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Abkürzungsverzeichnis 

 

4EBP   4E binding protein 

Abb   Abbildung 

AK   Antikörper 

AKT   v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 

ALM   Akrolentiginöses Melanom 

AP    Alkalische Phosphatase 

Bcl-2   B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL   B-cell lymphoma extra large 

bFGF   basic fibroblast growth factor 

bp   Basenpaare 

BSA   Bovines Serum Albumin (Rinderserumalbumin) 

cIAP   cellular inhibitor of apoptosis 

CHOP   CAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein 

CTLA4  cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

DMEM  Dulbecco´s modified Eagle medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EGF   epidermal growth factor 

ERK   Extracellular signal-regulated kinases 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorter 

FCS   fetal calf serum 

FKBP38  FK506 binding protein 38 

Flt-3   fms-like tyrosine kinase-3 

FTI   Farnesyltransferase Inhibitor 

Grb 2   growth factor receptor binding protein 2 

HBSS   Hank´s buffered salt solution 

HGF   hepatocyte growth factor 

IAP   inhibitor of apoptosis 

IGF-1   insulin growth factor-1 

IL-2   Interleukin-2 

kb   Kilobase 



Abkürzungsverzeichnis 

 4

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

Mcl-1   myeloid cell leukemia sequence 1 

mRNA   messenger RNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

mTOR   mammalian target of Rapamycin 

MUH   4-Methylumbelliferyl-Heptanoat 

NF� B   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NGF   nerve growth factor 

NM   noduläres Melanom 

PAGE   Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 

PCR   Polymerase chain reaction 

PBS   Phosphat-gepufferte Saline 

PDGFR-�   platelet-derived growth factor receptor 

PI3K   Phosphoinositid-3-kinase 

PIP3   Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

PRL-3   phosphatase of regenerating liver 

PTEN   phosphatase and tensin homologue 

PVDF   Polyvinylidenfluorid  

RAF   Rat fibrosarcoma 

RAS   Rat sarcoma 

RGP   Radial Growth Phase 

RHEB   Ras homologue enriched in brain 

RNA   Ribonukleinsäure 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

siRNA   small interfering RNA 

SDS   Sodium-Dodecylsulfat 

SOS   son of sevenless 

SSM   Superfiziell spreitendes Melanom 

STAT3  signal transducer and activator of transcription 3 

TBE   TRIS-Borat-EDTA 

TEMED  N, N, N´, N´- Tetramethylethylendiamin 

TGF-�    transforming growth factor-�  

Tris Base  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
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Tris-HCl  Tris Base, mit HCl auf den gewünschten pH eingestellt 

Tween 20   Polyoxyethylensorbitanmonolaurat 

ÜN   über Nacht 

VEGF   Vascular and epithelial growth factor 

VEGFR  Vascular endothelial growth factor receptor 

VGP   Vertical Growth Phase 

XIAP   X-linked inhibitor of apoptosis 
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1 Einleitung 

1.1 Haut  

1.1.1 Struktur 

Die Haut (Cutis) ist mit einer Oberfläche von bis zu zwei Quadratmetern das größte 

menschliche Sinnesorgan. Sie schützt den Organismus vor äußeren Einflüssen und 

dient als natürliche Barriere vor chemischen und physikalischen Einflüssen, sowie vor 

Krankheitserregern. Die Haut ist in drei Hauptschichten (Epidermis, Dermis und 

Subcutis; siehe Abb. 1-2) aufgeteilt. Die epitheliale Epidermis (Oberhaut) besteht zu 

90% aus Keratinozyten, den eigentlichen Epidermiszellen, die durch sogenannte 

Desmosomen zusammengehalten werden, außerdem finden sich in der Epidermis 

Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-Zellen und Lymphozyten (Dermatologie, 

Thieme). Man unterscheidet insgesamt fünf Schichten (Abb. 1-1): 

·  Hornschicht (Stratum corneum)  

·  Glanzschicht (Stratum lucidum) 

·  Körnerschicht (Stratum granulosum)  

·  Stachelzellschicht (Stratum spinosum) 

·  Basalschicht (Stratum basale) 

 
Abbildung 1-1: Schemazeichnung der Epidermis. Diese besteht aus: Stratum basale, Stratum 

spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum und als oberster Schicht dem Stratum 

corneum (modifiziert nach Gray H., 1918). 

 

Die darunterliegende Dermis (auch Lederhaut) bildet eine scharfe Grenze gegenüber 

der Epidermis. Der Übergang zur Subcutis (Unterhaut) ist dagegen fließend. Die Dermis 

besteht vorwiegend aus Bindegewebe, Blut- und Lymphgefäßen. Außerdem enden hier 
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viele Nerven. Unter der Dermis bildet die Subcutis die Unterlage für die 

darüberliegenden Hautschichten. Sie besteht zum Großteil aus lockerem Bindegewebe 

mit eingelagerten Fettzellen, den Adipozyten. 

 

 
Abbildung 1-2: Struktur der Haut bestehend aus der Subcutis, der Dermis und der Epidermis 

(Quelle: Dermatology Information Center). 

 

1.1.2 Zelltypen 

Keratinozyten bilden den oberen Schutzmantel der Haut. Sie werden kontinuierlich im 

Stratum basale neu gebildet und beginnen auch dort mit dem Prozess der 

Differenzierung.  

Fibroblasten sind Zelltypen des Bindegewebes, die in der Dermis am häufigsten 

vorkommen. Weiterhin beherbergt die Dermis viele Blut- und Lymphgefäße, sowie 

Hautanhangsgebilde wie z. B. Schweißdrüsen, Haarfollikel und Talgdrüsen.  

Melanozyten entstehen aus Melanoblasten, die sich während der Embryogenese aus 

der Neuralleiste entwickeln. Die Vorläuferzellen wandern zum Ectoderm wo sie 

beginnen zu proliferieren und Melanin zu synthetisieren.  
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Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau der Haut (modifiziert nach Hsu et al., 2002). Gezeigt sind die 

Dermis und die Epidermis mit der dazwischenliegenden Basalmembran. In der Epidermis 

finden sich die Keratinozyten und die Melanozyten, während die Fibroblasten in der Dermis 

zu finden sind. 

 

1.2 Melanom 

Beim malignen Melanom (Abb. 1-4), das auch als schwarzer Hautkrebs bezeichnet 

wird, handelt es sich um einen bösartigen Tumor. In den meisten Fällen geht dieser 

Tumor aus Melanozyten hervor, kann aber auch de novo entstehen. Die 

Tumorentwicklung tritt überwiegend in der Haut auf, kann sich aber auch in anderen 

Organen, wie z.B. im Auge (Aderhautmelanom), den Hirnhäuten oder den 

Schleimhäuten manifestieren.  

Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei etwa 50 bis 55 Jahren, wobei aber 

immer häufiger auch sehr junge Menschen an einem Melanom erkranken. Das 

Melanom gehört zu den hochmalignen Tumoren und ist für etwa 80% aller Todesfälle 

durch Hautkrebs verantwortlich, obwohl es nur einen Anteil von 4% aller 

dermatologischen Krebsarten ausmacht (Miller, 2006). Der Grund dafür ist die Fähigkeit 

schon bei sehr geringer Tumorlast zu metastasieren und sich somit im Körper 

ausbreiten zu können.  

 

1.2.1 Inzidenz und Mortalität 

Im Vergleich zu allen anderen Tumoren zeigt das maligne Melanom die höchste 

Zunahmerate in den letzten Jahrzehnten (Garbe et al., 2001). Jährlich werden weltweit 

ca. 160.000 Neuerkrankungen diagnostiziert (World Cancer Report 2008). In Baden-

Württemberg nahm die Inzidenz bei Männern zwischen 1976 und 2003 von 3 auf 10 

Fälle und bei Frauen von 4 auf 12 Fälle pro 100.000 Einwohner zu (Zentralregister 

Basalmembran

Epidermis

Dermis

Keratinozyt

Melanozyt

Fibroblast

Basalmembran

Epidermis

Dermis

Keratinozyt

Melanozyt

Fibroblast
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Malignes Melanom). Wenn sich dieser Trend fortsetzt, würde dies eine Verdoppelung 

der Inzidenz für Männer in den nächsten 20 und für Frauen in den nächsten 30 Jahren 

bedeuten. 

Die Prognose von Patienten mit fernmetastasiertem Melanom ist mit einer 5-Jahres 

Überlebenswahrscheinlichkeit von unter 5% äußerst schlecht.  

 

1.2.2 Entstehung, Progression und Metastasierung 

Wallace Clark (1984) postulierte, dass die Entwicklung und Progression des Melanoms 

schrittweise erfolgt (Abb.1-4): melanozytärer Nävus �  dysplastischer Nävus �  

Melanom der radialen Wachstumsphase (RGP) �  Melanom der vertikalen 

Wachstumsphase (VGP)�  metastasiertes Melanom. Im Gegensatz zu Clarks Modell 

können Melanome aber durchaus auch de novo und nicht nur aus melanozytären Nävi 

entstehen (Bevona et al., 2003).  

 

 
Abbildung 1-4: Veränderungen im Wachstumsverhalten der Zellen während der 

Melanomentstehung (Miller, 2006): Melanome entstehen aus bereits vorhandenen 

benignen Läsionen, den Nävi, die aus Melanozyten bestehen oder sie entwickeln sich de 

novo aus Melanozyten und deren Vorläuferzellen. Die Progression findet schrittweise statt 

und beginnt mit einem radialen Wachstumsverhalten, das übergeht in ein vertikales 

Wachstumsverhalten bis es schließlich durch Eindringen einzelner Zellen in Blutgefäße zur 

Metastasierung kommt.  

 

In der nachfolgenden sogenannten radialen Wachstumsphase (radial growth phase 

(RGP)) erlangen die melanozytären Zellen die Fähigkeit innerhalb der Epidermis zu 
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wachsen. In der sich anschließenden vertikalen Wachstumsphase (vertical growth 

phase (VGP)) können die Zellen dann eigenständig in die Dermis einwandern und 

Knötchen bilden. Der finale Schritt zum metastasierten Melanom ist die Fähigkeit der 

Ausbreitung und Etablierung von hoch aggressiven Sekundärtumoren bzw. Metastasen 

an anderen Stellen der Haut bzw. in anderen Organen.  

 

1.2.3 Melanomhaupttypen 

Das Melanom kann in vier Haupttypen (Abb.1-5) unterschieden werden: 

 

·  das superfiziell spreitende Melanom (SSM),  

·  das noduläre Melanom (NM),  

·  das Lentigo-maligna-Melanom (LMM), 

·  das akrolentiginöse Melanom (ALM). 

Abbildung 1-5: Gezeigt sind die Melanomhaupttypen; das superfiziell spreitende Melanom (SSM), 

das noduläre Melanom (NM), das Lentigo-maligna Melanom (LMM) und das akrolentiginöse 

Melanom (ALM) (Hoek, 2011). 

 

Diese Haupttypen machen über 90% aller Melanome aus (Clark, 1967; Reed 1976).  

Das SSM ist mit 54,6% der häufigste Melanomtyp (Zentralregister Malignes Melanom 

der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft). Dieser Typ zeichnet sich durch eine 

anfänglich radial horizontale Wachstumsdynamik aus, es wächst also lediglich 

oberflächlich in der Epidermis. Diese Wachstumsphase kann mehrere Jahre betragen 

und kann dann von einer vertikalen Wachstumsphase abgelöst werden in der das 

Melanom schneller wächst.  

Typische Lokalisationen dieser Art des Tumors sind Rücken, Brust und Beine. In dieser 

Phase können als Ausdruck immunologischer Prozesse hypopigmentierte Zonen im 

Melanom auftreten (Sebastian und Stein, 2000).  

SSM NM LMM ALMSSM NM LMM ALM
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Der Anteil des NM beträgt in Deutschland ca. 18,3% (Zentralregister Malignes 

Melanom). NM treten häufiger bei Männern und bei älteren Menschen auf. Auch bei 

dieser Art des Melanoms sind vorwiegend Körperstamm und Beine betroffen (Buzaid et 

al., 1998). Im Gegensatz zum SSM fehlt hier die radiale Wachstumsphase was dazu 

führt, dass dieser Tumor oft als Knoten entdeckt wird. Durch das anfänglich sehr rasche 

Wachstum ist eine Früherkennung deutlich erschwert. 

Neben dem pigmentierten Tumor gibt es auch eine amelanotische Variante des NM. 

Aufgrund der erhöhten Tumormasse verhält sich das NM aggressiver als das SSM. 

Das LMM rangiert mit 9,1% (Zentralregister Malignes Melanom) an dritter Stelle. Beim 

LMM spielt die kumulative Sonnenexposition eine entscheidende Rolle. Es ist ein 

typischer Alterstumor und tritt meist erst ab dem 70. Lebensjahr auf. Mehr als 80% der 

Tumoren treten im Bereich des Gesichts und der Stirn auf. Es gibt aber auch Fälle bei 

denen ein Auftreten auf Brust und Rücken bzw. auf Unterschenkel und Unterarmen 

dokumentiert werden konnte (Cox et al., 1998). Klinisch ist das LMM durch sehr 

langsames Wachstum ausgezeichnet. LMM werden durch ihre unauffällige Färbung oft 

erst spät entdeckt. Sie haben dann meist bereits eine Größe von >20mm.  

Das ALM wurde erst in den 70er Jahren von den drei anderen Hauptmelanomtypen 

abgegrenzt (Arrington et al., 1977; Reed 1976). Histopathologisch ist die 

Unterscheidung oft nicht eindeutig, jedoch weist die Lokalisation des ALM 

Besonderheiten auf, z.B. auf Hornschwielen oder in der Nagelmatrix. Diese Art des 

Melanoms ist sehr selten, lediglich 4-5% aller Melanome sind ALM (Zentralregister 

Malignes Melanom). Das ALM tritt vermehrt ab dem 60. Lebensjahr auf und wird 

aufgrund der meist nur geringen Pigmentierung oft mit harmlosen Läsionen verwechselt 

und spät diagnostiziert (Hein et al., 2001). Durch diese späte Diagnose verschlechtert 

sich auch die Prognose der Patienten.  

 

1.3 Signalwege im Melanom 

Das Melanom ist ein hochaggressiver Tumor mit rasch ansteigender Inzidenz und 

schlechter Prognose. Da viele Patienten auf die derzeit zur Verfügung stehenden 

Therapien nicht ansprechen, ist die Entwicklung neuer Wirkstoffe und Therapiekonzepte 

zur Behandlung des Melanoms von enormer Bedeutung. Deshalb wird es immer 

wichtiger die molekulare Ebene der Krankheit besser zu verstehen. In diesem 

Zusammenhang sind der intrazelluläre RAF-MEK-ERK (MAPK)-Signalweg, sowie der 
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PI3K-AKT-mTOR (PI3K)-Signalweg, welche über multiple Mechanismen aktiviert sein 

können, von besonderer Bedeutung für das Entstehen des Melanoms.  

Beide Signalwege spielen eine relevante Rolle bei der Tumorprogression und 

Therapieresistenz des Melanoms (Davies et al., 2002; Satyamoorthy et al., 2003; Dai et 

al., 2005; Meier et al., 2005). Deshalb bieten der MAPK- und der PI3K-

Signaltransduktionsweg vielversprechende Angriffspunkte für eine effektive 

Melanomtherapie. 

 

1.3.1 MAPK-Signalweg  

Der MAPK-Signalweg vermittelt die Weiterleitung von extrazellulären Signalen an 

zytoplasmatische und nukleäre Effektoren.  

Die Aktivierung des Signalwegs (Abb. 1-6) beginnt damit, dass z.B. ein extrazellulärer 

Faktor (z.B. ein Wachstumsfaktor) mit seiner Rezeptor-Tyrosinkinase interagiert und 

damit eine Dimerisierung des Rezeptors, sowie eine Autophosphorylierung induziert. 

Die Phosphotyrosine fungieren als Andockstellen für Grb2. Grb2 unterstützt die 

Translokation des GDP/GTP Austauschproteins SOS an die Zellmembran. Dort 

induziert es den Austausch von GDP zum aktiven GTP bei dem Protein RAS, welches 

bei der Zellproliferation und Zelldifferenzierung eine Rolle spielt. Aktiviertes RAS kann 

dann an die Serin/Threoninkinase RAF (ARAF, BRAF oder CRAF) binden und diese 

durch Phosphorylierung aktivieren. RAF selbst phosphoryliert und aktiviert dann 

wiederum MEK, welches seinerseits ERK phosphoryliert. Aktiviertes ERK hat viele 

Substrate im Cytosol und kann auch in den Zellkern eindringen, um dort die 

Genexpression über die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren zu regulieren.  
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Abbildung 1-6: Vereinfachte schematische Darstellung des RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK)-

Signalwegs. Über Wachstumsfaktoren wird intrazellulär das Protein RAS durch GDP-GTP 

Austausch aktiv und aktiviert seinerseits das Protein RAF, welches das Signal über 

Phosphorylierungen von MEK an ERK weitergibt. Über ERK findet die Signalweiterleitung 

an Regulatoren der Genexpression im Zellkern statt. 

 

Im Melanom wurden Mutationen am häufigsten in Genen des MAPK-Signalwegs 

gefunden. Es handelt sich dabei um die Gene der Proteine der RAS- und RAF- 

Familien. Eine aktivierende Mutation in einem dieser Gene führt zur konstitutiven 

Aktivität des MAPK- Signalwegs, der Prozesse der Proliferation und Zelldifferenzierung 

steuert. Außerdem führt ein aktivierter MAPK-Signalweg zu Radio- und Chemoresistenz 

(Gallagher et al., 2008).  

 

1.3.2 PI3K/AKT-Signalweg 

Ein weiterer für das Melanom wichtiger Signalweg ist der PI3K/AKT-Signalweg (Abb.1-

7). Er kann von verschiedenen extrazellulären Signalen aktiviert werden, darunter 

Wachstumsfaktoren, Integrine und extrazelluläre Matrixproteine. Diese Signale binden 

an die Rezeptor-Tyrosinkinase und lösen damit deren Aktivierung durch 

Autophosphorylierung aus. PI3K besteht aus der Adapteruntereinheit p85 und der 

katalytischen Untereinheit p110 und bindet an der Zellmembran an Phosphotyrosinreste 

des Rezeptors. Dadurch wird die katalytische Untereinheit allosterisch aktiviert, was zur 

Produktion von PIP3 führt. PIP3 rekrutiert verschiedene Signalproteine an die 

Zellmembran, darunter auch AKT. Die Interaktion von PIP3 mit AKT führt zu 
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Konformationsänderungen von AKT, welche dazu führen, dass die beiden 

Phosphorylierungsstellen Threonin 308 und Serin 473 freigelegt werden. AKT kann 

dann über Phosphorylierung dieser beiden Stellen aktiviert werden. AKT kann dann 

seinerseits ein weiteres Zielprotein des PI3K-Signalweges, mTOR, aktivieren. Es gibt 

zwei mTOR Komplexe, mTORC1 und mTORC2, welche hierbei die wichtigste Rolle 

einnehmen. Die Signalweiterleitung über mTORC1 führt zur Phosphorylierung der 

p70S6 Kinase und zur Aktivierung von 4EBP. Dies bewirkt eine höhere 

Proteintranslationsrate und erhöht damit die Zellproliferation.  

 

 
Abbildung 1-7: Schematische Darstellung des PI3K-AKT-mTOR (PI3K)-Signalwegs. Über 

Wachstumsfaktoren wird intrazellulär die PI3K aktiviert, Die PI3K wiederum aktiviert AKT, 

welches über mTOR die Signalweiterleitung an 4EBP und die S6 Kinase steuert.  

 

Von AKT sind drei Isoformen (AKT1, AKT2 und AKT3) bekannt, im Melanom ist die 

Isoform AKT3 vorherrschend. Viele Melanome besitzen AKT3-aktivierende Mutationen 

oder eine erhöhte Kopienzahl dieses Gens (Stahl et al., 2004). Beim Melanom wird die 

Aktivierung von AKT über eine Vielzahl von verschiedenen Mechanismen vermittelt. So 

können diverse Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF, HGF, IGF-1 oder 

Adhäsionsmoleküle wie � v� 3 Integrin, MelCAM und N-Cadherin die Aktivierung des 

AKT-Signalwegs über spezifische Rezeptoren auslösen (Meier et al., 2005; 

Madhunapantula et al., 2009). Als Antwort auf die Aktivierung verschiedener 

Rezeptoren katalysiert die PI3K die Entstehung von PIP3, welches seinerseits 

wiederum AKT an die Plasmamembran rekrutiert, an der es dann aktiviert wird. In 43%- 
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60% aller Melanome wird AKT3 aufgrund erhöhter Kopienzahl des AKT3 Gens oder 

verminderter Expression von PTEN stärker exprimiert (Stahl et al., 2004). 

PIP3 kann durch die Lipid- und Proteinphosphatase PTEN dephosphoryliert werden, 

woraus sich eine Abnahme des intrazellulären PIP3-Levels ergibt. Funktionelle 

Inaktivierung von PTEN kommt bei ca. 70% aller Melanome vor (Madhunapantula et al., 

2009). Mutationen im PTEN Gen wurden mit 12% aller Melanome in Verbindung 

gebracht (Madhunapantula et al., 2009). 20% der Melanome weisen einen 

heterozygoten Verlust von PTEN auf und in 40% der Melanome ist die Expression von 

PTEN verringert (Goel et al., 2006; Slipicevic et al., 2005). Inaktivierende Mutationen 

von PTEN führen beispielsweise in der Maus zu Melanomen und anderen Tumoren 

(You et al., 2002; Podsypanina et al., 1999), aktives AKT induziert Chemoresistenz und 

verringert Apoptose. Umgekehrt führt eine Expression von PTEN in PTEN-defizienten 

Melanomzellen zu einer Inhibition von AKT und ebenso des Tumorwachstums und der 

Metastasierung; außerdem induziert diese PTEN-Expression Apoptose (Stewart et al., 

2002). Das Überleben von Melanompatienten korreliert invers mit phosphoryliertem 

AKT (Dai et al., 2005). Die Inhibition des PI3K/AKT-Signalwegs als Therapie ist in vitro 

vielversprechend (Sinnberg et al., 2009) und wird in klinischen Studien erprobt. 

 

1.3.3 Mutationen beim malignen Melanom im MAPK-Signalweg 

Die prominente BRAF Mutation findet man bei 43% aller Melanome (Davies et al., 

2002), während 20% in NRAS und weitere 2% aller Melanome in KRAS mutiert sind, 

d.h. über 60% der Melanome weisen eine Mutation im MAPK-Signalweg auf 

(www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). Weiterhin ist der MAPK-Signalweg in 

einigen Melanomen durch aktivierende Mutationen in Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert 

(Garbe und Eigentler, 2004). 

Verschiedene Inhibitoren der RAF-Familie bzw. von BRAF wurden bereits in klinischen 

Studien zur Behandlung des Melanoms eingesetzt, ohne jedoch große Erfolge zu 

erzielen. Es zeigte sich, dass eine Inhibition von BRAF zur Aktivierung des MAPK-

Signalwegs über CRAF führen kann, wenn RAS ebenfalls aktiviert ist (Heidorn et al., 

2010). Eine Inhibition von BRAF ist daher nur dann sinnvoll, wenn der Zustand des 

MAPK-Signalwegs im Tumor bekannt ist. Erste Studien mit Patienten, in deren 

Melanom eine V600E-BRAF Mutation nachgewiesen wurde, zeigten mit einem für 

BRAFV600E-spezifischen Inhibitor (Vemurafenib, PLX-4032) vielversprechende 

Ergebnisse (Smalley, 2010). Deshalb liegt nahe, dass die Therapie der Zukunft für 
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Melanompatienten eine individualisierte und personalisierte Therapie sein wird; dass 

heißt die Tumoren der Patienten werden individuell untersucht und sofern keine 

operative Therapie in Frage kommt kann je nach Mutationsstatus entschieden werden, 

welche Therapie die beste Möglichkeit bietet (Chandra und Pavlick, 2012; Davar und 

Kirkwood, 2012; Smalley and McArthur, 2012). 

 

1.4 Therapie des malignen Melanoms 

1.4.1 Operative Therapie 

Die komplette Resektion von Melanommetastasen bzw. Melanomfernmetastasen kann 

das Gesamtüberleben einzelner Patienten deutlich verlängern (Young et al., 2006). In 

einer Phase II Studie konnte bei 64 Patienten mit metastasiertem Melanom im Stadium 

IV der Tumor, soweit er radiologisch festgestellt wurde, entfernt werden. Bei diesen 

Patienten wurde ein Gesamtüberleben von 21 Monaten festgestellt (Sosman et al., 

2011). Nach drei Jahren lebten noch 36% der Patienten und nach vier Jahren 

verringerte sich der Anteil auf 31%. Besonders Patienten mit Metastasen in der Lunge 

haben einen eindeutigen Vorteil durch eine Resektion. In zwei kürzlich 

abgeschlossenen Studien zeigte sich eine 5-Jahres Überlebensrate von 25 – 35% 

(Hornbech et al., 2011; Schuhan et al., 2011). Die mediane Überlebenszeit betrug hier 

zwischen 20,5 Monate nach kompletter Resektion und 13 Monate nach einer 

Teilresektion. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die operative Therapie die Methode der Wahl 

ist, wenn eine hohe Wahrscheinlichkeit besteht, dass der Tumor komplett entfernt 

werden kann. 

 

1.4.2 Chemotherapie 

Bisher sind in Deutschland für die Behandlung von nichtoperablen Melanommetastasen 

nur folgende Chemotherapeutika zugelassen: Dacarbazin (DTIC), Temozolomid, 

Cisplatin bzw. Carboplatin, Vindesin und Lomustin.  

Dacarbazin, Temozolomid und Cisplatin bzw. Carboplatin werden am häufigsten in der 

Klinik eingesetzt.  

Das alkylierende Zytostatikum Dacarbazin (DTIC) gilt bisher als Standard- bzw. 

Referenztherapeutikum und wird auch in klinischen Studien als solches eingesetzt. In 

aktuellen Phase III Studien zeigten 5 – 12% der Patienten mit metastasiertem Melanom 
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ein Ansprechen (Bedikian et al., 2011; Chapman et al., 2011), bei 1 – 2% der Patienten 

war dieses Ansprechen von Dauer (Eigentler et al., 2003).  

Temozolomid ist ein Derivat von DTIC und daher auch ein alkylierendes Zytostatikum 

mit gleicher Antitumoraktivität und ähnlichem Nebenwirkungsprofil (Middleton et al., 

2000; Patel et al., 2011). Nebenwirkungen dieser beiden Chemotherapeutika sind 

Anorexie, Übelkeit und Erbrechen sowie Granulozytopenie, Thrombozytopenie und 

Anämie.  

Cisplatin oder auch Carboplatin hemmt die DNA-Replikation durch Quervernetzung 

zweier benachbarter Guanin-Basen. Dadurch wird die Zellteilung gehemmt und die 

Zelle in Apoptose getrieben.  

Da die Ansprechraten der o. g. Monochemotherapien sehr niedrig sind und Resistenzen 

bereits nach kurzer Zeit beobachtet werden können, wurde versucht mit der 

Kombination verschiedener einzelner Wirkstoffe erhöhtes und verlängertes Ansprechen 

zu erzielen. Im Vergleich zur Monotherapie erzielten Polychemotherapieschemata in 

Phase III Studien höhere Ansprechraten, jedoch keine Verlängerung des 

Gesamtüberlebens (Atkins et al., 2008; Eigentler et al., 2003). Darüber hinaus ist eine 

Polychemotherapie in der Regel deutlich toxischer als eine Monochemotherapie, d.h. 

eine Polychemotherapie kann die Lebensqualität des Patienten erheblich 

beeinträchtigen.  

 

1.4.3 Immuntherapie 

Interleukin-2 ist in den USA bereits seit 1998 als Hochdosistherapie für das 

fernmetastasierende Melanom zugelassen. Aufgrund der hohen Toxizität ist die 

Therapie in Deutschland nicht zugelassen. In Phase II Studien konnte gezeigt werden, 

dass ca. 5% der Patienten von lang anhaltendem Ansprechen profitieren (Parkinson et 

al., 1990). Mit Hochdosis IL-2 Therapie konnte bisher jedoch keine Phase III Studie 

durchgeführt werden, da sich die Durchführung aufgrund geringer Patientenzahlen als 

sehr schwierig erwiesen hat. Weiterhin konnte bisher keine Verbesserung des 

Gesamtüberlebens festgestellt werden (Atkins et al., 2006; Keilholz et al., 1997). In 

einer Phase II Studie für die Kombination von IL-2 mit Peptidvakzinen (gp100) zeigte 

sich eine signifikant erhöhte Ansprechrate (Schwartzentruber et al., 2011); eine 

signifikante Verlängerung des Gesamtüberlebens konnte aber auch hier nicht 

beobachtet werden.  
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Ein neu zugelassenes Immuntherapeutikum ist der CTLA4-Antikörper Ipilimumab 

(Yervoy®). Dieser Antikörper blockiert den CTLA4-Rezeptor, was dazu führt, dass die 

Immunantwort nicht abgeschaltet wird und T-Zellen kontinuierlich aktiviert werden (Hodi 

et al., 2003). Ipilimumab ist das erste Therapeutikum, für das als Monotherapie bzw. in 

Kombination mit Dacarbazin in klinischen Phase III Studien eine signifikante 

Verlängerung der Überlebenszeit im Vergleich zu den Kontrollgruppen erreicht werden 

konnte (Robert et al., 2011). Ein Ansprechen auf Ipilimumab ist bei 15 – 20% der 

Patienten zu erwarten. Therapieansprecher haben realistische Chancen auf ein langes 

Überleben. Als Nebenwirkung entwickeln etwa 50% dieser Patienten z.T. schwere 

Autoimmunreaktionen der Haut, des Dickdarms, der Leber und der Hypophyse (Kähler 

et al., 2011). 

 

1.4.4 Therapie mit Signaltransduktionsinhibitoren 

90% der BRAF Mutationen beim Melanom sind BRAFV600E Mutationen. Diese führen zu 

einer konstitutiven Aktivierung der BRAF-Kinase und somit des RAF-MEK-ERK 

Signaltransduktionswegs, der relevant für die Progression des Melanoms ist. 

Vemurafenib (PLX4032, Zelboraf®) (Abb. 1-8) ist ein potenter BRAFV600E Kinase-

Inhibitor.  

 
Abbildung 1-8: Strukturformel von Vemurafenib (Flaherty et al., 2011).  

 

In einer Phase III Studie wurden Patienten mit metastasiertem Melanom, welches die 

BRAFV600E Mutation trägt, mit Vemurafenib oder Dacarbazin behandelt (Chapman et al., 

2011). Das objektive Ansprechen betrug für Vemurafenib 48% und für Dacarbazin 5%. 

Weiterhin führte Vemurafenib zu einer signifikanten Verlängerung des 

progressionsfreien Überlebens und des Gesamtüberlebens im Vergleich zu Dacarbazin. 

So betrug nach 6 Monaten das Gesamtüberleben 84% bei Vemurafenib-Probanden 

bzw. 64% bei Dacarbazin-Probanden. Laut Daten einer Phase II Studie beträgt die 

mediane Dauer des Ansprechens ca. 7 Monate. Dann kommt es allerdings zur 
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Resistenzentwicklung mit rascher Tumorprogression. Die häufigsten Nebenwirkungen 

(> 30%) sind Arthralgie, Exantheme, Alopezie, Fatigue, Photosensitivität, Nausea, 

Pruritus und Haut-Papillome einschl. Keratoakanthomen und Plattenepithelkarzinomen. 

Neben Ipilimumab ist Vemurafenib nun das zweite klinisch zugelassene Präparat für 

das maligne Melanom, welches den Patienten einen Vorteil für das Gesamtüberleben 

bringen kann (vgl. 1.3.3).   

 

1.5 Gehirnmetastasen des malignen Melanoms 

Melanompatienten mit Gehirnmetastasen sind aufgrund ihrer sehr schlechten Prognose 

oft von klinischen Studien ausgeschlossen worden. Gehirnmetastasen entstehen bei 

70% aller Patienten mit metastasiertem Melanom und sind bei diesen Patienten auch 

die Haupttodesursache (Staudt et al., 2010). Nach Auftreten der Gehirnmetastasen liegt 

das durchschnittliche Überleben der Patienten bei unter 5 Monaten (Fife et al., 2004; 

Harrison et al., 2003 und Buchsbaum et al., 2002). Zu den Therapien, die derzeit bei 

Patienten mit Gehirnmetastasen angewendet werden zählen Neurochirurgie, 

Radiochirurgie, sowie die Ganzhirnbestrahlung und Chemotherapie. Patienten, bei 

denen eine Operation aufgrund der Lage und Anzahl der Metastasen möglich war, 

zeigen ein verlängertes Überleben von ca. 9 Monaten (Staudt et al., 2010 und Elaimy et 

al., 2011). Nichtsdestotrotz zeigen chemotherapeutische Substanzen, wie 

Temozolomid, die bei primären Hirntumoren (z.B. Gliomen) eingesetzt werden, bei 

Gehirnmetastasen des Melanoms keine Effektivität (Chiarion-Sileni et al., 2011). Neue 

Therapiekonzepte werden deshalb unbedingt benötigt. Klinische Studien deuten an, 

dass spezifische BRAF Inhibitoren (Dabrafenib, Vemurafenib) einen kurzzeitigen Effekt 

bei BRAF-mutierten Gehirnmetastasen haben (Preusser et al., 2012; Dummer et al., 

2011). Ein weiterer Vorteil der niedermolekularen Signaltransduktionsinhibitoren ist, 

dass sie die Blut-Hirn-Schranke passieren können (Gril et al., 2008; Lin et al., 2008).  

 

1.5.1 Die Blut-Hirn-Schranke 

Neuen Studien zufolge steigt die Inzidenz von Gehirnmetastasen des Melanoms an 

(Palmierei et al., 2007). Die Gründe dafür sind nicht bekannt, jedoch liegen 

verschiedene Hypothesen vor: Neben einer Intensivierung der neurologisch 

bildgebenden Verfahren sowie der erhöhten Überlebensdauer durch verbesserte 

supportive Therapie (Schmerztherapie und systemische Steroidtherapie zur 

Verringerung von Ödemen), liegt das vermehrte Auftreten von schwer therapierbaren 
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Gehirnmetastasen vor allem darin begründet, dass traditionelle Chemotherapeutika, wie 

Carboplatin und Paclitaxel und auch neu entwickelte zielgerichtete Wirkstoffe, wie 

Biologika (z.B. Trastuzumab), die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren können. Das 

Gehirn wird deshalb auch als eine Art Zufluchtsstätte für metastatische Tumorzellen 

betrachtet, da es ihnen Schutz vor Antikrebsmedikamenten bietet. Es gibt aber auch 

Evidenzen dafür, dass die Blut-Hirn-Schranke zum Zeitpunkt des Auftretens von 

Gehirnmetastasen des Melanoms nicht mehr intakt ist. Zum Beispiel kann das 

Kontrastmittel Gadolinium, das bei der Kernspintomographie genutzt wird ungehindert 

in das Hirnparenchym eindringen, was eindeutig für eine Zerstörung der Blut-Hirn-

Schranke spricht. Des Weiteren zeigen experimentelle Daten, dass Metastasen des 

Melanoms im Gegensatz zu Gliomen und anderen Tumoren ein durchlässigeres 

Blutgefässsystem, sowie eine durchlässigere Blut-Hirn-Schranke für 

Chemotherapeutika haben. Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass 

Gehirnmetastasen des Melanoms zusätzlich von anderen Faktoren als der Blut-Hirn-

Schranke geschützt werden (Gerstner et al., 2007; Fidler et al., 2011). 

 

1.5.2 Molekulare Faktoren für die Entstehung von Melanomhirnmetastasen 

Die Mechanismen, die der Metastasierung von Melanomzellen in das Gehirn zu Grunde 

liegen, sind weitgehend unbekannt. Melanomzellen im Gehirn können autokrine und 

parakrine Faktoren produzieren, die ihr Überleben, ihr Wachstum und ihre 

Invasionskompetenz im Hirn-Parenchym fördern. Einige Faktoren, wie z.B. bFGF und 

TGF-�  können Astrozyten aktivieren. Die aktivierten Astrozyten produzieren u.a. 

Neutrophine, z.B. NGF (Denkins et al., 2004). Neutrophine fördern u.a. die Invasion von 

Melanomzellen in das Gehirn durch erhöhte Produktion von Enzymen, die die 

extrazelluläre Matrix degradieren können, wie z.B. Serinproteasen, die sowohl die 

extrazelluläre Matrix als auch die Basalmembran der Blut-Hirn-Schranke zerstören 

können (Fazakas et al., 2011).    
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1.6 Ziele der Arbeit 

Ausgehend von der klinischen Beobachtung, dass Melanompatienten im metastasierten 

Stadium (Stadium IV) im Verlauf ihrer Erkrankung ein zunehmend schlechteres 

Ansprechen auf (Poly-)Chemotherapien zeigen, wird in der vorliegenden Arbeit in einem 

ersten Schritt versucht, die Wirksamkeit der klinisch eingesetzten Chemotherapeutika 

durch Kombination mit Inhibitoren des MAPK- oder des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs 

zu verstärken. Da zu Beginn der Arbeit neben den Chemotherapeutika auch die 

Monotherapie mit niedermolekularen Inhibitoren wenig vielversprechend erschien, 

werden im zweiten Teil der Arbeit verschiedene Inhibitoren des MAPK- sowie des PI3K-

AKT-mTOR-Signalweges miteinander kombiniert. Mittels Proliferationsassays, FACS-

Zellzyklusanalysen, Western Blot Proteinexpressionsanalysen und spezifischen 

humanen epidermalen Hautrekonstrukten werden die Effekte der einzelnen Pharmaka 

auf metastatische Melanomzelllinien und frisch aus Metastasen isolierte 

Melanomzellpopulationen untersucht.  

Während der Melanomprogression entstehen bei den meisten betroffenen Patienten 

Gehirnmetastasen, die schließlich zum Tode führen. Interessanterweise gibt es im 

klinischen Alltag häufig eine Diskrepanz im therapeutischen Ansprechen zwischen 

zerebralen und extrazerebralen Melanommetastasen: Während die extrazerebralen 

Metastasen fast immer eine deutliche Regression nach Einleitung einer systemischen 

Chemotherapie aufweisen, vergrößern oder entwickeln sich im selben Patienten oft im 

gleichen Behandlungszeitraum zerebrale Metastasen. Ausgehend von dieser 

Beobachtung werden im dritten Teil der Arbeit eventuelle Proteinexpressions-

unterschiede in gepaarten zerebralen und extrazerebralen Metastasen desselben 

Patienten immunhistochemisch herausgearbeitet. Abschließend wird ein gezieltes 

Therapieschema bei primär und sekundär therapieresistenten Melanomzelllinien 

erarbeitet. Die hierbei in vitro erhaltenen Ergebnisse werden schließlich in vivo in einem 

experimentellen Melanomgehirnmetastasen Mausmodell auf die therapeutische 

Wirksamkeit untersucht. 

Das übergeordnete Ziel der vorliegenden Arbeit liegt in der Überwindung der primär 

oder sekundär entstandenen Therapieresistenz von metastatischen Melanomzellen 

durch geeignete (Kombinations-) Behandlungen. 
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2 Materialien 

2.1 Chemikalien 

Chemikalien und Biochemikalien wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt), 

BioRad (München), Fermentas (St. Leon-Roth), Merck (Darmstadt), Promega 

(Heidelberg), Roche (Mannheim), Sigma Aldrich (München) und Roth (Karlsruhe) 

bezogen, soweit nicht anders angegeben. 

 

2.2 Antikörper  

Tabelle 2-1: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 

Antikörper Spendertier Katalog- 

nummer 

Verdünnung 

Western Blot (WB) 

/Immunhistochemie 

(IHC)  

Hersteller 

beta-Aktin  Kaninchen #4967 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

AKT Kaninchen #4685 
1:1000 (WB) 

1:100 (IHC) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

phospho-AKT 

(Ser374) 
Kaninchen #4060 

1:1000 (WB) 

1:50 (IHC) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

ERK Kaninchen #9102 
1:1000 (WB) 

1:50 (IHC) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

phospho-ERK 

(Thr202/Thr204) 
Kaninchen #9101 

1:1000 (WB) 

1:200 (IHC) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 
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p70S6 Kinase Kaninchen #9202 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

phospho-p70S6 

Kinase 
Maus #9206 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

S6 ribosomales 

Protein 
Kaninchen #2217 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

phospho-S6 

ribosomales 

Protein 

Kaninchen #2211 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

Bcl-2 Kaninchen #2876 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

Mcl-1 Kaninchen #4572 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

Bcl-xL Kaninchen #2762 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

pan-Ras Kaninchen #3965 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

B-Raf Kaninchen #9434 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 
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CHOP Kaninchen #2895 1:1000 (WB) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

PTEN 

 
Maus #9552 

1:1000 (WB) 

1:200 (IHC) 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

HMB-45 Maus #M0634 1:100 (IHC) DAKO, Hamburg 

Melan-A Maus #M7196 1:50 (IHC) DAKO, Hamburg 

IgG HRP-linked 
anti-

Kaninchen 
#7074 1:3000 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

IgG HRP-linked anti-Maus #7076 1:3000 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

IgG AP-linked 
anti-

Kaninchen 
#7056 1:3000 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 

IgG AP-linked anti-Maus #7054 1:3000 

Cell Signaling 

(NEB),  

Frankfurt a. M. 
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2.3 Chemotherapeutika und Inhibitoren 

Tabelle 2-2: Eingesetzte Chemotherapeutika und Inhibitoren 

Substanz Art des Wirkstoff Vertrieb 

Cisplatin 

(Diamindichloridoplatin) 
Zytostatikum 

Gry- 

Pharma, Kirchzarten 

Temozolomid (Temodal) Alkylierendes Zytostatikum 
Essex Pharma GmbH, 

München 

LY294002 PI3K Inhibitor 
New England Biolabs 

GmbH, München 

U0126 MEK Inhibitor 
New England Biolabs 

GmbH, München 

PD98059 MEK Inhibitor 
New England Biolabs 

GmbH, München 

Lonafarnib Farnesyltransferaseinhibitor 
Essex Pharma GmbH, 

München 

Sorafenib RAF Inhibitor 
Bayer Schering Pharma 

AG, Berlin 

Rapamycin mTOR Inhibitor 
Sigma Aldrich Chemie 

GmbH, Steinheim 

PLX4032/Vemurafenib 

(Zelboraf) 
BRAFV600E Inhibitor 

Plexxikon, Berkeley, CA, 

USA/ Selleck Chemicals, 

München 

BKM120 PI3K Inhibitor 
Novartis Pharma AG, 

Basel, Schweiz 

GDC0941 PI3K Inhibitor 
Genentech, Inc., San 

Francisco, CA, USA 
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2.4 Primer 

Tabelle 2-3: Verwendete Primer 

Primer Sequenz 

Mcl-1-R GCAGCTTTCTGGTTTTATGG 

Mcl-1-F GGACATCAAAAACGAAGACG 

Aktin-R ATGCTATCACCTCCCCTGTGTG 

Aktin-F TTGTTACAGGAAGTCCCTTGCC 

BRAF-ex-15-R CCAAAAATTTAATCAGTGGA 

BRAF-ex-15-F TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA 

KIT-ex-11-R AAACAAAGGAAGCCACTGGA 

KIT-ex-11-F TGTTCTCTCTCCAGAGTGCTCTAA 

KIT-ex-13-R AGCAAGAGAGAACAACAGTCTGG 

KIT-ex-13-F TCATCAGTTTGCCAGTTGTGC 

KIT-ex-17-R TCGAAAGTTGAAACTAAAAATCC 

KIT-ex-17-F TCATTCAAGGCGTACTTTTG 

KIT-ex-18-R CAAGGAAGCAGGACACCAAT 

KIT-ex-18-F TCATTTCAGCAACAGCAGCAT 

NRAS-Cod61-R TGACTTGCTATTATTGATGG 

NRAS-Cod61-F TGGTGAAACCTGTTTGTTGGA 
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2.5 Zelllinien und Primärzellen 

2.5.1 Etablierte Zelllinien 

Tabelle 2-4: Verwendete etablierte Zelllinien 

Zelllinie Herkunft Quelle Mutationsstatus 

451Lu Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Andalib et al., 

1997 

BRAFV600E 

NRAS WT 

SKMel28 Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Carey et al., 

1976 

BRAFV600E 

NRAS WT 

SKMel19 Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Carey et al., 

1976 

BRAFV600E 

NRAS WT 

MV3 Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Van Muijen et 

al., 1991 

BRAF WT 

NRASQ61R 

BLM Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Van Muijen et 

al., 1991 

BRAF WT 

NRASQ61R 

MEWO Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Carey et al., 

1976 

BRAF WT 

NRAS WT 

1205Lu Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

Andalib et al., 

1997 

BRAFV600E 

NRAS WT 

PTEN loss 

WM3734 Meenhard Herlyn, Wistar 

Institut, Philadelphia, USA 

 BRAFV600E 

NRAS WT 

SV-FHAS A. Muruganandam, Institute 

of Biological Sciences, 

National Research Council 

of Canada Ottawa, Canada 

  

 

2.5.2 Isolierte Zellen zur Kurzzeitkultivierung 

Tabelle 2-5: Verwendete frisch isolierte Patientenzellen 

Zelllinie Ort der Metastase Entnahmedatum 
Mutationsstatus 

(falls bekannt) 

ZüMel1 Lymphknoten  

ZüMel1H Hirn  

ZüMel2 Lymphknoten  

ZüMel2H Hirn 

Aus der Schweiz 

erhalten, daher 

Entnahmendatum 

unbekannt  
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TüMel19H Hirn 21.05.2010  

TüMel21H Hirn 28.06.2010  

TüMel22 Haut 29.06.2010  

TüMel23 Haut 08.07.2010  

TüMel25H Hirn 29.07.2010  

TüMel27 Haut 16.08.2010  

TüMel28 Lymphknoten 17.08.2010  

TüMel30 Lymphknoten 23.08.2010  

TüMel32 Lunge 16.11.2010  

TüMel32H Hirn 21.09.2010  

TüMel74H Hirn 09.05.2012 BRAFV600E 

 

Tabelle 2-6: Frisch isolierte Hautzellen 

Zelllinie Art der Hautzelle Entnahmeort 

FF (forskin fibroblasts) Primäre Fibroblasten Vorhaut  

FK (forskin keratinocytes) Primäre Keratinozyten Vorhaut 

 

 

2.6 Medien, Lösungen und Puffer 

2.6.1 Lösungen für die Zellkultur 

Pufferlösungen zum Waschen der Zellen 

·  PBS (PAA): gebrauchsfertige Lösung für Zellkultur  

·  HBSS (PAA): gebrauchsfertige Lösung für Zellkultur  

Trypsin/EDTA zum Ablösen der Zellen von der Kulturschale 

·  Trypsin/EDTA-Lösung (T/E) in HBSS für FK:    0,05% (w/v) Trypsin/ 

0,05% (w/v) EDTA                

(GibCo):  

·  Trypsin/EDTA-Lösung (T/E) in PBS für Melanomzellen:  0,05% (w/v) Trypsin/  

0,02% (w/v) EDTA (Biochrom):  

Stopplösung zum Beenden der Trypsinierung  

·  Keratinozyten Stopplösung: 90 ml HBSS (PAA)/10 ml dialysiertes FCS (Biochrom):  

·  Fibroblasten Stopplösung: DMEM Komplettmedium 

·  Melanomzellen Stopplösung: RPMI Komplettmedium 
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DMEM Komplettmedium für Fibroblasten 

DMEM (GibCo, PAA) wurde mit 10% FCS (Biochrom) und 1% Penicillin/Streptomycin 

(Biochrom) -Lösung versetzt.  

 

RPMI Komplettmedium für Melanomzellen 

RPMI (Gibco, PAA) wurde mit 10% FCS (Biochrom) und 1% Penicillin/Streptomycin 

(Biochrom) -Lösung versetzt.  

Basismedium für Keratinozyten (KGM Base) 

Eine Flasche MCDB 153 (Sigma) Medium wurde in 900 ml deionisiertem Wasser gelöst 

und 1,176 g Natriumhydrogenkarbonat (Sigma) zugegeben (Molekulargewicht 84,01 

g/mol). Anschließend wurden Aminosäuren in der in Tab. 2-7 angegebenen 

Konzentration hinzugegeben.  

Tabelle 2-7: Aminosäurezusätze für Keratinozytenmedium 

Aminosäure 
Endkonz. 

[M] 
Molekulargewicht [g/l] 

L-Histidin (Sigma) 2,4x10-4 209,6 0,05 

L-Isoleucin (Sigma) 7,5x10-4 131,2 0,098 

L-Methionin (Sigma) 9,0x10-3 149,2 0,013 

L-Phenylalanin (Sigma) 9,0x10-3 165,2 0,015 

L-Tryptophan (Sigma) 4,5x10-3 204,2 0,009 

L-Tyrosin (Sigma) 7,5x10-3 225,2 0,017 

 

Der pH-Wert wurde mit 50%iger NaOH auf pH 7,4-7,6 eingestellt und die Lösung mit 

bidest. Wasser auf einen Liter aufgefüllt. Nach Sterilfiltration (Porengröße 0,22 µm) 

wurden je 250 ml Aliquots des Basismediums bei -20 °C eingefroren.  

 

Komplettmedium für Keratinozyten (KGM komplett) 

Zu 250 ml des Basismediums für Keratinozyten wurden die in Tab. 2-8 aufgeführten 

Zusätze hinzugegeben. Vor der Zugabe des bovinen Hypophysenextrakts wurde das 

Medium sterilfiltriert (Porengröße 0,22 µM). 
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Tabelle 2-8: Zusammensetzung von Keratinozyten-Komplettmedium 

Bestandteile Volumina Endkonzentration 

KGM Base 250 ml  

Insulin (Sigma) 250 µl 5 mg/l 

Ethanolamin (Sigma) 250 µl 0,1 mM 

Phosphoethanolamin (Sigma) 250 µl 0,1 mM 

Penicillin/Streptomycin 

(GibCo) 
2,5 ml 

Pen. 100.000 IU/l; 

Strep. 100 mg/l 

EGF (GibCo) 1000 µl 0,4 µg/l 

Hydrocortison (Sigma) 25 µl 5 x 10-7 M 

sterilfiltrieren 

Bovines Hypophysenextrakt 

(GibCo) 
1 Röhrchen 100 mg/ml 

 

Medien für das Hautrekonstrukt 

Tabelle 2-9: Zusammensetzung des Epidermal Growth Medium (EGM) 

 gesamt 60 ml gesamt 120 ml 

DMEM 43,5 ml 87 ml 

HAM‘s F-12 14,5 ml 29 ml 

EGF 0,6 ml 1,2 ml 

Calciumchlorid 28 µl 56 µl 

Selen (Sel) 120 µl 240 µl 

Ethanolamin (e) 12 µl 24 µl 

Phosphorylethanolamin (OP) 12µl 24 µl 

Insulin 82,5 µl 165 µl 

Transferrin 12 µl 24 µl 

Trijodthyronin (Tri) 12 µl 24 µl 

Hydrocortison (HC) 12 µl 24 µl 

Progesteron (Pro) 12 µl 24 µl 

Hepespuffer 240 µl 480 µl 

Serin (S) 60 µl 120 µl 

Cholinchlorid (Chol.) 60 µl 120 µl 

dFCS 1,2 ml 2,4 ml 
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Gentamicin 60 µl 120 µl 

Fungizone 120 µl 240 µl 

Adenin 0,0018 g 0,0036 g 

L-Glutamin 0,035 g 0,07 g 

Strontium 0,016 g 0,032 g 

 

Tabelle 2-10: Zusammensetzung des Melanom-Mediums (MM) 

 gesamt 120 ml gesamt 60 ml 

DMEM 58 ml 29 ml 

HAMS F-12 58 ml 29 ml 

Calciumchlorid 114 µl 57 µl 

Adenin, powder 0,0036 g 0,0018 g 

Glutamin, powder 0,07 g 0,035 g 

Selenic acide 240 µl 120 µl 

Ethanolamin 24µl 12 µl 

Phosphorylethanolamin (OP) 24 µl 12 µl 

Insulin 165 µl 82,5 µl 

Transferrin 24 µl 12 µl 

Trijodthyronin 24 µl 12 µl 

Hydrocortison 24 µl 12 µl 

Hepes-Puffer 480 µl 240 µl 

Serin 120 µl 60 µl 

Cholinchlorid 120 µl 60 µl 

Strontiumchlorid 0,032 g 0,016 g 

dFCS 2,4 ml 1,2 ml 

Gentamicin 120 µl 60 µl 

Fungizone (Amphotericin) 240 µl 120 µl 

 

2.6.2 Sonstige Lösungen 

Tabelle 2-11: Sonstige verwendete Lösungen und Puffer 

Lösung Konzentration Menge 

Propidiumjodid (Sigma)  1 mg/ml 

RNAse (Fermentas)  10 mg/ml 
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Lysepuffer  1x PBS 

0,5% Triton X-100 

5 mM EDTA 0,5 M  

pH 8 

20 mM NaF 

1 mM Orthovanadat 0,1 M 

1 mM Pyrophosphat 0,1 M 

0,1 mM PMSF 

10 µM Pepstatin A 

10 µM Leupeptin 

25 µg/ml Aprotinin 

10 ml 1x PBS 

50 µl Triton X-100 

100 µl EDTA 0,5 M  

pH 8 

400 µl NaF 

100 µl Orthovanadat 0,1 M 

100 µl Pyrophosphat 0,1 M 

10 µl PMSF 

68,4 µl Pepstatin A 

23,4 µl Leupeptin 

25 µl Aprotinin 

10 x TBE                                          

 

9 M Tris-Base  

9 M Borsäure  

250 mM EDTA                         

Einwaage ad 1 l bidest. 

H2O 

109 g Tris-Base 

55,7 g Borsäure 

7,3 g EDTA 

10 x PBS   

 

1,37 M NaCl  

27 mM KCl  

20 mM KH2PO4 

100 mM Na2HPO4            

Einwaage ad 1 l bidest. 

H2O 

80 g NaCl 

2 g KCl 

2,7 g KH2PO4 

14,4 g Na2HPO4 

SDS-PAGE Laufpuffer                                  

 

25 mM Tris Base  

250 mM Glycin                             

0,1% (w/v)                                                                                   

Einwaage ad 1 l bidest. 

H2O  

3 g Tris Base 

18,8 g Glycin 

1 g SDS 

SDS-PAGE 

Probenpuffer (2 x 

konzentriert)                            

100 mM Tris-HCl pH 6,8  

4% (w/v) SDS 

10% (v/v) Glycerin  

200 mM � -

Mercaptoethanol           

0,2% (w/v)Bromphenolblau                            

Einwaage ad 10 ml bidest. 

H2O 

1 ml 1 M Tris-HCl pH6,8 

0,4 g SDS 

1 ml 99% Glycerin 

1 ml � -Mercaptoethanol  

0,05 g Bromphenolblau     
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Agarosegel 

Probenpuffer 

(10x konzentriert)            

 

 

50% (v/v) Glycerol    

0,1 M EDTA   

0,25% Bromphenolblau  

0,25% Xylencyanol                                         

Einwaage ad 10 ml bidest. 

H2O 

6,25 ml 80% Glycerol 

2 ml 0,5M EDTA pH 8,0 

25 mg Bromphenolblau 

25 mg Xylencyanol 

Blockierungspuffer 5% Milchpulver 

0,01% Tween 20 

5 g Milchpulver 

100 µl Tween 20 

100 ml 1x PBS 

Transferpuffer  

 

37,4 mM Glycin 

50 mM Tris-Base 

1,28 mM SDS 

20% (v/v) Methanol 

Einwaage ad 5 l bidest. 

H2O  

14,5 Glycin 

29 g Tris-Base 

1,85 g SDS 

1 l Methanol 

Detektionspuffer  

 

0,1 M Tris-HCl 

0,1 M NaCl 

Einwaage ad 1,6 l bidest. 

H2O 

19,2 g Tris-HCl 

9,6 g NaCl 

pH 9,5 

 

2.7 Geräte und Software 

2.7.1 Software 

Tabelle 2-12: Verwendete Computerprogramme 

Programm Hersteller 

Acrobat Reader Adobe 

Word Microsoft 

Excel Microsoft 

Powerpoint Microsoft 

Photoshop Adobe 

Probefinder Roche 

ICycler iQ Bio-Rad 

LC480 Roche 

Microwin 2000 4.41 Microtek 
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2.7.2 Geräte 

Tabelle 2-13: Verwendete Laborgeräte 

Gerät Typ und Hersteller 

Absaugvorrichtung  IV-500 Vacuset Multi-Tip Kit (Inotech) 

Blot-Apparatur  
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-

Rad) 

Brutschränke  

 

HERAcell 240 CO2 Incubator  

BBD 6220 ; T6 function line (Heraeus) 

Elektrophorese-System  Mini-PROTEAN (Bio-Rad) 

Folienschweißgerät  Folio FS 3602 (Severin)  

Heizblock  Dry-Block DB-2D (Techne)  

Kamera  E-300 (Olympus) 

Kühlschränke FKS 500 (Liebherr); HFU 586 (Heraeus) 

Magnetrührer  RCT basic (IKA Labortechnik) 

Mikroskope CK 40 (Olympus) ; IX50 (Olympus) 

Mikrowelle MW600 (Bosch) 

Netzgeräte 

 

Power Supply EPS 200 (Pharmacia Biotech);  

Power Pac 300 (BioRad)  

pH-Messgerät  Knick pH-Meter 761 (Calimatic) 

Photospektrometer Smartspec plus (Biorad) 

Platten-Spektrometer  TriStar LB 941 (Berthold Technologies) 

Realtime PCR System  iCycler (Biorad); LC480 (Roche) 

Rollenmischer RM5 (Fröbel Labortechnik) 

Röntgenkassetten Röntgenkassette (Dr. Goos-Suprema 

Schüttelinkubator HT (Infors)  

Schüttler HS250 (IKA Labortechnik) 

Sicherheitswerkbank Herasafe HS18 (Heraeus); MRF-B (Steag) 

Thermocycler PTC200 (MJ Research) 

Ultrazentrifuge 10SW Rotor (Sorvall)  

Vakuumpumpe N180.3 (KNF Neuberger) 

Vortexer  Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) 

Waagen LC 821 (Sartorius); Kern 770 (Kern) 

Wasserbad 1083 (Gesellschaft für Labortechnik) 



Materialien 

 41 

Zentrifugen 

 

 

 

 

 

Biofuge pico (Heraeus) 

Biofuge 13 (Heraeus) 

Megafuge 1.0R (Heraeus) 

Varifuge 3.0R (Heraeus) 

Biofuge fresco (Heraeus) 

ZK 401 (Hermle) 

 

2.8 Kits und Verbrauchsmaterialien 

Für die Zellkultur wurden Materialien von Gibco (Invitrogen, Darmstadt) und BD 

Biosciences (Heidelberg) eingesetzt. 

Tabelle 2-14: Eingesetzte Kits und sonstige Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller 

Immobilon PVDF-Membran  Roche, Mannheim 

Biocoat: Kollagen I beschichtete 

Zellkulturmaterialien 
BD Biosciences, Heidelberg 

Nucleospin RNAII Kit  Macherey&Nagel, Düren 

Röntgenfilm Kodak X-OMAT  
Eastman Kodak Company, 

Rochester 

Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen, Darmstadt 

SYBR Green real-time PCR Mix 
BioRad, München; Roche, 

Mannheim 

Lipofectamin 2000 siRNA 

Transfektionsreagenz 
Invitrogen, Darmstadt 

Whatman 3mm-Papier  Roth, Karlsruhe 

Cell culture inserts 
Corning Life Sciences, 

Amsterdam, the Netherlands 

Matrigel BD Biosciences, Heidelberg 

Ultra Vision Kit für Immunhistochemie Thermo-Fisher 
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3 Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Allgemeines 

Die gesamte Zellkulturarbeit erfolgte unter der Sterilbank. 

Die Lagerung der Zellen erfolgte in flüssigem Stickstoff oder für die Dauer von 

mehreren Monaten auch im -80°C Gefrierschrank. Die Zellen (Melanomzellen, 

Fibroblasten, Keratinozyten) wurden in entsprechendem Medium kultiviert (siehe 2.6.1). 

3.1.2 Mediumwechsel und Passagieren 

Zellen wurden bei 90% Konfluenz gesplittet. Hierfür wurde zuerst das alte Medium 

abgesaugt; dann wurden die Zellen mit HBSS (10 ml) gewaschen, um tote Zellen zu 

entfernen und anschließend 5 min bei 37°C mit Trypsin/EDTA (4 ml) inkubiert. Wenn 

sich die Zellen gut abgelöst hatten, wurde Medium (8 ml) in die Flasche gegeben um 

die Wirkung des Trypsins zu stoppen. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml 

Reaktionsgefäß überführt und abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4°C). Das Medium 

wurde erneut abgesaugt und die Zellen in entsprechender Verdünnung in eine neue 

Flasche gegeben. 

3.1.3 Kryokonservierung 

Für die Kryokonservierung wurden abtrypsinierte Zellen in Einfriermedium (70% 

entsprechendes Zellkulturmedium siehe 2.6.1, 20% FBS und 10% DMSO) 

resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Kryoröhrchen überführt und im -80°C 

Gefrierschrank eingefroren. Es wurden 2 Millionen Zellen pro ml Einfriermedium 

eingefroren. 

 

3.2 Melanomzellisolation aus Tumorgewebe 

Die Resektate, der in der Universitätsklinik Tübingen operierten Melanompatienten, 

wurden für die Weiterverarbeitung unmittelbar nach der Operation in RPMI Medium mit 

1% Penicillin/Streptomycin gegeben. Für die Isolation erfolgte die Aufteilung des 

Tumorgewebes in mehrere kleine Stücke und die Entfernung vorhandenen 

Fettgewebes. Zwei bis drei der zerkleinerten Gewebeteile wurden für die Zellisolation 

vorgesehen, die restlichen Stücke wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80°C zwischengelagert, bevor sie für die langfristige Verwahrung in flüssigem 

Stickstoff der Gewebebank zugeordnet wurden. Für die Zellkultivierung wurden mehrere 

Stücke des Gewebes in einer 6-Well-Platte verteilt, erneut zerkleinert (Stücke <0,5 cm) 
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und mit Verdaulösung (bestehend aus: 100 ml HBSS, 50 mg Collagenase, 100 mg 

Hyaluronidase, 73 mg Dispase) bedeckt. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurde 

die enzymatische Aktivität der Enzyme in der Nävilösung durch Zugabe von Medium 

(RPMI Komplettmedium) inhibiert. Durch vermehrtes Resuspendieren mit einer Pipette 

und der anschließenden Passagierung durch ein Zellsieb (0,2 µm Durchmesser) in ein 

50 ml Falcon-Röhrchen wurden Zellsuspensionen gewonnen. Anschließend wurde das 

Falcon 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das Pellet wurde 

in einer entsprechenden Menge Medium resuspendiert und in eine 6-well-Platte 

überführt. Am nächsten Tag fand ein Mediumwechsel statt. 

 

3.3 Immunhistochemie zum Nachweis von MelanA und HMB45 

Da es bei der Zellisolierung von Tumorzellen aus Haut oder anderen Geweben 

vorkommen kann, dass auch andere Zelltypen mitisoliert werden, wie zum Beispiel 

Fibroblasten, ist es wichtig die Melanomzellen spezifisch nachzuweisen. Deshalb 

wurden die Zellen immunhistochemisch gefärbt. Als melanomspezifische Marker 

wurden die zytoplasmatischen Proteine HMB45 und MelanA verwendet. 

Dazu wurden 10000-20000 der zu färbenden Zellen in 4- fach Zellkulturobjektträger 

gesät. Um zu gewährleisten, dass die Zellen optimale Wachstumsbedingungen 

vorfinden, wurden pro Kammer jeweils 0,5 ml Medium hinzugefügt. 24 h später waren 

die Zellen adhärent und es konnte mit der immunhistochemischen Färbung begonnen 

werden. Nach einer zweimaligen Spülung mit PBS erfolgte eine 10-minütige Fixierung 

der Zellen mit 4% Formalin. Anschließend erfolgte ein Blockiervorgang mit Ultra V 

Block. Zwischen den Schritten wurde jeweils 4 Mal mit PBS gewaschen. 

Dann erfolgte die 1-stündige Inkubation mit dem Erstantikörper (Verdünnung für Melan 

A betrug 1:50 jene für HMB45 1:100). Nachfolgend wurde für 20 min der „Primary 

Antibody Enhancer“ hinzugegeben. Das AP-Polymer musste dann für 30 min 

hinzugefügt werden. Nun wurde die Chromogenlösung für 10-25 min auf die 

Objektträger gegeben. Sobald eine Rotfärbung der Zellen mikroskopisch zu erkennen 

war, wurde die Kammer der Objektträger mit PBS gespült und anschließend wurde HE-

Farbstoff aufpipettiert und 5 min inkubiert. Abschließend wurde mit Leitungswasser 

gespült, bis kein blauer Farbstoff auf dem Objektträger zurückblieb. Der Objektträger 

wurde dann an der Luft getrocknet. Nach diesem Vorgang wurden 3 Tropfen der zuvor 

im Wasserbad erwärmten Glyceringelatine auf den Objektträger pipettiert, das Deckglas 

luftblasenfrei fixiert und die Präparate mikroskopisch ausgewertet. 
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Für die anderen immunhistochemischen Färbungen wurde zur Detektion das UltraView 

Universal Detection Kit von Ventana (Tucson, AZ, USA) verwendet. Melan-A im 

Speziellen wurde mit dem UltraView Universal DAB Detektionskit detektiert, während 

für die anderen Antikörper das UltraView Universal Alkaline Phosphatase Red 

Detektionskit verwendet wurde. 

 

3.4 Mutationsanalyse 

Zunächst wurde aus Zellpellets oder mikrodissezierten Gewebeproben DNA isoliert. 

Danach erfolgte ein Verdau mit Proteinase K, um Proteine zu entfernen. Für die 

anschließende Mutationsanalyse per PCR Technologie wurde folgender Ansatz 

verwendet: 

Tabelle 3-1: PCR-Ansatz für die Mutationsanalyse 

 Menge in µl 

ddH2O 20,47 

10x PCR Puffer 2,5 

MgCl2 25mM 0,5 

dNTP 100mM/4 0,25 

Primer forward 20µM 0,54 

Primer reverse 20µM 0,54 

BSA 100x 0,1 

Hot Star 5U/µl 0,1 

Gesamtmenge 25 

 

Die für die PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 2-3 aufgeführt.  

Zur direkten DNA-Sequenzierung wurden die gereinigten PCR Produkte verwendet. Die 

Sequenzierung wurde von der Firma 4base lab in Reutlingen durchgeführt. 

 

3.5 Isolierung von Keratinozyten und Fibroblasten aus Vorhäuten 

Primäre humane Keratinozyten und Fibroblasten wurden aus Vorhäuten gewonnen. Mit 

steriler Schere und Pinzette wurden zuerst Fett- und Bindegewebe sowie Blutgefäße 

entfernt. Die so gesäuberte Haut wurde in ca. 20 mm2 große Stücke geschnitten und 

diese mit der Epidermis nach unten in ein well einer 6-well Platte mit 2 ml Lösung B 

(Tab. 3-2) gelegt. Nach einer Inkubation bei 4 °C für 16-20 h wurden die von dem in 

Lösung B enthaltenen Trypsin angedauten Gewebestücke einzeln in eine Petrischale 



Methoden 

 45 

mit 1 ml Lösung A (Tab. 3-2) überführt. Die Epidermis mit den Keratinozyten wurde von 

der Dermis getrennt, indem eine Skalpellklinge mit Druck quer über das Hautstück 

gezogen wurde. Da die Basalmembran durch das Trypsin zerstört wurde, ist es so 

möglich, die Epidermis von der Dermis zu trennen. Die Epidermis wurde mit der 

Flüssigkeit in ein Röhrchen mit 5 ml Lösung A überführt und ca. 60 Mal mit einer 10 ml 

Pipette resuspendiert. Dies führte zu einer mechanischen Zerkleinerung der Epidermis, 

so dass sich die Keratinozyten aus dem Gewebeverband lösen konnten. Die 

Suspension wurde für 4 min bei 1200 rpm abzentrifugiert, der Überstand abgenommen 

und die Zellen in 5 ml Keratinozytenmedium resuspendiert. Die Keratinozyten wurden in 

einer mit Collagen beschichteten T75 Kulturflasche für 24 h kultiviert, dann erfolgte ein 

Mediumwechsel. Fibroblasten konnten nun aus der Dermis gewonnen werden. Diese 

wurde in möglichst kleine Stücke geschnitten. Die Stücke wurden auf den Boden eines 

wells einer 24 well Platte gelegt und mit DMEM überschichtet. Sobald einzelne Zellen 

aus dem Hautstück ausgewandert waren, konnten diese abtrypsiniert, frisch ausgesät 

und weiterkultiviert werden. 

 

Tabelle 3-2: Verwendete Medien zur Zellisolierung aus Vorhaut 

Transportmedium Lösung B Lösung A 

Menge Substanz Konz. Substanz Konz. Substanz 

500 ml HBSS 30 mM Hepes 30 mM Hepes 

 Gentamycin 4 mM Glucose 10 mM Glucose 

5 ml Penicillin 3 mM KCl 3 mM KCl 

 Streptamycin 130 mM NaCl 130 mM NaCl 

 Amphotericin 1 mM Na2HPO4 1 mM Na2HPO4 

  0,25% Trypsin  H2O 

   H2O   

 

3.6 Hautrekonstrukt 

Zuerst erfolgte die Herstellung des dermalen Rekonstrukts, das hauptsächlich aus 

Fibroblasten (Passage 4 – 7) und Kollagen besteht.  

150.000 Fibroblasten pro ml wurden in 7,9 ml DMEM mit 30% FCS resuspendiert und 

anschließend mit 9 ml Kollagen Typ I (BD Biosciences, Heidelberg) gemischt. Vorab 

wurden bereits 1,5 ml 0,1 N NaOH mit 5,25 ml 3x DMEM gemischt. Beide Lösungen 

wurden nun vorsichtig gemischt und je 1 ml der Suspension wurden nun möglichst 
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blasenfrei in je ein well einer 24 well Platte pipettiert. Die Platte wurde dann über Nacht 

bei 37 °C inkubiert. 

Am nächsten Tag erfolgte die Aufsaat der Epidermis, diese besteht aus Keratinozyten 

und Melanomzellen. Hierzu musste zuerst das epidermale Wachstumsmedium (EGM) 

hergestellt (siehe Tabelle 2-9) und anschließend sterilfiltriert werden. 

Die Keratinozyten und Melanomzellen wurden im Verhältnis 2,5:1 aufgesät. Es wurden 

also 100.000 Keratinozyten und 40.000 Melanomzellen je Rekontrukt benötigt. Die 

Zellen wurden in EGM resuspendiert (100 µl pro Rekonstrukt) und vorsichtig auf die 

dermalen Rekonstrukte aufgebracht. Nach weiteren 2-3 Tagen folgte das sogenannte 

Airlifting (Anheben des Rekonstruktes an die Luft-/Flüssigkeitsgrenze). Dabei wurden 

die Rekonstrukte auf Filterinserts gelegt und diese wiederum wurden in eine 6-well 

Platte eingebracht. Die Rekonstrukte wurden ab diesem Zeitpunkt nur noch von der 

Basis her mit Nährstoffen versorgt und ab sofort auch mit anderem Medium, dem 

sogenannten Melanom-Medium (MM) (Herstellung siehe Tabelle 2-10) versorgt. Der 

pH-Wert des Mediums sollte um 7,6 liegen. Am Ende der Herstellung wurde das 

Medium sterilfiltriert.  

Das Rekonstrukt konnte nun je nach Versuchsansatz noch bis zu 14 Tagen inkubiert 

werden, bevor es dann fixiert und eingebettet wurde. 

Falls die Rekonstrukte mit Inhibitoren behandelt wurden, so konnten diese direkt in das 

Melanom-Medium eingebracht werden. 

 

3.7 Stimulation mit konditioniertem Medium 

Um konditioniertes Medium zu erhalten, wurden je 2 Millionen Fibroblasten oder 

Astrozyten (SV-FHAS) in T75-Flaschen für 24 h in RPMI mit 1% Penicillin/Streptomycin 

ohne Serum kultiviert. Das Medium wurde gesammelt und bei -80 °C eingefroren und 

erst kurz vor Gebrauch wieder aufgetaut. Hierzu wurden die zu stimulierenden Zellen 

mit einer Dichte von 250.000 Zellen pro well in einer 6-well Platte ausgesät und über 

Nacht kultiviert. 

Am nächsten Tag wurde das konditionierte Medium von Fibroblasten oder Astrozyten 

hinzugegeben. Auf die Kontrollzellen wurde RPMI ohne Serum gegeben. Die Zellen 

wurden 1, 3 oder 6 h nach Stimulation geerntet und es wurde Zelllysat für Western Blot 

Analysen hergestellt. 
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3.8 Matrigel Invasionsassay 

Filterinserts (für 24-well Platten) für die Zellkultur wurden mit Matrigel beschichtet. 

Anschließend wurden 5000 Melanomzellen pro well und Insert (8 µm 

Porendurchmesser) aufgesät. Die obere Kammer wurde mit DMEM ohne FCS 

beschichtet. In die untere Kammer des Transwells wurde serumfreies Medium als 

Kontrolle, sowie Fibroblasten- und Astrozyten-konditioniertes Medium gegeben. Nach 

24 h wurden die Zellen auf der Oberseite des Inserts abgekratzt und die Membran mit 

der Unterseite nach oben fixiert und HE gefärbt. Anschließend wurde die Membran auf 

einem Objektträger eingedeckelt. Die Zellen, die dabei waren in das untere well zu 

migrieren konnten so unter dem Mikroskop ausgezählt und ausgewertet werden.  

 

3.9 siRNA-Transfektion 

RNA-Interferenz ist eine Methode zur Inhibition der Gentranslation eines bestimmten 

Gens. In die Zielzelle werden kurze RNA-Fragmente, so genannte small interfering 

RNAs (siRNAs) eingeschleust. Diese siRNAs bringen Endonukleasen der Zelle dazu, 

zelleigene mRNA, die komplementär zu den siRNAs ist, zu degradieren. In der 

vorliegenden Arbeit wurde siRNA gegen BRAF und eine nicht inhibitorische Kontroll-

siRNA ohne Zielgen verwendet.  

 

Tabelle 3-3: siRNA für BRAF 

Target Basensequenz Hersteller 

siRNA BRAF 5´- AAGUGGCAUGGUGAUGUGGCA -3´ biomers 

siRNAscrambled 5´- AAGUCCAUGGUGACAGGAGAC -3´ biomers 

 

Zur Transfektion wurden 300.000 Zellen pro Kavität in eine 6-well Platte ausgesät. Am 

nächsten Tag wurde mit 2 ml PBS gewaschen und danach wurde 1 ml OPTI-MEM®-

Medium (OPTI-MEM® I + GlutaMAXTM-I, Gibco), in dem die Transfektion stattfindet, 

zugegeben. Es wurden 2 µl Lipofectamin 2000 (Invitrogen) mit 50 µl OPTI-MEM®-

Medium durch Auf- und Abpipettieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert. 99 nM der 

jeweiligen siRNA wurden mit 50 µl OPTI-MEM®-Medium vermischt und ebenfalls 5 min 

bei RT inkubiert. Danach wurden die beiden Ansätze vereint und 20 min bei RT 

inkubiert. Anschließend wurde diese Lösung in je ein well mit kultivierten Zellen getropft 

und 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit sollte die siRNA in die Zellen 

gelangt sein und der Transfektionsansatz konnte abgenommen werden, bevor wieder 2 
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ml RPMI-Komplettmedium dazugegeben werden. Nach 24 h wurden die Zellen 

geerntet, um sie weiter analysieren zu können. 

 

3.10 MUH-Assay 

Dieser fluorometrische Proliferationsassay basiert auf der Hydrolyse des Substrats 4-

Methylumbelliferylheptanoat (MUH) durch zelleigene Esterasen. Das Fluorochrom MUH 

wird zu 4-Methylumbelliferon umgesetzt. Die gemessene Fluoreszenz ist proportional 

zur Menge der vitalen Zellen.  

Für den Test wurden die Zellen in 96-well-Platten ausgesät. Es wurden jeweils 2500 

Zellen in 50 µl Medium pro well gegeben. Nach 24 h Wachstum bei 37°C wurden die 

Inhibitoren in den entsprechenden Konzentrationen in neuem Medium hinzugegeben. 

Der Ansatz wurde so für 72 h bei 37°C inkubiert.  

Nach 72 h wurde das Medium abgenommen und die wells wurden zweimal mit 100 µl 

PBS-Lösung (37°C) gewaschen. Anschließend wurde die MUH Lösung hergestellt. 50 

µl MUH wurden in 5 ml PBS gelöst. Von dieser Lösung wurden jeweils 100 µl in jedes 

well pipettiert. Dann wurde der Ansatz für 1 h bei 37°C inkubiert.  

Die Messung der optischen Dichte erfolgte anschließend am Fluoroscan bei einer 

Extinktion von 355 nm und einer Emission von 460 nm.  

Die Auswertung wurde mit dem Office Programm Excel durchgeführt.  

 

3.11 Zellproliferationsmessung in Echtzeit (xCelligence) 

BLM Zellen (2.5 x 103 Zellen/Kavität) wurden in 96-well Platten ausgesät (E-Plate 96, 

Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Elektrische Impedanz wurde alle 15 min 

gemessen und gespeichert. Über einen Zeitraum von 96 h wurde kontinuierlich 

gemessen. Dazu wurde das xCELLigence System (Xing et al., 2005) genutzt. Die Zell 

Index Werte wurden mit der RTCA Software (1.0.0.0805) berechnet. Die Daten wurden 

zum Zeitpunkt 24 h normalisiert. Jedes Experiment wurde dreimal in Triplikaten 

durchgeführt. 

 

3.12 Zellzyklusanalyse am FACS (Fluorescence associated cell 

sorter) 

Für die Zellzyklusanalyse wurden 150.000 Zellen pro 2 ml Medium in 6-well Platten 

ausgesät und für 48 h bei 37°C kultiviert. Anschließend wurde neues Medium mit der 
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jeweiligen Inhibitorkonzentration hinzugegeben. Die Zellen wurden so für weitere 48 h 

bei 37°C inkubiert.  

Anschließend wurden die Überstände abgenommen und in 15 ml Reaktionsgefäßen 

gesammelt. Die Zellen wurden abtrypsiniert und ebenfalls in die 15 ml Reaktionsgefäße 

überführt. Nach Zentrifugation (1200 rpm, 5 min, 4°C) wurde einmal mit kaltem PBS (1 

ml) gewaschen und erneut abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde 

anschließend in 1 ml eiskaltem Ethanol (75%) vorsichtig gelöst. Dies erfolgte sehr 

langsam unter vorsichtigem Vortexen. Die fixierten Zellen mussten nun für mindestens 

zwanzig Minuten, besser über Nacht, im Kühlschrank aufbewahrt werden.  

Die Zellen wurden zunächst erneut zweimal mit kaltem PBS gewaschen (1500 rpm, 10 

min, 4°C), die Färbelösung aus 50 µg/ml Propidiumjodid und 100 µg/ml RNAse in PBS 

wurde hergestellt und jeweils 0,5 ml in jedes Reaktionsgefäß gegeben. Nach kurzem 

vorsichtigem Vortexen wurden die Proben für mindestens 20 min bei 4°C inkubiert. Die 

Zellzyklus-Messung am FACS erfolgte nun innerhalb von 24 h. 

 

3.13 RNA Extraktion (NucleoSpin® RNA-Kit (Machery-Nagel)) 

Kultivierte Melanomzellen wurden abtrypsiniert und mit 2 ml PBS gewaschen. Über ein 

System aus Wasch- und Trennsäulen unter Einsatz verschiedener Pufferlösungen und 

mehreren Zentrifugationsschritten wurde die RNA isoliert (wie vom Hersteller 

beschrieben). Je nach Größe des Zellpellets wurde die RNA mit einem Volumen von 20 

bis 40 µl RNase-freiem Wasser eluiert.  

Die Konzentration der RNA wurde anschließend photometrisch bestimmt, indem bei 

einer Wellenlänge von 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren) und 280 nm 

(Absorptionsmaximum von Proteinen) die Extinktion gemessen wurde. Da eine optische 

Dichte von 1 einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml entspricht, lässt sich die RNA-

Konzentration folgendermaßen berechnen: 

Extinktion260 x Verdünnung x 40 = RNA-Konzentration [µg/ml]       

Der Koeffizient aus der Extinktion260 (Nucleinsäuren) zur Extinktion280 (Proteine) diente 

zur Reinheitsbestimmung der RNA und sollte 1,7 bis 2 betragen. 

 

3.14 Agarosegelelektrophorese der Gesamt-RNA 

Mittels der Agarosegelelektrophorese sollte die Qualität der RNA überprüft werden. Zur 

Auftrennung wurde 1 µg der RNA-Lösung mit RNA-Ladepuffer in eine Tasche eines 

1,5%igen Agarosegels pipettiert und ein elektrisches Feld mit 120 V über 30 min 
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angelegt. Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose in 1 x TBE aufgekocht (Tab. 3-

4). Anschließend wurde das Gel mit 1 µg/ml Ethidiumbromid angefärbt, um danach die 

RNA unter UV-Licht sichtbar zu machen und fotografieren zu können. 

 

Tabelle 3-4: Für die Agarosegelelektrophorese verwendete Lösungen und Puffer 

6 x RNA-Ladepuffer 1 x TBE Ethidiumbromid-Lösung 

30 % Glycerin 90 mM Tris 100 µg Ethidiumbromid 

0,25 

% 

Bromphenolblau 90 mM Borsäure In 100 ml 1 x TBE 

0,25 

% 

Xylencyanol 2,5 mM EDTA   

In ddH2O In ddH2O   

 

3.15 Reverse Transkription 

Für die Reaktion wurde 1 µg der zu transkribierenden RNA mit Nuklease-freiem Wasser 

in einem 0,5 ml-PCR-Reaktionsgefäß auf ein Endvolumen von 4 µl gebracht und 1 µl 

Oligo(dT)15 Primer dazupipettiert. Nach Mischen und Herunterzentrifugation erfolgte 

eine 5-minütige Denaturierung bei 70°C und danach eine Abkühlung auf Eis über 5 min. 

In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix für n+1 Proben angesetzt (siehe Tab. 3-5).  

15 µl des Mastermixes wurden zur RNA pipettiert. Danach erfolgte eine 5-minütige 

Inkubation bei 25 °C zur Primeranlagerung. Anschließend fand bei 42°C für 1 h die 

Synthese statt und wurde anschließend durch eine Inkubation von 15 min bei 72°C 

abgestoppt. Nach der Umschreibung wird die cDNA bei -20 °C gelagert. 

 

3.16 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Die quantitative Real-Time PCR ist ein schnelles und vollautomatisches Verfahren zur 

Quantifizierung von mRNA-Expressionsniveaus. In der vorliegenden Arbeit wurden die 

PCR-Produkte während der exponentiellen Phase über den Fluoreszenzfarbstoff SYBR 

Green detektiert. SYBR Green ist ein nicht-gekoppelter Fluoreszenzfarbstoff, der in die 

DNA interkaliert und somit an jede doppelsträngige DNA bindet. Das Signal des 

angeregten SYBR Green korreliert mit der Menge des entstehenden PCR-Produktes 

und kann in Echtzeit (real-time) dargestellt werden.  
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Tabelle 3-5: Ansätze für die Reverse Transkription 

RNA-Primer-Ansatz 

1 µg Zu transkribierende RNA 

x µl Nuklease-freies Wasser 

1 µl Oligo(dT)15-Primer 

Mastermix für reverse Transkription  

7,3 µl Nuklease-freies Wasser 

4 µl  ImProm-IITM 5x Reaktions Puffer 

1,2 µl MgCl2 

1 µl dNTP Mix (Endkonzentration 0,5 mM pro dNTP) 

1 µl ImProm-IITM Reverse Transkriptase 

0,5 µl RNasin® Ribonuklease Inhibitor 

 

Um Störeffekte, wie Unterschiede in der Ausgangsmenge der RNA, in der reversen 

Transkription oder den PCR-Effizienzen zu korrigieren, normalisierte man die 

Expression des Zielgens auf das housekeeping Gen Actin, welches unter den 

experimentellen Bedingungen nicht reguliert werden sollte. 

 

3.17 Herstellung von Zelllysaten 

Um aus Zellen Lysate herzustellen, wurden die 250.000 Zellen in 2 ml Medium in 6-well 

Platten ausgesät. Nach 24 h bzw. 48 h, bei 37°C, wurde neues Medium mit der 

jeweiligen Inhibitorkonzentration hinzugegeben und die Zellen für weitere 12 h, 16 h, 24 

h, 48 h bzw. 72 h bei 37°C inkubiert.  

Das Medium wurde abgenommen und gesammelt, um keine bereits abgelösten 

apoptotischen Zellen zu verlieren und die adhärenten Zellen wurden abtrypsiniert, in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 2 Mal mit kaltem PBS gewaschen. Im Folgenden 

wurden die Zellpellets in einer entsprechenden Menge Lysepuffer (Tab. 2-11) 

resuspendiert. 

Die Proben wurden nun für 30 min auf Eis gestellt und immer wieder gevortext. 

Anschließend wurden sie abzentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. 

 



Methoden 

 52 

3.18 Messung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit dem Bio-Rad Protein-Assay, der auf 

der Bradford Methode basiert, durchgeführt. Die Bio-Rad Lösung wurde 1:5 mit PBS 

verdünnt. Je 198 � l dieser Lösung wurden mit je 2 � l Probe in einer 96-well Platte 

gemischt. Die Messung erfolgte im Plattenspektrometer bei 595 nm. Zur Erstellung 

einer Standardkurve wurde eine BSA-Lösung bekannter Konzentration verwendet. 

Anhand der Standardkurve und der gemessenen optischen Dichte konnte die 

Proteinkonzentration der Zelllysate berechnet werden. Es wurden 15 – 30 � g Protein für 

die anschließende SDS-PAGE eingesetzt. 

 

3.19 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung verschiedener Proteine nach ihrer Größe wurde ein SDS Gel 

hergestellt, bestehend aus einem Sammelgel und einem Trenngel. Vor dem Aushärten 

des Sammelgels wurde ein Probenkamm eingesetzt. Das Gel war dann nach ca. 30 min 

ausgehärtet. Die Proben wurden 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt (2.6.2) und 5 min 

bei 100°C erhitzt. Der Elektrophoreselauf erfolgte zunächst für 5 min bei 220 V (für zwei 

Gele) und anschließend bei 140 V (für zwei Gele) für ca. 70 min.  

Je nach Proteingröße können verschiedenprozentige SDS-Gele verwendet werden. 

 

Tabelle 3-6: Zusammensetzung der SDS-Gele 

 Trenngel 10% 

(20 ml) 

Trenngel 12% 

(20 ml) 

Sammelgel 

(10 ml) 

H2O 9,575 ml 8,6 ml 7,225 ml 

40% Acrylamid 5,025 ml 6,0 ml 1,275 ml 

1,5 M Tris (pH 8,8) 5,0 ml 5,0 ml  

1,0 M Tris (pH 6,8)   1,25 ml 

10% SDS 200 µl 200 µl 100 µl 

10% Ammoniumpersulfat 

 (APS) 

200 µl 200 µl 100 µl 

TEMED 20 µl 20 µl 10 µl 

 

3.20 Western Blot 

Beim Western Blot sollen Proteine auf eine Trägermembran übertragen werden, um sie 

anschließend nachweisen zu können.  
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Dazu wurde das Gel nach der SDS-PAGE vorsichtig für 20 min in Transferpuffer 

inkubiert. Die verwendete PVDF (Polyvinylidenfluorid) Membran wurde kurz in Methanol 

getaucht, um sie zu aktivieren. Danach wurde sie in destilliertem autoklaviertem Wasser 

gewaschen und dann ebenfalls für 20 min in Transferpuffer gelegt. 

Das Gel und die Membran wurden dann luftblasenfrei auf das Whatmanpapier im 

Semidry Blotter gelegt. 

Der Transfer erfolgte bei 150 mA pro Gel; geblottet wurde für 1 h. 

Nach dem Transfer wurde das Gel kurz in PBS gewaschen und dann für mindestens 1 

h in Blockierungspuffer bei RT inkubiert um unspezifische Antikörperbindung zu 

inhibieren. 

Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran ÜN bei 4°C in 5 ml einer Lösung des 

ersten Antikörpers (Tab. 2-1). Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal 10 min bei 

RT in PBS gewaschen. Anschließend wurde sie für 1 h bei RT in 10 ml einer Lösung 

des zweiten Antkörpers (Tab. 2-1) inkubiert und danach erneut 3 Mal gewaschen. Die 

Detektion erfolgte entweder mit CDP Star (bei AP gekoppelten Zweitantikörpern) oder 

mit dem ECL-System (bei HRP gekoppelten Zweitantikörpern). Danach wurde die 

Membran in Plastikfolie eingeschweißt und die Signale durch Exposition eines 

Röntgenfilms sichtbar gemacht.  

 

3.21 Elektronenmikroskopie 

Zellen wurden mit warmer Karnovsky-Lösung fixiert, für 10 min bei 37°C inkubiert und 

anschließend bei 4°C aufbewahrt. Für die elektronenmikroskopische Analyse wurden 

die Zellen in 3,5%iger Agarose (37°C) eingebettet, bei Raumtemperatur abgekühlt und 

danach nochmals in Karnovsky-Lösung fixiert. Die anschließende weitere 2-stündige 

Fixierung erfolgte mit 1.0% Osmiumtetroxid, das wiederum 1.5% K-Eisencyanid 

enthiehlt, in 0,1M Cacodylatpuffer.  

Die fertigen Blöcke wurden in Glycidether eingebettet und mit Hilfe eines Ultra 

Microtoms (Ultracut, Reichert, Wien, Österreich) geschnitten. Ultradünnschnitte (30 nm) 

wurden auf Kupfernetze befestigt und mit einem Zeiss LIBRA 120 

Transmissionselektronenmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) analysiert. 
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3.22 In vivo Maustumormodell 

3.22.1 Stereotaktische Implantation von Melanomzellen in das Gehirn von 

Nacktmäusen 

In einer stereotaktischen Operation wurden weiblichen CD1nu/nu-Mäusen 150.000 

humane Melanommetastasenzellen (WM3734; BRAFV600E) in das rechte Striatum 

implantiert. Dazu wurde unter tiefer Isoflurannarkose 5 µg/kg Fentanyl intraperitoneal 

injiziert, um eine ausreichende Analgesie zu induzieren. Das narkotisierte Tier wurde in 

die stereotaktische Apparatur durch Ohrbalken und Inhalationsnarkosemaske 

eingespannt. Mit einem Skalpell wurde nun das OP-Feld eröffnet. Dann wurde ein 

kleines Loch in die Schädeldecke gebohrt. Eine Hamilton-Spritze wurde abgesenkt und 

die Zellen in das Gehirn der Mäuse injiziert. Anschließend wurde die Wunde vernäht 

und die Tiere erhielten postoperativ Carprofen (5 mg/kg KGW, 2x täglich, über 2 bis 3 

Tage subcutan). 

 

3.22.2 Evaluation des Tumorvolumens 

Die Evaluation von Tumorvolumen wurde mittels MRT durchgeführt. Es wurde eine 

Ausgangsdiagnostik vor Behandlungsbeginn durchgeführt und die nächste Messung 

erfolgte zwei Wochen nach der Implantation. Des weiteren wurden zweimal wöchentlich 

Verlaufskontrollen während der Behandlung durchgeführt. Bei Erreichen des 

Abbruchkriteriums (20% Gewichtsverlust, schlechter Allgemeinzustand) der 

Kontrollgruppe (ca. 5-7 Wochen nach Implantation) wurden alle Tiere durch CO2 oder 

zervikale Dislokation unter Isofluran-Narkose getötet, die Gehirne entnommen und für 

histologische bzw. immunhistochemische Untersuchungen präpariert: Hematoxylin, 

MIB-1, Melan-A, p-AKT. 

Dazu wurden die Tiere mittels einer Isofluran-Gasnarkose (Vetland, Louisville, KY, 

USA) betäubt. Sobald eine ausreichende Narkosetiefe erreicht und sichergestellt war 

(Überprüfung durch Zwischenzehen- und Schwanzspitzenreflex), wurden die Tiere auf 

spezielle Wärmebetten gelegt, um die Körpertemperatur für die Dauer der Messung 

aufrechtzuerhalten (37°C). Zusätzlich wurde durch die Verwendung von Augensalbe 

(Bausch & Lomb GmbH, Berlin, Deutschland) ein Austrocknen der Augen während der 

Messungen verhindert. Im Anschluss daran wurde die Messung gestartet und die 

Atemfrequenz der Tiere mit Hilfe eines drucksensiblen Atempads überwacht. Die 

Messung war für die Tiere absolut schmerzfrei und mit keinerlei Leiden verbunden.  
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3.22.3 Behandlung der Versuchstiere 

Die Behandlung mit BKM120 begann etwa zwei Wochen nach Implantation der 

Tumorzellen (bei im MRT deutlich sichtbaren Tumoren). Die Behandlung wurde ab 

diesem Zeitpunkt einmal täglich perioral (p.o.). bis zum Abbruch der Studie 

durchgeführt. Hierfür wurde den Tieren eine Schlundsonde durch die Speiseröhre in 

den Magen eingeführt, durch welche die Substanz appliziert werden konnte. Das 

zugeführte Volumen pro Behandlung überschritt dabei nicht 10 ml/kg Körpergewicht 

p.o.. Der Abbruchzeitpunkt der Studie richtete sich nach der Tumorgröße und der 

Befindlichkeit der Tiere in der Kontrollgruppe, wurde aber spätestens 7 Wochen nach 

Applikation der Tumorzellen festgesetzt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Die Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs hat eine 

chemosensitivierende Wirkung 

Der MAPK- und der PI3K-Signalweg sind im Melanom durch Mutation von Onkogenen 

(bspw. BRAFV600E) konstitutiv aktiviert und spielen daher eine tragende Rolle bei der 

Entwicklung von Chemoresistenz, dem Überleben, sowie der ungehemmten 

Proliferation der Melanomzellen. Deshalb sollten sowohl die Inhibition des MAPK-

Signalwegs als auch des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs einen effektiven Ansatz 

darstellen, Melanomzellen für die Behandlung mit zytostatischen oder zytotoxischen 

Chemotherapeutika zu sensitivieren. Für die Sensitivierung gegenüber den 

Chemotherapeutika Cisplatin und Temozolomid (beide aus der Gruppe der Alkylanzien) 

boten sich daher die PI3K/AKT und mTOR Inhibitoren (Wortmannin, LY294002 und 

Rapamycin), sowie die RAF-MEK und ERK Inhibitoren (Sorafenib, U0126 und 

PD98059) an, da von diesen bereits eine Wirkung als Monotherapeutikum bekannt war. 

Die Ansprechrate der kombinierten Therapie mit Chemotherapeutika und den 

spezifischen Inhibitoren wurde anhand von Proliferationsinhibition und 

Apoptoseinduktion in verschiedenen menschlichen metastatischen Melanomzelllinien 

untersucht.  

 

4.1.1 Antiproliferative Wirkung 

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene spezifische Inhibitoren des MAPK und 

des PI3K-Signalwegs in Kombination mit den beiden Chemotherapeutika Cisplatin und 

Temozolomid untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-

Signalwegs die antiproliferative Wirksamkeit der beiden Chemotherapeutika verstärken 

konnte. 

Die wirksamste antiproliferative Behandlung bestand aus der Kombination des 

Chemotherapeutikums Temozolomid mit dem spezifischen mTOR Inhibitor Rapamycin. 

Abbildung 4-1 stellt die Effektivität dieser Kombination in vier verschiedenen 

metastatischen Melanomzelllinien (451Lu, SKMel28, SKMel19 und MEWO) dar. Die 

maximal gemessene Proliferationsinhibition durch die Kombinationstherapien lag für 

SKMel28 bei 35%, für 451Lu bei 55%, für SKMel19 bei 60% und bei 65% für MEWO, 

während die Einzelbehandlungen nur bis zu 20% Proliferationsinhibition erreichten. 
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Abbildung 4-1: Die Kombination von mTOR-Inhibition und Chemotherapie hat eine 

antiproliferative Wirkung. Proliferationsassay (MUH) der Melanomzelllinien 451Lu, 

SKMel28, SKMel19 und MEWO nach 72-stündiger Behandlung mit DMSO als Kontrolle, 

Rapamycin 10 nm (rap), Temozolomid (TMZ) 100µM und 300 µM und Kombinationen der 

Inhibitoren mit den Chemotherapeutika. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten dar. (*P < 0,05 verglichen mit TMZ und Rapamycin allein.) 

 

Um genauer beurteilen zu können, ob die Kombination der beiden Therapeutika 

(Temozolomid und Rapamycin) das Melanomzellwachstum auf additive oder 

synergistische Weise inhibiert, wurde zusätzlich eine Oberflächenanalyse nach 

Tallarida durchgeführt (Abb. 4-2). Die im Diagramm dargestellte graue Oberfläche 

bezeichnet die berechnete Fläche einer theoretischen einfachen Additivität der beiden 

getesteten Substanzen, ausgehend von den mittels MUH-Assays experimentell 

ermittelten jeweiligen IC50-Konzentrationen. Die Kreuze stellen die tatsächlich 

gemessenen Ergebnisse der jeweiligen Kombinationstherapien dar. Dabei stellte sich 

heraus, dass die Effektivität der Kombinationstherapien deutlich über der Oberfläche 

der einfachen Additivität lag. Hieraus konnte man schließen, dass der 

proliferationsinhibierende Effekt von Temozolomid kombiniert mit Rapamycin 

synergistisch ist. 

Zusammenfassend konnte man schließen, dass die Kombinationsbehandlung die 

Zellproliferation bei allen vier getesteten Melanomzelllinien signifikant stärker 

unterdrückt als die jeweiligen Monobehandlungen. 
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Abbildung 4-2: Die Kombination von mTOR-Inhibition und Chemotherapie hat synergistische 

antiproliferative Effekte. Response surface Analyse der Zelllinien 451Lu, SKMel28, 

SKMel19 und MEWO nach Behandlung mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum 

Temozolomid in Kombination mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin in ansteigender 

Konzentration. Die Effekte der Medikamentenkombination (Kreuze, z-Achse) liegen über 

den Effekten der Einzelbehandlungen (graue Fläche, x-Achse und Y-Achse), was auf einen 

synergistischen Effekt zurückzuführen ist.  

 

Aufgrund der seinerzeit durchgeführten klinischen Studien zur Behandlung des 

metastasierten Melanoms mit dem spezifischen BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib, 

wurde als nächstes die Frage gestellt, ob die BRAF-Inhibition in Kombination mit 

chemotherapeutischer Behandlung einen ähnlich synergistischen Effekt erzielen kann. 

Hierfür wurde BRAF in zwei Melanomzelllinien (451Lu und SKMel28) durch gezielten 

siRNA-vermittelten knockdown herunterreguliert (Abb. 4-3 A). Es zeigte sich, dass die 

moderate Proliferationsinhibition der Chemotherapeutika in den unbehandelten 

Kontrollzellen durch den BRAF knockdown für Cisplatin bei beiden Zelllinien verdoppelt 

werden konnte (von 20% auf 39% bei 451Lu und von 19% auf 38% bei SKMel28) (Abb. 

4-3 B). Für Temozolomid erreichte man bei den 451Lu-Zellen ebenfalls eine 

Verdoppelung der Proliferationsinhibition (von 8% auf 22%), die bei den SKMel28-

Zellen nur moderat ausfiel (von 16% auf 21%) (Abb. 4-3 B).  

Die Ergebnisse zeigen, dass siRNA-vermittelte BRAF-Inhibition kombiniert mit 

Chemotherapie die antiproliferative Effizienz der Chemotherapeutika steigert. 
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Abbildung 4-3: siRNA-vermittelter knockdown von BRAF in den Zelllinien 451Lu und SKMel28 

steigert den proliferationsinhibierenden Effekt der Chemotherapeutika. A: 451LU und 

SKMel28 Zellen wurden für 72 h mit einer scrambled siRNA (als Kontrolle) oder einer 

BRAF spezifischen siRNA transfiziert und der Proteinstatus von BRAF und pERK 

anschließend im Western Blot überprüft. � -Aktin diente als Ladungskontrolle. B: beide 

unter A generierten Transfektanten wurden mit Cisplatin (6 µM) oder Temozolomid (300 

µM) behandelt und die Wachstumsrate in einem MUH-Assay bestimmt. 

 

Da die gezielte siRNA-Behandlung beim Menschen therapeutisch nicht anwendbar ist, 

wurde im Folgenden untersucht, ob sich die gesteigerte antiproliferative Effizienz der 

Chemotherapeutika durch die Kombination mit pharmakologischen RAF-Inhibitoren 

reproduzieren ließ. Zur Zeit der Versuchsdurchführung (2008) war der spezifische 

BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib nur im Rahmen klinischer Studien erhältlich, 

weswegen für diese Versuchsanordnung auf den pan-RAF-Inhibitor Sorafenib 

zurückgegriffen wurde. Es zeigte sich, dass die Kombinationsbehandlung mit den 

Chemotherapeutika (Cisplatin oder Temozolomid) den bereits ausgeprägten 

antiproliferativen Effekt von Sorafenib in den Melanomzelllinien 451Lu und 1205Lu nur 

um ca. 20% steigern konnte (Abb. 4-4).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination von Chemotherapie mit 

pharmakologischer RAF-Inhibition keine zusätzliche Proliferationsinhibition aufweist. 
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Abbildung 4-4: Die Kombination von Chemotherapie und RAF-Inhibition zeigt keine gesteigerte 

Proliferationsinhibition. Proliferationsassay (MUH) der Melanomzelllinien 451Lu und 

1205Lu nach 72-stündiger Behandlung mit DMSO als Kontrolle, Sorafenib 4 µM (soraf), 

Cisplatin 3 µM und 6 µM, Temozolomid (TMZ) 100 µM und 300 µM und Kombinationen des 

Inhibitors Sorafenib mit den Chemotherapeutika. Die Ergebnisse stellen den Mittelwert aus 

drei unabhängigen Experimenten dar.  

 

4.1.2 Induktion von Apoptose 

Aufgrund der unter 4.1.1. dargestellten Ergebnisse wurden für die im Folgenden 

aufgeführten Versuche die effektivere Kombination von Chemotherapeutika und 

Inhibition des PI3K/mTOR-Signalwegs, Temozolomid und Rapamycin verwendet.  

Im nächsten Schritt wurde der Mechanismus der Wachstumsinhibition durch die 

Chemotherapeutika in Kombination mit Inhibition des PI3K/mTOR-Signalwegs 

untersucht. Zellzyklusanalysen der behandelten Melanomzellen erbrachten den 

Nachweis, dass die Kombinationstherapie von Rapamycin oder LY294002 mit den 

Chemotherapeutika Cisplatin oder Temozolomid zur Induktion des apoptotischen 

Zelltodes führten (Abb. 4-5). 
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Abbildung 4-5: Die Kombination von Chemotherapie und PI3K/mTOR-Inhibition induziert 

Apoptose in metastatischen Melanomzelllinien. Zellzyklusverteilung der 

Melanomzelllinien 451Lu und SKmel28 nach 72-stündiger Inkubation mit DMSO als 

Kontrolle, Rapamycin 10 nm (Rapa), LY294002 30 µM (LY), Cisplatin 6 µM (CP), 

Temozolomid 300 µM (TMZ) und der Kombinationen der Inhibitoren mit den 

Chemotherapeutika. Die dargestellten Ergebnisse zeigen den Mittelwert aus drei 

unabhängigen Experimenten. (* p<0,05 verglichen mit CP und LY allein; ¶ p<0,5 verglichen 

mit TMZ und LY allein.) 

  

Um die Mediatoren der festgestellten Apoptoseinduktion genauer zu charakterisieren, 

wurden in einem nächsten Schritt verschiedene Proteine der Bcl-2-Familie untersucht. 

Bcl-2 wird während der frühen Embryonalentwicklung bei der Organ-Morphogenese als 

antiapoptotisch-regulatorisches Protein exprimiert (LeBrun et al., 1993) und wird von 

vielen Krebsarten im adulten Organismus im Sinne eines Proto-Onkogens re-exprimiert 

(Yang et al., 1997). In dieser Hinsicht wurde für Melanomzellen gezeigt, dass die 

Expression von antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie (Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1) 

mit der Resistenzentwicklung gegenüber konventionellen Chemotherapien einhergeht 

(Bush und Li, 2003; Zhang und Rosdahl, 2006). Mittels Western Blot Analysen wurde 

überprüft, inwieweit die endogene Expression dieser antiapoptotischen Proteine durch 

die Kombinationstherapie beeinflusst wird.  
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Abbildung 4-6: Die Kombination von Chemotherapie und PI3K/mTOR-Inhibition reprimiert die 

Expression von Mcl-1 und Bcl-2. Western Blot Analyse der Melanomzelllinien 451Lu und 

SKMel28 nach 24-stündiger Behandlung mit Kulturmedium oder DMSO als Kontrollen, 

dem mTOR Inhibitor Rapamycin (rapa)10 nM, dem PI3K Inhibitor LY294002 (LY) 30 µM, 

Cisplatin (6 µM), Temozolomid (TMZ) 300 µM oder den Kombinationen der Inhibitoren mit 

den Chemotherapeutika. Dargestellt ist die Proteinexpression von Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-xL; 

als Ladekontrolle diente � -Actin. 

 

Während die Applikation der jeweils einzelnen Agenzien keinen oder, im Fall von 

LY294002, nur einen partiellen Einfluss auf die Expression der Bcl-2 Proteine hatte, 

führte die Kombinationsbehandlung der Melanomzelllinien mit LY294002 oder 

Rapamycin und den Chemotherapeutika jeweils zu einer deutlichen Repression von 

Mcl-1. Die Kombination aus LY294002 und den Chemotherapeutika konnte zudem die 

Expression von Bcl-2 erheblich verringern (Abb. 4-6). 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination der Chemotherapeutika mit PI3K/mTOR-

Inhibition zur Induktion von Apoptose in Melanomzellen führt. Diese Apoptoseinduktion 

ging mit der Herunterregulierung von antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie 

einher.  
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4.2 Effekte der Kombinationstherapie von Sorafenib und Lonafarnib 

auf Melanomzellproliferation 

Lonafarnib ist als Farnesyltransferaseinhibitor (FTI) in der Lage, die für die 

Signaltransduktion essentielle posttranslationale Farnesylierung einer Vielzahl von 

Zielproteinen (z.B. RAS), zu inhibieren (Nosse, 2003). Da der klinische Alltag zeigt, 

dass die Behandlungen von Melanompatienten im metastasierten Stadium (Stadium IV) 

mit Mono- oder Polychemotherapien entweder primär keine Wirkung aufweisen, oder 

nach kurzer Zeit (Wochen bis wenige Monate) ihre Wirksamkeit verlieren (Pflugfelder et 

al., 2011), ist 2012 ein neuer Wirkstoff mit einem völlig neuartigen Wirkmechanismus 

(höhere Spezifität gegenüber BRAFV600E) für die Melanomtherapie zugelassen worden: 

Der BRAFV600E-Antagonist Vemurafenib (Flaherty et al., 2010). Trotz der durch 

Vemurafenib verlängerten progressionsfreien Überlebenszeit und einem um ca. 2 

Monate verlängerten Gesamtüberleben bilden sich bei den behandelten Patienten nach 

ca. 6 Monaten Behandlungsdauer Resistenzen aus. Daher ist es naheliegend, dass 

auch die gezielte Behandlung von onkogen-aktivierten Signaltransduktionskaskaden 

durch eine Kombination von Wirkstoffgruppen, die in die posttranslationale 

Signalübertragung eingreifen, erweitert werden sollte. Unter dieser Annahme wurden im 

Folgenden die Effekte des FTI Lonafarnib in Kombination mit Chemotherapeutika, 

Inhibitoren des MAPK und des PI3K/AKT-Signalwegs auf Proliferation und Überleben 

von Melanomzellen untersucht.  

 

4.2.1 Antiproliferative Wirkung von Lonafarnib in Kombination mit 

Inhibitoren des MAPK-Signalwegs 

Vorerst wurde die mögliche Steigerung der antiproliferativen Wirksamkeit verschiedener 

Chemotherapeutika durch die Kombination mit dem FTI Lonafarnib überprüft. Hierbei 

zeigte sich nach 72-stündiger Behandlung eine maximale Wachstumsinhibition von 

40%, die sich durch keine der Kombinationsbehandlungen im Sinne einer 

Chemosensitivierung wesentlich steigern ließ (nicht abgebildet). Im nächsten Schritt 

wurde eine mögliche Wirkungsverstärkung der antiproliferativen Eigenschaften der 

PI3K-Inhibition (LY294002) durch die Kombination mit Lonafarnib analysiert. Hierfür 

wurden unterschiedliche Melanomzelllinien mit ansteigenden Konzentrationen von 

Lonafarnib und dem PI3K-Inhibitor LY294002 inkubiert. Nach 72-stündiger Inkubation 

mit den beiden Wirkstoffen zeigte sich, dass die ausgeprägte antiproliferative Effektivität 
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von LY294002 durch die Kombination mit Lonafarnib nur unwesentlich gesteigert 

werden konnte (Abb. 4-7).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination von Chemotherapeutika und 

Lonafarnib oder PI3K-Inhibitioren und Lonafarnib keine synergistische Wirkung 

aufweist. 
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Abbildung 4-7: Die Kombination von FT- und PI3K-Inhibition weist keine synergistische Wirkung 

auf. Proliferationsassay (MUH) der Melanomzelllinien BLM, MV3, MEWO und SKMel19. 

Nach Behandlung der Zellen mit Lonafarnib (Lona; 3 bzw. 5 µM), LY294002 (LY; 30 µM) 

oder ihrer Kombination für 72 h wurde die Zellproliferation bestimmt. Die Prozentzahl der 

Wachstumsinhibition im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle ist dargestellt. Die 

Ergebnisse stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten dar. 

 

In den unter 4.1.1 aufgeführten Experimenten erwies sich die Kombination von 

Chemotherapie und MAPK Inhibition als nicht chemosensitivierend. Nun stellte sich die 

Frage, ob die Kombination von Lonafarnib und MAPK Inhibition eine additive oder 

synergistische Wirkung aufweist. Hierfür wurden unter denselben experimentellen 

Bedingungen die vier Melanomzelllinien (BLM, MV3, SKMel19, MEWO) mit 

ansteigenden Konzentrationen von Lonafarnib und U0126 (MEK-Inhibitor) inkubiert und 

die Zellvitalität nach 72 Stunden analysiert. Hier zeigte sich, dass die Kombination eine 

signifikante Wirkungsverstärkung erbrachte (Abb. 4-8).  
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Abbildung 4-8: Die Kombination von FT- und MAPK-Inhibition (U0126) steigert die 

Wachstumsinhibition bei Melanomzellen. Proliferationsassay (MUH) der 

Melanommetastasenzelllinien BLM, MV3, MEWO und SKMel19. Nach der Behandlung der 

Zellen mit Lonafarnib (Lona; 3 bzw. 5 µM), U0126 (30 µM) oder deren Kombination für 72 h 

wurde das Zellwachstum mit Hilfe des MUH-Assays bestimmt. Die Prozentzahl der 

Wachstumsinhibition im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle ist dargestellt. (* 

p<0,05). Die Ergebnisse stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten dar. 

 

Die unter 4.1.1. dargestellten Experimente legten dar, dass der pan-RAF-Inhibitor 

Sorafenib die Proliferation von Melanomzellen inhibiert. Daher wurde in den folgenden 

Experimenten ein potentieller antiproliferativer Synergismus durch die Kombination von 

Sorafenib und FT-Inhibition getestet. Die Kombination von Lonafarnib und Sorafenib 

zeigte eine signifikant höhere Inhibition der Zellproliferation bei allen getesteten 

Melanomzelllinien als die jeweiligen Monotherapien (Abb. 4-9): Es konnte bei allen 

Zelllinien eine Wachstumsinhibition von 53 – 90% beobachtet werden. Dieser Effekt war 

unabhängig vom jeweiligen Mutationsstatus (BRAF oder NRAS) der untersuchten 

Melanomzelllinien (BLM, MV3: NRAS Q61R; SKMel19: BRAF V600E). Auch die 

Zelllinie MEWO, die weder BRAF noch NRAS mutiert ist, zeigte eine erhebliche 

Ansprechrate auf die Kombinationsbehandlung.  
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Abbildung 4-9: Die Kombination von FT- und MAPK-Inhibition (Sorafenib) steigert die 

Wachstumsinhibition bei Melanomzellen. Proliferationsassay (MUH) der 

Melanommetastasenzelllinien BLM, MV3, MEWO und SKMel19. Nach der Behandlung der 

Zellen mit Lonafarnib (Lona; 3 bzw. 5 µM), Sorafenib (Sora; 4 µM) oder deren Kombination 

für 72 h wurde das Zellwachstum mit Hilfe des MUH-Assays bestimmt. Die Prozentzahl der 

Wachstumsinhibition im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle ist dargestellt. (* 

p<0,05). Die Ergebnisse stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten dar. 

 

Um der sich logisch anschließenden Frage auf den Grund zu gehen, ob die 

Kombination von FTI- und MAPK-Inhibition additiv oder synergistisch wirkt, wurde 

erneut eine Oberflächenanalyse nach Tallarida durchgeführt. Hierbei zeigte sich (Abb. 

4-10), dass die durch die blauen Kreuze dargestellten, reell gemessen 

Wachstumsinhibitionswerte der Kombinationsbehandlung deutlich über der berechneten 

roten Fläche der Additivität lagen, was auf einen synergistischen Effekt hinweist.  
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Abbildung 4-10: Die Kombination von FT- und MAPK-Inhibition (Sorafenib) hat synergistische 

antiproliferative Effekte. Oberflächenanalyse nach Tallarida (2000) der Zelllinien BLM, 

MV3, MEWO und SKMel19 72 Stunden nach Behandlung mit Lonafarnib, Sorafenib oder 

deren Kombination. + repräsentiert den synergistischen Effekt der Kombination aus 5 µM 

Lonafarnib und 4 µM Sorafenib. 

 

Da die teilweise seit Jahrzehnten in Kultur gehaltenen Melanomzelllinien in einer hohen 

Zellpassage vorliegen und unter Umständen artifizielle in vitro-Systeme darstellen, ist 

es unerlässlich, die erhobenen Ergebnisse an frisch isolierten, in Kurzzeitkultur 

gehaltenen humanen metastatischen Melanomzellen, die aus unterschiedlichen 

Zellpopulationen bestehen, zu reproduzieren. Hierfür wurden frisch isolierte 

Patientenzellen nach demselben Inkubationsschema mit den Monotherapien und den 

kombinierten Wirkstoffen behandelt. Die Untersuchung, die an insgesamt fünf 

Patientenzellpopulationen erfolgte, konnte die zuvor an den etablierten 

Melanomzelllinien erhaltenen Ergebnisse reproduzieren: Bei allen 

Patientenzellpopulationen erhöhte die Kombinationstherapie die antiproliferative 

Effizienz der Monotherapien signifikant (beispielhaft dargestellt anhand einer Patienten-

Zellpopulation in Abb. 4-11, in der das Wachstum der Zellen im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle um 60 % reduziert wurde). 
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von FT- und MAPK-Inhibition (mittels 

U0126 oder Sorafenib) die Wachstumsinhibition bei Melanomzellen und bei frisch 

isolierten Melanomzellpopulationen in Kurzzeitkultur steigert. 
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Abbildung 4-11: Die Kombination von FT- und MAPK-Inhibition (Sorafenib) steigert die 

Wachstumsinhibition bei frisch isolierten Melanomzellpopulationen. 

Proliferationsassay (MUH) von frisch isolierten Melanomzellpopulationen. Nach der 

Behandlung der Zellpopulationen mit Lonafarnib (Lona; 3 bzw. 5 µM), Sorafenib (Sora; 4 

µM) oder deren Kombination für 72 h wurde das Zellwachstum mit Hilfe des MUH-Assays 

bestimmt. Die Prozentzahl der Wachstumsinhibition im Vergleich zur DMSO-behandelten 

Kontrolle ist dargestellt. (* p<0,05). Die Ergebnisse stellen den Mittelwert aus einem 

repräsentativen Experiment dar. 

 

Die bisher gezeigten Versuche waren als Darstellung einzelner Endzeitpunkte 

ausgeführt. Da für eine potentielle klinische Anwendung die Darstellung des exakten 

zeitlichen Verlaufs des Behandlungseffektes unerlässlich ist, und eine solche 

Darstellung darüber hinaus auch Aussagen über eine mögliche Erschöpfung des 

Behandlungseffektes ermöglichen würde, wurde ein Echtzeitzellproliferationsassay 

durchgeführt. Um die Kombination von MAPK-Inhibition und FTI-Inhibition mit bereits 

beschriebenen Inhibitor-Kombinationstherapien (Lasithiotakis et al., 2008) zu 

vergleichen, wurden in diesem Versuchsansatz darüber hinaus auch die antiproliferative 

Effektivität der Kombination von Sorafenib und dem mTOR Inhibitor Rapamycin 

überprüft.  

BLM Melanomzellen wurden nach einer initialen Inkubation von 24 Stunden über einen 

Zeitverlauf von 96 Stunden unter Behandlung mit den verschiedenen Inhibitoren 

(Lonafarnib, Sorafenib, Rapamycin, und verschiedenen Kombinationen) gemessen 
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(Abb. 4-12). Die unbehandelten BLM-Kontrollzellen proliferierten über die gesamte Zeit 

gleichmässig, was sich in einer beinahe linear ansteigenden Wachstumskurve (Zell-

Index) widerspiegelte. Die BLM-Zellen, die mit Triton X-100 (als Zell-lysierende 

Positivkontrolle) behandelt wurden, wiesen keine Proliferation mehr auf, was sich in 

einer „Nulllinie“ widerspiegelte. Die Einzelsubstanzbehandlungen mit entweder 

Lonafarnib oder Rapamycin bewirkten nur eine geringe, nicht-signifikante Abnahme des 

Zell-Indexes. Wie in den zuvor beschriebenen Experimenten erwies sich die 

Behandlung mit Sorafenib erneut als potent: Die Wachstumskurve stieg für ca. 36 

Stunden nach Behandlungsbeginn langsam an, stagnierte dann für 24 Stunden, um 

dann während der restlichen Behandlungszeit kontinuierlich abzunehmen. Die 

Kombination von Rapamycin und Sorafenib zeigte einen anderen Verlauf: 6 Stunden 

nach Behandlungsbeginn flachte die Wachstumskurve während ca. 30 Stunden ab, um 

dann wieder langsam anzusteigen (im Sinne einer Erholung der Zellproliferation). Den 

deutlichsten Effekt konnte unter der Behandlung mit Lonafarnib und Sorafenib erzielt 

werden. Über die gesamte Beobachtungsdauer nach Beginn der Inhibitor-Inkubation 

konnte eine lineare Abnahme der Zellzahl beobachtet werden. Nach 48, 72 und 120 h 

konnten nur noch 50%, 30% bzw. 15% des Ausgangszell-Indexes gemessen werden.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination von MAPK-Inhibition und 

FT-Inhibition zu einer konstanten Abnahme der Zellpopulation über einen Zeitverlauf 

von 96 Stunden führt und deutlich effektiver ist als die zuvor beschriebene Kombination 

von MAPK-Inhibition und mTOR-Inhibition. 
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Abbildung 4-12: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition führt zu einer konstanten 

Abnahme der Zellproliferation über einen Zeitverlauf von 96 Stunden Real Time 

Zellproliferationsassay über 120 Stunden. Die BLM Melanomzellen wurden mit folgenden 

Inhibitoren behandelt: Lonafarnib (Lona; 5 µM), Rapamycin (Rapa; 10 nM), Sorafenib 

(Sora; 4 µM), sowie mit Kombinationen der Inhibitoren und Triton X-100 (0,1%) als 

Kontrolle. Die Ergebnisse stellen die Mittelwerte eines repräsentativen von drei 

unabhängigen Experimenten dar. 

 

4.2.2 Induktion von Apoptose 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob der verminderte Zell-Index der Melanomzellen 

durch Kombination von MAPK-Inhibition und FT-Inhibition über die Induktion von 

Apoptose vermittelt wird. Hierfür wurden vier metastatische Melanomzelllinien (BLM, 

MV3, SKMel19 und MEWO) nach Inkubation mit der Kombination von Sorafenib und 

FT-Inhibition (Lonafarnib) mittels FACS-Zellzyklusanalyse untersucht (Abb. 4-13). Im 

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen zeigte sich in allen vier getesteten Zelllinien 

eine signifikante Erhöhung der sub-G1-Fraktion nach Behandlung mit den beiden 

Monosubstanzen, wobei unter Sorafenib der sub-G1-Prozentsatz etwa doppelt so hoch 

war, wie unter Lonafarnib. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen des Real Time 

Zellproliferationsassays führte auch in der FACS-Zellzyklusanalyse die Kombination von 

Sorafenib und Lonafarnib im Vergleich zur Inkubation mit den Monosubstanzen zu einer 

prozentualen Steigerung der sub-G1-Fraktion (auf 26,8% bei BLM, auf 66,8% bei MV3, 
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auf 75,2% bei SKMel19 und auf 72,9% bei MEWO), was auf eine gesteigerte 

Apoptoseinduktion hinwies. 
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Abbildung 4-13: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition führt zu einer Erhöhung der 

sub-G1-Fraktion von Melanomzellen. Zellzyklusanalyse der Melanomzelllinien BLM (A), 

MV3 (B), SKMel19 (C) und MEWO (D) 48 h nach Inkubation mit DMSO (Kontrolle), sowie 

den Inhibitoren Lonafarnib (Lona), Sorafenib (Sora), oder deren Kombination. Der 

Zellzyklus wurde nach Fixierung und PI-Färbung der Zellen mittels FACS-Analyse 

dargestellt. Die jeweiligen Prozentzahlen geben den Anteil der Zellen an, die sich bereits in 

der sub-G1-Phase (Apoptose) befinden. 
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Um ein morphologisches Korrelat für die Verminderung des Zell-Indexes (vgl. 4-12) und 

die Erhöhung des Anteils von Zellen in der sub-G1-Phase zu erhalten, wurden nach 

Inkubation von BLM Melanomzellen unter dem selben Kombinations-

Behandlungsschema elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen angefertigt. Die 

DMSO-behandelten Kontrollzellen hatten alle Merkmale vitaler Zellen (bspw. intakte 

Zellmembran und Mitochondrien, sowie einen klar demarkierten Nukleus) (Abb. 4-14, 

linkes Bild), wohingegen die mit dem Kombinationsschema (Sorafenib + Lonafarnib) 

inkubierten BLM Zellen die charakteristischen Merkmale apoptotischer Zellen aufwiesen 

(in multiple apoptotische Vesikel fragmentierte Zellen) (Abb. 4-14, rechtes Bild).  

 

 
Abbildung 4-14: Induktion von Apoptose nach Kombinationsbehandlung mit Sorafenib + 

Lonafarnib. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Melanomzelllinie BLM nach 

Behandlung mit der Kombination der Inhibitoren Lonafarnib (Lona) und Sorafenib (Sora), 

sowie DMSO als Kontrollbehandlung. In den Kontrollzellen sind die Zellmembran, die 

Mitochondrien und der Nukleus intakt (rote Pfeile). Die behandelten Zellen sind in 

apoptotische Membranvesikel zerfallen (rote Pfeile). 

 

Bei der Untersuchung neuer Wirkstoffe und/oder Wirkmechanismen ist es im Hinblick 

auf die mögliche therapeutische Anwendung unerlässlich, eine Toxizitätsprüfung an 

nicht-transformierten, benignen Zellen durchzuführen. Hierfür eignen sich in 

besonderem Maße humane Fibroblasten, da sie im menschlichen Organismus quasi 

ubiquitär vorhanden sind. Humane Fibroblasten wurden unter demselben 

Behandlungsschema (Sorafenib + Lonafarnib) inkubiert und eine FACS-
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Zellzyklusanalyse wurde durchgeführt, um den Prozentsatz der (apoptotischen) sub-G1-

Zellpopulation zu analysieren (Abb. 4-15). Im Gegensatz zu den Melanomzellen, bei 

denen die Kombinationstherapie sub-G1-Raten von bis zu 75% induziert hatte, konnte 

bei den humanen Fibroblasten keinerlei Apoptoseinduktion detektiert werden. 
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Abbildung 4-15: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition führt zu keiner Erhöhung 

der sub-G1-Fraktion von humanen Fibroblasten. Zellzyklusanalyse menschlicher 

Fibroblasten 48 h nach Inkubation mit DMSO (Kontrolle), sowie den Inhibitoren Lonafarnib 

(Lona), Sorafenib (Sora), oder deren Kombination. Der Zellzyklus wurde nach Fixierung 

und PI-Färbung der Zellen mittels FACS-Analyse dargestellt. Die jeweiligen Prozentzahlen 

geben den Anteil der Zellen an, die sich bereits in der sub-G1-Phase (Apoptose) befinden. 

 

Da aus den vorherigen Untersuchungen mit der Behandlungskombination 

Chemotherapeutikum und mTOR-inhibition (vgl. 4.1.2) bekannt war, dass 

antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie herrunterreguliert wurden, sollten auch nach 

der Kombinationsbehandlung aus Lonafarnib und Sorafenib verschiedene Proteine der 

Bcl-2-Familie untersucht werden. Außerdem ist bekannt, dass die Sorafenib-induzierte 

Apoptose im Zusammenhang mit den antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie 

steht (Rahmani et al., 2005; Yu et al., 2005). Daher wurde die Expression der 

antiapoptotischen Bcl-2 Familienproteine Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-xL nach Mono- oder 

Kombinationstherapie mit Lonafarnib und Sorafenib mittels Western Blot Analyse (Abb. 

4-16) untersucht. 
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Abbildung 4-16: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition reprimiert die Expression 

von Mcl-1 und Bcl-2. Western Blot Analyse der Melanomzelllinien BLM, MV3, SKMel19 

und MEWO nach 24-stündiger Behandlung mit Kulturmedium oder DMSO als Kontrollen, 

dem FTI Lonafarnib (Lona; 5 µm), dem MAPK-Inhibitor Sorafenib (Sora; 4 µM), oder deren 

Kombination. Dargestellt ist die Proteinexpression von Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-xL; als 

Ladekontrolle diente � -Aktin. 

 

Während der FTI Lonafarnib in Monotherapie die Expressionsstärke der 

antiapoptotischen Proteine nur unwesentlich veränderte, verringerte Sorafenib die 

Expression von Bcl-2 in drei der vier getesteten Melanomzelllinien (BLM, MV3, 

SKMel19). Darüber hinaus unterdrückte Sorafenib die Expression des Mcl-1-Proteins in 

drei der vier Zelllinien (MV3, MEWO, SKMel19). Die Expression von Bcl-xL blieb unter 

allen getesteten Behandlungsmodalitäten unbeeinflusst. Die Kombinationstherapie 

resultierte in einer zusätzlichen Suppression von Bcl-2 in der Zelllinie MEWO, sowie von 

Mcl-1 in der Zelllinie BLM. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kombination von MAPK-Inhibition und 

FT-Inhibition Induktion von (apoptotischen) sub-G1-Zellen in transformierten 

Melanomzellen, nicht aber in menschlichen Fibroblasten führt. Diese Induktion geht 

einher mit der Herunterregulation der Bcl-2-Familienproteine Mcl-1 und Bcl-2. 
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4.2.3 Melanomwachstum im epidermalen humanen Hautrekonstrukt 

Die Charakterisierung proliferationsinhibitorischer Effekte neuer Substanzen an 

Einzelzellen in der Monolayerkultur birgt das Risiko von in vitro-Artefakten aufgrund von 

Zellkultur-typischer Kontaktinhibition der Melanomzellen. Daher wurde das 

Behandlungsschema in ein komplexeres 3-D-Modell der menschlichen Haut überführt. 

Hierfür wurden die metastatischen Melanomzellen BLM auf humane epidermale 

Hautrekonstrukte aufgesät. Die Rekonstrukte wurden nach dem Aufsäen der 

Melanomzellen wie zuvor die in vitro Kulturen mit den Monotherapien oder der 

Kombinationstherapie von Lonafarnib und Sorafenib für 14 Tage inkubiert.  

 
Abbildung 4-17: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition reduziert die Anzahl von 

invasiv wachsenden BLM Melanomzellen im epidermalen Hautrekonstrukt. HE 

Färbung eines epidermalen Hautrekonstrukts 14 Tage nach Aufsaat von 40.000 BLM 

Melanomzellen (DMSO als Kontrolle, Lonafarnib (Lona) 3 µM, Sorafenib (Sora) 2 µM, 

sowie deren Kombination) Die roten Pfeile bezeichnen invasiv wachsende BLM Zellen. 

 

Die Auswertung der HE-gefärbten Schnitte zeigte, dass die unbehandelten BLM Zellen 

in Strängen und als Einzelzellen in den dermalen (unter der Basalmembran gelegenen) 

Teil des Hautrekonstrukts invadierten (Abb. 4-17). Das Ausmaß der dermalen Invasion 

wurde durch die beiden Einzelsubstanzen deutlich reduziert. Die 

Kombinationsbehandlung unterdrückte sowohl die Tumorentstehung als auch die 

Invasion der BLM Zellen praktisch vollständig. In diesem Zusammenhang stellte sich 

die Frage, ob die verbleibenden Melanomzellen durch die Inhibitor-Behandlung nicht 

nur die Fähigkeit zur Invasion, sondern zusätzlich auch ihre konstitutiv aktivierte 

Proliferationsfähigkeit verloren hatten. Daher wurden in einem zweiten Schritt 
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Parallelschnitte mit einem Antikörper gegen den Proliferationsmarker Ki-67gefärbt, der 

in der DNA-Synthese befindliche Nuklei anfärbt.  

 
Abbildung 4-18: Die Kombination von MAPK-Inhibition + FT-Inhibition reduziert die Anzahl von 

proliferierenden (Ki-67-positiven) BLM Melanomzellen im epidermalen 

Hautrekonstrukt. Ki-67 Färbung (rotes Färbeprodukt) eines epidermalen Hautrekonstrukts 

14 Tage nach Aufsaat von BLM Melanomzellen (DMSO als Kontrolle, Lonafarnib (Lona) 3 

µM, Sorafenib (Sora) 2 µM, sowie deren Kombination) Die blauen Pfeile bezeichnen 

einzelne Ki-67-positive BLM Zellen. 

 

Die Ki-67 Färbung demonstrierte, dass die Anzahl proliferierender BLM Zellen unter der 

Einzelsubstanzbehandlung verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen vermindert 

war, während unter der Kombinationstherapie im gesamten Hautrekonstrukt keine 

proliferierenden Zellen detektiert werden konnten (Abb. 4-18).  

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von MAPK-Inhibition und FT-Inhibition die 

Proliferation und Invasion von BLM Melanomzellen im menschlichen epidermalen 

Hautrekonstrukt vollständig hemmt.  

 

4.2.4 Der Einfluss der Inhibitoren auf MAPK- und PI3K-Signalweg 

Da aus den zuvor dargestellten Experimenten klar hervorging, dass die Ergänzung der 

MAPK-Inhibition (Sorafenib) durch Kombination mit Lonafarnib in Bezug auf 

Proliferationsinhibtion, Apoptoseinduktion und Reduktion der Invasionsfähigkeit eine 

Wirkungsverstärkung darstellte, wurde im Folgenden ein möglicher direkter Einfluss von 

Lonafarnib auf die Proteinexpression im MAPK-Signalweg untersucht. Da sowohl der 

MAPK-Signalweg, als auch der PI3K-Signalweg durch die onkogene Aktivierung von 

RAS aktiviert werden, wurden die Untersuchungen um die Proteinexpression von 

Markerproteinen des PI3K-Signalwegs ergänzt. Aus diesem Grund wurden vier 
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verschiedene Melanomzelllinien (BLM, MV3, SKMel19 und MEWO) mit Lonafarnib oder 

Sorafenib behandelt und der Phosphorylierungsstatus der Signalmoleküle ERK (MAPK-

Signalweg) und AKT (PI3K-Signalweg) per Western Blot bestimmt (Abb. 4-19). 

Sorafenib (als pan-RAF Inhibitor) hemmte, wie erwartet, die Phosphorylierung von ERK 

(pERK) in allen vier getesteten Zelllinien, aber nicht jene von AKT (pAKT). 

Überraschenderweise inhibierte Lonafarnib weder pERK, noch pAKT.  

 
Abbildung 4-19: Der pan-RAF Inhibitor Sorafenib unterdrückt die Phosphorylierung von ERK. 

Western Blot Analyse der Melanomzelllinien BLM, MV3, MEWO und SKMel19 nach 24-

stündiger Behandlung mit DMSO (als Kontrolle), Lonafarnib (Lona) 5 µM, Sorafenib (Sora) 

4 µM, oder deren Kombination. Der Phosphorylierungsstatus von AKT und ERK wurde 

untersucht. Außerdem wurde � -Aktin als Ladekontrolle verwendet. 

 

Um einen möglichen Einfluss von Lonafarnib auf die durch AKT-Aktivierung induzierte 

Signalkaskade über mTOR und das ribosomale S6-Protein zu ermitteln, wurden im 

Folgenden dieselben vier Melanomzelllinien mit Lonafarnib behandelt. 

Erstaunlicherweise verringerte die Inkubation mit Lonafarnib die Phosphorylierung der 

S6 Kinase und des ribosomalen S6 Proteins in allen vier untersuchten Zelllinien (Abb. 

4-20). Sowohl die S6-Kinase, als auch das ribosomale S6-Protein werden durch mTOR 

aktiviert und leiten die Signalübertragung des PI3K-Signalwegs weiter. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der FTI Lonafarnib die Signalübertragung 

über mTOR in Melanomzellen unterdrückt. 
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Abbildung 4-20: Der FTI Lonafarnib supprimiert die Expression von p-p70S6K und von p-S6P in 

Melanomzellen. Western Blot Analyse der Melanomzelllinien BLM, MV3, MEWO und 

SKMel19 nach 24-stündiger Behandlung mit Lonafarnib (Lona) 5 µM. Die Phosphorylierung 

der S6 Kinase sowie des ribosomalen S6 Proteins wurden untersucht. � -Aktin diente als 

Ladekontrolle. 

 

4.2.5 Lonafarnib verstärkt den Sorafenib-induzierten ER-Stress 

In Vorarbeiten des eigenen Labors, in denen die Proliferationsinhibition von humanen 

metastatischen Melanomzellen durch die Kombinationsbehandlung mit Sorafenib und 

dem mTOR-Inhibitor Rapamycin im Detail untersucht wurde (Lasithiotakis et al., 

unpubliziert), ergab sich bei einer Microarray-Analyse, dass die Genexpression von 

NUPR-1 (nuclear protein-1; auch p8) durch die Sorafenibbehandlung im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle stark hochreguliert war. p8 ist ein durch endoplasmatischen 

Retikulum (ER)-Stress induzierbarer Transkriptionsfaktor. Außerdem konnte gezeigt 

werden, dass ER-Stress eine wichtige Rolle bei der Vemurafenib-vermittelten Apoptose 

spielt (Beck et al., 2012). Da die Kombinationstherapie Lonafarnib und Sorafenib 

besonders effektiv ist und Sorafenib, wie Vemurafenib ebenfalls RAF inhibiert, könnte 

ER-Stress auch hier einen weiteren wichtigen Teilschritt auf dem Weg zur Apoptose 

darstellen. Deshalb wurde im Folgenden in den vier bereits untersuchten 

Melanomzelllinien überprüft, ob die mRNA-Expression von p8 auch durch die 

Behandlungskombination aus Lonafarnib und Sorafenib reguliert wird.  

Es zeigte sich, dass die Monotherapie mit Lonafarnib die mRNA Expression von p8 nur 

unwesentlich erhöhte, während die Monotherapie mit Sorafenib die mRNA Expression 

von p8 stark erhöhte (Abb. 4-21). Die Kombinationsbehandlung von Lonafarnib und 

Sorafenib resultierte in einer deutlich gesteigerten mRNA-Expression von p8 in BLM, 

MV3 und in SKMel19 Zellen. 
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Abbildung 4-21: Erhöhung der Expression von p8 auf mRNA-Ebene nach Kombination von MAPK-

Inhibition + FT-Inhibition. Relative mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors p8. Die 

Real Time PCR wurde 12 Stunden nach Behandlung mit Lonafarnib (Lona; 5 µM), 

Sorafenib (Sora; 2 µM oder 4 µM) oder deren Kombination durchgeführt. � -Aktin wurde als 

Referenz mRNA gemessen, die Werte wurden auf die DMSO-behandelte Kontrolle (=1) 

normiert. 

 

Da die Induktion von p8 durch die Kombinationstherapie mit FT- und MAPK-Inhibition 

eine Erhöhung des intrazellulären ER-Stresses andeutete, wurde zur Bestätigung einer 

ER-Stress Induktion als nächstes die Expression eines zweiten, durch ER-Stress 

induzierten Transkriptionsfaktors, CHOP, auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Im 

Einklang mit den für p8 erhaltenen Ergebnissen erhöhte die Behandlung mit Lonafarnib 

oder mit Sorafenib die mRNA-Expression von CHOP. Die Kombinationsbehandlung 

führte ebenso zu einer additiven Steigerung der CHOP-mRNA-Expression in den 

Melanomzelllinien BLM, MV3 und SKMel19 (Abb. 4-22).  
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Abbildung 4-22: Erhöhung der Expression von CHOP auf mRNA-Ebene nach FT- und MAPK-

Inhibition. Relative mRNA-Expression des Transkriptionsfaktors CHOP. Die Real Time 

PCR wurde 12 Stunden nach Behandlung mit Lonafarnib (Lona; 5 µM), Sorafenib (Sora; 2 

µM oder 4 µM) oder deren Kombination durchgeführt. � -Aktin wurde als Referenz mRNA 

gemessen; die Werte wurden auf die DMSO-behandelte Kontrolle (=1) normiert. 

 

Um die biologische Relevanz der CHOP-mRNA-Induktion durch die 

Kombinationsbehandlung zu überprüfen, wurde die CHOP-Expression auf Proteinebene 

untersucht. Mittels Western Blot Analysen wurde deutlich, dass Sorafenib zu einer 

Induktion des CHOP Proteins führte (Abb. 4-23). Die Kombinationstherapie erwies sich 

auch auf Proteinebene als äußerst potenter Induktor der CHOP-Expression (Abb. 4-23). 
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Abbildung 4-23: Potente Erhöhung der Expression von CHOP auf Proteinebene nach FT- und 

MAPK-Inhibition. Western Blot Analyse der Zelllinien BLM, MV3, MEWO und SKMel19. 

Der Transkritionsfaktor CHOP wurde nach 24 Stunden Behandlung mit Lonafarnib (Lona; 5 

µM), Sorafenib (Sora; 2 µM oder 4 µM) und deren Kombination auf Proteinebene 

untersucht. � -Aktin diente als Ladungskontrolle.  

 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von Sorafenib und Lonafarnib zu einer 

Erhöhung der ER-Stress-assoziierten Transkriptionsfaktoren p8 und CHOP führt. Man 

kann daher annehmen, dass die starken antiproliferativen Effekte und die starke 

Apoptoseinduktion der Kombinationsbehandlung über ER-Stress vermittelt werden. 
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4.3 Die Rolle des PI3K-AKT-Signalwegs bei der Hirnmetastasierung 

des malignen Melanoms 

 

Melanompatienten im metastasierten Stadium (klinisches Stadium IV), die eine 

Systemtherapie bspw. Chemotherapie mit Carboplatin + Paclitaxel, oder mit dem im 

Februar 2012 klinisch erstmals zugelassenen BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib 

(Flaherty et al., 2011) erhalten, entwickeln vom klinischen Standpunkt aus überzufällig 

oft eine (Voll-) Remission extrazerebraler Organmetastasen, und gleichzeitig ein 

Fortschreiten oder die Neuentstehung von zerebralen Metastasen. Im Folgenden wurde 

daher versucht, mögliche Unterschiede zwischen extrazerebralen und zerebralen 

Metastasen herauszuarbeiten. Um verschiedene Metastasen desselben Patienten 

vergleichen zu können, wurden von neun Stadium IV Melanompatienten jeweils Anteile 

einer Hirn-, sowie einer extrazerebralen Metastase für die weiteren Untersuchungen 

asserviert. Die Charakterisierung der einzelnen Metastasen wurde sowohl mittels 

Immunhistochemie an Paraffin-eingebetteten Präparaten als auch Onkogen-

spezifischer Mutationsanalysen durchgeführt. Darüber hinaus wurden anhand von 

etablierten Zellkulturen, die aus weiteren Hirn- oder Organmetastasen isoliert wurden, 

Proteinanalysen (Western Blot) und Proliferationsanalysen durchgeführt. Schließlich 

wurde in einem in vivo Mausmodell für das Wachstum von Melanomzellen im Gehirn 

die therapeutische Beeinflussung des Tumorwachstums durch PI3K-Inhibition mittels 

MRT untersucht.  

 

4.3.1 Immunhistochemische Untersuchung verschiedener 

Melanommetastasen  

Der RAF-MEK-ERK- und der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg sind für die konstitutive 

Proliferation und die Unterdrückung der terminalen Differenzierung im Melanom 

verantwortlich und haben demzufolge einen erheblichen Einfluss auf die 

Melanomprogression und die Therapieresistenz bereits vorhandener Metastasen. Für 

die genauere Charakterisierung der zur Verfügung stehenden gepaarten 

Patientenproben (jeweils eine zerebrale- und eine nicht-zerebrale Metastase) wurde die 

Expression folgender Signalmoleküle an Parallelschnitten durch immunhistochemische 

Antikörperfärbung untersucht: ERK, aktiviertes ERK (pERK), AKT und aktiviertes AKT 

(pAKT), sowie Melan A, als Marker für melanozytäre Zellen. Die immunhistochemischen 

Färbungen zeigten eine homogene Expression von ERK im gesamten Tumorareal 
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(durch Melan-A-bestimmt) bei allen (18/18) zerebralen und extrazerebralen Metastasen. 

Die pERK-Färbung erbrachte folgenden Befund: Aktiviertes ERK wurde bei allen 

untersuchten Metastasen (18/18) hauptsächlich in der Tumorperipherie gefunden (Abb. 

4-24).  

 

 
Abbildung 4-24: Metastasenrand-betonte Expression von pERK in Melanommetastasen. Beispiel 

eines „Metastasenpaares“ zerebrale – extrazerebrale Metastase desselben Patienten. 

Immunhistochemische Darstellung von ERK und pERK; Melan A dient als melanozytärer 

Marker. Die obere Abbildung zeigt eine 40-fache Vergrößerung, während die untere 

Abbildung mit 200-facher Vergrößerung aufgenommen wurde. 

 

Die immunhistochemischen Färbung von AKT zeigte einen ähnlichen Befund: 

Homogene AKT-Expression in der gesamten Tumorausbreitung bei allen (18/18) 

zerebralen und extrazerebralen Metastasen. Hingegen wies die pAKT-Färbung ein 

differenziertes Expressionsmuster auf: Während 8/9 zerebralen Metastasen eine starke 



Ergebnisse 

 85 

Färbereaktion für pAKT zeigten, ließ sich in den gepaarten Organmetastasen nur in 2/9 

Präparaten pAKT nachweisen (Abb. 4-25 und Tabelle 4-1). 

 

 
Abbildung 4-25: Expression von pAKT in Melanomgehirnmetastasen. Beispiel eines 

„Metastasenpaares“ zerebrale – extrazerebrale Metastase desselben Patienten. 

Immunhistochemische Darstellung von AKT und pAKT; Melan A dient als melanozytärer 

Marker. Die obere Abbildung zeigt eine 40-fache Vergrößerung, während die untere 

Abbildung mit 200-facher Vergrößerung aufgenommen wurde. 
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Tabelle 4-1: Gesteigerte Expression von pAKT in Gehirnmetastasen verglichen mit gepaarten 

Organmetastasen desselben Patienten. Expression und Aktivierung (p) von AKT und 

ERK in zerebralen und extrazerebralen Melanommetastasen desselben Patienten 

Patientenproben 
Melanom- 

metastasen 
pAKT AKT  pERK ERK 

Hirn +++ +++ ++ +++ 
1 

Lunge - +++ + +++ 

Hirn +/++ +++ + +++ 
2 

Lymphknoten - + + ++ 

Hirn +++ + + ++ 
3 

Lymphknoten - ++ + ++ 

Hirn +/++ +++ + +++ 
4 

Lymphknoten - +++ ++ +++ 

Hirn - ++ ++ +++ 
5 

Haut - +++ ++ +++ 

Hirn +++ +++ ++ +++ 
6 

Lunge - +++ + +++ 

Hirn ++/+++ NA NA NA 
7 

Leber - - - + 

Hirn +++ NA NA NA 
8 

Dünndarm -/+ ++ + +++ 

Hirn +++ ++ ++ +++ 
9 

Dünndarm +/++ + + ++ 

-   = negativ 

+   = 10-20% der Zellen positiv 

++  = 20-50% der Zellen positiv 

+++ = >50% der Zellen positiv 

NA = nicht verfügbar 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Hirnmetastasen eine deutlich erhöhte 

AKT-Aktivierung im Vergleich zu den extrazerebralen Metastasen aufwiesen. Ob die 

verstärkte Aktivierung von AKT per se in den Zellen vorhanden ist oder aufgrund des 

umgebenden Gewebes im Gehirn zustande kommt. soll im Folgenden geklärt werden. 
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4.3.2 Mutationsanalyse der gepaarten Patientengewebeproben 

Als Nächstes sollte der Mutationsstatus der für die im Melanom beschriebenen 

onkogenen Signalmoleküle BRAF, NRAS und KIT in allen 18 gepaarten 

Patientenproben untersucht werden. BRAF Mutationen (V600E, V600K oder V600R) 

wurden in 6/9 der Metastasenpaare gefunden. NRAS Mutationen (Q61R oder Q61H) 

fanden sich bei 2/9 der Metastasenpaare, und es gab ein Metastasenpaar, das sowohl 

für NRAS als auch für BRAF keine Mutation aufwies (Wildtyp). In keiner der 

untersuchten Proben fand sich eine KIT-Mutation in den untersuchten Exons (Exon 11, 

Exon 13, Exon 17, Exon 18). Interessanterweise wurde in einer der neun Probenpaare 

die BRAFV600E Mutation nur in der Lebermetastase detektiert, während die 

Hirnmetastase für BRAF und NRAS keine Mutation aufwies (Tabelle 4-2). Die 

Ergebnisse der Mutationsanalyse zeigen damit, dass die Unterschiede in der AKT 

Aktivierung nicht durch einen unterschiedlichen Mutationsstatus hervorgerufen werden. 

 

Tabelle 4-2: Mutationsanalyse der zerebralen und extrazerebralen Melanommetastasen desselben 

Patienten 

Patientenproben 
Melanom- 

metastasen 
BRAF NRAS KIT 

Hirn V600K WT WT 
1 

Lunge V600K WT WT 

Hirn V600E WT WT 
2 

Lymphknoten V600E WT WT 

Hirn WT Q61R WT 
3 

Lymphknoten WT Q61R WT 

Hirn V600E WT WT 
4 

Lymphknoten V600E WT WT 

Hirn WT Q61H WT 
5 

Haut WT Q61H WT 

Hirn V600K WT WT 
6 

Lunge V600K WT WT 

Hirn WT WT WT 
7 

Leber V600E WT WT 

Hirn V600K WT WT 
8 

Dünndarm V600K WT WT 

Hirn V600R WT WT 
9 

Dünndarm V600R WT WT 
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4.3.3 Proteinexpression der Signalmoleküle AKT, pAKT, ERK und pERK in 

frisch isolierten Patientenmelanomzellkulturen in vitro 

Da korrespondierende Patientenproben sehr rar sind, sollte im nächsten Schritt die 

Proteinexpression folgender Moleküle auch an bereits vorhandenen frisch isolierten 

Zellen aus Melanommetastasen (Haut, Lymphknoten, Organmetastasen) in vitro 

untersucht werden: ERK, pERK, AKT, und pAKT. Hierzu wurden Zellkulturen aus 

routinemäßig exzidierten Melanommetastasen angelegt (TüMel). Außerdem wurden 

weitere Zellen untersucht, die in der Hautklinik Zürich aus Melanommetastasengewebe 

gewonnen wurden (ZüMel). Zellpopulationen, die aus Melanomhirnmetastasen 

gewonnen wurden, wurden zur Erkennung mit dem Zusatz „H“ versehen (z.B. TüMelH). 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der immunhistochemischen Färbungen an 

Patientengewebe (beschrieben unter 4.3.1), zeigte sich in vitro an den frisch isolierten 

Zellpopulationen (n=14) kein Unterschied in der Aktivierung von AKT zwischen 

zerebralen und extrazerebralen Zelllinien (Tab. 4-3), das deutet darauf hin, dass der 

Unterschied durch das umgebende Gewebe zustande kommen könnte.  

 

Tabelle 4-3: Expression und Aktivierung von AKT in zerebralen und extrazerebralen 

Melanomzelllinien 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H  = zerebral 

   +  = exprimiert 

   ++ = stark exprimiert 

Zelllinie AKT p-AKT 

ZüMel1H ++ + 

ZüMel1 ++ + 

ZüMel2H ++ ++ 

ZüMel2 ++ ++ 

TüMel32H ++ + 

TüMel32 ++ + 

TüMel19H ++ + 

TüMel21H ++ + 

TüMel25H ++ + 

TüMel22 ++ + 

TüMel23 ++ + 

TüMel27 ++ + 

TüMel28 ++ + 

TüMel30 ++ + 
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4.3.4 Stimulation der AKT Aktivierung durch Astrozyten-konditioniertes 

Medium 

Sowohl die Genexpression, als auch die angeschlossene Proteintranslation werden in 

Tumoren durch das den Tumor umgebende Gewebe (Milieu) beeinflusst (Fidler et al., 

2011). Astrozyten als Gliazellen umgeben die Tumorzellen im Gehirn, während 

Fibroblasten als Bindegewebszellen bei vielen extrazerebralen Tumormetastasen das 

umgebende Gewebe bilden (z.B. in der Haut). Um die unerwartete Diskrepanz 

zwischen den Ergebnissen der immunhistochemischen Färbungen der gepaarten 

zerebralen und extrazerebralen Metastasen und den entsprechenden Western Blot 

Analysen an frisch isolierten Melanomzellpopulationen und die Einflüsse des 

umliegenden Milieus näher zu untersuchen, wurden daher gepaarte 

Tumorzellpopulationen (zerebrale und extrazerebrale) in zwei unterschiedlich 

konditionierten Medien inkubiert. In einem ersten Versuchsansatz wurden die 

Melanomzellen in Astrozyten-konditioniertem Medium (AKM) inkubiert, während sie in 

einem zweiten Ansatz mit Fibroblasten-konditioniertem Medium (FKM) inkubiert 

wurden. In einem dritten Ansatz wurden sie als Kontrolle in Zellkulturmedium inkubiert. 

Es zeigte sich (Abb. 4-26), dass die Inkubation der Melanomzellpopulationen (zerebral 

und extrazerebral) in Astrozyten-konditioniertem Medium eine Akzentuierung der pAKT-

Bande (im Sinne einer AKT-Aktivierung) hervorrief. 
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Abbildung 4-26: Verstärkte Aktivierung von AKT in Melanomzellpopulationen durch Inkubation in 

Astrozyten-konditioniertem Medium. Western Blot Analyse der gepaarten 

Melanomzellpopulationen ZüMel1 und ZüMel1H, sowie TüMel32 und TüMel32H nach 

Inkubation in Fibroblasten-konditioniertem Medium, Astrozyten-konditioniertem Medium 

und Kulturmedium ohne FCS als Kontrolle. Die Expression von phospho-AKT, AKT und 

� -Aktin als Kontrolle wurden analysiert. 
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In einem nächsten Schritt wurde eine mögliche biologische Relevanz der 

unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen, also des unterschiedlichen Tumormilieus 

anhand der Invasionsbereitschaft (durch Chemotaxis) der Melanomzellen im Matrigel-

Invasions-Assay untersucht. Nach 24-stündiger Inkubation wurden die invadierten 

Melanomzellen angefärbt und quantifiziert (Abb. 4-27 und 4-28). Hierbei wurde deutlich, 

dass die Melanomzellen der Versuchsgruppe mit Astrozyten-konditioniertem Medium im 

unteren Kompartiment der Invasionskammer die Matrigel Membran signifikant häufiger 

durchwandert hatten als die Melanomzellen in den anderen beiden Versuchsgruppen 

(Kontrollmedium ohne FCS, oder Fibroblasten-stimuliertes Medium) (Abb. 4-27 und 4-

28). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die Aktivierung von AKT nur in 

histologischen Präparaten von Gehirnmetastasen nachweisen lässt. Bei frisch isolierten 

Patientenzellpopulationen lässt sich sowohl bei Zellen aus Hirn-, sowie aus 

extrazerebralen Metastasen eine AKT-Aktivierung feststellen. Nach Inkubation von 

Melanomzellpopulationen in Astrozyten-konditioniertem Medium lässt sich sowohl eine 

Verstärkung der AKT-Aktivierung als auch der Invasionsbereitschaft nachweisen.  
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Abbildung 4-27: Astrozyten-konditioniertes Medium hat eine ausgeprägte chemotaktische 

Wirkung auf Melanomzellen. Die Melanomzelllinien ZüMel1 und ZüMel1H wurden in die 

mit Matrigel beschichtete obere Kammer von Transwellinvasionskammern ausgesät. In die 

untere Kammer wurden serumfreies Kulturmedium (als Kontrolle), Fibroblasten- 

konditioniertes Medium oder Astrozyten-konditioniertes Medium gegeben. Die roten Pfeile 

bezeichnen Melanomzellen, die durch die Matrigel Matrix invadiert sind.  
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Abbildung 4-28: Astrozyten-konditioniertes Medium hat eine ausgeprägte chemotaktische 

Wirkung auf Melanomzellen. Quantifizierung des Matrigelassays. Die Melanomzelllinien 

ZüMel1 und ZüMel1H wurden in die mit Matrigel beschichtete obere Kammer von 

Transwellinvasionskammern ausgesät. In die untere Kammer wurden serumfreies 

Kulturmedium (als Kontrolle), Fibroblasten- konditioniertes Medium und Astrozyten-

konditioniertes Medium gegeben. Die gezählten Zellen wurden auf die unbehandelte 

Kontrolle normiert (=1).  

 

4.3.5 Inhibition des PI3K-Signalwegs in vitro 

Um die Effekte von aktiviertem AKT (pAKT) auf die Sensitivität von Melanomzellen 

gegenüber dem BRAFV600E Inhibitor Vemurafenib zu untersuchen, wurde die 

metastatische Melanomzelllinie 1205LU verwendet. Diese Zelllinie hat eine BRAFV600E 

Mutation und außerdem eine hemizygote PTEN Deletion in Verbindung mit einer PTEN 

Mutation, was zur konstitutiven Aktivierung von AKT führt (Paraiso et al., 2011). 

Dadurch sind in dieser Zelllinie sowohl der RAF-MEK-ERK, als auch der PI3K-AKT-

mTOR-Signalweg stark aktiviert. Das resultiert wiederum in besonders hohen 

Expressionswerten von pERK und pAKT. Die Inkubation dieser Zelllinie mit dem 

BRAFV600E Inhibitor Vemurafenib führte nur zu einer schwach ausgeprägten 

Proliferationsinhibition (Abb. 4-29). Bestätigt wurde dieses Ergebnis mittels Zellzyklus-

FACS-Analyse. Hier zeigte sich ein moderater Anstieg der (apoptotischen) sub-G1-

Fraktion nach Inkubation mit Vemurafenib (Abb. 4-30). Unter der Kombination mit PI3K- 

und BRAFV600E-Inhibition wurde ein stärkerer Effekt erzielt: Die Zellproliferation der 

Melanomzelllinie 1205Lu wurde signifikant erniedrigt und die Apoptoseinduktion wurde 

deutlich erhöht (Abb. 4-29 und 4-30). 
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Abbildung 4-29: Die Kombination von PI3K- und BRAFV600E-Inhibition hemmt die Proliferation von 

1205Lu Melanomzellen. Proliferationsmessung mittels MUH Analyse der Zelllinie 

1205Lu nach 72-stündiger Inkubation mit dem BRAF Inhibitor Vemurafenib (Vem) 

und/oder dem PI3K Inhibitor GDC0941 in den angegebenen Konzentrationen. 
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Abbildung 4-30: Die Kombination von PI3K- und BRAFV600E-Inhibition erhöht die sub-G1-Fraktion 

von 1205Lu Melanomzellen. FACS-Zellzyklusanalyse nach Propidiumiodidfärbung der 

Zelllinie 1205Lu nach 72-stündiger Inkubation mit dem BRAF Inhibitor Vemurafenib (Vem) 

und/oder dem PI3K Inhibitor GDC0941 in den angegebenen Konzentrationen.  

 

Um die Kombinationstherapie in einen klinischeren Zusammenhang zu bringen, wurden 

frisch isolierte Melanomzellpopulationen einer Patientin verwendet, die klinisch bereits 

Resistenzen gegen Vemurafenib entwickelt hatte. Erneut wurden diese resistenten 

Melanomzellpopulationen mit der Kombination aus PI3K (GDC0941)- und BRAFV600E 
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(Vemurafenib)-Inhibition inkubiert und die proliferationsinhibierende Effizienz der 

eingesetzten Pharmaka mittels MUH-Assay dargestellt. Die Behandlung der 

Patientenzellpopulationen mit dem BRAFV600E Inhibitor Vemurafenib führte, wie 

erwartet, zu einer mäßigen Proliferatonsinhibition (Abb. 4-31). Bestätigt wurde dieses 

Ergebnis erneut mittels Zellzyklus-FACS-Analyse. Hier zeigte sich ein ausgeprägter 

Anstieg der sub-G1-Fraktion nach Inkubation mit Vemurafenib. (Abb. 4-32). Unter der 

Kombination mit PI3K- und BRAFV600E-Inhibition wurde ein noch stärkerer Effekt erzielt: 

Die Zellproliferation wurde auch bei den frisch isolierten Patientenzellpopulationen 

signifikant erniedrigt und die Apoptoseinduktion deutlich erhöht (Abb. 4-31 und 4-32).  

Die Ergebnisse zeigen, dass die zusätzliche Inhibition des PI3K-

Signaltransduktionsweges die antiproliferativen und apoptoseinduzierenden Effekte der 

BRAFV600E-Inhibition in BRAFV600E mutierten Melanomzellen verstärkt.  
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Abbildung 4-31: Die Kombination von PI3K- und BRAFV600E-Inhibition hemmt die Proliferation von 

Vemurafenib-resistenten frisch isolierten metastatischen Melanomzellpopulationen. 

Proliferationsmessung mittels MUH Analyse der Melanomzellpopulation nach 72-stündiger 

Inkubation mit dem BRAF Inhibitor Vemurafenib und/oder dem PI3K Inhibitor GDC0941 in 

den angegebenen Konzentrationen. 
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Abbildung 4-32: Die Kombination von PI3K- und BRAFV600E-Inhibition erhöht die sub-G1-Fraktion 

von Vemurafenib-resistenten frisch isolierten metastatischen 

Melanomzellpopulationen. FACS-Zellzyklusanalyse nach Propidiumiodidfärbung der 

Melanomzellen nach 72-stündiger Inkubation mit dem BRAF Inhibitor Vemurafenib 

und/oder dem PI3K Inhibitor GDC0941 in den angegebenen Konzentrationen.  

 

4.3.6 Inhibition des PI3K-Signalwegs in vivo 

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigten auf, dass der PI3K-Signalweg für die 

Melanomtherapie eine therapeutisch vielversprechende Zielstruktur sein könnte. Als 

wichtiger präklinischer Schritt vor der Übertragung experimentell erhobener Daten auf 

den Patienten wurde ein in vivo-Versuch in einem geeigneten Modell entworfen. Hierfür 

wurden metastatische humane BRAFV600E-mutierte Melanomzellen (WM3734) durch 

stereotaktische Implantation in den Kortex von CD31nude/nude Nacktmäusen injiziert. Alle 

3-4 Tage wurde das Tumorwachstum durch MRT-Messungen überwacht. Sobald ein 

Tumor in einer Ausdehnung von mindestens 2 mm3 detektiert wurde, begann die 

pharmakologische Behandlung (tägliche Applikation von 10 mg/kg Körpergewicht 

mittels Magensonde) der Versuchstiere mit dem PI3K Inhibitor BKM120. Sobald die 

Versuchstiere eine relevante Verschlechterung des Allgemeinzustandes 

(Gewichtsreduktion um 20%, Apathie, Atembeschwerden, motorische Auffälligkeiten 

oder abnormale Körperhaltung) aufwiesen, wurden sie gemäß den lokalen 

Tierschutzbestimmungen getötet. In Abb. 4-33 ist exemplarisch das Tumorwachstum 

von jeweils einer Maus aus der Lösungsmittel-behandelten Kontrollgruppe sowie einer 

Maus der Behandlungsgruppe dargestellt. Während in der Kontrollgruppe ein über die 
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gesamte Versuchsdauer zunehmendes Tumorwachstum beobachtet wurde, bewirkte 

die Behandlung mit dem PI3K Inhibitor BKM120 bei allen untersuchten Mäusen eine 

massive Verlangsamung des Tumorwachstums (Abb. 4-34).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor 

BKM120 das Wachstum von experimentellen Tumoren im Gehirn von Nacktmäusen 

stark verlangsamte.  

 

 
 Abbildung 4-33: Die Behandlung mit dem PI3K Inhibitor BKM120 verlangsamt das Wachstum 

einer experimentellen Melanom-Gehirnmetastase in der Maus. Nacktmäuse wurden für 

10 Tage mit dem PI3K-Inhibitor BKM120 behandelt (10 mg/kg KG) und alle 3 bis 4 Tage 

mittels MRT untersucht.  
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Abbildung 4-34: Die Behandlung mit dem PI3K Inhibitor BKM120 verlangsamt das Wachstum einer 

experimentellen Melanomhirnmetastase bei allen behandelten Versuchstieren. 

Nacktmäuse wurden für 10 Tage mit dem PI3K-Inhibitor BKM120 behandelt (10 mg/kg KG) 

und alle 3 bis 4 Tage mittels MRT untersucht. Die Zahlen oberhalb der Balken beschreiben 

die Anzahl der im MRT gemessenen Tiere (n=Kontrolltiere/behandelte Tiere). 
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5 Diskussion 

5.1 Die Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs erhöht die 

Chemosensitivität von Melanomzellen 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Weg beschrieben, wie Melanomzellen effektiv für 

eine Chemotherapie sensitiviert werden können. Hierzu wurden sowohl der PI3K-AKT-

mTOR-, als auch der RAF-MEK-ERK-Signalweg mit verschiedenen spezifischen 

Inhibitoren gehemmt, und die chemosensitivierende Wirkung auf Melanomzellen 

untersucht. Von beiden Signalwegen ist bekannt, dass sie beim Melanom über 

verschiedene Mechanismen konstitutiv aktiviert sind (Davies et al., 2002) und eine Rolle 

bei der Tumorprogression und Therapieresistenz spielen.  

Im Besonderen wurden hierbei die Effekte des PI3K-Inhibitors LY294002, des mTOR-

Inhibitors Rapamycin, sowie des pan-RAF-Inhibitors Sorafenib und der MEK-Inhibitoren 

U0126 und PD98059 näher untersucht. Alle Inhibitoren wurden mit den beiden 

Chemotherapeutika Cisplatin und Temozolomid kombiniert, und die antiproliferative und 

proapoptotische Wirkung auf verschiedene menschliche metastatische 

Melanommetastasenzelllinien wurde in verschiedenen Assays untersucht.  

Dabei zeigte sich, dass Inhibitoren des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs die 

antiproliferativen Effekte der Chemotherapeutika signifikant verstärkten, während die 

Inhibitoren des RAF-MEK-ERK-Signalwegs keine zusätzliche Proliferationsinhibition 

erzielten. Darüber hinaus konnte mit der Kombination aus LY294002 oder Rapamycin 

mit Cisplatin oder Temozolomid eine deutlich verstärkte Apoptoseinduktion beobachtet 

werden. Diese Effekte gingen mit der komplett unterdrückten Expression des 

antiapoptotischen Proteins Mcl-1 einher.  

Die antiproliferativen Effekte der getesteten MAPK- und AKT-

Signaltransduktionsinhibitoren variierten in Abhängigkeit von den Zelllinien. Besonders 

der pan-RAF Inhibitor Sorafenib und der PI3K Inhibitor LY294002 erzielten 

unterschiedliche antiproliferative Effekte in den verschiedenen Zelllinien. 

Interessanterweise korrelierte die Sensitivität gegenüber Sorafenib und LY294002 nicht 

mit dem BRAF- oder PTEN-Status. Sorafenib und LY294002 können off-target-Effekte 

haben. Es ist bekannt, dass Sorafenib auch andere Proteine inhibiert, wie VEGFR-2 

und VEGFR-3 (Vascular endothelial growth factor receptor), sowie PDGFR-�  (platelet-

derived growth factor receptor), Flt-3 (fms-like tyrosine kinase-3) und c-KIT (Wilhelm et 

al., 2004). LY294002 inhibiert neben der PI3K auch mTOR, die DNA-abhängige 

Proteinkinase, die Caseinkinase 2 und Pim-1 (Gharbi et al., 2007), sowie den Calcium-
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Signalweg (Tolloczko et al., 2004) und Transkriptionsfaktoren wie NF-� B (Kim et al., 

2005). Es ist daher anzunehmen, dass die durch Sorafenib oder LY294002 erzielten 

antiproliferativen Effekte nicht nur auf die Inhibition des MAPK- oder PI3K-AKT-

Signalwegs, sondern auch auf off-target-Effekte zurückzuführen sind. 

Die Monotherapie mit den Chemotherapeutika Cisplatin und Temozolomid erzielte in 

den meisten getesteten Zelllinien keine effiziente Proliferationshemmung. Die 

Kombination mit Inhibitoren des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs (Wortmannin, LY294002 

und Rapamycin) erhöhte signifikant die Wachstumsinhibition in allen Zelllinien. Im 

Gegensatz dazu erzielte die Kombination mit MAPK Inhibitoren (Sorafenib, U0126 und 

PD98059) keinen additiven Effekt. Auch die Hemmung von BRAF durch siRNA erhöhte 

die Proliferationsinhibition durch Chemotherapeutika nicht signifikant im Gegensatz zu 

Inhibitoren des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs. Die antiproliferative Wirkung, die mit dem 

pan-RAF Inhibitor Sorafenib erzielt werden konnte, war effektiver als die der siRNA 

gegen BRAF. Dies könnte daran liegen, dass der Abbau des BRAF Proteins langsamer 

vonstatten geht als die direkte Inhibition des Proteins durch einen niedermolekularen 

Inhibitor. Weiterhin inhibiert Sorafenib mehr Kinasen als nur BRAF, was die erhöhte 

antiproliferative Wirkung im Vergleich zur siRNA-vermittelten Inhibition von BRAF 

erklären könnte. Dennoch zeigte Sorafenib als Monotherapie in einer klinischen Studie 

keinen Vorteil für Patienten mit metastatischem Melanom (Eisen et al., 2006). In 

vorhergehenden experimentellen Studien (Meier et al., 2005; Lasithiotakis et al., 2008) 

wurde beobachtet, dass Sorafenib das Melanomzellwachstum in der Monolayerkultur 

verringerte, jedoch das Invasionspotential von Melanomzellen im organotypischen 

Hautmodell nicht komplett unterdrückte. Die Beobachtung, dass Kombinationen von 

Inhibitoren des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs mit Chemotherapeutika das invasive 

Tumorwachstum stoppen können, rechtfertigt die Untersuchung dieser 

Kombinationsstrategie im Rahmen von klinischen Studien. So wurde in vivo bereits 

gezeigt, dass der mTOR Inhibitor CCl-779 (Temsirolimus) die chemotherapeutische 

Effizienz der Chemotherapeutika Cisplatin und Dacarbazin in einem SCID Mausmodell 

deutlich erhöht (Thallinger et al., 2007).  

In der vorliegenden Arbeit führten Kombinationen des PI3K Inhibitors LY294002 oder 

des mTOR Inhibitors Rapamycin mit den Chemotherapeutika Cisplatin und 

Temozolomid zu einer nahezu kompletten Suppression des antiapoptotischen Bcl-2 

Familienproteins Mcl-1, welches Resistenz gegenüber antiproliferativen Medikamenten 

vermittelt (Craig et al., 2002). Mcl-1 wird über den AKT-Signalweg durch einen 
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Transkriptionsfaktorkomplex hochreguliert (Wang et al., 1999). Im Melanom führt 

wahrscheinlich die konstitutive Aktivierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs zur 

Expression von Mcl-1, mit daraus resultierender Chemoresistenz. Mcl-1-zielgerichtete 

Therapien tragen effektiv zur Sensitivierung von Melanomzellen gegenüber 

Tumortherapeutika bei (Hersey et al., 2006). Eine immunhistochemische Analyse 

zeigte, dass die verstärkte Mcl-1 Expression mit Melanomprogression einhergeht 

(Zhuang et al., 2007). Die Inaktivierung von Bcl-2, Bcl-xL oder Mcl-1 durch shRNA 

sensitivierte Krebszellen gegenüber dem MEK Inhibitor U0126 (Verhaegen et al., 2006). 

Den stärksten Effekt erreichte in der letztgenannten Arbeit die Inaktivierung von Mcl-1. 

Mcl-1 ist relevant für die Apoptoseinduktion durch U0126, da die siRNA-vermittelte 

Herunterregulation von Mcl-1 die Apoptose in U0126-resistenten Zellen deutlich erhöht 

(Wang et al., 2007). Die Cisplatin-induzierte Apoptose in Melanomzellen geht mit einem 

erniedrigten Mcl-1 Level einher (Bowen et al., 2003). Darüber hinaus führt Mcl-1 

Antisense-Therapie zu einer Chemosensitivierung von Melanomzellen gegenüber 

Dacarbazin im Xenograft Mausmodell (Thallinger et al., 2003). Interessanterweise 

zeigen sowohl AKT Inhibitoren als auch Chemotherapeutika keinen Einfluss auf die Mcl-

1-Expression auf RNA-Ebene (Sinnberg et al., 2009). Daher ist wahrscheinlich die 

supprimierte Mcl-1 Proteinexpression, die unter Kombination von AKT Inhibition mit 

Chemotherapeutika beobachtet wurde, ein Resultat translationaler oder 

posttranslationaler Modifikation.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-

Signalwegs die Sensitivität von Melanomzellen gegenüber Chemotherapeutika erhöht. 

Diese Kombinationsstrategie induziert effizient Apoptose in Melanomzellen. Hierbei 

spielt das antiapoptotische Bcl-2 Familienprotein Mcl-1 eine relevante Rolle. 

 

5.2 Inhibition von mTOR erhöht die Sensitivität von Melanomzellen 

gegenüber dem pan-RAF Inhibitor Sorafenib 

Farnesyltransferaseinhibitoren (FTI) wurden mit dem Ziel entwickelt RAS und damit den 

MAPK- und AKT-Signalweg zu inhibieren. Die Aktivierung von RAS hängt von der 

kovalenten RAS-Bindung an die Zellmembran durch die Bindung eines 

Farnesylisoprenoidlipids an die Membran ab; dieser Prozess wird durch 

Farnesyltransferasen katalysiert. Da bei der Tumorprogression und Therapieresistenz 

des Melanoms beide Signalwege eine Rolle spielen, wurden in diesem Projekt die 

antiproliferativen und proapoptotischen Effekte des FTI Lonafarnib allein und in 
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Kombination mit Inhibitoren sowohl des MAPK- als auch des PI3K-Signalwegs auf 

Melanomzellen untersucht.  

Interessanterweise stellte sich heraus, dass der FTI Lonafarnib in den getesteten 

Melanomzelllinien weder die Phosphorylierung von AKT noch von ERK hemmte. 

Jedoch wurde die AKT Signaltransduktionskaskade auf der Stufe von mTOR 

beeinflusst. In der Literatur wird beschrieben, dass RAS Proteine, die bei verschiedenen 

Krebserkrankungen mutiert sind, auf einem alternativen Weg prenyliert werden und 

somit die FT-Inhibition umgehen können (Sebti und Der, 2003). Weiterhin wurde 

beschrieben, dass FTIs neben RAS weitere Zielmoleküle haben, z. B. RHEB (Ras 

homologue enriched in brain) (Sebti und Der, 2003). RHEB ist eine kleine GTPase, die 

mTOR durch die Antagonisierung des Inhibitors FKBP38 aktiviert (Bai et al., 2007). 

RHEB wird in einigen Tumorarten, unter anderem auch im Melanom, stark exprimiert 

und hat eine antiapoptische Funktion. Die Behandlung mit einem FTI inhibiert die 

RHEB-Farnesylierung, -Aktivität und damit die Signalweiterleitung über mTOR (Basso 

et al., 2005; Mavrakis et al., 2008).  

Besonders hervorzuheben ist, dass die Kombination aus dem FTI Lonafarnib und dem 

pan-RAF Inhibitor Sorafenib das Wachstum von Melanomzellen potent inhibierte, 

Apoptose induzierte und das Invasionspotential und Tumorwachstum in 

organotypischer Hautkultur effizient unterdrückte. Diese Ergebnisse werden unterstützt 

durch vorangegangene Arbeiten, in denen die kombinierte Inhibition von RAF und 

mTOR durch Sorafenib und Rapamycin das Melanomzellwachstum und -überleben 

hemmte und die Invasionfähigkeit der Zellen supprimierte (Molhoek et al., 2005; 

Lasithiotakis et al., 2008).  

In den dargestellten Experimenten war die Kombination aus Lonafarnib und Sorafenib 

potenter als die Kombination von RAF- und mTOR-Inhibition. Eine Erklärung für diese 

Beobachtung ist, dass Lonafarnib die Farnesylierung verschiedener Zielproteine 

hemmt. Einige dieser potentiellen Zielproteine wie RHEB und PRL-3 (Phosphatase of 

regenerating liver) sind in die Tumorprogression involviert. PRL-3 fördert die 

Metastasierung in multiplen Krebsarten, und ist relevant für die Metastasierung von 

murinen B16F1 Melanomzellen. Zusätzlich aktiviert RHEB Notch über einem mTOR-

abhängigen Mechanismus (Karbowniczek et al., 2010). Die Aktivierung des Notch-

Signalwegs hat einen transformierenden Effekt bei der Entwicklung des Melanoms und 

einen tumorfördernden Effekt bei der Progression des Melanoms (Liu et al., 2006). Es 



Diskussion 

 101 

ist daher denkbar, dass die Inhibition von PRL-3 und Notch durch Lonafarnib zur 

Antitumoraktivität der Kombination Lonafarnib und Sorafenib beiträgt. 

Von hoher klinischer Relevanz ist die Beobachtung, dass im Gegensatz zur 

Melanomtherapie mit dem BRAFV600E-Inhibitor Vemurafenib (Tsai et al., 2008) die 

Wirksamkeit der kombinierten Therapie mit Lonafarnib und Sorafenib unabhängig vom 

Mutationsstatus ist. In vitro sprachen Zelllinien mit BRAF- oder NRAS-Mutationen 

gleichermaßen auf die Kombinationstherapie mit Lonafarnib und Sorafenib an. Es ist 

daher anzunehmen, dass auch Patienten von dieser neuen Kombinationstherapie 

profitieren könnten, die keine BRAFV600E Mutation aufweisen und daher für eine 

Vemurafenib-Therapie nicht in Frage kommen.  

Die hier untersuchte Kombinationstherapie mit Lonafarnib und Sorafenib hat die 

Expression des antiapoptotischen Mcl-1-Proteins in allen Melanomzelllinien komplett 

unterdrückt. Mcl-1 schützt Tumorzellen vor unterschiedlichen apoptotischen Stimuli und 

spielt eine Rolle bei der Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegenüber 

Chemotherapeutika (Craig et al., 2002). Weiterhin (Hersey et al., 2006; Verhaegen et 

al., 2006) wurde gezeigt, dass die Hemmung von Mcl-1 Tumorzellen gegenüber 

verschiedenen Tumortherapeutika sensitivieren kann. Der pan-RAF-Inhibitor Sorafenib 

supprimiert Mcl-1 (Rahmani et al., 2005; Yu et al., 2005). mTOR fördert das 

Tumorzellüberleben durch die translationale Kontrolle von Mcl-1 (Mills et al., 2008), d. h. 

die mTOR-Inhibition durch Lonafarnib fördert die Tumorzellapoptose. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hier untersuchten Therapeutika 

Sorafenib und Lonafarnib synergistisch die Mcl-1 Expression supprimierten und somit 

effizient Apoptose in Melanomzellen induzierten.  

Präklinische Studien zeigen, dass sowohl Sorafenib als auch Lonafarnib ER-Stress-

induzierte Apoptose auslösen, wobei der diesem Phänomen zugrundeliegende 

Mechanismus weitgehend unerforscht ist (Rahmani et al., 2007; Sun et al., 2007). Ein 

kausaler Zusammenhang zwischen ER-Stress-Induktion (z.B. durch Cannabinoide) und 

Apoptoseinduktion in Tumorzellen (z.B. Gliom) wurde über die Hochregulation 

bestimmter Gene (ER Stress Gene) hergestellt (Carracedo et al.; Salazar et al., 2009). 

ER-Stress Gene sind unter anderem die Transkriptionsfaktoren p8 und CHOP. In der 

vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Kombinationstherapie aus Sorafenib und 

Lonafarnib die ER-Stress Effektoren p8 und CHOP hochreguliert. Aus dieser 

Beobachtung kann geschlossen werden, dass durch die verwendete 
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Wirkstoffkombination Apoptose in Melanomzellen zum Teil durch ER-Stress induziert 

wurde.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Lonafarnib und Sorafenib das Bcl-2 

Familienproteins Mcl-1 herunterregulieren. Darüber hinaus regulieren Lonafarnib und 

Sorafenib die ER-Stress Gene p8 und CHOP hoch und induzieren ER-Stress-

vermittelte Apoptose. Diese Kombination aus Herunterregulation von antiapoptotischen 

Proteinen und Hochregulation von ER-Stress Effektoren führt zu einer potenten 

Apoptoseinduktion in humanen Melanomzelllinien. 

 

5.3 Inhibition des PI3K-AKT Signalwegs zur Überwindung der 

Therapieresistenz von Melanomhirnmetastasen 

Bei der Behandlung von Patienten mit metastasiertem Melanom wird häufig ein 

unterschiedliches Ansprechen von Gehirn- und extrazerebralen Metastasen auf 

klassische Chemotherapien (z.B. mit Carboplatin und Paclitaxel) und zielgerichtete 

Therapien (z.B. mit dem BRAFV600E Inhibitor Vemurafenib) beobachtet. So wird unter 

Chemotherapie oder Vemurafenib eine komplette oder partielle Remission 

extrazerebraler Melanommetastasen beobachtet, während Gehirnmetastasen 

progredient sind oder neu auftreten, was zum Tod der Patienten führt (Dummer et al., 

2011). In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass viele Chemotherapeutika, 

sowie auch neuere, zielgerichtete Medikamente wie z.B. Trastuzumab die Blut-Hirn-

Schranke nicht passieren können (Stemmler et al., 2006). Aus diesem Grund wird das 

Gehirn als eine Art „Refugium“ für zirkulierende Tumorzellen betrachtet, da ihnen dort 

offensichtlich ein erhöhter „Schutz“ vor den ebenfalls systemisch applizierten 

Chemotherapeutika geboten wird. Gleichzeitig aber zeigen Schädel-

Magnetresonanzaufnahmen, dass sich das Kontrastmittel Gadolinium in 

Gehirnmetastasen anreichert, was auf eine Dysfunktion der Blut-Hirn Schranke in/um 

Melanomhirnmetastasen hinweist (Fidler et al., 2011; Gerstner et al., 2007). Diese 

Beobachtung deutet darauf hin, dass andere Faktoren für das unterschiedliche 

Therapieansprechen zerebraler und extrazerebraler Metastasen verantwortlich sein 

könnten. 

Die in dieser Arbeit dargestellten immunhistochemischen Analysen von extrazerebralen 

und zerebralen „Melanommetastasen-Paaren“ derselben Patienten zeigen, dass der 

AKT-Überlebenssignalweg in Hirnmetastasen im Vergleich zu extrazerebralen 
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Metastasen hyperaktiviert ist. Hingegen waren AKT, ERK und pERK in Hirnmetastasen 

und extrazerebralen Metastasen in gleichem Maße exprimiert.  

Diese Beobachtung stimmt mit einer kürzlich veröffentlichten Studie überein, in welcher 

die Aktivierung von AKT in Melanomgewebe quantitativ analysiert wurde (Davies et al., 

2009). Im Rahmen dieser Analyse wurde eine kleine Anzahl von Fernmetastasen 

(zerebral und extrazerebral) untersucht, die nicht vom selben Patienten stammten. 

Hierbei fiel auf, dass die Gehirnmetastasen deutlich mehr pAKT exprimierten als 

Fernmetastasen aus Leber oder Lunge. Im Melanom kann der PI3K-AKT-mTOR-

Signalweg durch viele Faktoren aktiviert werden. So können beispielweise 

verschiedene Wachstumsfaktoren und Adhäsionsmoleküle über ihre spezifischen 

Rezeptoren zur Aktivierung beitragen (Meier et al., 2005; Madhunapantula et al., 2009). 

Als Antwort auf die Rezeptoraktivierung katalysiert die PI3K die Generierung von 

Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3), welches wiederum AKT an die 

Zellmembran rekrutiert, wodurch AKT aktiviert wird. Im Melanom kann AKT, durch die 

Folge einer erhöhten Kopienzahl des langen Arms von Chromosom 1, der das AKT3 

Gen enthält, überexprimiert sein (Stahl et al., 2004). Die intrazelluläre Menge von PIP3 

wird durch Dephosphorylierung verringert. Diese Phosphatase-Reaktion wird von PTEN 

katalysiert. Bei über 70% aller Melanome wurde eine funktionelle Inaktivierung von 

PTEN nachgewiesen (Madhunapantula et al., 2009). Darüber hinaus wurde jüngst 

gezeigt, dass Melanommetastasen mit BRAFV600E Mutation pAKT stärker exprimieren 

als NRAS-mutierte Melanommetastasen und -Zelllinien (Davies et al., 2009). Die 

Mutationsanalyse der o.g. Melanommetastasenpaare ergab jedoch keine Unterschiede 

zwischen Gehirnmetastasen und extrazerebralen Metastasen bzgl. des BRAF, NRAS 

und KIT Mutationsstatus, d.h. die Hyperaktivierung von AKT in Gehirnmetastasen ist 

nicht auf einen unterschiedlichen Mutationsstatus zurückzuführen. 

Im Kontrast dazu stehen die in dieser Arbeit gezeigten in vitro Daten. In Monolayer-

Zellkultur waren die Expression und Aktivierung von AKT bei extrazerebralen und 

zerebralen Metastasenzellen identisch. Jedoch zeigten Zellpopulationen, die in 

Astrozyten-konditioniertem Medium inkubiert wurden eine leicht verstärkte Akt 

Phosphorylierung im Vergleich zu Zellpopulationen, die mit Fibroblasten-konditioniertem 

Medium inkubiert wurden. Diese in vitro Beobachtung, zusammen mit den oben 

beschriebenen in vivo Daten der immunhistochemischen Analyse sprechen dafür, dass 

die Hyperaktivierung von AKT in Melanomhirnmetastasen durch das umgebende 

Mikromilieu (Gehirngewebe) hervorgerufen wird. Interessanterweise zeigte eine 
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komparative, speziesübergreifende Hybridisierung von Microarray Experimenten, dass 

die Gehirnmikroumgebung eine komplette Neuprogrammierung von metastatischen 

Krebszellen herbeiführen kann, was dazu führt, dass die Krebszellen Eigenschaften von 

neuronalen Zellen annehmen und von neuroprotektiven Mechanismen des Gehirns 

profitieren (Park et al., 2011). Nach Implantation von Krebszellen in das Gehirn von 

Mäusen zeigte sich in der letztgenannten Studie, dass alle getesteten Krebszelllinien 

durch die Veränderung des Mikromilieus neuronale Expressionsmuster angenommen 

hatten. Hierbei scheinen Astrozyten eine entscheidende Rolle zu spielen. Astrozyten 

sind die Zellen im Gehirn, mit denen Tumorzellen nach dem Überschreiten der Blut-

Hirn-Schranke zuerst Kontakt haben. So wurde gezeigt, dass Astrozyten sowohl das 

Überleben und Wachstum, als auch die Invasion und Therapieresistenz von 

metastatischen Tumorzellen in der Hirnumgebung fördern (Fidler et al., 2011). Die 

Daten dieser Arbeit unterstützen die Hypothese, dass Astrozyten Faktoren sezernieren, 

die in Melanomzellen im Gehirn den AKT-Signalweg aktivieren und somit 

Therapieresistenz fördern. 

AKT fördert das Überleben von Tumorzellen über multiple Mechanismen. Verschiedene 

proapoptotische Proteine, wie z.B. die Forkhead Transkriptionsfaktoren, das BH3-only 

Protein BAD (Bcl-2-associated agonist of cell death) und Caspase-9 sind direkte 

Zielstrukturen von AKT (Wendel et al., 2004). Darüber hinaus fördert AKT die 

Aktivierung von XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) und cIAP2 (cellular inhibitor of 

apoptosis protein 2); beide sind Mitglieder der IAP (inhibition of apoptosis protein)-

Familie (Xu et al., 2004). Außerdem wurde beobachtet, dass die Aktivierung von STAT3 

(Signal transducer and activator of transcription 3), welches über den PI3K-AKT-mTOR-

Signalweg positiv reguliert wird, die Metastasierung des Melanoms in das Gehirn (Xie et 

al., 2006) über den Wachstumsfaktor bFGF (basic fibroblast growth factor) fördert. 

Aktuell werden in einem Folgeprojekt die Mechanismen die der Hyperaktivierung des 

AKT-Signalwegs in Melanomhirnmetastasen zugrunde liegen, und die Relevanz der 

o.g. Downstream-Effektoren des AKT-Signalwegs für die Therapieresistenz von 

Hirnmetastasen des Melanoms untersucht. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass BRAFV600E mutierte Melanomzellen mit hoher AKT-

Aktivität eine geringe Sensitivität gegenüber dem BRAFV600E Inhibitor Vemurafenib 

aufwiesen. Die Kombination von Vemurafenib mit einem PI3K Inhibitor erhöhte die 

Sensitivität der getesteten Melanomzellen gegenüber Vemurafenib. In Melanomzellen, 

die aus einer Vemurafenib-resistenten Gehirnmetastase isoliert wurden, konnte durch 
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Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs eine Resensitivierung gegenüber 

Vemurafenib erzielt werden. Diese Daten sprechen dafür, dass die Therapieresistenz 

von BRAFV600E mutierten Gehirnmetastasen gegenüber Vemurafenib mit Hilfe der 

Zugabe eines PI3K Inhibitors überwunden werden kann. 

Um die Wirksamkeit von PI3K-Inhibitoren auf das Wachstum von Gehirnmetastasen in 

vivo zu untersuchen, wurde ein Maus-Transplantationsmodell verwendet, in dem 

humane Melanomhirnmetastasenzellen (WM374, BRAFV600E-mutiert) mittels 

stereotaktischer Kontrolle in den Kortex injiziert wurden (Hasenbach et al., 2012). Die 

Tiere, die mit dem PI3K.-Inhibitor behandelt wurden wiesen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ein signifikant verlangsamtes Melanomzellwachstum im Gehirn auf, d.h. 

die oben beschriebenen in vitro Daten lassen sich auf die komplexe Situation einer 

experimentell generierten Melanomhirnmetastase in vivo übertragen. Diese Daten 

sprechen dafür, dass die Inhibition des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs eine wirksame 

Strategie ist, Therapieresistenz von Melanomhirnmetastasen zu überwinden. Auf der 

Basis dieser präklinischen Studie wurde inzwischen das Design einer klinischen Studie 

entwickelt, die bei Patienten mit metastasiertem Melanom und Gehirnmetastasen die 

Sicherheit und Wirksamkeit des PI3K-Inhibitors BKM120 untersuchen wird. 
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6 Zusammenfassung  

 

Das Melanom gehört zu den malignen Tumoren des Menschen, die im Verlauf der 

Erkrankung mit hoher Wahrscheinlichkeit Gehirnmetastasen ausbilden, die zum Tod 

des Patienten führen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Teil dargelegt, dass die Inhibition des PI3K-

AKT-mTOR-Signalwegs die Sensitivität von Melanomzellen gegenüber Chemotherapie 

erhöht. Der PI3K Inhibitor LY294002 und der mTOR Inhibitor Rapamycin kombiniert mit 

Cisplatin oder Temozolomid supprimierten das antiapoptotische Bcl-2 Familienprotein 

Mcl-1 und induzierten effizient Apoptose in Melanomzellen. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass der FTI Lonafarnib in Melanomzellen den 

mTOR-Signalweg inhibiert und die proapoptotischen Effekte von Sorafenib in 

Melanomzellen verstärkt. Die Apoptoseinduktion durch Lonafarnib und Sorafenib ging 

mit einer Herunterregulation des Bcl-2 Familienproteins Mcl-1 einher. Darüber hinaus 

regulierten Lonafarnib und Sorafenib die ER-Stress Gene p8 und CHOP hoch und 

induzierten ER-Stress vermittelte Apoptose.  

Im dritten Teil der Arbeit wurde dargelegt, dass die Hyperaktivierung des AKT-

Überlebenssignalwegs in Melanomhirnmetastasen durch Mikromilieu-spezifische 

Faktoren, die von Astrozyten sezerniert werden, hervorgerufen wird. Die Inhibition des 

aktivierten PI3K-AKT-Signalwegs hemmte hocheffizient das Wachstum von 

Hirnmetastasen im Mausmodell. 

Die in den drei Teilprojekten erarbeiteten Daten sprechen dafür, dass der PI3K-AKT-

mTOR-Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Therapieresistenz des Melanoms 

spielt und dass die effiziente Inhibition dieses Signalwegs eine vielversprechende 

Strategie zur Überwindung der Therapieresistenz des Melanoms darstellt. 
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7  Summary 

 

Brain metastases occur in over 70% of patients with metastatic melanoma and are the 

most common cause of cancer death.  

In the first part of this thesis it is shown that the inhibition of the PI3K-AKT-mTOR 

signaling pathway could enhance the sensitivity of melanoma cells towards the tested 

chemotherapeutics (Cisplatin and Temozolomide). The PI3K inhibitor LY294002 and the 

mTOR inhibitor Rapamycin combined with Cisplatin or Temozolomide suppressed the 

expression of the Bcl-2 family protein Mcl-1 and induced apoptosis in melanoma cells 

efficiently. 

In the second part we could show that the FTI Lonafarnib inhibits the mTOR signaling 

pathway and increased the antiapoptotic effects of Sorafenib in melanoma cells 

significantly. The apoptosis induction by Lonafarnib and Sorafenib was attended by the 

downregulation of the Bcl-2 family protein Mcl-1. Furthermore Lonafarnib and Sorafenib 

upregulated the ER stress genes p8 and CHOP and induced ER stress mediated 

apoptosis. 

In the third part it could be demonstrated that the hyperactivation of the AKT survival 

pathway in melanoma derived brain metastasis is due to environmental factors which 

are secreted by astrocytes. Here we could show that the inhibition of the activated PI3K-

AKT signaling pathway blocked efficiently the growth of brain metastasis in a mouse 

tumor model highly efficient. 

In conclusion, our data demonstrate that the PI3K-AKT-mTOR signaling pathway plays 

an crucial role in therapy resistance of malignant melanoma.  The results also suggest 

that the inhibition of this pathway is a promising strategy to overcome the therapy 

resistance of malignant melanoma. 
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