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Abstract: Das große therapeutische Potenzial eines Organo-
zinn(IV)-beladenen nanostrukturierten SiO2 (SBA-15pSn)
wird am Beispiel der R�ckbildung eines durch B16-Zellen
induzierten Melanoms bei syngenen C57BL/6-M�usen de-
monstriert. Neben Apoptose als grundlegendem Mechanismus
der Antitumorwirkung einer Vielzahl von Chemotherapeutika
ist der entscheidende Vorteil dieses mesoporçsen zinnhaltigen
Materials das Auslçsen der Zelldifferenzierung – ein Effekt,
der weder f�r metallbasierte Zytostatika noch f�r mesoporçse
Materialien alleine bisher beobachtet wurde. Dieser nichtag-
gressive Wirkungsmechanismus ist hochwirksam gegen Tu-
morzellen aber im gew�hlten Konzentrationsbereich nicht-
toxisch f�r normales Gewebe. JNK-unabh�ngige Apoptose
(JNK: Jun amino-terminal kinase), begleitet von der Bildung
des melanozytenartigen nichtproliferativen Ph�notyps der
�berlebenden Zellen demonstriert das außergewçhnliche Po-
tenzial von SBA-15pSn zur Unterdr�ckung von Tumor-
wachstum ohne eine unerw�nschte kompensatorische Prolife-
ration der erkrankten Zellen als Antwort auf den Zelltod in
ihrer Nachbarschaft.

Cisplatin ist eines der effektivsten Chemotherapeutika zur
Behandlung verschiedenster Krebserkrankungen.[1] Unge-
achtet dieses großen therapeutischen Erfolges erwerben ver-
schiedene Krebszelltypen relativ schnell eine Resistenz oder
sind intrinsisch gegen Cisplatin resistent, was zu Rezidiven
und therapeutischen Fehlschl�gen f�hrt.[2] Es konnte gezeigt
werden, dass eine Hochdosischemotherapie mit Cisplatin bei
aggressivsten Krebserkrankungen wie Cisplatin-resistenten

Melanomen[3] selbst bei Patienten mit weit fortgeschrittener
Erkrankung wirksam ist, allerdings wird dieser Erfolg mit
unakzeptablen Nebeneffekten erkauft.[4] Ein wesentliches
Ziel bei der Entwicklung neuartiger metallbasierter Krebs-
therapeutika ist es daher, die Parameter, die den Einsatz von
Cisplatin einschr�nken, wie die geringe therapeutische Breite,
die Entwicklung von Resistenzen und die hohe Toxizit�t zu
verbessern.[5]

Die Induktion der Apoptose ist der grundlegende Me-
chanismus der Antitumoraktivit�t vieler Chemotherapeutika.
Alternativ dazu ist anzustreben, dass das Auslçsen der Zell-
differenzierung als entgegengesetzter Prozess zur krankhaf-
ten Entartung eine wichtige Rolle spielt. Es gibt zahlreiche
Naturstoffe und auch synthetische Pharmaka, deren Wirk-
samkeit auf einem derartigen Mechanismus beruht,[6] me-
tallbasierte Verbindungen mit diesen Eigenschaften sind
bislang nicht untersucht worden. Die Induktion der Zelldif-
ferenzierung als vielversprechende therapeutische Strategie
ist bislang wenig verfolgt worden, sodass das Auslçsen der
Apoptose weiterhin als der Hauptmechanismus in der
Krebstherapie angesehen wird, obwohl der damit verbundene
Zelltod die Vermehrung der umgebenden anaplastischen
Zellen auslçst. Dieses Ph�nomen, das als kompensatorische
Proliferation bekannt ist, geht mit einer verst�rkten JNK-
Aktivierung einher.[7]

In den letzten Jahren wurden Nanomaterialien in der
Medizin f�r die Bereitstellung und Langzeitdeponierung von
Arzneimitteln, in Abbildungsverfahren und f�r weitere the-
rapeutische und diagnostische Verfahren eingesetzt.[8] Die
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Entwicklung verschiedener Nanopartikel hatte dabei zum
Ziel, Krankheiten auf zellularer Ebene zu behandeln und
auch Chemotherapeutika einzuf�hren, die auf malignes
Gewebe einwirken.[9] Viele dieser Nanomaterialien erfordern
komplexere Synthesemethoden und den Einbau von Funkti-
onsmolek�len, lichtempfindlichen molekularen Schaltern
oder von Zielrezeptoren.[10]

Nanostrukturierte Siliciumdioxid-basierte Materialien
sind bereits als vielversprechende Kandidaten in der Therapie
und Medizindiagnostik eingef�hrt worden, in der Krebsthe-
rapie sind aber bislang nur wenige entsprechende Untersu-
chungen durchgef�hrt worden.[11] Diese f�r Humanzellen
nichttoxischen Materialien[12] sind durch eine große �ußere
Oberfl�che und porçse Kerne gekennzeichnet und kçnnen
mit kleineren Molek�len funktionalisiert werden und damit
prinzipiell Pharmaka binden und als Arzneimitteltransporter
oder -speicher fungieren.[13] Trotzdem ist �ber die In-vivo-
Antitumorwirksamkeit von nanostrukturiertem SiO2, das mit
Metallverbindungen beladen ist, nichts bekannt.

In einer fr�heren Publikation haben einige von uns be-
richtet, dass die Beladung von biologisch indifferenten me-
soporçsen Nanomaterialien mit zytostatischen Titanocende-
rivaten zur Verst�rkung der Zytotoxizit�t gegen Tumorzellen
f�hrt.[14] In der vorliegenden Studie wurde das mesoporçse
SiO2 SBA-15 wegen seiner zuvor beobachteten grçßeren
Zytotoxizit�t nach Ti-Behandlung (verglichen mit dem in
gleicher Weise behandelten Nanomaterial MCM-41)[14] als
Transport- bzw. Speichervehikel ausgew�hlt. Weil Triphenyl-
zinn(IV)-Verbindungen deutlich st�rker zytotoxisch sind als
Titanocenderivate oder Cisplatin,[14,15] pr�sentieren wir hier
das hohe therapeutische Potenzial von Organozinn(IV)-be-
ladenem nanostrukturierten SBA-15.

SBA-15 wurde �ber ein Sol-Gel-Verfahren mit anschlie-
ßender Kalzinierung hergestellt (siehe die Hintergrundinfor-
mationen).[14] Die Oberfl�chenfunktionalisierung zum 3-

Chlorpropylsilyl-Derivat SBA-15p erfolgte durch Reaktion
von SBA-15 mit 3-Chlorpropyltriethoxysilan (CPTS). Der
Grad der Funktionalisierung mit � Si(CH2)3Cl-Baugruppen
wurde aus dem Cl-Wert (durch XRF) zu 0.76 mmol Cl pro
g SiO2 ermittelt. Der Gehalt an Kohlenstoff ist grçßer als aus
dem Cl-Wert erwartet wird und weist auf eine unvollst�ndige
Substitution der Ethoxygruppen bei der Reaktion von CPTS
mit SBA-15 hin. Das wird auch durch 13C-CP-MAS- und 29Si-
MAS-NMR-spektroskopische Untersuchungen best�tigt.
Neben der Funktionalisierung der �ußeren Oberfl�che des
Nanomaterials erfolgte auch eine Funktionalisierung der in-
neren Oberfl�che, was durch Abnahme von Porengrçße und
BET-Oberfl�che sowie durch Zunahme der Wandst�rke von
SBA-15p verglichen mit SBA-15 belegt ist (Tabelle S1). Aus
der Kalzinierungstemperatur des SBA-15 (500 8C) l�sst sich
absch�tzen, dass ein Gemisch von ein- und zweifach ober-
fl�chengebundenen Pfropfmolek�len vorliegt.[16] SEM- und
TEM-Aufnahmen (Abbildung 1) von SBA-15p zeigten keine
merklichen Unterschiede zu den Aufnahmen von SBA-15,
was darauf hinweist, dass die Morphologie des Nanomaterials
beim Funktionalisieren mit CPTS keine merklichen Ver�n-
derungen erfahren hat.

Die Behandlung von SBA-15p mit 6-Triphenylstannyl-
hexan-1-ol zu SBA-15pSn f�hrt zu einer Belegung von
0.324 mmol Sn pro g SiO2 (bestimmt �ber XRF). Wie zu er-
warten, ist die Porengrçße in SBA-15pSn (4.80 nm) kleiner als
in SBA-15p (4.88 nm) und SBA-15 (4.97 nm). Ein geringer
Teil des Ph3Sn(CH2)6OH wird an der externen Oberfl�che des
SBA-15 gebunden, was an der Schrumpfung der Oberfl�che
erkennbar wird. Die Organozinnbeladung wird auch in den
Festkçrper-NMR-Spektren von SBA-15pSn best�tigt. Neben
dem Resonanzmuster (13C-CP-MAS) der 3-Chlorpropyl-
gruppen werden zus�tzliche Resonanzen im Aromaten-
und Methylenbereich von Ph3Sn(CH2)6OH beobachtet. Im
119Sn-MAS-NMR-Spektrum zeigt sich eine Resonanz bei

Abbildung 1. SEM-Aufnahmen: A) SBA-15, B) SBA-15p, C) SBA-15pSn; TEM-Aufnahmen: D) SBA-15, E) SBA-15p, F) SBA-15pSn.
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�106 ppm f�r Ph3Sn(CH2)6OH (siehe auch die Hintergrund-
informationen). SEM- und TEM-Aufnahmen von SBA-
15pSn (Abbildung 1) zeigen eine einheitliche Morphologie
(st�bchenfçrmig; Partikelgrçße ca. 720 � 460 nm, berechnet
aus den SEM-Daten) und Porengrçße (hexagonale Form).

F�r die Untersuchungen zur In-vitro-Aktivit�t wurden
B16-Tumorzellen in einem weiten Dosisbereich an Ph3Sn-
(CH2)6OH, SBA-15pSn bzw. dem Tr�germaterial SBA-15p
kultiviert. Die Viabilit�t der Zellen wurde mittels MTT und
CV nach 48 und 72 Stunden ermittelt. Die Behandlung der
Zellen mit Ph3Sn(CH2)6OH ergab eine dosisabh�ngige Inhi-
bierung der Lebensf�higkeit der Zellen (Abbildung S7). In-
teressanterweise war der IC50-Wert, der aus den MTT-Expe-
rimenten abgeleitet wurde (IC50 = 20 mm), um den Faktor
zwei niedriger als der aus den Ergebnissen des CV-Tests ab-
geleitete Wert (IC50 = 40 mm). Die Diskrepanz in den Ergeb-
nissen dieser Tests liegt in der Tatsache begr�ndet, dass die
Stçrung der mitochondrialen Atmung als Konsequenz des
toxischen Reizes die zellulare Lebensf�higkeit verringert
(Abbildung S7 A und B, links).

Die Behandlung der Zellen mit SBA-15pSn (3.85% Sn)
ergab eine betr�chtliche Abnahme der Lebensf�higkeit der
Zellen (M50 = 2 mgmL�1 (MTT) und 2.6 mgmL�1 (CV)). Der
Vorteil des hier beschriebenen neuartigen SBA-15pSn ge-
gen�ber dem aktivsten Ti-beladenen mesoporçsen Material
(SBA-15 beladen mit [Ti{Me2Si(h5-C5Me4)(h5-C5H4)}Cl2],
M50 = (309� 42) mgmL�1) aus fr�heren Untersuchungen[14]

liegt in der mehr als 150-mal hçheren In-vitro-Aktivit�t.
Die Menge an Ph3Sn(CH2)6OH im beladenen Material

SBA-15pSn ist bei dieser M50-Konzentration ca. 60-mal
niedriger als die IC50-Dosis von freiem Ph3Sn(CH2)6OH. In
dieser niedrigen Konzentration beeinflusst freies Ph3Sn-
(CH2)6OH die Lebensf�higkeit der Tumorzellen nicht. Dar-
�ber hinaus zeigte auch das Tr�germaterial SBA-15p alleine
keine entsprechenden Effekte (Abbildung S7 A und B). Des
Weiteren zeigten die �bereinstimmenden Ergebnisse von
MTT- und CV-Tests, dass im Unterschied zum freien Ph3Sn-
(CH2)6OH die mitochondriale Atmung durch SBA-15pSn
nicht beeintr�chtigt wird. Daher ist die beobachtete Abnah-
me der Zellatmung eindeutig auf die Abnahme der Zahl an
lebenden Zellen zur�ckzuf�hren (Abbildung S7A und B,
rechts).

Um Aussagen zur in-vivo-Effektivit�t der getesteten
Pharmaka zu gewinnen, wurden B16-Zellen in syngene
C57BL/6-M�use implantiert, die intraperitoneale Behand-
lung wurde am 10. Tag begonnen, als die Tumore zu ertasten
waren. Am 28. Tag, an dem vier von f�nf Tieren der Kon-
trollgruppe das maximal erlaubte Tumorvolumen erreicht
hatten, wurden die Tiere geopfert. W�hrend in der Cisplatin-
Gruppe zum selben Zeitpunkt zwei Tiere gestorben waren,
entwickelten zwei der verbleibenden Tiere das maximal er-
laubte Tumorvolumen (Abbildung 2). Das Tumorwachstum
bei den Tieren, die mit SBA-15p behandelt wurden, war
vergleichbar mit dem der Kontrollgruppe. W�hrend der
Tumor in Gegenwart von Ph3Sn(CH2)6OH alleine zwar
langsamer w�chst, f�hrte die Anwendung von SBA-15pSn zur
fast vollst�ndigen R�ckbildung des Tumorgewebes. Die bio-
chemische Analyse des Urins zeigte, dass ausschließlich die
Tiere, die mit Cisplatin behandelt worden waren, deutliche

Hinweise von Nephrotoxizit�t aufweisen, erkennbar an der
Anwesenheit von Erythrozyten und Leukozyten im Urin
sowie an einem erhçhten Proteinniveau. Aus der Abwesen-
heit von sichtbaren Hinweisen auf Toxizit�t und Nephroto-
xizit�t im Vergleich zur Cisplatin-Gruppe kann geschlossen
werden, dass SBA-15pSn sehr gut vom Organismus toleriert
wird.

Zur Aufkl�rung des Antimelanom-Mechanismus von
sowohl Ph3Sn(CH2)6OH als auch SBA-15pSn wurden Zellen,
die ein In-vitro-Screening �ber 72 Stunden durchlaufen
hatten, IC50-/M50-Dosen ausgesetzt und Zellzyklus-Vertei-
lung, Zellteilung und der Typ des Zelltodes mittels Durch-
flusszytometrie ermittelt. Die Vital-Fluoreszenz-Doppelf�r-
bung (Ann/PI) ergab eine merkliche Pr�senz fr�her Apop-
tose-Zellen (Ann+/PI�), w�hrend nachfolgende DNA-Frag-
mentierung zus�tzlich durch Akkumulation der Zellen der
subG-Phase des Zellzyklus best�tigt wurde. Der Apoptose-
Prozess, begleitet von Caspase-Aktivierung bei Ph3Sn-
(CH2)6OH- und SBA-15pSn-behandelten Kulturen war nur
dominant in den Zellen, die dem freien Ph3Sn(CH2)6OH
ausgesetzt waren (Abbildung S8C).

Interessanterweise f�hrte die Einwirkung von SBA-15pSn
zu einer starken Autophagie, die sich in einer vermehrten
Anwesenheit von Autophagosomen im Zytoplasma offen-
barte (Abbildung S8D). Die Neutralisation dieses Prozesses
durch den spezifischen 3-MA-Inhibitor zeigte deutlich, dass
Autophagie nicht zur Abnahme der Lebensf�higkeit der
Zellen beitrug (Abbildung S8 E). Dar�ber hinaus wurde
mittels CFSE in Kulturen, die SBA-15pSn ausgesetzt waren,
eine starke Blockade des proliferativen Potenzials der Zell-
teilung ermittelt, was an einer beachtlichen Zahl an unge-
teilten Zellen zu erkennen ist (Abbildung 3A). Im Einklang
mit dieser Aussage wurde eine verst�rkte Granularit�t von
SBA-15pSn-exponierten Zellen gefunden (Abbildung 3B).
Verglichen mit den unbehandelten Zellen mit runder Mor-
phologie wiesen die mit Ph3Sn(CH2)6OH oder SBA-15pSn
behandelten Zellen eine flache Form und eine Zunahme des
Zytoplasma-Volumens sowie Ver�stelungen des Membran-
wachstums auf (Abbildung S9). Mikroskopische Untersu-

Abbildung 2. Wirksamkeit von SBA-15p, Ph3Sn(CH2)6OH, SBA-15pSn
und Cisplatin zum Vergleich gegen Maus-Melanom in vivo. C57BL/6-
M�use (n = 5 pro Gruppe) wurden mit B16-Zellen (1 � 105) beimpft.
Das Tumorvolumen nach 28 Tagen ist dargestellt. † Zwei Tiere verstar-
ben.
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chungen von Hematoxilin-gef�rbten Melanomzellen, die den
Testsubstanzen f�r 4, 24, 48 und 72 Stunden ausgesetzt
worden waren, zeigten signifikante Unterschiede zwischen
den Kulturen, die mit SBA-15pSn bzw. mit freiem Ph3Sn-
(CH2)6OH behandelt worden waren (Abbildung 3C). W�h-
rend Ph3Sn(CH2)6OH haupts�chlich Apoptose mit all seinen
typischen morphologischen Merkmalen auslçste, differen-
zierten sich Melanomzellen nach Einwirkung von SBA-15pSn

zu Melanozyten, was durch die Anwesenheit von prim�ren
und sekund�ren Melanosomen[6a] in elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen belegt wurde (Abbildung S10). In
�bereinstimmung damit stehen die Messungen der Tyrosi-
nase-Aktivit�t und des Melaningehaltes (Abbildung 3D).

SBA-15p- und SAB-15pSn-Partikel wurden bereits vier
Stunden nach Inkubation eindeutig innerhalb des Cytosols
der B16-Zellen nachgewiesen. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen fr�herer Studien mit mesoporçsen SBA-15- und
MCM-41-Partikeln, die ebenfalls effektiv von den Zellen
aufgenommen wurden.[17] Hervorzuheben ist dabei, dass die
Anwesenheit der Nanopartikel in den Zellen keine sichtbare
Sch�digung der Organellen zur Folge hatte (Abbildung S10).

Des Weiteren f�llt der Verlust der malignen Eigenschaf-
ten mit einer Zunahme des Galactosidase-Aktivit�t zusam-
men, was den Zustand der Zellseneszenz belegt (Abbil-
dung 3E). Die beobachtete Normogenese kann durch reak-
tive Sauerstoff- oder Stickstoffspezies (ROS/RNS) ausgelçst
werden.[18] Im Anbetracht dessen wurde das intrazellul�re
Niveau an ROS/RNS untersucht und eine intensive Produk-
tion freier Radikale in Kulturen, die mit SBA-15pSn behan-
delt worden waren, nachgewiesen (Abbildung 3F). Dieses
Ph�nomen kçnnte in einem direkten Zusammenhang mit der
Melanomzellreife, die nach Behandlung mit SBA-15pSn ge-
funden wurde, stehen.

Der Wirkmechanismus von Ph3Sn(CH2)6OH und SBA-
15pSn auf den Hauptsignalweg von B16-Melanomzellen
wurde untersucht. Die Western-Blot-Analyse zeigte deutlich
die synchronisierte Regulierung von Akt und nachgelagerter
p70S6-Kinase in Ph3Sn(CH2)6OH- und SBA-15pSn-behan-
delten Zellen. Nach einem ersten Anstieg der Akt-Phos-
phorylierung an Ser473 und einer Phosphorylierung von
Thr389 an der p70S6k-Position, die wesentlich f�r die En-
zymaktivierung ist, wurde dieser Signalweg stillgelegt. Sein
Herunterfahren ist auch durch eine zunehmende Inhibierung
der Phosphorylierung an der Position Thr421/Ser424, welche
f�r die Erhaltung der aktiven p70S6K-Konformation erfor-
derlich ist, belegt. Dieses Resultat steht in Zusammenhang
mit der vorher beschriebenen Abnahme des proliferativen
Potenzials in Zellkulturen, die mit SBA-15pSn behandelt
wurden. Ferner wurde als Antwort auf die Ph3Sn(CH2)6OH-
Einwirkung die ERK1/2-Phosphorylierung dauerhaft verrin-
gert, w�hrend durch SBA-15pSn [IC50 berechnet aus M50 von
SBA-15pSn/IC50 von Ph3Sn(CH2)6OH = 1/60] die ERK1/2-
Inhibierung st�rker aber nur zeitweilig abgeschaltet wurde
(Abbildung 4). Vergleichbare Muster der Akt- und ERK-
Aktivit�t wurden zuvor f�r B16-Melanomzellen als Reaktion
auf den NO-modifizierten HIV-Proteaseinhibitor Saquinavir,
welcher die dauerhafte Transdifferenzierung dieser Zellen
zum Schwann-artigen Ph�notyp induziert, beschrieben.[6b]

Des Weiteren wurde bereits �ber eine Differenzierung von
Melanomen zum Glialph�notyp, die mit einer Myelin-Gen-
expression verbunden ist, berichtet.[19]

Interessanterweise wurde in der MAP-Familie lediglich
p38 durch freies und auf Nanomaterial gebundenes Ph3Sn-
(CH2)6OH unterschiedlich beeinflusst. W�hrend freies
Ph3Sn(CH2)6OH die p39-Phosphorylierung dauerhaft inhi-
bierte, aktivierte SBA-15pSn dieses Protein betr�chtlich
(Abbildung 4). �ber einen �hnlichen Befund, der f�r eine

Abbildung 3. Differenzierung der Melanomzellen: Zellulare Proliferati-
on (A; R1 und R2 stehen f�r die erste bzw. zweite Teilung, R3 f�r un-
geteilte Zellen), Granularit�t des Zytoplasmas (B), Mayers H�matoxy-
lin-gef�rbte Zellen (C), Melanin-Synthese und Tyrosinase-Aktivit�t (D),
Galactosidase-Einf�rbung (E), ROS/RNS-Produktion (F).
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B16-Differenzierung verantwortlich gemacht wird, ist k�rz-
lich berichtet worden.[20] Abschließend ist zu vermerken, dass
das letzte repr�sentative Mitglied der MAP-Familie, das
SAPK/JNK, durch Ph3Sn(CH2)6OH und noch st�rker von
SBA-15pSn inhibiert wurde. Die Herunterregulierung der
JNK-Aktivit�t ist besonders wichtig f�r die Umgehung einer
kompensatorischen Proliferation der Zellen in apoptotischer
Zellumgebung. Das Auslçsen der Apoptose in der Krebs-
therapie anaplastischer Tumore ist ein „zweischneidiges
Schwert“, weil die sterbenden Zellen die Proliferation der
Nachbarzellen fçrdern.[21] Dieses Ph�nomen wurde durch die
JNK-abh�ngige Produktion des Mitogen-Mediators, welcher
JAK/STAT- aber auch Wnt- und Notch-Signalpfade beinhal-
tet, erkl�rt.[7] Außerdem wurde nachgewiesen, dass die JNK-
Inhibierung durch SP600125 die l-Threonin-induzierte Ex-
pression des Stammzellenmarkers OCT4 und verschiedener
zellproliferativer Molek�le (wie Cyclin D1, Cyclin E und c-
Myc) blockiert.[22]

Abschließend ist zu konstatieren, dass hier das beachtli-
che therapeutische Potenzial von einem Organozinn(IV)-
beladenen nanostrukturiertem SiO2 (SBA15-pSn) beschrie-
ben wird, das durch B16-Zellen ausgelçste Tumoren bei
syngenen C57BL/6-M�usen nahezu vollst�ndig zur�ckbilden

l�sst. St�rker als der Wirkstoff und das Transportmaterial
alleine, zeigte SBA-15pSn eine drastisch erhçhte – weit �ber
einer additiven Wirkung liegende – Antitumoraktivit�t.
Unter den gew�hlten Bedingungen wirken nichttoxische
Dosen des Wirkstoffs hoch effektiv gegen Melanomzellen. Im
Unterschied zur �blichen Herangehensweise in der Krebs-
therapie (Auslçsen der Apoptose), induziert SBA-15pSn eine
JNK-unabh�ngige Apoptose, assoziiert mit der Induktion des
nichtproliferierenden melanozytenartigen Ph�notyps der
�berlebenden Zellen. Dieses Wirkungsmuster f�hrt zu einer
nichtaggressiven Unterdr�ckung des Tumorwachstums bei
einer f�r normales Gewebe – bis jetzt – nicht erkennbaren
Toxizit�t.
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