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Abkilirzungsverzeichnis

ANOVA Analysis of Variance

°C Grad Celsius

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid
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FDA US Food and Drug Administration
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. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Mortalitat des malignen Melanoms Ubersteigt die aller anderen Hauttumoren
zusammengenommen um ein Vielfaches, was zum einem an seiner Tendenz zur
frihen Metastasierung und zum anderen an seiner ausgepragten Resistenz
gegenuber konventioneller Chemotherapie liegt. Nach eingetretener
Fernmetastasierung bleibt Dacarbazin, mit einer Ansprechrate von lediglich 15-20%,
die zurzeit wirksamste Monosubstanz. Die Anwendung von unterschiedlichen
Polychemo- und Chemoimmuntherapieschemata fuhrte bis jetzt zu keiner
signifikanten Verlangerung der Gesamtlberlebenszeit, obgleich die Toxizitat der
kombinierten Chemotherapien im Vergleich zur Monotherapie signifikant erhéht war.
Da das maligne Melanom weltweit eine deutlich steigende Inzidenz aufweist, besteht
weiterhin ein groRer Bedarf an neuen Therapieoptionen zur systemischen
Behandlung von malignen Melanomen. Fur bestimmte Substanzen, wie dem PPAR-y
Agonisten Rosiglitazone, dem Mistellektin | und dem Proteasomen Inhibibitor
Bortezomib, konnte bereits in der Verwendung als Einzelsubstanzen in vitro eine
antiproliferative Wirkung auf das maligne Melanom beschrieben werden, wobei
dieser Effekt durch jeweils unterschiedliche Mechanismen erzielt wurde. Ausgehend
von diesen drei viel versprechenden Substanzen, sollten in der vorliegenden Arbeit

folgende Fragen geklart werden:

= Zeigt eine Zweifachkombination aus den Stoffen, Rosiglitazone, Mistellektin |
und Bortezomib einen gesteigerten antiproliferativen Effekt auf humane

Melanomzelllinien im Vergleich zu den jeweiligen Einzelsubstanzen?

= |st eine Dreifachkombination aus Rosiglitazone, Mistellektin-I und Bortezomib

effektiver als die beste Zweifachkombination?

= Welche Hinweise fur die molekularen Wirkmechanismen der antiproliferativen

Wirkung von Bortezomib auf die Melanomzellen gibt es?



Il. Einleitung

1. Das maligne Melanom

Die Inzidenz des kutanen malignen Melanoms hat in den vergangenen Jahrzehnten
weltweit dramatisch zugenommen (Desmond et al., 2003). In der Bundesrepublik
Deutschland stieg die Inzidenzrate von 3 Fallen pro 100 000 Einwohner und Jahr
Anfang der 1970er Jahre auf etwas 12 Falle pro 100 000 Einwohner und Jahr um die
Jahrtausendwende (Garbe et al., 2001). Die Mortalitat des malignen Melanoms
Ubersteigt die aller anderen Hauttumoren zusammengenommen um ein Vielfaches,
was zum einem an seiner Tendenz zur frihen Metastasierung und zum anderen an
seiner ausgepragten Resistenz gegenlber konventioneller Chemotherapie liegt.
Nach eingetretener Fernmetastasierung (Stadium V) liegt die mediane
Uberlebenszeit bei lediglich 6-10 Monaten und die 5-Jahres Uberlebensrate bei unter
5% (Balch et al., 2001). Dacarbazin (Detimedac®) als wirksamstes Einzelpraparat gilt
nach wie vor als Standardtherapie, weist jedoch eine Ansprechrate von lediglich 15-
20% auf, die zudem nur mit einer durchschnittlichen Ansprechzeit von nur 4 Monaten
verbunden ist. Zurzeit gibt es keine randomisierten klinischen Studien, die eine
Verlangerung der Gesamtuberlebenszeit durch Polychemo- oder
Chemoimmuntherapieschemata im Vergleich zu einer Monotherapie mit Dacarbazin
aufweisen (Sun et al., 2001). Dies zeigt die dringende Notwendigkeit flir neue

Ansatzpunkte in der Melanomtherapie auf.

2. Substanzen mit antiproliferativer Wirkung auf das maligne Melanom

2.1. Der PPAR-y Agonist Rosiglitazone

Die Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) 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). Zurzeit gibt es drei bekannte Formen von PPARs: a, B und y. Die
wahrscheinlich am meisten erforschte Form ist PPAR-y, der in einer groRen Vielfalt
von Zellen exprimiert wird, zu denen Adipozyten, Makrophagen und Enterozyten
gezahlt werden. Genau wie andere Mitglieder der nuklearen Rezeptorfamilie reguliert
auch PPAR-y die Genexpression indem er nach Ligandenbindung Heterodimere mit
dem Retinoid X-Rezeptor (RXR) bildet. Das PPAR/RXR Heterodimer bindet an eine
bestimmte Nukleotidsequenz, das peroxisome proliferator response elements
(PPRE), das sich in der Promotor-Region von Zielgenen befindet (Murphy et al.,
2000). Es konnte gezeigt werden, dass die Glitazone, wie Troglitazone, Pioglitazone,
Ciglitazone und Rosiglitazone als synthetische Liganden PPAR-y aktivieren kdnnen
und so ihre Wirkung entfalten (Spiegelman, 1998). Sie werden bereits klinisch als
orale Antidiabetika beim nicht-insulinabhangigem Typ-lI-Diabetes eingesetzt
(Lehmann et al., 1995). Neuere Forschungen haben zusatzlich gezeigt, dass PPAR-y
Liganden die zellulare Differenzierung induzieren und das Wachstum von
Karzinomen verschiedener Gewebe wie Mamma (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 kénnen. Moégliche Mechanismen der antiproliferativen Wirkung der
Glitazone sind ein Anhalten des Zellzyklus in der G4 Phase wie es bei Kolonkarzinom
Zellen beobachtet wurde (Brockmann et al, 1998), ein Auslosen einer
Redifferenzierung maligner Zellen (Kitamura et al, 1999) oder eine Induktion der
Apoptose, wie es bei Mammakarzinom- (Elstner et al., 1998), Chorionkarzinom-
(Keelan et al.,, 1999) und Prostatakarzinomzellen (Kubota et al., 1998) bereits
beschrieben wurde.

Fur das maligne Melanom wurde in vitro eine antiproliferative Wirkung des Glitazons
Rosiglitazone beschrieben, die aber nicht durch eine Induktion der Apoptose
vermittelt wurde (Freudlsperger et al., 2006), sonder vielmehr durch eine Anhalten
des Zellzyklus in der G4 Phase (Mossner et al., 2002).

2.2. Das Mistellektin |

Mistelextrakte finden wegen ihrer immunmodulierenden Wirkung bei einer grof3en

Zahl von Tumorpatienten ihre Anwendung. Neben anderen Inhaltstoffen wie
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Viscotoxine oder Flavonoide werden hauptsachlich die drei Mistellektine fur die
Wirkung der Mistelextrakte verantwortlich gemacht, wobei das Mistellektin | (ML-I)
das biologisch wirksamste und am besten untersuchte ist. ML-l besteht aus einer
zytotoxischen A-Kette und einer kohlenhydratbindenden B-Kette und weist viele
Ahnlichkeiten mit dem Ricin-Molekiil auf (Dietrich et al., 1992). Die B-Kette von ML-I
ist fur die Internalisierung des Lektinmoleklls in die Zelle verantwortlich, die A-Kette
ist durch seine hochspezifische N-Gykosidase Aktivitat ein  potenter
Ribosomeninaktivator (Endo et al., 1988), weswegen ML-I zu der Typ-lI-Familie der
Ribosom-inaktivierenden Proteine (RIP) gezahlt wird (Stirpe et al., 1992). Die
biologischen Wirkungen von ML-I kann in immunmodulierende und direkt
zytotoxische Effekte unterteilt werden. Dabei ist die wachstumshemmende Wirkung
hauptsachlich auf eine Induktion der Apoptose zuruckzufuhren (Bussing et al., 1996),
die Uber die Proteinsynthese-hemmende Wirkung der A-Kette vermittelt wird
(Hostanska et al.,, 1996). Fur die immunmodulierende Wirkung von ML-I, die
dosisabhangig zu einer Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin(IL)-1, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF)-o fUhrt, scheint die
zuckerbindende B-Kette maldgeblich beteiligt zu sein (Hajto et al., 1990). Fur das
maligne Melanom konnte in vitro der anti-proliferative Effekt von ML-I durch eine

Induktion der Apoptose bestatigt werden (Thies et al., 2005).

2.3. Der Proteasomen Inhibitor Bortezomib

Bortezomib (Velcade®) gehért zu der Gruppe der Proteasomen-Inhibitoren, welche
reversibel die physiologische Wirkung des 26S Proteasoms hemmen. Das 26S
Proteasom degradiert ausschlieRlich Proteine, die zuvor mit einer Ubiquitin-Kette
kovalent verbunden worden waren. Diese Ubiquitinierung erfordert drei Enzyme,
ubiquitin-activating enzyme (E1), ubiquitin-conjugating enzyme (E2) und ubiquitin
ligase (E3) (Jesenberger et al., 2002). Proteine, die durch diesen Ubiquitin-
Proteasome Pathway (UPP) abgebaut werden, sind flr wichtige intrazellulare
Prozesse wie Zelldifferenzierung, Zellzykluskontrolle und Antigenprasentation
verantwortlich (Zavrski et al., 2005). In mehreren Studien konnte bereits eine
antiproliferative Wirkung von Bortezomib auf unterschiedliche Tumorentitaten wie
Ovarialkarzinom (Frankel et al., 2000), nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom (Ling et

al., 2003), Plattenepithelkarzinom (Sunwoo et al., 2001), Prostatakarzinom (Williams
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et al.,, 2003) und Pankreaskarzinom (Nawrocki et al., 2002) gezeigt werden.
AulRerdem wurde Bortezomib als erster Vertreter der Proteasomen Inhibitoren im Mai
2003 von der US Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung des
therpierefraktaren multiplen Myeloms zugelassen (Rajkumar et al., 2005).

Etliche Effekte von Bortezomib scheinen allerdings primar durch die Hemmung des
NFkB Signalwegs vermittelt zu sein. NFkB, ein Heterodimer, das hauptsachlich aus
den Untereinheiten p50 und p65 besteht, ist ein Transkriptionsfaktor, der
Zellwachstum, Expression von Zytokinen und Apoptose reguliert (Karin, 1999). Unter
normalen Bedingungen ist NFkB im Zytoplasma an seinen Inhibitor IkBa gebunden
(Karin, 1999), der NFxB daran hindert, in den Zellkern zu translozieren. Auf
zelluldren Stress hin, der zum Beispiel durch Zytokine oder Chemotherapie ausgelost
werden kann, wird IkBa durch den IkB Kinase Komplex (IKK) phosphoryliert, durch
eine E3 Ubiquitin Ligase ubiquitiniert (Karin et al., 2000) und schlieBlich durch das
26S Proteasom abgebaut (vergleiche Abbildung 2.1.). Das nun freie NFxB
transloziert in den Zellkern und steuert die Transkription einer Vielzahl von Zielgenen,
die zum groRen Teil fur die Kontrolle der Apoptose verantwortlich sind. In den
meisten Zellen und vor allem in Tumorzellen férdert die NFxB Aktivierung die
Zellproliferation (Huang et al., 2000), steuert die Expression von Adhasionsmolekulen
und schutzt vor allem die Zelle vor Apoptose durch die Induktion von verschiedenen
Uberlebensgenen (Jesenberger et al., 2002). Durch Bortezomib kann nun der
proteasomale Abbau von IkBa verringert und somit der gesamte NF«xB Signalweg
gehemmt werden. Dies fuhrt in Tumorzellen zu einem Anstieg der Apoptoserate und
sensibilisiert die Zellen fur Apoptose induzierende Chemotherapeutika (Orlowski et
al., 2002).

In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass humane Melanomzellen, vor allem
solche mit einem hohem Metastasierungspotential, eine starke Aktivierung des NFxB
Signalwegs aufweisen und dass NF«kB eine wichtige Rolle fur das Tumorwachstum,
die Angiogenese und die Metastasierung des malignen Melanoms spielt (Huang et
al., 2000). Dies weist darauf hin, dass NFxB ein wichtiges Ziel zuklnftiger

Therpieansatze flr das maligne Melanom sein kénnte.
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Abbildung 2.1.: Der Effekt von Bortezomib auf den NFxB Signalweg. Durch die
Hemmung des 26S Proteasoms, verhindert Bortezomib den Abbau des NFkB Inhibitors IkBa
und damit die Translokation von NFxB in den Zellkern (Modifiziert nach Adams et al., 2004)
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1. Material

1. Die Melanomzelllinien

Es wurden drei verschiedene humane kutane Melanomzelllinien verwendet. Die
Zelllinien MV3, etabliert aus einer Lymphknotenmetastase (Edward 2001) wurde
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. I. Moll (Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und
Venerologie, Kopf- und Hautzentrum des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf)
zur Verfugung gestellt. Die Zelllinie G361 wurde aus einem Primartumor etabliert und
von der American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA, ATCC No. CRL-
1424) bezogen. Die Zelllinie FemX-1, etabliert aus einer Lymphknotenmetastase
(Fostad et al., 1988), wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. O. Fostad
(Abteilung fur Tumorbiologie, Universitatskrankenhaus Oslo, Norwegen) zur

Verfligung gestellt.

2. Die antiproliferativen Substanzen

Der synthetische PPAR-y Agonist Rosiglitazone wurde freundlicherweise von
GlaxoSmithKline, Munchen, Deutschland zur Verfugung gestellt. Rosiglitazone
wurden in 100% Ethanol gelést und mit 10% Ethanol weiter verdunnt. Das
Mistellektin ML-1 wurde nach dem Protokoll von Eifler (Eifler et al., 1993) gewonnen
und von Prof. Dr. U. Pflller (Institut fir Phytochemie, Universitat Witten/Herdecke,
Deutschland) bezogen. ML-I wurde in PBS weiter verdiinnt. Bortezomib (Velcade®)
wurde kauflich von Millenium Pharmaceuticals (Cambridge, England) Uber die
Krankenhausapotheke erworben. Bortezomib wurde in PBS sowohl geldst als auch

weiter verdunnt.
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IV. Methoden

1. Zellproliferationsteste

1.1. Zellkultur

Die Arbeiten mit den Zelllinien erfolgten ausschlieBlich 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%
CO2/95% 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 Kalberserum
(FCS, Gibco®), 2 mM L-Glutamin (Gibco®), 100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/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 wurden einmal mit 15 ml PBS (Gibco®
Dulbecco’s Phosphat-Buffered Saline, Invitrogen, Carlsbad, USA) gespult und
anschlieRend mit je 5 ml Trypsin-EDTA (Gibco® Trypsin-EDTA, Invitrogen, Carlsbad,
USA) im Brutschrank inkubiert, wodurch sich die Zellen vom Flaschenboden I6sten.
Nach dem Ablésen der Zellen vom Flaschenboden (nach circa 5 minutiger
Inkubation), erfolgte die Zugabe von 5 ml Kulturmedium, um das Trypsin-EDTA zu
inaktivieren und damit die Ablésungsreaktion zu beenden und eine Schadigung der
Zellen durch das Trypsin-EDTA zu verhindern. Abschlieend wurden die abgelOsten
Zellen auf neue Zellkulturflaschen verteilt, die bereits mit 50 ml Kulturmedium
aufgeflllt 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 drei Zelllinien
Uber mehrere Wochen in Zellkulturflaschen vermehrt und ein Suspensionspool von
jeder der drei verschiedenen Zelllinien erstellt. Die Suspensionen wurden flnf
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 Einfrierrohrchen (Nunc Cryo Tube Vials, Nalge Nunc, Roskilde,
Danemark) auf identische Aliquots von je 1,5 ml verteilt. Die Aliquots wurden Uber
Nacht auf —80°C geklhlt und abschlieRend in flissigem Stickstoff kryokonserviert.
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 durchfiihren zu konnen.

1.2. Detektion von Mykoplasmen-Kontamination in der Zellkultur

Zur Uberpriifung 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. Zellzéhlung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zahlkammer nach Neubauer eingesetzt.
Zunichst wurde aus der Zellsuspension mit Hilfe von PBS (Gibco® Dulbecco's
Phosphat-Buffered Saline, Invitrogen, Carlsbad, USA) eine Verdinnung von 1:10
hergestellt. AnschlieRend wurden je 10 ul der Verdlinnung in eine Zahlkammer
pipettiert und die insgesamt acht GroRquadrate wurden unter dem Lichtmikroskop
ausgezihlt. Da ein GroRquadrat 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 10 000 und dem entsprechenden

Verdunnungsfaktor multiplizieren (Vergleiche Abbildung 4.1.)
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Gezahlte Zellzahl (8 Grossquadrate zu je 1 mm?®)
X 10 000 X Verdunnungsfaktor (=10)

= Zellzahl / ml

Anzahl der Grossquadrate (=8)

Abbildung 4.1.: Zellzédhlung. Formel fur die Zellzahlberechnung mittels Zahlkammer nach
Neubauer

1.4. Erstellen von Eichkurven

Da in den folgenden Zellproliferationsassays der Einfluss von unterschiedlichen
Stoffen mit antiproliferativer Wirkung auf das Wachstum der verschiedenen
Melanomzelllinien untersucht werden sollte, war es im Vorfeld wichtig, diejenige
Zellkonzentration zu finden, die ein optimales Wachstumsverhalten Uber die
Versuchsdauer von 96 Stunden gewahrleistet. Ein optimales Wachstumsverhalten ist
dann gegeben, wenn sich die Zellen im exponentiellen Wachstum befinden. Dazu
wurde fur jede Zelllinie eine Eichkurve erstellt. Zunachst wurde fur jede Zelllinie eine
Verdiinnungsreihe ausgehend von 8 x 10* Zellen/ml (ber verschiedene
Verdiinnungschritte mit Kulturmedium bis zu einer Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml
erstellt. Fur jede Zellzahl wurden vierfach Ansatze erstellt, wobei jeweils 70 pl
Zellsuspension in jeden Napf einer Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) gegeben wurde. Zusatzlich wurde pro Mikrotiterplatte ein
Vierfachansatz mit jeweils 70 pl Kulturmedium als Leerwert fur den ELISA-Reader
pipettiert. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation im Brutschrank fur 48 Stunden unter
den bereits beschriebenen Standardbedingungen. Danach wurde in jeden Napf der
Mikrotiterplatte 30 ul 10% Ethanol pipettiert, was genau der Menge entspricht, in der
spater die gelosten Testsubstanzen zugeflgt wurden. Dadurch sollten eventuelle
Anderungen des Zellwachstums durch die Zugabe von Ethanol berlicksichtigt
werden. Abschlieend wurden die Mikrotiterplatten fur weitere 48 Stunden inkubiert.
Zur Ermittlung der Zelldichte wurde insgesamt 96 Stunden nach dem Aussaen der
Cell Proliferation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) benutzt.
Dafur wurden XTT Labeling Reagent und Electron Coupling Reagent in einer

Konzentration von 50 : 1 gemischt, was einer XTT Endkonzentration von 0,3 mg/ml
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entspricht. Von dieser Konzentration wurden jeweils 50 pl pro Napf auf die
Mikrotiterplatte pipettiert und die Platten zur weiteren Inkubation zurlck in den
Brutschrank gegeben. Zunachst wurde die Extinktion nach 5, 12 und 24 Stunden im
ELISA-Reader gemessen. Da sich der finf Stunden Wert als optimales Zeitfenster
fur die Auswertung des XTT Assays herausstellte, wurden alle weiteren Messungen

mit dem XTT Assay nach einer Inkubationszeit von funf Stunden durchgefuhrt.

1.5. Zellproliferationsassays

Zum Aussaen der einzelnen Melanomzellreinen auf die Mikrotiterplatten wurde
jeweils diejenige Zellkonzentration gewahlt, die ein optimales Wachstum fur die
Versuchsdauer von 96 Stunden gewahrleistete. Die jeweiligen Zellzahlen/ml sind in

Tabelle 4.1. zusammengefasst.

Zelllinie MV3 G361 FemX-1

Zellzahl/ml 14 000 16 000 14 000

Tabelle 4.1.: Zusammenfassende Darstellung der Zellzahlen/ml, die ein optimales
Wachstum der jeweiligen Zelllinien Gber die Versuchsdauer von 96 Stunden gewahrleisteten.

Auf den einzelnen Mikrotiterplatten wurde jeder Versuch in einem Vierfachansatz
durchgefuhrt und jeder Versuch wurde in mindestens drei unabhangigen Versuchen
wiederholt. Dies wurde fir alle drei Melanomzelllinien und jede der unterschiedlichen
Zusatze durchgefuhrt. So lagen am Ende fur 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 nachstes wurden, die Ubrigen Napfe mit jeweils 70 pl
der Zellsuspension gefillt. Die Zellkonzentration der Zellsuspension richtete sich
nach der jeweiligen Eichkurve der entsprechenden Melanomzellreihe (Siehe Tabelle
4.1.). Des Weiteren dienten auf jeder Mikrotiterplatte jeweils vier Napfe als
Kontrollen. Die Werte dieser Kontrolle dienten spater bei der Auswertung der
Zellproliferationassays als 100% Wert, zu denen die Ubrigen Werte in Relation
gesetzt wurden. Zu den Kontroll-Napfen wurde das Losungsmittel des jeweiligen

Stoffes bzw. Stoffgemisches gegeben, um mdgliche antiproliferative Effekte des

18



Lésungsmittels auszuschlieBen. Anschlieend wurden die Mikrotiterplatten im
Brutschrank fur 48 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert, um ein optimales
Anwachsen der Zellen am Boden der Napfe zu gewahrleisten. Nach dieser
Anwachsphase sollten die unterschiedlichen Stoffe bzw. Stoff-Kombinationen in
geléster Form den einzelnen Napfen zugesetzt werden. Um die Einflisse der drei
verwendeten antiproliferativen Stoffe allein oder in unterschiedlichen Kombinationen
zu  untersuchen, wurden die  Versuchsreihen in  Einzelsubstanzen,

Zweifachkombinationen und Dreifachkombination unterteilt (vergleiche Tabelle 4.2.)

Einzelsubstanzen Zweifachkombinationen Dreifachkombination
Bortezomib Bortezomib + Rosiglitazone
Bortezomib + Rosiglitazone
Rosiglitazone Bortezomib + ML-I
+ ML-I
ML-I ML-I + Rosiglitazone

Tabelle 4.2.: Einteilung der Versuchreihen in Einzelsubstanzen, Zweifachkombinationen und
Dreifachkombination.

Jede dieser Substanzen wurde in sieben unterschiedlichen Konzentrationen (1 x 10™
— 1 x 107 mg/ml) auf die Melanomzellen pipettiert und die Mikrotiterplatten wurden
fur weitere 48 Stunden im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. 96
Stunden nach dem Aussaen, erfolgte die Auswertung der Zellproliferationsassays mit
Hilfe des Cell Proliferation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland). 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 anschlieliend 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 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) verwendet, wobei p-Werte < 0,05
als statistisch signifikant bewertet wurden. Insgesamt wurden drei unterschiedliche

statistische Darstellungen gewahlt, um die Wirkung der unterschiedlichen Zusatze
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darzustellen.

1.6.1. Balkendiagramme

Um die Wirkung eines Stoffes bzw. einer Stoffkombination auf eine bestimmte
Zelllinie anschaulich darzustellen wurde das Balkendiagramm gewahlt. Dazu wurden
die gemittelten ELISA-Reader Werte jeder Konzentration in Prozent zum gemittelten
Kontrollwert gesetzt und in Form von Balken mit steigender Konzentration graphisch
aufgetragen. Um Aussagen treffen zu konnen, ab welcher Konzentration eine
statistisch  signifikante Hemmung auftritt, wurde ein Friedman-Test mit
anschlielendem Dunn’s Post-Test vorgenommen. Zusatzlich wurde die

Standardabweichung graphisch dargestelit.

1.6.2. Dosis-Wirkungs-Kurven und ECs, Werte

Um die Beziehung zwischen der Wirkung eines Stoffes auf eine Zelllinie und der
Stoffkonzentration graphisch darzustellen wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt.
Dazu wurden die Stoffkonzentrationen logarithmisch auf der X-Achse aufgetragen.
Auf der Y-Achse sollte die Wirkung eines Stoffes in Prozent der maximalen Wirkung
dargestellt werden. Dazu wurde der jeweilige Kontrollwert, d. h. die Zellproliferation
ohne Zusatz eines Stoffes, gleich 0% gesetzt und die maximale Hemmung, die ein
Stoff auf eine Zelllinie ausubte, gleich 100% gesetzt. Die restlichen Y-Werte wurden
entsprechend berechnet. Die so entstandenen Dosis-Wirkungs-Kurven wurden durch
vier Werte bestimmt: Die Basislinie (Hier: 0%), die maximale Wirkung (Hier: 100%),
die Steigung der Kurve und der ECsp-Wert (Effective Concentration). Der ECso Wert,
gibt die jeweilige Stoffkonzentration an, bei der eine Hemmung erreicht wird, die
genau in der Mitte zwischen der Basislinie und der maximalen Hemmung liegt (Hier:
50% der maximalen Hemmung). Da der ECso-Wert fur jeden Stoff bzw. fur jede
Stoffkombination lediglich diejenige Konzentration angibt, bei der 50% der
maximalen Hemmung auf eine bestimmte Zelllinie erreicht wird, muss er immer im

Zusammenhang mit der erreichten maximalen Hemmung interpretiert werden.
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1.6.3. Gesamtwirkung

Um die gesamte Hemmung, die ein Stoff oder eine Stoffkombination auf eine
bestimmte Zelllinie aufweist, zu berechen, wurden analog zu den Balkendiagrammen
(Vergleiche 1.6.1.) Kurven erstellt mit der jeweiligen Konzentration auf der X-Achse
und der entsprechenden Zellproliferation in Prozent zur Kontrolle auf der Y-Achse.
Die Flache unter diesen Kurven entspricht nun der gesuchten Gesamthemmung die
ein Stoff bzw. eine Stoffkombination auf eine Zelllinie ausibt. Aus den errechneten
Flachen unter den Kurven wurde anschlieRend fur jede der drei Zelllinie derjenige
Zusatz, welcher die geringste Hemmung des Zellwachstums aufwies gleich 100%
gesetzt und die Zusatze in Verhaltnis zu dem 100% Wert gesetzt. Um statistische
Unterschiede zwischen den einzelnen Zusatzen darzustellen, wurde fur jede Zelllinie
ein Balkendiagramm erstellt und die einzelnen Zusatze mit Hilfe eines One-Way
ANOVA Tests und darauf folgendem Tukey-Test verglichen. Fir alle Ergebnisse

wurde zusatzlich die Standardabweichung bestimmt und graphisch dargestellit.

2. Nachweis einer Apoptose Induktion durch Bortezomib

Eine mogliche Induktion von Apoptose durch Bortezomib in den Melanomzellen
wurde exemplarisch an der Zellinie MV3 untersucht. Dabei sollte eine
Apoptoseinduktion sowohl durch die fur Apoptose typischen Veranderungen der
Kernmorphologie, als auch durch den Nachweis auf molekularer Ebene

nachgewiesen werden.

2.1. Apoptose Nachweis anhand von morphologischen Kriterien

Der programmierte Zelltod umfasst eine Reihe von morphologischen Veranderungen,
die beim Abbau der Zelle auftreten, die von einer Kernkondensation Uber eine
Kernfragmentierung bis zur Entstehung von charakteristischen Apoptose Kdrperchen
reichen. Um eine mdogliche Apoptose Induktion zu untersuchen wurden zuerst
Zytospins von MV3 Zellen die mit Bortezomib behandelt wurden angefertigt und

anschlief3end eine Kernfarbung nach Feulgen durchgefihrt.
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2.1.1. Herstellung von Zytospin Praparaten

Die MV3 Zellen wurden wie oben beschrieben trypsiniert und gezahlt. Anschliel3end
wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml auf 6-Napf-Platten
(Greiner, Frickenhausen, Germany) ausgesat und fur 24 h im Brutschrank kultiviert,
um ein optimales Anhaften der Zellen an den Boden der 6-Napf-Platten zu
gewahrleisten. Anschlielend wurde frisches Kulturmedium mit einer Bortezomib-
Konzentration von 0,01 mg/ml appliziert und die Zellen wurden flr weitere 24
Stunden inkubiert. Zu den Kontrollzellen wurde analog Kulturmedium ohne
Bortezomib gegeben. Nach der Inkubationszeit wurden aus den behandelten und
den Kontrollzellen Zytospins erstellt. Hierfir wurden die Zellen nach Zugabe von
Trypsin-EDTA (Gibco® Trypsin-EDTA, Invitrogen, Carlsbad, USA) bei 37°C und 5%
CO; fur funf Minuten inkubiert, so dass sich die Zellen vom Boden losten. Zum
Stoppen der Trypsinwirkung, und um eine Schadigung der Zellen zu vermeiden,
wurde danach Kulturmedium zu den Zellen hinzugegeben. Anschlielend wurden die
Zellen mit PBS (Gibco® Dulbecco's Phosphat-Buffered Saline, Invitrogen, Carlsbad,
USA) gespult und fur zehn Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Nach Abgiel3en des
Uberstandes wurden die Zellen in 600 pl PBS resuspendiert und von dieser
Suspension 200 pl in eine Zytospinvorrichtung gegeben und fur drei Minuten bei
1500 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert
und an den so entstandenen Zytospins eine Feulgen-Farbung (Romeis, 1989)
durchgefuhrt.

2.1.2. Feulgen Farbung

Die Zellen wurden in 4% Paraformaldehyd fur 5 Minuten auf den Objektrager fixiert
und anschlieBend funf Minuten in Phosphatpuffer gespult. Danach wurden die Zellen
bei Raumtemperatur fir 1 Minute in 1 N HCI gespult und eine Hydrolyse in 1 N HCI
bei 60°C fur 8 Minuten durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte wieder eine Spullung der
Zellen in 1 N HCI bei Raumtemperatur fir 1 Minute. Die Zellen wurden danach in
Schiff's Reagenz (Merck, Darmstadt, Deutschland) uberfuhrt und fur 45 Minuten
belassen. Nach Ablauf der Zeit wurden die Zellen dreimal fur jeweils 2 Minuten in
Bisulfit-Lésung (3 x 200 ml bestehend aus 540 ml Aqua dest., 30 ml 1 N HCI, 30 ml
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10% Kaliummetabisulfit) gespult, anschlieBend grindlich in Aqua dest. gespdlt,
dehydriert und mit Eukitt (Kindler GmbH & Co, Freiburg, Deutschland) eingedeckt
(Romeis, 1989). AnschlieRend wurden die Kerne auf fur Apoptose typische,
morphologische Veranderungen unter einem Photomikroskop (Axioplan 2, Zeiss,

Oberkochen, Deutschland) bei 40-facher Vergro3erung betrachtet.

2.2. Apoptose Nachweis durch Bestimmung von DNS Fragmenten

Innerhalb des Prozesses der Apoptose werden endogene Endonukleasen aktiviert,
welche die Doppelstrang DNS spalten und so Mono- bzw. Oligonucleosome
erzeugen. Diese histone-assoziierten DNS Fragmente wurden qualitativ und
quantitativ mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Deutschland) nachgewiesen.

2.2.1. Proben Vorbereitung

MV3 Zellen wurden wie oben beschrieben trypsiniert und gezahlt. 500
Zellsupsension (Zellkonzentration von 1 x 10° Zellen/ml) wurden in ein Eppendorf
Gefaly Uberfuhrt. 500 ul Kulturmedium mit einer Bortezomib Konzentration von 0,1
mg/ml bzw. 0,01 mg/ml wurde appliziert und die Zellen wurden fur 4 Stunden im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen bei 200 x g fur 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml Kulturmedium
resuspendiert. Nach einer finfminudtigen Zentrifugation bei 1500 x g wurde das
Zellpellet mit 500 pl Incubation buffer resupendiert und bei 25°C fur 30 Minuten
inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Zentrifugation bei 20 000 x g fur 10 Minuten und
400 pl des gewonnenen Uberstandes wurde vorsichtig abpipettiert. Der Uberstand

wurde im Folgendem als zytoplasmatische Fraktion verwendet.

2.2.2. Bestimmung von DNS Fragmenten mit ELISA

100 pl Coating Solution wurden in jeden Napf der Mikrotiterplatte pipettiert, die Napfe

wurden mit Folie luftdicht abgeschlossen und 1 Stunde bei Raumtemperatur
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inkubiert. Nach Entfernen der Coating Solution wurde 200 pl Incubation Buffer in
jeden Napf pipettiert, die Napfe wurden mit Folie luftdicht abgeschlossen und 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der Napfe mit
Washing Solution wurde in jeweils 2 Napfe 100 ul der zytoplasmatischen Fraktion der
beiden mit unterschiedlichen Bortezomib Konzentrationen behandelten Zellen
pipettiert. FUr die Bestimmung des Leerwertes wurde in 2 Napfe lediglich Incubation
Buffer pipettiert. AnschlieRend wurden die Napfe mit Folie luftdicht abgeschlossen
und far 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit
Washing Solution wurde in jeden Napf bis auf die fur die Leerwerte, 100 uyl Coarting
Solution appliziert, mit Folie luftdicht abgeschlossen und flr weitere 90 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit Washing Solution
wurde in jeden Napf 100 uyl Substrate Solution gegeben und die Mikrotiterplatte auf
einem Plattenschattler fur 15 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die
Mikrotiterplatte in einem ELISA-Reader bei 405 nm gemessen. Von den gemittelten
Extinktionen wurde jeweils der gemittelte Leerwert abgezogen und die Extinktionen

gegen die Bortezomib Konzentrationen graphisch aufgetragen.

3. Nachweis der NFkB Inhibition

Fir den Nachweis, ob Bortezomib seine Wirkung uber eine verminderte Aktivierung
und Translokation von NFxB in den Kern vermittelt, wurde exemplarisch die
Melanomzelllinie MV3 betrachtet, wobei der Nachweis in zwei unabhangigen
Versuchen erfolgte. Zusatzlich wurden zwei unterschiedliche primare Antikorper
verwendet, einmal gegen die p50 Untereinheit und einmal gegen die p65

Untereinheit, des klassischen NF«xB Heterodimers.

3.1. Western Blot

3.1.1. Isolierung der Proteine aus den Melanomzellen

FUr die Isolierung der zytoplasmatischen und nuklearen Proteine aus den MV3 Zellen

wurde ein modifiziertes Extraktionsprotokoll verwendet, welches urspringlich von
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Dignam et al. (1989) beschrieben wurde. Zunachst wurde fur die Zelllinie MV3
Zellkulturflaschen (Nunclon®, Nunc, Roskilde, Denmark) angelegt und diese so lange
inkubiert bis ungefahr 90% des Flaschenbodens mit Zellen bedeckt waren. Danach
wurde das alte Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit 15 ml PBS gespult
und frisches Kulturmedium zugegeben, welches fur die Kontrollzellen kein
Bortezomib enthielt und fur die behandelten Zellen eine Bortezomib Konzentration 1
x 10 mg/ml enthielt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden wurden die Zellen
zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und danach mit einem Zellschaber (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) in 1 ml PBS von dem Flaschenboden
gelost. Die Proben wurden 2 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert. Das Pellet wurde in 200 pl Low Salt Puffer (20mM HEPES, pH 7,9; 10
mM KCL; 0,1 mM NaVO4 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 fir 10
Minuten auf Eis, wurden die Proben fur 30 Minuten bei 7000 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und im Folgenden als
zytoplasmatische Proteinlosung verwendet. Das Pellet wurde anschlieRend in 100 pl
High Salt Puffer (20 mM HEPES, pH 7,9; 420 mM NaCl; 10 mM KCL; 0,1 mM
NaVOg4; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 20% Glycerol; 1% Protease Inhibitor Cocktail Set
[) resuspendiert und die nuklearen Proteine wurden durch ein 30 minlatiges Schutteln
auf Eis extrahiert. Danach wurden die Proben fir 30 Minuten bei 7000 x g und 4°C

zentrifugiert und der Uberstand als nukledre Proteinlésung im Weiteren verwendet.

3.1.2. Konzentrationsbestimmungen von Proteinen in LOosung

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% Phosphorsaure 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 dest.,
15 ml 95% Ethanol, 30 ml 88% Phosphorsaure ein Bradford Working Buffer
gemischt. Zunachst wurde eine Standardkurve erstellt. Dazu wurde mit einem

Protein Standard (Pierce Albumin Standard, Rockford, USA) eine Verdunnungsreihe
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von 20 pug/ml bis 180 ug/ml hergestellt. Fur die Verdunnung diente Aqua dest.. Die
Verdunnungen wurden mit 1 ml Bradford Working Buffer versetzt, 10 Minuten
inkubiert und anschlieBend die Optische Dichte (OD) bei 595 nm mit einem
Photometer  (SmartSpec® 3000 Spectrophotometer, Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland) gemessen. Als Leerwert diente Aqua dest.. Die zu messenden
Proteinlosungen wurden in einem Volumen von 100 pl 1:10 verdinnt, mit 1 ml
Bradford Working Buffer versetzt und flr 10 Minuten inkubiert. Nach der Bestimmung
der OD bei 595 nm konnte anhand der Standardkurve die jeweilige

Proteinkonzentration bestimmt werden.

3.1.3. SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteinlésungen erfolgte durch dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1979; Ornstein-
Davis, 1964) mit Hilfe der Mini-PROTEAN® 3 Cell (Biorad, Miinchen, Deutschland).
Fir 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:

3,1 ml Aqua dest.

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 pl 10% APS (Serva, Heidelberg, Germany)

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

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

5,7 ml Aqua dest.

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 pl 10% APS (Serva, Heidelberg, Germany)
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10 ul TEMED (Bio-Rad, Munchen, Deutschland)

Die Probentaschen wurden durch Einstecken eines Kammes in das noch flissige
Sammelgel geschaffen. Pro Tasche wurde eine Proteinmenge von 40 pug
aufgetragen. Dazu wurden die Proteinlésungen mit reduzierendem Probenpuffer
(3,55 ml Aqua dest., 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, Munchen, Deutschland), 50 pl B-

Mercaptoethanol) auf ein Gesamtvolumen von 40 ul verdinnt und fir 4 Minuten auf
95°C erhitzt. AnschlieRend 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 erhdht. Als
Proteinmarker wurden 10 pl des Full Range Rainbow® Molecular Weight Marker,
(Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) verwendet. Fur die Elektrophorese
diente ein Tris/Glycine/SDS Puffer (pH 8,3) als Laufpuffer (Bio-Rad, Minchen,

Deutschland).

3.1.4. Elektrophoretischer Transfer von Proteinen

Fir 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. AnschlieRend wurde der Stapel in die mit Blotpuffer (48 mM Tris, 39 mM
Glycine, 20% Methanol, pH 9,2) gefiillte 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 Ubertragende Proteinmarker.
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3.1.5. Immunologischer 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. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit den in Blocking Buffer 1:200 verdinnten primaren Antikorpern NFxB
p50 und NFkB p65 (beide: monoklonal-Maus anti-human: Santa Cruz, Biotechnology
Inc., USA) uber Nacht bei 4°C. Nach funfmaligem Waschen mit Puffer (TBS/0,05%
Tween) wurde die Membran mit dem in Blocking Buffer 1:200 verdinnten
sekundaren Antikorper (polyklonal Schwein anti-Maus
Immunglobulin/Meerrettichperoxidase, = DakoCytomation,  Glostrup, = Denmark)
geschuttelt (90 min, RT). Nach erneutem funfmaligem Waschen mit Puffer (TBS/0,05

% Tween) erfolgte der Nachweis der Enzymreaktion.

3.1.6. Antikorpernachweis durch Chemilumineszens

Der Ort der Bindung der gekoppelten Meerrettichperoxidase 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-LO6sung | und Il) beschichtet. Die
Léosung wurde entfernt und die Membran kurz getrocknet. Nach luftblasenfreiem
Bedecken mit Klarsichtfolie wurde mit der Membran fur 1-3 Minuten ein Réntgenfilm

(Fuji Medical X-Ray Film, Fuiji, Tokyo, Japan) belichtet.

3.1.7. Quantifizierung der Proteine

Um Unterschiede zwischen den unbehandelten und den mit Bortezomib behandelten
Zellen aufzuzeigen wurde die Quantifizierungssoftware Quantitiy One® (Bio-Rad,
Hercules, USA) eingesetzt. Dabei wurde sowohl fur p50 als auch fur p65 jeweils die
zytoplasmatischen und die nuklearen Proteine separat betrachtet. Dazu wurde
zunachst der entwickelte Rontgenfilm eingescannt und anschliellend die Begrenzung

der einzelnen Banden umfahren. Das von der Software berechnete Volumen ergibt
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sich aus dem Produkt der Summe der Intensitdten der Pixel innerhalb der
Begrenzung einer Bande und der Flache einer Bande. Aus den errechneten
Zahlenwerten lies sich sowohl fur p50 als auch fur p65 errechnen um wie viel Prozent
der NFxB Proteingehalt sowohl im Zytoplasma als auch im Kern durch eine

Behandlung mit Bortezomib verringert wurde.

3.2. Immunzytochemie

FUr den immunzytochemischen Nachweis der verminderten Aktivierung und
Translokation von NFkB in den Kern durch eine Behandlung mit Bortezomib wurde
exemplarisch die Zelllinie MV3 betrachtet. Wie sich anhand der Ergebnisse der
Western Blots zeigte, wies der primare Antikdrper gegen die p65 Untereinheit von
NFkB eine hohere Spezifitat auf, so dass nur er fur die Immunzytochemischen
Farbungen verwendet wurde. Zunachst wurden MV3 Zellen, auf 2-Kammer-
Objekttrager, Falcon®Culture Slide (Becton Dickinson Laboware, Franklin Lakes,
USA) in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml ausgesat. Nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden (37°C und 5% CO;) wurde das alte Kulturmedium
abgesaugt, die Zellen mit PBS gespult und frisches Kulturmedium dazu gegeben,
welches flur die Kontrollzellen kein Bortezomib enthielt und fir die behandelten Zellen
eine Bortezomib Konzentration 1 x 10 mg/ml enthielt. Nach einer inkubationzeit von
4 h wurden die Zellen mit PBS gespult und mit 4% Paraformaldehyd fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen drei mal 5 Minuten mit
0,1% Triton X-100 in TBS-Puffer (Trizma Base, NaCl, HCI, pH 7,6) gespult, um eine
Permeabilitdt der Zellkernmembran zu erreichen. Nachdem die unspezifischen
Bindungen mit normalem Kaninchen-Serum (Dako, Glostrup, Danemark) in einer
Verdinnung von 1:10 fr 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert wurden, wurden
die Zellen mit dem primaren Antikorper NFkB p65 (monoklonal-Maus anti-human,
Santa Cruz, Biotechnology Inc., USA) in einer Konzentration von 1:50 Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach dreimaliger Spulung mit TBS (pH 7,6) folgte eine 30 minutige
Inkubation bei Raumtemperatur mit dem biotinilierten sekundaren Antikorper
(Kaninchen anti-Maus, Dako, Glostrup, Danemark) in einer Verdinnung von 1:200.
Fur die Verdinnung des Kaninchen-Serums, des primaren und sekundaren

Antikorpers wurde jeweils DAKO Antibody Dilutent (Dako, Glostrup, Danemark)
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verwendet. Nach erneuter Spllung 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% Natriumnitrittdsung (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
wurden mit 300 pl Neufuchsin-Stammlésung (5 g Neufuchsin in 100 ml 2 N HCL)
gemischt. AnschlieBend wurden sofort 30 mg Naphthol-AS-Biphosphat (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) in 750 ul Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
geldst und als Substrat fiir die alkalische Phosphatase hinzugegeben. Die Falcon®-
Culture Slides wurden in dieser Losung fur 30 Minuten bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion unter flieRendem
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 immunzytochemischen Nachweises zu
gewahrleisten wurden Negativkontrollen angefertigt, bei denen jeweils der primare
Antikorper 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
Vergroflerung  betrachtet und die Lokalisation der  Antikérperbindung

(zytoplasmatisch und/oder nuklear) beurteilt.
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V. Ergebnisse

1. Ergebnisse der Zellproliferationsassays

1.1. Einzelsubstanzen

1.1.1. Balkendiagramme

Um die unterschiedliche Wirkung der Einzelsubstanzen im Vergleich untereinander
auf das Wachstum der drei Melanomzellinien anschaulich darzustellen, wurde fur
jede Zelllinie ein Balkendiagramm erstellt. In den Balkendiagrammen wurde
graphisch angezeigt, ab wann eine statistisch signifikante Hemmung auftrat
(vergleiche Abbildung 5.1.)

Bortezomib hemmte das Zellwachstum aller drei Melanomzelllinien signifikant bereits
ab einer Konzentration von 1 x 10* mg/ml, MV3 auf 13%, FemX-1 auf 1% und G361
auf 7% der Kontrolle. ML-I hemmte ebenfalls das Zellwachstum aller Zelllinien
signifikant bereits ab einer Konzentration von 1 x 10 mg/ml, MV3 auf 28%, FemX-1
auf 14% und G361 auf 16% der Kontrolle. Bei Rosiglitazone zeigte sich eine weniger
einheitiche Hemmung des Zellwachstums. Bei der Zellinie MV3 hemmte
Rosiglitazone bereits bei Konzentrationen von 1 x 107 bis 1 x 10 mg/ml signifikant
das Zellwachstum auf 53-68% der Kontrolle, in hoheren Konzentrationen aber nicht
mehr in signifikanter Weise. Bei FemX-1 hemmte Rosiglitazone das Zellwachstum
ebenfalls bereits ab Konzentrationen von 1 x 107 bis 1 x 10 mg/ml signifikant auf
46-55% der Kontrolle, in hdheren Konzentrationen jedoch nicht mehr in signifikanter
Weise. Bei G361 hemmte Rosiglitazone das Zellwachstum in Konzentrationen von 1
x 107 bis 1 x 10° mg/ml signifikant auf 36-55% der Kontrolle, jedoch in hdheren

Konzentrationen nicht mehr in signifikanter Weise.
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Abbildung 5.1.: Zusammenfassende
G361 Darstellung der  unterschiedlichen
wachstumshemmenden Wirkung von
Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I in
ansteigender Konzentration auf die drei
Melanomzelllinien MV3, FemX-1 und
G361. Dargestellt ist das Zellwachstum
in Prozent zur unbehandelten Kontrolle.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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1.1.2. Dosis-Wirkungs-Kurven und ECs, Werte

FuUr jede Zelllinie wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven der Einzelsubstanzen erstellt,
indem die maximale Hemmung gleich 100% und die Kontrolle gleich 0% gesetzt
wurde und die Ubrigen Werte entsprechend dazu berechnet wurden (Vergleiche
Abbildung 5.2.-5.4.)

Fur die Zelllinie MV3 zeigt Abbildung 5.2., dass sowohl fur Bortezomib als auch fur
ML-I die Dosis-Wirkungs-Kurve den typisch sigmoidalen Verlauf aufwies, so dass
sich daraus jeweils die ECso-Werte berechnen lielen, d. h. die jenigen
Konzentrationen bei der die Halfte der maximalen Hemmung erreicht wurde. Die
ECso-Werte mit der dazugehodrigen maximalen Hemmung sind in Tabelle 5.1.
wiedergegeben. FiUr Rosiglitazone lies sich, aufgrund des atypischen
Hemmungsverhalten, mit anfanglich starker und mit steigender Konzentration

abnehmender Hemmung des Zellwachstums, keine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellen
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und somit auch kein ECsp-Wert berechnen. Wie aus Tabelle 5.1. ersichtlich, ist fur
Bortezomib und ML-I die maximale Hemmung mit einer Hemmung des
Zellwachstums auf 10% bzw. 15% der Kontrolle annahrend gleich, wobei aber fur
ML-I der ECso-Wert ungefahr 100 mal niedriger ist, was fur ein deutlich friheres

Ansprechen der Zelllinie MV3 auf eine ML-I Therapie spricht.
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Abbildung 5.2.: Zusammenfassende

_ MV3 + Rosiglitazone Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
£ Wirkungs-Kurven  von  Bortezomib,
5 o\ 4 Rosiglitazone und ML-I auf die Zelllinie
S 5 MV3. Dargestellt ist in ansteigender
5 Konzentration die jeweilige Wirkung auf
§ das Zellwachstum in Prozent zur
§ 75 { % } { Lo maximalen Wirkung.

£ 1004 I
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ECso-Wert [mg/ml] | Maximale Hemmung
MV3 + Bortezomib 1,93 x 10° 10% bei 1 x 10 mg/ml
MV3 + ML-| 2,19x 107 15% bei 1 x 102 mg/ml
MV3 + Rosiglitazone %] 53% bei 1 x 107" mg/ml

Tabelle 5.1.: Zusammenfassende Darstellung der ECso-Werte der
Einzelsubstanzen auf die Zelllinie MV 3. Zusatzlich ist die maximale
Hemmung angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.

Fur die Zelllinie FemX-1 zeigten die Dosis-Wirkungs-Kurven von Bortezomib und ML-
| wieder den typisch sigmoidalen Verlauf (Vergleiche Abbildung 5.3.). Die
errechneten ECsp-Werte sind in Tabelle 5.2. wiedergegeben. Fir Rosiglitazone lies
sich erneut aufgrund des atypischen Hemmungsverhalten mit anfanglicher
zunehmender und mit ansteigender Konzentration abnehmender Hemmung des
Zellwachstums keine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellen und auch kein ECso-Wert
berechnen. Wie aus Tabelle 5.2. ersichtlich, ist fur Bortezomib und ML-l die
maximale Hemmung mit einer Hemmung des Zellwachstums auf 0,4% bzw. 6% der
Kontrolle, sowie die ECso Werte annahrend gleich, was fur eine fast gleiche Wirkung
auf die Zelllinie FemX-1 spricht.

FemX-1 + Bortezomib FemxX-1 + ML-I
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75+

100_ L] n
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3
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3

Kontrolle 107 10€ 10 10# 10 10% 107 Kontrolle 107 10€ 10 10# 10 10% 107
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Abbildung 5.3.: Zusammenfassende
o Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
- FemX-1 + Rosiglitazone Wirkungs-Kurven ~ von  Bortezomib,
E‘%E‘, Rosiglitazone und ML-I auf die Zelllinie
5§ 0t FemX-1. Dargestellt ist in ansteigender
'15-; 25- Konzentration die jeweilige Wirkung auf
5 : das Zellwachstum in Prozent zur
£ 50 , .
% maximalen Wirkung.
E 75 L]
5 $ i
£ 100 L I
DE- Kontlrollé :16'7 165 16'5 16" 16'3 162 16"
ECso-Wert [mg/ml] | Maximale Hemmung
FemX-1 + Bortezomib 7,81 x10° 0,4% bei 1 x 10° mg/ml
FemX-1 + ML-I 3,41 x10° 6% bei 1 x 102 mg/ml
FemX-1 + Rosiglitazone ] 46% bei 1 x 10 mg/ml

Tabelle 5.2.: Zusammenfassende Darstellung der ECso-Werte der
Einzelsubstanzen auf die Zelllinie FemX-1. Zusatzlich ist die maximale
Hemmung angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.

Fur die Zelllinie G361 zeigten die Dosis-Wirkungs-Kurven von Bortezomib und ML-I
erneut den typisch sigmoidalen Verlauf (Vergleiche Abbildung 5.4.) Die errechneten

ECso-Werte sind in Tabelle 5.3. wiedergegeben. Fur Rosiglitazone lies sich erneut

aufgrund des atypischen Hemmungsverhalten mit anfanglicher zunehmender und mit

ansteigender Konzentration abnehmender Hemmung des Zellwachstums keine

Dosis-Wirkungs-Kurve erstellen und auch kein ECsp-Wert berechnen. Wie aus

Tabelle 5.3. ersichtlich, ist fur Bortezomib und ML-I die maximale Hemmung mit einer
Hemmung des Zellwachstums auf 9% bzw. 8% der Kontrolle, sowie die ECsy Werte

annahrend gleich, was fiur eine fast gleiche Wirkung auf die Zelllinie G361 spricht.
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Abbildung 5.4.: Zusammenfassende
Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
Wirkungs-Kurven von Bortezomib,
Rosiglitazone und ML-I auf die Zelllinie
G361. Dargestellt ist in ansteigender
Konzentration die jeweilige Wirkung auf
das Zellwachstum in Prozent zur
maximalen Wirkung.

ECso-Wert [mg/ml] | Maximale Hemmung

G361 + Bortezomib 5,83 x 10°® 9% bei 1 x 10™* mg/ml
G361 + ML-| 3,42 x 10° 8% bei 1 x 10 mg/ml
G361 + Rosiglitazone % 36% bei 1 x 107" mg/ml

Tabelle 5.3.: Zusammenfassende Darstellung der ECs-Werte der
Einzelsubstanzen auf die Zelllinie G361. Zuséatzlich ist die maximale
Hemmung angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.
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1.2. Zweifachkombinationen

1.2.1. Balkendiagramme

Um die unterschiedliche Wirkung der Zweifachkombinationen auf das Wachstum der
drei Melanomzellinien anschaulich darzustellen, wurde fir jede Melanomzelllinie ein
Balkendiagramm erstellt. In den Balkendiagrammen wurde graphisch angezeigt, ab
wann eine statistisch signifikante Hemmung auftrat (vergleiche Abbildung 5.5.). Die
Kombination von Bortezomib und ML-I hemmte bereits ab einer Konzentration von 1
x 10° mg/ml das Zellwachstum der Zelllinie G361 signifikant auf 7% der Kontrolle, ab
1 x 10 mg/ml signifikant das Wachstum von MV3 auf 22% und von FemX-1 auf 5%
der Kontrolle. Die Kombination von Bortezomib und Rosiglitazone hemmte bereits ab
einer Konzentration von 1 x 10”° mg/ml signifikant das Zellwachstum von FemX-1 auf
5% der Kontrolle, ab einer Konzentration von 1 x 10* mg/ml signifikant das
Zellwachstum von MV3 auf 6% und von G361 auf 12% der Kontrolle. Die
Kombination von ML-I und Rosiglitazone hemmte das Zellwachstum aller drei
Zelllinien signifikant ab einer Konzentration von 1 x 10 mg/ml, MV3 auf 9%, FemX-1
auf 4% und G361 auf 2% der Kontrolle.
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Abbildung 5.5.: Zusammenfassende
Darstellung der unterschiedlichen
wachstumshemmenden Wirkung der
Zweifachkombinationen von Bortezomib,
Rosiglitazone und ML-I in ansteigender
Konzentration auf die drei
Melanomzelllinien MV3, FemX-1 und
G361. Dargestellt ist das Zellwachstum
in Prozent zur unbehandelten Kontrolle.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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1.2.2. Dosis-Wirkungs-Kurven und ECso-Werte

FUr jede Zelllinie wurden fur jede der drei Zweifachkombinationen analog zu den
Einzelsubstanzen Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt. Fur die Zelllinie MV3 zeigt
Abbildung 5.6., dass fur jede der drei Zweifachkombinationen die Dosis-Wirkungs-
Kurve den typisch sigmoidalen Verlauf aufwies, so dass sich daraus die ECso-Werte
berechnen lielRen. Die ECso-Werte mit der dazugehorigen maximalen Hemmung sind
in Tabelle 5.4. wiedergegeben. Wie aus Tabelle 5.4. ersichtlich, ist der ECso-Wert flr
die Kombination von Bortezomib mit entweder ML-| oder Rosiglitazone mit 2,6 x 1077
bzw. 2,2 x 107 mg/ml anndhrend gleich, wobei jedoch die maximale Hemmung bei
der Kombination mit Rosiglitazone bereits bei einer Konzentration von 1 x 10 mg/ml|
mit einer Hemmung des Zellwachstums auf 6% der Kontrolle erreicht wird. Bei der
Kombination von Bortezomib mit ML-I wird die maximale Hemmung erst bei einer
Konzentration von 1 x 10 mg/ml erreicht, mit einer Hemmung des Zellwachstums
auf 20% der Kontrolle. Der ECso-Wert fur die Kombination von ML-I mit Rosiglitazone
ist mit 1,3 x 10" mg/ml im Vergleich zu den beiden anderen Kombinationen ungeféhr
10 fach niedriger, wobei auch hier die maximale Hemmung erst bei einer
Konzentration von 1 x 102 mg/ml erreicht wird, mit einer Hemmung des

Zellwachstums auf 8% der Kontrolle.
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Abbildung 5.6.: Zusammenfassende

MV3 + ML-l + Rosiglitazone Darstellung der unterschiedlichen Dosis-

£ Wirkungs-Kurven der Zweifach-

€ o I_ kombinationen von Bortezomib,

= « e . .

S Rosiglitazone und ML-I auf die Zelllinie

5 MV3. Dargestellt ist in ansteigender

£ 501 Konzentration die jeweilige Wirkung auf

E 75 das Zellwachstum in Prozent zur
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ECso-Wert [mg/ml]

Maximale Hemmung

MV3 + Bortezomib + ML-| 2,6 x 107 20% bei 1 x 10° mg/ml
MV3 + Bortezomib + Rosiglitazone 2,2x107 6% bei 1 x 10 mg/ml
MV3 + ML-I + Rosiglitazone 1,3x 108 8% bei 1 x 10 mg/ml

Tabelle 5.4.: Zusammenfassende Darstellung der ECs-Werte der
Zweifachkombinationen auf die Zelllinie MV3. Zusatzlich ist die maximale Hemmung
angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.

Die Dosis-Wirkungskurven der Zweifachkombinationen fur die Zelllinie FemX-1 sind
in Abbildung 5.7. wiedergeben. Sie wiesen alle den typisch sigmoidalen Verlauf auf,

so dass sich daraus die ECso-Werte berechnen lieRen, die zusammen mit der dazu
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gehorigen Werten der maximalen Hemmung in Tabelle 5.5. wiedergegeben sind. Wie
aus Tabelle 5.5. ersichtlich, ist die maximale Hemmung fir alle drei
Zweifachkombinationen mit 1-4% der Kontrolle bei einer Konzentration von 1 x 107
mg/ml anndhrend gleich. Der ECso-Wert jedoch ist fur die Kombination von
Bortezomib und Rosiglitazone mit 7,1 x 107 mg/ml am niedrigsten, gefolgt von der
Kombination von Bortezomib und ML-I mit 8,2 x 10 mg/ml und der Kombination von

ML-I und Rosiglitazone mit 2,1 x 10™° mg/ml.
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Abbildung 5.7.: Zusammenfassende

_ FemX-1 + ML~ + Rosiglitazone Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
£ Wirkungs-Kurven der Zweifach-
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ECso-Wert [mg/ml] | Maximale Hemmung

FemX-1 + Bortezomib + ML-I 8,2x10° 4% bei 1 x 10 mg/ml
FemX-1 + Bortezomib + Rosiglitazone 7,1x107 1% bei 1 x 10 mg/ml
FemX-1 + ML-| + Rosiglitazone 2,1x10° 1% bei 1 x 10 mg/ml

Tabelle 5.5.: Zusammenfassende Darstellung der ECso-Werte der
Zweifachkombinationen auf die Zelllinie FemX-1. Zusatzlich ist die maximale
Hemmung angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.

Fur die Zelllinie G361 sind die Dosis-Wirkungskurven der Zweifachkombinationen in
Abbildung 5.8. wiedergeben. Sie wiesen alle den typisch sigmoidalen Verlauf auf, so
dass sich daraus die ECso-Werte berechnen lieBen, die zusammen mit der
dazugehdrigen maximalen Hemmung in Tabelle 5.6. wiedergegeben sind. Wie aus
Tabelle 5.6. ersichtlich, ist der ECso-Wert fur die Kombination von Bortezomib mit
entweder ML-I oder Rosiglitazone mit 8,4 x 107 bzw. 3,3 x 107 mg/ml annahrend
gleich, wobei jedoch die maximale Hemmung bei der Kombination mit Rosiglitazone
bereits bei einer Konzentration von 1 x 102 mg/ml mit einer Hemmung des
Zellwachstums auf 8% der Kontrolle erreicht wird. Bei der Kombination von
Bortezomib mit ML-I wird die maximale Hemmung erst bei einer Konzentration von 1
x 107" mg/ml erreicht, mit einer Hemmung des Zellwachstums auf 5% der Kontrolle.
Der ECso-Wert fur die Kombination von ML-I und Rosiglitazone ist mit 9,7 x 108
mg/ml im Vergleich zu den beiden anderen Kombinationen ungeféahr 10 fach
niedriger, wobei auch hier die maximale Hemmung erst bei einer Konzentration von 1

x 10" mg/ml erreicht wird, mit einer Hemmung des Zellwachstums auf 1% der
Kontrolle.

G361 + Bortezomib + ML-I G361 + Bortezomib + Rosiglitazone
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Abbildung 5.8.: Zusammenfassende
_ G361 + ML-1 + Rosigltazone Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
£ Wirkungs-Kurven der Zweifach-
5 0 = kombinationen von Bortezomib,
= 25 Rosiglitazone und ML-I auf die Zelllinie
5 G361. Dargestellt ist in ansteigender
% %01 A Konzentration die jeweilige Wirkung auf
E 75 das Zellwachstum in Prozent zur
3 maximalen Wirkung.
5 100+ 4
DE- Kontlrollé =1{2|"F 165 16'5 16" 16'3 162 16"
ECso-Wert [mg/ml] | Maximale Hemmung
G361 + Bortezomib + ML-| 8,4 x 107 5% bei 1 x 10" mg/ml
G361 + Bortezomib + Rosiglitazone 3,3x 107 8% bei 1 x 102 mg/ml
G361 + ML-I + Rosiglitazone 9,7x10°® 1% bei 1 x 107" mg/ml

Tabelle 5.6.: Zusammenfassende Darstellung der ECs-Werte der
Zweifachkombinationen auf die Zelllinie G361. Zusatzlich ist die maximale Hemmung
angegeben und bei welcher Konzentration sie erreicht wird.

1.3. Dreifachkombination

1.3.1. Balkendiagramme

Die Wirkung der Dreifachkombination aus Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I auf
die drei Zelllinien ist in Abbildung 5.9. in Form eines Balkendiagramms
wiedergegeben. Eine signifikante Hemmung des Zellwachstums trat bei der Zelllinie
G361 bereits ab einer Konzentration von 1 x 10> mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone
und ML-I) auf, mit einer Hemmung auf 14% der Kontrolle. Bei den Zelllinien MV3 und
FemX-1 trat eine signifikante Hemmung ab einer Konzentration von 1 x 10 mg/ml

(Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I) auf, mit einer Hemmung des Zellwachstums
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bei MV3 auf 21% und bei FemX-1 auf 5% der Kontrolle.

Abbildung 5.9.: Zusammenfassende
Bortezomib + Rosigltazone + ML-! Darstellung der wachstumshemmenden
Wirkung der Dreifachkombination aus
Bortezomib, Rosiglitazone und ML-l in
ansteigender Konzentration auf die drei
Melanomzelllinien MV3, FemX-1 und
G361. Dargestellt ist das Zellwachstum
in Prozent zur unbehandelten Kontrolle.
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001)
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1.3.2. Dosis-Wirkungskurven und ECso-Werte

Fur alle drei Zelllinien sind die Dosis-Wirkungs-Kurven der Dreifachkombination in
Abbildung 5.10. wiedergeben. Sie weisen alle den typisch sigmoidalen Verlauf auf,
so dass sich daraus die ECso-Werte berechnen liefien, die zusammen mit den
dazugehdrigen maximalen Hemmung in Tabelle 5.7. wiedergegeben sind. Wie aus
Tabelle 5.7. ersichtlich, liegen die ECsp-Werte der Trippeltherapie auf die Zelllinien
MV3 und G361 mit 1,3 x 107 bzw. 3,7 x 107" mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone und
ML-I) annahrend im gleichen Bereich, wobei die maximale Hemmung bei der Zelllinie
G361 bereits bei einer Konzentration von 1 x 10* mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone
und ML-I) mit einer Hemmung des Zellwachstums auf 14% der Kontrolle erreicht
wird. Bei der Zelllinie MV3 wird die maximale Hemmung erst bei einer Konzentration
von 1 x 107" mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I) erreicht, mit einer
Hemmung auf 3% der Kontrolle. Bei der Zelllinie FemX-1 ist der ECso-Wert mit 1,4 x
10"° mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone und ML-) ungefahr 10 fach héher wie bei den
anderen beiden Zelllinien und die maximale Hemmung mit einer Hemmung des
Zellwachstums auf 1% der Kontrolle, wird erst bei einer Konzentration von 1 x 10

mg/ml (Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I) erreicht.
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MV3 + Bortezomib + Rosiglitazone + ML-I
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Abbildung 5.10.: Zusammenfassende
Darstellung der unterschiedlichen Dosis-
Wirkungs-Kurven der Dreifach-
kombinationsbehandlungen aus
Bortezomib, Rosiglitazone und ML-I auf
die Zelllinien MV3, FemX-1 und G361.
Dargestellt ist in ansteigender
Konzentration die jeweilige Wirkung auf
das Zellwachstum in Prozent zur

maximalen Wirkung.

ECso-Wert [mg/ml]

Maximale Hemmung

MV3 + Bortezomib + Rosiglitazone + ML-I

1,3x 107

3% bei 1 x 10" mg/ml

FemX-1 + Bortezomib + Rosiglitazone + ML-I

1,4 x 10°®

1% bei 1 x 10™ mg/ml

G361 + Bortezomib + Rosiglitazone + ML-

3,7x 107

14% bei 1 x 10™ mg/ml

Tabelle 5.7.: Zusammenfassende Darstellung der ECs-Werte der Dreifachkombination auf die
Zelllinien MV3, FemX-1 und G361. Zusatzlich ist die maximale Hemmung angegeben und bei

welcher Konzentration sie erreicht wird.
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1.4. Vergleich der Gesamthemmung der verschiedenen Zusiatze

Fur jede Zelllinie wurde ein Balkendiagramm erstellt, in dem alle unterschiedlichen
Zusatze verglichen wurden, wobei derjenige Zusatz mit der geringsten Hemmung
des Zellwachstums gleich 100% und die ubrigen Zusatze in Relation zu dem 100%
Wert gesetzt wurden.

Beim Vergleich der Einzelsubstanzen ergab sich, dass Rosiglitazone das
Zellwachstum aller drei Zelllinien signifikant am geringsten hemmte (alle p<0,001).
Bortezomib und ML-I unterschieden sich bei den Zelllinien FemX-1 und G361 nicht
signifikant und hemmten das Zellwachstum bei FemX-1 um 36-42% und bei G361
um 43-45% starker wie Rosiglitazone. Bei der Zelllinie MV3 hemmte von den
Einzelsubstanzen ML-I das Zellwachstum signifikant am starksten und zwar 50%
starker wie Rosiglitazone und 24% starker wie Bortezomib (p<0,001). Bei den
Zweifachkombinationen lie3 sich feststellen, dass die kombinierte Gabe von
Rosiglitazone mit entweder Bortezomib oder mit ML-l das Zellwachstum aller drei
Zelllinien am effektivsten hemmte: Die Kombination von Rosiglitazone und
Bortezomib hemmte das Zellwachstum bei MV3 um 65%, bei FemX-1 um 63% und
bei G361 um 71% signifikant starker wie Rosiglitazone als Einzelsubstanz, bzw. bei
MV3 um 39%, bei FemX-1 um 27% und bei G361 um 28% signifikant starker wie
Bortezomib als Einzelsubstanz (alle p<0,001). Die Kombination von Rosiglitazone
und ML-I hemmte das das Zellwachstum bei MV3 um 79%, bei FemX-1 um 51% und
bei G361 um 77% signifikant starker wie Rosiglitazone als Einzelsubstanz (alle
p<0,001), bzw. bei MV3 um 29% (p<0,001), bei FemX-1 um 9% (p<0,05) und bei
G361 um 32% (p<0,001) signifikant starker wie ML-l als Einzelsubstanz. Die
Kombination von Bortezomib und ML-I zeigte keine durchgangige
Wirkungssteigerung im Vergleich zu den Einzelsubstanzen. Bei der Zelllinie MV3
zeigte sich zwar eine um 22% signifikant starkere Hemmung im Vergleich zu
Bortezomib als Einzelsubstanz (p<0,001), aber keine signifikant starkere Hemmung
im Vergleich zu ML-I als Einzelsubstanz (p>0,05). Bei der Zelllinie FemX-1 zeigte die
Zweifachkombination im Vergleich zu den Einzelsubstanzen keine signifikante
Wirkungssteigerung (p>0,05). Bei der Zelllinie G361 zeigte sich wiederum eine um
19% signifikant starkere Hemmung im Vergleich zu Bortezomib als Einzelsubstanz
und eine um 17% signifikant starkere Hemmung im Vergleich zu ML-l als

Einzelsubstanz (beide p<0,001). Beim Vergleich der Zweifachkombinationen
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untereinander zeigte sich, dass bei den Zelllinien MV3 und G361 die Kombination
von Rosiglitazone und ML-I das Zellwachstum am starksten hemmte, bei MV3 um
31% (p<0,001) und bei G361 um 15% (p<0,01) signifikant starker wie die
Zweifachkombination von Bortezomib und ML-I, bzw. bei MV3 um 14% und bei G361
um 6% starker wie die Zweifachkombination von Rosiglitazone und Bortezomib
(beide p<0,05). Bei der Zellinie FemX-1 stellte sich die Kombination von
Rosiglitazone und Bortezomib als am wirkungsvollsten heraus. Das Zellwachstum
wurde dabei um 29% starker wie durch die Zweifachkombination von Bortezomib und
ML-I (p<0,001), bzw. um 12% signifikant starker wie durch die Zweifachkombination
Rosiglitazone und ML-I gehemmt (p<0,01). Die Dreifachkombination aus
Rosiglitazone, Bortezomib und ML-l zeigte sich bei keiner der Zelllinien
wirkungsvoller wie die jeweils beste Zweifachkombination. Die Kombination von
Rosiglitazone und ML-I hemmt jeweils das Zellwachstum bei MV3 um 15% (p<0,01)
und bei G361 um 23% (p<0,001) signifikant starker wie die Dreifachkombination, bei
der Zelllinie FemX-1 hemmte die Kombination von Bortezomib und Rosiglitazone das

Zellwachstum um 9% signifikant starker wie die Dreifachkombination (p<0,05).

Gesamtwirkung auf MV3 Gesamtwirkung auf FemX-1
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Abbildung 5.11.: Zusammenfassende
Darstellung der Gesamtwirkung der
einzelnen Zusatze auf die Zelllinien
MV3, FemX-1 und G361. Der Zusatz mit
der geringsten Gesamthemmung wurde
gleich 100% und die Ubrigen Zusatze in
Relation dazu gesetzt.

Gesamtwirkung auf G361

2. Ergebnisse des Nachweises der Apoptoseinduktion

Eine mdgliche Induktion von Apoptose durch eine Behandlung mit Bortezomib wurde
exemplarisch an der Zelllinie MV3 durchgefuhrt. Zum einen sollte eine
Apoptoseinduktion anhand von morphologischen Kriterien nachgewiesen, zum
anderen sollten auf molekulare Ebene DNS Fragmente nachgewiesen werden, die

bei Apoptose entstehen.

2.1. Nachweis einer Apoptose Induktion anhand morphologischer Kriterien

Direkt nach der Zugabe von Bortezomib zu den MV3 Zellen konnte
lichtmikroskopisch ein Abrunden der Zellen beobachtet werden, was auf das
Beginnen einer Apoptose schlieRen lield. Auf den Zytospins der behandelten Zellen,
lie sich nach der Feulgen Farbung, die fur das Endstadium der Apoptose typischen
Apoptose-Korperchen nachweisen. In Abbildung 5.12. sind Beispiele fur Apoptose-
Korperchen dargestellt. Bei den unbehandelten Kontrollzellen, lies sich keine
anfangliche Schrumpfung der Zellen beobachten. Daruber hinaus waren auf den
gefarbten Zytospins keine Apoptose-Kdorperchen zu finden (Abbildung 5.13.).
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2.2. Ergebnisse des molekularen Tests

Abbildung 5.12.: Feulgen Farbung von
MV3 Zellen, die mit 0,01 mg/m
Bortezomib fir 24 Stunden behandelt
wurden. Die flr das Endstadium der
Apoptose typischen Apoptose-
Koérperchen sind deutlich erkennbar
(schwarze Pfeile)

Abbildung 5.13.: Feulgen Farbung der
unbehandelten Kontrollzellen. Keine
Apoptose Korperchen waren zu finden.

Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland) sollten die zytoplasmatischen histone-assoziierten DNS Fragmente

qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden, die typischerweise innerhalb des

Prozesses der Apoptose durch aktivierte endogene Endonukleasen entstehen. Wie

aus Abbildung 5.14. ersichtlich ist, induzierte Bortezomib dosisabhangig eine

Apoptose in den MV3 Zellen.
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Abbildung 5.14.: Dosisabhangige
119 Apoptose Induktion durch Bortezomib in

"3 1.0 MV3 Zellen. Eine Apoptose Induktion
< 0ol wurde anhand von zytoplasmatischen
< Histone-Assozierten DNS Fragmenten
e mit Hilfe eines ELISA quantitativ
"ga 0.7+ gemessen.
§ 0.6

0.5

Kontrolle 0.01 0.1

Bortezomib Konzentration [mg/ml]

3. Ergebnisse des NFxB Nachweises

Um die Frage zu klaren, auf welchem Weg Bortezomib in den MV3 Zellen eine
Apoptose induzierte, wurde untersucht ob Bortezomib die Aktivierung und die
Translokation in den Kern des nuklearen Faktors (NF) « B vermindert. Dies sollte mit
Hilfe von quantitativen Western Blots und Immunzytochemischen Farbungen

nachgewiesen werden.

3.1. NF«xB Nachweis durch Western Blot

Die Ergebnisse der Western Blots und der jeweiligen Quantifizierungen der
zytoplasmatischen und nuklearen Proteine flir die beiden NFxB Untereinheiten p50
und p65 sind in Abbildung 5.15. und 5.16. dargestellt. Wie aus den Abbildungen
5.15. und 5.16. ersichtlich ist, bestand ein statistischer Unterschied zwischen den
unbehandelten und den mit 1 x 10 mg/ml Bortezomib fiir 24 Stunden behandelten
MV3 Zellen sowohl fir die zytoplasmatischen als auch fur die nuklearen Proteine. Fur
die p50 Untereinheit von NFkB (Abbildung 5.15.) war der Gehalt sowohl an
zytoplasmatischem als auch an nuklearem Protein fur die behandelten Zellen um
48% geringer wie bei den unbehandelten Zellen. Fir die p65 Untereinheit von NFxB
(Abbildung 5.16.) war fur die behandelten Zellen der Gehalt an zytoplasmatischem
um 33% und an nukledrem Protein um 35% geringer wie fur die unbehandelten
Zellen. Dies bestatigte, dass Bortezomib die Aktivierung und Translokation in den

Kern von NFkB deutlich vermindert und somit eine Induktion von Apoptose verstarkt.
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Abbildung 5.15.: Quantifizierung des
zytoplasmatischen und nuklearen
Proteingehalt der NFxB Untereinheit
p50 in unbehandelten und in mit 1 x 107
mg/ml Bortezomib fur 24 Stunden
behandelten MV3 Zellen. Die
Quantifizierung zeigt statistische

Unterschiede zwischen dem
zytoplasmatischen ~ und  nuklearem
Proteingehalt zwischen den

unbehandelten und den behandelten
MV3 Zellen. * p<0.05.
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Abbildung 5.16.: Quantifizierung des
zytoplasmatischen und nukledren
Proteingehalt der NFxB Untereinheit
p65 in unbehandelten und in mit 1 x 10
mg/ml Bortezomib fiir 24 Stunden
behandelten MV3 Zellen. Die
Quantifizierung zeigt statistische

Unterschiede zwischen dem
zytoplasmatischen und nukledrem
Proteingehalt zwischen den

unbehandelten und den behandelten
MV3 Zellen. * p<0.05, ** p<0,01.



3.2. NFkB Nachweis mit immunzytochemischen Farbungen

Das Ergebnis der immunzytochemischen Farbungen der NFkB Untereinheit p65 an
unbehandelten und mit 1 x 10 mg/ml Bortezomib fiir 4 Stunden behandelten MV3
Zellen ist in Abbildung 5.17. dargestellt. Wie aus Abbildung 5.17. (b) ersichtlich ist,
zeigte sich bei den unbehandelten Zellen eine deutlich Farbung der NFxB
Untereinheit p65, sowohl im Zytoplasma als auch im Kern, was fur eine deutlich
Aktivierung von NF«kB sprach. In den mit Bortezomib behandelten Zellen (vergleiche
Abbildung 5.17. (a)), zeigte sich eine schwacher ausgepragte Anfarbung des
Zytoplasmas und vor allem fast vollstandig ungefarbte Zellkerne. Dies zeigte deutlich

die durch Bortezomib gehemmt Aktivierung und Translokation von NFkB in den Kern.

Abbildung 5.17.: Immunzytochemische Farbung der NFxB Untereinheit p65 in
unbehandelten (b) und mit 1 x 10 mg/ml fiir 4 Stunden behandelten (a) MV3 Zellen. Die mit
Bortezomib behandelten Zellen zeigte eine schwachere Anfarbung des Zytoplasmas und vor
allem fast vollstdndig ungefarbte Zellkerne (Pfeile an der Kernmembran), was die durch
Bortezomib gehemmte Aktivierung und Translokation von NF«kB in den Kern zeigt.
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VI. Diskussion

Die Melanominzidenz nimmt weltweit dramatisch zu (Garbe & Blum, 2001) und liegt
zurzeit bei etwa 10-12 Falle pro 100 000 Einwohner und Jahr. Aufgrund seiner
frihen Tendenz zur Metastasierung und seiner ausgepragten Resistenz gegenuber
systemischer Chemotherapie ist das maligne Melanom fur etwa 90% der Todesfalle
von Hautkrebspatienten verantwortlich. Als Goldstandard gilt nach wie vor eine
Monochemotherapie mit Dacarbazin (DTIC) mit objektiven Remissionen in 5,3-28,6%
der Falle (Chiarion Sileni et al., 2001). In keiner bisherigen klinischen Studie fuhrte
eine Kombination verschiedener Chemotherapeutika (Polychemotherapie) bzw.
Chemotherapeutika mit Zytokinen (Polychemoimmuntherapie) zu einer Verlangerung
der Gesamtuberlebensrate (Atzpodien et al., 2002; Eton et al., 2002; Ridolfi et al.,
2002), obgleich die Toxizitat im Vergleich zur Monochemotherapie signifikant erhoht
ist. Neue Ansatze in der Therapie des malignen Melanoms sind daher von grofter
Dringlichkeit.

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die
Kombination von unterschiedlichen Substanzen mit bereits nachgewiesener
antiproliferativer Wirkung auf das maligne Melanom, einen im Vergleich zu dem
Einsatz der jeweiligen Einzelsubstanzen erhdhten wachstumshemmenden Effekt
aufwei’t. Die dabei verwendeten Substanzen waren der PPAR-y Agonist
Rosiglitazone, das Mistellektin | (ML-1) und der Proteasomen Inhibitor Bortezomib, flr
die alle drei bereits eine antiproliferative Wirkung auf das Melanom nachgewiesen
wurden (Freudisperger et al., 2006; Thies et al., 2005; Amiri et al., 2004). Die
antiproliferativen Substanzen wurden dafur jeweils als Einzelsubstanz, in drei
verschiedenen Zweifachkombinationen oder in einer Dreifachkombination in jeweils
drei unterschiedlichen humanen Melanomzelllinien (MV3, FemX-1, G361) untersucht.
Des Weiteren sollte der genaue Wirkmechanismus des Proteasomen Inhibitors
Bortezomib auf die Melanomzellen untersucht werden, insbesondere sein Einfluss
auf den NFkB Signalweg und auf die Apoptose.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass eine Zweifachkombination aus Rosiglitazone
entweder mit ML-I oder mit Bortezomib im Vergleich zu den ubrigen Zusatzen den
hdchsten antiproliferativen Effekt auf die Melanomzellen besall. Rosiglitazone wird

wie Troglitazone, Ciglitazone oder Pioglitazone zu den Glitazonen gerechnet, einer
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Gruppe von synthetischen Liganden des PPAR-y, die zur Behandlung des Typ-II-
Diabetes eingesetzt werden. Fur die Glitazone allein konnte bereits in mehreren
experimentellen Studien eine antiproliferative Wirkung auf unterschiedliche humane
Tumore nachgewiesen werden (Koeffler, 2003), zu denen auch das maligne
Melanom zahlt (Freudisperger et al., 2006). Uberraschenderweise zeigte
Rosiglitazone als Einzelsubstanz ein atypisches Hemmungsverhalten auf alle drei
Melanomzelllinien, mit anfanglich starker und mit steigender Konzentration
abnehmender Hemmung des Zellwachstums. Diese Beobachtung wurde bereits von
Freudlsperger et al. (2006) beschrieben, wo bei vier unterschiedlichen Glitazonen
eine Abnahme der antiproliferativen Wirkung bzw. sogar eine leichte, wenn auch
nicht signifikante Steigerung des Zellwachstums von sechs unterschiedlichen
Melanomzelllinien in genau diesem Konzentrationsbereich (0,0015 - 0,015 mM)
beobachtet wurde. In héheren Dosierungen, die in der vorliegenden Arbeit jedoch
nicht eingesetzt wurden, zeigte sich jedoch wieder eine deutliche Abnahme des
Zellwachstums. Lucarelli et al. (2002) konnte nachweisen, dass Troglitazone in einer
geringen Konzentration von 0,005 mM bei humanen Osteosarkom Zellen durch eine
von PPAR-y unabhangigen Wirkmechanismus, uber eine Aktivierung des
Phosphatidylinositol-3Kinase/Akt Signalwegs eine Hemmung der Apoptose induzierte
und damit das Tumorzellwachstum schutzte, was ebenfalls die These unterstutzt,
dass die antiproliferative Wirkung der Glitazone als Einzelsubstanzen erst in hdheren
Dosierungen erreicht wird. Dies wurde weiterhin in bereits durchgefuhrten Phase-II-
Studien bestatigt: So zeigte die Behandlung von Liposarkom Patienten mit lediglich 4
mg Rosiglitazone pro Tag (Debrock et al., 2003) keine klinische Besserung, was
auch hier an der zu geringen Dosis liegen kdnnte, zumal die maximale Tagesdosis
Rosiglitazone bei der Behandlung des Typ-Il-Diabetes bei 8 mg pro Tag liegt. Daher
wurde bereits versucht, die Effektivitat einer Glitazone Therapie durch die
Kombination mit anderen antiproliferativen Substanzen zu erhdhen. So versuchten
bereits Shen et al. (2004) die antitumor Wirkung von Troglitazone durch die
Kombination mit 9-cis-Retinoid Saure, einem spezifischer Agonist des Retinoid-X-
Rezeptors, zu verstarken, was aber auf Tumorzellen des hepatozellularen Karzinoms
nicht den erwlnschten Erfolg zeigte. Weitaus viel versprechender erscheint die
Kombination von Glitazone mit Taxanen. So konnten Copland et al. (2006) durch die
Kombination von RS5444, einen neuen, hochaffinen PPAR-y Agonisten, mit

Paclitaxel einen deutlich gesteigerten antiproliferativen Effekt auf anaplastische
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Schilddrusenkarzinomzellen in vitro und in vivo erreichen. Eine weitere deutliche
Wirkungssteigerung der Glitazone wurde durch eine Kombination mit Lovastatin
erreicht. Durch die Kombination von Troglitazone und Lovastatin wurde ein deutlich
gesteigerter antiproliferativer Effekt auf unterschiedliche Tumorzelllinien von
Bronchial-, Gehirn-, Uterus-, und Zervixkarzinom erreicht (Yao et al., 2006).

Die vorliegende Arbeit bekraftigt diese Ergebnisse und unterstreicht den Nutzen einer
Kombination von PPAR-y Agonisten mit weiteren antiproliferativen Stoffen. So zeigte
sich fur die Zelllinien MV3 und G361 die Zweifachkombination von Rosiglitazone mit
ML-I als die wirkungsvollste. Bereits ab einer Konzentration von 1 x 10 mg/ml wurde
das Zellwachstum von MV3 auf 9% und von G361 auf nur 2% der Kontrolle gehemmt
(beide p<0,001). Keine der jeweiligen getesteten Einzelsubstanzen oder der Gbrigen
Zweifach- und Dreifachkombinationen konnte das Zellwachstum signifikant starker
hemmen. Der genaue Wirkmechanismus dieses synergistischen Effekts einer
Kombination von Rosiglitazone und ML-I bleibt weiter zu untersuchen. Copland und
Mitarbeiter erklarten den synergistischen Effekt der Kombination des PPAR-y
Agonisten RS5444 mit Paclitaxel durch einen deutlichen Anstieg der Paclitaxel
induzierten Apoptoserate in den anaplastischen Schilddrisenkarzinomzellen, obwohl
die alleinige Gabe von RS5444 keine Apoptose induzierte, sondern viel mehr zu
einem Anhalten des Zellzyklus in der Go-G1 fuhrte (Copland et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit, konnte auf ahnliche Weise die Effektivitat der Kombination von
Rosiglitazone mit ML-I erklarte werden. In Melanomzellen flhrt Rosiglitazone zu
keiner Induktion der Apoptose (Freudisperger et al., 2006), so dass auch hier die
Kombination mit einer Apoptose induzierenden Substanz Erfolg zu versprechen
scheint. Die wachstumshemmende Wirkung von ML-l, eines der biologisch
wirksamsten Inhaltsstoffe der Mistelextrakte beruht hauptsachlich auf einer Induktion
der Apoptose (Bussing et al., 1996), die Uber die Proteinsynthese-hemmende
Wirkung der A-Kette vermittelt wird (Hostanska et al., 1996). So wurde auch fur die
antiproliferative  Wirkung von ML-I auf humane Melanomzellen eine Apoptose

Induktion verantwortlich gemacht (Thies et al., 2005).

Bei der Zelllinie FemX-1 zeigte die Zweifachkombination aus Rosiglitazone mit
Bortezomib den hochsten antiproliferativen Effekt. Dabei wurde das Zellwachstum
von FemX-1 bereits ab einer Konzentration von 1 x 10° mg/ml auf 5% der Kontrolle

(p<0,001) gehemmt und keine der getesteten Einzelsubstanzen oder der Ubrigen
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Zwei- und Dreifachkombination zeigte eine signifikant starker Hemmung des
Zellwachstums. Bortezomib gehort zu der Klasse der Proteasomen Inhibitoren,
welche reversibel die Funktion des 26S Proteasoms hemmen, und fur die eine
antiproliferative Wirkung auf unterschiedliche Tumorentitdten gezeigt wurde (Frankel
et al., 2000; Ling et al., 2003; Sunwoo et al., 2001; Williams et al., 2003). Auch flr
das maligne Melanom konnte die antiproliferative Wirkung von Bortezomib als
Einzelsubstanz in vitro und in vivo bereits beschrieben werden (Amiri et al., 2004),
die in der vorliegenden Arbeit auch bestatigt werden konnte. Jedoch in einer bereits
durchgefuhrten Phase-lI-Studie, bei der die Effektivitdt einer Bortezomib
Einzeltherapie bei 27 Patienten mit metastasiertem Melanom untersucht wurde,
konnte keine klinische Wirksamkeit festgestellt werden, so dass Bortezomib als
Einzelsubstanz fur Melanom Patienten nicht relevant ist (Markovic et al., 2005). In
mehreren Studien wurde bereits untersucht, ob durch die Kombination von
Proteasomen Inhibitoren mit weiteren antiproliferativ wirkenden Substanzen die
wachstumshemmende Wirkung auf unterschiedliche Tumorzellen verstarkt werden
kann. So konnten Duechler et al. (2005) eine deutliche hohere antiproliferative
Wirkung auf humane chronische B-Zell Leukamie Zellen durch die Kombination von
Bortezomib mit den Purinanaloga Cladribin (2CdA) und Fludarabin (FA) erzielen.
Dieser Effekt wurde durch eine erhdhte Apoptose in den B-Leukamie-Zellen erreicht,
die durch eine signifikante Abnahme der XIAP Expression, einem Vertreter der
Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) Familie, vermittelt wurde. Ebenso konnten
Mitsiades et al. (2003) eine deutlich erhdhten antiproliferativen Effekt auf
Myelomzellen durch die Kombination von Bortezomib mit sowohl Doxorubicin als
auch mit Melphalan, zwei konventionellen Zytostatika, nachweisen. Weitere Ansatze
zur Behandlung des malignen Melanoms lieferten Amiri und Mitarbeiter, die durch die
Kombination von Bortezomib mit Temozolomid, einem oralen Alkylans, in einem
murinen Tiermodell eine komplette Remission der palpablen Melanome erreichen
konnten, die in einigen Mausen sogar Uuber 200 Tage anhielt (Amiri et al., 2004). Die
Wirkungssteigerung der Kombination von Rosiglitazone mit Bortezomib konnte,
analog zu der Kombination von Rosiglitazone und ML-I, dadurch erklart werden, dass
Rosiglitazone wie bereits oben erwahnt auf die Melanomzellen antiproliferativ wirkt
ohne eine Apoptose zu induzieren und Bortezomib seine antiproliferative Wirkung in
den meisten Tumorzellen durch eine Apoptoseinduktion entfaltet (Orlowski et al.,
2002).
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Die Kombination von ML-I mit Bortezomib zeigte sich bei keiner der drei Zelllinien als
die effektivste Zweifachkombination und auch im Vergleich zu den Einzelsubstanzen
zeigte sich keine durchgangige Wirkungssteigerung in allen drei Zelllinien. Wesche
und Mitarbeiter konnten bereits nachweisen, dass durch die Kombination mit dem
Proteasomen Inhibitor Lactacystin, der cytotoxische Effekt des Lektins Ricin, das
groRe Ahnlichkeiten zu ML-l aufweilt und ebenfalls zu der Typ-ll-Familie der
Ribosom-inaktivierenden Proteine (RIP) gezahlt wird (Stirpe et al., 1992), deutlich
gesteigert wurde (Wesche et al., 1999). Diese Wirkungssteigerung wurde dadurch
erklart, dass durch Lactacystin der proteasomale Abbau der zytotxischen A-Kette von
Ricin gehemmt wurde. In der Studie von Wesche konnte so die Toxizitat von Ricin
auf etwa das Dreifache gesteigert werden. Obwohl in der vorliegenden Arbeit die
Wirkungssteigerung der Kombination von Bortezomib und ML-I nicht in diesem Male
bestatigt werden konnte, so wird die teilweise beobachtete verstarkte
Wachstumshemmung wahrscheinlich auf diesem Mechanismus beruhen, dass der
proteasomale Abbau der zytotoxischen A-Kette von ML-I durch Bortezomib gehemmt

wird.

Wie bereits erwahnt ist die antiproliferative Wirkung von Bortezomib in den meisten
Tumorzellen auf eine Induktion der Apoptose zurickzuflihren. Dabei scheint vor
allem die durch Bortezomib vermittelte Hemmung des NFxB Signalwegs eine
entscheidende Rolle zu spielen. Daher war das zweite Ziel der vorliegenden Arbeit
zu untersuchen, ob die antiproliferative Wirkung von Bortezomib als Einzelsubstanz
auch tatsachlich Uber eine Induktion der Apoptose erzielt wurde und welchen
Einfluss Bortezomib auf den NFxB Signalweg in den Melanomzellen zeigte. Das
NFxB Protein ist ein aus zwei Untereinheiten, in den meisten Fallen p65 und p50,
zusammengesetztes Heterodimer, das unter physiologischen Bedingungen durch die
Bindung an seinen Inhibitor 1kB im Zytoplasma gehalten wird (Karin et al., 1999). Auf
zellularen Stress wie Zytokine, Chemotherapie oder Bestrahlung hin, wird IxB erst
phosphoryliert, dann ubiquitiniert und schlie3lich im 26S Proteasom degradiert, so
dass das nun freie NFkB in den Zellkern translozieren kann und dort die
Transkription bestimmter Gene aktiviert (Karin et al., 2000). In den meisten Zellen
und vor allem in Tumorzellen férdert die NFxB Aktivierung die Zellproliferation
(Huang, 2000), steuert die Expression von Adhasionsmolekilen und schuitzt vor

allem die Zellen vor Apoptose durch die Induktion von verschiedenen
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survival/Uberlebens Genen (Jesenberger et al., 2002). Zu diesen gehdren cellular
inhibitors of apoptosis (c-IAP1 und c-IAP2) (Chu et al., 1997), caspase-8-c-Flip (Flice
inhibitory protein) (Sayers et al., 2003), TNF receptor-associated factors (TRAF1 und
TRAF2) und Mitglieder der Bcl-2 Familie (Bcl-x.) (Wang et al., 1998). Huang und
Mitarbeiter konnten bereits zeigen, dass der NFxB Signalweg in malignen
Melanomzellen, vor allem in solchen mit einem hohen Metastasierungspotential, eine
hohe Aktivitat aufweil3t und damit eine wichtige Rolle fur das Tumorwachstum, die
Angiogenese und die Metastasierung des malignen Melanoms spielt (Huang et al.,
2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die NFkB Expression in
Melanomzellen durch Bortezomib deutlich vermindert werden kann. Dies wurde
sowohl anhand von immunzytochemischen Farbungen als auch durch quantitative
Western Blots nachgewiesen. In den immunzytochemischen Farbungen mit einem
monoklonalem Antikorper gegen die p65 Untereinheit von NFkB zeigte sich nach
einer vierstiindigen Behandlung mit 1 x 102 mg/ml Bortezomib eine Abnahme der
NFkB Expression im Zytoplasma und vor allem eine fast vollstindige Abnahme im
Zellkern, was fur eine deutliche Hemmung der NFxB Translokation in den Zellkern
sprach. Die Ergebnisse der quantitativen Western Blots bestatigten diese
Beobachtungen: Nach einer 20 stiindigen Inkubation der Zellen mit 1 x 10 mg/ml
Bortezomib war fur die p50 Untereinheit von NFxB der Gehalt sowohl an
zytoplasmatischem als auch an nukledarem Protein um 48% geringer wie bei den
unbehandelten Zellen. Fur die p65 Untereinheit von NFkB war fur die behandelten
Zellen der Gehalt an zytoplasmatischem Protein um 33% und an nuklearem Protein
um 35% geringer wie fur die unbehandelten Zellen. Dies bestatigte, dass Bortezomib
die Aktivierung und Translokation in den Zellkern von NFkB deutlich verminderte.
Eine durch Bortzomib vermittelte Hemmung des NFxB Signalwegs konnte bereits in
weiteren Tumorzellen nachgewiesen werden. So wurde eine deutlich Abnahme der
NFkB Aktivierung durch Bortezomib in kolorektalen Tumorzellen (Cusack et al.,
2001), in Myelomzellen (Hideshima et al., 2002) und in Plattenepithelkarzinomzellen
des Kopf- und Halsbereichs (Sunwoo et al., 2001) beschrieben. Des Weiteren wurde
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese Hemmung des NF«xB Signalwegs zu
einer Induktion der Apoptose in den Melanomzellen fuhrte. Zum einen konnte in mit
Bortezomib  behandelten  Melanomzellen eine deutliche Zunahme von

morphologischen Veranderungen der Zellkerne beobachtet werden, die spezifisch fur
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das Ablaufen der Apoptose sind. Zum anderen konnten auf molekularer Ebene
histone-assoziierten DNS Fragmente qualitativ und quantitativ nachgewiesen
werden, die typischerweise innerhalb des Prozesses der Apoptose durch aktivierte
endogene Endonukleasen entstehen. Somit konnte der Apoptose induzierende Effekt
von Bortezomib auf Melanomzellen bestatigt werden, welcher sehr wahrscheinlich
auf eine Abnahme der NFxB Aktivierung zurtckzufihren ist. Welche weiteren anti-
apoptotischen Faktoren durch eine NFxB Aktivierung in den Melanomzellen
expremiert werden und somit durch Bortezomib suppremiert werden kdnnen, bleibt

jedoch Gegenstand von weiterfiihrenden Studien.

Insgesamt lieR sich in der vorliegenden Arbeit feststellen, dass die
Zweifachkombinationen von Rosiglitazone mit sowohl ML-I als auch mit Bortezomib
einen deutlich gesteigerten antiproliferativen Effekt auf humane Melanomzellen
aufwiesen, im Vergleich zu ihrer Verwendung als Einzelsubstanzen oder in Form
einer Dreifachkombination. Bei beiden Zweifachkombinationen lie3 sich diese
enorme Wirkungssteigerung dadurch erklaren, dass jeweils Substanzen kombiniert
wurden die zum einen auch einzeln eine antiproliferative Wirkung auf das Melanom
besitzen, zum anderen diese Wirkung aber durch unterschiedliche molekulare
Mechanismen erzielen und sich somit synergistisch erganzen. Im Hinblick auf die
ansonsten ungenudgenden Therapiemdglichkeiten beim metastasierten Melanom,

konnte diese Studie ein viel versprechender Ansatz fur weiterfUhrende Studien sein.
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VIl. Zusammenfassung

Die Prognose nach eingetretener Metastasierung ist beim kutanen malignen
Melanom trotz Polychemotherapie infaust, so dass ein grol3es Interesse fur neue
Therapieansatze besteht. Fur den PPAR-y Agonist Rosiglitazone, das Mistellektin |
(ML-1) und den Proteasomen Inhibitor Bortezomib als Einzelsubstanzen konnte
bereits in vitro eine antiproliferative Wirkung auf humane Melanomzellen
nachgewiesen werden. Ziel dieser Arbeit war es daher eine mogliche
Wirkungssteigerung durch die Kombination dieser drei Substanzen in Form von
Zwei- oder Dreifachkombinationen an drei unterschiedlichen humanen
Melanomzelllinien anhand von Zellproliferationstesten zu untersuchen. Dabei stellte
sich heraus, dass eine Zweifachkombination von Rosigliatzone mit entweder ML-I
oder mit Bortezomib eine signifikant starkere antiproliferative Wirkung auf alle drei
Melanomzelllinien im Vergleich zu den Einzelsubstanzen oder den ubrigen Zwei- und
Dreifachkombinationen besald. Diese Steigerung des antiproliferativen Effekts beider
Zweifachkombinationen  wurde durch die unterschiedlichen  molekularen
Wirkungsmechanismen versucht zu erklaren. Wahrend ML-I und Bortezomib
nachweislich eine Apoptose induzierten, war der antiproliferative Effekt von
Rosiglitazone  unabhangig von einer  Apoptoseinduktion. Der genaue
Wirkmechanismus des gesteigerten Effekts der Kombinationstherapien jedoch muss
in weiterfhrenden Studien geklart werden.

Des Weiteren sollte der genaue Wirkmechanismus von Bortezomib als
Einzelsubstanz  untersucht werden. Dabei konnte anhand von sowonhl
zellmorphologischen Veranderungen als auch mittels molekularbiologischer
Methoden gezeigt werden, dass Bortezomib bei den Melanomzellen zu einer
gesteigerten Induktion der Apoptose fuhrte. Darlber hinaus wurde anhand von
quantitativer Western Blot Analysen nachgewiesen, dass Bortezomib in den
Melanomzellen zu einer deutlichen Abnahme des zytoplasmatischen und nuklearen
NFkB Protein Gehalts fuhrte, was flr die gesteigerte Apoptoserate verantwortlich
gemacht wurde. Ob diese gesteigerte wachstumshemmende Wirkung einer
Zweifachkombination aus Rosiglitazone mit ML-I oder Bortezomib ein maglicher
Ansatz fur neue Therapieoptionen in der Behandlung des malignen Melanoms sein

konnte, muss in weiterfuhrenden Tiermodellen Uberpruft  werden.
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