht anhand farbkodierter
Banden widerspiegelte. Das Elektrophorese-Gerat wurde anschliefend bei 80 mV fiir die ersten
20 min bis die Proben das Trenngel erreichten und bei 110 mV fir die restliche Zeit der
Auftrennung an den Strom (PowerPac Basic, Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) angeschlossen. Als

die blaue Bande das untere Ende des Gels erreichte, wurde die Elektrophorese beendet.

3.6.3 Western Blot

Nach Auftrennung der Proteine anhand des Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE, wurden
diese anhand einer Transferkammer (TE22 Mighty Small Transphor, Serva, Heidelberg) auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) Ubertragen (Burnette 1981). Hierzu wurden mehrere
Schichten aus verschiedenen Bestandteilen in einer speziellen Transferkassette verwendet.
Diese Schichten setzten sich aus den folgenden Materialien zusammen: Schwamm, Filterpapier,
Trenngel, PVDF-Membran, Filterpapier, Schwamm. Wahrend dieser Schritte war stets darauf zu
achten, Luftblasen sowie das Austrocken der Membran zu vermeiden. Die PVDF-Membran
wurde zuvor in Methanol aktiviert. Die Transferkassette wurde entsprechend der Lage zu Anode
und Katode in der Transferkammer befestigt sowie mit 1x Transferpuffer gefillt und ein
magnetischer Ruhrstab hinzugefiigt. In einer Kihlzelle bei +4 °C wurde die Kammer auf einem
magnetischen Riihrtisch (MR 3001 K, Heidolph, Schwabach) platziert und fir 3 Stunden mit 300
mA Strom (EPS 2A200, Hoefer) laufen gelassen.

3.6.4 Antikorperdetektion mittels Chemilumineszenz

Zur Visualisierung der gewilinschten Proteine wurden die Membranen in zwei Schritten mit
Antikorpern inkubiert. Nach Beendigung des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran in 5 %

Milch oder 5 % BSA, jeweils in 1x Blotto geldst, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt.
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Im nachsten Schritt wurden die Membranen mit dem primaren Antikorper (iber Nacht bei +4 °C
in der Kiihlzelle inkubiert. Im Folgenden sind die verwendeten primaren Antikdrper sowie deren

Verdinnungen, Spezies und Klonalitat aufgefihrt:

Primarer Antikdrper Verdlinnung Spezies Klonalitat
Glyoxalase | (SC-67351) 1:250 (5 % Milch) Maus monoklonal
PDGFR-f (CST-4564) 1:1000 (5 % BSA) Kaninchen polyklonal
P44/42 MAPK (Erk1/2) (CST-9102) | 1:1000 (5 % BSA) Kaninchen polyklonal
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)

1:2000 (5 % BSA) Kaninchen monoklonal
(CST-4370)
VEGFR-2 (CST-9698) 1:1000 (5 % BSA) Kaninchen polyklonal
Nrf-2 (SC-722) 1:500 (5 % Milch) Maus monoklonal
GAPDH (MAB 374) 1:500 (5 % Milch Maus monoklonal
Vinculin (ab129002) 1:10000 (5 % Milch) Kaninchen monoklonal

Nach erfolgter Inkubation wurden die Membranen mit 1x Blotto jeweils dreimal fiir 5 min
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation des sekundaren Antikorpers flr eine Stunde

bei Raumtemperatur. Die verwendeten sekundaren Antikorper sind wie folgt aufgefiihrt:

Sekundarer Antikorper Verdlinnung Spezies Klonalitat
Anti-Mouse (IgG-HRP*, 7076) 1:1000 (5 % Milch) Pferd monoklonal
Anti-Rabbit (IgG-HRP*, 7074) 1:1000 (5 % Milch) Ziege monoklonal

*Horseradish peroxidase

Nach der Inkubation des sekundaren Antikdrpers wurden die Membranen erneut mit 1x Blotto
flr jeweils dreimal 5 min gewaschen. Die Verwendung des sekundaren Antikorpers (Anti-Maus
oder Anti-Kaninchen) basierte auf der jeweiligen Spezies des primaren Antikérpers (Maus oder
Kaninchen). Sekundéare Antikorper weisen eine Besonderheit auf, indem sie mit Meerrettich-
Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) konjugiert sind, das den Grundstein fur die
anschlieBende Visualisierung mittels Chemilumineszenz legt. Die Membranen wurden dafir mit
einem Reaktionsgemisch, WesternBright™ Quantum (1:1), flir 2 min auf einer Haushaltsfolie
inkubiert (Bolt und Mahoney 1997). Uberschiissiges Gemisch wurde danach soweit méglich
wieder entfernt, sodass kein lGbermaRiger Film auf der Membran Ubrigblieb. AnschlieSend

wurden die Membranen mit einem ,Imager” (Fusion Fx-7) detektiert und als digitale Bilddatei
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(tagged image file format, TIF) abgespeichert. Das Reaktionsgemisch wurde durch die
Horseraddish-Peroxidase in ein Licht emittierendes Substrat umgewandelt, das mittels des
Imager detektiert werden konnte. Die Quantifizierung der Protein-Expression wurde am
Computer mit Image J durchgefiihrt und anschlieBend mit Graph Pad Prism statistisch
ausgewertet. Als Referenz diente einerseits die unregulierte Kontrolle (sog. Housekeeping Gen)

und die unbehandelte Kontrolle.

3.7 Messung der Glyoxalase-I-Aktivitdt (Enzymkinetik)

Die enzymatische bzw. kinetische Aktivitat der Glyoxalase-l wurde in den mit EP, BrBzGSHCp2
und Sorafenib versetzten Zell-Lysaten ermittelt. Bei dieser Methode nach Mannervik et al. wird
das Intermediar-Produkt S-D-Lactoylglutathion (siehe Abbildung 1), das als Endprodukt anfallt,
photometrisch bei 240 nm ermittelt (Mannervik et al. 1982). Zur Durchfiihrung wurde eine
Losung aus 50 mM Natrium-Phosphat-Puffer (Na,HPO,, pH 7.0), 2 mM MGO und 2 mM GSH in
einer 10 mm Glas-Klvette (Hellma, Berlin, Germany) gemischt und 90 Sekunden inkubiert. Aus
dieser Losung wurde zundchst die Eichung vorgenommen und damit der Referenzwert
berechnet. Im nachsten Schritt wurden 10 ul des Zell-Lysats hinzugegeben und mit der L6sung
vermischt. Mittels des Photometers (Amersham Ultrospec 2001 pro, GE Healthcare, USA)
konnte anschlieRend die Absorbanz bei 240 nm lber 5 min bei Raumtemperatur gemessen
werden. Der Ablauf war fiir alle Proben gleich und erfolgte jeweils dreimal. Als Referenz diente
die oben genannte Losung aus Na;HPO4, MGO und GSH. Die Enzymkinetik berechnete sich als U
(umol Umsatz/min) mittels der folgenden Formel: A = (AE/min x V) / (€ x d x v); A ist gleich die
Enzymaktivitat in der Probe, d ist die Schichtdicke der durchstrahlten Losung (Kivette), V bezieht
sich auf das Gesamtvolumen des Testansatzes, v ist das Probevolumen im Testansatz, € ist dabei
aquivalent fir S-D-Lactoylglutathion mit einem Wert von 2.86 (mol/l x cm). Der Anstieg U
wiederum wurde mit der Proteinkonzentration (Bestimmung durch BCA-Methode nach

Bradford) des Lysats korreliert.

3.8 Gewinnung von RNA zur Polymeraseketten-Reaktion (PCR)

3.8.1 Probengewinnung von RNA-Lysaten

Vor der Probengewinnung der RNA-Lysate wurden die gewiinschten Zellen in 100 mm Schalen
ausplattiert und bei 70 % Konfluenz mit frischem Medium ohne 10 % FKS fiir 24 Stunden
inkubiert. Als nachstes wurden die Schalen auf Eis gelagert, das Medium abgesaugt und mit PBS

zweimal gewaschen. Es erfolgte die Behandlung der Zellen mit 500 pl Trizol. AnschlieRend
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wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers geerntet und in ein 1,5 ml Tube lGberfihrt und re-
suspendiert. Die Lagerung erfolgte anschlieBend bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung.
Aufgrund der Toxizitat von Trizol erfolgte die Durchfiihrung dieser Arbeiten immer unter einem

Abzug.

3.8.2 RNA-Isolierung

Die Proben wurden zuvor auf Eis bei +4 °C aufgetaut. AnschlieRend wurden die Trizol-Lysate mit
(0,2 ml) Chloroform behandelt und griindlich gemischt. Es folgte eine weitere Inkubation fir 10
min auf Eis und eine Zentrifugation bei 11.000 U fiir 15 min und 4 °C. Dadurch entstehen drei
Phasen: Eine obere, wéssrige Phase (klar, enthalt RNA), eine mittlere Phase (triib, enthdlt DNA)
und eine phenolische Phase (enthalt DNA und Protein). Davon wurde die wéssrige Phase in ein
neues Tube mit etwas Uberstand {iberfiihrt, sodass keine DNA mitpipettiert werden konnte. Die
wassrige Phase wurde mit 0,5 ml Isopropranol weiterbehandelt und fiir 30 min bei -20 °C
gelagert. Danach erfolgte nochmals eine Zentrifugation bei 11.000 U fiir 10 min und 4 °C. Es
setzte sich die RNA als gelartiges Pellet ab. Der Uberstand wurde abpipettiert, sodass nur noch
das Pellet Gbrigblieb. Das Pellet konnte nun mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und bei 10.000 U
fiir 5 min und 4 °C zentrifugiert werden. Der gesamte Ethanol-Uberstand wurde abpipettiert und
der Ethanol-Waschschritt wiederholt. Danach wurde das Pellet am Abzug der Steril-Werkbank
fir 5 bis 10 min getrocknet. Komplettes Austrocknen sollte vermieden werden, da sonst die
Loslichkeit der RNA beeintrachtig werden wiirde. Die Pellet-Menge wurde darauffolgend in 25
pl Diethyldicarbonat (DEPC)-Wasser geldst. Zur Messung der RNA-Konzentration wurden die
Proben auf 1:100 mit DEPC-Wasser verdiinnt. Es folgte die Messung photometrisch bei 260 nm
wobei eine DEPC-Probe als Referenz diente. Bei der Arbeit mit RNA wurde zu jeder Zeit mit
RNase™ Away (Molecular BioProducts™, ThermoScientific, USA) die Oberflache, Handschuhe,
Pipetten, etc. behandelt sowie Filterspitzen (100ul Biosphere™ Filter Tips, Sarstedt, Niimbrecht;
10ul Biozym, Hannover) und Tubes mit Safelock benutzt, um Verunreinigungen mit RNase und

DNA von Laborflachen zu verhindern.

3.8.3 Reverse Transkriptase PCR

Die Reverse Transkiptase (RT) unterteilte sich in drei Schritte: Verdau, RT-Ansatz und die PCR.
Der Verdau dient zur Gewinnung isolierter RNA. Daflir wurde Promega RNase free DNase
benutzt. Zunachst wurde die RNA in Puffer und DNase fiir 30 min bei 37 °C und anschlieRend in

einer Stop solution (Promega Madison) fiir 10 min bei 65 °C erhitzt. Die erfolgreiche DNA-
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Auflésung wurde mittels eines Kontroll-Gels untersucht. Nach der Reinigung der RNA von DNA,
wurde einzelstrangige cDNA mit Hilfe des RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Rockford, USA) hergestellt. Zunachst wurde die RNA mit Oligo-(dT)-Primern und
einem Mix aus Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTP) fiir 5 min bei 65 °C erhitzt. Danach
erfolgte eine kurze Inkubation auf Eis und anschlieRend die Zugabe einer reversen Transkriptase
sowie ein weiteres Erhitzen bei 50 °C fiir 30 min und 85 °C fiir 5 min. Die gewonnene cDNA
konnte nun fir die RT-PCR verwendet werden. Zur Amplifikation der cDNA Abschnitte wurden
»,Forward”, und ,Reverse”-Primer sowie Wasser und Tag-Polymerase (Red PCR master mix,
stratec, Berlin, Germany) vermischt. Die spezifischen Primer-Paare sind im Folgenden

beschrieben (Quelle: Oligonukleotid Synthese Report, Eurofins MWG Operon, Ebersberg):

Oligoname Sequenz (5 = 3)
Glo-I-human-ffw CTTCTGGGGTTTCAATTCCTC (21)
Glo-I-human-rr AATCCATTTCACCCAAAAAGG (21)
Glo-I-mouse-ffw GATTTGGTCACATTGGGATTG (21)
Glo-I-mouse-rr AGAGAGCATAGGCCAGACTCC (21)
GAPDH-F GACCCCCTTCATTGACCTC (18)
GAPDH-R GCAATGCCAGCCCCAG (18)

Fir die Glo-l und GAPDH PCR wurden die folgenden Programme bzw. Zyklen mittels des Gerats
Mastercycler personal (Eppendorf) laufen gelassen:

Glo-I Primer: 95 °C flir 2 min, (95 °C fur 30 s, 56 °C flir 45 s, 72 °C fur 45 s) x 30, 72 °C fir 2 min
flir Humane-Primer und 95 °C fir 2 min, (95 °C fiir 30 s, 60 °C flir 45 s, 72 °C fuir 45 s) x 30, 72 °C
fir 2 min far Maus-Primer. GAPDH Primer: 95 °C fiir 2 min, (95 °C fir 30 s, 58 °C fiir 45 s, 72 °C
fiir 45 s) x 32, 72 °C fur 2 min).

3.8.4 Agarose Gel-Elektrophorese

Zur Herstellung der 1,5 % Agarose-Gele wurde 1,5 g Agarose (Pulver, Carl Roth, Karlsruhe) in 100
ml TBE verdiinnt und zum Losen in einer Mikrowelle erhitzt. Nach Lésung des Agarose/TBE-
Gemischs wurde dies kurz abgekihlt und 4 pl Ethidiumbromid (EtBr) hinzu pipettiert. Danach
erfolgte das ausgieRRen in die entsprechende Form. Nach der Polymerisation des Gels konnten
die Proben in die Wells aufgetragen werden. In das erste Well wurde 5 pl eines Markers (Mass

Ruler DNA Ladder Mix, Thermo Scientific) gegeben, wahrend die tGbrigen Wells jeweils 10 pl der
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Proben erhielten. Die Gelkammer wurde an den Strom bei 100-120 V angeschlossen bis die
Banden durchgelaufen waren. AnschlieBend wurden Bilder mithilfe eines Imagers (BioDoc
Analyzer) aufgenommen und digital als Tif-Datei gespeichert. Die quantitative Ausmessung der

Banden erfolgte mittels Image J.

3.9 Proliferations-Assay

Die Zellproliferation wurde mittels Colorimetric Cell Viability Kit | (WST-8) von Promokine
ermittelt. Das Prinzip dahinter versteht sich durch die Bioreduktion von WST-8 durch zellulare
Dehydrogenasen zu einem orangenem Formazan, dass in Zellmedium |6slich ist. Die Menge an
produzierten Formazan ist dabei direkt proportional zur Nummer der viablen Zellen (PromoCell
GmbH 12/2016). Zur Messung wurden 96 Well Platten verwendet und 5000 Zellen der jeweiligen
Zelllinien mit entsprechendem Medium (100 pul) pro Well ausplattiert. Nachdem die Zellen Gber
Nacht adhadrent geworden waren, konnte das Medium zuziglich steigender Konzentrationen an
EP, BrBzGSHCp2 oder Sorafenib, 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin gewechselt werden.
Die Inkubation erfolgte liber verschiedene Zeitintervalle von 6 h, 12 h und 24 h. Anschliellend
erhielten die Zellen noch eine CCVK-I-L6sung, die weitere 3 h inkubierte. Die Zellproliferation
wurde mittels eines Microplate-Readers (iMark™, Bio Rad, CA, USA) bei einer Absorbanz von
450 nm ermittelt. Die unbehandelte Kontrolle diente zur statistischen Auswertung als
prozentualer (100 %) Referenzwert. Der oben genannte Ablauf richtete sich anhand der

Anleitung des Herstellers PromoCell GmbH (Heidelberg, Germany).

3.10 Analyse der Proliferation mittels Clonogenic Assay / Colony Forming Assay

Zur Analyse der Proliferation von Huh7-Zellen unter dem Einfluss von EP wurde ein Clonogenic-
Assay durchgefiihrt (Rafehi et al. 2011). Fir den Koloniebildungstest wurden 6 Well-Platten mit
jeweils 2000 Zellen der Zelllinie Huh7 pro Well ausplattiert. Nachdem die Zellen Gber Nacht
adharent geworden und nur einzelne Zellen sichtbar waren, konnte das Medium mit steigenden
Konzentrationen an EP (1-20 mM), 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin gewechselt
werden. Um die anti-proliferativen Eigenschaften von EP zu untersuchen, wurde das Medium
sowie EP taglich gewechselt. Dadurch sollte eine kontinuierliche Anwesenheit von EP simuliert
werden. In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Zellen nur einmal mit EP behandelt und
das Medium anschlieRend alle 2 Tage ohne EP gewechselt. Nach 7 Tagen waren Kolonien von
Uber 50 Zellen/Kolonie zu sehen. Im nachsten Schritt wurde das Medium abgesaugt und die

Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Die Kolonien wurden anschlieBend mit Coomassie-Blau
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gefarbt. Das Farbemittel wurde nach 20 min wieder entfernt und die 6 Well Platten mit
destilliertem Wasser und Leitungswasser gewaschen. Durch das Coomassie Blau wurden die
Zellen fixiert und gefarbt. Somit konnten die Platten nun mit einem Scanner aufgenommen und
als digitales Bild in Form von einer Tif-Datei abgespeichert werden. Die statistische Analyse
erfolgte mittels , Colony Area“, ein Image J plugin, das die Flache misst, die nicht von Zellen
bedeckt ist (Guzman et al. 2014). Folgend ist die Rezeptur des Coomassie-Blau-Farbemittel

genannt:

Coomassie-Blau (500 ml): 0,5 g Coomassie (0,1 %)

35 ml Essigsdure

250 ml Methanol

215 ml Aqua dest.

3.11 Migrations-Analyse durch Wound Healing (Scratch) Assay

Zur Analyse der Migration wurden ,micro-dishes (p-dishes)” von der Firma ibidi verwendet
(Culture-Insert 2 Well in u-Dish, 35mm high, ibidi GmbH, Grafelfing, Deutschland). Dazu wurden
300.000 Zellen (Huh?) in die jeweiligen p-dishes ausgesat und fiir 24 h ruhen gelassen, bis sich
eine konfluente Monoschicht bildete. Das ,culture-insert” wurde daraufhin mit einer sterilen
Pinzette entfernt, sodass ein zellfreier Spalt von ca. 500 um zu sehen war. Das Medium wurde
vorsichtig abgesaugt und die Zellen nochmals vorsichtig mit PBS gewaschen, um Zellreste zu
entfernen. Danach wurde frisches Medium mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin sowie
steigenden Konzentrationen an EP (0-20 mM) hinzugefligt. Mittels eines Mikroskops (Keyence
Bio Zero) wurden Bilder vor der EP sowie nach der EP Behandlung an unterschiedlichen
Zeitintervallen von 6 h, 12 h und 24 h aufgenommen. Ein langerer Zeitpunkt Gber 24 h hinaus
wurde nicht untersucht, da sonst die einsetzende Proliferation der Zellen, die Ergebnisse der
Migration hatte verfdlschen konnen. Zur Mikroskopie wurden die Objektive 4x/0.2 oder
20x/0.75 Plan Apo (Nikon, Japan) benutzt und die Bilder erstellt. Die Scratch-Flache wurde mit

|ll

Hilfe eines Image J Plugins, ,MRI Wound Healing Tool” (http://dev.mri.cnrs.fr/projects/imagej-
macros/wiki/Wound_Healing_Tool), gemessen und anschlieBend statistisch durch Graph Pad

Prism ausgewertet.
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3.12 Messung von Methylglyoxal mittels ELISA

Fiir die Analyse von Methylglyoxal in EP und Sorafenib behandelten Zellen wurde das ,,Human
Methylglyoxal (MGO) ELISA Kit“ von MyBioSource (Kalifornien, USA) verwendet. Zur Messung
wurden wiederum Zell-Lysate verwendet. Als Referenz diente eine Standardreihe, die vom
Hersteller bereitgestellt wurde. Alle Schritte wurden entsprechend der Gebrauchsanweisung
und in Doppelbestimmung mittels 48 Well Platten durchgefiihrt. Das Prinzip basierte auf vier
Schritten: 1. Zugabe von untersuchten Proben in die bereits mit humanen MGO monoklonalen
Antikorper bestlickten Wells; 2. Biotin markierter Antikorper bindet die Proben; 3. Avidin-
Peroxidase wird hinzugegeben; 4. Zugabe von TMB fiihrte zu einem blauen und anschlieRend zu
einem gelben Farbumschlag (Mybiosource). Die Messung des Farbumschlags erfolgte durch
einen Microplate reader photometrisch bei 450 nm und basierte auf einer unterschiedlichen
Farbtiefe (Optical Density, OD) der zu untersuchenden Zell-Lysate. Dabei kam eine positive

Korrelation zwischen Farbtiefe und des zu untersuchenden Lysats zustande.

3.13 Statistik

Die Statistiken in dieser Arbeit wurden alle mittels Graph Pad Prism 5.0 erstellt. Die Ergebnisse
werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Ein p-Wert <0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet. Die statistische Analyse erfolgte per one-way-ANOVA und dem
Bonferroni Post-hoc Test, um Unterschiede innerhalb der Gruppen zu untersuchen. Bei
wiederholten Messungen erfolgte die Analyse per two-way-ANOVA mit wiederholten
Messungen und dem Bonferroni Post-hoc Test, wie es der Fall bei der statistischen Auswertung

des Scratch-Assay war
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4 Ergebnisse

4.1 Die Expression der Glyoxalase-l in AML 12, HepG2 und Huh7 Zelllinien

Es wurde zunachst die mRNA- sowie Protein-Expression und die spezifische Aktivitat der
Glyoxalase-l in drei verschiedenen Zelllinien ermittelt: AML 12, HepG2 und Huh7. Die AML 12
gelten als eine immortalisierte Hepatozyten-Zelllinie und dienten daher als Kontrollgruppe (Wu
et al. 1994). Die HepG2-Zelllinie wird generell als HCC-Zelllinie anerkannt und wurde
urspriinglich als solche beschrieben (Knowles et al. 1980). In anderen Publikationen werden die
HepG2-Zellen auch als eine Hepatoblastom-Zelllinie bezeichnet (Lépez-Terrada et al. 2009). Die
Huh7-Zelllinie wurde als eine invasive HCC-Zelllinie deklariert (Ao et al. 2017). Das Ziel war es zu
identifizieren, inwieweit die Expression der Glo-l in diesen Zelllinien unterschiedlicher Malignitat

variiert.

4.1.1 Die Protein-Expression der Glyoxalase-I

Die hochste Protein-Expression der Glo-l im Western Blot zeigte sich in der Huh7-Zelllinie (194,2
+ 31,34 %, p <0.05), die im Vergleich zur Expression in den AML 12-Zellen (100,0 + 19,78 %)
signifikant hoher war. Im Vergleich von Huh7 zwischen HepG2 (142,0 + 35,25 %, p=0,2207) zeigte
sich eine hohere Expression der Glo-l, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Zwischen den
HepG2 und den AML12-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied in der Glo-I-Expression
festgestellt werden (p=0,3954) (Abbildung 2, Abbildung 3).

AML 12 HepG2 Huh7

A G-I

“-I GAPDH

Abbildung 2: Reprasentativer Western Blot (Protein Expression) der Glo-I in den Zelllinien AML
12, HepG2 und Huh7.
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Abbildung 3: Protein Expression der Glo-l in den Zelllinien AML 12, HepG2 und Huh7. Ergebnisse
als Mittelwert £ Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

4.1.2 Die mRNA-Expression der Glyoxalase-I

Die héchste mRNA-Expression mittels RT-PCR konnte in den Huh7-Zellen (282,7 + 48,40 %, p
<0.01) ermittelt werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe, den AML 12-Zellen (100,0 + 20,60 %),
war die Expression der Huh7 signifikant hoher. Zwischen den HepG2-Zellen (180,9 + 38,55 %)
und den Huh7 zeigte sich eine signifikant héhere Expression der Glo-I-mRNA (HepG2 vs. Huh7:
180,9 + 38,55 % vs. 282,7 £ 48,40 %, p<0.05). Die HepG2 zeigten ebenfalls im Vergleich zu den
AML 12 eine hohere Expression der Glo-l (HepG2 vs. AML 12: 180,9 £ 38,55 % vs. 100,0 £ 20,60
%, p<0.05) (Abbildung 4, Abbildung 5).

AML 12 HepG2 Huh?7

- * i Glo-l

[W— w— - G/PDH

Abbildung 4: RT-PCR (mRNA Expression) der Glo-I in den Zelllinien AML 12, HepG2 und Huh7.
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Abbildung 5: mRNA Expression der Glo-l in den Zelllinien AML 12, HepG2 und Huh7. Ergebnisse
als Mittelwert £ Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. *
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

4.1.3 Die enzymatische Aktivitat der Glyoxalase-I

Die Huh-7 (0.6+0.1 U/mg) zeigten die hochste spezifische Aktivitat der Glo-I1 im Vergleich zu den
AML 12 (0.440.1 U/mg) und HepG2 (0.32+0.1 U/mg) (Abbildung 6). Die enzymatische Aktivitat
der Glo-I war in den Huh7 (159,6 + 25,55 %, p<0.05) signifikant hoher als in den AML 12 (100,0
+ 14,76 %) und in den HepG2 (81,78 £ 19,34, p<0.05). Zwischen den HepG2 und AML 12 zeigte

sich kein signifikanter Unterschied in der enzymatischen Aktivitat (p>0.9) (Abbildung 7).

Spezifische Glo-I Aktivitat (U/mg)

AML 12 HepG2 Huh?7

Abbildung 6: Die enzymatische Aktivitat der Glo-I (U/mg) in AML 12, HepG2 und Huh7.
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Abbildung 7: Enzymatische Aktivitdt der Glo-l (%) in AML 12, HepG2 und Huh7. Ergebnisse als

Mittelwert £ Standardabweichung von mindestens drei unabhéngigen Experimenten. * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001.

4.2 Der Einfluss der Glyoxalase-I-Expression und Aktivitat auf die Proliferation

Als nachstes wurde die Protein-Expression und die enzymatische Aktivitat mit der Proliferation
verglichen. Die Proliferation wurde durch das WST-8-Assay bei einem Absorptionsspektrum bei
450 nm photometrisch ermittelt. Die y-Achse reprasentiert bei einem Absorptionsspektrum bei
450 nm die Proliferation und die x-Achse jeweils die Glo-I Protein-Expression (prozentual;
Abbildung 8) und die spezifisches Glo-I-Aktivitat (U/mg; Abbildung 9). Die Huh7-Zellen, welche
die hochste Expression der Glo-I aufwiesen, zeigten ebenfalls die hochste Proliferationsrate.
Insgesamt ist zu erkennen, dass mit steigender Glo-I-Expression die Proliferation von HepG2 und
Huh7 zunimmt (Abbildung 8). Die Huh7 zeigten bei hochster spezifischer Aktivitdt der Glo-I eine
hohere Proliferation. Bei den HepG2 war zu erkennen, dass trotz héherer Proliferation die

Aktivitat nicht erhoht war (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Korrelation von Proliferation (Relative Absorbanz bei 450 nm) mit der im Western
Blot ermittelten Protein-Expression der Glo-I (%).
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Abbildung 9: Korrelation von Proliferation (Relative Absorbanz bei 450 nm) mit der spezifischen
kinetischen Aktivitat der Glo-I (U/mg).

4.3 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf die Aktivitat und die Protein-Expression

Da die Huh7-Zelllinie die héchste Expression (Protein, mRNA) und spezifische Aktivitat (U/mg)
zeigte, wurde diese Zelllinie flr die weiteren Versuchsreihen benutzt. Als nachstes wurden die
Huh7-Zellen mit zwei in der Literatur bekannten Glo-I-Inhibitoren, EP und BrBzGSHCp2,
behandelt (Hollenbach et al. 2008; Thornalley et al. 1996b). In den folgenden Kapiteln werden

ausschlieRlich die Huh7 thematisiert.

4.3.1 Der Effekt von Glo-I-Inhibitoren auf die enzymatische Aktivitat

Die Huh7-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an EP (1 mM — 20 mM) und

BrBzGSHCp2 (1 uM — 10 uM) behandelt und fiir 24 h inkubiert. Anhand der Protein-Lysate wurde
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die spezifische Aktivitdt (Enzymkinetik) gemessen. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(100,2 £+ 10,57 %) zeigte sich mit steigenden Konzentrationen von EP eine Inhibition der
enzymatischen Aktivitdt der Glo-1. Bei 1 mM (92,41 + 13,77 %, p>0,9), 5mM (85,53 + 3,882 %,
p>0,9) und 10 mM (61,58 + 7,822 %, p=0,1011) konnte kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe gesehen werden. Bei Konzentrationen von 15 mM (50,63 + 15,28 %, p<0.05)
konnte die kinetische Aktivitat signifikant gchemmt werden. Ab einer Konzentration von 20 mM
(64,62 £ 14,99 %, p=0,1589) EP war ebenfalls eine verminderte Aktivitdt zu messen, jedoch war
diese nicht signifikant (Abbildung 10). Bei steigenden Konzentrationen von 1 uM (39,77 + 11,18
%, p<0.05), 5 uM (21,77 + 4,582 %, p<0.01) und 10 uM (29,60 * 16,18 %, p<0.01) BrBzGSHCp2
zeigte sich eine signifikante Abnahme der enzymatischen Aktivitdt der Glo-1 im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (100,0 £ 24,95 %) (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Die enzymatische Aktivitat der Glo-I (%) nimmt bei steigenden Konzentrationen
an EP (mM) bis 15 mM signifikant ab. Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung von
mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Abbildung 11: Die enzymatische Aktivitat der Glo-l (%) nimmt bei steigenden Konzentrationen
an BrBzGSHCp2 (uM) signifikant ab. Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung von
mindestens drei unabhdngigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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4.3.2 Der Effekt von Glo-I-Inhibitoren auf die Protein-Expression

Die Behandlung der Huh7-Zellen mit EP flihrte im Gegensatz zur enzymatischen Aktivitat zu
keiner Reduktion der Protein-Expression (Abbildung 12, Abbildung 13). Im Gegensatz zur Kinetik
konnte kein Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrolle (100,0 + 5,071%) und mit
steigenden Konzentrationen an EP (1 mM: 111,5 + 24,17 %, p>0,9; 5 mM: 101,3 £ 32,21 %, p>0,9;
10 mM: 94,09 + 21,44 %, p>0,9; 15 mM: 106,2 £ 16,67 %, p>0,9; 20 mM: 106,7 £ 10,92 %, p>0,9;

alle p>0.05) gemessen werden.
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Abbildung 12: Western Blot (Protein Expression) der Glo-I in der Huh7-Zelllinie nach Behandlung
mit steigenden Konzentrationen an EP (0-20 mM).
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Abbildung 13: Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. P>0,05 ist nicht signifikant (n.s.).

4.4 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf die Proliferation

Die Analyse der Proliferation der Huh7 erfolgte nach Behandlung mit EP an zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten von 6 h und 24 h. Die Versuche wurden nach einem
standardisierten Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Bereits nach 6 h konnte die
Proliferation konzentrationsabhangig mit steigender Glo-I-Inhibition reduziert werden. Ab
Konzentrationen von 10 mM (77,44 + 5,894 %, p<0.01) Gber 15 mM (64,74 + 9,878 %, p<0.01)
bis 20 mM (58,33 + 13,06 %, p<0.001) EP konnte eine signifikante Abnahme der Proliferation im
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Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,8 + 5,924 %) gemessen werden (Abbildung 14).
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch nach 24 h Inkubation. Die Proliferation blieb bei
Konzentrationen ab 10 mM (77,68 + 18,40 %, p<0.05), 15 mM (68,43 + 16,06 %, p<0.001) und
20 mM (57,54 + 12,17 %, p<0.001) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0 + 10,77 %,
p<0.001) signifikant vermindert (Abbildung 14). Bei der Behandlung der Zellen mit dem zweiten
Inhibitor, BrBzGSHCp2, zeigte sich ebenfalls eine dosisabhingige Abnahme der Proliferation.
Ahnlich wie die EP-Ergebnisse zeigte die Behandlung mit BrBzGSHCp2 nach 6 h Inkubation eine
Abnahme der Proliferation bei Konzentrationen von 1 uM (54,66 + 9,103 %, p<0.001), 5 uM
(53,62 + 3,707 %, p<0.001) und 10 uM (27,87 £ 5,156 %, p<0.001) gegenliber der unbehandelten
Kontrolle (100 £ 11,67) (Abbildung 15). Nach 24 h konnte bei 1 uM (73,29 * 14,45 %, p<0.05), 5
UM (63,56 + 3,638 %, p<0.01) und 10 uM (32,34 + 1,570, p<0.001) eine signifikant geringere
Proliferation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0 + 10,45 %) detektiert werden

(Abbildung 15).
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Abbildung 14: Die Proliferation der Huh7-Zellen (Relative Absorbanz bei 450 nm) nimmt bei
steigenden Konzentrationen an EP bis 20 mM signifikant ab. Ergebnisse als Mittelwert *
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.

32



150+

100

50

Relative Absorbanz bei 450nm
*
i

0

BrBzGSHCp, - 1 5 10 -1 5 10
uM

Abbildung 15: Die Proliferation der Huh7-Zellen (Relative Absorbanz bei 450 nm) nimmt bei
steigenden Konzentrationen an BrBzGSHCp2 bis 10 uM signifikant ab. Ergebnisse als Mittelwert
+ Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** p<0.001.

4.5 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf HCC-assoziierte Signalwege

Um die tiefgreifenderen Mechanismen der Ergebnisse des Proliferations-Assay zu untersuchen,
wurden spezifische molekulare Signalwege analysiert, die maRRgeblich am Tumorwachstum des
HCC beteiligt sind. Darunter fallen zunachst die Wachstumsfaktor-Rezeptoren PDGFR-beta,
VEGFR2 sowie die intrazelluldren Signalkaskaden ERK/pERK (Spangenberg et al. 2009).

45.1 PDGFR-B

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0 + 33,20 %) konnte eine dosisabhangige
Abnahme der Expression von PDGFR- bei 15 mM (44,44 + 3,571 %, p<0.05) und 20 mM (17,45
+ 9,571 %, p<0.001) gemessen werden. Obwohl auch eine reduzierte Expression bei 10 mM
(58,96 + 4,598 %, p=0,1163) EP detektiert wurde, war diese jedoch nicht signifikant. Bei
Konzentrationen von 1 mM (97,54 + 13,11 %, p>0.9) und 5 mM (98,60 + 9,415 %, p>0.9) EP blieb
die Expression nahezu unverdndert (Abbildung 16, Abbildung 17). Der zweite Inhibitor,
BrBzGSHCp2, zeigte ahnliche Ergebnisse (Abbildung 18). Ab héheren Konzentrationen bei 5 uM
(57,40 + 11,39 %, p<0.05) und 10 uM (43,12 + 12,52 %, p<0.01) konnte die Protein-Expression
im Vergleich zur Kontrolle (100,0 + 13,89 %) signifikant reduziert werden (Abbildung 18,
Abbildung 19). Eine Konzentration von 1 uM (70,56 + 7,444 %, p=0,0855) hatten keinen

signifikanten Einfluss auf die PDGFR- Expression.
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Abbildung 16: PDGFR-B Expression (Western Blot) nimmt mit steigender Glo-I Inhibition durch
EP ab.
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Abbildung 17: PDGFR-B Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert =+
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.
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Abbildung 18: PDGFR-B Expression im Western Blot mit steigender Glo-I Inhibition durch
BrBzGSHCp2.
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Abbildung 19: PDGFR-B Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert +
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.

4.5.2 VEGFR-2

Ahnlich wie der PDGFR-B-Rezeptor zeigte sich auch eine Reduktion der VEGFR-2-Expression bei
steigender Glo-I-Inhibition durch EP und BrBzGSHCp2. Ab Konzentrationen von 15 mM (58,70
17,62 %, p<0.05) und 20 mM (45,53 £ 10,56 %, p<0.01) EP konnte eine signifikant verminderte
Expression gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (100,0 + 13,74 %) gemessen werden.
Unveradndert zur Kontrolle blieb die Expression bei Konzentrationen von 1 mM (100,1 + 2,878 %,
p>0.9), 5 mM (89,63 £ 10,45 %, p>0.9) und 10 mM (92,40 + 7,981 %, p>0.9) EP (Abbildung 20,
Abbildung 21). Durch die Behandlung mit BrBzGSHCp2 konnte eine dosisabhangige Abnahme
der VEGFR-2-Expression bei 1 uM (53,52 + 7,349 %, p<0.05), 5 uM (31,81 + 23,94 %, p<0.01) und
10 uM (23,85 + 10,32 %, p<0.01) im Vergleich zur Kontrolle (100,0 + 18,97 %) gesehen werden
(Abbildung 22, Abbildung 23).
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Abbildung 20: VEGFR-2-Expression im Western Blot mit steigender Glo-I-Inhibition durch EP.
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Abbildung 21: VEGFR-2-Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert =+
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.
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Abbildung 22: VEGFR-2-Expression im Western Blot mit steigender Glo-I-Inhibition durch
BrBzGSHCp2.
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Abbildung 23: VEGFR-2-Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert *
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** p<0.001.

4.5.3 ERK/pERK

Eine steigende Hemmung der Glo-I hatte keine signifikante Veranderung der Expression des
Signaltransduktionsmolekil ERK zur Folge. Vielmehr zeigte sich eine Auswirkung auf die
phosphorylierte und damit aktivierte Form von ERK. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

(100,0 + 4,868 %) konnte eine dosisabhdngige Reduktion der Expression von pERK bei 15 mM
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(53,70 + 8,323 %, p<0.05) und 20 mM (62,08 £ 6,033 %, p<0.05) detektiert werden (Abbildung
24, Abbildung 25). Der Inhibitor BrBzGSHCp2 zeigte bei Konzentrationen von 10 uM (56,06 +
4,959 %, p<0.05) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (101,9 + 3,881 %) eine signifikante
Abnahme der Expression (Abbildung 26, Abbildung 27).
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Abbildung 24: ERK und pERK-Expression im Western Blot mit steigender Glo-I-Inhibition durch
EP.
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Abbildung 25: ERK und pERK im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung
von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Abbildung 26: ERK und pERK-Expression im Western Blot mit steigender Glo-I-Inhibition durch
BrBzGSHCp2.
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Abbildung 27: ERK und pERK-Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert *
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** p<0.001.

454 Nrf-2

Die enzymatische Inhibition der Glo-I durch EP und BrBzGSHCp2 zeigte eine signifikante
Zunahme der Expression von Nrf-2. Ab EP-Konzentrationen von 5 mM (191,2 £ 17,39 %, p<0.01),
10 mM (210,5 + 17,25 %, p<0.01), 15 mM (207,5 + 11,91 %, p<0.01) und 20 mM (242,7 + 36,40
%, p<0.001) kam es im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle (100,0 £ 27,24 %) zu einer
Steigerung der Expression (Abbildung 28, Abbildung 29). Eine Konzentration von 1 mM (136,9 +
26,67 %, p>0.9) EP zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Ab einer Konzentration
von 10 uM (176,7 + 30,79, p <0.05) BrBzGSHCp2 kam es zu einem signifikanten Anstieg der Nrf-
2 Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0 + 7,626 %) (Abbildung 30,
Abbildung 31). Konzentrationen von 1 uM (107,2 + 17,09 %, p>0.9) und 5 uM (114,1 £ 20,42 %,

p>0.9) hingegen zeigten keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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Abbildung 28: Zunahme der Nrf-2 Expression im Western Blot mit steigenden Konzentrationen
an EP.
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Abbildung 29: Nrf-2-Expression im Western Blot Ergebnisse als Mittelwert +
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** p<0.001.

Relative Nrf2 Expression (%)

m
T
3
<

15 20

0 1 5 10  BrBzGSHCp2 (uM)
| | N2
| — — — — | Vinculin

Abbildung 30: Zunahme der Nrf-2-Expression im Western Blot mit steigenden Konzentrationen
an BrBzGSHCp2.
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Abbildung 31: Nrf-2-Expression im Western Blot. Ergebnisse als Mittelwert =+
Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01,
*** P<0.001.

4.6 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf die Koloniebildung und die Migration
Nachdem die zelluldaren Signalmechanismen aufgedeckt wurden, sollten diese Ergebnisse

mittels Funktionsanalysen in Form von Koloniebildungs- und Migrations-Assay konsolidiert

werden.
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4.6.1 Glo-l-Inhibition reduziert die Koloniebildung von Huh7-Zellen

Die Huh7-Zellen wurden fiir 7 Tage mit steigenden Konzentrationen an EP (1 mM bis 20 mM)
taglich behandelt. Durch die tagliche Behandlung sollte eine kontinuierliche Anwesenheit einer
Glo-I-Inhibition simuliert werden. Es zeigte sich eine dosisabhidngige Verminderung der
Koloniebildung ab Konzentrationen von 5 mM (0,6960 + 0,7574 %, p<0.001), 10 mM (0,4340 +
0,3843 %, p<0.001), 15 mM (0,0800 + 0,09950 %, p<0.001) und 20 mM (0,0940 + 0,2102 %,
p<0.001) EP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (14,80 + 8,011 %) (Abbildung 32,
Abbildung 33). Des Weiteren wurden die Huh7 ohne tagliche Behandlung, sondern mit der
einmaligen Gabe an steigenden Konzentrationen von EP fiir 24 h untersucht. Das Medium wurde
ebenfalls wahrend dieser Zeit gewechselt, jedoch ohne den Zusatz von EP. Nach 7 Tagen der
Koloniebildung wurden die Ergebnisse evaluiert. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in der Koloniebildung bei 1 mM (1,460 + 0,1111 %, p>0.9), 5 mM (1,845 + 0,4704 %, p>0.9), 10
mM (1,243 £ 0,5770 %, p>0.9), 15 mM (1,313 + 0,6727 %, p>0.9) oder 20 mM (1,095 + 0,5237
%, p>0.9) EP gegeniiber zur unbehandelten Kontrolle (1,195 + 0,3307 %) (Abbildung 34,
Abbildung 35).

-

Abbildung 32: Eine Glo-I-Inhibition reduziert die Koloniebildung von Huh7-Zellen nach 7 Tagen
Inkubation bei taglichem Mediumwechsel mit steigenden Konzentrationen an EP.

40



<

s

[ .

S 15

o

[

2 104

o

Q

© 5 *kk Kk Kk *kk
0 T T T L T T

Abbildung 33: Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

Abbildung 34: Bei einmaliger Behandlung mit EP fiir 24 h zeigte sich nach 7 Tagen kein
signifikanter Unterschied in der Koloniebildung.
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Abbildung 35: Ergebnisse als Mittelwert * Standardabweichung von mindestens drei
unabhangigen Experimenten. P>0,05 ist nicht signifikant (n.s.).

4.6.2 Glo-l-Inhibition reduziert die Migration von Huh7-Zellen

Die Huh-7-Zellen wurden fiir 24 h mit steigenden Konzentrationen an EP (1 mM bis 20 mM)

behandelt und die Migration mittels ,lbidi 5 um dishes der Firma Ibidi“ anhand eines
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standardisierten Protokolls des Herstellers untersucht. Das Ergebnis bezieht sich auf die
prozentuale Wundflache (%), die bei steigenden Konzentrationen an EP unverdndert oder
vermindert ist. Die Versuche erstreckten sich (iber mehrere Zeitpunkte von 6 h bis 24 h. Eine
signifikante Abnahme der Migration zeigte sich erst nach 24 h und bei einer Glo-I-Inhibition
durch steigende Konzentrationen ab 10 mM (7,539 £ 1,136 %, p<0.05), 15 mM (7,3 £ 1,891 %,
p<0.05) und 20 mM (9,035 + 0,684 %, p<0.001) EP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
nach 24 h (4,740 £ 1,078 %) (Abbildung 36). Abbildung 37 und Abbildung 38 zeigen den Verlauf
der Wundflache tber 24 h bei einer Konzentration von 20 mM EP (Abbildung 37, Abbildung 38).
Verdeutlicht wird dies nochmal in der Einzelstatistik bei 20 mM EP gegeniliber der

Kontrollgruppe, wo die Wundflache unverandert bleibt (Abbildung 39).
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Abbildung 36: Statistische Auswertung der gemessenen Wundflache in Prozent mit steigenden
Konzentrationen an EP nach unterschiedlichen Zeitpunkten (6 h, 12 h und 24 h). Ergebnisse als
Mittelwert £ Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Nach 24 h
Behandlung mit 10 mM, 15 mM und 20 mM EP bleibt die Wundflache nahezu unverdndert und
spricht somit flir eine verminderte Migration. Bei der unbehandelten Kontrolle sowie 1 mM und

5 mM EP ist eine Abnahme der Wundflache zu sehen, da die Migration der Zellen noch erhalten
ist. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Abbildung 37: Reprasentative Bilder des Scratch-Assay nach 0 h und 6 h bei Behandlung mit 20
mM EP. Bisher ist noch kein groRer Unterschied in der Wundflache zusehen.
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Abbildung 38: Reprasentative Bilder des Scratch Assay nach 12h und 24h bei Behandlung mit 20
mM EP. Bei Konzentration von 20 mM EP bleibt die Wundflache (,Scratch-Flache”) nahezu
unverdndert. Dagegen zeigt sich eine Abnahme der Wundflache in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 39: Zeigt die Verdanderung der prozentualen Wundflache (%) nach 6 h, 12 hund 24 h
bei einer Konzentration von 20 mM EP. Wahrend die Wundfldache der unbehandelten Kontrolle
kleiner wird, bleibt die GroRe der Wundflache bei 20 mM EP unverandert. Ergebnisse als
Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001.

4.7 Der Einfluss von Sorafenib auf die Glyoxalase-l in Huh7-Zellen

Die Glyoxalase-l, als Enzym zur Detoxifikation, wird in der Literatur als moglicher Mechanismus
zur Resistenzbildung bei systemischer Chemotherapie propagiert (Thornalley und Rabbani
2011). Daher wurde in den nachsten Versuchen der Effekt von Sorafenib, einem Multi-Tyrosin-
Kinase Inhibitor in der Therapie des fortgeschrittenen HCC, auf die Glo-I untersucht. Die Huh-7-

Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen an Sorafenib (5 uM bis 10 uM) fiir 24 h inkubiert.

4.7.1 Der Einfluss von Sorafenib auf die Protein-Expression der Glo-I

Die Behandlung der Zellen mit Sorafenib flihrte zu einer signifikanten Steigerung der Expression
bei 5 UM (194,7 + 18,29 % p<0.01) und 10 uM (209,0 + 25,28 %, p<0.001) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (100,0 + 14,84 %) (Abbildung 40, Abbildung 41). Eine Konzentration
von 2,5 uM (143,3 + 15,38 %, p=0,1385) zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 40: Die Glo-I-Expression im Western Blot nimmt mit steigenden Konzentrationen an
Sorafenib zu.
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Abbildung 41: Glo-I-Expression und Sorafenib. Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung
von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

4.7.2 Der Einfluss von Sorafenib auf die enzymatische Aktivitdt der Glo-I

Als nachstes wurde die enzymatische Aktivitdit der Glo-I nach Behandlung mit Sorafenib
untersucht. Neben einer Steigerung der Glo-I-Expression, wie oben gezeigt, kam es ebenfalls zu
einer Zunahme der enzymatischen Aktivitat bei Konzentration von 5 uM (158,9 + 22,53% p<0.05)
und 10 uM (223,5 + 58,24 %, p<0.01) Sorafenib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0
+ 8,716 %) (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Die enzymatische Aktivitat der Glo-I (%) nimmt bei steigenden Konzentrationen
an Sorafenib (uM) signifikant zu. Ergebnisse als Mittelwert * Standardabweichung von
mindestens drei unabhdngigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

4.8 Der Einfluss der Koinkubation von Sorafenib und EP auf die Proliferation

Wie die vorherigen Versuche bereits zeigten, flihrt Sorafenib zu einer Zunahme der Glo-I-

Expression und Aktivitat. Ethylpyruvat ist als Hemmstoff der Glo-I bekannt. Daher sollte in einem
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nachsten Schritt die gleichzeitige Behandlung der Huh-7-Zellen mit Sorafenib und EP untersucht
werden. Dadurch sollte die Suszeptibilitat der Zellen auf die zytotoxische Therapie mit Sorafenib
sowie die anti-proliferativen Effekte von EP gesteigert werden. Zunachst wurde die Proliferation
unter der Sorafenib-Behandlung untersucht. Im Proliferations-Assay zeigte sich eine signifikante
Abnahme der Proliferation bei 2,5 uM (81,93 + 2,648 %, p<0.001) und 5 uM (50,41 + 5,313 %,
p<0.001) Sorafenib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100,0 + 2,141 %) (Abbildung 43).
Eine Koinkubation mit steigenden Konzentrationen an EP fiihrte zu einer weiteren signifikanten
Reduktion der Proliferation im Vergleich zur Behandlung mit 2,5 uM und 5 uM Sorafenib ohne
EP (2,5 uM Sorafenib vs. 2,5 uM Sorafenib + 15mM EP: 57,30 + 0,4696 %, p<0.001; 5 uM
sorafenib vs. 5 uM + 15mM EP: 37,16 + 0,5870 p<0.001) (Abbildung 43). Interessanterweise
zeigten niedrige Konzentrationen an Sorafenib und hohe Konzentrationen an EP sowie hohe

Konzentrationen an Sorafenib und niedrige Konzentrationen an EP dhnliche Resultate.
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Abbildung 43: Proliferation (Relative Absorbanz bei 450 nm) von Huh7-Zellen nach Sorafenib-
sowie Sorafenib- und EP-Behandlung. Mit steigenden Konzentrationen an Sorafenib allein und
in Koinkubation mit Sorafenib und EP konnte eine signifikante Reduktion der Proliferation
gemessen werden. Gegenilber den Konzentrationen von 2,5 uM und 5 uM Sorafenib zeigte die
Koinkubation mit EP ebenfalls eine signifikante Abnahme der Proliferation. Ergebnisse als
Mittelwert + Standardabweichung von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001.

4.9 Der Einfluss von Sorafenib und EP auf die Bildung von Methylglyoxal (MGO)

Um die Hintergriinde der Steigerung der Expression und spezifischen Aktivitat von Glo-l zu
analysieren, wurde die MGO-Konzentration mittels ELISA-Assay in den behandelten Lysaten
gemessen. Die Messung verlief nach einem standardisierten Protokoll des Herstellers. Sorafenib

ist bekannt durch seine zytotoxische Wirkung auf Zellen durch die Induktion von Reactive

46



Oxygen Species (ROS) (Coriat et al. 2012). Inwieweit Sorafenib auch Methylglyoxal induzieren
kann, ist bisher unbekannt und noch nicht untersucht worden. Der Anteil an MGO (ng/ml / mg
Protein) war bei steigender Konzentration an Sorafenib von 10 uM (2,614 + 0,1030 %, p<0.01)
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (1,564 + 0,1072 %) signifikant erhoht (Abbildung 44).
Da die Behandlung mit Sorafenib zu einer héheren Konzentration an MGO fiihrte, sollte auch
der Effekt einer Glo-I-Inhibition durch EP auf die MGO-Spiegel untersucht werden. Es zeigte sich
ebenfalls eine signifikante Erhéhung von MGO bei 10 mM (2,7 £ 0,02049 %, p<0.01) EP. Ebenfalls
héhere MGO-Spiegel waren bei EP-Konzentrationen von 20 mM (2,329 + 0,6528 %, p=0,247) zu
sehen, obwohl diese nicht signifikant waren. Des Weiteren zeigte eine Koinkubation von 5 uM
Sorafenib und 10 mM EP eine signifikante Steigerung der MGO-Konzentration (3,385 + 0,4157
%, p<0.05) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (1,564 + 0,1072 %) (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Die gemessene Menge an MGO (ng/ml / mg Protein) in den Huh7 Protein-Lysaten
bei steigenden Konzentrationen an Sorafenib (uM) und EP (mM) sowie bei Koinkubation von 5
UM Sorafenib und 10 mM EP. Ergebnisse als Mittelwert + Standardabweichung von mindestens
drei unabhangigen Experimenten. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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5 Diskussion

5.1 Die Expression und kinetische Aktivitat der Glyoxalase-I

In vielen Studien konnte eine héhere Expression der Glo-1 in Tumorzellen bzw. -gewebe gezeigt
werden (Thornalley und Rabbani 2011). Die allgemeine Erklarung dieses Mechanismus besteht
darin, dass Krebszellen eine hoéhere glykolytische Aktivitat besitzen, daher mehr MGO
produzieren und sich somit durch die Glyoxalase-I vor dem eigenen zytotoxischen Zelltod
schiitzen. In dieser Arbeit wurde daher die Expression und Aktivitdt der Glo-l in zwei HCC-
Zelllinien (Huh7, HepG2) sowie in einer Hepatozyten-Zelllinie (AML 12) verglichen. Die
Ergebnisse zeigen eine signifikant hohere Expression (mRNA, Protein) und kinetische Aktivitat
von Huh7-Zellen im Vergleich zu AML 12 Zellen. Dies lasst sich einerseits durch die Tatsache
begriinden, dass Huh7-Zellen einem sehr invasiven und fortgeschrittenem Tumorstadium mit
einem hohen Potenzial zu metastasieren entsprechen (Ao et al. 2017). Um diese Annahme zu
bestatigen, untersuchten wir die Proliferationsrate der Zelllinien. Dabei zeigte sich, dass die
Huh? ebenfalls mit einer gesteigerten Proliferation einhergehen und dies im Zusammenhang zur
Expression und Aktivitat der Glo-I steht. Unterstitzt wird diese Hypothese von DeWaal et al.,
die eine vermehrte Aktivitat der Hexokinase Il (HK Il) in Huh7 ermittelten und somit eine héhere
Stoffwechselaktivitdt beschreiben konnten (DeWaal et al. 2018). Insgesamt zeigte sich in HCC-
Gewebsproben eine erhohte Stoffwechselaktivitdt in Form einer gesteigerten Glykolyse sowie
eine erhohte Expression von anti-oxidativen Mechanismen im Vergleich zu nicht-tumordsem
Gewebe (Huang et al. 2013). Die Rolle von HepG2-Zellen in diesem Kontext ist nicht ausreichend
geklart, der eigentliche Ursprung dieser Zellen ist aus einem Hepatoblastom eines 12-jahrigen
kaukasischen Jungen (Aden et al. 1979). Daher ist zu vermuten, dass HepG2-Zellen die Stellung
als eine ,,Intermediar”-Zelllinie zwischen HCC und Hepatozyt einnehmen. Dies wird ebenfalls in
den Untersuchungen von Ao et al. angemerkt, obwohl in deren Ergebnissen die HepG2 ahnlich
wie die Huh7 Zellen als invasivere HCC-Zelle eingestuft wurden (Ao et al. 2017). In dieser Arbeit
zeigt sich dies in einer héheren Expression auf Protein- und mRNA-Ebene der Glo-I gegentliber
den AML 12-Zellen. Somit belegen unsere Ergebnisse, dass die Glo-I-Expression in Zellen mit

hoherer Malignitat gesteigert ist.

5.2 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf HCC-assoziierte Signalwege

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der Zusammenhang zwischen der Glyoxalase-I und HCC-
assoziierten Signalwegen untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der

Expression von den Wachstumsfaktorrezeptoren PDGFR-B, VEGFR-2 sowie dessen
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Signaltransduktionsmolekiil ERK/ pERK. Die Hauptfunktion dieser Rezeptoren in Krebszellen ist
die Forderung der Proliferation, Migration und Angiogenese (Spangenberg et al. 2009).
Besonders in HCC-Gewebe im fortgeschrittenem Stadium zeigten diese Faktoren eine hohere
Expression und gingen mit einer schlechteren Prognose einher (Chu et al. 2013). Die genauen
Mechanismen, wie die Glo-I diese Wachstumsfaktoren beeinflusst, ist noch nicht ausreichend
geklart. Jedoch spricht vieles dafiir, dass durch eine Glo-I-Inhibition héhere und damit toxische
Konzentrationen an MGO entstehen kdnnen, die durch die Bildung von AGEs die Funktion der
Rezeptoren und deren Liganden beeintrachtigen (Rabbani und Thornalley 2012). Es zeigte sich
nach Glo-I-Inhibition eine Reduktion der Expression von den oben genannten Rezeptoren und
dessen Signaltransduktionskaskade. Ebenfalls konnten nach einer Hemmung der Glo-I héhere
Konzentrationen an MGO gemessen werden. PDGFR-B und sein Ligand PDGF steigern den
Metabolismus in Zellen durch einen gesteigerten Warburg Effekt (Xiao et al. 2017). In
Kolonkarzinom-Zelllinien wurde gezeigt, dass durch PDGF-Stimulation die Glykolyse gesteigert
werden kann (Moench et al. 2016). Dies verdeutlicht nochmals den Effekt von
Wachstumsfaktoren auf die Glykolyse in den Zellen, was wiederum hohere MGO-
Konzentrationen nach sich zieht. In diesem Kontext konnten Cantero et al. in Mesenchymal-
Zellen (glatte Muskelzellen sowie Fibroblasten) zeigen, dass MGO die Aktivierung bzw.
Phosphorylierung des PDGFR-B Rezeptors und somit dessen Aktivierung sowie die Signalkaskade
entlang des Faktors pERK inhibiert (Cantero et al. 2007). Ahnliche Ergebnisse zeigten Nass et al.
mittels MGO/AGE-modifiziertem PDGF, wodurch eine geringere Phosphorylierung von Akt und
ERK in einer Fibroblasten-Zelllinie erreicht wurde (Nass et al. 2014). In einer anderen
Untersuchung resultierte ein Knockdown der Glo-I durch Methotrexat und siRNA in einer
verminderten Proteinexpression von VEGFR-2 durch eine MGO gesteigerte Autophagie (Liu et
al. 2012). Eine weitere Studie zeigte, dass mittels MGO modifiziertem Vibronectin, ein Regulator
von VEGFR-2, die Phosphorylierung von VEGFR-2 sowie dessen Signalkaskaskaden pAKT und
PERK in HUVEC-Zellen (human umbilical vein endothelial cell) reduziert werden konnte (Wang
et al. 2015). Ein anderer Mechanismus, der die verminderte Expression von VEGFR-2 erkladren
konnte, ist dessen Ligand VEGF-A sowie der Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxie induzierender
Faktor-1) und die modifizierenden Eigenschaften durch MGO (Thangarajah et al. 2009; Ceradini
et al. 2008). In einer Untersuchung von Bento et al. flihrten hohe Konzentrationen an MGO zu
einer proteosomalen Degradation von HIF-la und somit einer geringen Aktivitat des
Transkriptionsfaktor HIF-1, was wiederum durch eine induzierte Uberexpression der Glo-I
reversibel war (Bento et al. 2010b). In einer weiteren Studie von Bento et al. konnte dariiber
hinaus festgehalten werden, dass eine verminderte HIF-1-Aktivitdt durch MGO mit einer

reduzierten Proteinexpression von VEGF in RPE-Zellen (Retinal Pigment Epithelzellen)
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einherging (Bento et al. 2010a). Eine verminderte Expression von VEGF-A bei steigender Glo-I-
Inhibition konnten wir ebenfalls in weiteren Versuchen erkennen (Ergebnisse nicht gezeigt).
Gemall den Ergebnissen der Wachstumsfaktorrezeptoren konnte die weitere
Signaltransduktionskaskade Uber pERK ebenfalls durch Glo-I-Inhibitoren gehemmt werden.
Chen et al. konnten darstellen, dass durch eine Inhibition des Ras/Raf/ERK Signalweges, die
Expression der Glyoxalase-l abnimmt, allerdings ohne auf die Effekte von MGO einzugehen
(Chen et al. 2015).

Inwieweit die MGO-Konzentrationen zu der verminderten Expression der untersuchten
Signaltransduktionskaskade in dieser Arbeit beitragen, ist nicht abschliefend geklart. So kénnen
zum Beispiel geringere Konzentrationen an MGO zum Tumorwachstum beitragen, wahrend zu
hohe Konzentrationen an MGO pro-apoptotische und anti-proliferative Eigenschaften haben
(Nokin et al. 2017). An Inkubationsversuchen mit MGO wurde dieser Effekt in einem weiteren
Projekt unserer Laborgruppe an einem Modell der Leberzirrhose bestatigt (unveroffentlichte
Daten). Ubereinstimmend mit den Untersuchungen sind die hier vorgestellten Ergebnisse,
indem eine verminderte Expression von Wachstumsfaktorrezptoren in Glo-l-inhibierten Zellen
zu einer verminderten Phosphorylierung der intrazellularen Signalkaskade fiihrt und dadurch die
Proliferation sowie Migration der Huh-7-Zellen reduziert. Dies wird ebenfalls durch die

Migrations- sowie die Koloniebildenden-Assays verdeutlicht.

53 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf Proliferation, Migration und Koloniebildung

Um die intrazelluldren Ergebnisse zu konsolidieren, wurden funktionale Analysen wie
Migrations- und Koloniebildende-Assays (Clonogenic-Assay) durchgefiihrt. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass die Migration von Huh-7-Zellen durch die Glo-I-Inhibition vermindert
werden konnte. Dies wird durch die Ergebnisse der Signalkaskaden-Versuche verdeutlicht.
Durch verminderte Expression von Proliferations- sowie Migrationsmarker im Western-Blot
wurde auch die Migration in dem hier durchgefiihrten ,Scratch-Assay” signifikant reduziert.
Eine weitere Erklarung liefern Loarca et al., die darstellen konnten, dass MGO die Translokation
von p53, einem Tumorsuppresor-Gen, in den Nukleus in Huh-7- und HepG2-Zellen steigert und
dadurch die Migration hemmt (Loarca et al. 2013). Ahnliche Ergebnisse bestitigten sich in
Kolorektal-Karzinom-Zelllinien, die nach Glo-I-Knockdown eine hdhere Expression von p53
zeigten und mit einer verminderten Proliferation, Migration und Koloniebildung einhergingen
(Chen et al. 2017). Obwohl p53 in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, konnten hier weitere
Mechanismen aufgedeckt werden, die ebenfalls zu einer verminderten Migration sowie

Proliferation beitragen.
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Im Clonogenic-Assay zeigte sich ein vermindertes Wachstum von Huh7-Zellen bei
kontinuierlicher Behandlung mit EP. Bei einmaliger Behandlung mit EP konnte kein signifikanter
Unterschied des Wachstums gemessen werden. Dies deutet daraufhin, dass
Kompensationsmechanismen existieren, um das angefallene MGO zu verstoffwechseln. Ein
Mechanismus dafiir kann Gber das Enzym Aldose-Reduktase vermittelt sein, dessen Expression
bei einem Glo-I-Knockout in Schwann Zellen erhéht war (Morgenstern et al. 2017). Ein anderer
Kompensationsmechanismus kann durch Nrf-2, ein Transkriptionsfaktor der Glo-I, mediiert
werden (Xue et al. 2012). Interessanterweise zeigten die Untersuchungen an Huh7-Zellen, dass
nach Glo-I-Inhibition die Expression von Nrf-2 signifikant erhoht war. Die Rolle von Nrf-2 in
diesem Kontext kann einen Kompensationsmechanismus vermuten lassen. Dennoch ist dessen
Rolle noch nicht abschlieBend geklart. Eine Aktivierung von Nrf-2 zeigte sich auch in einer in vivo
Untersuchung an EP behandelten Mausen, jedoch wurde hier kein Bezug zu Glo-I-Inhibition und
gesteigerter MGO-Spiegel gezogen (Di Paola et al. 2010). Die Induktion von Nrf-2 anhand
steigender MGO-Konzentrationen scheint plausibel, wie durch eine Studie von Bollong et al.
verdeutlicht (Bollong et al. 2018). Daher spielt Nrf-2 als weiterer resistenzférdernder
Mechanismus eine entscheidende Rolle und ist Ziel weiterer Untersuchungen.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass EP kontinuierlich appliziert werden sollte, um
langerfristig die anti-proliferativen Effekte zu nutzen. Dies lasst sich auch in einen klinischen
Kontext Ubertragen, indem bei vielen Therapieschemata die Medikamentendosis taglich
appliziert wird. Dass Kompensationsmechanismen bei einer Glo-I-Inhibition existieren,
verdeutlichen ebenfalls die Proliferations-Assay. Eine Inkubationszeit von 6 h und 24 h an EP
oder BrBzGSHCp, zeigte einen dhnlichen Verlauf. Bereits nach 6 h zeigte sich bei beiden
Inhibitoren eine signifikante Reduktion der Proliferation, die nach 24 h ebenfalls zu sehen war.
Dennoch war der Unterschied der Abnahme der Proliferation nach 6 h oder 24 h auf einem
relativ gleichen Niveau und unterschied sich nicht wesentlich untereinander, trotz langerer
Inkubationszeit nach 24 h. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass mit zunehmender
Inkubationszeit, andere Mechanismen den Ausfall der Glo-l kompensieren. In der
Zusammenschau unserer Ergebnisse betont dies nochmals, dass Kompensationsmechanismen
der Glo-I existieren und dass bei moglichen zukiinftigen Therapieschemata eine kontinuierliche

Applikation der Glo-I-Inhibitoren Anwendung finden sollte.

5.4 Die Induktion der Glyoxalase-l durch Sorafenib

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass Sorafenib die Protein-Expression sowie die

kinetische Aktivitat der Glo-I signifikant steigert. Diese Ergebnisse unterstiitzen die allgemeine
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These, dass die Glo-I zu Multi Drug Resistance (MDR) gegenliber systemischer Therapie fihren
kann (Rabbani et al. 2018). Dennoch ist noch nicht ausreichend geklart, welche Mechanismen
fir die Induktion der Glo-I durch Sorafenib verantwortlich sind. Es ist naheliegend, dass
Sorafenib eine zytotoxische Verbindung darstellt und ROS induziert (Coriat et al. 2012). Daraus
wirde sich die Annahme erschlieRen, dass ROS auch die MGO-Konzentrationen steigern kdnnte.
Umgekehrt ist es wahrscheinlicher, dass hohere MGO-Konzentrationen zu mitochondrialer
Dysfunktion fiihren und somit die Menge an ROS steigert (Rabbani et al. 2016). Unsere
Untersuchungen zeigen, dass mit steigenden Konzentrationen an Sorafenib die Menge an MGO
zunimmt. Daher koénnte die gesteigerte Aktivitdit der Glo-I einen kompensatorischen
Mechanismus durch die Zytotoxizitdt von Sorafenib darstellen. In diesem Zusammenhang
konnten Tesori et al. zeigen, dass Sorafenib die Glykolyse fordert, was wiederum héhere MGO-
Mengen nach sich ziehen wiirde (Tesori et al. 2015). Eine weitere Erklarung ist, dass Sorafenib
zu Hypoxie in Huh-7 und HepG2-Zellen fiihrt und dadurch HIF-1a aktiviert, was wiederum die
Transkription von Glukose-Metabolismus fordernden Proteinen wie GLUT-1 und damit die
Glykolyse steigert (Liang et al. 2013). Ein weiterer Aspekt wird in einer Studie von Xu et al.
beschrieben, indem HCC-Zelllinien eine erhdhte Expression der Transketolase (TKT) des
Pentosephosphatwegs (PPP) zeigten, was die Menge an NADPH zur Riickgewinnung von GSH
aktiviert. Interessanterweise konnte in der gleichen Untersuchung ein Knockdown der TKT in
HCC-Zellen die ROS-Menge nach Sorafenibtherapie signifikant vermehren, verglichen mit
alleiniger Sorafenibbehandlung (Xu et al. 2016). Ein weiterer Aspekt unserer Ergebnisse ist, dass
neben der enzymatischen Aktivitdt auch die Protein-Expression gesteigert werden konnte. Dies
impliziert, dass Sorafenib auf Transkriptions- (mRNA) bzw. Translationsebene (Proteine) die
Expression hochregulieren kann. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob dies lGber
direkte oder indirekte Mechanismen geschieht. Ein direkter Mechanismus durch Sorafenib
erscheint unwahrscheinlich, da gezielt Rezeptor-Tyrosinkinasen blockiert werden. Als indirekter
Mechanismus ist eine Induktion durch MGO wahrscheinlich, da dadurch Nrf-2, ein
Transkriptionsfaktor, aktiviert wird. Xue et al. konnten zeigen, dass Nrf-2 die mRNA und
Proteinexpression sowie die Aktivitdt der Glo-I Uber die Bindungsstelle ARE (antioxidant-
response element) in Exon 1 des Glo-I Gens wahrend gesteigerter MGO-Konzentrationen
hochregulieren kann (Xue et al. 2012). Dies lasst sich am ehesten dadurch erklaren, dass ROS zur
Deaktivierung von KEAP-1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), einem post-translationalem
Repressor von Nrf-2, fihrt und dadurch Nrf-2 zur Translokation in den Nukleus freigesetzt wird
(Itoh et al. 1999). Die Reaktivitat von KEAP-1 mit oxidativen Stressoren erklart sich durch die
vielen Zystein-Reste (Dinkova-Kostova et al. 2002). Da MGO ebenfalls dafiir bekannt ist, Zystein-

Reste zu modifizieren, konnte dieser Zusammenhang naheliegend sein (Bollong et al. 2018). In
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diesem Kontext konnten Sun et al. zeigen, dass durch Sorafenib die Expressionen von Nrf-2
gesteigert und von KEAP-1 vermindert wurden (Sun et al. 2016). Daher ist ein Nrf-2 mediierter
Glo-I Mechanismus, der zur Uberexpression wahrend der Behandlung mit Sorafenib fiihrte,
naheliegend. Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen die These, dass die Glo-l zu MDR

gegeniber Sorafenib flhren kann.

5.5 Der Einfluss von Glo-I-Inhibitoren auf das Ansprechen von Sorafenib

Um den Zusammenhang zwischen Glo-I und Sorafenib naher zu erldutern, wurde im nachsten
Schritt die Glo-1 in den Huh7 Zellen enzymatisch durch EP inhibiert und in einer Koinkubation
mit Sorafenib behandelt. Die Wirkung von Sorafenib konnte nach Glo-I-Inhibition signifikant
gesteigert werden, was sich durch eine verminderte Proliferation duBerte. Dies lasst sich
dadurch erkldren, dass die Glo-I-Uberexpression als Gegenmechanismus ausfillt und MGO
zytotoxische Konzentrationen erreicht, die nur noch schwer von der Zelle kompensiert werden
kénnen. Diese Ergebnisse werden besonders durch einen anderen Inhibitor der enzymatischen
Aktivitat der Glo-1, Kurkuma, unterstiitzt (Santel et al. 2008). In einer Untersuchung von Larasati
et al. an Zelllinien einer Chronischen Myeloischen Leukamie (CML) wurde gezeigt, dass durch
Kurkuma ROS-spezifische Enzyme wie die Glo-l inhibiert und durch die gesteigerte intrazellulare
Menge an ROS bzw. MGO Apoptose induziert wurde (Larasati et al. 2018). In den hier
vorliegenden Ergebnissen ist ein dhnlicher Zusammenhang zu erkennen: Durch die ELISA-
Ergebnisse wird bestatigt, dass sowohl nach EP sowie nach EP und Sorafenibgabe signifikant
héhere Konzentrationen an MGO im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe gemessen
wurden. Andere Studien belegen diese Ergebnisse, indem eine Glo-I-Inhibition durch
BrBzGSHCp, das Ansprechen von Imatinib in einer Koinkubation auf Zelllinien der CML
verbesserte (Takeuchi et al. 2010). Ebenso konnte in Chemotherapeutika resistenten
Leukdamiezellen, Apoptose-Mechanismen durch eine BrBzGSHCp. vermittelte Glo-I-Inhibition
gesteigert werden (Sakamoto et al. 2000). Darliber hinaus zeigte eine verminderte Glo-I-
Expression in Endometriumkarzinom-Zelllinien durch Metformin hohere anti-proliferative
Effekte von den Chemotherapeutika Cisplatin und Paclitaxel (Dong et al. 2012). Unsere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine systemische Therapie durch Sorafenib und Glo-I-
Inhibitoren beim HCC, insbesondere im fortgeschrittenen Stadium, einen synergistischen Effekt

erzielt.
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6 Zusammenfassung

Die Glyoxalase-l ist ein entscheidendes Enzym in der Detoxifikation von Methylglyoxal. In dieser
Arbeit konnte die Rolle der Glyoxalase-1 im hepatozelluldren Karzinom weiter aufgeklart werden.
Es zeigte sich, dass invasivere Karzinomzellen, wie die Huh7, mit einer héheren Expression und
Aktivitat der Glo-I assoziiert sind und dies mit einer gesteigerten Proliferation korreliert. Durch
zwei bekannte Glo-I-Inhibitoren konnte die Proliferation, Migration und Koloniebildung der
Huh7 signifikant reduziert werden. Die Analyse von molekularen Signalmolekilen zeigte, dass
durch die Inhibition der Glo-I entscheidende Signalwege wie PDGFR-B, VEGFR-2 und pERK
gehemmt werden konnten. Der genaue Mechanismus dafiir ist noch unklar, jedoch spricht vieles
dafir, dass durch eine Hemmung der Glo-l zytotoxische Konzentrationen an MGO erreicht
werden. Sorafenib auf der anderen Seite flihrte zu einer signifikanten Zunahme der Expression
und Aktivitat der Glo-I. Eine Koinkubation von EP und Sorafenib hatte synergistische Effekte und
verminderte die Proliferation zusatzlich im Vergleich zu einer Behandlung mit EP oder Sorafenib.
Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Bedeutung der Glo-I fiir das Wachstum von invasiven
Tumorzellen und erklart darliber hinaus die Rolle als entscheidendes Enzym zur Férderung von
Resistenzmechanismen gegeniiber systemischer Antitumor-Therapie wie das Sorafenib. Daher
bleibt die Glo-I ein relevanter Ansatzpunkt fiir die Entwicklung zukiinftiger Therapiekonzepte,
insbesondere fir die Kombination von mehreren Agenzien, wie die Ergebnisse der Koinkubation

von Sorafenib und EP verdeutlicht.
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10.

Thesen

Die Glyoxalase-l ist das bedeutendste Enzym zur Detoxifikation von zytotoxischem
Methylgyloxal und dient als Schutzmechanismus besonders maligner Zellen.

Die Expression der Glyxoalase-l ist in HCC-Zellen mit vermehrter Malignitdt und
Invasivitat erhoht und mit einer groReren Proliferationsrate assoziiert.

Die Glo-I-Inhibitoren EP und BrBzGSHCp2 hemmen die Proliferation in Huh7-Zellen.

Die Glo-I-Inhibitoren EP und BrBzGSHCp2 hemmen HCC-assoziierte Signalwege in Huh7-
Zellen.

Der Glo-I-Inhibitor EP hemmt die Migration und Koloniebildung in Huh7-Zellen.
Sorafenib ist ein Multi-Tyrosin-Kinase Inhibitor in der Therapie des fortgeschrittenen
HCC.

Sorafenib fiihrt zu einer Steigerung der Glo-I-Expression und -Aktivitat.

Sorafenib und EP fiihrt zu einer héheren MGO-Akkumulation.

Sorafenib und EP in einer Koinkubation hemmt die Proliferation mehr, als bei alleiniger
Behandlung.

Glo-I-Inhibitoren und Sorafenib zeigen synergistische Effekte auf die Proliferation von
Huh7-Zellen und stellen damit einen moglichen Ansatzpunkt fir zukiinftige

Therapieschemata des HCC dar.
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