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1.Abstract

In 2024 the malignant melanoma was the 17th most common cancer worldwide and with
approximately 60.000 deaths the 22nd leading cause of cancer-related mortality, with men
being affected more frequently than women. The major risk is UV radiation, which can induce
DNA damage. This affects the ERK/MAPK-pathway, where mutations in BRAF and NRAS lead
to a higher rate of cell differentiation and proliferation. The current therapy is a combination of
the BRAF inhibitor Dabrafenib and the MEK inhibitor Trametinib. Currently there is a new drug
called BAY293, which inhibits the interaction of SOS1 and RAS within the same pathway.
Moreover, recent experiments have shown that the proline concentration is correlated to the
melanoma cell growth. It was therefore the aim of this thesis to demonstrate a possible
concentration-dependent effect of proline and BAY293 and to examine the differences

between the various growth phases.

Experiments were performed with non-metastatic human melanoma cells (WM35, WM278 and
WM793b) and metastatic human melanoma cells (A375 and 518a2). The colony formation
assay was used to examine the ability of the different cell lines to form colonies in an anchorage
independent manner in the presence and absence of different BAY293 and proline.
Furthermore, fluorescent dansylproline was employed to detect cellular uptake and

compartmentalisation.

The results show that proline has no concentration-dependent effect on the number and size
of colonies from non-metastatic and metastatic melanoma cells. In 518a2 cells only, an
increase in colonies was observed after two weeks in a concentration dependent manner.
Treatment with BAY293 showed a concentration dependent decrease in the number of
colonies and in the size of colonies of the category over 400um?. Furthermore, these effects
were enhanced after a four week incubation period. The combination of BAY293 and proline
amplified the reduction in colony number in the non-metastatic cell lines. Finally, the uptake of
proline into the 518a2 cells was confirmed using the fluorescent analogue dansylproline.
Counterstaining of lysosomes revealed an accumulation of proline in perinuclear lysosomal

network.

Taken together it was shown that BAY293 has the ability to reduce colony formation melanoma
cells of all stages and also in the presence of proline. However, proline alone had no apparent

effect on anchorage independent growth.



2.Zusammenfassung

Das maligne Melanom war 2024 weltweit die 17.haufigste Krebserkrankung und mit circa
60.000 Todesfallen die 22.haufigste Todesursache innerhalb aller Krebserkrankungen, wobei
Manner haufiger betroffen waren als Frauen. Den grofiten Risikofaktor stellt die UV-Strahlung
dar, die DNA-Schaden hervorrufen kann. Dabei ist der ERK/MAPK-Signalweg betroffen, der
durch Mutationen in BRAF und NRAS zu einer ubermafigen Zelldifferenzierung und
Proliferation fuhrt. Der aktuelle Therapieplan sieht eine zielgerichtete Kombinationstherapie
aus einem BRAF-Inhibitor (zB.: Dabrafenib) und einem MEK-Inhibitor (zB.: Trametinib) vor. Mit
BAY293 gibt es einen neuen Wirkstoff, der die Interaktion von SOS1 mit RAS im gleichen
Signalweg inhibiert. Aulerdem zeigen neue Experimente, dass das Wachstum von
Melanomzellen im Zusammenhang mit der Prolinkonzentration steht. Aus diesem Grund war
es das Ziel dieser Arbeit, einen moglichen konzentrationsabhéangigen Effekt von Prolin und
BAY293 nachzuweisen und die Unterschiede der verschiedenen Wachstumsphasen zu

begutachten.

In diesem Experiment wurden finf verschiedene Melanomzelllinien verwendet. Auf der einen
Seite die nicht metastasierenden Zellen (WM35, WM278 und WM793b) und auf der anderen
Seite die metastasierenden Melanomzellen (A375 und 518a2). Mit dem Colony Formation
Assay wurde die Fahigkeit der Koloniebildung der verschiedenen Zellen in und ohne
Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen von BAY293 und Prolin Uberprift. Des
Weiteren wurde mit der Hilfe von fluoreszierendem Dansylprolin versucht herauszufinden, in

welche Zellorganellen das Prolin aufgenommen wird.

Die Ergebnisse zeigen, dass Prolin keinen konzentrationsabhangigen Effekt auf die Anzahl
und einen leichten auf die GroRRe der Kolonien hat. Nur bei den metastatischen 518a2 Zellen
wurde nach zwei Wochen eine konzentrationsabhangige Abnahme der Anzahl der Kolonien
und der GroRe der Kolonien 2400um? festgestellt. Dartiber hinaus wurden diese Effekte nach
einer vierwochigen Inkubationszeit verstarkt. Die Kombination von BAY293 und Prolin
verstarkt die Reduktion der Kolonieanzahl in den nicht-metastatischen Zelllinien. Abschlieend
wurde die Aufnahme von Prolin in die 518a2 Zellen unter Verwendung des fluoreszierenden
Dansylprolin bestatigt. Die Gegenfarbung von Lysosomen zeigte eine Anreicherung von Prolin

im perinuklearen lysosomalen Netzwerk.

Zusammenfassend wurde demonstriert, dass BAY293 die Fahigkeit besitzt, die Koloniebildung
von Melanomzellen aller Stadien und auch in Gegenwart von Prolin zu reduzieren. Prolin

alleine hatte jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf das ankerunabhangige Wachstum.



3.Einleitung
3.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist das groRte Organ des Menschen, welche mehrere wichtige Funktionen hat
(Yousef et al., 2025). Zum einen dient sie als Schutz der inneren Organe vor chemischen und
mechanischen Verletzungen, Austrocknung, Mikroorganismen und UV-Licht. Zum anderen ist
das Organ fir die Schweil3- und Talksekretion verantwortlich und sorgt dafiir, dass die
Kdrpertemperatur aufrechterhalten bleibt (Baker, 2019; Kolarsick et al., 2011; Pullar et al.,
2017).

Die Haut kann in drei primare Schichten aufgeteilt werden (siehe Abbildung 1). Die erste und
aulerste Schicht ist die Epidermis und beinhaltet Keratinozyten, Langerhans-Zellen,
Melanozyten und Markel-Zellen. Die Keratinozyten produzieren Keratin, ein wichtiges
Strukturprotein, das in den Hautanhangsgebilden wie Haaren und Nagel fur Festigkeit und
Elastizitdt sorgt. (Kolarsick et al.,, 2011). Die Epidermis setzt sich aus funf Schichten
zusammen: Stratum corneum, Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und
Stratum basale (Yousef et al., 2025). Auf der Hohe der Basalmembran (Stratum basale) findet
sich der Ubergang zur papillaren und retikuldren Bindegewebsschicht der Dermis. Diese
Schicht verbindet die Epidermis mit der Hypodermis. Sie stitzt die Epidermis und verleiht der
Haut Festigkeit und Elastizitat. In der Dermis finden sich die Auslaufer des Nerven-, Kreislauf-
und Lymphsystems, sowie die Schweilddrisen und Haarfollikel (Arda et al., 2014; Pérez-
Sanchez et al., 2018; Yousef et al., 2025). Die innerste und tiefste Schicht ist die Hypodermis,
die hauptsachlich durch Fettgewebe gebildet wird (s. Abb.1). Wie die Dermis, ist diese Schicht
gut durchblutet und durch die vorhandenen sensorischen Nerven auch schmerzempfindlich
(Arda et al., 2014; Yousef et al., 2025).
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Abbildung 1 - Aufbau der Haut (Roky et al., 2025).

3.2 Der Hautkrebs

Der Hautkrebs wird in zwei Gruppen unterteilt. Auf der einen Seite gibt es den nicht-
melanozytaren Hautkrebs (englisch: non-melanoma skin cancer; NMSC) und auf der anderen

Seite den melanozytaren Hautkrebs bzw. das Melanom (Abb.2).
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Abbildung 2 - Verschiedene Arten von Hautkrebs (Roky et al., 2025).



3.2.1 Nicht-melanozytarer Hautkrebs

NMSC ist einer der haufigsten bésartigen Tumoren bei Menschen und entwickelt sich in den
epidermalen Keratinozyten. Der nicht-melanozytarer Hautkrebs wird noch einmal in zwei
grofl3e Gruppen aufgeteilt (Cigzynska et al., 2021; Griffin et al., 2016). Zum einen gibt es das
Basalzellkarzinom (englisch: Basal cell carcinoma; BCC), welches mit einer Haufigkeit von
rund 70% die am haufigsten vorkommende Variante von NMSC ist (Leiter et al., 2014). Diese
Art entsteht in der Basalzellschicht aus nicht keratinisierenden Zellen (Lewin & Carucci, 2015).
Oft ist es eine kleine Papel, die sich langsam tUber Monate und Jahre hinweg vergroRert. BCC
wird oft mit einem Pickel verwechselt und ist schwer von gutartigen Neoplasien zu
unterscheiden. Obwohl Metastasen selten vorkommen, kann das lokale Wachstum
asthetische und funktionelle Auswirkungen haben (Madan et al., 2010). Zum anderen macht
das Plattenepithelkarzinom (englisch: Squamous cell carcinoma; SCC) 25% aller NMSC-Falle
aus (Leiter et al., 2014). In diesem Fall entsteht der Tumor aus epidermalen Keratinozyten
oder adnexalen Hautgebilden, wie Talgdrisen, Haarfollikeln oder ekkrine Driisen (Firnhaber,
2012). Diese Art dringt in die Dermis ein und es kann in fortgeschrittenen Stadien, je nach
Lokalisation und Gréfe, zur Ausbreitung von Metastasen Uiber hAmatogene oder lymphatische
Wege kommen. Die Gesamtmetastasierung liegt zwischen drei und zehn Prozent (Gordon,
2013).

3.2.2 Das Melanom

Obwohl das Melanom im Vergleich zu den nicht-melanozytaren Hautkrebsformen deutlich
seltener auftritt (3% aller Hautkrebsfalle), ist es fur circa 65% aller hautkrebsbedingten
Todesfalle verantwortlich (Cummins et al., 2006). Der Tumor entwickelt sich aus epidermalen
Melanozyten und kann in jedem Gewebe auftreten, die diese Zellen enthalten. Neben der Haut
sind auch nicht-kutane Lokalisationen wie dem Nasenrachenraum, den Nasennebenhdhlen,
der Mundschleimhaut, dem Tracheobronchialbaum, der Retina, dem Zentralnervensystem,

dem Anus, der Vulva, der Vagina und den Harnwegen mdglich (Chang et al., 1998).

Das Melanom wird in vier Gruppen unterteilt (sieche Abbildung 3). Erstens gibt es das
»ouperfiziell spreitendes Melanom*® (englisch: superficial spreading melanoma; SSM), welches
Uberall am Korper entstehen kann und radial wachst. Diesen Typen haben 60-70% aller
Melanompatienten. An zweiter Stelle kommt mit einer Haufigkeit von 15-30% das ,Nodulare
Melanom*® (englisch: nodular melanoma; NM), welches durch sein vertikales Wachstum
gekennzeichnet ist. Des Weiteren gibt es das ,Lentigo maligna Melanom® (englisch: lentige
meligna melanoma; LMM), welches acht Prozent der Patienten betrifft. Die Besonderheit
dieses Typen liegt darin, dass der Krebs nicht braun/schwarz erscheint, sondern rot oder
hautfarben, da kein Melanin enthalten ist (Lens, n.d.; Situm et al.,, 2014). Mit einem

Vorkommen von zwei bis drei Prozent macht das ,Akral lentigindses Melanom* (englisch: acral
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lentiginous melanoma; ALM) die seltenste Gruppe aus. Bei dunkelhdutigen Menschen ist
dieser Typ mit 58% jedoch der Haufigste (Huang et al., 2020).

= @ 4 =»

Superficial spreading Nodular melanoma Lentigo maligna Acral lentiginous
melanoma melanoma melanoma

Abbildung 3 - Aussehen der verschiedenen Melanomtypen (Roky et al., 2025).

Der schwarze Hautkrebs wird in flinf Entwicklungsschritte eingeteilt (siehe Abbildung 4). In
Phase 0 beginnt die Entwicklung in der Epidermis. Danach folgen Phase 1 und 2 in der der
Tumor lokal immer dicker wird. In Phase 3 erreicht das Melanom die Lymphgefae und
Lymphknoten und im letzten Stadium, der 4. Phase, metastasiert der Tumor Uber die
BlutgefalRe im ganzen Kdrper (Papageorgiou et al., 2021).

Stages of melanoma

Loc§lized dis_ease, Spread in the lymph
only in the skin and
< nodes
very thin
Stage 1 Stage 3
Epidermis B [+Y .
Dermis —
e o el —««&L el

Hypodermis —*

Stage 0 Stage 2 Stage 4

Melanoma confnned Locahzed disease, Spread in the other
to epldermal region
thicker than stage 1 organs
of the skin

Abbildung 4 - Stadien des Melanoms (Roky et al., 2025).

3.3 Epidemiologie

Nach ,Global Cancer Observatory“ (Globocan) gab es im Jahr 2022 331.722 neue
Melanomfalle weltweit und somit war diese Krebsart die 17. haufigste in diesem Jahr. Mit
58.667 Todesfallen im gleichen Jahr belegte das Melanom den 22. Platz (International Agency
for Research on Cancer, 2024).

Die weltweiten Inzidenzen (altersstandardisiert) bei Mannern lag bei 3,8 pro 100.000

Einwohner (EW), wobei es bei den Frauen 3,0 pro 100.000 EW waren. Auch im Bereich der
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Mortalitat (altersstandardisiert) haben Manner ein héheres Risiko (0,7 pro 100.000 EW) als
Frauen (0,4 pro 100.000 EW) an einem Melanom zu versterben (Roky et al., 2025).

Die Lander mit den hdchsten Fallzahlen sind Australien und Neuseeland. Die Inzidenzrate in
Australien betrug 2024 69 pro 100.000 EW (1.896 neue Falle), wobei die Mortalitatsrate bei
4,9 pro 100.000 EW lag (Australian Government - Cancer Australia, 2025). In Neuseeland
betrug die Anzahl der Neuerkrankungen im Jahr 2022 3.116 (Inzidenzrate von 60,5 pro
100.000 EW). 2020 ergab die Mortalitatsrate einen Wert von 5,7 pro 100.000 EW fiir diesen

Tumor (Environmental Health Intelligence New Zealand, n.d.).

2023 gab es in Osterreich 2.015 neue Melanomfalle, davon waren 1.080 Manner und 935
Frauen betroffen. Circa 20%, namlich 410 Menschen (250 Manner und 160 Frauen) starben
an dieser Krebsart. Das entspricht einer Inzidenzrate von 22,4 pro 100.000 EW und einer
Mortalitatsrate von 4,6 pro 100.000 EW (Osterreichische Krebshilfe, 2025).

3.4 Risikofaktoren

Der groflte Risikofaktor fir das Melanom ist die Ultraviolette Strahlung (UV-Strahlung) des
Sonnenlichts. Es gibt zwei Arten von UV-Strahlung. Einerseits die UVA-Strahlung und
andererseits die UVB-Strahlung, wobei die UVA-Strahlung tiefer in die Haut eindringt (Brenner
& Hearing, 2008). Wahrend die UVB-Strahlung die DNA direkt schadigen kann und fir
Sonnenbrande und Erytheme verantwortlich ist, bildet die UVA-Strahlung freie Radikale und
schadigt somit die DNA (Brenner & Hearing, 2008; Madan et al., 2010).

Das p53-Tumorsuppressorgen wird von der UV-Strahlung beschadigt und dadurch kann
dieses Gen die DNA-Schaden nicht mehr reparieren oder die Zelle in die Apoptose schicken.
Das fiihrt dazu, dass sich die Keratinozyten unkontrolliert teilen kénnen und somit I6st diese
Mutation den Prozess des Tumorwachstums aus (Benjamin & Ananthaswamy, 2007; Brenner
& Hearing, 2008).

Personen, die in ihrem Leben mehr als funf schwerwiegende Sonnenbrénde hatten, weisen
ein doppelt so hohes Risiko auf, ein Melanom zu entwickeln, im Vergleich zu Personen, die

keine schweren oder weniger Sonnenbrande hatten (Candido et al., 2014).

Ebenfalls im Zusammenhang mit der UV-Strahlung sind regelmaRige Solarienbesuche.
Besonders im Alter vor 35 Jahren hat dies eine grofe Auswirkung (Boniol et al., 2012). Des
Weiteren haben Menschen mit verminderter Pigmentierung ein hoheres Risiko, da sie
gegenutber UV-Strahlen empfindlicher sind. Helle Augen, helle Haut und rote Haare sind
phanotypische Merkmale, die auf ein erhdhtes Risiko hinweisen (Dessinioti et al., 2011).
Aulerdem ist das Vorhandensein von dysplastischen und melanozytaren Navi ein erhohter

Risikofaktor, denn 25% der Melanome entwickeln sich aus bereits vorhandenen Muttermalen
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(Berwick et al., 2009; Olsen et al., 2009). Abschlielend lasst sich noch sagen, dass sowohl
eine personliche oder familidre Vorgeschichte, sowie ein hoher sozio6konomischer Status im
Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko fir Melanom steht (Berwick et al., 2009; Jiang et
al., 2015; van der Leest et al., 2015).

3.5 Diagnostik

Eine frihe Diagnose des Melanoms ist sehr entscheidend fiir den weiteren Verlauf. Deshalb
sollte die Selbstkontrolle der Muttermale, deren rasche Veranderung, Gréke und Symptome,
wie zB. Blutungen beinhalten. Eine Hilfe daflr stellt die die ABCDE-Regel dar. Das A steht fur
Asymmetrie (englisch: asymmetry), das B fiir unregelmafige Rander (englisch: border), das
C flr eine nicht einheitliche Farbe (englisch: colour), das D fiir einen Durchmesser von mehr
als 6mm (englisch: diameter) und abschlieRend das E fiir die Entwicklung, Erhebung und
VergréRerung von Lasionen (englisch: evolving). Es ist wichtig zu erwahnen, dass nicht jedes
Melanom alle finf Merkmale aufweisen muss. In den meisten Fallen sind es nur zwei bis drei
Merkmale (Cummins et al., 2006).

Erfahrene Arzte kdnnen die meisten Melanome durch eine visuelle Untersuchung erkennen.
Da es allerdings auch amelanotische und diinne Tumore gibt, wird in vielen Fallen auf die
Unterstitzung eines bildgebenden Verfahrens zurlickgegriffen. Das Dermatoskop, auch
Epilumineszenzmikroskop genannt, wird am haufigsten eingesetzt. Dieses vergroRernde
Gerat untersucht die Hautoberflaiche und nutzt eine Lichtquelle um ohne Stérung der
Reflexionen die Oberflache nach Hautveranderungen abzusuchen (Vestergaard et al., 2008).
Um unnétige Eingriffe zu vermeiden, kann zusatzlich ein Digitalisierungsgerat verwendet
werden, welches die Bilder speichern kann. Somit kann der Arzt die Bilder im Laufe der
Krankengeschichte Uber einen langen Zeitraum vergleichen. Atypische Entwicklungen des
Erscheinungsbilds kénnen so leichter und praziser erkannt werden (Haenssle et al., 2006;
Tromme et al., 2012).

Nach der chirurgischen Entfernung eines moglichen Melanoms folgt eine histopathologische
Diagnose. Wenn diese ein invasives Melanom bestatigt, folgt eine sonographische und
palpatorische Untersuchung in der naheliegenden Lymphknotenregion. Liegt ein Primartumor
mit einer Tiefe von mindestens 4mm oder Hinweise auf Metastasen vor, wird eine
weiterfuhrende Bildgebung mittels MRT oder CT empfohlen, um eine Fernmetastasierung
auszuschlieen (Schadendorf et al., 2018).
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3.6 Mutationen

Die haufigsten Mutationen von Melanomen sind in den Genen zu finden, die zentrale zellulare
Prozesse wie Proliferation steuern (Leonardi et al., 2018). AuRerdem stellt die UV-Belastung

einen Risikofaktor dar, der zu Spontanmutationen fiihren kann.

3.6.1 BRAF-Mutation

Das Protein BRAF ist eine Protoonkogen, das fir eine Serin/Threonin-Proteinkinase kodiert.
Es ist am Ras-Raf-MEK-ERK-Kinase Signalweg (auch als MAPK-Signalweg bekannt) beteiligt
(siehe Abbildung 5). 40-60% aller Melanomfalle weisen eine Mutation im BRAF-Protein auf
(Leonardi et al., 2018). In der Missense-Mutation V600E wird am Codon 600 falschlicherweise
ein Valin statt einer Glutaminsaure eingebaut. BRAFV6%E jst konstitutiv aktiv und somit entsteht
eine unkontrollierte Zellproliferation. 90% aller aktivierten Mutationen kommen von dieser
Missense-Mutation (Lovly et al., 2012; Rubinstein et al., 2010; Solit & Sawyers, 2010). Die
zweithdufigste Mutation von BRAF betrifft den Aminosaureaustausch V600K (statt Valin ein
Lysin) (Pollock et al., 2003).

3.6.2 NRAS-Mutation

NRAS-aktivierte Mutationen sind in 15-30% der mutierten Melanome zu finden und sind somit
die zweithaufigste Mutation am MAPK-Signalweg. Durch eine Misssense-Mutation der Codons
12, 13 oder 61 kommt es zu einem verlangerten Zustand, indem NRAS in der aktiven GTP-
gebunden Form konstitutiv aktiv ist. Dadurch bleibt die SignallUbertragung tGber den MAPK-
und PI3K-Signalweg abnormal bestehen und ist unabhdngig von Ubergeordneten
Stimulationen (Curtin et al., 2005; Fedorenko et al., 2013; Giehl, 2005; Jakob et al., 2012).
Prinzipiell gilt, dass sich BRAF- und NRAS-Mutation gegenseitig ausschlief3en, allerdings

kdénnen selten Co-Mutationen auftreten (Leonardi et al., 2018).

3.6.3 Tumorsuppressor NF1

Das NF1-Protein katalysiert die Hydrolyse des Guanosintriphosphats im aktiven RAS und
inaktiviert dadurch den RAS-Signalweg (Nissan et al., 2014). 10-15 % der Melanompatienten
weisen in diesem Gen eine Mutation auf, wodurch die inhibitorische Wirkung des Ras-
Signalwegs durch NF1 verloren geht. Guanosintriphosphat, von RAS gebunden, wird weniger
effizient zu Guanosindiphosphat inaktiviert, wodurch NRAS langer und effizienter
nachgeschaltene Signalmolekile aktivieren kann. Somit kommt es zu einer abnormalen
Signallbertragung mit verstarkter Aktivierung des MAPK- und PI3K-Signalwegs (Maertens et
al., 2013; Whittaker et al., 2013).
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3.7 Signalwege

3.7.1 ERK/MAPK-Signalweg

Der ERK-Signalweg (extrazelluldre signalregulierte Kinase; englisch: extracellular signal-
regulated kinase) ist Teil der Familie der MAPK-Signalwege (mitogenaktivierte Proteinkinase;
englisch: mitogen-aktivated protein kinase) und leitet extrazellulare Signale intrazellular an ihr
Ziel weiter (siehe Abbildung 5). Diese Kaskade reguliert unter anderem die Zelldifferenzierung
und -proliferation. Eine Funktionsstorung bzw. Gbermafligen Aktivierung kann schwere Folgen

wie neurologische Stérungen, Entwicklungsstérungen und Krebs haben (Guo et al., 2020).

Ein extrazelluldres Signal, wie zB. der epidermale Wachstumsfaktor EGF, aktiviert Grb2
(Wachstumsfaktor-Rezeptor-bindendes Protein 2) und dieser reagiert mit SOS (Son of
Sevenless). Der Guaninnucleotidaustauschfaktor (GEF) SOS aktiviert Ras-GDP
(Guanindiphosphat) zu Ras-GTP (Guanintriphosphat). Raf, das eine Serin/Threonin —
Proteinkinaseaktivitat hat, bindet an das aktivierte Ras und Raf aktiviert wiederum MEK utber
seine C-terminale katalytische Domane. Die dualspezifische Kinase MEK hat sowohl eine
Tyrosin-, als auch eine Threonin- Regulationsstelle. Diese doppelte Spezifitdt verbessert den
Erkennungs- und Aktivierungsmechanismus flr ERK erheblich. ERK ist im inaktiven Zustand
im Zytoplasma zu finden. Wenn ERK durch MEK phosphoryliert wird, wird die aktive ERK in
den Zellkern transloziert. In weiterer Folge werden verschiedene Transkriptionsfaktoren
(z.Bsp.: Protoonkogene c-Fos, c-Jun- cMyc) durch ERK phosphoryliert und somit aktiviert
(Guo et al.,, 2020). Die Folge ist eine Stimulation von Proliferation, Wachstum und

Differenzierung der entsprechenden Zellen und Gewebe.

Durch eine Mutation in einem Teil dieses Signalweges wird nicht nur die Entstehung eines
Melanoms begulnstigt, sondern auch dessen unkontrollierbare Progression. Daher stellt dieser
Signalweg ein zentrales Ziel fur eine zielgerichtete Therapie von fortgeschrittenen Melanomen

dar.
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Abbildung 5 - Schematische Darstellung des ERK/MAPK - Signalweg (Guo et al., 2020).

3.8 Therapie

Die Leitlinie sieht in frihen Phasen eines malignen Melanoms eine vollstandige chirurgische
Entfernung vor, bei der je nach Dicke des Tumors ein Rand von 1-3cm des gesunden
Gewebes mitentfernt wird. Ab eines Metastasierungsrisikos von 5% oder einer Tumordicke
von 0,8-1mm wird eine Biopsie des Sentinel-Lymphknoten empfohlen. Bei einem positiven
Ergebnis wird dieser Lymphknoten entfernt. Bei bereits vorhandenen Metastasen wird je nach
Méglichkeit eine chirurgische Entfernung in Betracht gezogen, sowie eine Chemotherapie,
eine Therapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren, eine zielgerichtete Therapie oder eine
Strahlentherapie (Lazar et al., 2024). Letzteres wird nach einer Operation verwendet um das
Wiederauftreten zu reduzieren oder wenn eine lokale Operation nicht mdéglich ist. Eine
Strahlentherapie alleine wirkt nur begrenzt und wird oft palliativ und zur Linderung der
Symptome eingesetzt (Natarelli et al., 2024). Des Weiteren wurden monoklonale Antikorper
gegen PD-1, ein Protein, das auf der Oberflache von Tumorzellen zu finden ist und die T-

Zellen hemmt, wie Nivolumab und Pembrolizumab, entwickelt (Lazar et al., 2024).

Aulerdem wurden Vakzine aus tumorbezogenen Antigenen und Impfstoffadjuvanten
hergestellt (Xu et al., 2024). Ein Forschungsteam aus den USA hat einen Dendritischen Zell-
basierten Impfstoff eines rekombinanten Adenovirus, das drei Melanom-Antigene
coexprimiert, entwickelt. In einer Studie mit 35 Teilnehmern wurde ein Zusammenhang mit

einer positiven Uberlebensrate festgestellt (Maurer et al., 2020).

15



In vielen Fallen liegt eine Mutation im MAPK-Signalweg vor, bei der eine zielgerichtete
Therapie mit Hemmung der Mutationen angewendet wird. Diese Therapie ist eine

Kombinationstherapie aus einem BRAF- und einem MEK-Inhibitor (Lazar et al., 2024):

e Dabrafenib (BRAF-Inhibitor) + Trametinib (MEK-Inhibitor)
e Vemurafenib ( BRAF-Inhibitor) + Cobimetinib (MEK-Inhibitor)
e Encorafenib ( BRAF-Inhibitor) + Binimetinib ( MEK-Inhibitor)

Der aktuelle Behandlungsstatus sieht eine Kombinationstherapie aus Dabrafenib und
Trametinib vor, die zusammen synergetisch wirken (Gouda & Subbiah, 2023). Die
Ansprechrate konnte in der Kombinationstherapie auf 70% erhéht werden. Ebenfalls steigt das
mediane progressionsfreie Uberleben von 7-9 Monaten auf 11-14,5. AuRerdem wird die
Hauttoxizitdt in der Kombinationstherapie von Dabrafenib und Trametinib reduziert
(Schadendorf et al., 2018).

3.8.1 Dabrafenib

Dabrafenib ist ein BRAF — Inhibitor und wurde 2013 von der Food and Drug Administration
(FDA) als Monotherapie fir Melanome mit einer BRAFY6%E — Mutation zugelassen, welche
inoperabel und/oder metastasierend sind. Dieser Wirkstoff inhibiert kompetitiv die ATP-
Bindung an der BRAF-Kinase und somit die nachfolgende Signalkaskade (siehe 3.7) (Gouda
& Subbiah, 2023). Nebenwirkungen wie leichte Hautreaktionen und Fieber sind eventuelle
Begleiterscheinungen einer Therapie mit Dabrafenib, fihren jedoch selten zu einem Abbruch
(Menzies et al., 2012).

3.8.2 Trametinib

Trametinib ist als Monotherapie fir inoperable und/oder metastasierende Melanome mit einer
BRAFV69E _ oder BRAFV60%K — Mutation zugelassen, wenn der Patient zuvor nicht mir BRAF-
Inhibitoren behandelt wurde. Dieser MEK-Inhibitor hemmt MEK1 und MEK2 reversibel (Gouda
& Subbiah, 2023).

3.8.3 SOS1 - Inhibitor (BAY293)
BAY293 ist ein SOS1-RAS Interaktionsinhibitor und verhindert die selektive Bindung von RAS

an die hydrophobe Tasche von SOS1. Durch die Konformationsverschiebung der
Bindungstasche kann es zu keiner KRAS-SOS1 Interaktion kommen und die Aktivierung der

nachfolgenden Signalwege, inklusive der Tumor Proliferation, sind inhibiert. (Hillig et al., 2019)
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3.9 Prolin

In preliminaren Experimenten dieser Arbeitsgruppe wurde ersichtlich, dass Prolin einen
Einfluss auf Melanomzellen hat (Mayr, 2020; Obereigner, 2025; Wasinger Christine et al.,
2018).

Die nicht-essenzielle, zyklische Aminosaure Prolin (siehe Abbildung 6) spielt eine wichtige
Rolle bei der Funktion und Struktur von Proteinen. Prolin wird aus der Nahrung gewonnen, de-
novo synthetisiert oder durch Katabolismus aus Proteinstrukturen bereitgestellt, wobei ATP
und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gewonnen werden. Die Hauptquelle fiir diese

Aminosaure ist Kollagen (Vettore et al., 2021).

OH
N

A0

Abbildung 6 - Struktur von Prolin

3.9.1 Prolinbiosynthese

Prolin wird durch mehrere Biosynthesewege synthetisiert. Folgend wird der haufigste

Syntheseweg vereinfacht erklart:

Der Startpunkt der Prolinbiosynthese ist Glutamat. Glutamat wird durch die y-Glutamylkinase
phosphoryliert und somit zu y-Glutamylphosphat. Danach wird y-Glutamylphosphat durch die
v-Glutamylphosphatreduktase zu y-Glutamylsemialdehyd reduziert. Anschliel3end erfolgt eine
spontane Zyklisierung zu A1-Pyrrolin-5-carboxylat (P5C) und abschlielRend wird diese
Zwischenstufe durch A1-Pyrrolin-5-carboxylatreduktase zu Prolin reduziert (Fichman et al.,
2015).

3.9.2 Funktionen und Aufgaben von Prolin

Neue Erkenntnisse zeigen, dass der Prolinabbau und die Prolinbiosynthese eine wichtige

Rolle bei verschiedenen Erkrankungen, durch die Konsequenzen des Prolinstoffwechsels auf
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das gesamte Prolinstoffwechselnetzwerk und die Synthese neuer Proteine als Teil pathogener
Prozesse, spielen. Besonders deutlich ist das bei der Metastasierung und Proliferation von

Krebszellen zu sehen (Vettore et al., 2021).

Bei Melanomzellen wurde festgestellt, dass diese Zellen mehr Prolin de-novo synthetisieren
als gesunde Melanozyten. Des Weiteren ist zu erkennen, dass vertikal-wachsende WM793b-
Zellen Prolin starker aufnehmen als die radial-wachsenden WM35-Zellen (Wasinger Christine
etal., 2018). AuRerdem lasst sich sagen, dass Krebs Nahrstoffmangel je nach Mikroumgebung
durch den Abbau von Prolin durch die Prolin Dehydrogenase/Prolin Oxidase (PRODH/POX)
Uberstehen kann (Feig et al., 2012). Des Weiteren scheint PRODH/POX in nicht-kleinzelligen
Lungenkrebszelllinien (NSCLC) die Progression von Krebs zu steigern. Durch eine
Uberexpression steigt die Zellproliferationsrate und es erhéht sich in-vitro die Invasion und
Migration von NSCLC (Y. Liu et al., 2020). Ebenfalls wurde in einem in-vivo Versuch mit
Brustkrazinomzellen herausgefunden, dass die PRODH/POX-Aktivitat erhoht war (Elia et al.,
2017).

In Arbeiten, die den Zusammenhang zwischen Prolin und Tumoren betrachten, wurde
festgestellt, dass Prolin aus Kollagen synthetisiert und in die Tumorzellen aufgenommen wird.
Besonders bei einer Tumorkachexie dient Prolin als Energiequelle und treibt den

Tumorstoffwechsel an (Wasinger Christine et al., 2018).

Eine weitere Funktion von Prolin ist es die Redox-Homdostase aufrecht zu erhalten. Prolin
wird in den Mitochondrien durch PRRODH/POX oxidiert und dabei werden freie Elektronen
auf die mitochondriale Atmungskette Ubertragen. Dadurch entsteht Adenosintriphosphat (ATP)
und reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Eine Uberproduktion von ROS kann zu Schadigung
der Zellen fuhren. Bei dem Anabolismus von Prolin wird P5C reduziert und dabei wird das
Reduktionsmittel NADPH verbraucht, welches die Redoxlage stabilisiert. Prolin kann somit

helfen auf veranderten oxidativen Stress zu reagieren (Burke et al., 2020; Vettore et al., 2021).

Abschlieend ist zu sagen, dass es im Zusammenhang mit Prolin weitere Erkrankungen gibt.
Ein POX-Mangel flhrt zu einer Hyperprolinamie Typ | und wird mit einer erhéhten Anfalligkeit
fur Schizophrenie in Zusammenhang gebracht. Im Gegensatz dazu gibt es die
Hypoprolinadmie, die mit einer Hyperammonamie in Verbindung gebracht wird (Mitsubuchi et
al., 2008). AuRerdem bestatigte eine Studie, dass Prolin und P5C potenzielle Biomarker fur

Depressionen sind (Bian et al., 2023).
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4.Ziel der Arbeit

Aufgrund vorheriger Arbeiten in der Arbeitsgruppe Hohenegger wurde festgestellt, dass Prolin
einen stimulatorischen Effekt auf das Wachstum von Melanomzellen unterschiedlicher
Wachstumsphasen hat und dieser Faktor durch die gleichzeitige Gabe von Simvastatin
verstarkt werden kann (Wasinger et al., 2018). Basierend auf diesen Erkenntnissen werden im

Rahmen dieser Masterarbeit folgende Fragen gestellt und versucht zu beantworten:

1. Gibt es einen konzentrationsabhangigen Effekt bezogen auf den Colony Formation
Assay unter Prolinbehandlung?

2. Reduziert der SOS-RAS Inhibitor BAY293 die Koloniebildung im Colony Formation
Assay?

3. Unterscheiden sich die Effekte von Prolin und BAY293 in Zellen der verschiedenen
Wachstumsphasen des Melanoms?
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5.Material und Methoden

5.1 Verwendete Zelllinien

Fir die Experimente in der vorliegenden Masterarbeit wurden sowohl metastatische als auch
nicht metastatische humane Melanomzellen untersucht. Folgende fiunf Zelllinien wurden

verwendet:

Die WM35 Zelllinie weist eine BRAFVa%%0CG Mytation auf und ist nicht metastasierend. Die
Zellen wurden einer 24-jahrigen Frau entnommen und durch das Coriell Institut (WCO00060)

verteilt.

Die BRAF V600Gl Mytation lasst sich auch in den WM278 Zellen finden. Sie sind ebenfalls nicht
metastasierend, stammen von einer 62jahrigen Frau und wurden durch das Coriell Institut
(WCO00054) vertrieben.

Die WM793b Zellen mit einer BRAFVa®%0CGU Muytation gehéren auch zu den nicht
metastasierenden Melanomzellen. Sie wurden einem Menschen unbekanntem Geschlechts
und Alters entnommen und vom Coriell Institut (WC00062) verteilt. Diese Zelllinie weist bereits

ein vertikales Wachstum auf.

Fur die Experimente wurden auch metastasierende Melanomzellen verwendet. Zum einen die
A375 Zelllinie, die eine BRAFa5006lu Mytation aufweist und von einer 54-jahrigen Frau stammt.
Das Institut fur Krebsforschung der Medizinischen Universitat Wien (Prof. Dr. Walter Berger)

stellte die Zellen der Arbeitsgruppe zur Verfugung.

Die metastatischen 518a2 Zellen mit einer BRAFVa600Gu Mytation stammen von einem
Menschen dessen Alters und Geschlechts uns unbekannt sind und von der Klinik flr

Strahlentherapien am AKH Wien (Prof. Dr. Edgar Selzer) zur Verfigung gestellt wurde.

5.2 Nahrmedien

Fir die nicht metastasierenden Zelllinien (WM35, WM278; WM793b) wurde das
,LDMEM/Ham’s F-12 Medium mit L-Glutamine* der Firma ,Capricorn Scientific“ verwendet. Um
das Medium den speziellen Bedirfnissen der Melanomzellen anzupassen, wurden 0,79
Glucose, 20mM HEPES hinzugefigt und FBS (Fetal Bovine Serum) auf eine finale
Konzentration von 2% und ein Penicillin-Streptomycingemisch auf eine finale Konzentration

von 1% erganzt.

Die metastasierenden Zellen (A375, 518a2) wurden mit dem ,DMEM High Glucose with L-

Glutamin, without Sodium Pyruvate® Medium der Firma ,biowest* versorgt. Es wurden
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zusatzlich noch 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 20mM HEPES und 1% Penicillin-

Streptomycin hinzugegeben.

5.3 Substanzen

Substanz CAS Nummer Chargennummer | Hersteller Molekilmasse
BAY 203 2244904-70-7 AOB17686-5 Aobious 448,58 g/mol
Prolin 147-85-3 150717 Sereva 115,13 g/mol
Dansylprolin - - Synthese und -
Reinigung
Konstantin Mayr
Agar 24302139 419161/1 Fluka -

Tabelle 1 - Informationen zu den verwendeten Substanzen.

5.4 Gerate
Fluoreszenz Mikroskop: IX83 (Olympus)
Mikroskop: Nikon Eclipse TS100
Zellzahler: LUNA Il Automated Cell Counter (logos biosystem)
Analysewaage: sartorius 1702
Zentrifuge: eppendorf Centrifuge 5810 R
Lamina Air Flow: steril-Polaris

Inkubator: BINDER CB220 CO,, Inkubator

5.5 Zellkultur

5.5.1 Zellen auftauen

Die gewulnschten Zelllinien wurde auf -80°C im Gefrierschrank gelagert, aufgetaut und in
Kultur genommen. Je nach Dichte in einen 25cm? oder einen 75¢cm? Flask und entsprechend
5ml bzw. 10ml Medium (auf 37°C erwarmt ) ausgesat. Nach 4 Stunden im Inkubator bei 37°C,
20% Oz, 5% CO: und einer Luftfeuchtigkeit von 100%, wurde das Medium vorsichtig
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abgesaugt und neues Medium hinzugefiigt, sodass die DMSO-Konzentration stark verdinnt

wurde.

5.5.2 Zellen splitten

Die Zellen wurden taglich unter dem Mikroskop kontrolliert, die Zelldichte protokolliert und
gegebenenfalls ein Mediumwechsel durchgefihrt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von circa
80% erreichten, wurden die Zellen im Lamina Air Flow gesplittet. Daflr wurde das gesamte
Medium entfernt, die Zellen mit Trypsin (25cm? Flask: 1ml; 75cm? Flask: 3ml) versetzt und 2-
4 Minuten in den Inkubator gegeben. Danach wurde das Trypsin, welches nun die Zellen
beinhaltete, in einen Falcon Uberfiihrt und der Flask mit PBS gewaschen (25cm? Flask: 5ml;
75cm Flask: 10ml). Der Falcon wurde zusammen mit einem Gegengewicht in die Zentrifuge
gegeben und bei Raumtemperatur mit einer Geschwindigkeit von 1100 Umdrehungen pro
Minute flr 4 min zentrifugiert. Anschliefend wurde der Uberstand dekantiert und das Zellpellet
in Medium resuspendiert. Flr die Weiterzucht wurde die Zellsuspension in einem 75cm? Flask
mit 10ml Medium zwischen 0,1ml und 1ml hinzugegeben, je nach Wachstumsgeschwindigkeit
der Zelltypen. Abschlielend wurden die Flasks wieder in den Inkubator gegeben und die Zellen

weiter geziichtet.

5.5.3 Zellen zahlen

Fir Experiment wie den Colony Formation Assay oder die Mikroskopie wurde eine genau
Anzahl an Zellen bendtigt, die mit dem Gerat ,LUNA Il Automated Cell Counter ermittelt
wurde. Nach dem Splitten und Resuspendieren wurden 50ul dieser Zellsuspension mit 50pl
PBS versetzt. Von dieser Mischung wurden wiederum 50ul mit 50ul Trypanblau vermengt und
davon 10pl auf einen Objekttrager pipettiert und gezahlt. Fir die Melanomzellen wurde das
Protokoll WM793 Melanoma verwendet (Verdinnungsfaktor 2; minimale ZellgréRe 8um;

maximale ZellgréRe 40um; Rundheit 20%; Sensitivitat fur lebende Zellen 1).

5.5.4 Zellen einfrieren

Zellen, die nicht mehr benétigt wurden, wurden bei -80°C eingefroren, um sie fiir zuklnftige
Zwecke wieder aufzutauen. Zuerst wurde das komplette Medium abgesaugt und der Flask mit
10ml PBS gewaschen. Danach wurde, wie beim Zellensplitten, 2ml Trypsin verwendet, um die
Zellen abzuldsen und anschliefiend wurde der Flask nochmal mit 10ml PBS gewaschen. Der
Falcon mit Trypsin und PBS, die die Zellen beinhalteten, wurde flinf bis zehn Minuten bei 1500
— 2000 Runden pro Minuten und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
vorsichtig dekantiert, das Zellpellet in 1-2ml Medium aufgenommen und resuspendiert. Der
Falcon wurde 10-15 Minuten auf Eis heruntergekihlt. Wahrenddessen wurde pro Réhrchen
1ml Freezing Medium (FM; 0,9ml FBS + 0,1ml DMSO) vorgelegt und im Anschluss wurde die

jeweilig passende Menge Zellsuspension hinzupipettiert. Abschlieliend wurden die befillten
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Réhrchen sofort in der -80°C Gefriertruhe verstaut und wenn mdéglich zwei Stunden lang nicht

bewegt.

5.6 Koloniebildungsexperiment (Colony Formation Assay)

Der Colony Formation Assay wurde in diesem Experiment in sechs 6er-well-Platten
durchgefiihrt, daher beziehen sich folgende Mengenangaben auf die Mengen, die bendtigt

werden, um sechs 6er-well-Platten zu beflllen.

5.6.1 Vorbereitungen

Fir den Colony Formation Assay wurden 0,6% und 1% Agarldsungen bendtigt. Dafur wurden
0,6g bzw. 1g Agar in 100ml MQ-Wasser gegeben und in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis
sich der Agar komplett geldst hat. AnschlieRend wurden die Glaser mit der Losung autoklaviert

und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

5.6.2 Untere Agarschicht

Zuerst wurde das Gefald mit der 1%igen Agarlosung leicht gedffnet und in der Mikrowelle fir
zwei bis drei Minuten bei 800W erhitzt. Gleichzeitig wurde das bendtigte Medium in einem
Wasserbad auf 37°C erwarmt. Unter dem Lamina Air Flow wurden zwei 50ml Flacons mit je
15ml Medium und 15ml 1%igen Agarlésung befullt und vermengt (1:1) und anschlielend pro
Well 1,5ml dieser Mischung appliziert. Wichtig dabei war es, Luftblasen in der Agarschicht zu
vermeiden. Danach wurden die beflllten 6er-Well-Platten 30 Minuten im LAF stehen gelassen,

damit der Agar ausharten konnte.

5.6.3 Zellen sammeln

Die erwunscht Zelllinie wurde aus dem Inkubator genommen, wie in 5.5.2 gesplittet und
anschlieRend wie in 5.5.3 gezahlt. Um optimale Ergebnisse zu erlangen, wurden zwischen
5000 und 10 000 Zellen pro Well ausgesat.

5.6.4 Obere Agarschicht

Fir die obere Schicht wurde die 0,6%ige Agarlésung leicht gedffnet und in der Mikrowelle fir
ein bis zwei Minuten bei 800W erhitzt. Daraufhin wurden wieder zwei 50ml Falcons befllt.
Dieses Mal wurden wieder insgesamt 30ml 0,6% Agarlésung verwendet, jedoch wurde von
den 30ml Medium die bendétigte Zellsuspension abgezogen. Ebenfalls wurden wieder 1,5ml
dieser Mischung pro Well hinzugegeben. Nach weiteren 30 Minuten Wartezeit, um den Agar

ausharten zu lassen, wurden in jedes Well 100ul Medium auf den festen Agar pipettiert.
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5.6.5 Behandlungen

Die Behandlung mit Prolin und BAY293 erfolgte immer einen Tag spater. Dafur wurden

folgende finalen Konzentrationen verwendet:

6er-well-Platte #1:

Kontrolle 0,1mM Prolin 0,3mM Prolin

Kontrolle 0,1'mM Prolin 0,3mM Prolin
6er-well-Platte #2:

1mM Prolin 3mM Prolin 10mM Prolin

1mM Prolin 3mM Prolin 10mM Prolin
6er-well-Platte #3:

Kontrolle 0,17uM BAY293 1uM BAY293

Kontrolle 0,17uM BAY293 1uM BAY293

6er-well-Platte #4:

1mM Prolin

1mM Prolin + 0,1uM BAY293

1mM Prolin + 1uM BAY293

1mM Prolin

1mM Prolin + 0,17uM BAY293

1mM Prolin + 1TuM BAY293

6er-well-Platte #5:

Kontrolle

0,17uM BAY293

1uM BAY293

Kontrolle

0,17uM BAY293

1uM BAY293

6er-well-Platte #6:

1mM Prolin

1mM Prolin + 0,17uM BAY293

1mM Prolin + 1TuM BAY293

1mM Prolin

1mM Prolin + 0,17uM BAY293

1mM Prolin + 1TuM BAY293

Es wurde alle 3-5 Tage 200ul neues Medium auf den festen Agar pipettiert, um eventuelles

Verdunsten auszugleichen.

24



5.6.6 Auswertung

Die erste Reihe der Platten wurde nach zwei Wochen ausgewertet und die zweite Reihe nach
vier Wochen.

5.6.6.1 Tote Zellen farben

Zuerst wurde das alte Medium weggenommen und anschlieRend wurden 500ul 4% para-
Formaldehyd und 500ml 0,01% ,crystal violet pro Well hinzugegeben. Danach wurden die
Platten eine Stunde inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die Lésung abgesaugt und der Agar

wurde einmal mit PBS gewaschen.

5.6.6.2 Dokumentation der Koloniebildung

Pro Well wurden unter dem Mikroskop vier Bilder in der 4x Vergréfterung aufgenommen.

5.6.6.3Auswertung

Diese Bilddateien (.tif) wurden in ImageJ gedffnet und von 8-bit auf 16-bit umgestellt. Danach
wurde mit der Hilfe des Befehls ,Threshold“ die Zellen markiert und anschlielRend mit ,Make
Binary“ und ,Convert to Mask® so geandert, dass der Hintergrund schwarz und die Kolonien
weild waren. Mit dem Befehl ,Analyze Particles” wurden die weil’en Bereiche gezahlt und die
Flache wurde gemessen. Dabei ist zu beachten, dass die minimale KoloniegroRe auf 50um?
eingestellt wurde, um zu vermeiden, dass Einzelzellen als Kolonien gewertet werden. Diese
Daten wurden in Excel kopiert und davon wurden jeweils fur die Zelllinien die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Anzahl der Kolonien nach zwei und vier Wochen berechnet. Um
die GroRe der Kolonien genauer zu untersuchen, wurden die einzelnen Werte der Grof3e nach
geordnet und nummeriert. Mit diesen Werten wurde mithilfe des Programmes SigmaPlot

Diagramme erstellt.

5.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Zellen fir diese Experimente wurden ebenfalls in Flasks gezlchtet. Sobald die
Melanomzellen eine Konfluenz von 80% erreicht hatten, wurden sie wie in 5.5.2 abgelést und
wie in 5.5.3 gezahlt. Anschliellend wurde sie in ,u-Slide 4 Well ibiTeat* (Nr.: 80426) von der
Firma ,ibidi“, welche mit 500ul Medium pro Well gefillt waren, Uberflhrt und in den Inkubator

gegeben. Am nachsten Tag wurden die verschiedenen Experimente gemacht.

5.7.1 Lyso- und Mitotracker

Zuerst wurde das Medium auf 250pl reduziert. Danach wurden sowohl 2ul 10uM LysoTracker
(im Kanal TRITC sichtbar; Excitation: 530-560nm / Emission: 570-620nm), als auch 2ul 10uM
MitoTracker (im Kanal FITC sichtbar; Excitation: 460-490nm / Emission: 510-550nm) in das

Medium gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurden unter
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dem Mikroskop Aufnahmen mit einer Vergrofierung von 60x und 100x gemacht
(Belichtungszeit von FITC vier Sekunden; von TRITC finf Sekunden und Phasenkontrast
zwischen 100 und 200ms). AbschlieRend wurden Bilder ohne Uberlagerungen mit der

Dekonvulation Option in der Software bearbeitet.

5.7.2 Dansylprolin

Zuerst wurde in das Medium 1,7ul Hoechst (im Kanal DAPI sichtbar; Excitation: 350-400nm /
Emission: 420-480nm) pipettiert und zehn Minuten in den Inkubator gegeben. Danach wurde
das Medium gewechselt und von 500 auf 250ul reduzieret. Die Platte mit den Zellen wurde im
Mikroskop eingespannt und es wurden die ersten Bilder gemacht (Zeitpunkt 0 Minuten).
AnschlieRend wurden in alle vier Wells jeweils 6,25ul 40uM Dansylprolin (im Kanal FITC
sichtbar) in das Medium gegeben. Nach 15, 30 und 45 Minuten wurde von der exakt selben

Stelle erneut eine Belichtung gemacht.

Mit dem Programm ImageJ wurden die Intensitdten der verschiedenen Zellen in einem
Bildausschnitt tber die verschiedenen Zeitpunkte hin gemessen und in jedem Bild der
Hintergrund abgezogen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen dieser Intensitaten pro
Zelle wurden dann gegen die Inkubationszeit mit dem Programm SigmaPlot in Diagrammen

dargestellt.

5.8 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurde fir die statistische Auswertung das Programm SigmaPlot 11.0
verwendet. Es wurden Diagramme erstellt und die verschiedenen Behandlungsgruppen auf
Signifikanz getestet. Fir multiples Vergleichen wurde der One Way ANOVA Test und
anschlielfend der Holm-Sidak Test angewendet. Ein Ergebnis wurde als signifikant gewertet,
wenn p<0,05 war. Um die Signifikanz in den Abbildungen darstellen zu kénnen, wurden
Sonderzeichen (* / #/ § / $) verwendet. Die Signifikanz wurde wiederum in drei Abschnitte

eingeteilt:

p<0,05 mit einem Symbol (*/#/§ /%)

p<0,01 mit zwei Symbolen (** / ## / §§ / $$)
p<0,001 mit drei Symbolen (*** / ### / §§§ / $$%)

Die Erklarung, wann welche Zeichen verwendet wurden, ist jeweils der Abbildungslegende zu

entnehmen.
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6. Ergebnisse

6.1 Colony Formation Assay

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse des Colony Formation Assay gezeigt, der ein Maf}
fir dreidimensionales Wachstum darstellt. Es sollte also zu erwarten sein, dass unterschiedlich
aggressive Melanomzelllinien unterschiedlich grof3e und viele Kolonien ausbilden. Es wurden
verschiedenen Konzentrationen Prolin und BAY293 untersucht und die Anzahl und GroR3e der
Kolonien ausgewertet. Weiters wurden Zellen der radialen Wachstumsphase (WM35,
WM278), mit Zellen der metastasierenden Phase (A375, 518a2) und der vertikalen
Wachstumsphase (WM793b) verglichen.

6.1.1 Behandlung mit Prolin

In einer Vorarbeit hat Konstantin Mayr im Labor von Dr. Hohenegger gezeigt, dass die
Aminosaure Prolin einen proliferativen Effekt auf bestimmte Melanomzellen hat (Mayr, 2020).
Um diese Effekte weiter zu untersuchen, wurde Prolin in verschiedenen Konzentrationen zu

den Zellen hinzugegeben.

In Abbildung 7 ist eine Mikroskopieaufnahme vom Colony Formation Assay der Kontrollgruppe
der 518a2 Zelllinie nach zwei Wochen zu sehen. Diese Bilder wurden anschlie3end mit ImageJ

ausgewertet.
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Abbildung 7 - Phasenkontrastaufnahme der Kolonien der 518a2 Zellen in vierfacher VergréBerung.

Der blaue Pfeil zeigt auf eine Kolonie und der griine Pfeil auf eine Einzelzelle nach zwei Wochen Wachstum. Je
gréer ein Punkt ist, desto mehr Zellen bilden diese Kolonie. Die Zellen wurden nicht behandelt (Kontrollgruppe)
und zwei Wochen lang inkubiert.

Nachfolgend sind die Ergebnisse nach den einzelnen Zelllinien geordnet.

6.1.1.1 WMS35 Zelllinie

In Abbildung 8 sieht man, dass Prolin auf die WM35 Zellen keinen konzentrationsabhangigen
Effekt bezuglich der Anzahl der Kolonien hat. Sowohl die Kontrolle als auch die
Prolinbehandlungen (0,1mM; 0,3mM; 1mM; 3mM und 10mM) unterscheiden sich weder nach
zwei noch nach vier Wochen signifikant. Im Gegenteil, die Anzahl der Kolonien war in allen

Proben nach vier Wochen geringer als nach zwei Wochen.
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Anzahl der Kolonien der VWM35 Melanomazellen
unter Prolinbehandlung
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Abbildung 8 — Konzentrationsabhédngiger Effekt von Prolin auf die Koloniebildung von WM35 Zellen.

Die WM35 Melanomzellen wurden in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 10.000 Zellen pro Well ausplattiert und in
Abwesenheit und Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von Prolin inkubiert. Nach zwei bzw. vier Wochen
wurden die Kolonien mit ,Crystal violett” geférbt und anschlieBend mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die
Kolonien unter dem Mikroskop bei vierfacher VergréBerung fotografiert und die Bilder in ImagedJ auf die Anzahl der
vorhandenen Kolonien ausgewertet. Das Diagramm wurde mit SigmaPlot erstellt. Die Symbole und Fehlerbalken
reprasentieren den Mittelwert und die Standardabweichung von insgesamt 12-36 Aufnahmen. Eine signifikante

Verénderung der Prolinbehandlung gegeniiber der Kontrolle konnte nicht erhoben werden.

Nachdem sich die Anzahl der Kolonien der WM35 Zellen unter verschiedenen
Prolinkonzentrationen nicht geandert hat, wurde die Flache der Kolonien genauer analysiert
(siehe Abbildung 9) und halblogarithmisch dargestellt. Die so erhaltene sigmoidale Kurve
wurde dann ab einer Kolonieflache von 50um? in drei Kategorien eingeteilt. Kolonieflachen
zwischen 50um2-200 ym?, 200um?- 400um? und gréRer als 400um? wurden willkurlich
festgelegt und die Anzahl der Kolonien in diesen Kategorien zusatzlich ausgewertet. In

Abbildung 9B und 9D sieht man die Schwellwerte als Linie eingezeichnet.
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Abbildung 9 — Verteilung der Kolonieflichen von WM35 Zellen in Abhédngigkeit von der Prolinkonzentration.

Die Zellen wurden gleich behandelt, wie in Abbildung 8 beschrieben. Die Auswertung der Koloniebilder mit ImageJ
liefert auch die Fldche der Kolonien, die in weiterer Folge der Gréf3e nach (A-D) sortiert und gezahlt wurden. Von
der Kontrollgruppe und 1mM Prolin-Gruppe wurden mehrere Wells und somit auch mehr Bilder ausgewertet.
Dementsprechend gibt es fiir diese Behandlungen insgesamt mehr Kolonien. In A wurde die Gréf3e der Kolonien
nach 2 Wochen linear dargestellt, in B halblogarithmisch. Die Schwellenwerte der im Text beschriebenen
Kategorien sind in B und D dargestellt. In C und D die Werte der vier Wochen Inkubation dargestellt.

Da die Diagramme aus Abbildung 9 nicht verglichen werden kdnnen, weil die Anzahl der
Kolonien in jeder Gruppe unterschiedlich ist, wurden die absoluten Ergebnisse in relative
umgerechnet und in Prozent der jeweiligen Behandlungsgruppe dargestellt (siehe Tabelle 2).
In Tabelle 2 sieht man, dass nach zwei Wochen der Anteil ab 400pum? gro3en Kolonien in den
Gruppen mit 1TmM, 3mM und 10mM Prolin doppelt so grofl3 im Vergleich zur Kontrollgruppe
bzw. der 0,1'mM und 0,3mM Prolin Gruppe ist. Nach vier Wochen kann dieser Effekt nicht mehr
erkannt werden. Auch sind die restlichen Werte sehr ahnlich und deshalb I&sst sich keine

weiter Aussage zur GroRenverteilung der Kolonien in WM35 Zellen treffen.
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WM35 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 <x <400 | 2400 <200 200 < x <400 =400
Kontrolle 64,66 31,39 3,95 66,67 27,52 5,81
0, 1mM 68,36 27,68 3,95 65,46 27,84 6,70
Prolin
0,3mM 68,48 27,17 4,35 62,98 29,81 7,21
Prolin
1mM 54,99 36,41 8,60 65,17 30,17 4,66
Prolin
3mM 54,14 37,57 8,29 62,89 30,93 6,19
Prolin
10mM 64,33 28,07 7,60 64,32 29,19 6,49
Prolin

Tabelle 2 — Prozentuelle Verteilung der Fldchen der Kolonien von WM35 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung.

Die Fldche der Kolonien wurde auf die Anzahl der Kolonien in den Kategorien mit den Schwellenwerte- 50um?-

200um? 200um?*-400um? und gréBer gleich 400um? normalisiert und als Prozent dargestellt.

6.1.1.2WM278 Zelllinie

In WM278 Melanomzellen ist ebenfalls kein konzentrationsabhangiger Effekt von Prolin
bezuglich der Anzahl der Kolonien zu erkennen (siehe Abbildung 10). Die Werte nach zwei

und vier Wochen Behandlung sind fast deckungsgleich.

Anzahl der Kolonien der WM278 Melanomazellen
unter Prolinbehandlung
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Abbildung 10 — Konzentrationsabhédngiger Effekt von Prolin auf die Koloniebildung von WM278 Zellen
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 8).
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In weiterer Folge wurde die Flache der Kolonien von WM278 Zellen analog zu der Zelllinie

WM35 untersucht (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11 - Verteilung der Koloniefldéchen von WM278 Zellen in Abhéngigkeit von der Prolinkonzentration.

(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

Beim Betrachten der prozentualen GréRenaufteilung (siehe Tabelle 3) ist zu erkennen, dass

in allen Konzentrationsgruppen circa zwei Drittel der Kolonien kleiner als 200um? sind.
Wie schon bei den WM35 Zellen zeigt sich, dass die Behandlung mit 3mM und 10mM Prolin

nach zwei Wochen den Anteil der Kolonien mit der groRten Flache ab 400um? gegenlber der

Kontrolle verdoppelt hat, was darauf schlieRen kénnte, dass die steigende Prolinkonzentration

die GroRe der Kolonien beeinflusst. Nach vier Wochen ist dieser Effekt nicht mehr zu sehen

und im Vergleich zu 0,1uM Prolin und der Kontrollgruppe sogar gesunken.
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WM278 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 = x <400 | 2400 <200 200 = x <400 | 2400
Kontrolle 67,22 30,59 2,19 65,84 28,76 5,40
0, 1mM 70,70 26,34 2,96 59,84 32,93 7,23
Prolin
0,3mM 67,66 29,04 3,29 72,82 23,08 4,10
Prolin
1mM 69,08 28,57 2,35 71,87 24,77 3,36
Prolin
3mM 67,63 28,22 415 70,97 24,88 415
Prolin
10mM 74,03 21,21 4,76 68,75 27,92 3,33
Prolin

Tabelle 3 - Prozentuelle Verteilung der Fldchen der Kolonien von WM278 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.1.3 WM793b Zelllinie

Die Kolonieanzahl der WM793b Zellen (siehe Abbildung 12) andert sich nicht durch die Zugabe

steigender Konzentrationen von Prolin, weder nach einer Expositionszeit von zwei oder vier

Wochen. Lediglich die 0,1mM Prolin Behandlung zeigt im Vergleich zur Kontrolle nach zwei

Wochen einen signifikanten Abfall. Danach steigt die Anzahl wieder an, jedoch nicht mehr

signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Werte nach vier Wochen bleiben, bis auf einen

minimalen Ausrei3er bei 3mM Prolin, fast exakt gleich.

Anzahl der Kolonien der WM793b Melanomazellen
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50 q
—@— 2 Wochen
©— 4 Wochen
40 4
c
Q
c
[s]
o 30 A
X
@
o
= 20 I\
N « - — 5
c [ O
il T I
*%*
0 dur—rg T T
0 01 1 10

Prolin [mM]

Abbildung 12 — Konzentrationsabhéngiger Effekt von Prolin auf die Koloniebildung von WM793b Zellen
(Vorgehensweise siehe Legende von Abbildung 8).

Der Wert nach zwei Wochen Inkubationszeit bei einer Behandlung von 0,1mM Prolin weist eine signifikante

Reduktion (p=0,002; **) der Kolonienanzahl auf. Dadurch, dass bei den Werten danach jedoch keine signifikanten

Verénderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen sind, wird hier von einem Ausreil3er ausgegangen.
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In weiterer Folge wurde bei der Zelllinie WM793b die GroRen der Kolonien untersucht (siehe
Abbildung 13).
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Abbildung 13 - Verteilung der Fldchen der Kolonien von WM793b Zellen nach zwei und vier Wochen Behandlung
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

Die Kolonien der WM793b Zelllinie sind im Vergleich zu den radial wachsenden Zelllinien
(WM35 und WM278) deutlich groRer. Die Zunahme der Kolonien ab 400um? korreliert mit einer
Abnahme bei der kleinen Kategorie der Kolonien (50-200um?).  Eine
Konzentrationsabhangigkeit der Koloniengrofde konnte fur Prolin nicht gezeigt werden.
Dennoch ist der Trend zu groReren Kolonien mit der Beobachtung kompatibel, dass WM793b
Melanomzellen in ihrem Wachstumsverhalten bezuglich Migration und Invasion zwischen den

metastasierenden und nichtmetastasierenden Melanomzellen anzusiedeln sind.
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WM793b 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 < x <400 | =400 <200 200 < x <400 | =400
Kontrolle 50,67 32,74 16,59 55,30 34,88 9,82
0, 1mM 50,75 27,61 21,64 48,41 38,85 12,74
Prolin
0,3mM 48,77 33,33 17,90 49,40 37,35 13,25
Prolin
1mM 45,61 36,61 17,78 54,23 34,66 11,11
Prolin
3mM 58,82 28,43 12,75 56,32 32,63 11,05
Prolin
10mM 46,98 37,21 15,81 55,69 35,33 8,98
Prolin

Tabelle 4 — Prozentuelle GréBenverteilung der WM793b Zellen nach zwei und vier Wochen Inkubation
(Vorgehensweise siehe Legende zu Tabelle 2).

6.1.1.4 A375 Zelllinie

Die A375 Zellen sind eine metastasierende Melanomzelllinie. Die Anzahl der Kolonien sind
nach zwei und vier Wochen nahezu ident (siehe Abbildung 14). Lediglich zeigt diesmal nach
vier Wochen die 0,1mM Prolinbehandlung eine signifikante Reduktion der Kolonien verglichen

mit der Kontrollgruppe.

Anzahl der Kolonien der A375 Melanomazellen
unter Prolinbehandlung
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Abbildung 14 - Konzentrationsabhéangiger Effekt von Prolin auf die Koloniebildung von A375 Zellen
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 8).

Bei einer Behandlung von 0,17mM Prolin ist nach 4 Wochen eine signifikante Verédnderung im Vergleich zur Kontrollgruppe

zu erkennen (p=0,003; ***).
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In weiterer Folge wurde auch bei dieser Zelllinie die GroRenverteilung der Kolonien genauer
untersucht (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15 - Verteilung der Kolonieflichen von A375 Zellen in Abhédngigkeit von der Prolinkonzentration (Vorgehensweise
siehe Legende Abbildung 9).

Beim Gegenlberstellen der Flachenverteilungen der zweiten und vierten Woche wird
ersichtlich, dass die ab 400um? groRen Kolonien Uber die Zeit zunehmen. Ein
konzentrationsabhangiger Effekt der Prolinbehandlung Iasst sich nicht erkennen, weshalb sich

keine weiteren Aussagen treffen lassen.
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A375 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 = x <400 | 2400 <200 200 = x <400 | 2400
Kontrolle 70,15 25,73 412 66,61 25,08 8,31
0, 1mM 72,76 22,76 4,47 68,47 22,17 9,39
Prolin
0,3mM 76,62 17,32 6,06 66,84 26,84 6,32
Prolin
1mM 77,22 19,89 2,89 65,21 25,35 9,45
Prolin
3mM 66,11 25,52 8,37 64,13 23,77 12,11
Prolin
10mM 61,17 32,04 6,80 65,38 25,96 8,65
Prolin

Tabelle 5 - Prozentuelle Verteilung der Fldachen der Kolonien von A375 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.1.5518a2 Zelllinie

Die metastasierende Zelllinie 518a2 zeigt einen klaren Anstieg der Anzahl der Kolonien durch

steigende Prolinkonzentrationen (siehe Abbildung 16). Im Vergleich zu den anderen Zelllinien

hat diese Zelllinie die meisten Kolonien. Nach zwei Wochen ist ein Anstieg von 0,1mM Prolin

bis 3mM Prolin zu sehen. Der Wert der Behandlung mit 10mM Prolin fallt allerdings unter die

Anzahl der Kontrollgruppe ab. Nach vier Wochen Behandlung ist die Anzahl der Kolonien bei

0,1- 10mM Prolin gegenlber der Kontrolle erhdht, aber ein konzentrationsabhangiger Anstieg

ist nicht zu erkennen. Bei der Behandlung mit 10mM Prolin sinkt auch hier der Wert wieder

leicht ab.

Anzahl der Kolonien

Anzahl der Kolonien der 518a2 Melanomazellen
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Abbildung 16 — Konzentrationsabhéngiger Effekt von Prolin auf die Koloniebildung von 518a2 Zellen

(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 8).
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Wie bei allen anderen Zelllinien konnte die Anzahl der Kolonien durch Prolin nicht signifikant
im Sinne einer Konzentrationsabhangigkeit verandert werden. Deshalb wurde auch hier die

GroRe der Kolonien genauer betrachtet (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17 - Verteilung der Kolonieflichen von 518a2 Zellen in Abhéngigkeit von der Prolinkonzentration
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

In Tabelle 6 wird klar ersichtlich, dass die 518a2 Zellen die meisten grof3en Kolonien bildet.
Der Anteil der 2400um? groRen Kolonien sinkt von der Kontrollgruppe auf 0,1mM Prolin ab und
steigt bei 0,3mM Prolin wieder an. Anschlieend sinken sie kontinuierlich bis zur Behandlung
mit 10mM Prolin ab. Das ist sowohl bei Woche zwei als auch bei Woche vier zu erkennen.
Nach vier Wochen steigt dieser prozentuelle Anteil verglichen mit den Werten von zwei
Wochen an.
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518a2 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 = x <400 | 2400 <200 200 = x <400 | 2400
Kontrolle 31,87 46,04 22,09 46,67 30,48 22,86
0, 1mM 36,64 46,58 16,78 46,05 33,77 20,18
Prolin
0,3mM 33,65 42 54 23,81 4554 31,68 22,77
Prolin
1mM 36,17 45,14 18,41 46,18 32,18 21,65
Prolin
3mM 37,38 46,96 15,65 47,37 33,16 19,47
Prolin
10mM 40,08 45,24 14,68 53,14 30,86 16,00
Prolin

Tabelle 6 - Prozentuelle Verteilung der Fldchen der Kolonien von 518a2 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

Da sowohl die Anzahl als auch die Gréle der Kolonien bei keiner Zelllinie so grof} ist wie bei
der 518a2 Zelllinie, haben diese metastasierenden Zellen den héchsten Drang dazu Kolonien
zu bilden. Dieser Umstand wird dadurch unterstitzt, dass der Anteil an kleinen Kolonien (50-

200um?) konzentrationsabhangig nach zwei und vier Wochen Prolinbehandlung steigt.

6.1.2 Behandlung mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit Prolin

BAY293 ist ein Wirkstoff der die Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs auf Hohe der
SOS1/RAS Interaktion inhibiert. Dieser Signalweg ist wesentlich fur die Proliferation
verantwortlich und kénnte somit die Anzahl bzw. GréRRe der Kolonien reduzieren. Der Wirkstoff
wurde in den Konzentrationen 0,1uM und 1uM getestet, die in Voruntersuchungen durch
andere Diplomanden antiproliferative Eigenschaften bei humanen Melanomzellen gezeigt

haben. Ebenfalls wurden die Kombination mit 1mM Prolin untersucht.

In Abbildung 18 ist eine Aufnahme unter dem Mikroskop zu sehen, die den Colony Formation

Assay der 518a2 Zelllinien unter der Behandlung von 1uM BAY293 nach zwei Wochen zeigt.
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Abbildung 18 - Aufnahme der Kolonien der 518a2 Zellen in vierfacher VergréBerung.

In dieser Abbildung zeigt der rote Pfeil auf eine Kolonie und der schwarze Pfeil zeigt auf eine Kolonie, die nicht in
der Schérfeebene liegt. Diese Aufnahme zeigt die Zellen der Linie 518a2 nach zwei Wochen Inkubationszeit bei
einer Behandlung mit 1uM BAY293.

Nachfolgend sind die Ergebnisse nach den einzelnen Zelllinien geordnet.

6.1.2.1 WMS35 Zelllinie

In Abbildung 19 ist zu sehen, dass nach zwei Wochen die Behandlung mit 1uM BAY293 eine
signifikante Reduktion der Anzahl der Kolonien verglichen mit der Kontrollgruppe ergibt. Bei
der Verwendung von 1uM BAY293 + 1mM Prolin ist das Gleiche zu erkennen. Untereinander
haben die zwei Gruppen sowohl in der Kontrollgruppe als auch bei 0,1uM und 1uM BAY293
gleiche Daten. Dies zeigt erneut das Ergebnis von 6.1.1.1 auf, wo es keinen erkennbaren
konzentrationsabhangigen Prolineffekt gegeben hat. Nach weiteren zwei Wochen ist ebenfalls
zu erkennen, dass 1uM BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin einen signifikanten Unterschied
zur Kontrollgruppe, die in diesem Fall mit 1mM Prolin behandelt wurde, ergibt. Bei der reinen
1uM BAY293-Behandlung ist eine signifikante Reduktion im Vergleich zu der 0,1uM BAY293-

Behandlung zu erkennen. Nach vier Wochen ist zu sehen, dass die Zellen, die zusatzlich mit
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1mM Prolin behandelt wurden, die Kolonieanzahl starker reduzieren. Auferdem ist zu

erkennen, dass die Reduktion nach vier Wochen minimal starker ist.

Anzahl der Kolonien der WM35 Melanomazellen -
bahandelt mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin
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Abbildung 19 - Konzentrationsabhéangiger Effekt von BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin auf

die Koloniebildung der WM35 Zellen.

Die WM35 Melanomzellen wurden gleich wie in Abbildung 8 beschrieben ausplattiert, behandelt und ausgewertet.
Die Symbole und Fehlerbalken représentieren den Mittelwert und die Standardabweichung von insgesamt 12-24
ausgewerteten Bildern. Die Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: BAY293 gegentiiber der Kontrolle (*:
p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001), BAY293 + 1mM Prolin gegeniiber der Kontrolle (#: p<0,05; ##: p<0,01; ###:
p<0,001), 1uM BAY293 gegentiber 0,1uM BAY293 ($: p<0,05; $$: p<0,01; $3$: p<0,001).

Auch in diesem Fall wurde die Groflienverteilung genauer untersucht. Es wurde mit den
gleichen Schwellenwerten gearbeitet, die in Abbildung 9 erklart wurden (zwischen 50um? und
200um?, zwischen 200um? und 400um? und 2400um?).
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Abbildung 20 - Verteilung der Koloniefliche von WM35 Zellen in Abhéngigkeit von der BAY293- und
Prolinkonzentration (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

Abbildung 21 zeigt den prozentualen Anteil der Kolonien, die gréRer gleich 400um? sind. Es
ist zu erkennen, dass alle Gruppen eine Reduktion des Anteils der grof3en Kolonien vorweisen
konnen, auller die zwei-Wochen-Gruppe, die nur mit BAY293 behandelt wurde. Hier ist der
Kontrollwert circa gleich wie der 1uM BAY293-Wert. Es kdnnte sich jedoch um einen Ausreil3er
handeln, da der 0,1uM BAY293-Wert fast doppelt so grof3 ist. Der erwartete Prolineffekt ist

auch hier nicht erkennbar (abgesehen von dem Ausreil3er).
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Prozentueller Anteil der groen Kolonien der Zelllinie WM35 ab 400um?

= 10
Q
c
o
S
c
(]
S 6
& —&— 2 Wochen mit BAY283
5 —— 2 Wochen mit BAY293 + 1mM Prolin
S 4 —O— 4 Wochen mit BAY283
E —+— 4 Wochen mit BAY293 + 1mM Prolin
£
T 21
©
N
e
D_ 0 T : . . : L T . : : . T

0 0,1 1

BAY293 [uM]

Abbildung 21 — Prozentueller Anteil der WM35 Zelllinie ab 400um? mit BAY293-Behandlung.

Diese Werte wurden auf die Gesamtzahl der Kolonien relativiert und als Prozentanteil in Tabelle 7 dargestellt.

AnschlieBend wurden diese Zahlen mit dem Programm SigmaPlot in Diagramme umgewandelt.

WM35 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 =x <400 | 2400 <200 200 = x <400 | =400
Kontrolle 64,66 31,39 3,95 66,67 27,52 5,81
0,1uM BAY 293 56,37 36,56 7,07 62,38 32,77 4,85
1uM BAY 293 67,94 28,50 3,56 70,21 26,25 3,54
1mM Prolin 54,99 36,41 8,60 65,17 30,17 4,66
0,1uM BAY 293 67,93 27,62 4,45 65,89 28,28 5,83
+ 1mM Prolin
14M BAY 293 + 75,85 21,00 3,15 73,93 23,57 2,50
1mM Prolin

Tabelle 7 — Prozentuelle Verteilung der Fldache der Kolonien von WM35 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.2.2 WM278 Zelllinie
Bei dem Diagramm der WM278 Zellen ist gleich wie bei den WM35 Zellen kein

konzentrationsabhangiger Prolineffekt zu erkennen. Nach zwei Wochen zeigt die
Behandlungsgruppe 1uM BAY293 plus 1mM Prolin eine signifikante Verringerung der
Kolonieanzahl gegentiber der Kontrollgruppe 1mM Prolin. Vier Wochen nach der Behandlung
zeigt auch die Gruppe mit 0,1uM BAY293 eine Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe
auf. Bei der Erhéhung der BAY293-Konzentration auf 1uM steigt diese Signifikanz noch weiter
und auch in der Kombination mit 1mM Prolin ist ein wesentlicher Unterschied zu reinem 1mM

Prolin zu erkennen.
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Anzahl der Kolonien der WM278 Melanomazellen -
bahandelt mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin
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Abbildung 22 - Konzentrationsabhéngiger Effekt von BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1TmM Prolin auf
die Koloniebildung der WM278 Zellen (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 19).

Die Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: BAY293 gegeniiber der Kontrolle (*: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001), BAY293 + 1mM Prolin gegeniiber der Kontrolle (#: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001), 1uM BAY293 +
1mM Prolin gegentiber 0,1uM BAY293 + 1mM Prolin (§: p<0,05; §§: p<0,01; §§§: p<0,001).
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Abbildung 23 - Verteilung der Koloniefliche von WM278 Zellen in Abhédngigkeit von der BAY293- und
Prolinkonzentration (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

Das Diagramm in Abbildung 24 weist verwirrende Ergebnisse auf. Zwei Wochen nach der
Behandlung ist der Anteil der groen Kolonien bei der Behandlung mit 0,1uM und 1uM
BAY293 (mit/ohne 1mM Prolin) gréRer als bei der Kontrollgruppe. Die WM278 Zellen, die mit
BAY293 und 1mM Prolin behandelt wurden, zeigen vier Wochen spater eine Reduktion der
Kolonieanzahl die Gber 400um? grof® sind. Auch der konzentrationsabhangige Prolineffekt

zeigt keinen Einfluss auf den Anteil der grof’en Kolonien.
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Prozentueller Anteil der grozen Kolonien der Zelllinie WM278 ab 400pm?
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Abbildung 24 - Prozentueller Anteil der WM278 Zelllinie ab 400um2 mit BAY293-Behandlung
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 21).

WM278 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 < x <400 | =400 <200 200 < x <400 | 2400
Kontrolle 67,22 30,59 2,19 65,84 28,76 5,40
0,1uM BAY 293 62,80 31,40 5,80 74,18 23,64 2,18
1uM BAY 293 66,97 28,90 413 82,63 14,07 3,30
1mM Prolin 69,08 28,57 2,35 71,87 24,77 3,36
0,1uM BAY 293 66,41 30,15 3,44 74,29 23,64 2,07
+ 1mM Prolin
1u4M BAY 293 + 71,89 24,63 3,48 81,99 16,40 1,61
1mM Prolin

Tabelle 8 - Prozentuelle Verteilung der Fldche der Kolonien von WM278 Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.2.3 WM793b Zelllinie

In Abbildung 25 ist zu sehen, dass nach zwei Wochen beide Behandlungsgruppen sowohl bei
der 0,1uM als auch bei der 1uM BAY293 Behandlung mehr Kolonien vorweisen als die
jeweilige Kontrollgruppe. Jedoch ist zu erkennen, dass nach vier Wochen die
Kombinationsgruppe von BAY293 und 1mM Prolin eine signifikante Verringerung zeigt. Schon
bei 0,1uM BAY293 + 1mM Prolin ist eine sehr hohe Signifikanz zu sehen, die auch bei 1uM
BAY293 + 1mM Prolin so bleibt. Sowohl nach zwei als auch nach vier Wochen ist zu erkennen,
dass die Gruppe, die zusatzlich mit Prolin behandelt wurde, jeweils weniger Kolonien haben.
Insgesamt lasst sich noch sagen, dass die Wirkung von BAY293 nach vier Wochen starker ist

als nach zwei.

46



Anzahl der Kolonien der WM793b Melanomazellen -
bahandelt mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin
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Abbildung 25 - Konzentrationsabhéngiger Effekt von BAY293 und BAY293 kombiniert mit TmM Prolin auf
die Koloniebildung der WM793b Zellen (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 19).

Die Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: BAY293 gegeniiber der Kontrolle (*: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001), BAY293 + 1mM Prolin gegeniiber der Kontrolle (#: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001).
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Abbildung 26 - Verteilung der Koloniefliche von WM793b Zellen in Abhédngigkeit von der BAY293- und Prolinkonzentration
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass es nach zwei Wochen bei der Behandlung mit 1uM

BAY293 eine eindeutige Reduktion des relativen Anteils der Kolonien ab 400um? gibt. Die

Kombinationsgruppe mit 1mM Prolin hingegen weist keine relevanten Veranderungen auf.

Allerdings ist nach vier Wochen eine Reduktion der groRen Kolonien zu erkennen. Im

Gegensatz dazu ist bei der reinen BAY293 Gruppe nur eine kleine Minimierung der grof3en

Kolonien zu erkennen.
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Prozentueller Anteil der grol3en Kolonien der Zelllinie WM793b ab 400um?
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o 4

0,1
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Abbildung 27 - Prozentueller Anteil der WM793b Zelllinie ab
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 21).

-

400um2 mit BAY293-Behandlung

WM793b 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 < x <400 | 2400 <200 200 < x <400 | 2400
Kontrolle 50,67 32,74 16,59 55,30 34,88 9,82
0,1uM BAY 293 56,09 22,66 21,25 55,56 32,55 11,89
14M BAY 293 51,50 38,02 10,48 62,96 29,10 7,94
1mM Prolin 45,61 36,61 17,78 54,23 34,66 11,11
0,1uM BAY 293 + 49,36 34,44 16,31 70,06 25,48 4,46
1mM Prolin
14M BAY 293 + 44 1 37,97 17,63 66,88 29,87 3,25
1mM Prolin

Tabelle 9 - Prozentuelle Verteilung der Fldache der Kolonien von WM793b Zellen nach zwei und vier Wochen
Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.2.4 A375 Zelllinie

Die Zelllinie A375 (Abbildung 28) zeigt nach zwei Wochen eine signifikante Reduktion der
Kolonieanzahl bei einer Behandlung mit 1uM BAY293. Bei 0,1uM BAY293 gibt es auch eine

signifikante Veranderung der Anzahl, jedoch erhdht sich die Kolonieanzahl bei dieser

Behandlungsgruppe. Der Effekt ist nach vier Wochen eindeutig signifikanter als nach zwei

Wochen. Sowohl die alleinige Behandlung mit 0,1uM BAY293 als auch die Kombination mit

1mM Prolin zeigen signifikante Verminderungen der Kolonieanzahl. Bei dieser Zelllinie ist kein

konzentrationsabhangiger Prolineffekt erkennbar.
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Anzahl der Kolonien der A375 Melanomazellen -
bahandelt mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin

50
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Abbildung 28 - Konzentrationsabhédngiger Effekt von BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1TmM Prolin auf
die Koloniebildung der A375 Zellen (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 19).

Die Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: BAY293 gegeniiber der Kontrolle (*: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001), BAY293 + 1mM Prolin gegeniiber der Kontrolle (#: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001).
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Abbildung 29 - Verteilung der Koloniefliche von A375 Zellen in Abhédngigkeit von der BAY293- und
Prolinkonzentration (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

In Abbildung 30 ist erstmals zu sehen, dass der relative Anteil der Kolonien ab 400um? nach
vier Wochen hoéher ist als nach der zweiten Woche. Ebenfalls lasst sich keine Verringerung
der groflen Kolonien mit der Behandlung von BAY293 feststellen. Jedoch ist in dieser
Abbildung erstmalig in vier von sechs Behandlungsgruppen ein Prolineffekt, im Sinne einer

Zunahme der Kolonien in der Kategorie 2 400um? zu sehen.
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Prozentueller Anteil der groRen Kolonien der Zelllinie A375 ab 400um?
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Abbildung 30 - Prozentueller Anteil der A375 Zelllinie ab 400um2 mit BAY293-Behandlung (Vorgehensweise
siehe Legende Abbildung 21).

—8— 2 Wochen mit BAY293
—m— 2 Wochen mit BAY293 + 1mM Prolin
—C— 4 Wochen mit BAY293
—— 4 Wochen m,it BAY293 + 1mM Prolin

A375 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 £ x <400 | =400 <200 200 < x <400 | =400
Kontrolle 70,15 25,73 4,12 66,61 25,08 8,31
0,1uM BAY 293 70,23 24,57 5,20 64,21 26,67 9,12
1u4M BAY 293 71,17 23,72 5,11 65,35 25,08 9,57
1mM Prolin 77,22 19,89 2,89 65,21 25,35 9,45
0,1uM BAY 293 63,04 30,38 6,58 62,00 26,67 11,33
+ 1mM Prolin
1uM BAY 293 + 65,74 28,40 5,86 66,11 24,16 9,73
1mM Prolin

Tabelle 10 - Prozentuelle Verteilung der Fldache der Kolonien von A375 Zellen nach zwei und vier Wochen

Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).

6.1.2.5518a2 Zelllinie

Bei den 518a2 Zellen ist in den Kontrollgruppen nach zwei und nach vier Wochen der

Prolineffekt, im Sinne einer Zunahme der Kolonien zu erkennen (siehe Abbildung 31), der

auch schon in Kapitel 6.1.1.5 in Abbildung 17 erkennbar war. Nach zwei Wochen lasst sich

keine signifikanten Veranderungen der Anzahl der Kolonien feststellen. Jedoch sind nach

vier Wochen die Ergebnisse der Kombination von 0,1uM BAY293 plus 1mM Prolin und 1uM
BAY293 plus 1mM Prolin hoch signifikant. Die alleinige Behandlung mit BAY293 zeigt nach

vier Wochen keinen eindeutigen Veranderungen. Ebenfalls ist hervorzuheben, dass die

Kolonieanzahl nach vier Wochen geringer ist als nach zwei Wochen. Allerdings ist auch die

Anzahl in den Kontrollgruppen nach vier Wochen geringer als nach zwei.
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Anzahl der Kolonien der 518a2 Melanomazellen -
bahandelt mit BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1mM Prolin
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Anzahl der Kolonien

Abbildung 31 - Konzentrationsabhéangiger Effekt von BAY293 und BAY293 kombiniert mit 1TmM Prolin auf
die Koloniebildung der518a2 Zellen (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 19).

Die Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: BAY293 + 1mM Prolin gegenliber der Kontrolle (#: p<0,05; ##:
p<0,01; ###: p<0,001).
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Abbildung 32 - Verteilung der Koloniefliche von 518a2 Zellen in Abhédngigkeit von der BAY293- und
Prolinkonzentration (Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 9).

In Abbildung 33 ist zu sehen, dass, verglichen mit den anderen Zelllinien, die 518a2 Zellen
den groRten Anteil an Kolonien ab 400um? bildet. Dieser relative Anteil sinkt nach der vierten
Woche eindeutig. Bei der Behandlung mit 1uM BAY293 sinkt der prozentuelle Teil von circa
23% in der Kontrollgruppe auf circa 10% ab. Wahrend nach zwei Wochen in der
Kombinationstherapie keine Reduktion erkennbar ist, zeigt sich in der Monobehandlung mit
BAY293 eine leichte Verringerung. In dieser Zelllinie zeigt die Behandlung mit Prolin keine

VergroRRerung der Kolonien.
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Prozentueller Anteil der groRen Kolonien der Zelllinie 518a2 ab 400pm?
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Abbildung 33 - Prozentueller Anteil der 518a2 Zelllinie ab 400um2 mit BAY293-Behandlung
(Vorgehensweise siehe Legende Abbildung 21).

518a2 2 Wochen 4 Wochen

<200 200 < x <400 2400 <200 200 < x <400 | =400
Kontrolle 31,87 46,04 22,09 46,67 30,48 22,86
0,1uM BAY 293 41,12 41,12 17,76 49,66 35,86 14,48
1uM BAY 293 41,04 42,63 16,33 55,50 34,40 10,10
1mM Prolin 36,17 45,14 18,41 46,18 32,18 21,65
0,1uM BAY 293 40,59 43,21 16,20 52,35 35,23 12,42
+ 1mM Prolin
1uM BAY 293 + 38,80 44,62 16,58 49,43 36,88 13,69
1mM Prolin

Tabelle 11 - Prozentuelle Verteilung der Fldche der Kolonien von 518a2 Zellen nach zwei und vier Wochen

Behandlung (Vorgehensweise siehe Legende Tabelle 2).
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6.2 Fluoreszenzmikroskopie

6.2.1 Morphologie von Melanomzellen

Abbildung 34 — Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von den WM278 Zellen mit besonderer
Darstellung der Lysosomen und Mitochondrien.

Das Medium der Zellen wurde auf 250ul reduziert. AnschlieBend wurden 2ul 10uM LysoTracker und 2ul 10uM
MitoTracker hinzupipettiert. Nachdem die Platte mit den Zellen 15 Minuten bei Raumtemperatur stand, wurden
unter dem Fluoreszenzmikroskop Bilder in 60x Vergré3erung gemacht. In Abbildung A sind die Zellen im Hellfeld
zu sehen. Die Lysosomen, die durch den LysoTracker rot fluoreszieren (TRITC Kanal), sind in Abbild B zu erkennen,
wéhrend die Mitochondrien, die durch den MitoTracker griin fluoreszieren (FITC Kanal) in Abbildung C zu sehen
sind. AbschlieBend wurden die zwei Kanéle in einem Bild kombiniert, um das Zusammenspiel von Lysosomen und

Mitochondiren zu veranschaulichen (Abbildung D).

Die rot fluoreszierenden Lysosomen sind in der ganzen Zelle auler dem Zellkern zu finden
und die meisten befinden sich entlang der Doppelmembranschicht (siehe Abbildung 34B). In
Abbildung 34C sind die Mitochondrien (griin) zu sehen, die sich ebenfalls in der kompletten

Zelle verteilen, nur im Zellkern sind keine Mitochondrien zu erkennen. Lysosome und
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Mitochondrien stehen miteinander eng in Kontakt, da die Lysosomen unter Anderem
Calciumionen und Signalmolekile an Mitochondrien weiterleiten. An Stellen, wo Lysosomen
und Mitochondrien zusammenkommen, Uberlagern sich die zwei Fluoreszenzsignale und
leuchten gelb (Abbildung 34D).

6.2.2 Aufnahme von Dansylprolin

Um einen Beweis fiir die Aufnahme von Prolin in die Melanomzellen zu liefern, wurde
dansyliertes Prolin (Synthese Konstanin Mayr) 518a2-Melanomzellen angeboten und die
Aufnahme des fluoreszierenden Prolins in die Zelle Uber die Zeit am Fluoreszenzmikroskop

gemessen.

In Abbildung 35 ist zu sehen, dass Dansylprolin in die Zellen aufgenommen wird. In den ersten
15 Minuten ist die Aufnahme starker als zwischen 15 und 45 Minuten. Jedoch ist trotzdem ein
stetiger Anstieg der FITC-Intensitat sichtbar. Der Unterschied der Intensitaten zwischen 15

und 45 Minuten ist signifikant.

Aufnahme von Dansylprolin der 518a2 Zellen

30

**

25 -

20

15 4

Intensitat

10

—&— Aufnahme von Dansyiprolin

Minuten

Abbildung 35 - Aufnahme von Dansylprolin in 518a2 Zellen.

Metastatische 518a2 Melanomzellen wurden bei einer VergréBerung von 40x mit einem Fluoreszenzmikroskop

(Olympus 1X83) fokussiert (Zeitpunkt: 0 Minuten) und im Anschluss mit 40uM Dansylprolin versetzt. Nach 15, 30
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und 45 Minuten wurde an den exakt gleichen Stellen Aufnahmen im FITC Kanal gemacht. Pro Well wurden vier
Bilder aufgenommen und mit Imaged die Intensitdt des FITC-Kanal zu verschiedenen Zeitpunkten ausgewertet.
Von den Intensitédten wurde der Hintergrund abgezogen, der Mittelwert und Standardabweichungen berechnet und
dargestellt. Die Aufnahme nach 45 Minuten zeigte mit p=0,002(**), dass die Dansyprolinlintensitdt im Vergleich zu

dem 15 Minuten Wert signifikant zugenommen hat.

Nach der Erkenntnis, dass Dansylprolin aufgenommen wird, stellte sich die Frage, ob es
homogen verteilt oder in Teilen der Zelle bzw. in bestimmten Zellorganellen zu finden ist.
Abbildung 36 zeigt, dass Dansylprolin nicht in den Zellkern aufgenommen wird, sondern sich
perinuklear verteilt und dort in Organellen akkumuliert. Die Dansylprolin-Fluoreszenz (siehe
Abbildung 36B) tberlagert mit den Lysosomen (siehe Abbildung 36C, D). Die gelben Bereiche
zeigen eine Ubereinanderlagerung von Dansylprolin (griin) und Lysotracker (rot) und

bestatigen so eine Kolokalisation und Anreicherung von Dansylprolin in Lysosomen.

& \ : C

Abbildung 36 - Aufnahmen von den WM278 Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Die WM278 Zellen wurden zuerst mit 6,25ul von 40uM Dansylprolin versetzt. Nach der Zugabe wurden die Zellen
45 Minuten in den Inkubator gestellt. Danach wurden 2ul von 10uM LysoTracker hinzupipettiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. AbschlieRend wurden Bilder unter dem Fluoreszenzmikroskop gemacht und
bearbeitet. In Abbildung A sieht man die Zellen in Phasenkontrast, wdhrend in Abbildung B der FITC-Kanal zu
sehen ist, der das Signal fiir Dansylprolin zeigt. Das rote LysoTracker-Signal (TRITC-Kanal) in Abbildung C zeigt
die Standorte von Lysosomen. In Abbildung D sind die Abbildungen B und C zusammengefiigt. Die gelben Stellen
zeigen die Ubereinanderlagerung des FITC- und TRITC-Signal. AbschlieBend sind in Abbildung E alle Kanéle
zusammengefligt worden (Phasenkontrast, FITC und TRITC).
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7.Diskussion

In dieser Arbeit wurden fiinf verschiedene humane Melanomzelllinien verwendet. Die WM35,
WM278 sind Zellen, die sich noch in der radialen Wachstumsphase befinden, die WM793b
Zellen weisen schon ein vertikales Wachstum auf und die A375 und 518a2 Zelllinien sind
metastatierende Zellen. Ziel der Arbeit war es eine mégliche Wachstumsstimulation im Colony
Formation Assay von Prolin zu zeigen und diese durch BAY293 zu inhibieren. Weiters sollte
mit Hilfe von Dansylprolin gezeigt werden, ob Prolin aufgenommen wird und eventuell in

Zellorganellen akkumuliert.

7.1 Auswirkungen von Prolin auf humane Melanomzellen

In einer Arbeit von 2018 aus der Arbeitsgruppe Hohenegger wurde festgestellt, dass Prolin
stimulierend auf das Wachstum von Melanomzellen wirkt (Wasinger Christine et al., 2018).
2024 wurde die Auswirkung von Prolin auf Melanomazellen wieder untersucht und ebenfalls
festgestellt, dass ein proliferativer Effekt erkennbar ist (Sperat Konstantin, 2024). Eine andere
Forschungsgruppe hat 2012 festgestellt, dass Prolindehydrogenase, welche beim Abbau von
Prolin entsteht in friihen Stadien als Tumorsuppressor agiert. Allerdings kann dieses Enzym

unter metabolischem Stress auch als Tumortberlebensfaktor dienen (W. Liu & Phang, 2012).

7.1.1 Auswirkung auf die Anzahl der Kolonien

In den nicht-metastatischen Melanomzellen (WM35, WM278 und WM793b) ist weder nach
zwei noch nach vier Wochen ein signifikanter konzentrationsabhangiger Prolineffekt zu sehen.

Des Weiteren ist die Kolonieanzahl nach vier Wochen geringer (siehe Abbildungen 8, 10, 12).

Bei den metastatischen A375 Kolonien ist nach zwei Wochen ebenso kein Effekt zu sehen.
Allerdings ist nach vier Wochen zu sehen, dass die Anzahl der Kolonien in der Kontrollgruppe
circa bei 21 liegt. Bei einer Prolinkonzentration von 0,1mM und 0,3mM, sinkt die Anzahl auf 13
und steigt dann auf 15 an. Bei einer Konzentration von 1mM Prolin steigt die Zahl der Kolonien
wieder auf circa 21, sinkt dann bei den Konzentration 3mM und 10mM wieder kontinuierlich
auf 15 ab (siehe Abbildung 14). Diese Ergebnisse deuten eher auf experimentelle
Schwankungen als auf signifikante Veranderungen hin. Bei der 518a2 Zelllinie hingegen ist
nach zwei Wochen ein kontinuierlicher Anstieg bis zu einer Prolinkonzentration von 3mM zu
erkennen. Die absolute Anzahl der Kolonien in der Kontrollgruppe liegt circa bei 24, wahrend
die Anzahl bei einer Behandlung mit 3mM die Kolonieanzahl bei 35 liegt. Bei einer
Prolinkonzentration von 10mM sinkt der Wert wieder circa auf 20 ab. Nach vier Wochen steigt
die Anzahl der Kolonien des Kontrollwertes (circa 15) zu 0,1mM Prolin (circa 19) an, stagniert

danach circa bei dem gleichen Wert (siehe Abbildung 16).
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Insgesamt Iasst sich sagen, dass nur die Ergebnisse der 518a2 Zellen nach zwei Wochen eine
Zunahme der Kolonieanzahl zeigen, die mit hdher werdenden Konzentrationen von Prolin

einhergehen und alle anderen Zelllinien keinen derartigen Effekt widerspiegeln.

7.1.2 Auswirkung auf die GroBe der Kolonien

Der relative Anteil von den Kolonien der radial-wachsenden Melanomzellen, die mindestens
400um? grof sind, nehmen zu Beginn der Konzentrationsreihe nach zwei Wochen (bis 1mM -
WM35 bzw. 3mM Prolin — WM278) mit steigender Prolinkonzentration zu und sinken danach
wieder ab. Aulerdem sind die Kolonien nach vier Wochen bei den niedrigeren
Konzentrationen gréRer (WM35 bis 0,3mM und WM278 bis 1mM). Die Zellen, die sich in der
Ubergangsphase befinden (WM793b) sind nach vier Wochen kleiner und lassen keinen klaren

Trend abhangig von verschiedenen Konzentrationen erkennen.

Die Kolonien der metastatischen Zelllinien sind nach vier Wochen gréRer als nach zwei. Die
A375 Kolonien werden innerhalb der Konzentrationsreihe bis 3mM Prolin, mit einem

Ausreiler, immer grofier.

Allgemein lasst sich sagen, dass die Kolonien unter Prolinbehandlung bis circa einer

Konzentration von 1mM Prolin wachsen.

7.2 Auswirkungen von BAY293 auf humane Melanomzellen

Das Team rund um Adelina Plangger untersuchte die Wirkung von BAY293 (5uM) in
Kombination mit verschiedenen Wirkstoffen in  verschiedenen Zellienen des
Pankreaskarzinom  mittels MTT-Assay und anschlieBender Berechnung des
Kombinationsindizes nach der Chou-Talalay-Methode. BAY293 reduzierte in zwei-
dimensionalen Zellkulturen den KRAS-GTP-Spiegel in HeLa- und Calu-1-Zellen. Da BAY293
die KRAS-Signalubertragung nur teilweise inhibiert, testete das Forschungsteam
verschiedene Kombinationen. Unter anderem erwies sich eine Kombination mit Trametinib
(50ug/ml) in den BxPC3- und AsPC-1-Zelllinien als synergetisch wirksam, sowie eine
Kombination mit Metformin (5mM) oder Linsitinib (5uM) (Plangger et al., 2022). AuRerdem
nahm das gleiche Team die Wirkung von BAY293 (5uM) in Kombinationen auf NSCLC-Zellen
unter die Lupe. In den Ergebnissen des MTT-Assay zeigen sich einige der untersuchten
Kombination als erfolgreiche Synergien (z.B.: der EGFR-Inhibitor Afatinib, der CDK4/6-
Inhibitor Palbociclib und der Tyrosinkinase-Inhibitor Osimertinib). Des Weitern gaben sie die
Vorschau, dass der Wirkstoff auch bei Kolonkarzinomzellen von Bedeutung sein konnte
(Plangger et al., 2021). Deborah Mannino und Rossella Basilotta von der Universitat Messina,
Italien, fihrten unter anderem einen Colony Formation Assay durch, indem BAY293 in den

Konzentrationen 1uM, 10uM und 25uM verwendet wurde. Nach einer Behandlungdauer von
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24 Stunden wurden die Zellen zehn Tage bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Alle Konzentrationen
von BAY293 bewirkten eine eindeutige Reduktion der Koloniebildung (Mannino et al., 2025).

Auch die Ergebnisse meiner Experimente weisen eine Reduktion der Melanomzellen unter der
Behandlung von BAY293 auf.

7.2.1 Auswirkung auf die Anzahl der Kolonien

In den nicht-metastatischen Zelllinien WM35, WM278 und WM793b sind nach vier Wochen
weniger Kolonien vorhanden als nach zwei Wochen. In den WM35 Zellen sind schon nach
zwei Wochen bei einer BAY293-Konzentration von 1uM eine signifikante Reduktion (p<0,001)
der Kolonien zu erkennen (siehe Abbildung 19). Im Gegensatz dazu weisen die WM278 Zellen
nach zwei Wochen keine eindeutige Reduktion der Melanomzellen durch 0,1 und 1uM BAY293
vor, allerdings ist nach vier Wochen eine signifikante Reduktion zu erkennen (siehe Abbildung
22). Bei den WM793b Zellen, die im Gegensatz zu den anderen zwei Zelllinien schon ein
vertikales Wachstum aufzeigen, ist bei der alleinigen Behandlung mit BAY293 nach zwei
Wochen ein Wachstum und nach vier Wochen eine gleichbleibende Anzahl zu erkennen (siehe
Abbildung 25).

Bei der metastatischen Zelllinie A375 ist bei einer Behandlung mit BAY293 nach zwei Wochen
ein signifikanter Unterschied (p<0,01) zu der Kontrollgruppe zu erkennen. Nach vier Wochen
steigt die Signifikanz auf p<0,001 an. Dieser Reduktion der Kolonieanzahl ist auch schon bei
einer BAY293-Konzentration von 0,1uM zu erkennen (siehe Abbildung 28). Bei den 518a2
Zellen, welche die aggressivste Zelllinie in diesem Experiment ist, hat BAY293 allein weder

nach zwei noch nach vier Wochen einen Effekt (siehe Abbildung 31).

7.2.2 Auswirkung auf die GroBe der Kolonien

In  der nicht-metastatischen Zelllinie WM35 ist nach vier Wochen eine
konzentrationsabhangige Verringerung des relativen Anteils der Kolonien, die mindestens
400um? grof sind, zu erkennen (siehe Abbildung 21). Nach zwei Woche kénnte dieser Effekt
ebenfalls vermutet werden, jedoch ist die GréRe Kontrollgruppe sehr niedrig (kénnte ein
Ausreil3er sein). Das gleiche Phanomen ist auch bei den WM278 Zellen nach zwei Wochen zu
erkennen. Nach vier Wochen ist eine Verringerung des relativen Anteils im Vergleich zur
Kontrolle zu erkennen (siehe Abbildung 24). WM793b zeigt eindeutig eine Reduktion der

grofRen Kolonien beim zwei-zu-vier-Wochen-Vergleich (siehe Abbildung 27).

Bei der metastatischen Zelllinie A375 ist der gegenteilige Effekt zu erkennen. Der relative
Anteil der grof3en Kolonien ist nach vier Wochen doppelt so grof3 wie nach zwei Wochen. Des
Weiteren steigt mit der Konzentration von BAY293 auch diese Anzahl (siehe Abbildung 30).
Bei den 518a2 Zellen sieht es wieder anders aus und die Kolonien werden mit steigender
BAY293-Konzentration kleiner.

61



7.3 Auswirkungen von BAY293 in Kombination mit Prolin auf
humane Melanomzellen

7.3.1 Auswirkung auf die Anzahl der Kolonien

In allen nicht-metastatischen Zelllinien zeigt die Kombination aus BAY293 und 1mM Prolin
nach 4 Wochen eine groRere Reduktion der Kolonieanzahl als eine Monotherapie mit BAY293.
Bei der WM35 Zelllinie ist nach zwei und nach vier Wochen bei einer BAY293-Konzentration
von 1uM eine signifikante Abnahme der Kolonien zu sehen (p<0,001) (siehe Abbildung 19).
Ebenso ist bei den WM278 Zellen nach zwei Wochen ein signifikanter Unterschied zu sehen
(p<0,01), der sich nach vier Wochen noch einmal vergrofiert (p<0,001). Des Weiteren ist zu
erkennen, dass die Anzahl der Kolonien nach vier Wochen eindeutig geringer ist als nach zwei
(siehe Abbildung 22). Die Anzahl WM793b Kolonien, die sich in der Ubergangsphase befinden,
reduziert sich nach den ersten zwei Wochen nicht, sondern steigt sogar an. Nach vier Wochen
zeigen beide Konzentrationen (0,1uM und 1uM BAY293) eine signifikante Abnahme der
Anzahl (p<0,001) (siehe Abbildung 25).

Beide metastatischen Zelllinien zeigen nach zwei Wochen keine Veranderung. Die A375
Zellen zeigen in der Kombinationstherapie schon bei einer BAY293-Konzentration von 0,1uM
nach vier Wochen eine starke Reduktion der Kolonieanzahl (p<0,001) (siehe Abbildung 28).
Ebenso weisen die 518a2 Kolonien bei einer Behandlung von 0,1uM BAY293 plus 1mM Prolin
eine signifikante Reduktion der Anzahl der Kolonien auf (p<0,001) (siehe Abbildung 31).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die radial-wachsenden Melanomzellen (WM35 und
WM278) schon nach zwei Wochen bei einer BAY293-Konzentration von 1uM eine signifikante
Reduktion der Kolonien vorweisen, wahrend die vertikal-wachsenden (WM793b) und
metastasierenden Melanomzellen (A375 und 518a2) erst nach vier Wochen eine eindeutige
Verringerung der Kolonien vorweisen kdnnen, jedoch hier schon ab einer Konzentration von
0,1uM. Ebenfalls lasst sich feststellen, dass die Kombinationstherapie bei allen Zelllinien, bis

auf A375, nach vier Wochen effektiver ist.

7.3.2 Auswirkung auf die GroBe der Kolonien

Bei den nicht-metastatischen Melanomzellen lasst sich bis auf eine Ausnahme (WM793b; 2
Wochen; 1uM BAY293 + 1mM Prolin) feststellen, dass die Verkleinerung der Kolonien mit

1mM Prolin effektiver ist als ohne Prolin.

Die Gréle der A375 Kolonien steigt auch wie in der Behandlungsgruppe ohne Prolin an (siehe
Abbildung 30). In den 518a2 Kolonien ist nach vier Wochen eine Reduktion des relativen
Anteils ab 400um? zu erkennen (siehe Abbildung 33).
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7.4 Aufnahme von Dansylprolin in humane Melanomzellen

In einem Experiment von Wasinger wurde 2018 festgestellt, dass Prolin in die WM793b Zellen

(nicht-metastatisch) aufgenommen wird.

In dieser Arbeit wurde direkt gezeigt, dass Dansylprolin signifikant (p<0,01) in die 518a2 Zellen

(metastatisch) aufgenommen wird (siehe Abbildung 35).

Durch die fluoreszierende Eigenschaft von Dansylprolin wurde erkannt, dass es sich unter
anderem in Lysosomen anreichert. Dies unterscheidet sich von der bisherigen Literatur, die
Uberwiegend die mitochondriale Aufnahme von Prolin beschreibt (Atlante et al., 1994; Block
et al., 2025).

7.5 Konklusion

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass ein konzentrationsabhangiger Prolineffekt im
Colony Formation Assay nur bei der 518a2 Zelllinie nach zwei Wochen bis zu einer
Konzentration von 3mM nachgewiesen werden konnte. Allerdings zeigt der Zuwachs des
relativen Anteils der Kolonien ab einer Gro e von 400um? sowohl bei den nicht-metastatischen
als auch bei den metastatischen eine Prolinabhangigkeit, weshalb man darauf schlieRen kann,
dass Prolin die Gro3e der Kolonien beeinflusst. BAY293 zeigt bei den radial-wachsenden
Zelllinien sowohl bei der Anzahl als auch bei der Gro3e der Kolonien einen inhibierenden
Effekt, jedoch ist dieser in Kombination mit 1mM Prolin starker. In dieser Kombinationstherapie
zeigen die radial-wachsenden Melanomzellen schon nach zwei Wochen bei einer Behandlung
mit 1uM BAY293 eine signifikante Reduktion der Anzahl der Kolonien. Im Vergleich dazu
bendtigen man bei den WM793b Zellen und den metastatischen Melanomzelllinien vier
Wochen, um eine signifikante Verminderung der Kolonieanzahl zu erkennen. Allerdings reicht
in diesem Fall bereits eine BAY293-Konzentration von 0,1uM um diesen Effekt zu erzielen.
Auch die Anzahl der grolten Kolonien der WM35, WM278 und WM793b Zellen sind in der
Kombinationsbehandlung (Prolin plus BAY293) deutlich kleiner. Durch die Aufnahme des
fluoreszierenden Dansylprolins konnte eine perinukledre Anreicherung in Lysosomen

nachgewiesen werden.

AbschlieRend lasst sich noch sagen, dass die Ergebnisse der Experimente mit Prolin
Uberraschend waren, da eigentlich eine Stimulation erwartet wurde. Des Weiteren wurde nicht
erwartet, dass die Kombination von Prolin und BAY293 bessere Ergebnisse liefern als BAY293

allein. Diese unerwarteten Erkenntnisse sollten in zukunftigen Arbeiten Uberprift werden.
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8.Abkurzungen

ALM:
ATP:
BCC:
GDP:
GEF:
GTP:
EGF:
ERK:
EW:
Grb2:
LMM:
MAPK:
NM:
NMSC:
NF1:
PRODH/POX:
P5C:
ROS:
SCC:
SOS:
SSM:

UV-Strahlung:

akral lentigindses Melanom
Adenosintriphosphat
Basalzellkarzinom
Guanindiphosphat
Guaninnukleotidaustauschfaktor
Guanintriphosphat

epidermaler Wachstumsfaktor
extrazellulare signalregulierte Kinase

Einwohner und Einwohnerinnen

Wachstumsfaktor-rezeptor-bindendes Protein 2

Lentigindses malignes Melanom
mitogenaktivierte Proteinkinase
nodulares Melanom
nicht-melanozytarer Hautkrebs
Neurofibromin 1

Prolin Dehydrogenase/Prolin Oxidase
1-Pyrrolin-5-carboxylat

reactive Sauerstoffspezies
Plattenepithelkarzinom

Son of Sevenless

Superfiziell spreitendes Melanom

ultraviolette Strahlung
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