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|. Arbeitshypothese und Fragestellung

Fur Patienten mit malignem Melanom ist die Prognose nach eingetretener
Metastasierung trotz Chemotherapie infaust, so dass ein grosses Interesse flr neue
Therapieansatze besteht, zumal die Inzidenz dieses Malignoms in den letzten Jahren
sehr stark ansteigt. Fur die Glitazone als spezifische Agonisten des Peroxisome-
Proliferator-activated receptor-y (PPARYy) wurde bereits eine antiproliferative Wirkung
bei verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen. Bemerkenswert bei ihrer
Anwendung waren die im Vergleich zu anderen Chemotherapien geringen
Nebenwirkungen. Daher war das Ziel der vorliegenden Arbeit, folgende Fragen zu

klaren:

- Haben die vier Glitazone Rosiglitazone, Ciglitazone Pioglitazone und Troglitazone
eine wachstumshemmende Wirkung auf humane maligne Melanomzelllinien in

vitro?

- Wenn ja, welches der vier untersuchten Glitazone hat den starksten wachstums-

hemmenden Effekt?

- Korreliert die Empfindlichkeit der einzelnen Melanomzelllinien gegeniber den

Glitazonen mit der jeweiligen Expression des PPARYy?



Il. Einleitung
1. Das Maligne Melanom

1.1. Epidemiologie

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Tumor, der seinen Ausgang von den
pigmentproduzierenden Melanozyten nimmt. Zu seiner bedeutenden Rolle in der
dermatologischen Onkologie gelangt dieser Tumor nicht nur durch seine Haufigkeit,
sondern vor allem aufgrund seines aggressiven Wachstumsverhaltens und seiner
ausgepragten Therapieresistenz bei eingetretener Metastasierung. Jahrlich werden
weltweit circa 132.600 neue Melanome diagnostiziert, wobei die Inzidenz starken
geographischen Schwankungen unterliegt. Die weltweit hdochste Inzidenz findet sich
in Australien und in den Sidstaaten der Vereinigten Staaten mit bis zu 40
Neuerkrankungen je 100.000 Einwohner (Whiteman et al., 1997). In Deutschland
erkranken zwischen 10 und 15 je 100.000 Einwohner und Jahr an einem kutanen
malignen Melanom der Haut, wobei Frauen haufiger erkranken als Mannner (Becker
et al., 1998).

1.2. Prognose

Von besonderer Bedeutung fir die Prognose eines malignen Melanoms ist der
Zeitpunkt der Diagnosestellung. Denn friih erkannt ist das maligne Melanom heilbar,
aber in metastasiertem Zustand ist es therapeutisch kaum beinflussbar. Hinsichtlich
der Stadieneinteilung und der Prognose der Erkrankung ist die Invasionstiefe des
malignen Melanoms der wichtigste Parameter und wird im Rahmen des
histologischen Stagings nach Breslow in Millimetern angegeben. Mit steigender
Tumordicke nimmt die Uberlebensdauer schnell ab (Siehe Tabelle 1.1.). Weitere
Prognosefaktoren sind das Invasionslevel nach Clark, der histologische Typ
(unguinstig primar nodulare Melanome, das Geschlecht: signifikant schlechtere
Prognose fur Manner) und die Tumorlokalisation (ungtinstigere Prognose fur oberen

Stamm, Oberarm, Hals und behaarten Kopf).



Stadium T N M 10-J-Uberlebensrate
la pT1 (<0,75 mm) NO MO 97%
Ib pT2 (0,76-1,5 mm) NO MO 90%
lla pT3 (1,51 —4,0 mm) NO MO 67%
b PT4 (>4,0 mm) NO MO 43%
llla pTa, pTb NO MO 28%
b Jedes pT N1, N2 MO 19%
AV Jedes pT Jedes N M1 3%

T: Tumordicke, N: Lymphknotenbefall, N1 < 3 cm in regiondren LK, N2 > 3 cm in regionaren LK,
M: Fernmetastasen, pTa: Satelliten-Metastasen innerhalb von 2 cm vom Primartumor,
pTh: In-transit- Metastasen vor der regionaren Lymphknotenstation.

Tabelle 1.1.: Klinische Stadieneinteilung der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft (Orfanos et
al., 1994)

Bei bereits eingetretener Metastasierung ist die Prognose infaust. Das maligne
Melanom metastasiert sowohl primar lymphogen als auch primar hamatogen. Die
mediane Uberlebenszeit bei Fernmetastasierung ohne Behandlung betragt in der
Regel 4 bis 6 Monate (Orfanos et al., 1994). Bevorzugte Organsysteme der
Metastasierung sind mit abnehmender Haufigkeit neben der Haut die Lunge,

Lymphknoten, Leber, Hirn, Knochen und Nebennieren.

1.3. Therapie

Das maligne Melanom ist im fortgeschrittenen Krankheitsstadium durch seine
ausgepréagte Therapieresistenz gekennzeichnet. Die Therapie in frihen Stadien, das
heisst bei fehlenden Lymphknoten- oder Fernmetastasen, besteht in der alleinigen
Exzision des Primartumors. Als Therapieoption beim metastasierten malignen
Melanom steht die Chemo- beziehungsweise Strahlentherpie zur Verfiigung. Bei
lediglich 20-30% der Patienten kommt es unter verschiedenen Mono-
beziehungsweise Polychemotherapien zu einer partiellen oder sogar vollstéandigen
Tumorremission. Bei einer Kombination von Chemotherapie (Cisplatin, Vinblastin,

Dacarbazine) und ,Immunmodulierenden* Verfahren, mit Interferon-a oder




Interleukin-2, zeigt sich ein voribergehendes Ansprechen bis zu 60%, die aber nur
eine Erhohung der Uberlebenszeit um circa 10% bewirken (Antoine et al., 1997;
Legha et al., 1997). Insgesamt betrachtet sind aber die Ergebnisse der Mono-, Poly-
oder der Immunchemotherapie unbefriedigend. Es werden nur wenige Remissionen
erreicht und meistens hat die intensive Therapie eher einen palliativen Charakter. Da
sich bisher kein Therapieansatz als Standardtherapie durchsetzten konnte, ist es
allerdings schwierig solche Therapiestudien zu vergleichen (Crosby et al., 2000).
Dies und vor allem die steigende Inzidenz des malignen Melanoms machen die
Dringlichkeit der Suche nach weiteren Therapieoptionen deutlich. Ein solcher neuer
Ansatzpunkt besteht moglicherweise in der Beeinflussung eines nuklearen
Rezeptors, dem peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARYy), dessen
Liganden einen nachweislich hemmenden Einfluss auf das Wachstum verschiedener

Tumoren besitzen, wie im weiteren ausfihrlicher beschrieben wird.

2. Der peroxisome proliferator-activated Receptor-gamma (PPARY)

2.1. Struktur des Rezeptors

Die PPAR gehoren zur Familie der Liganden-aktivierten nuklearen Rezeptoren, die
fur die Regulation von verschiedenen zellularen Mechanismen, welche vom Glucose-
und Lipidmetabolismus bis zur Zelldifferenzierung und Apoptose reichen
verantwortlich sind (Issemann und Green, 1990). Andere Mitglieder der nukledren
Rezeptorfamilie  sind die  Steroid- und  Thyroidhormonrezeptoren, die
Retinoidrezeptoren und die Vitamin-D-Rezeptoren (Evans, 1988). Zur Zeit gibt es
drei bekannte Formen von PPAR: a, B (auch bekannt als Nucl) und y. PPARa wird
hauptséachlich in Leber, Niere, Herz und Muskel exprimiert, wo man ihm eine Rolle im
Metabolismus von Fettsauren zuspricht (Su et al., 1998). Er ist daher das Ziel von
Medikamenten der Fibrat-Klasse wie Benzafibrat oder Clofibrat. PPAR ist ubiquitar
vorhanden und wird oft in grésseren Mengen exprimiert wie die anderen PPARs.
Obwohl man Uber die spezifische Funktion dieser Form des Rezeptors nur wenig

weiss, spielt er wahrscheinlich eine nicht unwesentlich Rolle in der Plazentation
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(Forman et al., 1996). Die wahrscheinlich am meisten erforschte Form ist PPARy, der
in einer grossen Vielfalt von Zellen exprimiert wird, zu denen Adipozyten,
Makrophagen und Enterozyten des Kolons zéhlen. PPARy existiert in mehreren
Isoformen (PPARy-1 bis PPARY-7), die durch alternatives splicing am 5 Ende des
Genes entstehen. Zum Beispiel enthdlt PPARy-1 im Vergleich zu PPARy-2 am N-
terminalen Ende zuséatzlich 28 Aminosauren (Fajas et al.,, 1997). PPARy-1 wird
zusatzlich auch in glatter Gefassmuskulatur (Staels et al., 1998) und von
Makrophagen (Nagy et al., 1998; Ricote et al., 1998) exprimiert. Genau wie andere
Mitglieder der nuklearen Rezeptorfamilie reguliert auch PPARy die Gen-Expression
indem er Heterodimere mit dem Retinoid X-Rezeptor (RXR) bildet, nachdem er durch
einen Liganden aktiviert wurde (Siehe Abb. 2.1.). Das PPAR/RXR Heterodimer
bindet an eine bestimmte Nukleotidsequenz, das peroxisome proliferator response
elements (PPRE), das sich in der Promotor-Region von Zielgenen befinden (Murphy
et al., 2000). Die gesamte PPRE Sequenz enthalt ein so genanntes DR1 Muster (DR
fur direct repeat, 1 fur eine Base, welche die beiden AGGTCA-Sequenzen trennt).
Dieses DR1 Muster ist spezifisch fur das PPAR/RXR-Hetreodimer und unterscheidet
sich so deutlich von Mustern anderer nuklearer Rezeptoren wie zum Beispiel DR3
(Ostrogenrezeptor oder Vitamin-D-Rezeptor) oder DR4 (Thyroidhormonrezeptor)
(Kassam et al., 1998).
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Zytoplasma

- Differenzierung
- Zellproliferation

- Immun-

/Entziindungsantwort
- Fettstoffwechsel

PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor
RXR: Retinoid X-RezeptorRezeptor (RXR)

PPRE: Peroxisome Proliferator Response Element

Abbildung 2.1.: Der peroxisome proliferator-activated receptor (modifiziert nach Kiinli et Saurat,
2003)

2.2. Die Glitazone

Der endogene Ligand fir PPARy ist noch nicht identifiziert worden, obwohl
Arachnoidonsaure-Metaboliten wie 15-deoxy-12,14-Prostaglandin I, (15d-PG-I,) oder
langkettige ungesattigte Fettsduren wie Linolensaure (o-6, C 18:2) eventuell in Frage
kommen (Krey et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die Glitazone, wie
Troglitazone, Pioglitazone, Ciglitazone und Rosiglitazone als synthetische Liganden
PPARy aktivieren kdnnen und so ihre Wirkung entfalten (Spiegelmann, 1998). Sie
werden bereits klinisch als orale Antidiabetika beim nicht insulinabhéngigem Typ-II-
Diabetes eingesetzt (Lehmann et al., 1995). Die Glitazone senken dabei den
peripheren Glucosespiegel nicht Uber eine erhohte Insulinsekretion aus dem
Pankreas sondern erhdohen die Ansprechbarkeit der peripheren Insulinrezeptoren

und wirken somit als Insulin Sensitizer. Rosiglitazone und Pioglitazone sind bereits
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fur die Behandlung des Typ-lI-Diabetes unter dem Handelsnamen Actos® und
Avandia® zugelassen.

Eine weitere Indikation fur die klinische Anwendung der Glitazone besteht in ihrer
Wirkung als nicht steroidale anti-inflammatorische Medikamente (Lehmann et al,
1997). Neuere Forschungen haben zusatzlich gezeigt, dass PPARy-Liganden die
zellulare Differenzierung induzieren und das Wachstum von Karzinomen
verschiedener Gewebe wie Brust (Elstner et al.,, 1998) , Prostata (Kubota et al.,
1998), Lunge (Tsubouchi et al., 2000), Kolon (Sarraf et al., 1998), Magen (Sato et al.,
2000), Blase (Guan et al., 1999) und Pankreas (Motomura et al., 2000) mindern
konnen. Andererseits wurden in humanen Kolonkarzinomen Mutationen im PPARYy-
Gen gefunden, was die Vermutung zulésst, dass das PPARy-Gen die Funktion eines
Tumor Supressor Gens besitzt (Sarraf et al., 1999) und der Funktionsverlust dieses
Gens fur die Progression des Tumors verantwortlich ist. Aus dieser Januskoépfigen
Funktion der PPARy bei Tumoren wird das Interesse einer pharmakologischen

Beeinflussung deutlich.
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[1l. Material

1. Die Melanomzelllinien

Es wurden sechs verschiedene humane kutane Melanomzelllinien verwendet. Die
Zelllinien Mel6, etabliert aus einem Primartumor (Rauth et al.,, 1998) und MV3 aus
einer Lymphknotenmetastase (Edward 2001), sowie die Zelllinie MeWo aus einer
Lymphknotenmetastase (Carey et al., 1976), wurden freundlicherweise von Frau
Prof. Dr. Moll (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Venerologie, Kopf- und
Hautzentrum des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf) zur Verfigung gestellt.
Die Zelllinie G361 wurde aus einem Primé&rtumor etabliert und von der American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA, ATCC No. CRL-1424) bezogen. Die
Zelllinie Lox, etabliert aus einer Lymphknotenmetastase (Fostad et al., 1988a) und
die Zelllinie FemX-1, ebenfalls aus einer Lymphknotenmetastase (Fostad et al.,
1988b) wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. O. Fostad (Abteilung fur

Tumorbiologie, Universitatskrankenhaus Oslo, Norwegen) zur Verfligung gestellt.

2. Die Glitazone

Als PPARy Agonisten wurden Ciglitazone (CALBIOCHEM, Schwalbach,
Deutschland), Pioglitazone (TAKEDA Chemical Industries, Osaka, Japan),
Rosiglitazone (GlaxoSmithKline, Hamburg, Deutschland) und Troglitazone
(freundlicherweise von Frau Prof. M. Schachner, ZMNH, Hamburg, Deutschland) zur
Verfugung gestellt. Alle vier Glitazone wurden in 100% Ethanol gelést und mit 10%

Ethanol weiter verdinnt.
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V. Methoden

1. Zellproliferationsassays

1.1. Zellkultur

Die Arbeiten mit den Zelllinien erfolgten ausschliesslich unter einer Hera Safe
Sicherheitsbank (Heraeus Instruments, Deutschland) unter sterilen Bedingungen. Die
Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 50 ml Zellkulturflaschen (Nunclon®, Nunc,
Roskilde, Danemark) unter Standardbedingungen (37°C, 100% Luftfeuchtigkeit, 5%
CO,/95% Luft) in einem Hera Cell Brutschrank (Heraeus Instruments,
Deutschland).Als Nahrmedium diente RPMI Medium (Gibco® RPMI Medium 1640,
Invitrogen, Carlsbad, USA), welches zusatzlich mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem
Kéalberserum (FCS, Gibco®), 2 mM L-Glutamin (Gibco®), 100 U/ml Penicillin sowie
100 ug/ml Streptomycin (Gibco®) versetzt wurde. Dieses Medium wird im Weiteren
als Kulturmedium bezeichnet. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte je nach
Wachstum der Zelllinien zwei- bis dreimal pro Woche. Dazu wurde das alte
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit 15 ml PBS (Gibco® Dulbecco’s
Phosphat-Buffered Saline, Invitrogen, Carlsbad, USA ) gespult und anschliessend mit
je 5 ml Trypsin-EDTA (Gibco® Trypsin-EDTA, Invitrogen, Carlsbad, USA ) bei 37°C
und 5% CO; inkubiert, wodurch sich die Zellen vom Flaschenboden losten. Nach
dem Ablésen der Zellen vom Flaschenboden (nach circa 5 mindtiger Inkubation),
erfolgte die Zugabe von 5 ml Kulturmedium, um das Trypsin-EDTA zu inaktivieren
und damit die Ablosungsreaktion zu beenden und eine Schadigung der Zellen durch
das Trypsin-EDTA zu verhindern. Abschliessend wurden die abgel6sten Zellen auf
neue Zellkulturflaschen verteilt, die bereits mit 50 ml Kulturmedium aufgeftillt waren,
oder die Zellen wurden fur die Zellproliferationsexperimente eingesetzt. Da fur die
Standardisierung und Reproduktion der Experimente eine hohe Zellzahl erforderlich
war, wurden vor Beginn aller Experimente alle sechs Zelllinien tiber mehrere Wochen
in Zellkulturflaschen vermehrt und ein Suspensionspool von jeder der sechs

verschiedenen Zelllinien erstellt. Die Suspensionen wurden funf Minuten bei 1500
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U/min zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die entstandenen Zellpellets
wurden mit Gefriermedium (Cryo-safe Ir, c.c. pro GmbH, Neustadt, Deutschland)
resuspendiert und in Einfrierrdhrchen (Nunc Cryo Tube Vials, Nalge Nunc, Roskilde,
Danemark) auf identische Aliquots von 1,5 ml verteilt. Die Aliquots wurden Uber
Nacht auf —80°C gekuhlt und abschliessend in flissigem Stickstoff kryo-konserviert.
Fur die im weiteren beschriebenen Zellproliferationsexperimente wurden jeweils ein
bis zwei Aliquots pro Zelllinie aufgetaut, auf Zellkulturflaschen verteilt und drei bis vier
Wochen lang in Kultur gehalten, bis eine ausreichende Zellzahl herangewachsen

war, um die Versuche durchfilhren zu kénnen.

1.2. Detektion von Mykoplasmen-Kontamination in der Zellkultur

Zur Uberprufung der Zellkultur auf Kontamination durch Mykoplasmen wurde das
VenorGeM®.Mykoplasmen-Detektionskit ~ (Minerva  Biolabs  GmbH,  Berlin,
Deutschland) auf der Basis der Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt. Der Test ist
zum Nachweis der typischerweise als Kontamination in Zellkulturen auftretenden
Mykoplasmenspezies geeignet und wurde entsprechend der Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Vor Beginn aller Versuche mit Zellkultur wurden alle
Zelllinien auf Mykoplasmen getestet. Bei keiner der Zelllinien konnte eine

Kontamination durch Mykoplasmen detektiert werden.

1.3. Zellzdhlung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zahlkammer nach Neubauer eingesetzt.
Zunachst wurde aus der Zellsuspension mit Hilfe von PBS (Gibco®) eine
Verdinnung von 1:10 hergestellt. Anschliessend wurden je 10 ul der Verdinnung in
eine Zahlkammer pipettiert und die insgesamt acht Grossquadrate wurden unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt. Da ein Grossquadrat des Volumen von 0,1 mm? besitzt,
musste man, um die Zellzahl pro ml zu erhalten, die gezahlte Zellzahl durch die
Anzahl der gezahlten Quadrate teilen und danach mit dem Faktor 1000 und dem

entsprechenden Verdinnungsfaktor multiplizieren.

16



Gezahlte Zellzahl (8 Grossquadrate zu je 1 mm?®)
X 1000 X Verdunnungsfaktor (10)

= Zellzahl / ml

Anzahl der Grossquadrate (8)

Abbildung 1.1.: Formel fur die Zellzahlberechnung mittels Zahlkammer nach
Neubauer

1.4. Erstellen von Eichkurven

Da in den folgenden Zellproliferationsassays der Einfluss von den vier Glitazonen
Rosiglitazone, Pioglitazone, Ciglitazone, Troglitazone auf das Wachstum der
verschiedenen Melanomzelllinien untersucht werden sollte, war es im Vorfeld wichtig,
diejenige Zellkonzentration zu finden, die ein optimales Wachstumsverhalten tber die
Versuchsdauer von 72 Stunden gewabhrleistet. Ein optimales Wachstumsverhalten ist
dann gegeben, wenn sich die Zellen im exponentiellen Wachstum befinden. Dies
bedeutet, dass die Zellzahl nicht zu gross gewahlt werden darf, damit innerhalb von
72 Stunden keine Wachstumshemmung aufgrund einer tberhdhten Zellzahl auftritt.
Die Zellzahl darf aber auch nicht zu klein gewéhlt sein, wodurch eventuell eine
maximale Hemmung verschleiert wirde. Dazu wurde fir jede Zelllinie eine Eichkurve
erstellt. Zunachst wurde flur jede Zelllinie eine Verdinnungsreihe ausgehend von 8 x
10* Zellen/ml Uiber verschiedene Verdiinnungschritte mit Kulturmedium bis zu einer
Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml erstellt. Fiir jede Zellzahl wurden vierfach Anséatze
erstellt, wobei jeweils 70 ul Zellsuspension in jeden Napf auf eine Mikrotiterplatte
(Greiner, Frickenhausen, Deutschland) gegeben wurde. Zusétzlich wurde pro
Mikrotiterplatte ein Vierfachansatz mit jeweils 70 ul Kulturmedium als Leerwert fr
den ELISA-Reader pipettiert. Anschliessend erfolgte eine Inkubation im Brutschrank
fur 48 Stunden unter den bereits beschriebenen Standardbedingungen. Danach
wurde in jeden Napf auf der Mikrotiterplatte 30 ul 10% Ethanol pipettiert, was genau
der Menge entspricht, in der spater die geldsten Testsubstanzen zugefugt wurden.
Dadurch sollten eventuelle Anderungen der Extinktion durch die Zugabe von Ethanol
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bertcksichtigt werden. Abschliessend wurden die Mikrotiterplatten fir weitere 48
Stunden inkubiert. Zur Ermittlung der Zelldichte wurde insgesamt 72 Stunden nach
dem Ausséen der Cell Proliferation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) benutzt. Dafir wurden XTT labeling reagent und electron coupling
reagent in einer Konzentration von 50 : 1 gemischt, was einer XTT Endkonzentration
von 0,3 mg pro ml entspricht. Von dieser Konzentration wurden jeweils 50 ul pro
Napf auf die Mikrotiterplatte pipettiert und die Platten zur weiteren Inkubation zurlick
in den Brutschrank gegeben. Zunéchst wurde die Extinktion nach 5, 12 und 24
Stunden im ELISA-Reader gemessen. Da sich der funf Stunden Wert als optimales
Zeitfenster fur die Auswertung des XTT Assays herausstellte, wurden alle weiteren
Messungen mit dem XTT Assay nhach einer Inkubationszeit von finf Stunden

durchgefuhrt.

1.5. Zellproliferationsassays mit Zusatz von Glitazonen

Zum Aussaen der einzelnen Melanomzellreinen auf die Mikrotiterplatten wurde
jeweils diejenige Zellkonzentration gewahlt, die ein optimales Wachstum fir die
Versuchsdauer von 72 Stunden gewahrleistete. Die jeweiligen Zellzahlen /ml sind in
Tabelle 1.4. zusammengefasst.

Zelllinie Mel6 MV3 Lox G361 MeWo FemX-1

Zellzahl/ ml | 14 000 14 000 16 000 16 000 15 000 14 000

Tabelle 1.1.: Zusammenfassende Darstellung der Zellzahlen/ml, die ein optimales Wachstum der
jeweiligen Zelllinien tGber die Versuchsdauer von 72 Stunden gewahrleisteten.

Auf den einzelnen Mikrotiterplatten wurde jeder Versuch in einem Vierfachansatz
durchgefiihrt und jeder Versuch wurde in mindestens drei unabhangigen Versuchen
wiederholt. Dies wurde fur alle sechs Melanomzelllinien und jedes der vier Glitazone
durchgefiihrt. So lagen am Ende fir jeden einzelnen Versuch insgesamt mindestens
12 Messwerte vor. Zuerst wurde auf jede Mikrotiterplatte in jeweils vier Napfe 70 pl
des Kulturmediums pipettiert. Diese vier Napfe dienten spater dem ELISA-Reader als

Leerwert. Als n&chstes wurden, analog des Pipettierschemas (siehe Tabelle 1.2.) die
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tbrigen Napfe mit jeweils 70 ul der Zellsuspension gefullt. Die Zellkonzentration der
Zellsuspension richtete sich nach der jeweiligen Eichkurve der entsprechenden
Melanomzellreihe (Siehe Tabelle 1.1.). Anschliessend wurden die Mikrotiterplatten im
Brutschrank flr 72 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert, um ein optimales
Anwachsen der Zellen am Boden der Napfe zu gewahrleisten. Nach dieser
Anwachsphase sollten die verschiedenen Glitazone in geldster Form den einzelnen
Néapfen zugesetzt werden. Da sich die Glitazone schwer l6sen liessen, wurden im
Vorfeld Versuche mit verschiedenen Ldsungsmitteln, wie DMSO, Methanol und
verschiedenen Konzentrationen von Ethanol durchgefuhrt. Da Ethanol die besten
Ergebnisse lieferte, wurden fir die weiteren Versuche alle Glitazone zunachst in
100% Ethanol gel6st und anschliessend in einer Verdinnungsreihe mit 10% Ethanol
weiter verdunnt. Die endgultige Ethanolkonzentration pro Napf lag bei 3%. Um einen
moglichen antiproliferativen Einfluss dieser Ethanolkonzentration auf die
Melanomzelllinien zu Uberprifen, wurde auf jeder Mikrotiterplatte ein Vierfachansatz
3% Ethanols als Kontrolle pipettiert. Diese Kontrolle bestand aus jeweils 70 pl
Zellsuspension zu der 30 ul 10% Ethanol gegeben wurde (Siehe Tabellel.2.). Die
Werte dieser Kontrolle dienten spater bei der Auswertung der Zellproliferationassays

als 100% Wert, zu denen die Ubrigen Werte in Relation gesetzt wurden.

Napf 1-4|5-8|9-12[13-16|17-20(21 - 24|25 - 28|29 - 32|33 - 36| 37 - 40

Konzentration [mM] 1 | 05 | 01 | 005 | 0,01 | 0,005 ]| 0,001 | 00005

Konzentration/ 03 | 0,15 | 0,03 | 0,015 | 0,003 |0,0015|0,0003|0,00015
Napf [mM]

Zellsuspension [ul] 70 70 70 70 70 70 70 70

RENEEN
IT10HLNOM

Gesamtvolumen [ul] 100 | 100 100 100 100 100 100 100

Tabelle 1.2. Zusammenfassende Darstellung der Konzentrationen der Glitazone in den einzelnen
Napfen in mM.
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Die Melanomzelllinien wurden mit den verschiedenen Konzentrationen der Glitazone
fur 48 Stunden im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. 72 Stunden
nach dem Ausséen, erfolgte die Auswertung der Zellproliferationsassays mit Hilfe
des Cell Proliferation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Dazu wurden XTT
labeling reagent und electron coupling reagent in einem Verhaltnis von 50 : 1
gemischt, was einer XTT Endkonzentration von 0,3 mg/ml entspricht. Von dieser
Konzentration wurden jeweils 50 pl in jeden Napf der Mikrotiterplatte gegeben. Nach
funf Stunden wurde anschliessend bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenlange von 630 nm die Extinktion im ELISA-Reader gemessen.

1.6. Statistische Auswertungen

Fur alle statistischen Berechnungen und Graphen wurde die Software Graph Pad
Prism (Intutive Software for Science, San Diego, USA) verwendet, wobei p-Werte <
0,05 als statistisch signifikant bewertet wurden. Zuerst wurde jedes der vier Glitazone
auf seine Wirkung auf die sechs Melanomzelllinien untersucht. Dazu wurden die
ELISA-Reader Werte in Prozent zum Kontrollwert gesetzt und mit steigender
Konzentration graphisch aufgetragen. Um Aussagen treffen zu kdnnen, ab welcher
Konzentration eine statistisch signifikante Hemmung auftritt, wurde ein Friedman-
Test mit anschliessendem Dunn’s post-Test vorgenommen. Die Auswahl der
statistischen Tests erfolgte mit der freundlichen Unterstitzung von Herrn Prof. Dr.
Berger.

Als néchstes sollten Aussagen uber die unterschiedliche Wirkung eines Glitazones
auf die sechs Melanomzelllinien getroffen werden. Da alle Zelllinien bei allen
Glitazonen ab einer Konzentration von 0,015 mM einen kontinuierlichen Abfall ihres
Zellwachstums aufwiesen, wurde nur dieser Bereich betrachtet. Die gesamte
Hemmung, die ein Glitazone auf eine Zelllinie ab einer Konzentration von 0,015 mM
aufweist, entspricht der Flache unter der Kurve ab dieser Konzentration. Die
errechneten Flachen unter den Kurven der einzelnen Melanomzelllinien wurden
anschliessend mit Hilfe eines one-way ANOVA Tests mit darauf folgendem Tukey-
Test verglichen. Des weiteren sollten Aussagen gemacht werden, wie jede einzelne

Melanomzelllinie auf die vier unterschiedlichen Glitazone reagiert. Dazu wurde fur
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jede Zelllinie ein Graph erstellt, die Konzentration bestimmt, ab der eine signifikante
Hemmung auftrat und die Flachen unter den Kurven ab einer Konzentration von
0,015 mM wie oben beschrieben miteinander verglichen. Fur alle Ergebnisse wurde

zusatzlich die Standardabweichung bestimmt und graphisch dargestellt.

2. Immunhistochemische Farbungen

Fir den immunhistochemischen Nachweis des PPARy wurde jede der sechs
Melanomzelllinien und zusatzlich als Positivkontrolle human processed lipoaspirate
(PLA) Zellen, auf 8-Kammer-Objekttrager, Falcon®Culture Slide (Becton Dickinson
Laboware, Franklin Lakes, USA) ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von 48
Stunden (37°C und 5% CO;) wurden die Zellen mit PBS-Puffer (Gibco® Dulbecco's
Phosphat-Buffered Saline, Invitrogen, Carlsbad, USA) gespilt und mit 4%
Paraformaldehyd fur 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschliessend wurden
die Zellen mit Methanol fir 10 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert und
danach drei mal 5 Minuten mit 0,1% Triton X-100 in TBS-Puffer (Trizma Base, NaCl,
HCI, pH 7,6) gespult, um eine zusatzliche nukleare Permeabilitdt zu erreichen.
Nachdem die unspezifischen Bindungen mit normalem Schweine-Serum (Dako,
Glostrup, Danemark) in einer Verdinnung von 1:10 fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur blockiert wurden, wurden die Zellen mit dem primaren PPAR-y
Antikorper (polyclonal rabbit anti-human, Santa Cruz, Biotechnology Inc., USA) in
einer Konzentration von 1:50 Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaliger Spilung
mit TBS (pH 7,6) folgte eine 30 minutige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem
biotinilierten sekundaren Antikérper (Swine anti-rabbit, Dako, Glostrup, Danemark) in
einer Verdinnung von 1:200. Fir die Verdinnung des Schweine-Serums, des
primaren und sekundaren Antikdrpers wurde jeweils DAKO Antibody Dilutent (Dako,
Glostrup, Danemark) verwendet. Nach erneuter Spulung mit TBS (pH 7,6) wurden
die Zellen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Vectastain ®-ABC-AP Kit
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) inkubiert. Nach mehrfacher Spulung mit TBS
(pH 7,6) wurde die Aktivitat der alkalischen Phosphatase mit Neufuchsin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) nachgewiesen: 7,5 ml einer 4% Natriumnitritidsung (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) wurden mit 300 ul Neufuchsin-Stammlésung (5g Neufuchsin
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in 100 ml 2 N HCL) gemischt. Anschliessend wurden sofort 30 mg Naphthol-AS-
Biphosphat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in 750 ul Dimethylformamid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) gelost und als Substrat fur die alkalische Phosphatase
hinzugegeben. Die Falcon®-Culture Slides wurden in dieser Losung fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Anschliessend wurde die
Reaktion unter fliessendem Leitungswasser (5 Minuten) gestoppt. Zuletzt wurden die
Praparate mit Crystal/Mount (Biomeda Corporation, Foster City, USA) beschichtet
und danach mit Permanent Mounting Media (Biomeda, Foster City, USA) mit einem
Deckglas versehen. Um die Spezifitdt des immunhistochemischen Nachweises zu
gewahrleisten, wurden bei jeder Farbung PLA Zellen als Positivkontrolle verwendet.
Zusatzlich wurde fir jede der sechs Zelllinien eine Negativkontrolle durchgefiihrt, bei
der jeweils der primare Antikérper weggelassen wurde. Bei keiner der
Negativkontrollen konnte eine unspezifische Bindung festgestellt werden. Die
Praparate wurden unter einem Photomikroskop (Axioplan 2, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) bei 40-facher Vergrosserung betrachtet und die Lokalisation der

Antikérperbindung (zytoplasmatisch und/oder nuklear) beurteilt.

3. Proteinbiochemie

3.1. Isolierung der Proteine aus den Melanomzelllinien

Fur die Isolierung der zytoplasmatischen und nuklearen Proteine aus den
Melanomzelllinien wurde ein modifiziertes Extraktionsprotokoll verwendet, welches
urspringlich von Dignam et al. (1989) beschrieben wurde. Als Positivkontrolle fir das
Vorhandensein des PPARy-Proteins dienten PLA Zellen. Zunachst wurden fir jede
der sechs Melanomzelllinien und fir die Fettgewebszelllinie eine Zellkulturflasche
(Nunclon®, Nunc, Roskilde, Denmark) angelegt und diese so lange inkubiert bis
ungefahr 90% des Flaschenbodens mit Zellen bedeckt waren. Anschliessend wurden
die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (Gibco® Dulbecco's Phosphat-Buffered Saline,
Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen und danach mit einem Zellschaber (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) in 1 ml PBS von dem Flaschenboden
geldst. Die Proben wurden 2 Minuten bei 1000 X g zentrifugiert und der Uberstand
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abpipettiert. Das Pellet wurde in 200 ul low salt Puffer (20mM HEPES, pH 7,9; 10
mM KCL; 0,1 mM NaVO,; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA,; 0,2% Nonidet P-40; 10%
Glycerol) der vor Gebrauch mit 1% Protease Inhibitor Cocktail Set | (Calbiochem®,
San Diego, USA) versetzt wurde, resuspendiert. Nach einer Inkubation fur 10
Minuten auf Eis, wurden die Proben fir 30 Minuten bei 7000 X g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und im Folgenden als
zytoplasmatische Proteinldsung verwendet. Das Pellet wurde anschliessend in 100 pl
high salt Puffer (20 mM HEPES, pH 7,9; 420 mM NaCl; 10 mM KCL; 0,1 mM NaVOy;
1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 20% Glycerol; 1% Protease Inhibitor Cocktail Set I)
resuspendiert und die nukleéaren Proteine wurden durch ein 30 minltiges Schiutteln
auf Eis extrahiert. Danach wurden die Proben fur 30 Minuten bei 7000 X g und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand als nukleére Proteinlosung im Weiteren verwendet.

3.2.  Konzentrationsbestimmungen von Proteinlésungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford, 1976). Dazu wurde zunachst eine Bradford Stock Solution bestehend aus
100 ml 95% Ethanol, 200 ml 88% Phosphor S&ure und 350 mg Serva Blue G
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) hergestellt. Vor jeder
Proteinbestimmung wurden 30 ml der Bradford Stock Solution mit 425 ml Aqua
destillata, 15 ml 95% Ethanol, 30 ml 88% Phosphor Saure ein Bradford Working
Buffer gemischt. Zunachst wurde eine Standardkurve erstellt. Dazu wurde mit einem
Protein Standard (Pierce Albumin Standard, Rockford, USA) eine Verdinnungsreihe
von 20 pg/ml bis 180 ug/ml hergestellt. Fur die Verdiinnung diente Aqua destillata.
Die Verdinnungen wurden mit 1 ml Bradford Working Buffer versetzt, 10 Minuten
inkubiert und anschliessend die Optische Dichte (OD) bei 595 nm mit einem
Photometer (SmartSpec® 3000 Spectrophotometer, Bio-Rad, Minchen,
Deutschland) gemessen. Als Blankwert diente Aqua destillata. Die zu messenden
Proteinldsungen wurden in einem Volumen von 100 pl 1:10 verdunnt, mit 1 ml
Bradford Working Buffer versetzt und fur 10 Minuten inkubiert. Nach der Bestimmung
der OD bei 595 nm konnte anhand der Standardkurve die jeweilige

Proteinkonzentration bestimmt werden.
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3.3. SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteinlosungen erfolgte durch dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamidelektrophorese (Laemmli, 1979; Ornstein-Davis,
1964) mit Hilfe des Mini-PROTEAN ® 3 Cell (Biorad, Minchen, Deutschland). Fur die
zytoplasmatischen und die nuklearen Proteine wurden jeweils identische Gele

verwendet. Die Zusammensetzungen von Trenn- und Sammelgel waren wie folgt:

Trenngel (13%) mit einer Dicke von 1,00 mm:

3,1ml Agua destillata

4,3 ml 30% Acrylamid/Bis Solution, 37,5:1 (Bio-Rad, Minchen, Deutschland)
2,5 ml Trenngel-Puffer (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

0,1 ml 10% SDS (plusone® Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

50 ul 10% APS (Serva, Heidelberg, Germany)

5 ul TEMED (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)

Sammelgel (5%) mit einer Dicke von 1,00 mm:

5,7 ml Aqua destillata

1,7 ml 30% Acrylamid/Bis Solution, 37,5:1 (Bio-Rad, Minchen, Deutschland)
2,5 ml Trenngel-Puffer (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)

0,1 ml 10% SDS (plusone® Pharmacia Biotech , Uppsala, Schweden)

50 ul 10% APS (Serva, Heidelberg, Germany)

10 ul TEMED (Bio-Rad, Minchen, Deutschland)

Die Probentaschen wurden durch Einstecken eines Kammes in das noch flissige
Sammelgel geschaffen. Pro Tasche wurde eine Proteinmenge von 30 pug
aufgetragen. Dazu wurden die Proteinldsungen mit reduzierendem Probenpuffer
(3,55 ml Aqua destillata, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 2,5 ml Glycerol, 2,0 ml 10%
SDS, 0,2 ml 0,5% Bromphenol Blau (Bio-Rad, Minchen, Deutschland), 50 ul -
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Mercaptoethanol) auf ein Gesamtvolumen von 40 ul verdinnt und fir 4 Minuten auf
95°C erhitzt. Anschliessend wurden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert
und die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 60 V bis die Proteinproben
das Sammelgel passiert hatten. Danach wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Als
Proteinmarker wurden 10 pl des Full Range Rainbow® Molecular Weight Marker,
(Amersham Biosciences, Freiburg, Germany). Fir die Elektrophorese diente ein
Tris/Glycine/SDS Puffer (pH 8,3) als Laufpuffer (Bio-Rad, Munchen, Deutschland).

3.4. Western-Blot Analyse

3.4.1. Elektrophoretischer Transfer

Fur den Proteintransfer aus einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond®-ECL®, Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland) wurde ein Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad,
Minchen, Deutschland) verwendet. In der vorausgegangenen Elektrophorese wurde
ein Proteinstandard verwendet, dessen farbige Banden auf eine Membran
ubertragen werden konnten. Nach der SDS-PAGE wurde ein Transferstapel
(Schwamm, Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier, Schwamm) luftblasenfrei
aufgebaut. Anschliessend wurde der Stapel in die mit Blotpuffer (48mM Tris, 39 mM
Glycine, 20% Methanol, pH 9,2) geflllte Mini Trans-Blot®-Apparatur eingestellt. Der
Transfer erfolgte bei 4° C fur eine Stunde bei 100 V. Als Kontrolle fur einen positiven

Transfer diente der Gbertragende Proteinmarker.

3.4.2. Immunhistochemischer Nachweis der Proteine

Nachdem der elektrophoretische Transfer beendet war, wurde die proteintragende
Nitrozellulosemembran fur 30 Minuten in Blocking Buffer (4% Milchpulver in
TBS/0,5% Tween) bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend erfolgte die
Inkubation mit dem in Blocking Buffer 1:200 verdinnten primaren Antikorper

(polyclonal rabbit anti-human, Santa Cruz, Biotechnology Inc., USA) Uber Nacht bei
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4°C. Nach funfmaligem Waschen mit Puffer (TBS/0,05% Tween) wurde die Membran
mit dem in Blocking Buffer 1:200 verdinnten sekundaren Antikérper (polyclonal
swine anti-rabbit immunoglobulins/HRP, DakoCytomation, Glostrup, Denmark)
geschuttelt (90min, RT). Nach erneutem funfmaligem Waschen mit Puffer (TBS/0,05

% Tween) erfolgte der Nachweis der Antikdrperreaktion.

3.4.3. Antikdrpernachweis durch Chemilumineszens

Der Antikorpernachweis wurde mit Hilfe des Hybond ECL Nitrocellulose Membran®
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland) nachgewiesen. Die Proteinseite der
Membran wurde 1 min bei RT mit dem Detektionsreagenz (1:1 Mischung aus ECL-
Losung | und Il) beschichtet. Die Lésung wurde entfernt und die Membran kurz
getrocknet. Nach luftblasenfreiem Bedecken mit Klarsichtfolie wurde mit der
Membran fur 1-3 Minuten ein Rontgenfilm (Fuji Medical X-Ray Film, Fuji, Tokyo,
Japan) belichtet.

3.4.4. Quantifizierung des Proteinnachweises

Um quantitative Aussagen Uuber den Proteingehalt innerhalb der sechs
Melanomzelllinien treffen zu kdnnen, wurde die Quantifizierungssoftware Quantitiy
One® (Bio-Rad, Hercules, USA) eingesetzt. Dazu wurde zunachst der entwickelte
Rontgenfilm eingescannt und anschliessend die Begrenzung der einzelnen Banden
umfahren. Das von der Software berechnete Volume ergibt sich aus dem Produkt der
Summe der Intensitdten der Pixel innerhalb der Begrenzung einer Bande und der
Flache einer Bande. Die daraus errechneten Zahlenwerte erlauben keine Aussagen
uber die absolute Menge an PPARy Protein, liefern aber eine gute Mdglichkeit,
innerhalb der sechs Zelllinien vergleichende Aussagen Uber die relative

Proteinmenge zu treffen.
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V. Ergebnisse

1. Ergebnisse der Zellproliferationsassays

Bei der Auswertung der Zellproliferationsassays wurden zuerst die vier Glitazone
einzeln auf ihre jeweilige Wirkung auf die sechs verschiedenen Zelllinien untersucht.

1.1. Die Glitazone

1.1.1. Rosiglitazone

Eine Zusammenfassung der Wirkungen der einzelnen Dosierungen von
Rosiglitazone auf die sechs Zelllinien ist in Abbildung 5.1. dargestellt. Rosiglitazone
zeigt eine dhnliche Wirkung auf alle sechs Melanomzelllinien: In Konzentrationen von
0,00015 bis 0,0015 mM bewirkt es eine leichte Hemmung des Zellwachstums, die
jedoch bei keiner Zelllinie signifikant ist (p > 0,05). In Konzentrationen von 0,0015 bis
0,015 mM sieht man einen leichten Anstieg des Zellwachstums, der jedoch bei keiner
der Zelllinien signifikant ist (p > 0,05). Bereits ab 0,015 mM Rosiglitazone beobachtet
man bei der Zelllinie MeWo eine signifikante Hemmung des Zellwachstums auf 81%
der Kontrolle (p < 0,05). Konzentrationen ab 0,03 mM bewirken bei FemX-1 eine
signifikante Hemmung auf 48% der Kontrolle (p < 0,05) und bei G361 eine
signifikante Hemmung auf 50% der Kontrolle (p > 0,01). Ab Konzentrationen von
0,15 mM werden MV3 auf 68% (p < 0,05), Lox auf 29% (p < 0,05) und Mel6 auf 57%
der Kontrolle (p < 0,001) signifikant gehemmt. In der héchsten Konzentration von 0,3
mM hemmt Rosiglitazone signifikant alle sechs Zelllinien, MV3 auf 6% der Kontrolle,
Mel6 auf 4% der Kontrolle, Lox auf 18% der Kontrolle, MeWo auf 29%, FemX-1 auf
34% und G361 auf 2% der Kontrolle.
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Abbildung 5.1.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Rosiglitazone in unterschiedlichen

Konzentrationen auf die sechs Melanomzelllinien.
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Vergleicht man die Gesamtwirkung von Rosiglitazone ab einer Konzentration von
0,015 mM auf die verschiedenen Zelllinien (siehe Abbildung 5.2.), so zeigt sich, dass
dieses Glitazone signifikant unterschiedlich starke antiproliferative Effekte auf die
verschiedenen Melanomzelllinien besitzt. Auf die Zelllinie MV3 ist die antiproliferative
Wirkung am wenigsten stark ausgepragt. Die G361 Zellen werden am starksten in
ihrem Wachstum gehemmt, wobei G361 signifikant besser gehemmt wird als Lox (p
< 0,01), Mel6 (p < 0,001), MeWo (p < 0,001) und MV3 (p < 0,001), aber nicht
signifikant besser als FemX-1 (p > 0,05). Im Vergleich dazu wird MV3 signifikant
schlechter gehemmt als Lox (p < 0,001), FemX-1 (p < 0,001) und G361 (p < 0,001),
aber nicht signifikant schlechter als MeWo (p > 0,05) und Mel6 (p > 0,05).

L

[ [
(0)'¢ FemX G361
Abbildung 5.2.: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Wirkung von
Rosiglitazone ab einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt
(vergleiche Abbildung 5.1.), desto besser ist das Ansprechen der jeweiligen Zelllinie auf Rosiglitazone.
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1.1.2. Ciglitazone

Eine Zusammenfassung der Wirkungen der einzelnen Dosierungen von Ciglitazone
auf die sechs Zelllinien ist in Abbildung 5.3. dargestellt. Die Wirkung von Ciglitazone
auf die sechs verschiedenen Melanomzelllinien verhalt sich &hnlich wie die von
Rosiglitazone: In Konzentrationen von 0,00015 bis 0,0015 mM bewirkt es eine leichte
Hemmung des Zellwachstums, die jedoch nur bei Mel6 (0,00015 mM: p < 0,01,
0,0003 mM: p < 0,05) und MeWo (0,0003 mM: p < 0,05) signifikant ist. In
Konzentrationsbereichen von 0,0015 bis 0,015 mM lasst sich ein leichter Anstieg des
Zellwachstums beobachten, der aber bei keiner der Zelllinien signifikant ist. Ab
Konzentrationen von 0,03 mM werden bereits die Zellen Mel6 signifikant auf 60% der
Kontrolle gehemmt (p < 0,01), MeWo signifikant auf 48% der Kontrolle (p < 0,05),
FemX-1 signifikant auf 40% der Kontrolle (p < 0,05), G361 signifikant auf 51% der
Kontrolle (p < 0,05) und Lox signifikant auf 39% der Kontrolle (p < 0,01). MV3 wird ab
einer Konzentration von 0,15 mM signifikant auf 2% der Kontrolle gehemmt (p <
0,001). In der héchsten Konzentration von 0,3 mM hemmt Ciglitazone signifikant alle
sechs Zelllinien, MV3 auf 2% der Kontrolle, Mel6 auf 2% der Kontrolle, Lox auf 6%
der Kontrolle, MeWo auf 3%, FemX-1 auf 2% und G361 auf 17% der Kontrolle.
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Abbildung 5.3.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Ciglitazone in unterschiedlichen

Konzentrationen auf die sechs Melanomzelllinien.
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Vergleicht man die Gesamtwirkung von Ciglitazone auf die verschiedenen Zelllinien
(siehe Abbildung 5.4.) ab einer Konzentration von 0,015 mM, so sieht man, dass
Ciglitazone signifikant unterschiedlich starke antiproliferative Effekte auf die
verschiedenen Melanomzelllinien besitzt. Auf die Zelllinie MV3 ist die antiproliferative
Wirkung am geringsten ausgepragt. Die FemX-1 Zellen werden am starksten in
ihrem Wachstum gehemmt, wobei sie signifikant besser als Mel6 (p < 0,01), MeWo
(p < 0,01), G361 (p < 0,001) und MV3 (p < 0,001) gehemmt werden, aber nicht
signifikant besser als Lox (p > 0,05). MV3, G361 und MeWo weisen untereinander
keinen signifikanten Unterschied im Bezug auf ihre Hemmung auf (p > 0,05), werden

aber alle signifikant besser durch Ciglitazone gehemmt als Mel6, Lox und FemX-1.

Ciglitazone
225+

200+

%]

— 175+
150

1254

100+

75
50

Flache unter der Kurve

25+

[ [ [ [
MV3 G361 MeWo Mel6 Lox FemX-1

Abbildung 5.4.: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Wirkung von

Ciglitazone ab einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt
(vergleiche Abbildung 5.3.) ausfallt, desto besser ist das Ansprechen der jeweiligen Zelllinie auf
Ciglitazone.
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1.1.3. Pioglitazone

Eine Zusammenfassung der Wirkungen der einzelnen Dosierungen von Pioglitazone
auf die sechs Zelllinien ist in Abbildung 5.5. dargestellt. Bei Pioglitazone lasst sich bei
Konzentrationen zwischen 0,00015 und 0,0015 mM ein leichter Abfall des
Zellwachstums beobachten, der aber nur bei Mel6 (0,003 mM: p < 0,01), FemX-1
(0,00015 mM: p < 0,001; 0,0003 mM: p < 0,0003) und MV3 (0,0003 mM: p < 0,05;
0,0015 mM: p < 0,05) signifikant ist. In Konzentrationsbereichen von 0,0015 mM und
0,015 mM sieht man einen leichten Anstieg des Zellwachstums, der aber bei keiner
der sechs Zelllinien signifikant ist (p > 0,05). Ab Konzentrationen von 0,03 mM
bewirkt Pioglitazone bei Mel6 eine signifikante Hemmung des Zellwachstums auf
47% der Kontrolle (p < 0,001), bei MV3 signifikant auf 57% der Kontrolle (p < 0,001)
und bei Lox signifikant auf 36% der Kontrolle (p < 0,001). Ab Konzentrationen von
0,15 mM werden FemX-1 signifikant auf 75% der Kontrolle gehemmt (p < 0,05) und
ab Konzentrationen von 0,3 mM werden MeWo signifikant auf 81% der Kontrolle (p <
0,01) und G361 signifikant auf 54% der Kontrolle gehemmt (p < 0,001). In der
hdchsten Konzentration von 0,3 mM hemmt Pioglitazone signifikant alle sechs
Zelllinien: MV3 auf 29% der Kontrolle, Mel6 auf 34% der Kontrolle, Lox auf 40% der
Kontrolle, MeWo auf 81%, FemX-1 auf 81% und G361 auf 54% der Kontrolle.
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Abbildung 5.5.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Pioglitazone in unterschiedlichen

Konzentrationen auf die sechs Melanomzelllinien.
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Vergleicht man die Gesamtwirkung von Pioglitazone auf die verschiedenen Zelllinien
(siehe Abbildung 5.6.) ab einer Konzentration von 0,015 mM, so zeigt sich, dass
Pioglitazone signifikant unterschiedlich starke antiproliferative Effekte auf die
verschiedenen Melanomzellen besitzt. MeWo wird am wenigsten stark gehemmt, die
Zellinie Mel6 wird am starksten in  ihrem Wachstum gehemmt. Die
Hemmungswirkung auf die Zelllinien MV3, Lox und Mel6 ist untereinander nicht
signifikant verschieden (p > 0,05). Die Zelllinien MeWo, G361 und FemX-1 zeigen
untereinander in Bezug auf ihre Hemmung ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied (p > 0,05), werden aber alle signifikant schlechter gehemmt als MV3,
Lox und Mel6.
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Abbildung 5.6: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Wirkung von
Pioglitazone ab einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve
ausfallt (vergleiche Abbildung 5.5.), desto besser ist das Ansprechen der jeweiligen Zelllinie auf
Pioglitazone.
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1.1.4. Troglitazone

Eine Zusammenfassung der Wirkungen der einzelnen Dosierungen von Troglitazone
auf die sechs Zelllinien ist in Abbildung 5.7. dargestellt. Der Kurvenverlauf von
Troglitazone entspricht wieder dem der Gbrigen Glitazone. Im Konzentrationsbereich
zwischen 0,00015 und 0,0015 mM sieht man eine leichte Hemmung des
Zellwachstums, die aber bei keiner der Zelllinien signifikant ist. Bei Konzentrationen
zwischen 0,0015 und 0,015 mM beobachtet man einen leichten Anstieg des
Zellwachstums, der bei keiner der sechs Zelllinien signifikant ist. Bereits ab
Konzentrationen vom 0,03 mM werden die Zelllinien Mel6 signifikant auf 51% der
Kontrolle (p < 0,01), MeWo signifikant auf 63% der Kontrolle (p < 0,01), FemX-1
signifikant auf 34% der Kontrolle (p < 0,001), G361 signifikant auf 46% der Kontrolle
(p < 0,001) und Lox signifikant auf 23% der Kontrolle gehemmt (p < 0,05). MV3 wird
ab Konzentrationen von 0,15 mM signifikant auf 11% der Kontrolle gehemmt (p <
0,05). In der héchsten Konzentration von 0,3 mM hemmt Troglitazone signifikant alle
sechs Zelllinien: MV3 auf 5% der Kontrolle, Mel6 auf 8% der Kontrolle, Lox auf 9%

der Kontrolle, MeWo auf 48%, FemX-1 auf 16% und G361 auf 4% der Kontrolle.
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Abbildung 5.7.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Troglitazone in unterschiedlichen

Konzentrationen auf die sechs Melanomzelllinien.
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Vergleicht man die Gesamtwirkung von Troglitazone auf die verschiedenen Zelllinien
(siehe Abbildung 5.8.) ab einer Konzentration von 0,015 mM, so sieht man, dass
Troglitazone eine signifikant unterschiedlich starke antiproliferative Wirkung auf die
verschiedenen Melanomzellen besitzt. Auf die Zelllinie MeWo ist die antiproliferative
Wirkung am wenigsten stark ausgepragt. Die Zelllinien Mel6, FemX-1, Lox und G361
unterscheiden sich untereinander in Bezug auf ihre Hemmung nicht signifikant (p >
0,05), werden aber alle signifikant besser gehemmt als MeWo und MV3. Zwischen
Mewo und MV3 besteht kein signifikanter Unterschied in Bezug auf ihre Hemmung (p
> 0,05).
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Abbildung 5.8: Zusammenfassende Darstellung der unterschiedlichen Wirkung von
Troglitazone ab einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve
ausfallt (vergleiche Abbildung 5.7.), desto besser ist das Ansprechen der jeweiligen Zelllinie auf
Troglitazone.
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1.1.5. Vergleich der Wirkung der Glitazone untereinander

Um die Frage zu klaren, welches der vier untersuchten Glitazone insgesamt die
beste antiproliferative Wirkung auf die Melanomzellen besitzt, wurde fur jedes
Glitazone seine Hemmung auf alle sechs Melanomzelllinien ab einer Konzentration
von 0,015 mM zusammengefasst und in Abbildung 5.9. dargestellt. Es zeigte sich,
dass Ciglitazone den starksten antiproliferativen Effekt besitzt, gefolgt von
Rosiglitazone und Troglitazone. Den geringsten Effekt besitzt Pioglitazone, wobei nur
zwischen Pioglitazone und Ciglitazone ein signifikanter Unterschied besteht (p <
0,01).
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Abbildung 5.9.: Zusammenfassende Darstellung der Gesamtwirkung der Glitazone auf alle
sechs Zelllinien. Je kleiner die Flache unter der Kurve ausfallt, desto grésser ist die Wachstums-
hemmende Wirkung des Glitazons.
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1.2. Die Zelllinien

Um die Empfindlichkeit der einzelnen Zelllinien gegenuber der wachstums-
inhibierenden Wirkung der Glitazone zu vergleichen, wurde im Anschluss jede
Melanomzelllinie noch einmal separat betrachtet.

1.2.1. MV3

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die
Zelllinie MV3 ist in Abbildung 5.10. dargestellt. In Konzentrationsbereichen von
0,00015 bis 0,0015 mM sieht man einen leichten Abfall des Zellwachstums, der
jedoch nur bei Pioglitazone signifikant ist (0,00015 mM: p < 0,001; 0,0003 mM: p <
0,001). Zwischen 0,0015 und 0,015 mM beobachtet man einen leichten Anstieg des
Zellwachstums, der aber bei keinem der vier Glitazone signifikant ist (p > 0,05).
Pioglitazone bewirkt bereits ab einer Konzentration von 0,03 mM eine signifikante
Hemmung auf 57% der Kontrolle (p < 0,001). Ab einer Konzentration von 0,15 mM
bewirkt Rosiglitazone eine signifikante Wachstumshemmung auf 11% der Kontrolle
(p < 0,05), Ciglitazone eine signifikante Hemmung auf 2% der Kontrolle (p < 0,001)
und Troglitazone eine signifikante Hemmung auf 11% der Kontrolle (p < 0,05). In der
hochsten Konzentration von 0,3 mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von MV3
signifikant: Rosiglitazone auf 6% der Kontrolle, Ciglitazone auf 2% der Kontrolle,

Pioglitazone auf 29% der Kontrolle und Troglitazone auf 5% der Kontrolle.
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Abbildung 5.10.:

Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf MV3.

Vergleicht man die Gesamthemmung der einzelnen Glitazone auf die Linie MV3 ab

einer Konzentration von 0,015 mM (siehe Abbildung 5.11.), so sieht man, dass

Rosiglitazone signifikant am schlechtesten hemmt und Ciglitazone signifikant am

besten. Zwischen der hemmenden Wirkung von Troglitazone und Pioglitazone

besteht kein signifikanter Unterschied (p < 0,05).
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Abbildung 5.11.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf MV3 ab
einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt (vergleiche
Abbildung 5.10.), desto besser ist die wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf MV3.

1.2.2. Mel6

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die
Zelllinie Mel6 ist in Abbildung 5.12. dargestellt. Zwischen 0,00015 und 0,0015 mM
beobachtet man eine leichte Hemmung des Zellwachstums, die nur bei Ciglitazone
(0,00015 mM: p < 0,01; 0,0003 mM: p < 0,05), und Pioglitazone (0,0003 mMM: p <
0,01) signifikant ist. Der leichte Anstieg des Zellwachstums bei Konzentrationen von
0,0015 bis 0,015 mM ist bei keinem der vier Glitazone signifikant (p > 0,05). Bereits
ab Konzentrationen von 0,03 mM bewirkt Ciglitazone eine signifikante
Wachstumshemmung auf 60% der Kontrolle (p < 0,01), Pioglitazone eine signifikante
Hemmung auf 47% der Kontrolle (p < 0,001) und Troglitazone eine signifikante
Hemmung auf 51% der Kontrolle (p < 0,01). Rosiglitazone bewirkt ab 0,15 mM eine
signifikante Wachstumshemmung auf 57% der Kontrolle (p < 0,001). In der héchsten
Konzentration von 0,3 mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von Mel6
signifikant: Rosiglitazone auf 4% der Kontrolle, Ciglitazone auf 2% der Kontrolle,
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Pioglitazone auf 34% der Kontrolle und Troglitazone auf 8% der Kontrolle.
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Abbildung 5.12.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf Mel®6.

Beim Vergleich der Gesamtwirkung der Glitazone auf die Linie Mel6 ab einer

Konzentration von 0,015 mM (siehe Abbildung 5.13.) sieht man, dass Rosiglitazone

das Wachstum signifikant schlechter hemmt als die Ubrigen Glitazone (p < 0,05).

Ciglitazone, Pioglitazone, Troglitazone unterscheiden sich in ihrer hemmenden

Wirkung untereinander nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 5.13.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf Mel6 ab
einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt (vergleiche
Abbildung 5.12.), desto besser ist die wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf Mel6.

1.2.3. Lox

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die
Zelllinie Lox ist in Abbildung 5.14. dargestellt. Die leicht hemmende Wirkung bei
Konzentrationen von 0,00015 bis 0,0015 mM ist bei keinem der vier Glitazone
signifikant (p > 0,05). Ebenso nicht signifikant ist der zu beobachtende Anstieg des
Zellwachstums im Konzentrationsbereich von 0,0015 bis 0,015 mM (p > 0,05). Die
Lox Zellen werden bereits ab einer Konzentration von 0,03 mM von Ciglitazone
signifikant auf 39% der Kontrolle (p < 0,01) gehemmt, von Pioglitazone signifikant auf
36% der Kontrolle (p < 0,001) und von Troglitazone signifikant auf 23% der Kontrolle
(p < 0,05). Ab einer Konzentration von 0,15 mM hemmt Rosiglitazone signifikant das
Wachstum auf 29% der Kontrolle (p < 0,05). In der héchsten Konzentration von 0,3
mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von Lox signifikant: Rosiglitazone auf
18% der Kontrolle, Ciglitazone auf 6% der Kontrolle, Pioglitazone auf 40% der
Kontrolle und Troglitazone auf 9% der Kontrolle.
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Abbildung 5.14.:

Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf Lox.

Beim Vergleich der Gesamthemmung der Glitazone auf die Lox Zellen zeigt sich ab

einer Konzentration von 0,015 mM (siehe Abbildung 5.15.), dass Rosiglitazone

signifikant schlechter hemmt als Troglitazone (p < 0,001) und Ciglitazone (p < 0,001),

aber nicht signifikant schlechter als Pioglitazone (p > 0,05). Ciglitazone hemmt

signifikant besser als Pioglitazone (p < 0,001) und Rosiglitazone (p < 0,001), aber

nicht signifikant besser als Troglitazone (p > 0,05). Die hemmende Wirkung von

Pioglitazone und Troglitazone unterscheidet sich nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 5.15.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf Lox ab einer
Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausféllt (vergleiche
Abbildung 5.14.), desto besser ist die wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf Lox.

1.2.4. MeWo

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die
Zelllinie MeWo ist in Abbildung 5.16. dargestellt. Der leicht hemmende Einfluss bei
Konzentrationen im Bereich von 0,00015 bis 0,0015 mM ist nur bei Ciglitazone
(0,0003 mM: p < 0,05) signifikant. Der leichte Anstieg des Zellwachstums ist bei
keinem der vier Glitazone signifikant (p > 0,05). Rosiglitazone hemmt bereits ab einer
Konzentration von 0,015 mM das Wachstums signifikant auf 81% der Kontrolle (p >
0,05). Ab Konzentrationen von 0,03 mM hemmt Ciglitazone das Wachstum
signifikant auf 48% der Kontrolle (p < 0,05) und Troglitazone das Wachstum
signifikant auf 63% der Kontrolle (p < 0,01). Ab einer Konzentration von 0,3 mM
hemmt Pioglitazone das Wachstum signifikant auf 81% der Kontrolle (p < 0,01). In
der hochsten Konzentration von 0,3 mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von
MeWo signifikant: Rosiglitazone auf 29% der Kontrolle, Ciglitazone auf 3% der

Kontrolle, Pioglitazone auf 81% der Kontrolle und Troglitazone auf 48% der Kontrolle.
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Abbildung 5.16.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf MeWo.

Beim Vergleich der Gesamthemmung der Glitazone auf die MeWo Zellen ab einer
Konzentration von 0,015 mM zeigt sich (siehe Abbildung 5.17.), dass Pioglitazone
das Zellwachstum der MeWo Zellen signifikant schlechter hemmt als Rosiglitazone (p
< 0,01), Ciglitazone (p < 0,001), Troglitazone (p < 0,05). Rosiglitazone, Ciglitazone

und Troglitazone unterscheiden sich nicht signifikant im Bezug auf ihre Hemmung.
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Abbildung 5.17.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf MeWo ab
einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve, desto besser ist die
wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf MeWo.

1.2.5. FemX-1

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die FemX-
1 Zellen ist in Abbildung 5.18. dargestellt. In Konzentrationsbereichen von 0,00015
bis 0,0015 mM zeigt sich eine leichte Hemmung, die aber nur bei Pioglitazone
(0,00015 mM: p < 0,001; 0,0003 mM: p < 0,001) signifikant ist. Der anschliessende
Anstieg des Zellwachstums bei Konzentrationen zwischen 0,0015 und 0,015 mM ist
bei keinem der Glitazone signifikant (p > 0,05). Bereits ab Konzentrationen von 0,03
mM hemmt Rosiglitazone das Wachstum der Zellen signifikant auf 48% der Kontrolle
(p < 0,05), Ciglitazone signifikant auf 40% der Kontrolle (p < 0,05) und Troglitazone
signifikant auf 34% der Kontrolle (p< 0,001). Pioglitazone hemmt ab 0,15 mM das
Wachstum signifikant auf 75% der Kontrolle (p < 0,05). In der hochsten
Konzentration von 0,3 mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von FemX-1
signifikant: Rosiglitazone auf 34% der Kontrolle, Ciglitazone auf 2% der Kontrolle,
Pioglitazone auf 81% der Kontrolle und Troglitazone auf 16% der Kontrolle.
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Abbildung 5.18.:

Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf FemX-1.

Vergleicht man die gesamt hemmende Wirkung der einzelnen Glitazone auf die

FemX-1 Zellen ab einer Konzentration von 0,015 mM (siehe Abbildung 5.19), so zeigt

sich, dass Pioglitazone signifikant am schlechtesten hemmt und Ciglitazone

signifikant am besten. Zwischen der hemmenden Wirkung von Rosiglitazone und

Troglitazone besteht kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).
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Abbildung 5.19.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf FemX-1 ab
einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt (vergleiche
Abbildung 5.18.), desto besser ist die wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf
FemX-1.

1.2.6. G361

Die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen der vier Glitazone auf die G361
Zellen ist in Abbildung 5.20. dargestellt. Die leichte Hemmung des Zellwachstums bei
Konzentrationen zwischen 0,00015 und 0,0015 mM und der leichte Anstieg des
Zellwachstums im Konzentrationsbereich von 0,0015 bis 0,015 mM ist bei keinem der
Glitazone signifikant (p > 0,05). Bereits ab einer Konzentration von 0,03 mM hemmt
Rosiglitazone das Wachstum signifikant auf 51% der Kontrolle (p < 0,01), Ciglitazone
signifikant auf 51% der Kontrolle (p < 0,05) und Troglitazone signifikant auf 46% der
Kontrolle (p < 0,001). Pioglitazone hemmt ab einer Konzentration von 0,3 mM das
Wachstum signifikant auf 54% der Kontrolle (p < 0,001). In der hdchsten
Konzentration von 0,3 mM hemmen alle Glitazone das Wachstum von G361
signifikant: Rosiglitazone auf 2% der Kontrolle, Ciglitazone auf 17% der Kontrolle,

Pioglitazone auf 54% der Kontrolle und Troglitazone auf 4% der
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Abbildung 5.20.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf G361.

Vergleicht man die gesamt hemmende Wirkung der einzelnen Glitazone auf die
G361 Zellen ab einer Konzentration von 0,015 mM (siehe Abbildung 5.21), so zeigt
sich, dass Pioglitazone das Zellwachstum signifikant am schlechtesten hemmt.
Ciglitazone, Rosiglitazone und Troglitazone unterscheiden sich in Bezug auf ihre

Hemmung nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 5.21.: Zusammenfassende Darstellung der Wirkung der Glitazone auf G361 ab
einer Konzentration von 0,015 mM. Je geringer die Flache unter der Kurve ausfallt (vergleiche
Abbildung 5.20.), desto besser ist die wachstumshemmende Eigenschaft des Glitazones auf
G361.
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2. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Der PPARYy konnte in allen Melanomzellen nachgewiesen werden (siehe Abbildungen
2.1. und 2.2. a-f). PPARy liess sich hauptsachlich im Zytoplasma in Form einer
granulierten Markierung nachweisen. Zusatzlich konnte er, wenn auch in geringeren
Maf3en, perinuklear und im Nukleus selbst nachgewiesen werden. In Abbildung 2.1.
sind die Befunde der Positivkontrolle, human processed liopaspirate Zellen (PLA),

dargestellt.
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Abbildung 2.1.: Immunhistochemischer Nachweis des PPARY in PLA Zellen. Schwarze Pfeile:
granuliertes PPARy im Zytoplasma, Weisse Pfeile: PPARy perinukleér.
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Abbildung 2.2.: Immunhistochemischer Nachweis des PPARY in humanen Melanomzellen. a: Mel6,
b: Lox, c: G361, d: MeWo, e: FemX-1, f: MV3. Schwarze Pfeile: granuliertes PPARy im Zytoplasma,
Weisse Pfeile: PPARy perinukleér.
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3. Ergebnisse der Proteinextraktion

Fur den Nachweis des PPARy Proteins mittels Western-Blot-Analysen wurden die

zytoplasmatischen und die nuklearen Proteinfraktionen separat betrachtet.

3.1. Ergebnisse der Bradford Standardkurve

Fur die Konzentrationsbestimmung der Proteinldsungen mittels eines Bradford-
Assays wurde zuerst eine Standardkurve erstellt. Dazu wurde die gemessene
optische Dichte (OD) in Relation zur den Proteinkonzentrationen der Standardreihe
aufgetragen (siehe Abbildung 3.1.). Anschliessend wurden die gesuchten
Proteinkonzentrationen der Proben anhand der jeweils gemessenen optischen
Dichte mit Hilfe dieser Eichkurve ermittelt.

Bradford Standard Kurve

0.4 0 O r2=0,9735

OD 595 [nm]

o o
i

o
T

©
[}

T T T T T 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Protein Konzentration [ug/ml]

o

Abbildung 3.1. : Graphische Darstellung der Bradford Standard Kurve. Der Regressions-
quotient betragt 0,9735.
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3.2. Western-Blot Analyse der zytoplasmatischen Proteine

Der Nachweis des PPARYy Proteins aus der zytoplasmatischen Proteinfraktion ist in
Abbildung 3.2. dargestellt. Das PPARYy Protein besitzt ein Molektlgewicht von circa
50 kilo Dalton (kDa) (Sato et al., 2000; Placha et al., 2003). Aus Abbildung 3.2. wird
ersichtlich, dass der PPARy in allen sechs Melanomzellen im Zytoplasma
nachgewiesen wurde. Als Positivkontrolle dienten human processed lipoaspirate
Zellen (PLA), da PPARYy in hohem Masse im Fettgewebe exprimiert wird (Tontonoz et
al., 1995). Bei den PLA Zellen erkennt man eine zusatzliche Bande bei circa 40 kDa.

Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um ein Abbauprodukt des Rezeptors.

M
Q o 3
AR g W X ®
D = (@)) 1 o — <
230k
160 k
105 k
75k o
- i
0k ~—
ik

Abbildung 3.2.: Darstellung des PPARYy Protein aus der zytoplasmatischen Proteinfraktion. Alle sechs
Zelllinien exprimieren PPARy im Zytoplasma. Als Positivkontrolle dienten PLA Zellen.
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3.3.  Western-Blot Analyse der nuklearen Proteine

Der Nachweis des PPARYy Proteins aus der nuklearen Proteinfraktion ist in Abbildung
3.3. dargestellt. Die zu erwartende Bande liegt bei 50 kDa (Sato et al., 2000; Placha
et al., 2003). Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass der PPARy bei allen sechs

Melanomzelllinien im Zellkern nachgewiesen wurde.

JENTLEN
uia1o.d
OMBIN
T9€O
T-XWweS
X0
919N
ENN

50k
160 k B : P § A s
105k | :

0k - ——

|

15k

Abbildung 3.2.: Darstellung des PPARY Protein aus der nukledren Proteinfraktion. Alle sechs
Zelllinien exprimieren PPARy im Nukleus.
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3.4. Ergebnisse der Quantifizierung der zytoplasmatischen Proteine

Um vergleichende Aussagen uber die relative Proteinmenge innerhalb der
zytoplasmatischen Proteine zu treffen, wurde die Quantifizierungs Software Quantity
One® (Bio-Rad, Miuinchen, Deutschland) verwendet. Das von der Software
berechnete Volume ergibt sich aus dem Produkt der Summe der Intensitdten der
Pixel innerhalb der Begrenzung einer Bande und der Flache einer Bande (siehe
IV.3.4.4.). Die MV3 Zellen enthielten im Verhéltnis am meisten zytoplasmatisches
PPARy Protein, gefolgt von Lox, MeWo, G361 und FemX-1. Am wenigsten
zytoplasmatisches PPARYy Protein enthielten die Mel6 Zellen.

Um eine Aussage dartber treffen zu kbnnen, welche Zellen insgesamt am besten in
ihrem Wachstum gehemmt werden konnten, wurde fur jede Zelllinie die hemmende
Wirkung der vier Glitazone ab einer Konzentration von 0,015 mM zusammengefasst.
Die Lox Zellen liessen sich demnach am besten in ihrem Wachstum hemmen, gefolgt
von Mel6, FemX-1, G361 und MV3. Die MeWo Zellen liessen sich von den
Glitazonen am schlechtesten in ihrem Wachstum hemmen. Um zu Uberprifen ob die
Empfindlichkeit gegentber den Glitazonen mit der Expression des PPARYy korreliert,
wurde die Empfindlichkeit der einzelnen Zelllinien in Relation zu ihrer jeweiligen
PPARy Expression graphisch aufgetragen (siehe Abbildung 3.4.). Anhand dieser

Abbildung lasst sich erkennen, dass keine Korrelation besteht.
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Abbildung 3.4.: Darstellung der Empfindlichkeit der einzelnen Zelllinien gegeniiber den Glitazonen
(X-Achse) im Verhaltnis zu der jeweiligen Expression an PPARy-Protein (Y-Achse). Es besteht keine
Korrelation zwischen der Empfindlichkeit und der Expression an PPARYy Protein.
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VI. Diskussion

Die Inzidenzrate des malignen Melanoms ist in den letzten Jahren schneller als bei
allen anderen Tumoren angestiegen (Jemal et al., 2004) und verdoppelt sich zur Zeit
alle 10 Jahre (Cole et al., 1996). Bei eingetretener Fernmetastasierung ist eine
kurative Heilung meist nicht mehr moglich, die mediane Uberlebensdauer betragt
ohne eine Behandlung nur 4 bis 6 Monate (Orfanos et al., 1994). Auch
Therapieversuche mit Polychemotherapie und Immuntherapie zeigten nicht den
erhofften Erfolg. Daher tritt die Suche nach neuen Therapieansatzen immer weiter in
den Vordergrund.

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Glitazone als Liganden
des peroxisome proliferator—activated receptor y (PPARy) das Wachstums
verschiedener epithelialer Tumore der Brust (Elstner et al.,, 1998), der Prostata
(Kubota et al., 1998), der Lunge (Tsubouchi et al., 2000), des Kolons (Sarraf et al.,
1998), des Magens (Sato et al.,, 2000), der Blase (Guan et al., 1999) und des
Pankreas (Motomura et al., 2000) verhindern kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es daher zu Uberprifen, ob Glitazone auch auf das maligne
Melanom einen antiproliferativen Effekt besitzen und wenn ja, ob zwischen den
Glitazonen gqualitative Unterschiede in Bezug auf ihre Wirkung existieren. Gleichzeitig
sollte untersucht werden, ob sich innerhalb der sechs humanen Melanomzelllinien
Unterschiede auf ihnre Empfindlichkeit gegenuber der Glitazone zeigten. Parallel dazu
wurde sowohl immunhistochemisch als auch mit Western Blotting untersucht, ob sich
der PPARYy in den sechs humanen Melanomzelllinien nachweisen lasst. Schliesslich
sollten quantitative Messungen Uber den Rezeptorgehalt der einzelnen Zelllinien
Aufschluss dartber geben, ob die Wirkung der Glitazone auf die Melanomzelllinien
mit dem jeweiligen Rezeptorgehalt korreliert.

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass alle vier Glitazone (Rosiglitazone, Ciglitazone,
Pioglitazone, Troglitazone) eine konzentrationsabhangige inhibitorische Wirkung auf
das Tumorwachstum aller sechs humanen Melanomzelllinien (MV3, Mel6, Lox,
MeWo, FemX-1, G361) besitzen. Dabei hemmte Ciglitazone das Wachstum aller
sechs Zelllinien am besten. Ciglitazone-Konzentrationen ab 0,03 mM bewirkten
bereits eine signifikante Wachstumshemmung in den Zelllinien Mel6 auf 60% der
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Kontrolle, MeWo auf 48% der Kontrolle, FemX-1 auf 40% der Kontrolle, G361 auf
51% der Kontrolle und Lox auf 39% der Kontrolle. In der hdchsten Konzentration von
0,3 mM hemmte Rosiglitazone signifikant alle sechs Zelllinien, MV3 auf 6% der
Kontrolle, Mel6 auf 4% der Kontrolle, Lox auf 18% der Kontrolle, MeWo auf 29%,
FemX-1 auf 34% wund G361 auf 2% der Kontrolle. Die zweitbeste
wachstumshemmende Wirkung wurde durch Troglitazone erreicht. Auch hier wurde
bereits ab einer Konzentration von 0,03 mM das Wachstum der Zelllinen Mel6 auf
51% der Kontrolle, MeWo auf 63% der Kontrolle, FemX-1 auf 34% der Kontrolle,
G361 auf 46% der Kontrolle und Lox auf 23% der Kontrolle signifikant gehemmt. In
der hochsten Konzentration von 0,3 mM hemmte Troglitazone signifikant alle sechs
Zelllinien: MV3 auf 5% der Kontrolle, Mel6 auf 8% der Kontrolle, Lox auf 9% der
Kontrolle, MeWo auf 48%, FemX-1 auf 16% und G361 auf 4% der Kontrolle. Bei
Rosiglitazone konnte eine signifikante wachstumshemmende Wirkung ab einer
Konzentration von 0,03 mM bei den Zelllinien MeWo auf 81% der Kontrolle, FemX-1
auf 48% der Kontrolle und G361 auf 50% der Kontrolle erreicht werden. In der
hdchsten Konzentration von 0,3 mM hemmte Rosiglitazone signifikant alle sechs
Zelllinien, MV3 auf 6% der Kontrolle, Mel6 auf 4% der Kontrolle, Lox auf 18% der
Kontrolle, MeWo auf 29%, FemX-1 auf 34% und G361 auf 2% der Kontrolle.
Pioglitazone konnte das Wachstum der Zelllinien am schlechtesten hemmen. Hier
konnte ab einer Konzentration von 0,03 mM eine signifikante Wachstumshemmung
der Zelllinien Mel6 auf 47% der Kontrolle, MV3 auf 57% der Kontrolle und Lox auf
36% der Kontrolle erreicht werden. In der héchsten Konzentration von 0,3 mM
hemmte Pioglitazone signifikant alle sechs Zelllinien: MV3 auf 29% der Kontrolle,
Mel6 auf 34% der Kontrolle, Lox auf 40% der Kontrolle, MeWo auf 81%, FemX-1 auf
81% und G361 auf 54% der Kontrolle.

Bei der Untersuchung, ob sich innerhalb der sechs Zelllinien Unterschiede
hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegentber den Glitazonen ergaben, zeigte sich
dass die Linie Lox am empfindlichsten gegentuber der Wirkung aller Glitazone war
(Siehe Abbildung 3.5.). Darauf folgten die Zelllinien Mel6, FemX-1, G361, MV3 und
schliesslich die Zelllinie MeWo, die sich am schlechtesten hemmen liess. Diese
Wirkung der Glitazone auf die Melanomzelllinien, wirft die Frage nach dem genauen
Wirkungsmechanismus der PPARy-Agonisten auf, vor allem ob die Wirkung der

Glitazone auch wirklich tber den PPARy Rezeptor vermittelt wird. Obwohl der
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genaue molekulare Mechanismus der antiproliferativen Wirkung der PPARy
Agonisten zur Zeit noch nicht vollstandig aufgedeckt wurde, gibt es verschiedene
Ansatze, eine Erklarung zu liefern. So konnten Tsujie et al. (2003) eine Korrelation
zwischen der Wirkung von PPARy-Agonisten auf humane gastrointestinale
Adenokarzinom-Zelllinien und der Expression des PPARy nachweisen und somit
darauf schliessen, dass die antiproliferative Wirkung der Glitazone Uber eine
Aktivierung des PPARy vermittelt wird. Zu der gleichen Schlussfolgerung kamen
Brockman et al. (1998), die eine Korrelation zwischen der antiproliferativen Wirkung
eines PPARy-Agonisten auf humane Kolonkarzinom-Zelllinien und der Expression
des PPARY feststellten. Mogliche Mechanismen der wachstumshemmenden Wirkung
der Glitazone, die Uber eine Aktivierung des PPARy induziert werden, sind ein
Anhalten des Zellzyklus in der G1 Phase (Brockman et al., 1998; Sato et al., 2000;
Kitamura et al., 1999) oder eine Induktion der Apoptose (Clay et al., 1999, Kubota et
al., 1998). Eine weitere Erklarung fur die wachstumshemmende Wirkung der
Glitazone auf Tumorzellen ist die Beobachtung, dass eine Aktivierung des PPARYy zu
einer Redifferenzierung fuhrt (Tontonoz et al.,, 1997). Da maligne Zellen im
allgemeinen durch ein unkontrolliertes Wachstum und das Unvermdgen zur
gewebsspezifischen Differenzierung charakterisiert sind, scheint es ein attraktives
Konzept zu sein, Tumore durch die Induktion von Differenzierung zu behandeln. So
konnten Tontonoz et al. (1997) zeigen, dass bei Liposarkomzellen durch die
Stimulation von PPARy mittels der Glitazone Troglitazone und Pioglitazone eine
Redifferenzierung und damit eine Hemmung des Tumorwachstums erreicht wurde.

Um zu untersuchen, ob die hier beobachtete Wachstumshemmung der Glitazone
uber eine mogliche Aktivierung des PPARy vermittelt wird, wurden alle sechs
Melanomzelllinien auf das Vorhandensein des PPARy hin untersucht. Dazu wurden
sowohl immunhistochemische Verfahren als auch Western Blotting eingesetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass der PPARYy bei allen sechs humanen Melanomzelllinien
vorhanden ist. Dabei zeigte der immunhistochemische Nachweis und die Western
Blot Analysen das gleiche Ergebnis, dass der PPARy hauptsachlich im Zytoplasma,
und in geringerem Male auch nukledr vorhanden ist. Dies deckt sich mit den
iImmunhistochemischen Beobachtungen von Mdssner et al. (2002), die den PPARYy

ebenfalls bei humanen Melanomzellen nachwiesen und Kang et al. (2004), die den
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PPARy bei humanen Melanozyten nachwiesen. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass der PPARYy, wie andere Transkriptionsfaktoren, sich hauptsachlich im
Zytoplasma befindet, bis er, ausgelost durch eine Aktivierung, in den Kern
transloziert wird, um eine DNS Interaktion zu ermdglichen. Diese Sequestrierung des
PPARy koénnte ein wichtiger Regulationsmechanismus sein und sollte durch weitere
Studien naher aufgeklart werden. Zusatzlich liess sich anhand der Ergebnisse des
Western Blotting erkennen, dass in der zytoplasmatischen Proteinfraktion die
Expression des PPARYy in den Melanomzellen grosser war als bei den PLA Zellen,
was auf eine bereits stattgefundene Aktivierung des PPARYy schliessen lasst. Bei den
nuklearen Proteinen liessen sich zusatzlich zahlreiche Banden nachweisen, die
wahrscheinlich splice Varianten des PPARYy entsprechen, von denen bereits sieben,
PPARy-1 bis PPARy-7, nachgewiesen werden konnten (Zhou et al.,, 2002). Die
genaue physiologische Bedeutung der verschiedenen Isoformen des PPARy konnte
noch nicht ausreichend erklart werden. Jedoch konnten viele Berichte bestatigen,
dass uber PPARYy eine Vielzahl unterschiedlicher Gene aktiviert wird (Tontonoz et al.,
2000; Chinetti et al., 2001). Wahrscheinlich tragen die verschiedenen Isoformen des
PPARy zu der Vielfaltigkeit der aktivierten Gene und der damit verbundenen
biologischen Funktion bei (Zhou et al., 2000).

Um bei den einzelnen Zelllinien einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen
des PPARy und der Empfindlichkeit gegeniber den Glitazonen nachzuweisen,
wurden quantitative Messungen des PPARy Proteingehalts innerhalb der sechs
Zelllinien durchgefuhrt (Siehe Abbildung 3.4.). Dabei zeigte sich jedoch keine
Korrelation zwischen der Expression des PPARy und dem Ansprechen auf die
Glitazone. Dies spricht dafur, dass der antiproliferative Effekt nicht nur auf einer
Aktivierung des Rezeptors beruht, sondern wahrscheinlich ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Wirkmechanismen dem Effekt der PPARy Agonisten
zugrunde liegt. Auf Grund der Beteiligung einer Vielzahl von Faktoren, die auf die
Aktivierung von PPARy, den Transport in den Zellkern und die Bindung an das
PPARy-Responsive Element (PPRE) Einfluss nehmen, héngt die zu erwartende
Antwort auf PPARy Agonisten nicht nur von der Quantitdt des PPARy-Proteins in
einer Zelllinie ab. Mdgliche Erklarungen fir die Diskrepanz zwischen beobachteter

Wachstumshemmung durch die Glitazone und Expression des PPARy kdonnten
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Mutationen des PPARY in bestimmten Zelllinien, Defekte bei anderen Faktoren, die
fur eine Aktivierung oder die Bindung des PPARy an PPARy-Responsive Element
(PPRE) notig sind, oder der Defekt in bestimmten Zielgenen nach der PPARy
Aktivierung sein.

Neben der beschriebenen signifikanten Wachtumshemmung der Glitazone auf die
Melanomzelllinien in héheren Konzentrationen ab 0,015 mM, zeigte sich bereits in
niedrigeren Konzentrationsbereichen von 0,00015 bis 0,0015 mM bei allen sechs
Zelllinien eine leichte Hemmung des Zellwachstums. Diese wies aber nur bei den
Kombinationen Ciglitazone (0,00015 mM, 0,0003 mM) / Mel6, Ciglitazone (0,0003
mM) / MeWo, Pioglitazone (0,003 mM) / Mel6, Pioglitazone (0,00015 mM, 0,0003
mM) / FemX-1 und Pioglitazone (0,0003 mM, 0,0015 mM) / MV3 eine Signifikanz auf.
Palakurthi et al. (2001) konnten mit Hilfe von PPARy” und PPARy"* embryonalen
Mausstammzellen nachweisen, dass die Wachstumsinhibierung, die durch die
PPARy Liganden induziert wurde, unabhéngig von dem Vorhandensein des PPARy
ist. Stattdessen sollen die Glitazone eine zweifache pharmakologische Wirkung
aufweisen. Zum einen inhibieren die Glitazone die Einleitung der Translation tber
eine Entleerung von intrazellularen Ca®* Speichern, was véllig PPARy unabhangig
geschieht und zu einem Anhalten des Zellzyklus in der G1 Phase flhrt. Andererseits
aktivieren die Glitazone den PPARy und damit die Transkribierung von PPARy
gesteuerten Genen, was zu einer Differenzierung fuhrt (Palakurthi et al., 2001). Dies
deckt sich mit den Beobachtungen von Miller et al. (1998), die eine Resistenz von
humanen Brustkrebszellen gegeniber den Glitazonen feststellten, obwohl diese in
hohem Mal3e PPARYy exprimierten. Dies liefert eventuell eine Erklarung fur die gering
wachstumshemmende Wirkung der Glitazone in niedrigerer Dosierung, die
moglicherweise durch einen PPARy unabhéngigen Mechanismus, der die Einleitung
der Translation inhibiert (Palakurthi et al., 2001) ausgeldst wurde.

Neben der wachstumshemmenden Wirkung der Glitazone in niedrigen (0,00015 bis
0,0015 mM) und hoheren (ab 0,015 mM) Konzentrationen, bewirkten die Glitazone in
Konzentrationsbereichen zwischen 0,0015 und 0,015 mM hingegen bei allen
Zelllinien einen leichten Anstieg des Zellwachstums, der aber bei keiner der Zelllinien
signifikant war. Lucarelli et al. (2002) konnten nachweisen, dass Troglitazone in einer
Konzentration von 0,005 mM bei humanen Osteosarkomzellen in vitro ein Uberleben

der Tumorzellen induzieren konnte. Dies sollte Gber eine Aktivierung der
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Serin/Threonin Kinase Akt geschehen, was einen Schutz der Zelle vor Apoptose
bewirkt, wobei der genaue molekulare Mechanismus unklar bleibt. Ob &hnliche
Mechanismen fur die beobachtete Wachstumssteigerung beim malignen Melanom
verantwortlich sind bleibt ungeklart, zumal die Wachstumssteigerung keine
Signifikanz aufweist. Die Mdglichkeit, mit den Glitazonen eine neue Gruppe von
Stoffen zur Behandlung des malignen Melanoms und anderer Tumorentitdten
gefunden zu haben, erscheint deshalb so attraktiv, da einige Vertreter dieser
Stoffklasse bereits als Medikamente zur Behandlung des Typ-ll-Diabetes zugelassen
sind. So ist Rosiglitazone unter dem Handelsnamen Avandia® und Pioglitazone
unter Actos® erhaltlich. Ciglitazone, der Vorlaufer der heute erhaltlichen Glitazone,
kam aufgrund seines Nebenwirkungsspektrums nicht weiter fir die Anwendung am
Menschen in Frage. Ebenso wurde Troglitazone (Rezulin®) aufgrund schwerer
Leberfunktionsstérungen im Marz 2000 vom Markt genommen. Im Hinblick auf die
Ergebnisse dieser Arbeit, mit einem leichten Anstieg des Zellwachstums im Bereich
von Konzentration zwischen 0,0015 und 0,015 mM, erkennt man, wie wichtig
weiterfihrende Studien sind, um die Wirkung der Glitazone in vivo zu testen und
einen genauen Dosisbereich zu finden, in dem der inhibitorische Effekt der Glitazone
erreicht wird. Bereits durchgefuihrte in vivo Studien mit Zelllinien anderer
Tumorentitaten zeigen widerspruchliche Ergebnisse. Sarraf et al. (1998) konnten bei
nude Mausen, die mit humanen Kolonkarzinom Zellen beimpft wurden, durch eine
tagliche Gabe von 200 mg/kg Korpergewicht Troglitazone eine Reduktion der
Tumormasse erreichen. Im Gegensatz dazu konnten Lefebvre et al. (2001) anhand
eines Mausmodells zeigen, dass eine tagliche Gabe von 150 mg/kg Korpergewicht
Troglitazone die Entwicklung von Kolontumoren forderten. Elstner et al. (1998)
konnten in einem Mausmodell mit humanen Brustkrebszellen erst durch eine tagliche
Gabe von 1000 mg/kg Koérpergewicht Troglitazone wiederum eine Reduktion der
Tumormasse erreichen. Dies kénnte daflir sprechen, dass die wachstumshemmende
Wirkung der Glitazone auf Tumore erst in hotheren Dosierungen erreicht wird.
Debrock et al. (2003) untersuchten in einer Phase Il Studie die Effektivitat einer
Antitumortherapie mit Rosiglitazone, indem sie neun Liposarkom-Patienten mit 4 mg
Rosiglitazone pro Tag behandelten. Das klinische Ergebnis blieb enttduschend, denn
der durchschnittliche Zeitraum bis zu einer Verdopplung der Tumormasse betrug
lediglich 5,5 Monate. Zusatzlich dazu konnte
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kein Anzeichen fur eine Redifferenzierung des Tumors nachgewiesen werden,
obwohl eine Aktivierung von PPARYy in vivo festgestellt wurde. Eine Erklarung fur die
Ineffektivitat dieser Rosiglitazone Therapie ist die geringe Dosis, zumal die maximale
Tagesdosis Rosiglitazone bei der Behandlung des Type-ll-Diabetes bereits bei 8 mg
pro Tag liegt. Eine weitere Mdglichkeit, die Wirkung der PPARy Agonisten zu
verstarken, ware eine gleichzeitige Stimulation mit RXR-spezifischen Liganden, da
frihere Arbeiten zeigten, dass eine maximale Aktivierung des PPARY/RXR
Heterodimers erreicht wird, wenn beide Rezeptoren durch ihre spezifischen Liganden
aktiviert werden (Kliewer et al, 1992; Isseman et al, 1990).

Auch wenn der genaue Mechanismus der wachstumshemmenden Wirkung der
Glitazone noch nicht vollstandig aufgeklart wurde, bleibt der antiproliferative Effekt
auf bestimmte Tumorentitaten unbestritten. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sich diese Wirkung auch auf das maligne Melanom Ubertragen lasst,
was im Hinblick auf die ansonsten ungenigenden Therapiemoglichkeiten bei
metastasiertem Melanom, ein viel versprechender Ansatz fur weiterfihrende Studien

sein kdnnte.
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VIl. Zusammenfassung

Die Prognose nach eingetretener Metastasierung ist beim kutanen malignen
Melanom trotz Chemotherapie infaust, so dass ein grosses Interesse flr neue
Therapieansatze besteht. Fur die Glitazone als spezifische Agonisten des
Peroxisome-Proliferator-activated receptor-y (PPARy) wurde bereits eine
antiproliferative Wirkung auf verschiedene Tumorentitidten wie Brust, Prostata,
Lunge, Kolon, Magen, Blase und Pankreas nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es
daher, die Wirkung von vier PPARy-Agonisten (Rosiglitazone, Ciglitazone,
Pioglitazone und Troglitazone) auf das Zellwachstum von sechs humanen
Melanomzelllinien (MV3, Mel6, Lox, MeWo, FemX-1 und G361) in vitro zu
untersuchen. Zuséatzlich wurde der PPARy in den sechs Zelllinien sowohl
immunhistochemisch als auch im Western Blot nachgewiesen und quantitative
Messungen Uber den Gehalt an PPARYy Protein vorgenommen, um einen moglichen
Zusammenhang zwischen Rezeptorexpression und der Empfindlichkeit gegentber
den Glitazonen zu erklaren. Alle vier Glitazone zeigten eine deutlich
konzentrationsabhéngige wachstumshemmende Wirkung auf alle sechs Zelllinien,
wobei Ciglitazone das Wachstum am besten hemmte, gefolgt von Rosiglitazone,
Troglitazone und Pioglitazone. Zwischen den einzelnen Zelllinien zeigten sich
Unterschiede beziglich ihrer Empfindlichkeit gegentber den einzelnen Glitazonen. In
geringen Konzentrationen zeigte sich bei allen sechs Zelllinien ein leichter Anstieg
des Wachstums, der jedoch bei keiner Zelllinie signifikant war. Alle sechs
Melanomzelllinien exprimierten PPARy im Kern, aber noch starker im Zytoplasma. Es
zeigte sich jedoch keine Korrelation zwischen der Menge an PPARy Protein in den
Zelllinien und der Wirkung der Glitazone. Die antiproliferative Wirkung der Glitazone
wird danach nicht ausschliesslich Uber eine Aktivierung des PPARy vermittelt,
sondern es mussen zusatzliche Mechanismen eine Rolle spielen. Da ein deutlicher
proliferationshemmender Effekt der Glitazone auf kutane maligne Melanome
nachgewiesen werden konnte und die Stoffklasse der Glitazone bereits zur
Behandlung des Typ-lI-Diabetes zugelassen ist, sollte die Gabe von Glitazonen als
adjuvante oder Kombinationstherapie des malignen Melanoms weiterfihrend in

Tiermodellen und Kklinischen Studien Uberprift werden.
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