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Zusammenfassung  5 

Indirubin ist seit vielen Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen Medizin von großer 

Bedeutung und rückt aktuell in den Fokus wissenschaftlicher Diskussionen hinsichtlich seiner 

antikanzerogenen Eigenschaften. In der vorliegenden Arbeit wird auf den potenziellen Nutzen der 

antitumorigenen Eigenschaften neuer pharmakologisch relevanter Moleküle in Bezug auf die 

krankheitsassoziierten Merkmale von Hautkrebs eingegangen. Der Fokus liegt auf der 

Entschlüsselung des möglichen Wirkmechanismus von zwei neuartigen thia-analogen 

Indirubinderivaten (KD87, KD88). Zur Betrachtung der möglichen Antitumoraktivität wurden 

verschiedene Parameter in in vitro Analysen bezüglich der Tumorzell-

Viabilität, -Proliferation, -Autophagie, -Apoptose und -Angiogenese mit Schwerpunkt auf der Rolle 

der Hämoxygenase-1 (HO-1) untersucht. Als Modellzelllinien der anstehenden Untersuchungen 

dienten eine Melanom (A375)- und eine Plattenepithelzellkarzinomzelllinie (A431).  

In beiden Zelllinien wies das N-glykosylierte Indirubinderivat KD87 – im Gegensatz zur nicht-

glykosylierten Verbindung  KD88 – eine starke Toxizität auf und induzierte sowohl die 

Caspaseaktivität als auch einen Zellzyklusarrest. Elektronenmikroskopische Untersuchungen beider 

Zelllinien zeigten ein Anschwellen der Mitochondrien sowie einen Verlust der Cristae-Strukturen. In 

weiteren Untersuchungen zur möglichen Schädigung der Mitochondrien konnte erstmals unter 

Einsatz von Seahorse-Analysen nachgewiesen werden, dass ein Indirubinderivat über eine 

Schädigung des mitochondrialen Stoffwechsels den Zelltod auslöst. Mittels Inhibitorversuchen wurde 

eine kausale Involvierung der Hämoxygenase-1 in die durch KD87 verursachte Senkung der 

metabolischen Aktivität beider Zelllinien gezeigt. Zudem konnten antiangiogene Eigenschaften der 

Substanz KD87 nachgewiesen werden. Zusammenfassend liefern die gewonnenen Daten dieser 

Arbeit wichtige neue Erkenntnisse über die möglichen grundlegenden zellulären und molekularen 

Wirkmechanismen des Indirubinderivats KD87 auf Hautkrebszellen, wobei verschiedene neue 

Aspekte der tumorhemmenden Wirkung von KD87 identifiziert wurden. Somit bilden die Ergebnisse 

die Grundlage für weitere Untersuchungen der Wirkung von KD87 und anderen thia-analogen 

Indirubinderivaten auf Hautkrebszellen.  
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1. Einleitung 

1.1 Hautkrebs 

Hautkrebs gehört zu den häufigsten bösartigen Erkrankungen weltweit und umfasst im Wesentlichen 

drei Tumorkategorien: kutanes Melanom, Basalzellkarzinom und Plattenepithelkarzinom (s. 

Abbildung 1) [1,2]. Die zwei letztgenannten werden unter dem Begriff nicht-melanozytärer Hautkrebs 

(non-melanoma skin cancer, NMSC) zusammengefasst. Das Basalzellkarzinom ist die am weitesten 

verbreitete maligne Erkrankung der Welt und macht etwa 77 % aller NMSC-Erkrankungen aus [3]. 

Allein in den USA treten jedes Jahr etwa 4 Millionen neue Fälle auf. Aufgrund einer niedrigen 

Sterblichkeitsrate (< 1 % [4]) wird diese Art von Hautkrebs in vielen Krebsregistern nicht erfasst [5]. 

Plattenepithelkarzinome (squamous cell carcinoma, SCC) sind nach Angaben der globalen 

Krebsbeobachtungsstelle (GLOBOCAN) in 2020 für über eine Million aller neuen Krebserkrankungen 

weltweit verantwortlich gewesen, was etwa 20 % aller Hautkrebserkrankungen entspricht [3]. Somit 

zählen SCC zu den Krebsarten, die am häufigsten metastasieren [6]. SCC entstehen zumeist in 

chronisch sonnenexponierten Arealen der Haut, wachsen bei Nichtbehandlung in das Gewebe hinein 

und zerstören es [7].  

 

Abbildung 1: Zellarten der Haut und die verschiedenen Hautkrebsarten (entnommen aus [7]). 

Bei dem kutanen (auch: maligne) Melanom handelt es sich um eine Neoplasie der pigmentbildenden 

Zellen der Haut, den Melanozyten [8]. Das kutane Melanom macht etwa 2 % aller 

Hautkrebserkrankungen aus, besitzt allerdings die höchste Mortalitätsrate unter den 

Hautkrebserkrankungen [9]. Laut GLOBOCAN wurden im Jahr 2020 ca. 320.000 neue Fälle von 

kutanen Melanomen mit etwa 57.000 Todesfällen gemeldet [3,10]. Die 5-Jahres-Überlebensrate für 

das maligne Melanom liegt bei 93 %, wobei zwischen Primärerkrankungen und Erkrankungen mit 

Metastasierungen unterschieden werden muss [11]. Die Früherkennung der Erkrankung ist von 

großer Bedeutung [12]. Als Risikofaktoren von Hautkrebserkrankungen gelten ein heller Hauttyp und 

UV-Strahlung, vorranging UV-A, aus natürlichen, aber auch künstlichen Quellen [9,13]. Ebenso 
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spielen Kombinationen aus umweltbedingten, genetischen und phänotypischen Faktoren eine Rolle 

[14]. Präventivmaßnahmen zur Vermeidung einer Erkrankung sind die regelmäßige Nutzung von 

(Sonnen-)Creme mit Lichtschutzfaktor, Meidung der (Mittags-) Sonne, das Bedecken der Haut durch 

Kleidung und generell eine Verminderung der Exposition mit UV-Strahlung [9]. Die Therapieoptionen 

und Erfolgschancen der Behandlung sind abhängig vom Stadium der Krankheit, in welchem die 

Diagnose gestellt wird [15]. Für das Plattenepithelkarzinom im Frühstadium ist die Standardtherapie 

eine chirurgische Entfernung des Tumors. Ist eine Operation nicht möglich, gibt es Alternativen, wie 

z.B. Kryotherapie, lokale Immuntherapie, Chemotherapie oder Strahlentherapie [16]. Die klassische 

Chemotherapie des malignen Melanoms kann zu erheblichen Nebenwirkungen führen, u.a. 

Zerstörung von Knochenmarksgewebe und Haarausfall [17], sodass heute als Erstlinientherapien 

verschiedene Optionen zielgerichteter und immunologischer Behandlungen, mit z.B. Checkpoint-

Inhibitoren wie Nivolumab oder Ipilimumab, bevorzugt werden [12,17–19]. Die zunehmende 

Weiterentwicklung zielgerichteter Therapieoptionen spiegelt sich im Anstieg der Überlebensraten 

wider [20]. Durch die Verbesserung der Behandlungsstrategien sank die Mortalitätsrate des malignen 

Melanoms der Haut zwischen 2014 und 2018 um 5,7 % [11]. Die Wirksamkeit dieser Therapien wird 

jedoch durch krebsspezifische Reaktivität, Resistenzentwicklung und Toxizität eingeschränkt 

[21,22]. Folglich besteht ein stetiger Bedarf an neuen verbesserten Therapieoptionen. 

1.2 Angiogenese 

Die normale Funktion des Gewebes hängt mit einer ausreichenden Sauerstoffversorgung zusammen 

[23]. Dafür wird durch Angiogenese das im Rahmen der Vaskulogenese geformte primitive vaskuläre 

Netzwerk zu einem hierarchisch geordneten mikrovaskulären Transportsystem umgebaut. Hierbei 

interagieren Endothel- und glatte Muskelzellen, um neue Blutgefäße zu bilden. Aber auch Hypoxie, 

Entzündungsreaktionen, oxidativer Stress und weitere Faktoren können zur Entstehung neuer 

Blutgefäße führen [23]. Bei diesem Prozess kann zwischen zwei Arten der Angiogenese 

unterschieden werden: Sprossende und nicht-sprossende Angiogenese [24]. Die nicht sprossende 

Angiogenese bezeichnet den Vorgang der Spaltung bereits bestehender Gefäße in Längsrichtung 

durch Umorganisation von Endothelzellen [24]. Bei der sprossenden Angiogenese migrieren 

Endothelzellen in den Extrazellularraum und formieren sich zu Röhrchen (sog. tube formation). Diese 

Röhrchen bilden das neue Gefäßlumen [24]. Für physiologische Prozesse bei Erwachsenen tritt die 

Angiogenese z.B. während der Wundheilung oder dem weiblichen Zyklus auf [25]. Eine verstärkte 

Neovaskularisierung tritt bei verschiedenen Krankheitsbildern, z.B. rheumatoider Arthritis, Psoriasis 

und der Tumorentwicklung, auf [26]. Bereits ab einem Durchmesser von 1 – 2 mm benötigt ein 

Tumor Gefäßanschluss, um weiter wachsen zu können [27]. Ohne den Ab- und Antransport von 

toxischen Metaboliten, Sauerstoff sowie Nährstoffen entstünde im Zentrum des Tumors ein 

nekrotischer Bereich [27]. Tumor-induziert gebildete Gefäßstrukturen erscheinen im Vergleich 

abnormal sowie chaotisch im Aufbau [23].  
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1.3 Autophagie 

Stehen dem Organismus nur begrenzte Ressourcen zur Verfügung, beginnen die Zellen 

Makromoleküle abzubauen und für die Synthese von lebenswichtigen Bestandteilen und Energie zu 

verwerten [28,29]. Hierbei wird von Autophagie gesprochen, einem hochkonserviertem 

Überlebensmechanismus in eukaryotischen Zellen. Autophagie bezeichnet in erster Linie die 

adaptive Reaktion von Zellen auf ungünstige Umweltbedingungen, wie z.B. Hunger [29]. Die durch 

Stoffwechselstörungen oder Nährstoffentzug ausgelöste Autophagie findet unselektiv statt. 

Hingegen kann Autophagie unter bestimmten Bedingungen, wie für die Beseitigung beschädigter 

Strukturen, zum Schutz der Zelle selektiv wirken [29]. Zu diesen Strukturen zählen fehlgefaltete oder 

aggregierte Proteine, aber auch beschädigte Organellen, wie z.B. Peroxisomen, das 

endoplasmatische Retikulum und Mitochondrien [30]. Obwohl Autophagie eine zytoprotektive Rolle 

erfüllt, kann diese unter bestimmten Bedingungen auch als Treiber der Apoptose wirken [29]. Sowohl 

Autophagie als auch Apoptose unterstehen gemeinsamen wechselseitig regulatorischen 

Mechanismen. So kann Autophagie Apoptose negativ regulieren, indem spezifisch (pro-

apoptotische) Proteine abgebaut werden [31,32]. Gleichsam kann eine exzessive Autophagie in 

Autosis umschlagen, einer Form eines nicht-apoptotischen Zelltods [33]. Als Nachweis für die 

autophagische Aktivität von Zellen wird das Mikrotubuli-assoziierte Protein LC3-I/II genutzt [34]. 

Während der Autophagie nehmen Autophagosomen zytoplasmatische Komponenten auf. Dabei wird 

die zytosolische Form von LC3-I an Phosphatidylethanolamin konjugiert, um das LC3-Konjugat LC3-

II zu bilden [34]. Dieses rekrutiert an die autophagosomale Membran, wo es in einem späteren Schritt 

durch lysosomale Hydrolasen abgebaut wird. Somit stellt der lysosomale Umsatz zu LC3-II einen 

quantitativen Marker der autophagischen Aktivität der Zelle dar [34].  

1.4 Formen des regulierten Zelltodes 

Neben dem zufälligen und spontan eintretendem Zelltod, der das Resultat starker äußerer 

Umwelteinflüsse wie Hitze, Scherkräfte, Drücken ist [35], besitzen Eukaryonten Systeme, die das 

Absterben von Zellen bei nicht behebbaren Störungen der Homöostase regeln [20,36,37]. Letztere 

sind von der Aktivierung festgelegter Signalwege abhängig und können somit durch 

pharmakologische oder genetische Interventionen moduliert werden [38]. Kann der Stress auf 

zellulärer Ebene nicht beseitigt werden, wird der regulierte Zelltod (regulated cell death, RCD) als 

Sicherheitsmechanismus zur Aufrechterhaltung der Homöostase aktiviert [38]. Zu diesen 

Mechanismen gehört auch die RCD-Variante des programmierten Zelltods. Hierbei handelt es sich 

um ein vorbestimmtes Ereignis im Leben der Zelle als Teil der postembryonalen Entwicklung [35]. 

Neben dieser Form des Zelltodes sind derzeit weitere programmierte Formen bekannt, darunter 

Apoptose, Nekroptose und durch mitochondrialen Permeabilitätsübergang (mitochondrial 

permeability transition, MPT) gesteuerte Nekrose oder Apoptose.  
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Der Begriff Apoptose wurde erstmalig 1972 von Kerr, Wyllie und Currie beschrieben und stellt die 

elementare Form des programmierten Zelltods dar [39]. Auf physiologischer Ebene tritt Apoptose 

während der Entwicklung und Alterung als Mechanismus zur Aufrechterhaltung einer gesunden 

Zellpopulation im Gewebe auf [40]. Zusätzlich wirkt Apoptose auch als Abwehrmechanismus, etwa 

bei Immunreaktionen oder wenn Zellschädigungen durch Krankheit oder toxische Stoffe auftreten 

[40]. Je nach Zelltyp ist ein anderes Maß an Schädigung für den Zelltod notwendig [41]. Die Apoptose 

erhält die Integrität der Zellmembran und erfolgt Caspase-abhängig [42,43]. Durch Aussenden 

apoptotischer Signale wird die Zelle durch Phagozyten erkannt und eliminiert [42]. Zu den 

morphologischen Veränderungen während der Apoptose zählen u.a. Zellschrumpfen, Pyknosis, 

Chromatinkondensation und Einschluss von Zellfragmenten unter Bildung von Apoptosekörpern [39]. 

Diese Veränderungen sind sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch nachweisbar [44]. Bisher 

sind drei verschiedene Signalwege bekannt, die einen apoptotischen Zelltod auslösen können: der 

intrinsische (mitochondriale), der extrinsische (death receptor) und der Perforin/Granzym Signalweg 

[40].  

Der intrinsische Signalweg der Apoptose (s. Abbildung 2), auch bekannt als mitochondriale Apoptose 

[45], kann sowohl durch positive als auch negative Signale induziert werden [40]. Negative Signale 

zeichnen sich durch die Abwesenheit von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Hormonen aus, die 

unter normalen Umständen pro-apoptotische Moleküle inhibieren. Wird die Zelle reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS), Hypoxie, Strahlung oder Toxinen ausgesetzt, induziert dies intrinsische 

Apoptosewege [46]. Hierbei oligomerisieren zwei Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie, BAX und BAK-

1, in die äußere Membran der Mitochondrien [47]. Es kommt zur Veränderung der 

Membranpermeabilität und zur Bildung einer mitochondrialen Permeabilitätsübergangspore 

(mitochondrial permeability transition pore, MPTP) [47]. Durch MPTP können mitochondriale 

Faktoren, darunter Cytochrom c (Cyt c), in das Zytosol freigesetzt werden [48] und kleine Moleküle 

in die Mitochondrien eindringen [49]. Demnach ist die strukturelle Veränderung der äußeren 

Mitochondrienmembran ein wichtiger Schritt in der Signaltransduktion der intrinsischen Apoptose 

[47]. Die Bindung des freigesetzten Cyt c an den apoptotic protease-activating factor 1 (APAF-1) 

bedingt eine Konformitätsänderung, durch die eine Nukleotidbindungs- und 

Oligomerisierungsdomäne zugänglich wird. An dieser Domäne kommt es zur Bindung von Desoxy 

Adenosintriphosphat (dATP), was zu einer weiteren Konformitätsänderung führt. Es kommt zum 

Zusammenschluss mehrerer APAF-1 Moleküle zu einem sogenannten Apoptosom [50]. Das 

Apoptosom enthält in seinem offenen Zentrum mehrere freigelegte caspase activation and 

recruitment domains (CARD-Domänen), die in der Lage sind, Procaspase-9-Proteine zu rekrutieren 

und aktivieren. Die Caspase-9-Enzyme sind in der Lage, die Exekutionscaspase-3 zu aktivieren, 

welche wiederum in ihrer aktivierten Form die Apoptose antreiben kann [48]. Die aktivierte Form der 

Caspase-3 ist wiederum verantwortlich für verschiedene biochemische, immunologische und 
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morphologische Merkmale, darunter die Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche und 

DNA-Fragmentierung [38]. Zudem erfolgt der durch Caspasen vermittelte Zelltod durch die Spaltung 

von für das Überleben essenziellen Schlüsselproteinen wie z.B. (ADP-ribose) polymerase-1 

(PARP-1). Im physiologischen Kontext spielt PARP-1 eine Rolle bei der Reparatur von DNA-

Schäden als Reaktion auf verschiedene zelluläre Stressfaktoren [51]. Die Spaltung von PARP-1 

durch Caspasen führt zur Bildung von zwei spezifischen Fragmenten: einem 89 kDa katalytischen 

Fragment und einem 24 kDa Fragment mit einer DNA-bindenden Domäne. Die Spaltung von 

PARP-1 und der Nachweis des katalytisch aktiven Fragments ist entsprechend ein Apoptosemerker 

[51]. 

Ebenso führt der MPTP zu einer sofortigen Dissipation des mitochondrialen 

Transmembranpotenzials (MOMP, mitochondrial outer membrane potential), osmotischer 

Schwellung der mitochondrialen Matrix und Freisetzung von pro-apoptotischen Proteinen [38,52].  

Eine Möglichkeit, die Faktoren des Zellstoffwechsels zu messen, bietet der Seahorse-XFe-Analyzer. 

Dieser misst in Echtzeit sowohl die Sauerstoffverbrauchsrate als auch die extrazelluläre 

Versauerungsrate von lebenden Zellen. Somit wird eine parallele Analyse der mitochondrialen 

Respiration und Glykolyse ermöglicht. Dies wiederum ermöglicht Aussagen zu oxidativer 

Phosphorylierung, Glykolyse und Substratverbrauch zu treffen. Durch Zugabe verschiedener 

Substrate und Inhibitoren während der Messung kann deren Einfluss auf die mitochondriale 

Respiration der Zellen unmittelbar gemessen werden.  

Der extrinsische Signalweg, auch bekannt als Todesrezeptor-Signalweg (death receptors), wird 

durch die Bindung von Todesliganden (death ligands) an Todesrezeptoren aktiviert (s. Abbildung 2) 

[53]. Diese Bindung ruft eine Konformitätsänderung des Rezeptors auf der inneren Zellmembranseite 

hervor, wodurch Procaspase-8-Protein rekrutiert und aktiviert werden kann. Caspase-8 kann 

wiederum das Procaspase-3-Protein aktivieren und somit Apoptose auslösen [53]. Abhängig von der 

zytosolischen Verfügbarkeit des X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), einem Caspase-3/7-

inhibierendem Protein, ist die Aktivierung der Caspase-3 durch Caspase-8 stark auf die Caspase-8-

vermittelte proteolytische Spaltung von BH3 interacting domain death agonist (BID) angewiesen [49].  

Eine Alternative zur Apoptose ist die Nekrose, ein toxischer Prozess, bei welchem die Zelle 

energieunabhängig und nicht programmiert stirbt [40]. Morphologische Merkmale der Nekrose 

umfassen Karyolyse, Zellschwellung, Vakuolen im Zytoplasma, kondensierte, geschwollene oder 

rupturierte Mitochondrien sowie Lysosomen und die Ablösung von Ribosomen [40]. Final folgt der 

Verlust der Membranintegrität; es kommt zur Freisetzung von zytoplasmatischen Inhalten und zur 

Provokation einer Immunantwort [40]. Die Signalwege, die zu regulierter Nekrose, auch Nekroptose 

genannt, führen, überschneiden sich zum Teil mit den molekularen Kaskaden, die Apoptose 

kontrollieren und exekutieren (s. Abbildung 2) [54]. Bei der Nekroptose handelt es sich um eine 
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Subform des Zelltodes, die einen nekrotischen Morphotyp aufweist, jedoch durch bestimmte 

genetische oder pharmakologische Interventionen ausgelöst wird [52,55]. So ist die Auslösung der 

Nekroptose abhängig von der Aktivierung des RIPK-1-like protein receptor-interacting protein kinase-

3 (RIPK3) und der Pseudokinase mixed lineage kinase domain-like (MLKL) [38] und lässt sich durch 

den Einsatz des zielgerichteten RIP-1-Inhibitors Necrostatin-1 verzögern [38]. Dieser Effekt ist jedoch 

davon abhängig, dass Nekroptose einzig über RIPK-1 vermittelt wird. Interessanterweise konnte 

Nekroptose in Zellen ohne Mitochondrien nachgewiesen werden [56], was darauf schließen lässt, 

dass Nekroptose auch Mitochondrien-unabhängig stattfinden kann [38]. Abhängig von der Dauer 

und Intensität des toxischen Stimulus oder Stress kann Apoptose in Nekrose und vice versa 

umschlagen (s. Abbildung 2). So gibt es Signaltransduktoren, die von beiden Zelltodwegen genutzt 

werden und negative Rückkopplungsschleifen, in denen eine Zelltodform eine andere inhibiert 

(Zusammenfassung siehe Review [55]). Dies geschieht u.a. in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit 

von Caspasen und intrazellulärem ATP [57,58].  

Im Vergleich zu dem Verlust von MOMP beschreibt MPT einen Anstieg in der Permeabilität der 

inneren Mitochondrienmembran. Dieser kann sowohl reguliert als auch unreguliert ausgelöst werden 

[59]. Eine Konformationsänderung des Multiproteinkomplexes (permeability transition pore complex, 

PTPC) zwischen der inneren und äußeren Mitochondrienmembran sorgt für den Verlust des 

Membranpotentials, die osmotische Schädigung der Organellen und die Entkopplung der oxidativen 

Phosphorylierung [59–61]. Es kommt zu einem Abfall der ATP-Verfügbarkeit. Die strukturelle 

Zusammensetzung des PTPC befindet sich derzeit noch in Aufklärung. Bislang konnte ein 

Schlüsselprotein identifiziert werden, die Peptidylprolyl-Isomerase F (PPIF, auch bekannt als CYPD) 

[62]. Sowohl in Zellen ohne CYPD als auch unter Einsatz des chemischen CYPD-Inhibitors 

Cyclosporin A (CsA) konnte die MPT-regulierte Nekrose verzögert werden [35]. 

Eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung und Signalübertragung übernehmen Ceramide. Diese 

induzieren nachweislich Apoptose in verschiedenen Krebsarten und bilden in der Haut die oberste 

(Schutz-)Schicht der Epidermis [63]. Die Ceramidsynthese findet entweder durch Hydrolyse von 

Sphingolipiden über Sphingomyelinase oder de novo über Serin-Palmitoyltransferase, 3-

Ketosphinganin-Reduktase und Ceramid-Synthasen statt [64,65]. Hier haben Ceramide 

Auswirkungen auf p53, einem wichtigen Merkmal der Apoptose [66]. Weiterhin sind Ceramide in der 

Lage sowohl Genexpressionen von z.B. Cyclooxygenase-2 (COX-2) [67] als auch Enzyme und 

Transkriptionsfaktoren zu regulieren [63], die mit der Apoptose in Verbindung stehen. Darüber hinaus 

kann die Interaktion von Ceramiden und LC3 zu einem autophagischen Zelltod führen. Bei diesem 

werden Autophagosomen an die Mitochondrien rekrutiert werden und Mitophagie, eine selektive 

Degradierung der Mitochondrien durch Autophagie, ausgelöst [68,69]. Im unreguliert ausgelösten 

Modus durch Induktoren wie ROS, Thiol-reaktive Substanzen, Oxidanzien und chemische 
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Substanzen in hohen Konzentrationen, kommt es zu einer unstrukturierten Fehlfaltung der PTPC-

Proteine, wodurch Inhibitoren wirkungslos werden [59]. 

 

Abbildung 2: Überlappung der Apoptose- und Nekroptose-Signalwege. Das Gleichgewicht zwischen 

ATP-Verfügbarkeit und mitochondrialen Permeabilitätsübergang (MPT) bzw. mitochondrialer 

Permeabilisierung der äußeren Membran (MOMP) ist entscheidend für die Art des Zelltods. (adaptiert nach 

[40,52,59]). CsA Cyclosporin A 

1.5 Hämoxygenase-Signalweg  

Das Hämoxygenase (HO)-System ist Hauptakteur des zellulären Häm-Stoffwechsels, bei welchem 

Häm zu Bilirubin, CO und Fe2+ verstoffwechselt wird [70]. In den letzten Jahren wurde dem HO-

System im Zusammenhang mit der Entstehung und Entwicklung von Krebs erhöhte Aufmerksamkeit 

geschenkt [71].  
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Derzeit sind zwei Isoformen der Hämoxygenase beim Menschen bekannt: HO-1 und HO-2 [72,73]. 

Eine weitere Isoform, HO-3, konnte bisher nur in der Ratte nachgewiesen werden [74]. Während HO-

2 auf Basalniveau exprimiert wird [73], kann HO-1 durch eine Vielzahl von Stimuli induziert werden 

[72]. Hierzu zählen u.a. oxidativer Stress, Zytokine, Prostaglandine und Häm [75]. Die Regulation 

von HO-1 erfolgt primär auf transkriptioneller Ebene [76]. Aufgrund der potenziell zytoprotektiven 

Eigenschaften von HO-1, ist es nicht verwunderlich, dass bei einer Vielzahl an Krebsarten, wie z.B. 

Blasenkrebs [77], Lungenkrebs [78], Melanom [79] und Glioblastoma [80], die Expression von HO-1 

hochreguliert ist. Die enzymatisch aktive Form von HO-1 ist 32 kDa groß und nach der Synthese 

vorrangig an der glatten Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert [81,82]. 

Gleichsam kann HO-1 auch in Caveolae, den Mitochondrien und dem Zellkern nachgewiesen 

werden, wohin es unter Stress und pathologischen Bedingungen transportiert wird [83–85]. In den 

Mitochondrien beeinflusst HO-1 die mitochondriale Biogenese und Dynamik, erhöht den Fe2+-Gehalt 

und die ROS-Bildung [86]. Somit kann mitochondrial gerichtetes HO-1 eine mitochondriale 

Dysfunktion hervorrufen [87]. Im Zellkern finden sich neben der vollständigen auch die verkürzte 

Form t-HO-1, wobei diese die Expression der Gene reguliert, die an der Angiogenese und der Bildung 

von antiapoptotischen Proteinen, anti-oxidativen Enzymen sowie an Metastasenbildung und 

mitochondrialer Biogenese beteiligt sind [86]. Beim Abbau von Häm durch Hämoxygenasen (s. 

Abbildung 3) [86] bildet HO-1 mit Häm und Cytochrom-P450 einen Komplex, bei dem NADPH unter 

Zuhilfenahme von molekularem Sauerstoff als Elektronendonor dient [88]. Das entstandene 

Biliverdin wird durch die Biliverdin-Reduktase in Bilirubin umgewandelt. Sowohl Biliverdin als auch 

Bilirubin wirken antioxidativ, indem sie ROS neutralisieren [86]. Kohlenmonoxid (CO), ein weiteres 

Produkt des Häm-Abbaus, spielt bei der Vasodilatation von Blutgefäßen eine Rolle und induziert die 

Produktion von entzündungshemmenden Zytokinen [86]. Weiterhin induziert CO die Bildung 

antiapoptotischer Faktoren und fördert die Angiogenese [86]. Eisen (Fe2+) besitzt eine prooxidative 

Aktivität, indem es mittels Fenton-Reaktion die ROS-Bildung induziert [86]. Durch die Aktivierung von 

HO-1 und die darauffolgende Expression von Ferritin kann dies abgefangen werden [86].  
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Abbildung 3: Oxidativer Abbau von Häm. An die ER-Membran gebundenes HO-1 interagiert mit dem 

Elektronendonor NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase und einem Sauerstoffmolekül und baut Häm zu 

Biliverdin, Kohlenmonoxid (CO) und zweiwertigem Eisen (Fe2+) ab. Die NADPH-Biliverdin-Reduktase reduziert 

Biliverdin zu Bilirubin, indem sie NADPH als Elektronendonor verwendet. Sowohl Biliverdin als auch Bilirubin 

wirken u.a. antiapoptotisch und anti-oxidativ indem sie ROS abfangen oder neutralisieren (adaptiert nach 

[86,88]).  

Seit Entdeckung der HO-1-Induzierbarkeit im Jahre 1986 [72] wurden die zugrunde liegenden 

Mechanismen und potenziellen Auslöser der HO-1 Expression bereits mehrfach untersucht und in 

zusammenfassenden Arbeiten umfassend dargestellt [88–91]. Als Induktoren der HO-1-Expression 

gelten endogene und exogene Substanzen, die zellulären Schaden oder oxidativen Stress 

verursachen, wie z.B Metalloporphyrine (u.a. Häm), Schwermetalle, Lipidperoxidasen, Zytokine, 

Wachstumsfaktoren und ROS, sowie Hypoxie und UV-A-Strahlung. 

Die Transkription von HMOX1, dem Gen, das für HO-1 kodiert, wird durch verschiedene 

stressabhängige Transkriptionsfaktoren eng reguliert. Zu diesen zählen Hitzeschockfaktoren, der 

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-κB), der nuclear factor erythroid 

2 (Nrf2) und das Aktivator-Protein 1 (AP-1) [91]. In gesundem Gewebe ist die Induktion von HO-1 

eine zytoprotektive Maßnahme, um die Zelle bei einem Anstieg von z.B. ROS zu schützen [92].  

In schnell proliferierenden (Krebs-)Zellen ist HO-1 häufig hochreguliert [93] und nimmt Einfluss auf 

die Zellzyklusregulation [94]. Diese Effekte sind zelltypspezifisch und können in verschiedenen 
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Geweben gegenläufig sein. So führte eine erhöhte HO-1-Expression in Melanomzellen zur 

Proliferation [95], während die Hemmung der HO-1-Enzymaktivität durch Einsatz von 

Zinnprotoporphyrin IX (SnPPIX) diesen proliferationsfördernden Effekt umkehrte [94,95]. Im 

Gegensatz hierzu ist HO-1 u.a. in glatten Muskelzellen ein negativer Regulator des Wachstums. Hier 

verringerte die Hochregulation von HO-1 die Zellproliferation, während die Hemmung von HO-1 die 

antiproliferative Wirkung aufhob [96].  

Die proliferativen Effekte von HO-1 können mit dessen antioxidativer Potenz in Verbindung gebracht 

werden, da ROS in vielen Zelltypen Apoptose auslöst [97]. Darüber hinaus wurden Substrate des 

HO-Signalweges, wie Bilirubin und Biliverdin, als antiapoptotische Mediatoren in Darmkrebszellen 

nachgewiesen [98]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CO sowohl die Freisetzung von 

mitochondrialem Cyt c inhibiert als auch die Expression des Onkoproteins p53 hemmt [94].  

Neben seinen zytoprotektiven Eigenschaften wurde HO-1 in Endothelzellen als proangiogenes 

Enzym beschrieben, dessen Abwesenheit mit einer verminderten vascular endothelial growth factor 

(VEGF)-Expression einhergeht [99]. Folglich führte die Hochregulation des HO-1-Gens HMOX1 zur 

Produktion von VEGF, welches wiederum Proliferation, Migration und tube formation begünstigt 

[100]. VEGF-stimulierende Effekte durch HO-1 konnten ebenfalls in glatten Muskelzellen und 

Keratinozyten nachgewiesen werden [96,101]. Zudem konnte in neueren Studien zu Apoptose [102–

104] und Mitophagie [105] gezeigt werden, dass die pharmakologische Induktion von HO-1 eine pro-

apoptotische Wirkung ausübt.  

1.6 Indirubin und seine Derivate 

Danggui Longhui Wan, eine Kräutermischung der traditionellen chinesischen Medizin, wird 

eingesetzt, um verschiedene chronische Krankheiten zu behandeln [106]. Ein aktiver Bestandteil der 

Kräutermischung ist Qing Dai (lat. Indigo naturalis). Die Wirkung von Qing Dai wird dem rot gefärbten 

Indirubin (3,2‘-Bisindol) zugesprochen, einem Isomer des blauen 2,2‘-Bisindol-Indigo [106,107]. 

Aufgrund seines geringen Molekulargewichtes von 262,26 g/mol zählt Indirubin zu den small 

molecules, einer heterogenen Gruppe organischer Verbindungen mit einem maximalen 

Molekulargewicht von 900 g/mol [108]. Etwa 90 % aller Pharmaka sind small molecules [109]. 

Abhängig von der Substanzgruppe sind small molecules in der Lage resorbiert zu werden oder in die 

Zelle einzudringen und auf molekulare Signalwege einzuwirken [110]. So auch Indirubin, welches in 

klinischen Versuchen eine krebshemmende Wirkung bei chronisch-myeloischer und chronisch-

granulozytärer Leukämie gezeigt hat [111,112]. Für das zellpermeable Indirubin-3´-Monoxim und 

dessen Derivate konnten eine Vielzahl intrazellulärer Proteine als mögliche Ziele der Antitumor-

Aktivität identifiziert werden. Hierzu zählen z.B. Cyclin-abhängige Kinasen, die Glykogensynthase-β 

sowie der Signaltransduktor und Aktivator der Transkription-3 [106,113–116]. Ausgehend von der 

erstmaligen Isolierung der N-Glykoside von Indirubin aus dem terrestrischen Streptomyces sp. GW 



Einleitung    16 

48/1497 [117] wurden eine Reihe von Indirubin-N-Glykosiden [118] und thia-analogen Indirubin-N-

Glykosiden [119,120] synthetisiert, die sich als antiproliferativ und zytotoxisch gegen verschiedene 

Tumorzelllinien erwiesen. Dabei zeigten Indirubin-N-Glykoside eine höhere antiproliferative Aktivität 

auf MCF-7-Brustkrebszellen [118] als nicht-glykosyliertes Indirubin [121]. Bereits 2010 wurde in einer 

ersten Arbeit die Zytotoxizität von thia-analogen Indirubin-N-Glykosiden an verschiedenen 

Melanomzelllinien untersucht [120]. Die verschiedenen thia-analogen Indirubinderivate zeigten 

hierbei eine antiproliferative und apoptotische Wirkung in den getesteten Zelllinien. Hinsichtlich der 

Wirkung von Indirubinen auf den Tumorzelltod wurde neben Induktion von Apoptose wiederholt auf 

die Beteiligung mitochondrialer Prozesse hingewiesen [116,119,122,123]. 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Strukturformeln von Indirubin und den in dieser Arbeit 

untersuchten Indirubin-Derivaten. A Indirubin. B KD88: 3-[3'-Oxo-Benzo[β]thiophen-2'-(Z)-yliden]-oxindol. C 

KD87: 3-[3'-Oxo-Benzo[β]thiophen-2'-(Z)-yliden]-1-(β-D-Glukopyranosyl)-oxindol.

A B C 
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2.  Zielsetzung 

Indirubin ist seit vielen Jahrhunderten in der traditionellen chinesischen Medizin von großer 

Bedeutung und erhält stetig mehr Aufmerksamkeit in Bezug auf seine antikanzerogene Wirkung. 

Insbesondere Indirubinderivate mit potenziell verbesserten Löslichkeits- und Wirkeigenschaften sind 

derzeit Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, 

den Wirkmechanismus von zwei neuartigen thia-analogen Indirubinderivaten (KD87, KD88) zu 

analysieren und in den aktuellen Kontext der Hautkrebstherapie zu setzen. Zur Betrachtung der 

möglichen Antitumoraktivität wurden verschiedene Ebenen der Tumorentwicklung wie die 

metabolische Tumorzell-Aktivität sowie Tumorzell-Proliferation, -Autophagie, -Apoptose 

und -Angiogenese untersucht. Als mechanistischer Schwerpunkt wurde hierbei die funktionelle Rolle 

einer Indirubin-induzierten HO-1-Hochregulation untersucht. Als Modellzelllinien der durchgeführten 

Untersuchungen wurden eine Melanom- (A375) und eine Plattenepithelzellkarzinomzelllinie (A431) 

verwendet. Hierbei wurde eine potenzielle Indirubin-induzierte HO-1-Expression zunächst auf 

mRNA- und Proteineben untersucht. Diese Regulation wurde schließlich hinsichtlich ihres 

Mechanismus und auf funktioneller Ebene mit Hilfe von entsprechenden Inhibitoren untersucht. Die 

Beteiligung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wurde mittels Durchflusszytometrie und in 

Viabilitätsassays unter Verwendung des Glutathion-Vorläufers N-Acetylcystein (NAC) analysiert. Ein 

besonderer Fokus lag hierbei auf Experimenten zur Wirkung von Indirubinen auf die Funktionalität 

von Mitochondrien.  

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bilden die Grundlage für weitere Untersuchungen der 

Auswirkungen von KD87 und anderen thia-analogen Indirubinderivaten auf Hautkrebszellen. 

Darüber hinaus können die Ergebnisse dieser Arbeit die bestehenden Erkenntnisse über die 

antitumorigenen Eigenschaften von KD87 ergänzen.  
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3. Materialien und Methoden 

3.1 Material 

Alle im experimentellen und auswertenden Teil dieser Arbeit verwendeten Zelllinien, Materialien, 

Geräte und Software sowie die Zusammensetzung der Puffer und Lösungen wurden in tabellarischer 

Form aufgelistet und dem Anhang dieser Arbeit beigefügt.  

3.2 Methoden 

3.2.1 Allgemein 

Die Melanomzelllinie A375 als auch die Plattenepithelkarzinomzelllinie A431 wurden in DMEM 

(Glukosegehalt 4,5 mg/ml, GlutaMAX™-Zusatz, Pyruvat), ergänzt mit 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml 

Streptomycin und 10 % fötales Kälberserum (FCS) in Zellkulturflaschen mit einer Fläche von 75 cm² 

(T75) in einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt kultiviert. Endothelzellen der 

menschlichen Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) wurden in 

speziellem Endothelzellmedium (Endothelial Cell Growth Medium Kit) kultiviert.  

3.2.2 (Sub-)Kultivierung der Hautkrebs-Zellen 

Zur Kultivierung wurde ein Kryokonservierungsröhrchen mit kryokonservierten A375- bzw. A431- 

Zellen im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die Zellsuspension sofort in eine TC75-Flasche mit 

12 ml vorgewärmtem DMEM GlutaMAX™ überführt. Nach 24 h wurde das Medium durch frisches, 

ebenfalls vorgewärmtes DMEM GlutaMAX™ ausgetauscht. Dabei wurden Reste des 

Kryokonservierungsmediums (DMEM GlutaMAX™, 10 % DMSO (v/v)) sowie nicht haftende, 

abgestorbene Zellen entfernt. Die Subkultivierung der Zellen (A375 und A431) erfolgte bei einer 

Konfluenz von ca. 80-90 %. Es wurde zunächst der Überstand abgesaugt und der Zellrasen mit 

vorgewärmten PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurden ca. 3 ml 1X Trypsin-EDTA (TE) auf die 

Zellen gegeben und für 3-5 min im Inkubator inkubiert. Anschließend wurden die Zellen durch 

leichtes Klopfen abgelöst. Die Aktivität des 1X TE wurde mit 7 ml DMEM GlutaMAX™ abgestoppt 

und die in der Zellsuspension enthaltenen Zellen in einem 15 ml Zentrifugationsröhrchen durch 

Zentrifugation (5 min, 200 × g) pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 2 ml 

DMEM GlutaMAX™ resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl (s. 3.2.4) wurden die Zellen mit 

einer Zelldichte von 0.5 – 1 × 106 Zellen pro Zellkulturflasche ausgesät. Eine Passagierung der 

Zellen erfolgte alle 3-5 Tage.  
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3.2.3 Subkultivierung der HUVEC-Zellen 

Grundsätzlich erfolgte die Passagierung der HUVECs nach dem Protokoll aus Abschnitt 3.2.2. 

Anstelle von DMEM GlutaMAX™ wurde das Endothelial Cell Growth Medium Kit (PromoCell) 

verwendet.  

3.2.4 Bestimmung der Zellzahl 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Zellauszählgerät (LUNA-IITM). Als Vorbereitung wurden 

10 µl Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau vermischt und 10 µl dieser Suspension auf einen 

Zählobjektträger gegeben. Trypanblau ist ein von o-Toluidin abgeleiteter Azofarbstoff, der durch 

defekte Zellmembranen in die Zellen gelangt. Gefärbte Zellen gelten daher als tot. Im Gegensatz 

dazu sind lebensfähige Zellen nicht mit Trypanblau anzufärben. Zellen mit einer Größe von 10–

30 μm wurden automatisch gezählt und auf ihre Lebensfähigkeit untersucht. 

3.2.5 Kryokonservierung 

Die Kryokonservierung erleichtert die langfristige Lagerung von Zellen. Zu diesem Zweck wurden 

subkonfluente Zellmonolayer geerntet und die Zellzahl wie oben beschrieben ermittelt. Nach einer 

zusätzlichen Zentrifugation (200 × g, 5 min) wurde das Zellpellet in dem Kryokonservierungsmedium 

(DMEM GlutaMAX™ 10 % DMSO (v/v)) mit einer Enddichte von 1 × 106 lebensfähigen Zellen pro ml 

resuspendiert. Anschließend wurden Aliquots von 1.5 ml pro Kryokonservierungsfläschchen in 

einem Gefrierbehälter bei -80 °C über Nacht gelagert. Der spezielle Gefrierbehälter, der mit 

vorgekühltem (-20 °C) Isopropanol gefüllt war, ermöglichte eine kontrollierte Absenkung der 

Temperatur um 1 °C pro min. Am nächsten Tag wurden die Fläschchen zur Langzeitlagerung 

bei -196 °C in einen Tank mit flüssigem Stickstoff überführt. 

3.2.6 Stimulation von adhärenten Zellen 

Die Zellkulturexperimente wurden in Zellkulturplatten verschiedener Formate durchgeführt. 

Proliferations- und Viabilitätsanalysen (s. 3.2.7) wurden im 96-well-Format mit 5.000 

Zellen/100 µl/well durchgeführt. Die Aussaat zur Gewinnung konditionierter Medien für tube 

formation-Assays (s. 3.2.14) wurde im 24-well Format (100.000 Zellen/500 µl/well) durchgeführt. Für 

die Analyse der Protein- und mRNA-Expressionen und die Durchflusszytometrie-Experimente (s. 

3.2.9, 3.2.10, 0) wurden die Experimente im 6-well-Format mit 200.000 Zellen/ml/well durchgeführt.  

Für die Aussaat der Zellen wurden die Zellen wie beschrieben abgelöst (s. 3.2.2) und anschließend 

die Zellzahl und Lebensfähigkeit, wie unter Abschnitt 3.2.4 beschrieben, analysiert. Die abgelösten 

Zellen wurden in den entsprechenden Volumina DMEM GlutaMAX™ resuspendiert, in die 

Vertiefungen der Zellkulturplatte übertragen und 24 Stunden lang in befeuchteter Atmosphäre 

(37 °C, 5 % CO2) kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen vor der Behandlung mit den 
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Testsubstanzen lichtmikroskopisch auf Konfluenz und Lebensfähigkeit untersucht. Anschließend 

wurde das überstehende Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Alle Inkubationen 

wurden in serumfreien Zellkulturmedium (0 %-DMEM GlutaMAX™) durchgeführt. Bei 

Ko-Inkubationsexperimenten wurde zusätzlich eine einstündige Vorinkubation mit dem 

entsprechenden Inhibitor durchgeführt. Die Testsubstanzen wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) 

gelöst und in 0 %-DMEM GlutaMAX™ weiter verdünnt. Die endgültige DMSO-Konzentration in den 

Inkubaten betrug 1 % (v/v). Die Substanzen SnPPIX und NAC wurden nicht in DMSO gelöst, daher 

sind die Vehikel für SnPPIX in den Inkubaten zusätzlich 0,1 % (v/v) Natriumhydroxidlösung (NaOH, 

1 M), respektive für N-Acetylcystein (NAC) zusätzlich 0,1 % (v/v) PBS.  

3.2.7 Viabilitäts- und Proliferationsanalysen 

Die metabolische Aktivität, als ein Maß der Viabilität der Zellen, kann mittels eines indirekten 

Verfahrens, dem WST-1-Test, bestimmt werden. Hierbei wird das wasserlösliche WST-1-Reagenz 

(4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) durch mitochondriale 

Dehydrogenasen im Rahmen der metabolischen Zellaktivität zu löslichem Formazan-Farbstoff 

umgesetzt. Die Menge des gebildeten Farbstoffes korreliert direkt mit der Anzahl metabolisch aktiver 

Zellen in der Kultur. Das Reagenz WST-1 wurde nach der entsprechenden Inkubationszeit in einer 

Endverdünnung von 1:10 zugegeben und die Zellen für weitere 20 min bei 37 °C inkubiert bevor der 

Farbumschlag mittels photometrischer Analyse mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerät (450/690 nm) 

quantifiziert wurde.  

Für die indirekte Quantifizierung der viablen Zellzahl wurden die Zellen über Nacht mit eiskaltem 

100 %igem Ethanol fixiert, bevor sie 30 min lang mit Kristallviolett-Färbelösung (0,1 % (w/v) 

Kristallviolett in 10 % (v/v) Ethanol) inkubiert wurden. Nach gründlichem Abwaschen des 

überschüssigen Farbstoffs und anschließenden Trocknen der Zellen wurde der in den Zellen 

verbliebene Farbstoff mit 10 % (v/v) Essigsäure gelöst und die Farbstoffintensität mit einem 

Mikrotiterplatten-Lesegerät (570 nm) gemessen.  

Zur Untersuchung der Proliferation wurde Bromdesoxyuridin (BrdU) verwendet. BrdU ist ein 

synthetisches Nukleosid, das ein Analogon zu Thymidin bzw. Desoxyuridin ist. BrdU entsteht durch 

die Verbindung von Desoxyribose und der Nukleinbase 5-Bromuracil und wird zur diagnostischen 

Markierung von proliferierenden Zellen in vitalen Geweben verwendet [124]. BrdU wird von den 

Zellen aufgenommen und anschließend in seiner phosphorylierten Form in neu synthetisierte DNA 

integriert, wodurch das Nukleotid Desoxythymidintriphosphat (dTTP) ersetzt wird. Somit korreliert die 

BrdU-Markierung von Zellen direkt mit der Geschwindigkeit der DNA-Synthese während der 

Synthese-(S-)Phase des Zellzyklus. Mit Antikörpern, die gegen BrdU gerichtet sind, kann die 

inkorporierte Chemikalie nachgewiesen werden, was auf sich aktiv replizierende Zellen hinweist. Die 
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für die Antikörpermarkierung erforderliche Öffnung der Zellmembranen und Denaturierung der DNA 

wird durch Säurezugabe erreicht.  

A375- und A431- Zellen wurden in 96-well-Platten und mit den entsprechenden Testsubstanzen über 

48 Stunden behandelt. 24 Stunden vor der Analyse wurden 10 µM BrdU-Reagenz zugegeben. Die 

Auswirkungen der Testsubstanzen auf die Proliferation von A375- und A431-Zellen wurden mit dem 

BrdU Cell Proliferation enzyme-linked immunosorbent assay kit gemäß den Anweisungen des 

Herstellers quantifiziert. Die Absorption wurde bei 450/690 nm mit einem Mikroplattenlesegerät 

gemessen. Zellen, die kein BrdU-Reagenz erhalten hatten, dienten als Leerwert. 

3.2.8 Caspase-Aktivität 

Die Analyse der Caspase-3- und -7-Aktivität wurde mit dem Caspase-Glo® 3/7 Assay gemäß den 

Anweisungen des Herstellers (Promega) durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden A375- und A431-

Zellen in 96-well-Platten ausgesät und mit der entsprechenden Testsubstanz für 6 oder 24 Stunden 

inkubiert. Das Caspase-Glo® 3/7 Reagenz wurde in gleichen Volumenanteilen gemäß den 

Herstellerangaben zugegeben und bei Raumtemperatur für 1 Stunde unter Lichtausschluss 

inkubiert. Die Lumineszenz wurde mit einem Mikroplattenlesegerät gemessen. 

3.2.9 Proteinexpressionsanalysen 

3.2.9.1 Isolation von gesamtzellulären Proteinen 

A375- und A431-Zellen wurden in 6-well-Platten mit den entsprechenden Testsubstanzen behandelt. 

Nach Abschluss der jeweiligen Inkubationsdauer wurden die Überstände gesammelt, die Zellen mit 

PBS gewaschen und mit 1X TE abgelöst. Überstand, PBS-Waschung und abgelöste Zellen wurden 

vereint und durch Zentrifugation (200 × g, 4 °C) für 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde mit PBS 

gewaschen und erneut 5 min lang zentrifugiert (200 × g, 4 °C). Anschließend wurde das Zellpellet 

mit Lysepuffer (Zusammensetzung s. Tabelle 13) resuspendiert, über Nacht bei -20 °C lysiert und 

anschließend 5 min (20.817 × g, 4 °C) zentrifugiert. Der resultierende Überstand, der das 

gesamtzelluläre Protein enthält, wurde gesammelt und für die weitere Proteinanalyse aufbewahrt.  

3.2.9.2 Isolation mitochondrialer und zytosolischer Proteine 

A375- und A431-Zellen wurden wie bei den Experimenten zur Isolierung gesamtzellulärer Proteine 

ausgesät, behandelt und geerntet. Das resultierende Zellpellet wurde mit 0,9 % NaCl gewaschen 

(5 min, 500 × g, 4 °C). Zur Isolierung der Mitochondrien und zur Gewinnung der zytosolischen 

Proteinfraktion wurde das Qproteome Mitochondria Isolation Kit (Qiagen) gemäß den Anweisungen 

des Herstellers für die Standardvorbereitung verwendet. Die Fraktion mit den zytosolischen 

Proteinen wurde gemäß Anweisung des Herstellers bei -20 °C zur weiteren Analyse gelagert. Zur 

Extraktion des mitochondrialen Proteins wurde die resultierende mitochondriale Fraktion mit 
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Lysepuffer behandelt, zentrifugiert und entsprechend Protokoll zur Isolierung des gesamten 

zellulären Proteins gesammelt.  

3.2.9.3 Analyse der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific Inc.) bestimmt. In einer Vertiefung einer 96-well-platte wurden 1 μl Lysat mit 9 µl Aqua ad 

injectabilia gemischt, was eine Endverdünnung von 1:10 ergab. Anschließend wurden 200 μl 

Arbeitslösung (50:1-Mischung aus Reagenz A und Reagenz B, wie im Kit enthalten) dazugegeben. 

Die Standards und Proben wurden in doppelter bzw. dreifacher Ausführung analysiert. Nach der 

Inkubation (37 °C, 30 min) wurde die Absorption bei 570 nm mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerät 

gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden, unter Berücksichtigung der 

Probenverdünnung, anhand der Kalibrierfunktion einer Standardkurve von 0 – 1 mg/ml 

Rinderserumalbumin quantifiziert.  

3.2.9.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) können Proteine 

entsprechend ihres Molekulargewichtes in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden [125]. Durch 

die Verwendung des anionischen Detergens SDS wird die Ladung der Proteine überdeckt, was zu 

negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen führt. Proteine und SDS binden in einem Verhältnis von 

1,4 g SDS/g Protein [126]. Sowohl die negative SDS-Ladung (verursacht Abstoßung) als auch die 

Erwärmung der Proben (95 °C, 10 min) führen zur Denaturierung (d. h. Linearisierung) der Proteine. 

Dies ermöglicht die Trennung der Proteine nach ihrer Proteinlänge, welche proportional zum 

Molekulargewicht ist. Große Proteine haben eine spätere Retentionszeit als kleine Proteine, was zu 

unterschiedlichen Migrationsmustern im Gel führt. Die SDS-PAGE wurde mit dem Mini-PROTEAN® 

Tetra Cell System von BioRad durchgeführt. Für die Elektrophorese wurden Gele mit einem 

Acrylamidgehalt von 10 % oder 15 % und Dicke von 1 mm oder 1,5 mm verwendet, um Proben mit 

25 – 50 μg Gesamtprotein zu trennen. Die Proben wurden durch Mischen mit Aqua ad injectabilia 

auf gleiche Proteinkonzentrationen und Probenvolumina eingestellt. Der dauerhafte Abbau von 

Disulfidbindungen wurde durch Zugabe von 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol zu jeder Probe 

sichergestellt. Die Proben wurden zusätzlich mit Bromphenolblau versetzt, um die Migrationsfront 

sichtbar zu machen. Mittels Mikroliterspritze wurden die Proteinproben in die Taschen des Gels 

übertragen. Für die Größenabschätzung der Proteine wurde gleichzeitig ein vorgefärbter SDS-

PAGE-Standard verwendet. Die Auftrennung im elektrischen Feld wurde in Elektrophoresepuffer bei 

15 mA/Gel (Sammelgel) bzw. 25 mA/Gel (Trenngel) durchgeführt. Die Elektrophorese wurde 

gestoppt, wenn die Migrationsfront das Ende des Gels erreichte. 
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3.2.9.5 Western Blot 

Unmittelbar im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine mit Hilfe eines wet-

Transfersystems auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Dazu wurde extradickes Blottingpapier 

und Nitrozellulosemembran auf die Größe des Gels zugeschnitten und 5 min in Transferpuffer 

vorinkubiert. Das Blotting-Sandwich wurde in folgenden Schichten von unten nach oben 

zusammengebaut: Blottingpapier - Gel - Nitrozellulosemembran - Blottingpapier. Durch vorsichtiges 

Rollen über jede Schicht mit einem Glasröhrchen wurden Luftblasen entfernt und das Blotting-

Sandwich komprimiert. Der Transfer wurde über 70 min bei 400 mA (konstant) durchgeführt. Nach 

Abschluss des Transfers wurden die Membranen mittels Ponceau-Färbung auf einen erfolgreichen 

Übertrag der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulosemembran überprüft. Im Anschluss wurden die 

Membranen in 50 ml Zentrifugationsröhrchen überführt und mit TRIS-gepufferter 

Kochsalzlösung/Tween® 20 (TBS-T) gewaschen. Alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden auf 

einem Rollenmischer bei 30 Umdrehungen pro min durchgeführt. Die Blockierung der freien 

Nitrocellulose-Bindungsstellen wurde durch 1-stündige Inkubation in 5 % (v/v) Milchpulver in 1 X 

TBS-T sichergestellt. Die Inkubation mit den spezifischen primären Antikörpern erfolgte über Nacht 

bei 4 °C. Anschließend wurden die Membranen mit TBS-T gewaschen und für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur mit geeigneten Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundärantikörpern inkubiert. 

Alle hier verwendeten Antikörperverdünnungen sind in Tabelle 1 aufgeführt. Die Antikörperbindung 

wurde mittels Chemilumineszenz-Reaktion (ECL) sichtbar gemacht und durch densitometrische 

Analyse mit der Quantity One 1-D-Analysesoftware quantifiziert. Hierfür wurden die Membranen in 

ein unbeleuchtetes ChemiDoc XRS-Geldokumentationssystem (Bio-Rad Laboratories) gelegt und 

mit 2 ml ECL-Detektionslösung bedeckt. Die Lichtemission wurde in Intervallen von bis zu 360 s 

(z. B. für Cyt c) oder maximal 60 s (für β-Aktin) detektiert, wobei die Startzeiten von der Signalstärke 

abhängig waren. Für die Quantifizierung wurden ausschließlich Bilder verwendet, die keine 

überbelichteten Signale aufwiesen. Die Expression der Proteine wurde auf GAPDH bzw. β-Aktin 

(gesamtzelluläre Proteine) oder VDAC bzw. GAPDH (mitochondriale bzw. zytosolische Proteine) 

normalisiert und mit den membraneigenen Vehikelkontrollen verglichen. Um eine Membran auf 

mehrere Proteine hin untersuchen zu können, müssen bereits eingesetzte primäre und sekundäre 

Antikörper entfernt bzw. inaktiviert werden. Dieser Vorgang wird allgemein als „Strippen“ bezeichnet. 

Dazu werden die Membranen mit 5 ml eines 1X-Stripping-Puffers für 20 min inkubiert, im Anschluss 

gewaschen, erneut mit 5 % Milch blockiert und anschließend mit einem anderen primären Antikörper 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach der Detektion des letztgewünschten Proteins wurden die 

Membranen erneut gestrippt und danach mit 1 X TBS-T und deionisiertem Wasser gewaschen. 

Anschließend wurden die Membranen luftgetrocknet und in Klarsichthüllen aufbewahrt.  
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Tabelle 1: Verwendete Antikörperverdünnungen für Western Blot 

Primärantikörper Molekulargewicht [kDa] Sekundärantikörper Verdünnung % Milch 

Cytochrom c 14 rabbit 1:1000 1 

VDAC 30 mouse 1:1000 1 

HO-1 32 rabbit 1:1000 1 

HO-2 36 rabbit 1:1000 1 

GAPDH 37 rabbit 1:1000 1 

β-Aktin 42 mouse 1:1000 1 

PARP 116/89 rabbit 1:1000 1 

LC3AB 14/16 rabbit 1:500 5 

OxPhos Cocktail 54/48/29/22/18 mouse 1:1000 1 

anti-rabbit IgG  - - 1:1000 1 

anti-mouse IgG - - 1:1000 1 

3.2.10 Analyse der mRNA-Expression mittels qRT-PCR 

Die Kombination aus reverser Transkription (RT) und Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain 

reaction, PCR) mit anschließender Quantifizierung (q) wird als qRT-PCR bezeichnet. Diese Methode 

ermöglicht die In-vitro-Amplifikation von DNA mit Hilfe einer DNA-Polymerase (s. Abbildung 5) 

[127,128]. Die Untersuchung von Genexpressionsmustern anhand von RNA-Proben wird durch die 

Verwendung einer RNA-abhängigen Polymerase, auch bekannt als reverse Transkriptase, 

ermöglicht. Dieses Enzym transkribiert RNA in DNA. Die Ein-Schritt-RT-PCR, wie sie in der 

vorliegenden Studie verwendet wurde, wurde erstmals 1990 beschrieben [129]. Bei dieser Methode 

wird eine hitzestabile Taq-Polymerase verwendet, was die Reaktionszeit verkürzt und zudem die 

Genauigkeit der Reaktion verbessert [129].  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der qRT-PCR. Die Taq-Polymerase (Taq) erkennt die 

zielspezifischen Primer (grün), welche an die Template mRNA (orange) binden. Mittels Reverse Transkriptase-

Aktivität synthetisiert Taq cDNA (blau) und es entsteht ein mRNA:cDNA-Hybrid. Dieser Hybrid, und später auch 

die doppelsträngigen DNA-Fragmente, werden mittels Hitze getrennt (Denaturierung). Die Sonden und 

sequenzspezifischen Primer hybridisieren, abhängig von ihrer Länge, bei ca. 50–68 °C. Die Verlängerung der 

Primer-DNA (Elongation) erfolgt bei ca. 72 °C. Dabei wird die Sonde schrittweise durch neu synthetisierte DNA 

ersetzt. Durch die Trennung des Reporter-Fluorophors (R, z.B. FAM) und des Quenchers (Q) wird die 

hemmende Wirkung des Quenchers aufgehoben, so dass das Fluoreszenzsignal nachgewiesen werden kann. 

Nach der Elongation beginnt der nächste, von insgesamt 40, PCR-Zyklus mit der Denaturierung der 

synthetisierten Produkte.  

Die Anwendung von fluoreszenzmarkierten Sonden ermöglicht die Quantifizierung der amplifizierten 

DNA in Echtzeit. Sie wird daher als Echtzeit- oder quantitative PCR (qPCR) bezeichnet. Bei diesem 

Verfahren nimmt die Fluoreszenz proportional zur Anzahl der PCR-Produkte zu. In diesem Projekt 

wurden sogenannte FAM-Sonden verwendet. Diese Sonden sind am 3'-Ende an einen Quencher 

und am 5'-Ende an den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Carboxyfluorescein) gekoppelt. Die 

5'-3'-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase trennt während der DNA-Synthese die Reporter-

Fluorophore von der Sonde. Der zunehmende Abstand zwischen Quencher und Fluorophoren 

ermöglicht die Messung der Reporter-Fluoreszenz. Dies geschieht am Ende eines jeden 

Elongationszyklus. Zur Quantifizierung der mRNA-Expression von HO-1 und HO-2 wurden A375- 

und A431-Zellen analog der Bestimmung gesamtzellulärer Proteine ausgesät und behandelt. Zur 

Ernte der Zellen wurden die Überstände mit abtrypsinierten Zellen vereint und pelletiert (5 min, 

500 × g). Das resultierende Pellet wurde mit PBS gewaschen und anschließend in 980 µl RLT-

Puffer, versetzt mit 20 µl Dithiothreitol (DTT), resuspendiert und bei -20 °C gelagert. Die Gesamt-

RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen gemäß den Vorgaben des Herstellers isoliert. Die 
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RNA wurde in einem RNase-freien Reaktionsgefäß gesammelt, die Konzentration der RNA mittels 

NanoDrop ermittelt und die Proben bis zur weiteren Analyse bei -80 °C gelagert. Die 

Expressionsniveaus der Ziel-mRNAs wurden mittels qRT-PCR unter Verwendung des TaqMan® 

RNA-to-CTTM 1-Step-Kits bestimmt. Primer und Sonden für humanes Peptidylprolyl Isomerase A 

(PPIA), HO-1 und HO-2 waren TaqMan® Genexpressionsassays. Alle Experimente wurden gemäß 

den Anweisungen des Herstellers durchgeführt. Ein RNA-Template-freier Mastermix wurde wie in 

Tabelle 2 aufgeführt hergestellt. Anschließend wurden 5 µl der RNA-Vorlage (500 ng) auf eine 

MicroAmp™-Reaktionsplatte übertragen, bevor 15 μl des Mastermixes hinzugefügt wurden. Alle 

Komponenten wurden lichtgeschützt und für die Zeit der Vorbereitung auf Eis gelagert. Die 

Reaktionsplatte wurde vor Beginn des Verfahrens mit einer optischen Klebefolie versiegelt. Die qRT-

PCR wurde nach dem in Abbildung 6 dargestellten Temperaturprotokoll durchgeführt. Das Niveau 

der mRNA-Expression wurde durch den Vergleich der Schwellenwert-Zyklen (Ct-Werte) analysiert. 

Die mRNA-Spiegel von HO-1 und HO-2 wurden auf PPIA normalisiert und die Proben mit den 

entsprechenden Vehikelkontrollen verglichen. Alle Proben wurden in Doppelbestimmung analysiert. 

Tabelle 2: qPCR Reaktionsansatz 

Komponenten für 1 Reaktionsansatz Volumen [µl] 

TaqMan® RT-PCR Mix (2X) 10  

TaqMan® Genexpressionsmix (20X) 1  

TaqMan® RT Enzymmix (40X) 0,5  

RNase-freies Wasser 3,17  

PPIA (60X) 0,33 

Gesamtvolumen 15 

 

Abbildung 6: Temperaturprotokoll der qRT-PCR. Die reverse Transkription fand bei 48 °C für 15 min statt. 

Im Anschluss wurde die Taq-Polymerase für 10 min bei 95 °C aktiviert, gefolgt von 40 PCR-Zyklen. DNA wurde 



Materialien und Methoden  27 

bei 95 °C für 10 s denaturiert und die Primer-Hybridisierung erfolgte nach Abkühlung auf 60 °C. Nach 1 min 

wurde die Temperatur erneut auf 95 °C erhöht. Während der Aufheizperiode fand die Elongation statt. 

3.2.11 Elektronenmikroskopie 

A375- und A431-Zellen wurden, wie bei den Experimenten zur gesamtzellulären Proteinisolierung 

kultiviert, behandelt und geerntet. Die geernteten Zellen wurden mit PBS gewaschen (5 min, 1000 × 

g) und im Anschluss in einer Lösung (2 % Glutaraldehyd und 1 % Paraformaldehyd in 0,1 M 

Phosphatpuffer pH 7,3) fixiert und bis zur Weiterverarbeitung bei 4 °C gelagert. Nach zweimaligem 

Waschen in 0,1 M Phosphatpuffer wurden die Zellen in niedrigschmelzender Agarose in 0,05 M 

HEPES-Puffer bei 40 °C resuspendiert, zentrifugiert und als Pellet nach dem Aushärten der Agarose 

in selbiger eingeschlossen. Die Probenblöcke wurden anschließend in einer 1 %igen 

Osmiumtetroxidlösung über 2 Stunden nachfixiert, gewaschen und in einer ansteigenden 

Konzentrationsreihe von Aceton dehydriert. Die Harzinfiltration wurde mit einer Inkubation aus einer 

1:1-Mischung aus Aceton und Eponharz (48 % Epon 812, 30 % Methylnadinsäureanhydrid, 20,7 % 

2-Dodecenylbernsteinsäureanhydrid und 1,3 % 2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)phenol) begonnen, 

gefolgt von reinem Eponharz für 4 Stunden. Im Anschluss wurden die Probenblöcke in 

Silikongummiformen mit frischem Harz überführt und bei 60 °C für 2 Tage ausgehärtet. Die weitere 

Bearbeitung umfasste das Trimmen der Harzblöcke (Leica EM Trim2, Leica Microsystems) und das 

anschließende Schneiden auf einem Ultramikrotom (Ultracut S, Reichert) mit einem Diamantmesser 

(Diatome). Die 0,5 µm dünnen Schnitte wurden mit Toluidinblau gefärbt, um die Bereiche für die 

ultrastrukturelle Untersuchung sichtbar zu machen und auszuwählen. Ultradünne Schnitte mit einer 

Dicke von etwa 50 - 70 nm wurden auf Kupfergitter übertragen und mit Uranylacetat und Bleizitrat 

gefärbt, bevor sie mit einem Zeiss EM902 Transmissionselektronenmikroskop bei 80 kV (Carl Zeiss) 

untersucht wurden. Digitale Bilder wurden mit einer seitlich montierten 1x2k FT-CCD-Kamera 

(Proscan) unter Verwendung der iTEM-Kamerasteuerung und Bildgebungssoftware (Olympus Soft 

Imaging Solutions) aufgenommen. 

Die in dieser Arbeit gezeigten Aufnahmen (Abbildung 16) wurden am Elektronenmikroskopischen 

Zentrum, Universitätsmedizin Rostock erstellt und unserem Institut anschließend zur Verfügung 

gestellt. Die Quantifizierung der geschädigten Mitochondrien erfolgte visuell anhand der zur 

Verfügung gestellten Bilder. Zu diesem Zweck wurden die Unversehrtheit der 

Mitochondrienmembran, der Grad der Schwellung und die Intaktheit der Cristae-Struktur untersucht. 

Dargestellt wurde die Gesamtanzahl aller (geschädigter) Mitochondrien bezogen auf die 

Gesamtanzahl analysierter Mitochondrien.  

3.2.12 Seahorse-Analysen 

Die mitochondriale Atmung und die Glykolyse, zwei Wege zur Energieerzeugung, beinhalten den 

zellulären Verbrauch von Sauerstoff bzw. den Ausfluss von Protonen. Mittels markierungsfreier 
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Sensoren misst der Seahorse XFe24 Analyzer (Agilent Technologies, Inc.) extrazelluläre 

Veränderungen der Proben. Hierdurch sind Rückschlüsse auf die Zellatmung, Glykolyse und ATP-

Produktion möglich. Die Bestimmung der Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) 

und der extrazellulären Versauerungsrate (extracellular acidification rate, ECAR) erfolgte gemäß den 

Anweisungen des Herstellers. Hierfür wurden A375- und A431-Zellen auf speziellen Seahorse 

24XFe-Platten in einer Dichte von 25.000 Zellen pro Vertiefung ausgesät und 24 Stunden lang in 

DMEM GlutaMAX™ inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen 24 Stunden lang in 

0 %-DMEM GlutaMAX™ mit KD87 behandelt. Zu Beginn der Seahorse XFe-Analyse wurde das 

Medium auf ungepuffertes XF-Basismedium, pH 7,4, ergänzt mit 10 mM Glukose, 2 mM Glutamin 

und 1 mM Pyruvat, gewechselt und für 1 Stunde inkubiert. Die Substanzen aus dem Seahorse XF 

Cell Mito Stress Test Kit wurden den Ports in den Endkonzentrationen gemäß den Anweisungen des 

Herstellers zugesetzt (Port A: 1,5 μM Oligomycin, Port B: 2,5 μM FCCP für A375-Zellen, 1,0 µM 

FCCP für A431-Zellen und Port C: 0,5 μM Rotenon und 0,5 μM Antimycin A). OCR und ECAR pro 

Vertiefung wurden auf die nach dem Experiment ermittelte Proteinmenge normiert. Zu diesem Zweck 

wurden 10 µl Lysepuffer pro Vertiefung hinzugefügt und die Lysate gesammelt. Die 

Proteinkonzentration wurde wie bereits beschrieben mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit 

bestimmt (s. 3.2.9.3). Die Berechnung der Basalatmung (basal respiration), der auf der ATP-

Produktion basierenden Atmung (ATP-linked respiration), der Reservekapazität (spare capacity) und 

des Protonenlecks (proton leak) erfolgte mit dem Seahorse XF Cell Mito Stress Test Report 

Generator (Agilent Technologies, Inc.). 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Mito Stress Tests. (links) Typisches Verlaufsprofil einer Mito 

Stress Test Messung nach Zugabe von Oligomycin, FCCP, Rotenone/AntimycinA zu den jeweiligen Zeit- und 

Messpunkten. (rechts) Schematische Darstellung der durch die Inhibitoren und Aktivatoren beeinflussten 

Atmungskettenkomplexe. Oligomycin inhibiert Komplex V. FCCP schaltet den Elektronengradienten aus und 

Rotenon/AntimycinA inhibieren die Komplexe I und III. Abbildung entnommen aus [130]. 
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3.2.13  Durchflusszytometrie 

3.2.13.1 Zellzyklusanalysen mit Propidiumiodid 

Die Zellzyklusanalyse wurde mittels Propidiumiodid (PI)-Färbung durchgeführt. Bei PI handelt es sich 

um einen membranundurchlässigen DNA-Farbstoff, sodass die Zellen zunächst fixiert werden 

müssen, um die Zellmembran für den Farbstoff permeabel zu machen. Die Färbung mit PI ermöglicht 

eine Aussage über den DNA-Gehalt der Zelle und die jeweilige Teilungsphase, G1/G0, S-Phase oder 

G2/M. Hierzu wurden A375- und A431-Zellen wie bereits beschrieben im 6-well-Format ausgesät 

und behandelt. Nach der Behandlung wurden die schwimmenden Zellen gesammelt und mit den 

adhärenten Zellen kombiniert, die durch Ablösen mit Accutase™ geerntet worden sind. Die Zellen 

wurden durch Zentrifugation (400 × g, 5 min, 4 °C) pelletiert und zweimal mit PBS gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen in 300 µl doppelt-destilliertem Wasser (ddH2O) resuspendiert und 

durch Zugabe von 700 µl 100 %igem Ethanol über Nacht fixiert. Für die DNA-Färbung wurden die 

Zellen erneut pelletiert (Zentrifugation bei 1000 × g, 5 min) und mit PBS gewaschen. Das 

resultierende Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und mit RNase (Endkonzentration 100 µg/ml) 

bei 37 °C für 20 min inkubiert. PI (Endkonzentration 50 µg/ml) wurde unter Ausschluss von Licht 

zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurden die Proben mit 50.000 Ereignissen pro 

Probe mit einem AccuriC6™ Durchflusszytometer (BD Biosciences) analysiert.  

3.2.13.2 Apoptosenachweis mittels Annexin V und Propidiumiodidfärbung 

Der durchflusszytometrische Nachweis der Apoptose erfolgte unter Verwendung eines Fluorescein-

Isothiocyanat (FITC)-Annexin-V-Apoptose-Detektionskits gemäß den Anweisungen des Herstellers 

(BD Biosciences). Während der Apoptose durchlaufen die Zellen bestimmte morphologische 

Veränderungen, wie den Verlust der Asymmetrie der Plasmamembran, die Schrumpfung der Zelle 

und die Kondensation von Zytoplasma und Zellkern. Annexin V ist ein phospholipidbindendes Protein 

mit einer hohen Affinität für Phosphatidylserin, das auf der Außenseite apoptotischer, aber nicht 

viabler Zellen freiliegt. Da sowohl Apoptose als auch Nekrose zum Verlust der Membranintegrität 

von Zellen führen, ermöglicht die gleichzeitige Färbung mit PI lediglich die Unterscheidung zwischen 

früh- und spät-apoptotischen Zellen. Zellen, die als lebensfähig gelten, sind sowohl für FITC-Annexin 

V als auch für PI negativ; Zellen in früher Apoptose sind positiv für FITC-Annexin V, aber negativ für 

PI. Zellen in später Apoptose sind sowohl für FITC-Annexin V als auch PI positiv. Zur 

Probenvorbereitung wurden A375- oder A431-Zellen in 6-well-Platten ausgesät, wie beschrieben 

behandelt und vergleichbar den Proben zur Zellzyklusanalyse geerntet. Das entstehende Zellpellet 

wurde anschließend in 1 ml 1X Annexin V-Bindungspuffer resuspendiert. 100 µl dieser Lösung 

wurden dann mit 2 μl FITC-Annexin V und 1 μl PI für 15 min im Dunkeln inkubiert. 50.000 Ereignisse 

pro Probe wurden mit einem AccuriC6™ Durchflusszytometer (BD Biosciences) analysiert.  
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3.2.13.3 Nachweis des oxidativen Stresses durch CellROX™ green staining 

Gemäß den Anweisungen des Herstellers wurde mit dem CellROX™ Durchflusszytometrie Kit (fisher 

scientific) die Analyse des oxidativen Stresses durchgeführt. Das CellROX™ Reagenz ist eine 

zellpermeable Sonde, die, wenn sie in Gegenwart von ROS oxidiert wird, an die DNA bindet und ein 

starkes fluorogenes Signal mit Absorptions-/Emissionsmaxima von 508/525 nm zeigt. Weiterhin 

kann die gleichzeitige Färbung mit SYTOX™ red dead cell stain eine Unterscheidung zwischen 

oxidativ gestressten, nicht gestressten und toten Zellen ermöglichen. Analog zu den 

Zellzyklusanalysen wurden A375- und A431-Zellen in 6-well-Platten ausgesät und behandelt. Nach 

der gewünschten Behandlungsdauer wurden die Zellen geerntet und pelletiert. Das Zellpellet wurde 

in 500 µl 0 %-DMEM GlutaMAX™ resuspendiert und die Anzahl der Zellen pro FACS-Röhrchen 

mittels Zellzählung (s. 3.2.4) auf 0,5 × 106 Zellen/ml eingestellt. Als Positivkontrolle wurde der ROS-

Induktor tert-Butylhydroperoxid (TBHP, 100 µM) genutzt, welcher unmittelbar vor der ROS-Färbung 

für 30 min bei 37 °C inkubiert wurde. Anschließend wurde CellROX™ (500 nM) zugegeben und die 

Zellen für 15 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Abschließend wurde für 

weitere 15 min SYTOX™ (5 nM) zugegeben und die Zellen erneut unter Lichtausschluss bei 

Raumtemperatur inkubiert. Mittels AccuriC6™ Durchflusszytometer (BD Biosciences) wurden 

50.000 Ereignisse pro Probe analysiert. Ein angemessenes Gating der Zellpopulationen und eine 

Kompensation wurde durch die Analyse von ungefärbten bzw. einzeln gefärbten Zellen 

sichergestellt. 

3.2.14 Nachweis von Tubulogenese mittels tube formation-
Assay 

Die Fähigkeit von gesunden Endothelzellen in vitro auf einer Polymerschicht (z.B. Matrigel®) ein 

kapillarähnliches Netzwerk mit geschlossenen Intersektionen (sog. tubes) zu bilden, ahmt das 

zelluläre Verhalten während der Tubulogenese nach und bildet die Grundlage des tube-formation-

Assays [131]. Die Durchführung dieses Assays ermöglicht eine Quantifizierung des antiangiogenen 

Potenzials von konditionierten Medien von A375- und A431-Zellen. Zur Herstellung von 

konditionierten Medien wurden A375- und A431-Zellen (100.000 Zellen pro Vertiefung in 48-well 

Platten) über 48 Stunden mit verschiedenen Substanzen behandelt. Im Anschluss an die 

Inkubationszeit wurden die Überstände gesammelt, schwimmende Zellen oder zelluläre Partikel 

abzentrifugiert (1000 × g, 5 min) und der Überstand für eine spätere Verwendung bei -80 °C 

aufbewahrt oder unmittelbar im tube-formation-Assay eingesetzt. In Vorbereitung wurden 48-well-

Platten mit 30 µl Matrigel®Matrix Basement Membran pro Vertiefung beschichtet und 1 Stunde bei 

37 °C auspolymerisiert. HUVECs wurden in den gesammelten Überständen der jeweiligen 

Versuchsreihe resuspendiert und in einer Dichte von 50.000 Zellen pro 200 µl konditioniertem 

Medium in der mit Matrigel®-beschichteten Vertiefung ausgesät. Nach 2-stündiger Inkubation wurde 

die Anzahl der tubes eines mikroskopischen Sichtfelds einer Vertiefung fotografiert und ausgezählt. 
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3.2.15 Statistik 

Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 7.02 oder einer neueren Version 

durchgeführt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test nach Student 

durchgeführt. Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen wurden mittels einfaktorieller (one-way) 

ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc- oder Dunnett Post-Hoc-Test durchgeführt. IC50-Werte wurden 

durch nicht-lineare Regression von log(Inhibitor) vs. Reaktion unter Verwendung der kleinsten 

Quadrate als Anpassungsmethode in einer 4-Parameter-Berechnung mit einer variablen Steigung 

berechnet. Für eine vereinfachte Darstellung wurde die Bestimmung der statistischen Signifikanz auf 

die Gruppen, die für die jeweilige Fragestellung von Interesse waren, beschränkt. Alle Werte sind als 

Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Ab einem p-Wert *p < 0.05 wurde 

eine Signifikanz angegeben. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Einfluss des Indirubin-N-Glykosids KD87 auf die Viabilität 

und Proliferation von Melanom- und 
Plattenepithelkarzinomzellen 

Teil der ersten Untersuchungen war es, den Einfluss der Indirubin-N-Glykoside auf die Viabilität der 

verwendeten Hautkrebszelllinien A375 und A431 zu untersuchen. Hierfür wurden die Zellen 

entweder über 6, 24 oder 48 Stunden mit einer ansteigenden Konzentration des jeweiligen 

Indirubinderivats (0,1 – 10 µM) oder Vehikellösung inkubiert und anschließend die metabolische 

Aktivität mittels WST-1-Assay und die Viabilität mittels Kristallviolettfärbung untersucht (Abbildung 8). 

Das glykosylierte Indirubinderivat KD87 zeigte eine konzentrationsabhängige Reduktion der 

metabolischen Aktivität in beiden Zelllinien (Abbildung 8 A,B), nicht jedoch das nicht-glykosylierte 

Indirubinderivat KD88 (Abbildung 8 C,D). Bereits nach 6 Stunden Inkubationszeit konnten 

entsprechende zytotoxische Effekte ab 1 µM KD87 registriert werden. Die im WST-1 nach 

48 Stunden Behandlung ermittelten IC50-Werte für KD87 lagen bei 7,62 ± 1,99 µM (A375) bzw. 

4,18 ± 1,66 µM (A431). Die konzentrationsabhängige zytotoxische Wirkung von KD87 wurde durch 

Kristallviolettfärbung in beiden Zelllinien bestätigt (Abbildung 8 E,F). Die hier ermittelten IC50-Werte 

von KD87 auf die Lebensfähigkeit lagen bei 4,77 ± 1,18 µM (A375) und 4,3 ± 1,19 µM (A431). KD88 

zeigte hingegen keine zytotoxische Wirkung in beiden Zelllinien. Weiterhin wurde das 

Proliferationsverhalten beider Zelllinien mittels BrdU-Elisa nach Behandlung mit KD87 (0,1 – 10 µM) 

ermittelt. KD87 bewirkte eine konzentrationsabhängige Abnahme der Proliferation (Abbildung 9 A,B). 

KD88 vermittelte keine konzentrationsabhängige Abnahme der Proliferation (Supplement 1).  

Mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse von Propidiumiodid (PI)-gefärbten Zellen sollte der 

Einfluss von KD87 auf die Proliferation von Melanom- und Plattenepithelzellen näher charakterisiert 

werden. Beide Zelllinien wurden hierfür über 48 Stunden mit KD87 (3, 6 oder 10 µM) oder 

Vehikellösung inkubiert und anschließend entsprechend den Angaben in Kapitel 3.2.13.1 

durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei wurde eine allgemeine konzentrationsabhängige 

Hemmung der Proliferation durch KD87 anhand einer Zunahme der S- und G2/M-Populationen 

nachgewiesen, wobei der genannte Effekt für 6 und 10 µM KD87 in A375-Zellen und für 3 und 6 µM 

KD87 in A431-Zellen nachgewiesen wurde (Abbildung 9 C,D). A431-Zellen zeigten zudem eine 

erhöhte subG1-Population für 6 und 10 µM KD87, die charakteristisch für apoptotische Zellen ist 

(Abbildung 9 D) [132].  



Ergebnisse    33 

 

Abbildung 8: Einfluss von Indirubin-N-Glykosiden in Zeitabhängigkeit auf die metabolische Aktivität und die 

Zellzahl von Melanom- und Plattenepithelkarzinomzellen. A375- und A431-Zellen wurden für 6, 24 oder 48 Stunden 

mit KD87 und KD88 in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die metabolische Aktivität (metabol. Aktivität) wurde 

mittels WST-1-Assay von (A,C) A375-Zellen und (B,D) von A431-Zellen nach Behandlung mit KD87 und KD88 zu den 

angegebenen Zeitpunkten und Konzentrationen ermittelt. Die in den Diagrammen (E,F) angegebenen Werte basieren auf 

Kristallviolettfärbung lebensfähiger Zellen von A375- (E) und A431-Zellen (F) nach 48 Stunden. Alle angegebenen 

Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (= 100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 

3 unabhängigen Experimenten; A,B,E,F) und n = 3 (aus 1 Experiment; C,D) pro Gruppe. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 

0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test. 
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Abbildung 9: Proliferation und Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit KD87. A375- und A431-Zellen 

wurden über 48 Stunden mit Konzentrationen zwischen 0,1 – 10 µM KD87 inkubiert. Die Proliferation wurde 

mittels BrdU Inkorperationsassay (A,B) und der Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie (C,D) für A375- (A,C) 

und A431- (B,D) Zellen untersucht. Alle Prozentangaben beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle, die 

auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 3 unabhängigen Experimenten; 

A,B) und n = 3 (aus 3 unabhängigen Experimente; C,D). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 

gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test. 

4.2 Einfluss von KD87 auf diverse Apoptosemerkmale 

Um die Möglichkeit der Apoptoseinduktion durch einen Zellzyklusarrest näher zu untersuchen, wurde 

die Spaltung und damit Aktivierung der Exekutioner-Procaspasen 3 und 7 sowie des 

Apoptoseproteins PARP untersucht. Die Caspase-Analyse ergab eine KD87-induzierte zweifache 

Aktivierung der Caspase 3 und 7 in A375-Zellen (Abbildung 10 A) und eine bis zu zehnfache 

Caspase-Aktivierung in A431-Zellen (Abbildung 10 B). Das nicht glykosylierte KD88 induzierte 

ebenfalls eine Spaltung der Caspasen 3/7 (Supplement 2). Die für KD88 eingesetzten 

Konzentrationen lagen jedoch deutlich über den für KD87 und induzierten die Caspasen zu einem 

wesentlich geringeren Grad. Durchflusszytometrische Analysen beider Zelllinien nach 48 Stunden 

zeigten ebenfalls eine Apoptoseinduktion (Abbildung 10 C,D). Sowohl in A375- als auch in A431-

Zellen induzierte KD87 konzentrationsabhängig eine Zunahme an spät-apoptotischen/nekrotischen 

Zellen (dargestellt durch die Fraktion der PI positiven und Annexin V positiven Zellen). 
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Abbildung 10: Einfluss von KD87 auf die Caspasenaktivierung und die Auslösung von später 

Apoptose/Nekrose. A375- und A431-Zellen wurden über 6 bis 72 Stunden mit den angegebenen 

Konzentrationen inkubiert. Im Anschluss wurde die Caspaseinduktion für A375 (A) und A431 (B) untersucht. 

Mittels Annexin V/PI-Kit wurde das Stadium der Apoptose für A375 (C) und A431 (D) nach 48-stündiger 

Behandlung mit den angegebenen Konzentrationen KD87 beurteilt. Alle Prozentangaben beziehen sich auf 

die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 3 unabhängigen 

Experimenten; A,B) und n = 3 (aus 3 unabhängigen Experimenten; C,D). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, 

**** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test. 

Zudem wurde ein hoher Anteil an toten Zellen (dargestellt als ausschließlich PI positive Zellen) 

ermittelt, der aufgrund der gezeigten Zytotoxizität von KD87 (Abbildung 10) zu erwarten war.  

Die durch KD87 vermittelte Apoptoseinduktion konnte auf Proteinebene mittels Western-Blot-

Analysen anhand des Nachweises des 89 kDa großen Spaltproduktes von PARP bestätigt werden 

(Abbildung 11). Nach sowohl 24 als auch 48 Stunden induzierte KD87 ab einer Konzentration von 

6 µM die Spaltung von PARP. Um einen kausalen Zusammenhang zwischen Caspaseinduktion und 

Zelltod nachzuweisen, wurden Inhibitorversuche mit verschiedenen Caspasehemmern Ac-DEVD-

CHO (100 µM), Z-Asp-CH2-DCB (Z-Asp, 100 µM) und Z-VAD-FMK (20 µM) durchgeführt. Die 

Inhibitoren wurden in den angegebenen Konzentrationen mit 6 µM KD87 ko-inkubiert und nach 24 

Stunden (A431) und 48 Stunden (A375) wurde die metabolische Aktivität (Abbildung 12) ermittelt. 

Bei keinem der eingesetzten Caspaseinhibitoren wurde eine Aufhebung der Toxizität von KD87 

beobachtet.  
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Abbildung 11: Konzentrationsabhängige Spaltung des Apoptoseproteins PARP durch KD87. A375- 

(A,C) und A431- (B,D) Zellen wurden über 24 (A,B) bzw. 48 (C,D) Stunden mit den aufsteigenden 

Konzentrationen KD87 oder Vehikellösung inkubiert. Im Anschluss wurde die Proteinexpression von PARP 

und seinem Spaltprodukt untersucht. Die Expressionen wurden auf β-Aktin normalisiert. Alle Prozentangaben 

beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 3. 

Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test.  
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Abbildung 12: Einfluss von Caspase-Inhibitoren auf den KD87-vermittelten Zelltod. Zellen wurden mit 

verschiedenen Caspaseinhibitoren (Ac [Ac-DEVD-CHO] = 100 µM, Z-Asp [Z-Asp-CH2-DCB] = 100 µM, Z-VAD 

[Z-VAD-FMK] = 20 µM) für 1 Stunde präinkubiert und anschließend über 24 Stunden (A431; B,D,F) oder 48 

Stunden (A375; A,C,E) mit 6 µM KD87 ko-inkubiert und die metabolische Aktivität mittels WST-1-Assay 

bestimmt. Alle Prozentangaben beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. 

Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 3 unabhängigen Experimenten; A-D) und n = 3 (aus 1 

Experiment; E-F). ns nicht signifikant, ** p ≤ 0,01; **** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle. 

Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test. 

 

4.3 Untersuchung einer möglichen KD87-induzierten 
Autophagie  

Da die Behandlung mit KD87 Caspasen induziert, die Inhibition selbiger jedoch keinen Einfluss auf 

die Lebensfähigkeit der Zellen hatte, wurde neben der Apoptose ebenfalls die Möglichkeit der 

Autophagieinduktion durch KD87 untersucht. Mittels Western Blot wurden Zelllysate beider Zelllinien 

auf Expression des Autophagie-Markerprotein LC3-I/II untersucht. A375-Zellen zeigten einen von 



Ergebnisse    38 

der KD87-Konzentration abhängigen Anstieg des LC3-II/I-Verhältnisses, welcher in A431-Zellen 

nicht beobachtet wurde (Abbildung 13). Somit induziert KD87 in A375-Zellen Autophagie.  

Um den Anteil der Autophagie auf den KD87-vermittelten Zelltod näher zu untersuchen, wurden 

diverse Autophagie-Inhibitoren (Pepstatin A (10 µM), E64-d (10 µM), 3-Methyladenin (5 mM), 

Bafilomycin A1 (100 mM, 50 nM, 2,5 nM) und Hydroxychloroquin (50 µM, 20 µM)) mit KD87 (6 µM) 

ko-inkubiert. Die Behandlungszeit wurde für A375-Zellen auf 48 Stunden und für A431-Zellen auf 24 

Stunden angepasst. Die Inhibitoren hatten keinen Einfluss auf die KD87-vermittelte Toxizität 

(exemplarisch Hydroxychloroquin [HCQ] Abbildung 13 E,F. Weitere Inhibitoren in Supplement 3).  

 

Abbildung 13: Untersuchung der möglichen KD87-vermittelten Autophagie-Induktion. A375- und A431-

Zellen wurden über 24 (A,B,F) bzw. 48 (C,D,E) Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen KD87 inkubiert. 

Im Anschluss wurde die Proteinexpression von LC3-I/II untersucht (A-D) und Inhibitorversuche mit 

Hydroxychloroquin (HCQ, 20 µM bzw. 50 µM; E-F) durchgeführt. Die densitometrische Auswertung der 

Proteinexpression wurde auf GAPDH normalisiert. Alle Prozentangaben beziehen sich auf die jeweilige 

Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 (A375; A,C), n = 2 

(A431; B,D) oder n = 9 (aus 3 unabhängigen Experimente; E,F). ns nicht signifikant, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, 

**** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett (A-D) bzw. 

Bonferroni (E,F) Post-Hoc-Test.  
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4.4 Einfluss von KD87 auf den Ceramid-Signalweg 

Um eine mögliche Beteiligung des Ceramid-Stoffwechsels am pharmakologisch induzierten Zelltod 

auf die verwendeten Hautkrebszellen zu testen, wurden diese mit verschiedenen Inhibitoren des 

Ceramid-Stoffwechsels und KD87 ko-inkubiert (Abbildung 14). Der N-SMase-Spiroepoxid-Inhibitor 

hemmt selektiv die neutrale Sphingomyelinase [133], Fumonisin B1 hemmt die Sphingosin-N-Acyl-

Transferase [134] und ISP-1 blockiert die Serin-Palmitoyltransferase [134–136]. Das Indirubinderivat 

KD87 wirkte, im Vergleich zur Kontrolle, zytotoxisch auf beide Zelllinien (Abbildung 14). Die Ko-

Inkubation mit N-SMase-Spiroepoxid und ISP-1 nahm darauf keinen Einfluss, während die 

Hemmung der Sphingosin-N-Acyl-Transferase mit Fumonisin B1 zu einer signifikanten Erhöhung der 

metabolischen Aktivität in beiden Zelllinien nach KD87-Behandlung führte (Abbildung 14). Die 

Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren unter Basalbedingungen führte bei Einsatz von N-SMase-

Spiroepoxid und ISP-1, nicht aber bei Fumonisin B1, zu einer Verringerung der metabolischen 

Aktivität im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 14). Die KD87-vermittelte Zytotoxizität hängt somit 

partiell von der de novo Synthese der Ceramide ab.  

 

Abbildung 14: Analyse der Beteiligung des Ceramid-Signalweges am KD87-vermittelten Zelltod. A375- 

und A431-Zellen wurden mit 10 µM ISP-1, 50 µM Fumonisin B1 (Fum B1) oder 10 µM N-Smase-Spiroepoxid-

Inhibitor (Spiro) für 1 Stunde prä- und im Anschluss mit 6 µM KD87 über 24 Stunden (A431; B) und 48 Stunden 

(A375; A) ko-inkubiert. Mittels WST-1-Assay wurde die metabolische Aktivität untersucht. Alle Prozentangaben 

beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 3 

unabhängigen Experimenten). **** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle, # p ≤ 0,05, ### p ≤ 

0,001 vs. KD87-behandelte Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test. 

4.5 Elektronenmikroskopische Analysen 

Für eine mögliche zelluläre Lokalisation der zytotoxischen Wirkung von KD87 und um die bisherigen 

negativen Befunde von KD88 zu bestätigen, wurden in einem nächsten Schritt 

elektronenmikroskopische Untersuchungen in Kooperation mit dem Elektronenmikroskopischen 

Zentrum der Universitätsmedizin Rostock durchgeführt. Bereits nach 24 Stunden Inkubation mit 
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KD87 (6 µM) zeigten die Analysen eine mitochondriale Schädigung der Zellen (Abbildung 15). 

Insbesondere A375-Zellen zeigten eine Vergrößerung der Mitochondrien, die mit einem Verlust der 

Cristae- und Membranstruktur einherging (Abbildung 15 A,C). 

 

Abbildung 15: Elektronenmikroskopische Untersuchung von A375- und A431-Zellen nach Behandlung 

mit Indirubinderivaten KD87 und KD88. Repräsentative elektronenmikroskopische Aufnahmen von A375 

(A,C) und A431 (B,D) Zellen. A,B wurden in  3450-facher Vergrößerung aufgenommen und C,D sind 

vergrößerte Ausschnitte derselben Bilder (6590-fache Vergrößerung). Die gelben Pfeile (C,D) zeigen, dass die 

mitochondrialen Strukturen in A375 (C) und A431 (D) nach der KD87-Behandlung (jeweils rechte Panelseite) 

größer sind als in den Kontrollen (jeweils linke Panelseite). Die Quantifizierung zeigt eine deutliche Zunahme 

der defekten Mitochondrien durch die KD87-Behandlung in beiden Zelllinien (A375 E, A431 F). Die Anzahl der 

defekten oder intakten Mitochondrien pro Bildauschnitt einer Zelle wurde als Anteil an den gesamten zellulären 

Mitochondrien dargestellt. Die Daten wurden aus jeweils n = 11-15 Bildausschnitten gewonnen. Auf eine 

statistische Evaluierung der ausgewerteten Daten wurde verzichtet, da lediglich eine experimentelle Serie zur 

quantitativen Auswertung herangezogen wurde.  

In A431-Zellen konnte ebenfalls ein Verlust der Cristae- und Membranstrukturen beobachtet werden 

(Abbildung 15 B,D). In beiden Zelllinien konnte im Vergleich zu Vehikel-Gruppe vermehrt ein Verlust 

der elektronendichten, osmiophilen Färbung sowie eine deutliche Schwellung der Zelle beobachtet 

werden. Zellen, die mit KD88 behandelt wurden, zeigten keine morphologischen Veränderungen im 

Vergleich zum Vehikel (Abbildung 15 A-D). Die Quantifizierung der intakten und defekten 
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Mitochondrien nach 24 Stunden zeigte eine deutliche Zunahme defekter Mitochondrien durch die 

Behandlung mit KD87 in beiden Zelllinien (Abbildung 15 E,F). 

4.6 Charakteristika der KD87-vermittelten Induktion von HO-1 

In neueren Studien konnte zuletzt eine pro-apoptotische Rolle von HO-1 bei der Apoptose [102–104] 

und der Mitophagie [105] von Krebszellen gezeigt werden. Auf dieser Grundlage wurde als nächstes 

eine mögliche Induktion des HO-1-Enzyms durch KD87 analysiert. In beiden Zelllinien konnte nach 

24 Stunden eine konzentrationsabhängige Expression von HMOX1 durch KD87 nachgewiesen 

werden (Abbildung 16 A,B). Auch die Proteinebene zeigte nach 24 sowie 48 Stunden eine HO-1-

Induktion durch KD87 (Abbildung 16 C-F). Das parallel untersuchte HO-2-Isoenzym unterlag keiner 

entsprechenden Regulation. Um die Relevanz der HO-1-Expression für den KD87-vermittelten 

Zelltod zu untersuchen, wurden anschließend Inhibitor-Experimente durchgeführt. Hier wurde 

gezeigt, dass das Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) die KD87-induzierte HO-1-Expression in 

beiden Zelllinien partiell hemmt (Abbildung 17 A,B). Auf entsprechende Western-Blot-Analysen zum 

Einfluss von SnPPIX auf die HO-1-Expression wurden an dieser Stelle verzichtet, da in Abschnitt 4.7 

ausführlich auf den Einfluss von SnPPIX in mitochondrialen und zytosolischen Fraktionen 

eingegangen wird.  
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Abbildung 16: Einfluss von KD87 auf die HO-1 Expression auf mRNA- und Proteinebene. Die Zellen 

wurden über 24 Stunden (A-D) bzw. 48 Stunden (E,F) mit KD87 in den angegebenen Konzentrationen 

inkubiert. Die in den Histogrammen dargestellten Werte beruhen auf quantitativer RT-PCR (A375 A, A431 B) 

oder densitometrischen Analysen von Western Blots (A375 C,E und A431 D,F). Alle angegebenen 

Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von 

n = 4 (A, B), n = 8 (C (HO-1)), n = 6 (C (HO-2)), n = 6 (D (HO-1)) oder n= 5 (D (HO-2)) pro Gruppe. * p ≤ 0,05,  

** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 vs. entsprechende Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett 

Post-Hoc-Test. 
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Abbildung 17: Inhibitorversuche zur möglichen Rolle von HO-1 im KD87-vermittelten Zelltod. Die Zellen 

(A375 A,C,E,G und A431 B,D,F,G) wurden 1 Stunde mit SnPPIX (25 µM), CuPPIX (25 µM), NAC (1 mM) oder 

Vehikel vorbehandelt und anschließend 24 (A,B,D,F,H) oder 48 Stunden (C,E,G) mit 6 µM KD87 oder Vehikel 

inkubiert. Die in den Histogrammen dargestellten Werte beruhen auf densitometrischen Analysen von Western 

Blots (A,B) oder WST-1-Experimenten (C-H). Alle angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige 

Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 5 (A, B), n = 9 (aus 3 unabhängigen 

Experimenten; C,D), n = 20 (aus 5 unabhängigen Experimenten; E), n = 18-20 (aus 5 unabhängigen 

Experimenten, F), n = 8-9 (aus 3 unabhängigen Experimente, G) und n = 9 (aus 3 unabhängigen Experimenten; 

H) pro Gruppe. ns nicht signifikant, ** p ≤ 0,01, **** p ≤ 0,0001 vs. entsprechendes Vehikel, ## p ≤ 0,01, ### 

p ≤ 0,001 vs. jeweilige KD87-behandelte Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test. 
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Sowohl NAC als auch der spezifische HO-1-Aktivitätshemmer SnPPIX führten zu einer teilweisen 

Aufhebung der KD87-vermittelten Toxizität (Abbildung 17 C-F). Der Einsatz der nicht HO-1 

hemmenden Negativkontrolle CuPPIX konnte diesen Effekt nicht reproduzieren (Abbildung 17 G,H).  

Um zu prüfen, ob die für KD87 beschriebenen Effekte mit oxidativem Stress in A375- und A431-

Zellen einhergehen, wurde der ROS-Gehalt beider Zelllinien durchflusszytometrisch bestimmt (s. 

Abbildung 18). In beiden Zelllinien wurde ein messbarer, allerdings nur marginaler Anteil an ROS-

positiven Zellen (3 % in A375 [Abbildung 18 A] und 6 % in A431 [Abbildung 18 B]) gemessen.  

 

Abbildung 18: Untersuchung einer möglichen ROS-Freisetzung nach Behandlung mit KD87. Die Zellen 

wurden 24 Stunden lang mit 6 µM KD87 inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch untersucht. Die in 

den Histogrammen dargestellten Werte (A375 A, A431 B) beruhen auf der quantitativen Auswertung der ROS-

positiven Zellpopulationen. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 3 Experimenten pro Gruppe.  

Zweiseitiger t-Test nach Student.  

4.7 Effekt von KD87 auf die mitochondriale Atmung  

Angesichts der gezeigten strukturellen mitochondrialen Veränderungen und der Frage, ob eine 

KD87-verursachte Schädigung der Mitochondrien die für die Tumorentwicklung essenzielle 

Energieproduktion in Form von intrazellulärem ATP stört, wurde anschließend untersucht, ob ein 

Einfluss durch das Indirubinderivat KD87 auf den Energiestoffwechsel besteht. Als Maß für die 

mitochondriale oxidative Phosphorylierung wurde die Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen 

consumption rate, OCR) und für die Glykolyse die extrazelluläre Versauerungsrate (extracellular 

acidification rate, ECAR) bestimmt. Die Untersuchungen wurden mit einem Seahorse XFe24 

Analyzer durchgeführt. In beiden Zelllinien konnte eine konzentrationsabhängige Hemmung der 

OCR (Abbildung 19 A,B) und ECAR (Abbildung 19 C,D) durch KD87 beobachtet werden. Die 

Krebszellen können ihr energiereiches Profil über keinen der Stoffwechselwege aufrechthalten, es 
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kommt zu einer Verschiebung des Energieprofils von energiereich zu energiearm (Supplement 4 

A,B).  

Um den Verlust der Energieproduktion näher zu charakterisieren wurde ein mitochondrialer 

Stresstest durchgeführt. Dieser erfasst neben der mitochondrialen Basalatmung auch die ATP-

gebundene Atmung und die Reservekapazität. 

 

Abbildung 19: Einfluss von KD87 auf die mitochondriale Sauerstoffsverbrauchsrate (OCR) und 

extrazelluläre Versauerungsrate (ECAR). A375- und A431-Zellen wurden 24 Stunden mit KD87 in den 

angegebenen Konzentrationen oder der Vehikelkontrolle inkubiert. Anschließend wurden OCR (A375 A, A431 

B) und ECAR (A375 C, A431 D) mit dem Seahorse XFe24 Analyzer bestimmt. Zudem wurde ein 

mitochondrialer Stresstest durchgeführt, bei dem die mit 1,5 µM Oligomycin (Port A), 2,5 µM FCCP für A375 

und 1,0 µM FCCP für A431 (Port B) und jeweils 0,5 µM Antimycin A und Rotenon (Port C) beladenen Ports 

der Sensorkartuschen zu den angegebene Zeitpunkten in die Vertiefungen freigegeben wurden. Die 

Abbildungen E (A375) und F (A431) zeigen Berechnungen der Basalatmung (Basal), der ATP-gebundenen 

Atmung (ATP), der Reserveatmungskapazität (Reserve) und des Protonenlecks (Leck). Repräsentative 

Zeitverläufe der OCR im Stresstest sind unter Supplement 4 zu finden. Die Daten stellen Mittelwerte ± SEM 

von n = 3 aus 3 unabhängigen Experimenten dar. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 

gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett bzw. Bonferroni Post-Hoc-

Test. 
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Die Verlaufskurven (Supplement 4 C,D) ergeben sich aus der zeitverzögerten Zugabe von 

synthetischen Modulatoren der Atmungskette. Insgesamt bestätigen die Daten die durch 

KD87-ausgelöste mitochondriale Schädigung. Die Inkubation von A375- und A431-Zellen mit KD87 

verringerte die analysierten Parameter konzentrationsabhängig. Bereits ab 1 µM setzte eine 

Hemmung der Reservekapazität ein, aber auch die ATP-gebundene Atmung wurde ab einer 

Konzentration von 3 µM erheblich gehemmt (Abbildung 19 G,H).  

Die starke Hemmung der mitochondrialen Atmung wurde durch eine konzentrationsabhängige 

Freisetzung von mitochondrialem Cyt c in das Zytosol (Abbildung 20 A,B rechts) begleitet und 

bestätigt die elektronenmikroskopischen Befunde einer mitochondrialen Schädigung sowie der 

Aktivierung der Effektorcaspasen (Abbildung 10 A,B) als Indikator für Apoptose in A375- und A431-

Zellen. 

 

Abbildung 20: Wirkung von KD87 auf die Freisetzung von mitochondrialem Cyt c in das Zytosol. A375- 

(A) und A431- (B) Zellen wurden über 24 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen von KD87 behandelt. 

Anschließend wurden die entsprechenden Proteine der mitochondrialen (A,B links) und zytosolischen Fraktion 

(A,B rechts) mittels Western Blot bestimmt. Die in den Histogrammen angegebenen Werte beruhen auf der 

densitometrischen Analyse der Blots. Alle angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige 

Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 4. * p ≤ 0,05 gegenüber der 

entsprechenden Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Dunnett Post-Hoc-Test. 

Als ein Enzym, das je nach Lokalisierung unterschiedliche Funktionen ausüben kann, und um dessen 

Rolle in den Mitochondrien genauer zu untersuchen, wurde die Verlagerung der HO-1 in die 

Mitochondrien nach Exposition mit KD87 untersucht. Ebenso wurde der Einfluss der HO-1 auf die 

Verlagerung von Cyt c aus den Mitochondrien in das Zytosol analysiert. Zu diesem Zweck wurden 

beide Zelllinien erneut mit KD87, dem HO-1-Inhibitor SnPPIX oder beiden Substanzen zusammen 

behandelt und anschließend die entsprechenden mitochondrialen bzw. zytosolischen Proteine nach 

Fraktionierung der Zellorganellen bestimmt.  
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Abbildung 21: Wirkung des HO-1-Inhibitors SnPPIX in Gegenwart von KD87 oder allein auf die 

mitochondriale und zytosolische Proteinkonzentration von HO-1. Die Zellen (A375 A, A431 B) wurden 

1 Stunde mit SnPPIX (25 µM) oder Vehikel vorbehandelt, gefolgt von einer 24-stündigen Ko-Inkubation mit 

KD87 (6 µM) oder Vehikel. Anschließend wurden die entsprechenden Proteine in den mitochondrialen (links) 

und zytosolischen Fraktionen (rechts) mittels Western Blot bestimmt. Die in den Histogrammen angegebenen 

Werte beruhen auf der densitometrischen Analyse der Western Blots. Alle angegebenen Prozentwerte 

beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 7 (A375) 

und n= 8 (mitochondriale Fraktion A431) und n = 7 (zytosolische Fraktion A431). Einfaktorielle ANOVA mit 

Bonferroni-Post-hoc-Test.  

Wie in Abbildung 21 gezeigt, wurde in den mitochondrialen Fraktionen eine teils ausgeprägte 

Hochregulation von HO-1 durch KD87 festgestellt, die bei gleichzeitiger Inkubation mit SnPPIX 

verstärkt wurde. In der zytosolischen Fraktion konnte ebenfalls ein Anstieg der HO-1 Expresion durch 

KD87 fesgestellt werden, welche lediglich in A375-Zellen durch Zugabe von SnPPIX partiell 

verstärkt. In A431-Zellen nahm SnPPIX keinen Einfluss auf die durch KD87 hochregulierte HO-1 

Expression. 
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Da die Freisetzung von Cyt c auf eine mitochondriale Dysfunktion hinweist und Apoptose auslöst, 

sollte die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit KD87 und SnPPIX daher zu einer Verringerung 

der Cyt c Freisetzung führen, was mit der zuvor gezeigten zytoprotektiven Wirkung von SnPPIX 

übereinstimmt (Abbildung 17 E,F). In beiden Zelllinien konnte durch die Zugabe von SnPPIX eine 

partielle Hemmung der bereits gezeigten KD87-vermittelten Cyt c Freisetzung (A375 42 %, A431 

25 %) in das Zytosol beobachtet werden, die jedoch kein signifikantes Niveau erreichte (Abbildung 

22 B,D rechts).  

Um die Verringerung der OCR genauer zu charakterisieren, wurde die Wirkung von KD87 allein und 

in Kombination mit SnPPIX auf die Expression der spezifischen Untereinheiten der 

Atmungskettenkomplexe in mitochondrialen Proteinextrakten untersucht. Es zeigte sich eine 

signifikante Verringerung der Succinatdehydrogenase-Komplex-Untereinheit B (SDHB, Untereinheit 

von Komplex II) in A375- und A431-Zellen (Abbildung 22 A,C) durch die Behandlung mit KD87. 

Zudem konnte eine signifikante Abnahme der NADH:Ubichinon-Oxidoreduktase-Untereinheit B8 

(NDUFB8, Untereinheit von Komplex I) in A375-Zellen beobachtet werden (Abbildung 22 A). 

Weiterhin verursachte KD87 in beiden Zelllinien nicht signifikante Verringerungen des Ubichinol-

Cytochrom-c-Reduktase-Kernproteins-2 (UQCRC2, Untereinheit von Komplex III) und der 

Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheit 2 (COX2, Untereinheit von Komplex IV), sowie von NDUFB8 in 

A431-Zellen. Die Zugabe von SnPPIX stellte die durch KD87 signifikant reduzierten 

Proteinexpressionsniveaus der Untereinheiten nicht wieder her.  
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Abbildung 22: Effekte von KD87 allein oder in Gegenwart von SnPPIX auf die Untereinheiten der 

mitochondrialen Atmungskettenkomplexe und der Freisetzung von mitochondrialem Cyt c. Die Zellen 

(A375 A,B und A431 C,D) wurden 1 Stunde mit SnPPIX (25 µM) oder Vehikel vorbehandelt, gefolgt von einer 

24-stündigen Ko-Inkubation mit KD87 (6 µM) oder Vehikel. Anschließend wurden die entsprechenden Proteine 

in den mitochondrialen (A,C sowie B,D links) und zytosolischen Fraktionen (B,D rechts) mittels Western Blot 

bestimmt. Repräsentative Blots für A und B sind unter Supplement 5 hinterlegt. Die in den Histogrammen 

angegebenen Werte beruhen auf der densitometrischen Analyse der Blots. Alle angegebenen Prozentwerte 

beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle (100 %). Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 7 

(mitochondriale Fraktion A375) oder n = 8 (zytosolische Fraktion A375 und C,D). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p 

≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle, # p ≤ 0,05, ## p ≤ 0,01 gegenüber 

der entsprechenden KD87-behandelten Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Post-hoc-Test.  

4.8 Einfluss von KD87 auf weitere Zelltodmöglichkeiten 

Aufgrund der starken nachgewiesenen mitochondrialen Schädigung beider Zelllinien nach 

Behandlung mit KD87 (Abbildung 19) und dem hohen Anteil an spät-apoptotischen/nekrotischen 

Zellen in durchflusszytometrischen Untersuchungen (Abbildung 9) wurden mittels Inhibitorversuchen 

eine Auswahl an Hemmern der Ferroptose (Supplement 6), Onkose und Nekroptose (Supplement 

7) sowie des MPT-gesteuerten Zelltods (Abbildung 23) untersucht. CsA, ein Inhibitor von CYPD, der 

zentralen Komponente des PTPC, zeigte in A431-Zellen keinen Effekt auf die metabolische Aktivität 

(Abbildung 23 B). In A375-Zellen konnte eine partielle, signifikante Aufhebung der KD87-induzierten 
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Vitalitätsabnahme im WST-1-Test nach 6-stündiger Inkubation registriert werden, die allerdings nach 

24-stündiger Inkubation nicht mehr nachweisbar war (Abbildung 23 A).  

 

Abbildung 23: Einfluss von CsA auf die KD87-vermittelte Reduktion der metabolischen Aktivität von 

A375- und A431-Zellen. Die Zellen (A375 A,C und A431 B,D) wurden 1 Stunde mit CsA (5 µM) präinkubiert 

und anschließend in Gegenwart von KD87 (6 µM) oder Vehikel für weitere 6 (A,B) oder 24 (C,D) Stunden ko-

inkubiert. Anschließend wurden die metabolische Aktivität mittels WST-1-Assay bestimmt. Alle angegebenen 

Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind 

Mittelwerte ± SEM von n = 8-11 (aus 3 unabhängigen Experimenten) pro Gruppe. ns nicht signifikant, * p ≤ 

0,05, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle, # p ≤ 0,05 gegenüber der 

entsprechenden KD87-behandelten Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Post-hoc-Test. 

4.9 Analyse der Tubulogenese humaner Endothelzellen nach 

Behandlung mit KD87 konditionierten Medien 

Um eine mögliche Interaktion zwischen Hautkrebszellen und Endothelzellen zur Neubildung von 

Gefäßstrukturen als weiteren antikanzerogenen Wirkmechanismus zu dokumentieren, wurden 

konditionierte Überstände von Vehikel- oder KD87-behandelten Zellen im Hinblick auf mögliche 

antiangiogene Eigenschaften von Indirubinderivaten untersucht. Zur Herstellung der konditionierten 

Medien wurden A375- und A431-Zellen mit Vehikel bzw. KD87- oder KD88-Konzentrationen 

(0.1 – 10 µM) über 48 Stunden behandelt. Die konditionierten Medien wurden im Anschluss genutzt, 

um das Tubulogenese-Verhalten von HUVECs zu beurteilen. Im Vergleich zu dem nicht mit 

Tumorzellen behandeltem Medium (UCM) induzierte konditioniertes Medium Vehikel-behandelter 

A375- bzw. A431-Zellen einen Anstieg der Tubulogenese in HUVECS, wobei dieser Effekt in A375-

Zellen signifikant war (Abbildung 24 A). Konditionierte Medien von KD87-behandelten Tumorzellen 
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zeigten eine signifikante Reduktion der Tubulogenese in beiden Zelllinien, die insbesondere für 

10 µM KD87 geringer ausfiel als im UCM (Abbildung 24). Mit KD88 behandeltes Tumorzellmedium 

konnte keinen solchen Effekt in HUCEVs auslösen.  

 

Abbildung 24: Einfluss von konditionierten Medien auf die Tubulogenese von HUVECs. Herstellung der 

konditionierten Medien erfolgte durch Behandlung von A375 (A)- und A431 (B)-Zellen mit KD87 und KD88 in 

den angegebenen Konzentrationen über 48 Stunden. HUVECs wurden in mit KD87 oder KD88 konditionierten 

Medien, Vehikel oder unkonditioniertem Medium (UCM) resuspendiert und inkubiert. Nach 2 Stunden wurde 

die Anzahl an neugebildeten tubes anhand von Phasenkontrastbildern ausgezählt. Die Daten sind Mittelwerte 

± SEM von n = 12 (aus 4 unabhängigen Experimenten) pro Gruppe. ** p ≤ 0,01 gegenüber der entsprechenden 

Vehikelkontrolle, ## p ≤ 0,01, #### p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden KD87- oder KD88-behandelten 

Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Post-hoc-Test. 



Diskussion    52 

5. Diskussion 

Zahlreiche neuere präklinische Untersuchungen an Tumorzelllinien unterschiedlicher Entitäten 

ergaben antitumorigene Effekte von Indirubin-Derivaten [106,137–141]. In Übereinstimmung mit 

diesen Befunden konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das thia-analoge Indirubin-

N-Glykosid KD87, im Gegensatz zum nicht-glykosylierten strukturanalogen KD88, starke 

viabilitätsvermindernde Effekte auf humane Hautkrebszellen ausübt. Die auftretenden Differenzen in 

der Wirksamkeit zwischen KD87 und KD88 sind somit auf den genannten strukturellen Unterschied 

zurückzuführen. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass die Planarität der 

Struktur von Indirubinen und die starre Kristallstruktur für die schlechte Wasserlöslichkeit dieser 

Verbindungen ursächlich sind [142,143]. Eine verbesserte Wasserlöslichkeit erweist sich somit als 

vorteilhaft bei der Entwicklung neuer Indirubine [144]. In diesem Sinne wurde im Falle von KD87 

durch die Anknüpfung eines Glukoserestes die stark eingeschränkte Löslichkeit von KD88 

verbessert. Die in der vorliegenden Arbeit weitestgehend ausgebliebene Zytotoxizität des nicht 

glykolysierten thia-analogen KD88 befindet sich im Einklang mit einer früheren Arbeit, in der unter 

Verwendung des Sulforhodamin-B-Zytotoxizitätstests [121] die IC50-Werte für unsubstituiertes 

Indirubin bei weit über 30 µM in einem breiten Spektrum an getesteten Krebszelllinien lagen. 

Obschon die genaue Funktion der Glykosylierung noch einer abschließenden Klärung bedarf, ist es 

offensichtlich, dass sie die Wasserlöslichkeit erhöht und möglicherweise auch die Rezeptorbindung 

vermittelt.  

Weitere mit beiden Indirubinderivaten durchgeführte Experimente zeigten, dass KD87, nicht aber 

KD88, einen antiproliferativen Effekt auf die untersuchten Hautkrebszelllinien ausübt, welcher in 

durchflusszytometrischen Untersuchungen durch Nachweis eines konzentrationsabhängigen 

Zellzyklusarrests bestätigt werden konnte. Als möglicher Mechanismus der zellzyklusarretierenden 

Wirkung von KD87 ist eine Involvierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) denkbar, wie dies 

bereits für andere Indirubin-Derivate beschrieben wurde [106,138,143].  

Neben dem Arrest in den verschiedenen Zellzyklusphasen gibt die durchflusszytometrische 

Untersuchung von PI-gefärbten Zellen Aufschluss über apoptotische Zellfraktionen, die sogenannte 

subG1-Phase. Die apoptoseauslösenden Eigenschaften von Indirubinen wurden bereits ausführlich 

untersucht [123,137,140,145]. Dabei zeigten Studien mit Halogen-substituierten Indirubinen, aber 

auch Indirubin selbst, dass für den Zelltod eine CDK-Hemmung nicht zwingend notwendig ist 

[139,146]. In der vorliegenden Arbeit ließ sich die in durchflusszytometrischen Untersuchungen von 

A431-Zellen, nicht aber A375-Zellen, auftretende subG1-Zellpopulation nach Behandlung mit KD87 

weiterhin mit einer vergleichsweise stärkeren Caspaseinduktion, einem höheren Anteil an spät-

apoptotischen/nekrotischen Zellen und einer stärkeren Spaltung des Apoptosemarkerproteins PARP 

in A431-Zellen belegen. Sowohl die KD87-vermittelte Caspaseinduktion als auch die PARP-Spaltung 
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erscheinen abhängig von der Inkubationszeit, wobei A431-Zellen bereits nach 24 Stunden und A375-

Zellen nach 48 Stunden Inkubation mit KD87 einen Anstieg dieses Apoptosemarkers zeigten. Eine 

Spaltung von PARP als Resultat einer ausgelösten Apoptose konnte von anderen Autoren auch für 

das Indirubinderivat IDR-E804 in Brustkrebs- und Prostatakrebszellen gezeigt werden [147]. 

Interessanterweise wurde die Lebensfähigkeit KD87-behandelter Zelllinien bei gleichzeitiger 

Inkubation mit Caspaseinhibitoren nicht verbessert. Inwiefern dies einen caspaseunabhängigen 

KD87-vermittelten Zelltod impliziert, muss in weiteren Versuchen geklärt werden. Dabei gibt es in 

der Literatur Belege, dass nach Blockierung der post-mitochondrialen Caspase-Aktivierung durch 

spezifische pharmakologische Inhibitoren wie z.B. Z-VAD-FMK die intrinsische Apoptose verzögert, 

aber nicht verhindert wird [49,148]. Ferner zeigen einige Arbeiten ein Umschwenken des Zelltods in 

Richtung Nekrose nach Behandlung von Zellen mit Caspase-Hemmern [149–151].  

In einer neueren Studie konnte eine Involvierung der Autophagie im Indirubin-vermittelten Tod von 

Gliomazellen gezeigt werden [152]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Autophagieinduktion 

jedoch nur in einer der untersuchten Zelllinien nachgewiesen. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, 

dass die Inhibierung der Autophagie, welche unter Stressbedingungen oftmals eine zytoprotektive 

Funktion erfüllt, den Zelltod gegebenenfalls auch beschleunigen kann anstatt ihn zu verzögern [49]. 

Nach Inhibierung der Autophagie wurde die Lebensfähigkeit der Zellen in den mit verschiedenen 

Autophagie-Hemmern durchgeführten Experimenten jedoch weder verringert noch 

wiederhergestellt. Somit scheint dieser Prozess beim KD87-vermittelten Tod von Melanom- und 

Plattenepithelkarzinomenzellen keine entscheidende Rolle zu spielen.  

Interessanterweise konnte durch den Einsatz von Fumonisin B1, einem Inhibitor der de novo 

Ceramidsynthese [153], der KD87-induzierte Verlust der metabolischen Aktivität partiell aufgehoben 

werden. In früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass die 

Behandlung von Neurogliomazellen mit Cannabinoiden, eine weitere Klasse von small molecules, 

zu einem Anstieg der intrazellulären Ceramidspiegel führte. Dieser Cannabinoid-vermittelte Anstieg 

der Ceramidspiegel konnte erfolgreich durch Fumonisin B1 aufgehoben werden [154]. Dass die 

signifikante Erhöhung der Lebensfähigkeit beider Zelllinien nach KD87 Behandlung unter dem 

Einfluss von Fumonisin B1 nur partiell war, legt den Schluss nahe, dass neben Ceramiden auch 

andere Mediatoren beim Viabilitätsverlust durch KD87 eine Rolle spielen. 

Als ein möglicher Mediator der KD87-vermittelten Abnahme der metabolischen Aktivität  konnte 

schließlich das Stressprotein HO-1 identifiziert werden. Dieses wurde sowohl auf mRNA- als auch 

Proteinebene konzentrationsabhängig in beiden Zelllinien durch KD87 induziert. Wenngleich der HO-

1 ursprünglich eine ausschließlich zytoprotektive Rolle zugeschrieben wurde [85,88], belegen 

mittlerweile eine Reihe von Studien eine ebenso zytotoxische Funktion, die vor allem unter den 

Bedingungen einer starken und anhaltenden HO-1-Expression ersichtlich wird [85,88,155–157]. Als 
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zytotoxische Komponente werden in diesem Zusammenhang die Freisetzung von molekularem 

Eisen und hoher Konzentrationen von CO, einem Hemmstoff der Atmungskette, aufgeführt [158–

161].  

Ein kausaler Zusammenhang zwischen der KD87-induzierten HO-1-Expression und der KD87-

vermittelten Abnahme der metabolischen zellulären Aktivität konnte in der vorliegenden Arbeit mit 

Hilfe des HO-1-Inhibitors SnPPIX nachgewiesen werden. Durch Ko-Inkubation mit SnPPIX wurde 

der KD87-induzierte Verlust der metabolischen Aktivität entsprechend partiell wieder aufgehoben. 

Die Kombination von KD87 mit CuPPIX, einem nicht die HO-1 inhibierenden Strukturanalogon von 

SnPPIX [162], hatte keinen Einfluss auf die KD87-induzierte Toxizität in A375- und A431-Zellen, was 

eine spezifische Wirkung der Testsubstanz SnPPIX auf HO-1 nahelegt. Da ROS in vielen 

Zellsystemen eine Rolle bei der induzierten Expression der  HO-1 spielen [163–166], wurde zudem 

der Einfluss des ROS-Scavengers NAC untersucht. Dabei erhöhte die Kombination von NAC mit 

KD87 die metabolische Aktivität im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit KD87 und führte zu einer 

ebenso partiellen, allerdings nicht-signifikanten Hemmung der KD87-induzierten HO-1-Expression, 

was auf eine bestenfalls untergeordnete Rolle von ROS schließen lässt. Diese Schlussfolgerung wird 

auch durch durchflusszytometrische Befunde gestützt, die nach Behandlung mit KD87 lediglich eine 

geringfügige Freisetzung von ROS ermitteln konnten. Folgeuntersuchungen sollten sich hier auf den 

direkten Nachweis von mitochondrial gebildeten ROS konzentrieren.  

Mittels Elektronenmikroskopie wurde weiterhin untersucht, welche intrazellulären Strukturen, und 

hier insbesondere die mit HO-1-Aktivität assoziierten Zellorganellen wie Zellkern und Mitochondrien, 

durch die Behandlung mit Indirubinderivaten beeinträchtigt werden. Auf den 

elektronenmikroskopischen Bildern konnte unter Behandlung mit KD87, nicht aber KD88, eine 

morphologische Veränderung der Mitochondrien (u.a. Verlust der Cristae-Struktur), nicht aber der 

Zellkerne, beobachtet werden. Entgegen den Erkenntnissen aus Studien, in denen Indirubine 

hauptsächlich auf Faktoren im Zellkern wirkten [140,169], scheint KD87 im vorliegenden System 

seine Wirkweise mitochondrial zu vermitteln. Eine mitochondrial assoziierte Wirkung von Indirubinen 

wurde auch in Untersuchungen anderer Autoren bestätigt. So konnte für Indirubin-3´-monoxim in 

Prostatakrebs- und human embryonic kidney (HEK)-Zellen sowie für sein Derivat 5-

Diphenylacetamido-indirubin-3´-oxim (LDD398) in einer myeloischen Leukämie-Zelllinie eine 

mitochondrial vermittelte Wirkung mit Inhibierung bzw. Verlust des mitochondrialen 

Membranpotenzials nachgewiesen werden [123,146].  

Der starke zelluläre ATP-Verlust, die Abnahme von Reservekapazität und die Hemmung von 

Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe (SDHB in A375 und A431 und NDUFB8 in A375) sowie 

die Freisetzung von Cyt c ins Zytosol bestärken die Befunde der elektronenmikroskopischen 

Analysen, dass KD87 seine toxische Wirkung auf Hautkrebszellen vor allem über seine Wirkung auf 

Mitochondrien vermittelt. Eine Ursache könnte eine Destabilisierung des mitochondrialen 
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Membranpotenzials sein [123], in Folge dessen es zu einer Cyt c Freisetzung und zum ATP-Verlust 

kommt [62,123,170]. Diese Kausalkette konnte bereits für das Indirubinderivat LDD398 gezeigt 

werden [123]. Freigesetzte pro-apoptotische Moleküle wie Cyt c können wiederum Pro-Caspasen 

aktivieren, die unter anderem zu einem mitochondrial assoziierten apoptotischen Zelltod führen 

[171]. Da die Inhibierung der KD87-induzierten Caspasen in den vorliegenden Untersuchungen nicht 

zu einer Verbesserung der Lebensfähigkeit der Zellen führte, sind zusätzliche Mechanismen des 

Zelltods nicht auszuschließen. So verläuft der MPT-vermittelte Zelltod caspaseunabhängig und wird 

mitochondrial durch starken ATP-Verlust ausgelöst [40,59,123]. In verschiedenen Studien, u.a. an 

Hepatozyten oder isolierten Mitochondrien der Maus, konnte eine MPT-inhibierende Wirkung von 

CsA nachgewiesen werden [173–175]. Literaturbefunden zufolge lässt sich durch Einsatz des MPT-

Hemmers CsA die Kinetik des MPT-vermittelten Zelltods verzögern [38], der unregulierte MPT-

vermittelte Zelltod hingegen kann durch den Einsatz von CsA nicht aufgehalten werden [172]. In der 

vorliegenden Arbeit zeigte CsA Arbeit keine protektive Wirkung nach 24-stündiger Ko-Inkubation mit 

KD87 und führte lediglich in einer der beiden Zelllinien (A375) zu einer partiellen Wiederaufhebung 

der KD87-vermittelten Abnahme der metabolischen Aktivität bei 6-stündiger Ko-inkubation der 

Substanzen. Erwähnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass CsA zu einer Reihe von Off-Target-

Interaktionen führen kann, wobei als Zielproteine auch in apoptotische Signalwege involvierte 

Proteine wie Calpain 2, Caspase-3 und p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase 14 beschrieben wurden 

[176], was weiterführende Untersuchungen zum MPT-vermittelten Zelltod notwendig macht. 

Unabhängig davon wurde in mehreren Arbeiten der Öffnung CsA-sensitiver MPTs auch eine Rolle 

bei der Freisetzung von Cyt c und beim apoptotischen Zelltod zugeschrieben [198–201], beides 

Effekte, die in den hier untersuchten Zelllinien KD87-vermittelt auftraten.  

Ausgehend von der Beobachtung, dass KD87 in Gesamtzelllysaten die Expression von HO-1 in 

beiden Zelllinien induziert, wurde HO-1 in unterschiedlichen Zellfraktionen analysiert. In den 

untersuchten Mitochondrien beider Zelllinien ergab sich mit der KD87-abhängigen Zunahme des HO-

1-Proteins ein Hinweis auf mitochondriale Dysfunktion [87]. In der Tat wird die Translokation von HO-

1 in die Mitochondrien in der Literatur als Reaktion auf sehr schwere zelluläre Stressbedingungen 

wie oxidativen Stress [87], Hypoxie [87], Lipopolysaccharid [177] und Zigarettenrauch [178] 

beschrieben. In einer dieser Studien wurde mitochondriales HO-1 mit oxidativem Stress und 

mitochondrialer Dysfunktion unter normoxischen Bedingungen assoziiert, im Gegensatz zur 

schützenden Wirkung von HO-1, das mit dem endoplasmatischen Retikulum in Verbindung steht 

[87]. In Übereinstimmung damit ging die erhöhte mitochondriale HO-1-Expression mit einer höheren 

ROS-Produktion und einer erhöhten mitochondrialen Rekrutierung der Autophagie-Marker LC-3 und 

Drp-1 einher, was auf eine erhöhte Mitophagie oder Autophagie hindeutet [87]. Interessanterweise 

scheinen auch Antikrebsmittel die mitochondriale Funktion von Tumorzellen über die Induktion der 



Diskussion    56 

Translokation von HO-1 in Mitochondrien zu stören, wie für das Isoflavon-Derivat ME-344 [179] und 

den NF-κB-Inhibitor BAY114085 bei Brustkrebszellen [180] gezeigt werden konnte.  

Die Präinkubation von KD87-behandelten Zellen mit dem HO-1-Aktivitätsinhibitor SnPPIX führte zu 

einer Zunahme von mitochondrialem HO-1 in beiden Zelllinien. Während in der zytosolischen 

Fraktion KD87-behandelter Zellen die HO-1-Expression im Vergleich zum Vehikel in A375-Zellen 

nahezu unverändert blieb, stieg sie in A431-Zellen unter KD87-Behandlung an. Interessanterweise 

konnte durch den Einsatz von SnPPIX in A375-Zellen eine weitere Zunahme der HO-1 beobachtet 

werden, während das Expressionsniveau in A431-Zellen nahezu unverändert blieb. Frank et al. 

zeigten in Melanomzellen, dass die Anhäufung von Protoporphyrin (PPIX) durch die Verringerung 

der HO-1-Aktivitiät mittels SnPPIX gesteigert wird [76]. Hierbei gilt die transkriptionelle Aktivierung 

des HO-1-Gens als adaptive Reaktion auf oxidativen und zellulären Stress [76,87]. Dies wiederum 

führt zu einer gesteigerten HO-1-Expression und könnte in der vorliegenden Arbeit die Zunahme, 

trotz vorangegangener Aktivitätshemmung, an HO-1-Protein in der mitochondrialen Fraktion beider 

Zelllinien erklären. Der Anstieg von HO-1 trotz SnPPIX-Hemmung in der zytosolischen Fraktion 

könnte somit ein Hinweis auf eine KD87-induzierte Neusynthese sein; eine Erhöhung der 

mitochondrialen Fraktion hingegen auf eine bereits erfolgte Synthese mit anschließender 

Translokation aufgrund eines toxischen Stimulus, wie in diesem Fall KD87. Andererseits wird die in 

der Literatur gut beschriebene Induktion der HO-1-Transkription durch SnPPIX durch die Tatsache 

relativiert, dass der HO-1-Inhibitor unter diesen Umständen immer noch eine ausreichende 

Blockierung der Aktivität des präformierten und de novo synthetisierten HO-1-Enzyms vermittelt 

[183,184].  

Die KD87-induzierte Freisetzung von Cyt c wurde in beiden Zelllinien durch SnPPIX partiell, aber 

nicht signifikant gehemmt. Diese Befunde werden durch die Viabilitätsdaten aus dem metabolischen 

Assay bestätigt, demnach SnPPIX die durch KD87 reduzierte metabolische Aktivität im WST-1-Test 

partiell aufhebt. In der Literatur wurden in letzter Zeit eine Reihe von Arbeiten publiziert, die ebenso 

für eine zytotoxische Wirkung der HO-1 auf Tumorzellen sprechen [103,104,185–188]. Dabei konnte 

unter anderem eine Abnahme der Apoptose-typischen PARP-Spaltung und eine Zunahme der 

Lebensfähigkeit von oralen Plattenepithelkarzinomzellen nachgewiesen werden, wenn die Zellen mit 

HO-1-spezifischer siRNA behandelt wurden [104]. Zudem wurden wichtige Erkenntnisse über die 

proapoptotische Rolle von HO-1 in kolorektalen Karzinomzellen unter Verwendung des HO-1-

Induktors Cobalt-Protoporphyrin (CoPP) gewonnen. Dabei wurde festgestellt, dass 

endoplasmatische retikuläre Stressproteine und Caspasen, nicht aber ROS, am HO-1-vermittelten 

Zelltod beteiligt sind [20,185] sowie das Spaltprodukt CO, nicht aber Eisen und Biliverdin, eine Rolle 

als Aktivator der HO-1-vermittelten Apoptose spielen [185]. Andererseits kommt HO-1 auch eine 

Rolle bei der Krebsprogression zu [181,189]. Die Wirkung des Enzyms variiert somit zwischen 

verschiedenen Krebsarten. Dabei könnte die jeweilige subzelluläre Lokalisierung der HO-1 die 
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unterschiedlichen Wirkungen in verschiedenen Tumorentitäten erklären, wobei die, hier nicht näher 

untersuchte, nukleäre HO-1 an zellulären Prozessen beteiligt zu sein scheint, die zur Progression 

von Krebs führen [190].  

Im Gegensatz zur mitochondrialen Cyt c Freisetzung zeigte der HO-1-Inhibitor SnPPIX in der 

vorliegenden Arbeit keine Wirkung auf die durch KD87 verringerten Spiegel der verschiedenen 

Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe. Bislang wurden in der Literatur sowohl stimulierende 

[192–194] als auch inhibitorische Effekte [87,177,195] von HO-1 auf die mitochondriale Biogenese 

beschrieben. In den letztgenannten Studien war die Induktion von mitochondrialem HO-1 mit einer 

Abnahme der Aktivität der Cyt c Oxidase [87] sowie der Expression des hämhaltigen Komplexes III 

[87] und der hämhaltigen Cyt c Untereinheiten I [177,195] und II [195] verbunden, wahrscheinlich 

aufgrund der durch die HO-1 vermittelten Häm-Clearance. Andererseits wird HO-1 bzw. seinem 

Produkt CO eine aktivierende Rolle bei der mitochondrialen Biogenese zugeschrieben [193]. Dieser 

Vorgang verläuft über die Erhöhung der mitochondrialen ROS-Produktion sowie die Aktivierung des 

Peroxisomenrezeptor-γ-Koaktivators 1α, des nuklearen Respirationsfaktors 1 und des 

mitochondrialen Transkriptionsfaktors A [192,194].  

In der vorliegenden Arbeit resultierte der Einsatz von Hemmstoffen verschiedener Zelltodsignalwege 

wie Ferroptose, Onkose, Nekroptose und MPT-gesteuertem Zelltod, mit Ausnahme des 

letztgenannten, zu Negativbefunden im WST-1-Test. Dementsprechend wurde die KD87-vermittelte 

Abnahme der metabolischen Aktivität durch Einsatz entsprechender Inhibitoren nicht aufgehoben. 

Eine mögliche Ursache hierfür könnte die bereits vorangeschrittene Schädigung der Mehrzahl der 

Mitochondrien sein, welche unaufhaltbar zum Zelltod führt, wie in der Literatur beschrieben wurde 

[171,196]. KD87 könnte somit eine direkte auf Mitochondrien abzielende Wirkung auslösen. Dies 

könnte im Vergleich zu klassischen Chemotherapeutika vorteilhaft sein, da diese oft in 

Mitochondrien-vorgelagerte Signalwege eingreifen, die wiederum anfällig für die Ausbildung von 

Resistenzmechanismen sind [197]. Herkömmliche Pharmaka sind in der Lage, z.B. über die 

Aktivierung des Onkogens p53 eine mitochondriale Schädigung wie MOMP hervorzurufen - ein 

Effekt, der im Falle einer Resistenzbildung verloren ginge. Insofern könnten Pharmaka wie das in 

der Arbeit untersuchte Indirubinderivat das Potenzial besitzen, durch eine direkte mitochondrial-

vermittelte Wirkung diese Resistenzmechanismen zu umgehen und dementsprechend bei 

resistenten Krebsformen wirksam zu sein [197].  

Weiterführende Untersuchungen könnten zudem Aufschluss über mögliche Faktoren geben, die 

einen weiteren möglichen antikanzerogenen Mechanismus von Indirubinderivaten, die Hemmung 

der Angiogenese, vermitteln. Pharmaka, die die Bildung kapillarähnlicher Strukturen hemmen, sind 

bei verschiedenen Krankheiten, darunter Krebs, nützlich. Studien mit Indirubinen, wie Indirubin, 

Indirubin-3´-monoxim und IDR-E804, konnten bereits eine direkte antiangiogene Wirkung auf 

HUVECs zeigen [202–204]. Hierbei wurden die HUVECs mit verschiedenen Konzentrationen der 
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Testsubstanzen behandelt und mikroskopisch die Fähigkeit zur Bildung kapillarähnlicher Strukturen 

(tubes) beobachtet. In der vorliegenden Arbeit wurde ein modifizierter tube formation-Assay 

eingesetzt, wobei die Fähigkeit zur Bildung von tubes nach Behandlung mit konditionierten Medien 

erfolgte. Hierbei kann eine mögliche Veränderung der Sekretion tumorigener Faktoren (z.B. vascular 

endothelial growth factor, VEGF), die das Wachstum von Blutgefäßen anregen, durch die 

Behandlung der Tumorzellen mit der Testsubstanz und dessen Einfluss auf die Fähigkeit zur tube-

Bildung abgebildet werden. Grundlegende und klinische Studien weisen darauf hin, dass die 

Hemmung der Angiogenese das Fortschreiten des Tumors und die Metastasierung inhibiert [205]. In 

dieser Arbeit bewirkten konditionierte Medien von mit KD87 behandelten A375- und A431-Zellen eine 

Reduktion der tubes im tube formation-Assay in HUVECs. Somit vermittelt KD87 seine 

antitumorigene Wirkung neben einer mitochondrialen Schädigung der Zellen auch über 

antiangiogene Effekte.  
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6. Fazit 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Indirubinderivat KD87 eine zytotoxische 

Wirkung auf die untersuchten Zelllinien vermittelt. Weiterhin werden sowohl Apoptose in beiden 

Zelllinien als auch partiell Autophagie in A375-Zellen induziert. Durch Behandlung mit KD87 kommt 

es in beiden Zelllinien zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase. KD87 beeinträchtigt neben 

seinem Einfluss auf SDHB, einem Protein der Elektronentransportkette, die oxidative 

Phosphorylierung, was ultimativ zu einem Zusammenbruch des Energiestoffwechsels und Zelltod 

führt. Die Beeinträchtigung des Energiemetabolismus geht mit einer gestörten Atmung und 

geschädigten Mitochondrien einher. Die mitochondriale Schädigung wurde anhand verschiedener 

Parameter genauer untersucht und trat bereits in einem Konzentrationsbereich auf, der nur in 

moderatem Umfang auf die Viabilität der Zellen Einfluss nahm. Nach der Behandlung mit KD87 

konnte eine abnormale Morphologie der Mitochondrien beobachtet werden, die durch Schwellung, 

Verlust der Cristae-Struktur und mitochondrialen Membranintegrität mit Freisetzung von Cyt c 

gekennzeichnet war. Die durch KD87 ausgelöste Induktion der HO-1 war partiell in den durch KD87 

vermittelten Verlust der metabolischen Aktivität und die Erhöhung der mitochondrialen Cyt c 

Freisetzung involviert, wie entsprechende Inhibitorversuche belegen. Wenngleich der molekulare 

Mechanismus der KD87-vermittelten Wirkung noch viele Fragen aufwirft, steht fest, dass das 

Indirubinderivat den Zelltod in aggressiven Hautkrebszellen auslöst, was weitere Untersuchungen 

zur Entwicklung und Verbesserung von Zytostatika rechtfertigt. 
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Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien 

Accutase Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ac-DEVD-CHO Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

Alpha-Tocopherol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumperoxydisulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe  

Aprotinin Sigma-Aldrich, Deutschland 

APS Sigma-Aldrich, Deutschland 

Aqua ad iniectabilia Braun Melsungen AG, Melsungen 

Bafilomycin A1 Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

BCA™ Protein Assay Kit  Pierce, Rockford, USA 

Blotting-Grade Blocker Bio-Rad, München, Deutschland 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Deutschland 

Kristallviolett Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

CuPPIX Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

Cyclosporin A EMD Millipore Corp, Billerica MA, USA 

Deferoxamin Biomol, Hamburg, Deutschland 

DMEM (1X) + GlutaMAX™-I Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

DMF Sigma-Aldrich, Deutschland 

DMSO AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

E-64d Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagent  Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland 

EDTA  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Endothelial Cell Basal Medium PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial Cell Growth Medium Kit PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Enzym für qPCR Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Ethanol  Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Fötales Kälberserum (FCS) superior stabil Bio&Sell, Nürnberg, Deutschland 

Ferrostatin-1 Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Fumonisin B1 Sigma-Aldrich, Deutschland 

Glycerine (water-free) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland  

Glycine AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Glycerol anhydrous AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

H2O2 Sigma-Aldrich, Deutschland 

HCl Merck, Darmstadt, Deutschland 

Heme oxygenase 1 siRNA (h) Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 

HEPES  Ferak®, Berlin, Deutschland 

Hydroxychloroquine Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Isopropanol J. T. Baker, Griesheim, Deutschland 

ISP-1 Sigma-Aldrich, Deutschland 

KD87, KD88, KD85 Institut für Chemie, Universität Rostock, Rostock 

Leupeptin  Biomol, Hamburg, Deutschland 

Lipofectamine® RNAiMAX reagent Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Luminol  Sigma-Aldrich, Deutschland 

Matrigel® Basement Membrane Matrix  Corning, Glendale, USA 

Methanandamide Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

Methanol J. T. Baker, Griesheim, Deutschland 

Milchpulver  Bio-Rad, München, Deutschland 

NAC Sigma-Aldrich, Deutschland 

NaOH AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Necrostatin-1 Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland 

N-SMase Spiroepoxide Inhibitor Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 

Opti-MEM I reduced serum medium Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Orthovanadat  Sigma-Aldrich, Deutschland 
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p-Coumaric acid Sigma-Aldrich, Deutschland 

PBS PAN BIOTECH, Aidenbach, Deutschland  

PD150606 Sigma-Aldrich, Deutschland 

PenStrep Sigma-Aldrich, Deutschland 

PMSF  Sigma-Aldrich, Deutschland 

Ponceau S  AppliChem GmbH, Darmstadt  

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards Bio-Rad, München, Deutschland 

Presteined SDS-PAGE Standards Broad Range  Bio-Rad, München, Deutschland 

Propidiumiodid (PI) Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 

Ribonuclease A from bovine pancreas Sigma-Aldrich, Deutschland 

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SDS  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

SDS, ultra pure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

siRNA negative control Eurogentec, Köln, Deutschland 

siRNA Suspensionspuffer Qiagen, Hilden, Deutschland 

SnPPIX Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

SupplementPack Endothelial Cell GM PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland 

TEMED Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Tris ultrapure  AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

TRIS/HCl AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Triton® X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblaulösung (0.4 %) Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Trypsin-EDTA (10X) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Tween® 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

Z-Asp-CH2-DCB Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

Z-VAD-FMK Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 
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β-Mercaptoethanol Ferak®, Berlin, Deutschland 

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien 

10/20 µl TipOne® Filterspitze (steril) STARLAB International GmbH, Hamburg, Deutschland 

Amersham™ Protran™ 0.2 µM Nitrocellulose Blotting 

Membran 

Sigma-Aldrich, Deutschland 

Autoklavierbare Abfallbeutel nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen, Deutschland 

Combitips advanced® 0.5 ml, 5 ml, 10 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Corning® TC-behandelte Mikrotiterplatten  

(96-, 24-, 6-well) 

Corning, Glendale, USA 

Extra thick blot paper Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Falcon® Zellkultur inserts (Porengröße: 8 μM) Corning, Glendale, USA 

Kryokonservierungsröhrchen (2 ml, 5 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland 

Luna Cell Counting Slides Logos Biosystems, Anyang, Südkorea 

MicroAmp™ fast optical 96-well Messplatte, 0.1 mL Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

MicroAmp™ Klebefolie Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Parafilm Amcor, Melbourne, Australien 

Petrischale 100 SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen (1000 µl, 100 µl, 10 µl) SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Prestained SDS-PAGE standard Bio-Rad, München, Deutschland 

Reaktionsgefäße (0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Reaktionsgefäße, braun (0.5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Sero-Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Tube (15 ml, 50 ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturflaschen T75 (75 cm2) SARSTEDT AG & Co. KG, Nürnbrecht, Deutschland 

Tabelle 5: Kits 

BrdU Cell Proliferation ELISA Abcam, Cambridge, Großbritannien 

Caspase-Glo®3/7 Assay Promega Corporation, Madison, USA 
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CellROX™ green flow cytometry assay kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

FITC Annexin V Apoptisis Detection Kit I BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

H2DCFDA ROS detection Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Thiazolyl Blue Tetrazolium (MTT) Sigma-Aldrich, Deutschland 

PGE2-Elisa R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Qproteome Mitochondria Isolation kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit Agilent, Santa Clara, USA 

TaqMan® RNA-to-CTTM 1-Step kit Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

VEGF-Elisa R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 

WST-1 Sigma-Aldrich, DeutschlandPro 

Tabelle 6: Zelllinien 

Kurzname Zellart Hersteller 

A375 Humane Melanomzelllinie  CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim  

(Lot-No: 300110) 

A431 Humane Plattenepithel- 

karzinomzelllinie der Haut 

CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim  

(Lot-No: 300112) 

HUVEC Humane Endothelzellen der 

Nabelschnurvene 

PromoCell GmbH, Heidelberg  

(Lot-No: 449Z004) 

Tabelle 7: Primäre Antikörper für Western Blot 

Antikörper Spezies Verdünnung Hersteller 

Cytochrom C Rabbit 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

LC3A/B  Rabbit 1:500 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

HO-1  Rabbit 1:1000 Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

HO-2  Rabbit 1:1000 Enzo Life Sciences GmbH, Lörrach, Deutschland 

OxPhos Human WB 

Antibody 

Mouse 1:1000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
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ß-Aktin  Mouse 1:1000 Sigma-Aldrich, Deutschland 

GAPDH  Rabbit 1:1000 Sigma-Aldrich, Deutschland 

PARP Rabbit 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

VDAC1/Porin + 

VDAC3 

Mouse 1:1000 Abcam, Cambridge, Großbritannien 

Tabelle 8: Sekundäre Antikörper für Western Blot 

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Anti-mouse IgG 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

Anti-rabbit IgG 1:1000 Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

Tabelle 9: Genexpressionsassays 

HO-1 (Hs01110251_m1; FAM™ dye/MGB probe) Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

HO-2 (Hs00157969_m1; FAM™ dye/MGB probe) Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

PPIA Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

Tabelle 10: Geräte 

Anthos HT II plate reader Anthos Labtec Instruments GmbH, Wals-Siezenheim, Österreich 

AxioCam ERc 5s digital microscope camera Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

BD Accuri™ C6 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Bio-Rad Mini-PROTEAN® Bio-Rad, München, Deutschland 

BP 211 D Analytische Laborwaage Sartorius, Göttingen, Deutschland 

CB 201 CO2 Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland 

Centrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

ChemiDocTM XRS Bio-Rad München, Deutschland 

Eppendorf Research Pipette 10 µl, 100 µl, 1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Infinite F200 Pro Tecan Mikroplatten-Lesegerät Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

LaminAir HB2448 Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 

LUNA-II™ Automated Cell Counter Logos Biosystems, Anyang, Südkorea 
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Megafuge 1.0 R Heraeus Sepatech, Hanau, Germany 

Mini Star Centrifuge VWR, Radnor, USA 

Model 1000/500 Power Supply Bio-Rad München, Deutschland 

Mr. FrostyTM freezing container Thermo Fisher Scientific, Deutschland 

MS2 Minishaker IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland 

Multi-Axle-Rotating-Mixer, RM10W-80V VWR, Radnor, USA 

Multipette E3 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipetus™ Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt, Deutschland 

PowerPac (300 / universal) Bio-Rad, München, Deutschland 

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad, München, Deutschland 

Primovert Inverted Microscope Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Seahorse XF24 Agilent, Santa Clara, USA 

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Touchmixer VortexGenie1 Scientific Industries, Inc., Bohemia, USA 

Trans-Blot SD semi-dry transfer cell Bio-Rad, München, Deutschland 

Wasserbad Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, Deutschland 

Zentrifugen (5417R / 5810R) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Tabelle 11: Software 

7500 Fast Real-Time PCR-System Applied Biosystems 

BD Accuri™ C6 BD Biosciences, San Jose, USA 

i-control Tecan Trading AG, Männedorf, Schweiz 

ImageJ1 public domain, Wayne Rasband 

Microsoft® Office Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Prism7 und neuer GraphPad Software Inc., San Diego, USA 

Quantity One 4.6.5  Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA 

Wave Seahorse Agilent, Santa Clara, USA 

Zen 2 pro Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland 
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Tabelle 12: Zusammensetzung Lauf- und Trenngel für SDS-Page 

Sammelgel, 4 % Acrylamid Volumen 

Aqua ad injectabilia 8,9 ml 

0.5 M TRIS (ultrapure) 3,75 ml 

SDS (10 % (w/v)) 150 µl 

Rotiphorese® Gel 30 12 ml 

TEMED 15 µl 

APS (10 %) 150 µl 

  

Trenngel, 12 % Acrylamid Volumen 

Aqua ad injectabilia 7,9 ml 

1.5 M TRIS (ultrapure) 3,75 ml 

SDS (10 % (w/v)) 150 µl 

Rotiphorese® Gel 30 9,6 ml 

TEMED 24 µl 

APS (10 %) 240 µl 

  

Trenngel, 15 % Acrylamid Volumen 

Aqua ad injectabilia 5,5 ml 

1.5 M TRIS (ultrapure) 6 ml 

SDS (10 % (w/v)) 240 µl 

Rotiphorese® Gel 30 12 ml 

TEMED 24 µl 

APS (10 %) 240 µl 

 

Anmerkung: Diese Werte dienen zur Herstellung von vier Gelen mit einer Dicke von je 1  mm. Zunächst werden 

die Komponenten für das Trenngel gemischt und die Flüssigkeit in die vorbereitete Gelkammer gefüllt. Das 

flüssige Gel wird vorsichtig mit ca. 3 ml Isopropanol überzogen. Die Polymerisation des Trenngels erfolgt für 

30 min bei Raumtemperatur. Nach Herstellung des Sammelgels wird das Isopropanol mit Filterpapier entfernt. 

Das Trenngel wird dann mit dem Stapelgel überschichtet. Nach Einsetzen des Taschenkamms erfolgt die 



Materialverzeichnis  XXXVIII 

Polymerisation für 30 min bei Raumtemperatur. Die vorbereiteten Gele werden einzeln in feuchte Papiertücher 

gewickelt und bis zur Verwendung, aber maximal 7 Tage, bei 4 °C gelagert.  

Tabelle 13: Puffer und Lösungen 

10X TRIS-buffered saline (TBS) 1 mM Tris (ultrapure) 
 

2,5 mM NaCL 
 

pH 7.5 
  

1X TRIS-buffered saline/TWEEN®20 (TBS-T)  100 ml 10X TBS 
 

900 ml deionisiertes Wasser 
 

1 ml TWEEN®20 
  

10X Elektrophoresepuffer 250 mM TRIS (ultrapure) 
 

1,92 mM Glycin 
 

0.1 % (w/v) SDS 
  

1X Elektrophoresepuffer 100 ml 10X Elektrophoresepuffer 
 

900 ml deionisiertes Wasser 
  

5X Glycin-Strip-Puffer 1 mM Glycin 
 

2.5 M NaCl 
 

pH 2.5 (eingestellt mit HCl) 
  

1X Glycin-Strip-Puffer (pH 2.5) 50 ml 5X Strippingpuffer 
 

200 ml deionisiertes Wasser 
  

10 % SDS (v/v) 10 g SDS 
 

100 ml deionisiertes Wasser 
  

Enhanced chemiluminescence solution I (ECL I) 2.5 mM Luminol 
 

400 µM p-Cumarinsäure 
 

100 mM TRIS/HCl (pH 8.5) 
  

Enhanced chemiluminescence solution II (ECL II) 0,09 % H2O2 
 

100 mM TRIS/HCl (pH 8.5) 
  

Entwicklungsreagenz ECL 1 Volumenanteil ECL I 
 

1 Volumenanteil ECL II 
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1X Trypsin/EDTA (TE) 5 ml 10X Trypsin/EDTA 
 

45 ml DPBS 
  

Blockpuffer 5 g Blotting grade blocker 
 

100 ml deionisiertes Wasser 
  

Semi-dry Transferpuffer 190 mM Glycin 
 

25 mM TRIS (ultrapure) 
 

20 % (v/v) Methanol 
  

Lysepuffer pH 7,4 50 mM HEPES 
 

150 mM NaCL 

 1 % (v/v) Triton® X-100 

 10 % Glycerin (v/v) 

 

Proteaseinhibitoren im Lysepuffer (frisch zugesetzt) 10 µg/ml Aprotinin 

 
1 µg/ml Leupeptin  

 
1 mM Orthovanadat 

 
1 mM PMSF 



Supplement  XL 

 

 

Supplement 1: Untersuchung der Proliferation nach Behandlung mit KD88. A375- und A431-Zellen 

wurden über 48 Stunden mit den angegeben Konzentrationen KD88 inkubiert. Anschließend wurde die 

Proliferation mittels BrdU Inkorperationsassay analysiert. Alle Prozentangaben beziehen sich auf die jeweilige 

Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 6 (aus 2 

unabhängigen Experimenten). **** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen Vehikelkontrolle. Einfaktorielle 

ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test.  
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Supplement 2: Untersuchung der Caspasenaktivierung nach Behandlung mit KD88. A375- und A431-

Zellen wurden über 6-72 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen KD88 inkubiert. Im Anschluss wurde 

zu vier verschiedenen Zeitpunkten die Caspaseinduktion untersucht. Alle Prozentangaben beziehen sich auf 

die jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 9 (aus 

3 unabhängigen Experimenten; A) und n = 6 (aus 2 unabhängigen Experimenten; B). * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, 

*** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit 

Dunnett Post-Hoc-Test.  

  



Supplement  XLII 

 

Supplement 3: Einfluss von Autophagieinhibitoren auf KD87-ausgelösten Zelltod. A375- und A431-

Zellen wurden für 1 Stunde mit den entsprechenden Inhibitoren (Pepstatin A (PepA; 10 µM), E64-d (10 µM), 

3-Methyladenin (3-MA; 5 mM), Bafilomycin (Baf; 100, 50, 2,5 nM) oder einer Kombination hieraus vorbehandelt 

und anschließend über 24 (B) bzw. 48 (A) Stunden mit KD87 (6 µM) ko-inkubiert. Im Anschluss wurde mittels 

WST-1-Assay die metabolische Aktivität, dargestellt als % Viabilität, ermittelt. Alle Prozentangaben beziehen 

sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n 

= 9 (aus 3 unabhängigen Experimenten). *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der jeweiligen 

Vehikelkontrolle. Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test.  



Supplement  XLIII 

 

Supplement 4: Energieprofil und Zeitverläufe der OCR und ECAR nach Behandlung mit KD87. A375- 

und A431-Zellen wurden 24 Stunden lang mit KD87 in den angegebenen Konzentrationen oder der 

Vehikelkontrolle inkubiert. Anschließend wurden OCR und ECAR mit dem Seahorse XFe24 Analyser bestimmt. 

Die Auswirkungen der Behandlung auf OCR und ECAR sind in den Energieprofilen A,B zusammengefasst. 

Zur Erfassung des mitochondrialen Stressverhaltens wurde ein Stresstest durchgeführt, bei dem die mit 1,5 µM 

Oligomycin (Port A), 2,5 µM FCCP für A375 und 1,0 µM FCCP für A431 (Port B) und jeweils 0,5 µM 

Antimycin A und Rotenon (Port C) beladenen Ports der Sensorkartuschen zu den angegebene Zeitpunkten in 

die Vertiefungen freigegeben wurden. C und D zeigen die Zeitverläufe der OCR in beiden mit KD87 

behandelten Zelllinien. Die Daten stellen Mittelwerte ± SEM von n = 3 (A-D) pro Gruppe dar.  

  



Supplement  XLIV 

 

Supplement 5: Repräsentative Western Blots der Expression der Untereinheiten der 

Atmungskettenkomplexe in mitochondrialer Fraktion. Die Zellen (A375 A, A431 B) wurden 1 Stunde lang 

mit SnPPIX (25 µM) oder Vehikel vorbehandelt, gefolgt von einer 24-stündigen Ko-Inkubation mit KD87 (6 µM) 

oder Vehikel. Anschließend wurden die Proteine der Atmungskettenkomplexe in der mitochondrialenen 

Fraktion mittels Western Blot bestimmt. Die gezeigten Blots sind repräsentativ.   



Supplement  XLV 

 

Supplement 6: Einfluss von KD87 auf eine mögliche Ferroptose. A375- (A,C,E) oder A431 (B,D,F)-Zellen 

wurden 1 Stunde lang mit α-Tocopherol (Toco; 1, 10, 30 µM), Deferoxamin (DFO; 10, 50 µM) oder Ferrostatin 

(Ferro; 0,01, 0,1 µM) präinkubiert und anschließend in Gegenwart von KD87 (6 µM) oder Vehikel für weitere 

24 (A431) oder 48 (A375) Stunden ko-inkubiert. Anschließend wurden die metabolische Aktivität, dargestellt 

als %-Viabilität, mittels WST-1-Assay bestimmt. Alle angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die 

jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 8-11 (aus 

3 unabhängigen Experimenten) pro Gruppe. ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der 

entsprechenden Vehikelkontrolle und ## p ≤ 0,01 gegenüber der entsprechenden KD87-behandelten Gruppe. 

Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Post-hoc-Test. 

  



Supplement  XLVI 

 

Supplement 7: Einfluss von KD87 auf eine mögliche Onkose oder Nekrose. A375- (A,C) oder A431 (B,D)- 

Zellen wurden 1 Stunde lang mit Necrostatin-1 (Nec-1; 10 µM) oder PD150606 (25 µM) präinkubiert und 

anschließend in Gegenwart von KD87 (6 µM) oder Vehikel für weitere 24 (A431) oder 48 (A375) Stunden ko-

inkubiert. Anschließend wurden die metabolische Aktivität, dargestellt als %-Viabilität, mittels WST-1-Assay 

bestimmt. Alle angegebenen Prozentwerte beziehen sich auf die jeweilige Vehikelkontrolle, die auf 100 % 

gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte ± SEM von n = 8-11 (aus 3 unabhängigen Experimenten) pro 

Gruppe. * p ≤ 0,05, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001 gegenüber der entsprechenden Vehikelkontrolle und # p ≤ 

0,05, ## p ≤ 0,01 gegenüber der entsprechenden KD87-behandelten Gruppe. Einfaktorielle ANOVA mit 

Bonferroni-Post-hoc-Test. 


