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Chaperon-Abgeleitete Kupfer(I)-Bindende Peptidnanofibrillen
stören die Kupferhomöostase in Krebszellen
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Abstract: Kupfer (Cu) ist ein Übergangsmetall, das eine entscheidende Rolle im Zellstoffwechsel spielt. Die Cu+

-Homöostase ist in vielen Krebsarten hochreguliert und trägt zur Tumorentstehung bei. Therapeutische Strategien zur
gezielten Beeinflussung der Cu+-Homöostase in Krebszellen werden jedoch selten erforscht, da kleine Cu+-Chelatoren
eine geringere Bindungsaffinität aufweisen als intrazelluläre Cu+-Chaperone, Enzyme oder Liganden. Um dieses
Problem anzugehen, stellen wir einen supramolekularen Ansatz vor, der von Cu+-Chaperonen inspiriert ist, um die Cu+

-Homöostase in Krebszellen zu stören und somit den programmierten Zelltod zu induzieren. Das Peptid Nap-
FFMTCGGCR bildet in Krebszellen Nanofibrillen aus, die aufgrund des einzigartigen MTCGGC-Motivs, das in
intrazellulären Cu+-Chaperonen konserviert ist, eine hohe Bindungsaffinität und Selektivität für Cu+ aufweisen. Nap-
FFMTCGGCR zeigt Zytotoxizität gegenüber dreifach negativen Brustkrebszellen (MDA-MB-231), beeinträchtigt die
Aktivität des Cu+-abhängigen Co-Chaperons Superoxid-Dismutase 1 (SOD1) und induziert oxidativen Stress. Im
Gegensatz dazu hat Nap-FFMTCGGCR nur minimale Auswirkungen auf normale HEK 293T-Zellen. Kontrollpeptide
zeigen, dass Selbstassemblierung und Cu+-Bindung synergistisch wirken müssen, um die Cu+-Homöostase erfolgreich zu
stören. Wir zeigen, dass die durch Assemblierung verstärkte Affinität für Metallionen neue therapeutische Strategien
eröffnet, um krankheitsrelevante Metallionen-Homöostase anzugehen.

Einleitung

Metallionen sind unentbehrlich für zahlreiche zelluläre
Funktionen, darunter Signaltransduktion, biochemische Re-
aktionen und Strukturgebung von Biomakromolekülen.[1]

Kupfer (Cu) ist ein redoxaktives Übergangsmetall, das als
Enzym Cofaktor dient und Stoffwechselprozesse vermittelt,
die für Zellwachstum und -entwicklung unerlässlich sind.
Hierzu zählen unter anderem die antioxidative Abwehr,[2]

die aerobe Atmung,[3] der Eisentransport[4] und andere
Prozesse wie die Pigmentsynthese.[5] Die Verfügbarkeit von
intrazellulären, ungebundenen Cu-Ionen wird streng kon-
trolliert, um oxidativen Stress, Lipidperoxidation und unspe-
zifische Bindungen an intrazelluläre Biomoleküle zu verhin-
dern.[6,7] Daher wird die Konzentration freier Cu-Ionen im
Zytoplasma extrem niedrig gehalten.[8] Um die zelluläre Cu-
Homöostase aufrechtzuerhalten, haben Zellen ausgeklügelte
Transportwege aus Transportern, Liganden, Chaperonen
und ihren jeweiligen Gegenspielern (Co-Chaperone) entwi-
ckelt.[9,10]

Extrazelluläres Cu2+ wird in der Plasmamembran durch
die sechs Transmembran-Epithelantigene der Prostata
(STEAP)-Familie von Metalloreduktase-Proteinen zu Cu+

reduziert.[11] Anschließend wird die zelluläre Aufnahme
durch das hochaffine Cu+-Transmembran-Transporter-Pro-
tein Ctr1 (SLC31 A1) vermittelt.[12] Die vorherrschende
Oxidationsstufe von Kupfer in der Zelle ist aufgrund der
reduzierenden zellulären Umgebung +1.[13] Sobald Cu+ in
die Zelle transportiert wurde, bindet zytosolisches Glutath-
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ion (GSH) das freie Metallion und bildet einen Cu+-GSH-
Komplex, um die Konzentration freier Cu+-Ionen zu mini-
mieren und ein austauschbares Cu+-Reservoir zu schaffen.[8]

Der Cu+-GSH-Komplex überträgt Cu+ an zytosolische Cu+

-Chaperone, wie Antioxidatives Protein 1 (Atox1), Cyclo-
oxygenase 17 (COX17) und Kupfer-Chaperon für Super-
oxiddismutase (CCS).[14,15] Die Cu+-Transportwege in
menschlichen Zellen zeigen eine hohe Chaperon-Protein-
Spezifität entlang eines Affinitätsgradienten.[16] Vereinfacht
ausgedrückt, erfolgt der Cu+-Transfer von Atox1 zu den
ATPase Cu+-Transportern Alpha/Beta (ATP7 A/7B) im
trans-Golgi-Netzwerk, von COX17 zur mitochondrialen
Synthese von Cytochromoxidase 1/2 (Sco1/2) oder Cyto-
chrom C Oxidase (CCO), und von CCS zu Superoxid-
Dismutase 1 (SOD1) im Zytosol oder in der inneren
Mitochondrienmembran (Abbildung 1A).[17] Einige Chape-

rone (z. B. Atox1 und CCS) und Co-Chaperone (z. B.
ATP7 A/7B) binden Cu+ über die Cysteinseitenketten eines
konservierten MXCXXC–Motivs (X ist eine beliebige Ami-
nosäure), wobei der Cu+-Austausch über einen Thiolaus-
tauschmechanismus erfolgt (Abbildung 1A).[18] Auch Me-
thionin wurde in Studien mit Modellpeptiden ebenfalls als
wichtig für die zusätzliche Bindungsstabilität identifiziert.[19]

Ungleichgewichte in der Cu+-Homöostase induzieren
Anomalien, die bei der Pathogenese mehrerer Krankheiten,
z. B. Krebs,[20] Morbus Wilson (WD)[21] und Menkes-Syn-
drom,[22] eine Rolle spielen. Zum Beispiel ist Cu+ an der
Proliferation von Krebszellen, der Modulation des Immun-
systems sowie der Tumorangiogenese und der Tumorent-
wicklung beteiligt,[23] einschließlich bei Darmkrebs,[24] Lun-
genkrebs,[25] Brustkrebs,[26] primären Hirntumoren,[27]

hepatozellulärem Karzinomen[28] usw. Kürzlich wurde ein

Abbildung 1. Schematische Darstellung von (A) Cu+-Aufnahme und -Transport in menschlichen Zellen. Die vollständige Sequenz des menschlichen
Atox1, das MTCGGC als Cu+-bindendes Motiv enthält, ist dargestellt. (B) Chemische Struktur des vom Cu+-Chaperon abgeleiteten Peptids Nap-
FFMTCGGCR, das aus MTCGGC als Cu+-Bindungsmotiv, Arginin (R) zur Verbesserung der zellulären Aufnahme und Nap-FF als selbstassemblie-
rendes Motif besteht. (C) Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Koordinationsmodells der Bindung von Nap-FFMTCGGCR an Cu+. Nap-
FFMTCGGCR bindet Cu+ hauptsächlich über die Thiolgruppen der Cysteinreste im Verhältnis 1 :1. Methionin (M) trägt zu dieser Koordination bei.
(D) Nap-FFMTCGGCR assembliert zu Nanofibrillen nach der Aufnahme in MDA-MB-231-Brustkrebszellen und bietet mehrere Cu+-Bindungsmotive
an der Oberfläche der Fibrillen. Die Cu+-Bindung stört den Cu+-Transport in Krebszellen. Nap-FFMTCGGCR-Fibrillen fangen Cu+-Ionen aus dem
intrazellulären Reservoir oder von Cu+-Chaperonen ab, was vermutlich zu einem allgemeinen Mangel an Cu+-Bioverfügbarkeit führt, der oxidativen
Stress, zelluläre Dysfunktionen und schließlich Apoptose auslöst.
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neues Konzept namens ’’Cuproplasie’’ eingeführt, das als
Cu-abhängiges Zellwachstum und -proliferation definiert
wird und das pharmakologisch durch Cu-selektive Chelato-
ren oder durch Ionophore aktiviert werden kann, um als
Ziel für die Krebstherapie zu dienen.[29] Das Design neuer
Moleküle, die in der Lage sind, intrazelluläres Cu+ zu
chelatisieren, ist jedoch äußerst herausfordernd, da eine Cu+

-Bindungsaffinität im femtomolaren Bereich erforderlich ist,
um wirksam in die Chaperon-/Co-Chaperon-Cu+-Bindung
einzugreifen.[15]

Unter Verwendung des konservierten MTCGGC-Motivs
des menschlichen Atox1-Cu+-Chaperons schlagen wir vor,
dass eine Vielzahl der monomeren Untereinheiten, angeord-
net in einem Superstruktur-Netzwerk, eine assemblierungs-
verstärkte Affinität für Cu+ aufweisen sollte (Abbil-
dung 1A–B). Das menschliche Atox1 bindet Cu+ über die
Cysteinreste des MTCGGC-Motivs und nimmt dabei ein
zweifach koordiniertes S� Cu� S-Modell mit einem S� Cu-
Abstand von 2.16 Å an.[30] Daher haben wir das selbstassem-
blierende Peptid-Amphiphil Nap-FFMTCGGCR entworfen,
das drei Motive umfasst: (1) die mit Naphthalin (Nap)
endgruppenfunktionalisierte Diphenylalanin (FF)-Domäne,
die die Selbstassemblierung bedingt, (2) die Sequenz
MTCGGC, die Cu+ mit hoher Affinität und Selektivität für
Cu+ gegenüber anderen Kationen bindet, und (3) der
Arginin (R)-Rest, der die zelluläre Aufnahme verbessert.
Wir nehmen an, dass Nap-FFMTCGGCR Cu+ hauptsäch-
lich über die Cysteinreste bindet, wobei das Methionin im
MTCGGC-Motiv eine unterstützende Rolle einnimmt (Ab-
bildung 1C).[19,31]

Nach der Zellaufnahme sorgt die lokale Anreicherung[32]

für eine Selbstassemblierung zu zytosolischen Nap-
FFMTCGGCR-Fibrillen, die Cu+ binden und kompetitiv
von intrazellulären Proteinen, Liganden oder Reservoirs
übernehmen können, was zelluläre Dysfunktionen induziert,
die zum Zelltod führen (Abbildung 1D). Kontrollpeptide,
die nicht assemblieren können, unterstreichen die Bedeu-
tung der Fibrillenbildung, um die gewünschte Funktion zu
erreichen. Die Selektivität gegenüber Cu-sensitiven Krebs-
zellen, wie den dreifach negativen Brustkrebszellen MDA-
MB-231, wurde untersucht und im Vergleich zu normalen
HEK-293T-Zellen betrachtet. Wir zeigen, dass in situ As-
semblierungsstrategien als leistungsstarkes Werkzeug zur
Verbesserung biochemischer Eigenschaften eingesetzt wer-
den können. Bis heute wurden verschiedene, in Krebszellen
überexprimierte intrazelluläre Komponenten, wie Rezepto-
ren, Enzyme usw., untersucht, um die in situ Selbstassem-
blierung amphiphiler Peptide in Krebszellen zu induzieren,
was zu zellulären Dysfunktionen führt und letztendlich den
Zelltod verursacht.[33,34] Beispielsweise nutzten Liu et al. die
Überexpression von GSH, um selbstsortierte Peptid-Assem-
blierungen in HeLa-Zellen zu erzeugen, die gleichzeitig das
endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat targe-
tieren.[35,36] Guo et al. zeigten, dass die Peptid-Protein-Asso-
ziation in lebenden Zellen eine Nekroptose bei Darmkrebs
auslöste.[37] Hier präsentieren wir zum ersten Mal die
Störung der intrazellulären Metallionen-Homöostase durch
künstlich in situ generierte Selbstassemblierung, um Apo-
ptose in dreifach negativen Brustkrebszellen auszulösen.

Ergebnisse und Diskussion

Design, Synthese und Cu+-Bindung von Nap-FFMTCGGCR

Abgeleitet von natürlichen Cu+-Chaperonen wurde die
Sequenz MTCGGC so konzipiert, dass sie zwei Cysteinreste
enthält, die durch zwei Glycinreste getrennt sind und für die
Cu+-Bindung verantwortlich sind. Der N-Terminus von
MTCGGC wurde mit einem hydrophoben naphthalinfunk-
tionalisierten Diphenylalanin (Nap-FF) modifiziert, um die
Selbstassemblierung zu Nanofibrillen durch π–π-Wechsel-
wirkungen zu fördern. Der C-Terminus wurde mit Arginin
(R) ergänzt, um die Interaktion mit der Zellmembran und
die zelluläre Aufnahme zu erleichtern. Die Sequenz
FFMTCGGCR wurde unter Verwendung der Fluorenylm-
ethoxycarbonyl (Fmoc)-Festphasensynthese (SPPS) auf
Rink-Amidharz synthetisiert. Naphthalin-Essigsäure wurde
auf dem Festphasen-Support unter

Verwendung von 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-Tetra-
methyluronium-Hexafluorophosphat (HBTU)/N, N-Diiso-
propyl-ethylamin (DIPEA) an den N-Terminus des Peptids
gekoppelt (Abbildung S1). Nap-FFMTCGGCR wurde mit
Trifluoressigsäure (TFA) vom Festphasenträger abgespalten
und in Folge dessen mittels Hochleistungsflüssigchromato-
graphie (HPLC) gereinigt und mittels Elektronspray-Ionisa-
tions-Massenspektrometrie (ESI-MS) (Abbildung S2),
1H NMR (Abbildung S3) und 1H, 1H-COSY NMR -Spektro-
skopie (Abbildung S4) charakterisiert.

Nap-FFMTCGGCRmn (Der hochgestellte Index ’’mn’’
steht für die monomere Form des Peptids) kann in Lösungs-
mitteln wie DMSO, Methanol und einer Wasser/Acetonitril-
Mischung gelöst werden. Seine kritische Aggregationskon-
zentration (CAC) in Milli-Q-Wasser beträgt 50 μM, be-
stimmt mittels Nilrot-Assay (Abbildung S5). Da die vorherr-
schende Oxidationsstufe von Kupfer innerhalb der Zelle
aufgrund der reduktiven intrazellulären Umgebung +1
ist,[38] verwendeten wir während unserer Untersuchung Cu+

aus der Quelle Cu[(CH3CN)4]PF6.
[39] Zunächst untersuchten

wir die Cu+-Bindung von Nap-FFMTCGGCRmn auf mole-
kularer Ebene. Nap-FFMTCGGCRmn absorbiert Licht bei
254–300 nm, wobei die Intensität mit zunehmender moläqui-
valenter Zugabe von Cu+ zunahm (Abbildung 2A). Der aus
den UV/Vis-Spektren berechnete Cu+-gebundene Anteil
von Nap-FFMTCGGCRmn deutet auf eine ~1 :1 stöchiome-
trische Bindung von Nap-FFMTCGGCRmn an Cu+ hin
(Tabelle S1). Die Molekularmassenanalyse mittels MALDI-
TOF zeigte die jeweilige Molekularmasse bei 1248.4 (m/z)
an, was der berechneten Masse des Cu+-gebundenen Pept-
ids entspricht (Abbildung S6). Der Ellman-Reagenz-Assay
(5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure), DTNB) wurde durch-
geführt, um die Beteiligung der Sulfhydryl (� SH)-gruppen
von Nap-FFMTCGGCRmn an der Bindung von Cu+ zu
untersuchen.[40] DTNB reagiert mit freien -SH-Gruppen, um
ein gemischtes Disulfid und 2-Nitro-5-thiobenzoesäure
(TNB) zu erzeugen. TNB absorbiert Licht bei 412 nm, was
die quantitative Bestimmung freier -SH-Gruppen ermög-
licht. Die stöchiometrische Zugabe von Cu+ zu Nap-
FFMTCGGCRmn führte zu einer Abnahme der freien -SH-
Konzentration in Nap-FFMTCGGCRmn, wobei eine Abnah-
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me von 23.8�5.3%, 52.1�1.4%, 87.3�0.89% und 89.2�
0.98% bei der Zugabe von 0.25, 0.5, 1 und 2 Moläquivalen-
ten Cu+ beobachtet wurde (Abbildung 2B–C, Abbil-
dung S7). Diese Ergebnisse zeigen die Beteiligung der -SH-
Funktionalgruppe an der Bindung von Cu+.

Als Nächstes analysierten wir die Cu+-Bindung von
Nap-FFMTCGGCRmn mittels 1H NMR -Spektroskopie. Zu-
nächst wurde die Struktur von Nap-FFMTCGGCRmn mittels
1H NMR in DMSO-d6 als Lösungsmittel charakterisiert, wie
in Abbildung S3 dargestellt. Anschließend wurde die Cu+

-Bindung an Nap-FFMTCGGCRmn durch 1H NMR in
MeOH-d4 untersucht, um die Oxidation des Peptids durch
das Lösungsmittel zu verhindern. Wir beobachteten einen
fortschreitenden Verlust der 1H NMR -Signalintensität bei
der stöchiometrischen Zugabe von Cu+ zu Nap-
FFMTCGGCRmn, begleitet von einer Verbreiterung der
Peaks, wie in Abbildung S8 dargestellt. Diese Beobachtung

unterstützt die Theorie einer Bindung von Cu+ an Nap-
FFMTCGGCRmn.[41] Eine quantitative Analyse der NMR-
Signalintensität in Bezug auf den internen Standard C2H2Cl4
(bei 6.49 ppm) wurde durchgeführt, und die Ergebnisse sind
in Abbildung S9 und Abbildung 2D zusammengefasst. Bei
der Zugabe von 0.5 Moläquivalenten Cu+ nahm die Signal-
intensität der Protonen C5HA (4.43 ppm), C5HB1/2
(2.9 ppm), C8HA (4.49 ppm), C8HB1/2 (2.89 ppm),
G6HA1/2 (3.84 ppm) und G7HA1/2 (3.9 ppm) von 100%
ohne Cu+ auf 46.0�0.23%, 37.3�0.08%, 44.3�0.3%,
36.8�0.1%, 48.4�0.3% und 38.3�0.2% ab. Bei der Zuga-
be von einem Moläquivalent Cu+ nahm die Signalintensität
der jeweiligen Protonen weiter ab auf 23.5�0.5%, 9.9�
0.2%, 14.5�0.3%, 10.7�0.2%, 30.1�0.3% und 11.3�
0.3%. Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass das
CGGC-Motiv wahrscheinlich an der Bindung von Cu+

beteiligt ist. Insbesondere wurden die Signalintensitäten der

Abbildung 2. (A) UV/Vis-Spektren von Nap-FFMTCGGCRmn (10 μM, Milli-Q-Wasser) nach Zugabe von Cu+ (0, 0.25, 0.5, 1 und 2 Moläquivalent).
(B) Ellman-Reagenz-Assay, der die Abnahme der freien -SH-Konzentration nach der Zugabe von Cu+ (0, 0.25, 0.5, 1 und 2 Moläquivalent) zu Nap-
FFMTCGGCRmn (MeOH, 400 μM) zeigt. (C) Relative Abnahme der freien -SH-Konzentration, berechnet aus Abbildung B. (D) Relative
Signalintensität, die nach der Zugabe von Cu+ (0, 0.25, 0.5 und 1 Moläquivalent) zu Nap-FFMTCGGCRmn aus den 1H NMR -Spektren (700 MHz,
298 K, MeOH-d4) im Vergleich zu einem internen Standard (C2H2Cl4) berechnet wurde. Entsprechende 1H NMR -Spektren (vergrößerter
Ausschnitt) und die relevanten Protonen werden gezeigt. Die Daten sind als Mittelwert�Standardabweichung dargestellt, n=3 für B, C und D.
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β-Protonen der Cystein-Reste nach der Zugabe von äquimo-
larem Cu+ deutlich reduziert (Abbildung 2D), während die
Signalintensitäten der aromatischen Protonen (z.B. F2HD1/
2 bei 7.0 ppm, 39.4�0.2%) weniger betroffen waren (Abbil-
dung S10). Darüber hinaus zeigten ihre Integrale keine
offensichtlichen Veränderungen im Vergleich zur Referenz,
was darauf hindeutet, dass innerhalb des getesteten Zeit-
raums von bis zu 24 Stunden keine Aggregation auftrat
(Abbildung S11). Aus diesen Beobachtungen postulieren
wir, dass die Cu+-Bindung an Nap-FFMTCGGCRmn zu
einer eingeschränkten Mobilität von Nap-FFMTCGGCRmn

führen sollte, was zu einem Verlust von 1H NMR -Signalin-
tensität führt. Weiterhin zeigten die EPR-Spektren kein
Signal, das Cu2+ entspricht, was auf die Stabilität von Cu+

nach der Bindung an Nap-FFMTCGGCRmn innerhalb von
24 Stunden hindeutet (Abbildung S12). Das Nap-
FFMTCGGCRmn-Peptid zeigte eine hohe Spezifität gegen-
über Cu+ und keine offensichtliche Reaktion auf andere
physiologisch relevante Metallionen wie K+, Ca2+, Zn2+,
Co2+, Fe2+ und Mg2+, außer gegenüber Cu2+ (Abbil-
dung S14).

Nap-FFMTCGGCRag bindet Cu+effizient

Als Nächstes untersuchten wir die Cu+-Bindung an Nap-
FFMTCGGCRag (das hochgestellte ’’ag’’ bezieht sich auf
Peptide in ihrem aggregierten Zustand) oberhalb der CAC
von 50 μM in Milli-Q-Wasser. Die CAC blieb nach der
Zugabe von Cu+ (1 mol. Äquivalent) unverändert, wie in
Abbildung S15 gezeigt. Die Transmissionselektronenmikro-
skopie (TEM) und die Rasterkraftmikroskopie (AFM) im
intermittierenden Modus zeigten, dass sich Nap-
FFMTCGGCRag zu geordneten Nanofibrillen selbstassem-
blierte (Abbildung S15). Der Durchmesser der Nanofibril-
len, gemessen anhand der TEM-Bilder, betrug 9.1�0.3 nm,
und die AFM-Bilder zeigten eine Höhe von 6.2�0.5 nm.
Die Kryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) bestätigte die
Fibrillenbildung von Nap-FFMTCGGCRag weiter, mit ei-
nem durchschnittlichen Durchmesser von 9�0.3 nm und
mehreren Mikrometern Länge (Abbildung 3A, Abbil-
dung S16). Der Durchmesser stieg nach der Bindung an Cu+

leicht auf 9.9�0.3 nm an (Abbildung 3C, Abbildung S17).
Die UV/Vis-Spektren zeigten eine Zunahme der Absorption
bei 254–300 nm nach der Bindung an Cu+ (Abbildung S20).
Die Sekundärstruktur von Nap-FFMTCGGCRag wurde mit-
tels Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie untersucht.
Die Spektren zeigten einen starken negativen Cotton-Effekt
bei 233 nm, einen positiven Cotton-Effekt bei 212 nm und
einen negativen Cotton-Effekt bei 203 nm, was auf die
Anwesenheit von Kation-π-Wechselwirkungen, β-Faltblatt-
Strukturen und α-Helix-Konformationen hinweist, die nach
der Bindung an äquimolares Cu+ beibehalten wurden (Ab-
bildung 3E). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass
sich die Morphologie der Nap-FFMTCGGCRag-Nanofibril-
len nach der Bindung an Cu+ nicht veränderte.[42,43] Der
Ellman-Reagenz-Assay zeigte eine 80%ige Abnahme der
freien Thiolgruppen von Nap-FFMTCGGCRag nach der
Bindung von 1 mol. Äquivalent Cu+ (Abbildung 3F, Abbil-

dung S21). Die Oberflächenladungsverteilung von Nap-
FFMTCGGCRag zeigte ein durchschnittliches Zeta-Potential
von 46�2.2 mV (100 μM), das nach der Cu+-Bindung (1 :1)
unverändert blieb (46.9�2 mV, Abbildung S22). Ein Bin-
dungsstöchiometrieverhältnis von 1 :1 zwischen Nap-
FFMTCGGCRag und Cu+ wurde in einem Titrationsexperi-
ment mit dem bekannten Cu+-Chelator Bicinchoninat (Bca)
beobachtet (Abbildung S23).[44] Bca bindet Cu+ mit einem
2:1 (Bca: Cu+)-Stöchiometrieverhältnis und bildet einen
rosafarbenen Komplex [Cu+(Bca)2]

3� aus, der Licht bei
562 nm absorbiert. Die Titration von Cu+ (0–160 μM) und
100 μM Bca zeigte einen linearen Anstieg der Absorption
bei 562 nm, der bei der Zugabe von ~0.5 Äquivalent
(50 μM) Cu+ ein Maximum erreichte, was der Bildung von
[Cu+(Bca)2]

3� entspricht. Allerdings zeigte die vergleichbare
Titration von Cu+ in eine Lösung aus Bca (100 μM) und
Nap-FFMTCGGCRag (100 μM) einen verzögerten Anstieg
der Absorption bei 562 nm und benötigte die Zugabe von
~140 μM Cu+, um das Plateau zu erreichen (Abbildung 3G).
Die Titrationskurve zeigt, dass Nap-FFMTCGGCRag Cu+

mit einem Stöchiometrieverhältnis von nahezu 1 :1 bindet.
Darüber hinaus weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass
Nap-FFMTCGGCRag Cu+ auch in Anwesenheit von Bca
bindet. Bca bindet Cu+ mit einer hohen Dissoziationskon-
stante von 10� 17,3 M, wie zuvor berichtet,[44,45] was uns
ermöglichte, die Dissoziationskonstante von Nap-
FFMTCGGCRag mit gebundenem Cu+ in einem kompetiti-
ven Bindungstitrationsexperiment mit Bca abzuschätzen.
Eine sehr niedrige KD von (2.3�1.6)×10� 14,3 M[44] wurde für
Nap-FFMTCGGCRag mit Cu+ beobachtet (Tabelle S2), was
etwa 100-fach niedriger ist als der KD von Cu+-Nap-
FFMTCGGCRmn. Der KD des Cu+-Nap-FFMTCGGCRmn

Komplexes beträgt etwa (3.03�1.27)×10� 12,3 M (Tabelle S3).
Als Nächstes untersuchten wir die Wirkung von Glutath-

ion (GSH) auf die Cu+-Bindungsfähigkeit und Selbstassem-
blierung von Nap-FFMTCGGCRag. Die Cu+-Bindungstitra-
tion (0–160 μM) gegen Bca in Anwesenheit von GSH
(100 μM) veränderte die Titrationskurve nicht bedeutend,
was darauf hindeutet, dass GSH bei dieser Konzentration
kein Kompetitor von Bca für Cu+ ist. Allerdings zeigte eine
vergleichbare Titration von Cu+ in eine Lösung, die Bca
(100 μM), GSH (100 μM) und Nap-FFMTCGGCRag

(100 μM) enthielt, einen verzögerten Anstieg der Absorpti-
on bei 562 nm, wobei ~140 μM Cu+ erforderlich waren, um
das Plateau zu erreichen (Abbildung S24A). Dies deutet
darauf hin, dass die 1 :1 stöchiometrische Bindung von Nap-
FFMTCGGCRag an Cu+ in Anwesenheit von GSH erhalten
bleibt. Wir untersuchten ferner, ob Fibrillen in Anwesenheit
von intrazellulär relevanten Konzentrationen von GSH (0.1
bis 5 mM) gebildet werden können (Abbildung S24B).
TEM-Bilder des in Milli-Q-Wasser hergestellten Nap-
FFMTCGGCRag in Anwesenheit von GSH zeigten das
Vorhandensein von Fibrillen. Zusätzlich zeigte das voras-
semblierte Nap-FFMTCGGCRag eine hohe Stabilität, wenn
es mit unterschiedlichen Konzentrationen von GSH inku-
biert wurde. Dies wurde durch die TEM-Bilder und die
Analyse der Zählrate (kcps) bestätigt, die über einen Zeit-
raum von bis zu 48 Stunden unverändert blieb (Abbil-
dung S24C–D).
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Intrazelluläre Selbstassemblierung von Nap-FFMTCGGCR

Triple-negative MDA-MB-231-Brustkrebszellen haben ei-
nen hohen Bedarf an Cu+ im Vergleich zu gesunden Zellen.
Um die Internalisierung und intrazelluläre Selbstassemblie-
rung von Nap-FFMTCGGCR in MDA-MB-231-Zellen mit-
tels Fluoreszenzmikroskopie zu visualisieren, wurde das
fluoreszierende Peptidderivat NBD-FFMTCGGCR synthe-
tisiert, indem Naphthalin durch 4-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol
(NBD) ersetzt wurde. Der NBD-Fluorophor wurde bereits
zuvor für die Bildgebung in zellulär selbstassemblierenden
Nanofibrillen verwendet. NBD-FFMTCGGCR und Nap-

FFMTCGGCR coassemblieren zu Nanofibrillen mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 12.5�0.7 nm. Diese
coassemblierten Fibrillen absorbieren Licht bei 400–500 nm
und emittieren bei 500–700 nm, was sie für die Visualisie-
rung unter konfokaler Mikroskopie geeignet macht. Hierbei
gilt zu beachten, dass NBD-FFMTCGGCR bei 100 μM
keine Nanofibrillen ausbildet. Die MDA-MB-231-Zellen
wurden mit einer Mischung aus NBD-FFMTCGGCR und
Nap-FFMTCGGCR (jeweils 5 μM, insgesamt 10 μM) inku-
biert, die in den Zellen Coaggregate bildet, und nach 24
Stunden durch konfokale Mikroskopie visualisiert. Eine
helle grüne Fluoreszenz zeigte die zelluläre Internalisierung

Abbildung 3. Die Mikroskopiebilder von (A) Nap-FFMTCGGCRag (100 μM, Milli-Q) beobachtet unter Cryo-EM (Skala: 200 nm bzw. 50 nm) und (B)
Liquid Tapping AFM (Skala: 270 nm bzw. 100 nm). Die Mikroskopiebilder von Cu+-Nap-FFMTCGGCRag (100 μM, Milli-Q) beobachtet unter (C)
Cryo-EM (Skala: 200 nm bzw. 50 nm) und (D) Liquid Tapping AFM (Skala: 600 nm bzw. 280 nm). (E) CD-Spektren von Nap-FFMTCGGCRag

(100 μM) und Cu+-Nap-FFMTCGGCRag (1 :1, 100 μM). (F) Der Ellman-Reagenz-Assay zeigt eine 80%ige Reduktion der Oberflächen-Thiole von
Nap-FFMTCGGCRag (100 μM) nach Zugabe von 1 Moläquivalent Cu+. (G) Die Bindungstitrationskurve von Nap-FFMTCGGCRag (100 μM) und Bca
(100 μM) gegenüber Cu+ (0–160 μM). Die Daten sind als Mittelwert�Standardabweichung dargestellt, n=3. Der Durchmesser der einzelnen
Fibrillen wurde aus den TEM-Bildern mit der Bildverarbeitungssoftware Image J ermittelt. Die Daten sind als Mittelwert�Standardabweichung
dargestellt, n=100. Die helikale Länge wurde aus AFM-Bildern mit der Datenverarbeitungssoftware NanoScope Analysis ermittelt. Die Daten sind
als Mittelwert�Standardabweichung dargestellt, n=5.
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und die intrazelluläre Nanofibrillenbildung von Nap/NBD-
FFMTCGGCRag durch Coassemblierung an. Im Gegensatz
dazu bildete NBD-FFMTCGGCR (10 μM) wahrscheinlich
aufgrund der erhöhten CAC im Vergleich zu Nap-
FFMTCGGCR keine Aggregate in den Zellen.

Die CAC von NBD-FFMTCGGCR wurde mit dem
Nilrot-Assay auf 105 μM bestimmt, während die CAC von
Nap/NBD-FFMTCGGCR bei 68.7 μM lag. Die niedrigere
CAC von Nap/NBD-FFMTCGGCR wurde der höheren
Selbstassemblierungstendenz von Nap-FFMTCGGCR
(CAC: 50 μM) im Vergleich zu NBD-FFMTCGGCR zuge-
schrieben. NBD-FFMTCGGCR zeigte die Bildung von
Fibrillen (durchschnittlicher Durchmesser war 11.9�
0.3 nm), als es bei 200 μM (Milli-Q-Wasser) analysiert wur-
de. Die Analyse der Fluoreszenz-Emissionsspektren sowohl
von NBD-FFMTCGGCR als auch von Nap/NBD-
FFMTCGGCR zeigte einen konzentrationsabhängigen An-
stieg der Fluoreszenz-Emission. Ein Diagramm von Log[c]
versus Imax (maximale Emissionsintensität) bei 546 nm zeigte
einen langsamen Anstieg unterhalb der CAC und einen
exponentiellen Anstieg überhalb der CAC in beiden Fällen.

Dies deutet darauf hin, dass die Selbstassemblierung die
Emission von NBD-FFMTCGGCRag verstärkt. Daher deu-
tet die beobachtete Fluoreszenz aus der Zelle nach der
Inkubation mit Nap/NBD-FFMTCGGCR auf die Bildung
von Nap/NBD-FFMTCGGCRag innerhalb der Zelle hin, die
durch Coinkubation erreicht werden kann. Eine quantitative
Analyse ergab eine zelluläre Aufnahme von 0.192�0.003,
0.206�0.006 und 0.253�0.006 μM von NBD-
FFMTCGGCR (pro 500 k Zellen) bei Inkubation mit 5, 10
und 20 μM von Nap/NBD-FFMTCGGCR, was auf eine
konzentrationsabhängige Aufnahme von NBD-
FFMTCGGCR in Krebszellen hinweist.

Als Nächstes wurde holotomographische Mikroskopie
angewendet, um die unmarkierte Assemblierung von Nap-
FFMTCGGCR innerhalb der Zelle zu untersuchen. Bei der
holotomographischen Mikroskopie werden die Brechungsin-
dizes der zellulären Kompartimente gemessen, um daraus
ein Holotogramm zu erstellen. Die assemblierten Peptide
weisen Brechungsindizes (~1.35–1.36) auf, die durch Holoto-
mographie messbar sind. Zunächst wurde das Holotogramm
von unbehandelten MDA-MB-231-Zellen aufgenommen,
wie in Abbildung 4D gezeigt. Die Brechungsindizes der
zellulären Komponenten wie Nukleoli, Lipidtröpfchen und
Mitochondrien wurden ungefähr mit 1.349�0.0043, 1.366�
0.0016 und 1.342�0.0014 gemessen (in DMEM-Medium).
Die Inkubation von MDA-MB-231-Zellen mit Nap-
FFMTCGGCR (10 oder 20 μM) zeigte die Anwesenheit von
Aggregaten innerhalb der Zelle mit einem Brechungsindex
von 1.357�0.004 (Abbildung 4E, Abbildung S31), der visu-
ell von Lipidtröpfchen unterscheidbar ist.

Um Nap-FFMTCGGCRag von Lipidtröpfchen innerhalb
der Zelle mithilfe von Fluoreszenz zu unterscheiden, wurden
Nap/NBD-FFMTCGGCR in den Zellen coassembliert.
NBD-FFMTCGGCR (10 μM) selbst bildet keine Aggregate
in Zellen. Daher wurden unter Holotomographie keine
Fluoreszenzsignale beobachtet, wie in Abbildung S32A dar-
gestellt, was mit den Konfokalmikroskopiebildern überein-
stimmt. Nach der Inkubation von Nap/NBD-FFMTCGGCR

(10 μM) wurden jedoch intrazelluläre Aggregate durch ihre
grüne Fluoreszenz nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass
die Coinkubation zur Bildung von Nap/NBD-
FFMTCGGCRag innerhalb der Zelle führt (Abbil-
dung S32B). Bemerkenswerterweise assembliert 10 μM Nap/
NBD-FFMTCGGCR in zellfreien Tests nicht zu Nanofibril-
len, was die Bedeutung der intrazellulären Anreicherung
beider Peptide unterstreicht, um bei einer Konzentration
von 10 μM Strukturen innerhalb der Zelle auszubilden
(Abbildung S33). Wir haben die Segmentierung von Nap/
NBD-FFMTCGGCRag und Lipidtröpfchen durchgeführt,
wie in Abbildung 4F gezeigt. Die Lipidtröpfchen waren in
den unbehandelten Kontrollzellen sowie in den mit NBD-
FFMTCGGCR und Nap/NBD-FFMTCGGCR behandelten
Zellen vorhanden, während Peptidaggregate nur in den mit
Nap/NBD-FFMTCGGCR behandelten Zellen vorhanden
waren (Abbildung 4F, Abbildung S34). Die Lipidtröpfchen
und Aggregate zeigten keine Colokalisierung (Abbil-
dung S35). Um zu überprüfen, ob die coassemblierte Struk-
tur in einem bestimmten subzellulären Kompartiment loka-
lisiert war, wurde eine Analyse der zellulären
Colokalisierung durchgeführt. MDA-MB-231-Zellen wur-
den 12 Stunden mit Nap/NBD-FFMTCGGCR (10 μM)
inkubiert, bevor sie durch konfokale Mikroskopie bildlich
erfasst wurden. Es wurde weder eine Colokalisierung mit
Mitochondrien (MitoTracker™ Red FM) noch mit dem
endoplasmatischen Retikulum (ER-Tracker™ Red) festge-
stellt. Eine teilweise Colokalisierung mit Endo-Lysosomen
(LysoTracker™ Red) (Pearson-Koeffizient 0.31) deutet dar-
auf hin, dass die Peptide wahrscheinlich über Endozytose
internalisiert werden (Abbildung S36–S38).

Nap-FFMTCGGCR induziert Apoptose von Krebszellen

Aufgrund des erhöhten Bedarfs an Cu+-Metabolismus für
das Wachstum und die Proliferation von Brustkrebszellen
nahmen wir an, dass die intrazelluläre Cu+-Bindung von
Nap-FFMTCGGCR negative Auswirkungen auf diese Zel-
len haben könnte.[50,51] Um Einblick in diese Spekulation zu
erhalten, untersuchten wir zunächst die Überlebensrate von
MDA-MB-231 Brustkrebszellen, nachdem wir sie zeitabhän-
gig mit Nap-FFMTCGGCR behandelt hatten. MDA-MB-
231-Zellen wurden mit 10 μM Nap-FFMTCGGCR inku-
biert, um das Überleben der Zellen über die Zeit zu
analysieren. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit
Nap-FFMTCGGCR wurden 78.8�8.8% lebensfähige Zel-
len detektiert. Nach 48 und 72 Stunden sank die Überle-
bensrate der Zellen weiter auf 39.2�4.5% bzw. 14.2�
2.9 %, was darauf hindeutet, dass die Behandlung mit Nap-
FFMTCGGCR die Lebensfähigkeit der MDA-MB-231
Brustkrebszellen über die Zeit effektiv reduzierte (Abbil-
dung 5A).

Die beobachtete Reduktion der Zelllebensfähigkeit
könnte entweder von den in der Zelle gebildeten Nap-
FFMTCGGCRag stammen oder von einem synergistischen
Effekt, der sowohl aus der Aggregation als auch aus der
Störung der Cu+-Homöostase resultiert. Daher wurde das
Kontrollpeptid Nap-FFMTGGR synthetisiert, das ebenfalls

Angewandte
ChemieForschungsartikel

Angew. Chem. 2024, 136, e202412477 (7 of 13) © 2024 Die Autoren. Angewandte Chemie veröffentlicht von Wiley-VCH GmbH

 15213757, 2024, 51, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1002/ange.202412477 by M

PI 355 Polym
er R

esearch, W
iley O

nline L
ibrary on [09/12/2024]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense



Abbildung 4. (A) Schematische Darstellung des Coassemblierungsansatzes zur Untersuchung der Selbstassemblierung von Nap-FFMTCGGCR
innerhalb der Zelle. Konfokalmikroskopie-Bilder von MDA-MB-231-Zellen, die mit (B) NBD/Nap-FFMTCGGCR (10 μM) und (C) NBD-FFMTCGGCR
(10 μM) nach 24 Stunden Inkubation behandelt wurden. Die Zellkerne wurden mit NucBlue™ gefärbt. Holotogramm von (D) Kontroll-MDA-MB-
231-Zellen (behandelt mit DMSO). Die Kalibrierungsleiste zeigt den Brechungsindex (RI) an. Die Lipidtröpfchen sind mit Pfeilen markiert, und (E)
MDA-MB-231-Zellen, die mit Nap-FFMTCGGCR behandelt wurden, zeigen nach 24 Stunden die Anwesenheit von Aggregaten mit einem RI von
~1,357�0,004. (F) Das segmentierte Holotogramm von MDA-MB-231-Zellen, die mit Nap/NBD-FFMTCGGCR behandelt wurden, zeigt das
Auftreten von grüner Fluoreszenz, die aus der Aggregation resultiert. Die gelben Punkte zeigen Lipidtröpfchen an und die roten Punkte zeigen
Aggregate, die nach der Behandlung mit Nap/NBD-FFMTCGGCR innerhalb der Zelle gebildet wurden. Die Segmentierung wurde mit einer auf
Random Forest basierenden Pixelklassifizierung durchgeführt.
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selbstassembliert (CAC: 45 μM in Milli-Q-Wasser), jedoch
aufgrund des Fehlens der Cystein-Reste nicht an Cu+

binden kann (Abbildung S40–41). Zunächst wurde die Fi-
brillenbildung von Nap-FFMTGGRag außerhalb der Zellen
analysiert, wobei Fibrillen mit einem Durchmesser von 5.9�
0.3 nm erhalten wurden (Abbildung S42). Als Nächstes
wurde der Einfluss der intrazellulärer Aggregation von Nap-
FFMTGGR (10 μM Inkubation) auf die Zelllebensfähigkeit
getestet. Die Zellen blieben jedoch auch nach 48 Stunden
vital. Erst nach 72 Stunden sank die Zelllebensfähigkeit auf
55.7�2.9% (Abbildung 5B). Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass die Peptidaggregate, die kein Cu+-Bin-
dungsmotiv aufweisen, eine längere Inkubationszeit benötig-
ten, um zytotoxische Effekte auf die MDA-MB-231-Zellen
auszulösen. Eine konzentrationsabhängige Analyse der Zell-
lebensfähigkeit sowohl von Nap-FFMTCGGCR als auch
von Nap-FFMTGGR in MDA-MB-231-Zellen (48 h Inku-
bation) zeigte, dass Nap-FFMTCGGCR eine Zytotoxizität
mit einem IC50 von 6.5 μM induzierte, während Nap-
FFMTGGR einen ungefähr dreifach höheren IC50 von
19.9 μM zeigte (Abbildung 5C). Interessanterweise zeigten
beide Verbindungen unter den getesteten Bedingungen
(48 h, bis zu 20 μM) keine Zytotoxizität in normalen HEK
293T-Zellen, was auf eine ausgeprägte Zytotoxizität in
Krebs- im Vergleich zu gesunden Zellen hinweist (Abbil-
dung 5D).

Die ausbleibende Toxizität von Nap-FFMTCGGCR in
HEK 293T-Zellen unter den getesteten Bedingungen wurde
hauptsächlich einer geringeren (~1.4-fachen) zellulären Auf-
nahme von Nap-FFMTCGGCR in HEK 293T-Zellen im
Vergleich zu MDA-MB-231-Zellen zugeschrieben, was
wahrscheinlich auf die höhere negative Oberflächenladung
der Krebszellen zurückzuführen ist (Abbildung S43–44).[52]

Der Apoptose-Assay (unter Verwendung von FITC-Anne-
xin V und Propidiumiodid (PI)) zeigte eine Annexin-V-
Färbung an der Plasmamembran der mit Nap-
FFMTCGGCR behandelten MDA-MB-231-Zellen, was dar-
auf hindeutet, dass die Zellen nach 48 Stunden (10 μM)
Inkubation frühe apoptotische Wege einleiteten (Abbil-
dung 5E). Hier zeigt das Fehlen eines PI-Signals an, dass der
Zelltod hauptsächlich durch Apoptose verursacht wurde. Im
Gegensatz dazu induzierte Nap-FFMTGGR unter diesen
Bedingungen (48 h, 10 μM) keine Apoptose (Abbildung 5F).

Nap-FFMTCGGCR stört die Cu+-Homöostase und induziert
oxidativen Stress in Krebszellen

Als Nächstes untersuchten wir die zugrunde liegenden
Mechanismen, die zur Zelltoxizität nach der Behandlung
mit Nap-FFMTCGGCR führen. Wir gehen davon aus, dass
die hohe Affinität von Nap-FFMTCGGCRag gegenüber Cu+

es eventuell ermöglicht, erfolgreich mit zytosolischen Cu+

Abbildung 5. Die Reaktion von MDA-MB-231-Zellen auf die Behandlung mit (A) Nap-FFMTCGGCR (10 μM) und (B) Nap-FFMTGGR (10 μM) über
die Zeit. Konzentrationsabhängige Analyse der Zellviabilität von Nap-FFMTCGGCR und Nap-FFMTGGR gegenüber (C) MDA-MB-231-Zellen und
(D) HEK 239T-Zellen, die nach 48 h analysiert wurden. Live/Dead-Zellassay durchgeführt mit FITC-Annexin V/Propidiumiodid-Färbung nach
Behandlung mit (E) Nap-FFMTCGGCR (10 μM, 48 h) und (F) Nap-FFMTGGR (10 μM, 48 h). Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des
unpaired t-Tests, korrigiert nach der Bonferroni-Dunn-Methode, durchgeführt, wobei der P-Wert-Schwellenwert 0.05 beträgt: 0.1234 (ns), *P
<0.0332, **P <0.0021, ***P <0.0002, ****P <0.0001)). Die Daten sind als Mittelwert�Standardabweichung (s.d.) dargestellt, n=3.
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-Chaperonen oder intrazellulären Cu+-Komplexen zu kon-
kurrieren. Die Cu+-Homöostase steht in engem Zusammen-
hang mit dem Redox-Gleichgewicht der Zelle, da SOD1,
das Schlüsselenzym für das Redox-Gleichgewicht, Cu+ als
Cofaktor nutzt.[53] SOD1 ist ein antioxidatives Enzym, das
das Superoxidanion durch Umwandlung des freien Radikals
in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid überführt.[54,55] Wir
postulieren, dass die Cu+-Bindungsfähigkeit von Nap-
FFMTCGGCRag einen Cu+-Mangel im SOD1-Enzym ver-
ursachen könnte, was zu einem Redox-Ungleichgewicht in
der Zelle führt. Zunächst untersuchten wir, ob die SOD1-
Aktivität der Zellen nach der Behandlung mit Nap-
FFMTCGGCR beeinträchtigt war. Die zelluläre SOD1-
Aktivität der unbehandelten Kontrollgruppe wurde mit
0.404�0.01 U/mL gemessen. Nach 48-stündiger Behandlung
mit Nap-FFMTCGGCR (20 μM) wurde eine achtfache Re-

duktion der Aktivität auf 0.05�0.003 U/mL beobachtet. Im
Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit Nap-FFMTGGR
keine Veränderungen (0.43�0.02 U/mL) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe (Abbildung 6A, Abbil-
dung S45). Wir vermuten, dass Nap-FFMTCGGCRag, das in
der Zelle gebildet wird, möglicherweise mit dem CCS-
Chaperon interagiert und dadurch den Cu+-Transport an
SOD1 unterbricht. SOD1 ist der Gegenspieler des CCS-
Chaperons. Da Cu+ als Cofaktor für die ordnungsgemäße
Funktion von SOD1 dient, führt ein Mangel an Cu+ wahr-
scheinlich zu einem Verlust der SOD1-Aktivität.

Anschließend untersuchten wir, ob die reduzierte SOD1-
Aktivität zu einem erhöhten zellulären oxidativen Stress
führt, indem wir einen Assay auf Basis von 2’,7’-Dichlorfluo-
rescin-Diacetat (DCFDA) einsetzten. DCFDA ist ein zell-
permeabler fluorogener Farbstoff, der die Aktivität reakti-

Abbildung 6. (A) SOD1-Analyse der MDA-MB-231-Zellen nach der Behandlung mit Nap-FFMTCGGCR oder Nap-FFMTGGR (20 μM, 48 h). (B) ROS-
Generierung innerhalb der MDA-MB-231-Zellen, gemessen mit der DCFDA-Sonde nach der Behandlung mit Nap-FFMTCGGCR oder Nap-
FFMTGGR (20 μM, 48 h). (C) ATP-Konzentration der MDA-MB-231-Zellen nach der Behandlung mit Nap-FFMTCGGCR oder Nap-FFMTCGGCR
(20 μM, 48 h). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus drei replizierten Messungen dar. Die statistische Analyse wurde mit einer one-
way ANOVA (korrigiert nach der Bonferroni-Methode) durchgeführt. P-Werte: 0.12 (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.001 (***). Die Daten werden als
Mittelwert�Standardabweichung dargestellt, n=3.
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ver Sauerstoffspezies (ROS), wie Hydroxyl-, Peroxyl- und
Singulettsauerstoff in der Zelle, misst. MDA-MB-231-Zellen
wurden für 48 Stunden mit 20 μM Nap-FFMTCGGCR oder
Nap-FFMTGGR behandelt. Nach der Analyse durch konfo-
kale Mikroskopie nach Färbung mit DCFDA wurde eine
starke Fluoreszenz von den mit Nap-FFMTCGGCR behan-
delten Zellen beobachtet (Abbildung 6B). Dagegen zeigten
die mit Nap-FFMTGGR behandelten Zellen unter den
getesteten Bedingungen (20 μM, 48 h) keine Fluoreszenz.
Diese Beobachtung wurde durch die Durchflusszytometrie
weiter bestätigt (Abbildung S46). Wir gehen davon aus, dass
der erhöhte zelluläre oxidative Stress zu metabolischen
Defekten in den Zellen führen kann. Um zu untersuchen,
ob die intrazelluläre Aggregation und die damit verbundene
Cu+-Bindung von Nap-FFMTCGGCRag zu Stoffwechselde-
fekten führen, bewerteten wir die zellulären ATP-Werte
nach der Behandlung mit Nap-FFMTCGGCR oder Nap-
FFMTGGR. Die ATP-Konzentration der unbehandelten
Kontrollgruppe von MDA-MB-231-Zellen wurde mit 1.8�
0.006 μM gemessen. Wie erwartet, reduzierte die Behand-
lung mit Nap-FFMTCGGCR (20 μM, 48 h) den ATP-Spie-
gel auf 0.74�0.09 μM. Im Gegensatz dazu zeigte die Nap-
FFMTGGR-behandelte Gruppe keine deutliche Verände-
rung (1.68�0.04 μM) im Vergleich zur Kontrollgruppe unter
ähnlichen Bedingungen (Abbildung 6C, Abbildung S47).

Die Fibrillenstruktur ist entscheidend für die Störung der
intrazellulären Cu+ Homöostase

Um den Einfluss der Fibrillenstruktur auf die Störung der
intrazellulären Cu+-Homöostase zu untersuchen, führten
wir Experimente mit dem Kontrollpeptid Nap-MTCGGCR
durch (Abbildung S48). Nap-MTCGGCR enthält eine Cu+

-bindende Domäne, jedoch kein Strukturelement, das die
Selbstassemblierung unterstützt (Nap-FF). Die Cu+-Bin-
dung von Nap-MTCGGCR wurde durch UV/Vis-Spektro-
skopie bestätigt, wobei eine Zunahme der Absorption bei
254–300 nm nach der Bindung an Cu+ festgestellt wurde
(Abbildung 7A). Nap-MTCGGCR zeigte in der TEM-Ana-
lyse bei einer Konzentration von 100 μM keine selbstassem-
blierten Strukturen (Abbildung 7B, Abbildung S49). Auch
die Analyse der Zytotoxizität an MDA-MB-231-Zellen
zeigte über 72 Stunden bei einer Konzentration von 100 μM
keine nachteiligen Effekte. Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass die bloße Anwesenheit der Cu+-bindenden Domä-
ne auf molekularer Ebene allein nicht ausreicht, um die Cu+

-Homöostase im zellulären Umfeld zu stören. Unterstützend
dazu zeigte der Annexin V/PI-Färbetest nach der Behand-
lung mit Nap-MTCGGCR (20 μM, 46 h) keine positive
Färbung für Annexin V oder PI, was darauf hinweist, dass
Nap-MTCGGCR den Zelltod in MDA-MB-231-Zellen nicht
auslöste (Abbildung S50). Diese Ergebnisse unterstreichen
die Bedeutung der intrazellulären Selbstassemblierung für
eine effektive Cu+-Bindung und Störung der zellulären Cu+

-Homöostase.

Zusammenfassung

Während das gezielte Beeinflussen der Cu+-Homöostase
einen vielversprechenden Ansatz für Krebstherapien dar-
stellt, war der Fortschritt in diesem Bereich bisher durch
unzureichende Effekte kleiner Molekülen auf die Cu+-Ho-
möostase begrenzt. Basierend auf natürlichen Cu+-Chape-
ronen haben wir das Cu+-bindende Motiv durch supramole-
kulare Konzepte verstärkt, um eine hohe lokale
Konzentration von Cu+-bindenden Domänen auf selbstas-
semblierten Nanostrukturen innerhalb von Zellen zu errei-
chen. Diese Nap-FFMTCGGCRag-Strukturen konkurrieren
erfolgreich mit den natürlichen Cu+-Bindungssystemen in
dreifach negativen Brustkrebszellen (MDA-MB-231), was
die Limitationen von kleinen Molekülen bei der Störung der
Cu+-Homöostase überwindet. Wir konnten die zellulären
Reaktionen aufgrund der Cu+-Bindung von denen der
Fibrillenbildung unterscheiden. Hierfür wurde das Kontroll-
peptid Nap-FFMTGGR, das selbstassembliert, aber kein
Cu+ bindet untersucht. Darüber hinaus haben wir gezeigt,
dass die bloße Existenz eines Cu+-bindenden Motivs nicht
ausreicht, um die Cu+-Homöostase in der Zelle zu stören,
wie die Analyse des nicht assemblierenden Kontrollpeptids
Nap-MTCGGCR belegt. Wir zeigen, dass die Kombination
molekularer Funktionen mit in situ Selbstassemblierungs-
technologien eine attraktive Strategie ist, um deren Bioakti-
vität in lebenden Zellen zu verstärken.

Unterstützende Information

Die Autoren haben zusätzliche Referenzen in den unterstüt-
zenden Informationen zitiert.[44,56–61]

Abbildung 7. (A) Die UV/Vis-Spektren von Nap-MTCGGCR (40 μM,
Milli-Q) in Reaktion auf die Zugabe von Cu+ (1 molare Äquivalente).
(B) TEM-Bild von Nap-MTCGGCR (100 μM), das keine Nanostruktur-
bildung zeigt. (C) Analyse der Zellviabilität von Nap-MTCGGCR gegen-
über MDA-MB-231-Zellen, getestet über 72 h. (D) Schematische Dar-
stellung des Verhaltens von Nap-MTCGGCR, Nap-FFMTGGR und Nap-
FFMTCGGCR innerhalb einer Krebszelle. Die Daten sind als Mittel-
wert�Standardabweichung (s.d.) dargestellt, n=3 für C.
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