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1 ZUSAMMENFASSUNG 

Beim malignen Melanom handelt es sich um eine sehr aggressive Form von Haut-

krebs, welcher nach erfolgter Metastasierung kaum heilbar ist. Die Inzidenz des 

malignen Melanoms nimmt stetig zu, jedoch steigt die Überlebensrate dank neue-

rer Therapiemöglichkeiten. Die Ursachen sind genetisch oder durch exogene Fak-

toren, wie zum Beispiel UV-Strahlen, bedingt. Wichtige Signalwege in den Mela-

nomzellen sind unter anderem der MAPK-, der JAK/STAT-, der PI3K/AKT- und der 

p38-Signalweg. Diese Signalwege sollen durch die beiden Zytokine, Interleukin 6 

und Oncostatin M, aktiviert werden. Der Inhibitor BAY293 hemmt die Interaktion 

zwischen SOS und dem Protoonkogen Ras und somit auch die nachgeschaltete 

Signalkaskade des MAPK-Signalwegs. 

Es wurden mittels Western Blot- Analyse und MTT-Assay die Auswirkungen durch 

die Behandlungen mit den beiden Zytokinen und dem Inhibitor (wie zuvor erwähnt) 

auf vier verschiedene humane Melanomzelllinien unterschiedlicher Wachstums-

phase untersucht. Die Zelllinien weisen alle ein B-RAF (V600E) Mutation auf. Die 

beiden Zelllinien, A375 und 518a2 stammen von metastasierten Melanomen, wo-

hingegen die Zelllinien WM35 aus radialem und WM278 aus vertikalem Wachstum 

isoliert wurden. 

Interleukin 6 stimuliert die ERK1/2-Phosphorylierung in allen untersuchten Zelllinien 

und das Zytokin zeigte in diesen Zellen eher eine hemmende Wirkung auf den 

JAK/STAT3-Signalweg. Durch OSM wird nicht in allen Zelllinien eine Stimulation 

der ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet, sondern teilweise sogar Hemmungen 

dieses Signalweges. Der JAK/STAT3-Signalweg wird in allen Zelllinien, außer in 

WM278, durch OSM gehemmt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es einige Hinweise auf ein „biased 

signalling“ (eine „Kommunikation“) zwischen den Signalwegen (JAK/STAT3 aber 

auch p38 und PI3K/AKT) gibt. Die Viabilität kann durch die Behandlungen mit den 

Zytokinen ebenfalls beeinflusst werden und durch BAY293 allein eher weniger. 
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2 ABSTRACT 

The malignant melanoma is a very aggressive form of skin cancer that is virtually 

incurable once it has metastasized. The incidence of malignant melanoma is stead-

ily increasing, but the survival rate is rising thanks to newer therapy options. The 

causes are genetic or due to exogenous factors, such as UV radiation. Important 

signaling pathways in melanoma cells include the MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT, 

and p38 signaling pathway. These signaling pathways are thought to be activated 

by the two cytokines, interleukin 6 and oncostatin M. The inhibitor BAY293 inhibits 

the interaction between SOS and the protooncogene Ras and therefore also the 

downstream signaling cascade of the MAPK pathway. 

The effects of the treatments with the two cytokines and the inhibitor (mentioned 

before) on four different cell lines of different growth phase were investigated by 

Western blot analysis and MTT assay. The cell lines all have a B-RAF (V600E) 

mutation. The two cell lines, A375 and 518a2 were derived from metastatic mela-

noma, whereas cell lines WM35 were isolated from radial growth and WM278 from 

vertical growth. 

Interleukin 6 stimulates ERK1/2 phosphorylation in all cell lines and the cytokine 

tended to show an inhibitory effect on the JAK/STAT3 pathway in these cells. Stim-

ulation of ERK1/2 phosphorylation is not observed by OSM in all cell lines, but in 

some cases inhibition of this pathway is observed. The JAK/STAT3 pathway is in-

hibited by OSM in all cell lines except WM278. 

In summary, there is some evidence of biased signaling (a "communication") be-

tween the signaling pathways (JAK/STAT3 but also p38 and PI3K/AKT). Viability 

may also be affected by the treatments with the cytokines and rather less with 

BAY293 alone. 
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3 EINLEITUNG 

3.1 Melanom 

Das maligne Melanom ist die häufigste Form von Krebs und ist jene Art von Haut-

krebs, die auch am häufigsten zum Tod führt. (Guy et al., 2015) Beim Hautkrebs 

handelt es sich um eine Art von Krebs der Pigmentzellen der Haut, der unter an-

derem durch ultraviolette Strahlung aus dem Sonnenlicht oder auch durch künstli-

che UV-Strahlen (wie zum Beispiel Solarien) verursacht werden kann. (Whiteman, 

Green, & Olsen, 2016) Das Melanom ist eine gefährliche Krebsart mit einem hohen 

Potential zur Metastasierung. Eine frühzeitige Erkennung ist entscheidend, um die 

negativen Auswirkungen auf die Patienten zu verringern. Das maligne Melanom 

tritt hauptsächlich in den Melanozyten der Haut auf, kann aber, wenn auch selte-

ner, in anderen Körperregionen vorkommen, wie zum Beispiel auf den Schleim-

häuten, der Uvea und den Hirnhäuten. Das Melanom macht zirka 5% der bösarti-

gen Erkrankungen der Haut aus. (Roccuzzo et al., 2023) 

3.1.1 Häufigkeit 

In den vergangenen Jahrzehnten ist die Inzidenz von Melanomen vor allem in den 

Bevölkerungsgruppen mit eher hellerem Hautton stetig gestiegen. (Whiteman, 

Green, & Olsen, 2016) 

Es sind vorwiegend Menschen zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr davon be-

troffen, wobei jedoch Männer häufiger betroffen sind als Frauen. Etwa 85% der 

jährlich neu auftretenden Hautmelanome betreffen die Bevölkerungsgruppen in 

Nordamerika, Europa und Ozeanien. Derzeit gibt es schätzungsweise 132.000 

neue Fälle weltweit pro Jahr und etwa 58.000 Todesfälle. Parallel zu den steigen-

den Inzidenzraten ist auch die Sterblichkeitsrate in den meisten Teilen der Welt 

gestiegen, jedoch wurde die Therapie des nicht behandelbaren Melanoms im Sta-

dium III und IV in jüngster Zeit durch Immuntherapien und zielgerichtete Therapien 

revolutioniert. Daraus resultiert eine verbesserte Überlebensrate im Vergleich zu 

früheren Chemotherapien bei Hautkrebs. (Roccuzzo et al., 2023) 
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3.1.2 Risikofaktoren 

Das maligne Melanom ist ein sehr aggressiver Hautkrebs. Schätzungsweise sind 

5 bis 10 Prozent der zugrunde liegenden Mutationen erblich und für das familiäre 

(oder eben auch erbliche) Melanom verantwortlich. Diese Patienten neigen zu ei-

ner frühen Entwicklung des schwarzen Hautkrebses und einem höheren Risiko für 

multiple Melanome. Das Melanom hat eine multifaktorielle Ätiologie, da seine Ent-

stehung aus dem Zusammenspiel von intrinsischen und extrinsischen Risikofakto-

ren hervorgeht. Zu den intrinsischen (oder konstitutionellen) Risikofaktoren gehö-

ren die positive persönliche und/oder familiäre Vorgeschichte, Immunsuppression, 

Rasse, Phototyp, das Vorhandensein vieler und atypischer Nävi sowie auch gene-

tische Mutationen, die für familiäre Häufungen von Melanomen verantwortlich sind. 

(Roccuzzo et al., 2023) Personen mit hellem Haar und heller Haut haben ein hö-

heres Risiko an Hautkrebs zu erkranken. Außerdem sind eine große Anzahl von 

Muttermalen sowie atypische Muttermale die wichtigsten bisher gefundenen Risi-

kofaktoren. (Bataille et al., 1996) 

Der wichtigste extrinsische Risikofaktor ist, wie zuvor bereits erwähnt, die Exposi-

tion gegenüber natürlichen oder künstlichen Quellen von ultravioletter Strahlung 

aufgrund ihrer gentoxischen Wirkung. (Roccuzzo et al., 2023) 

3.1.2.1 BRAF-Mutation 

Die BRAF-Mutationen kommen beim malignen Melanom am häufigsten vor. Dies 

scheint aber nicht mit den Auswirkungen von ultraviolettem Licht, dem einzigen 

bekannten Umweltrisikofaktor für diese Krankheit, zusammenzuhängen. Die Tat-

sache, dass ein wichtiger Melanozyten-spezifischer Signalweg, der die Prolifera-

tion und Differenzierung steuert, durch die Aktivierung von BRAF funktioniert und 

dass dieses Gen in den meisten Melanomen mutiert ist, bietet eine mögliche Er-

klärung für die hohe Häufigkeit von BRAF-Mutationen in Melanomen im Vergleich 

zu anderen Krebsarten. (Davies et al., 2002) 

Bei der BRAFV600E wird die Aminosäure Valin im Codon 600 zu Glutaminsäure 

ausgetauscht. (Hummel et al., 2021) 
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3.1.3 Diagnose 

In den letzten Jahren wurde durch systematische Sequenzierung von Melanomen 

eine zunehmende Anzahl von Genen identifiziert, die mit einem erhöhten geneti-

schen Risiko einhergehen. Obwohl die endgültige Diagnose des Melanoms auf 

histopathologischen Kriterien beruht, basiert der erste Ansatz auf der dermatosko-

pischen Beurteilung. (Roccuzzo et al., 2023) 

3.1.4 Therapiemöglichkeiten 

Melanome treten immer häufiger auf und sind mittlerweile gut behandelbar bzw. 

heilbar, unter der Voraussetzung, dass sie früh genug erkannt werden. Das fortge-

schrittene Melanom allerdings ist durch sein Potential zur Metastasierung und eine 

mittlere Überlebenszeit von weniger als 10 Monaten charakterisiert. In den letzten 

Jahren wurden jedoch große Fortschritte in Bezug auf das Verständnis der mole-

kularen Zusammenhänge zwischen Melanom und der Interaktion mit dem Immun-

system gemacht. Diese Fortschritte haben zu mehreren neuen therapeutischen 

Strategien geführt, die einen erheblichen klinischen Nutzen zeigen. Die derzeitigen 

therapeutischen Ansätze umfassen die chirurgische Entfernung des Melanoms, 

Chemotherapie, Immuntherapie und zielgerichtete Therapie. Interleukin-2, 

Dacarbazin, Ipilimumab und Vemurafenib sind für die Behandlung des fortgeschrit-

tenen Melanoms zugelassen. Darüber hinaus erweisen sich neue Chemotherapie-

Kombinationen, monoklonale Antikörper, die den Weg des programmierten Zellto-

des (PD-1) / PD-Ligand 1 blockieren, und gezielte Therapien gegen CKIT oder 

mitogen-aktiviertes Protein (MEK) und andere mögliche Signalwege beim Mela-

nom in frühen klinischen Versuchen als vielversprechend. (Batus et al., 2013) 

Eine Phase lll Studie aus dem Jahr 2022 zeigte, dass verbesserte klinische Ergeb-

nisse mit der Kombination von Nivolumab und Ipilimumab anstatt Ipilimumab allein 

oder Nivolumab allein bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom erzielt werden. 

Der primäre Endpunkt dieser Studie war das Gesamtüberleben der Patienten. Die 

Forschungsgruppe fand heraus, dass diese Kombination eine sichere und effektive 

Behandlung für Patienten mit unbehandeltem fortgeschrittenem Melanom ist. 

(Wolchok et al., 2022) Die Kombination von Relatlimab und Nivolumab soll das 



6 

progressionsfreie Überleben der Patienten mit zuvor unbehandeltem fortgeschrit-

tenem Melanom verlängern, im Vergleich zur Behandlung mit Nivolumab allein. 

Die Autoren fanden heraus, dass diese Kombination ebenfalls eine sichere und 

effektive Behandlung für Patienten mit fortgeschrittenem Melanom sei.(Tawbi et 

al., 2022) Eine weitere klinische Phase lll Studie untersuchte den Unterschied zwi-

schen neoadjuvanter (vor der Operation) und adjuvanter (nach der Operation) 

Gabe von Pembrolizumab im Vergleich zu adjuvanter Gabe von Pembrolizumab. 

Die Resultate dieser Studie zeigten, dass die Therapie mit neoadjuvante-adjuvante 

Pembrolizumab dem adjuvanten alleinigen Pembrolizumab überlegen war. (Patel 

et al., 2023) 

Wie bereits erwähnt gab es in den letzten Jahren einige Fortschritte in der syste-

mischen Therapie des Melanoms. Vemurafenib, Dabrafenib und Trametinib, sowie 

Immuntherapeutika wie Pembrolizumab und Nivolumab wurden nach und nach in 

die klinische Praxis eingeführt. (Mou & Tan, 2023) Die Tumordicke nach Breslow 

und das Stadium der Erkrankung sind zwei wichtige Kriterien zur Beurteilung der 

Prognose des Patienten. (Breslow, 1970) 

3.1.5 Prognosen 

Als Hautkrebs mit der höchsten Sterblichkeitsrate hängt die Diagnose, Behandlung 

und Prognose vom Melanom wesentlich von einer genauen Tumoreinstufung ab. 

Die Unterscheidung zwischen Tumoren im Frühstadium (Stadium I und II) und im 

Spätstadium (ab Stadium III) hängt in erster Linie davon ab, ob bei den Patienten 

lymphatische Metastasen vorhanden oder nicht vorhanden sind. Das Melanom ist 

durch eine ausgeprägte Malignität gekennzeichnet und neigt zu einer frühen Aus-

bildung von lymphatischen und hämatogenen Metastasen, wodurch es nach einer 

Metastasierung praktisch unheilbar ist. (Mou & Tan, 2023) 

Eine häufige Eigenschaft von Melanomen ist, dass sie im Vergleich zu anderen 

Krebsarten sehr starke Metastasen im Gehirn bilden. Ein Großteil der Patienten 

des Spätstadiums weisen solche Metastasen im zentralen Nervensystem auf. 

(Rigg et al., 2023) 
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In Europa steigt allerdings die Überlebensrate von Patienten mit Hautkrebs. 

(Crocetti et al., 2015) 

3.2 Signalwege 

3.2.1 IL6 bzw. Oncostatin M vermittelte Signalwege 

Oncostatin M (OSM) ist ein Glykoprotein, welches von aktivierten Monozyten und 

T-Lymphozyten gebildet wird. OSM soll das Wachstum von Melanomen und ande-

ren Tumoren hemmen (Rose & Bruce, 1991) und es gehört zu der IL6-Familie und 

ist ebenso ein Zytokin. (Hergovits et al., 2017) Die Mitglieder der IL-6-Familie nut-

zen das Glykoprotein 130 (gp130) für die Signaltransduktion. Der Rezeptor für 

OSM besteht aus gp130 und OSMR. (Ikeda et al., 2009) 

In Abbildung 1 ist der OSM-Rezeptor, sein Ligand und sein nachgeschalteter Sig-

nalweg zu sehen. 

 

Abbildung 1: Aktivierung der MAPK Kaskade via OSM-Rezeptor (Heinrich et al., 2003) 
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IL6 ist Teil der IL6-like Zytokinfamilie, zu der auch IL-11, der leukozytenhemmende 

Faktor, Oncostatin M, der ziliare neurotrophe Faktor und Cardiotrophin 1 gehören. 

Das Zytokin IL-6 ist ein wichtiger Akteur bei Entzündungsprozessen. Es hat sich 

gezeigt, dass fast 50 % der metastasierenden Melanome IL-6 mRNA exprimieren 

und IL-6 sezernieren, was zur Folge hat, dass eine Proliferation in Abwesenheit 

von Wachstumsfaktoren ermöglicht wird. (Minichsdorfer et al., 2015) Interleukin 6 

und IL6-like Zytokine aktivieren den gp130/Jak/STAT-Signalweg. (Siewert et al., 

1999) Darüber hinaus wurde überprüft, dass die Dysregulation des Interleukin-6-

vermittelten JAK/STAT3-Signalwegs in engem Zusammenhang mit der Entwick-

lung verschiedener solider Tumoren steht. (Wang & Sun, 2014) Der Serumspiegel 

von Interleukin (IL)-6 ist also ein prognostischer Faktor bei Melanomen. 

(Minichsdorfer et al., 2015) Hohe IL6-Werte sind eine Vorhersage für ein verkürz-

tes Überleben bei Patienten mit metastasiertem Melanom (Soubrane et al., 2005) 

und auch für eine hohe Tumorlast. (Mouawad et al., 1996) Interleukin-6 hemmt das 

Wachstum von Melanomzellen des frühen Stadiums, jedoch nicht jenes von den 

metastasierenden Zellen. Genauer gesagt wird das Wachstum von nicht transfor-

mierten Melanozyten und Melanomen im Frühstadium gehemmt, während metas-

tasierende Melanomzellen gegen die antiproliferative Wirkung von IL6 resistent 

sind. Die Hälfte der metastatischen Melanome exprimiert die mRNA für IL6 und 

sezernieren es selbst, daraus folgt eine Proliferation ohne die Anwesenheit von 

Wachstumsfaktoren. (Minichsdorfer et al., 2015) 

In Abbildung 2 ist der IL6-Rezeptor mit seinem Liganden (IL6) und die beiden nach-

geschalteten Signalwege (MAPK und JAK/STAT3) zu sehen. 
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Abbildung 2: IL6 aktiviert den JAK/STAT-Signalweg und die MAPK Kaskade (Heinrich et al., 
2003) 

Der IL6-GP130-JAK-STAT3-Signalweg liefert einen wichtigen Beitrag zu entzün-

dungsbedingten Krebserkrankungen. Dies führt dazu, dass diese Signalkaskade 

zu einem attraktiven Ziel für die Behandlung und/oder Verhinderung von Entzün-

dungen, die das Fortschreiten von Krebs begünstigen, wird. (Yu, Pardoll, & Jove, 

2009) 

3.2.1.1 MAP-Kinase-Signalweg 

Der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Signalweg (MAPK/ERK) wird durch ein ext-

razelluläres Signal reguliert und er umfasst die SOS1-, RAS-, RAF-, MEK- und 

ERK-Proteine. Der MAPK-Signalweg koppelt extrazelluläre Wachstumsfaktorsig-

nale von Rezeptor-Tyrosinkinasen an intrazelluläre Reaktionen und moduliert die 

Zellproliferation und das Überleben der Zellen. Es hat sich gezeigt, dass Mutatio-

nen in den Komponenten dieses Signalweges als onkogene Triebkräfte in vielen 

menschlichen Krebsarten dienen. (Rasco et al., 2023) 

3.2.1.1.1 SOS1-Ras Interaktionsinhibitor (BAY293) 

Die Verbindung BAY293 hemmt selektiv die Interaktion zwischen KRAS und 

SOS1. (Hillig et al., 2019) Die Ergebnisse einer Studie von 2022 zeigen, dass 

BAY293 in Kombination mit Modulatoren der Glukoseverwertung, Inhibitoren des 

nachgeschalteten MAPK-Signalwegs und verschiedenen Chemotherapeutika in 
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Abhängigkeit vom spezifischen KRAS-Status der humanen Pankreaskrebs-Zellli-

nien (BxPC3, MIA PaCa-2 und AsPC-1) synergistisch wirkt. (Plangger et al., 2022) 

Auch die Untersuchungen derselben Erstautorin im vorherigen Jahr zeigten syner-

gistische Effekte in Kombinationen mit anderen Arzneistoffen in Lungenkrebszel-

len (NCI-H23 und Osimertinib-resistente Lungenkrebs-Zelllinie). Diese Studie 

wurde durchgeführt, um einen maximalen synergistischen Effekt von BAY293 in 

Kombinationen mit anderen Arzneistoffen zu beschreiben. (Plangger et al., 2021) 

 Der Inhibitor BAY293 wurde in mehreren Untersuchungen als wertvolle Verbin-

dung beschrieben und zeigt, wie bereits erwähnt, einen synergistischen Effekt in 

Kombination mit anderen Arzneimitteln, wie zum Beispiel Trametinib (MEK1/2 Inhi-

bitor), auch Rapamycin (mTOR-Inhibitor) und anderen Chemotherapeutika. Je-

doch ist der klinische Einsatz dieses Inhibitors noch nicht ausgereift, da die Dosis 

durch die Schädigung von gesundem Gewebe begrenzt sein kann. Die Studie „Cy-

totoxicity of combinations of the pan-KRAS inhibitor BAY-293 against primary non-

small lung cancer cells“ vom Jahr 2021 untersuchte deshalb viele Kombinationen 

mit BAY293 in Lungenkrebszellen, um einen maximalen synergistischen Effekt zu 

finden. (Plangger et al., 2021) 

In Abbildung 3 ist eine vereinfachte Darstellung des MAPK-Signalweges darge-

stellt. Anders als in Abbildung 2 wird hier die SOS-Ras Interaktion nicht gezeigt. 
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Abbildung 3: MAP-Kinase-Signalweg (Müller-Esterl, 2018) 

3.2.1.2 JAK-STAT-Signalweg 

Die STAT-Familie (Signal Transducers and Activators of Transcription) von Tran-

skriptionsfaktoren stellt einen Signalweg dar, der aktivierte Rezeptor-Tyrosin-

Kinase-Komplexe mit dem Zellkern für die Regulierung der Transkription verbindet. 

(Campbell et al., 1995) 

Hämatopoetische Zytokine, darunter Interleukin-3, Interleukin-6 und der Gra-

nulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF), induzieren die Proliferation, Dif-

ferenzierung und Aktivierung von Zellen der hämatopoetischen Linie. Diese Zyto-

kine aktivieren den JAK/STAT-vermittelten Signalweg, der für die biologischen Ak-

tivitäten dieser Zytokine wichtig ist. (Matsuda & Hirano, 1994) 

Obwohl alle STATs einem ähnlichen molekularen Aktivierungsweg folgen, weisen 

STAT1, STAT2, STAT4 und STAT6 spezifische biologische Profile auf, die mit ei-

nem begrenzteren Aktivierungsmuster durch Zytokine verbunden sind. STAT3 und 
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STAT5A sowie STAT5B haben pleiotrope Funktionen im Körper und können als 

kritische Onkogene fungieren, die viele an der Krebsentwicklung beteiligte Pro-

zesse fördern. STAT1, STAT3 und STAT5 haben auch eine tumorsuppressive Wir-

kung bei bestimmten Mutationen und Krebsarten. (Erdogan et al., 2022) 

 

Abbildung 4: JAK-STAT-Signalweg (Müller-Esterl, 2018) 

3.2.1.3 P38-Signalweg 

P38 ist eine Untergruppe der sogenannten MAP-Kinasen (mitogen aktivierte Pro-

tein-Kinasen). Diese Kinase wird durch verschiedene Stressfaktoren aktiviert und 

spielt bei den Entzündungsreaktionen eine Schlüsselrolle. (Zhang et al., 1995) 

Eine Dysregulation geht unter anderem mit Krebs und chronischen Entzündungen 

einher. (Barata & Dick, 2020) 
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In einer Übersichtsarbeit wurde beschrieben, dass einige Studien gezeigt haben, 

dass die JNK- und p38-MAPK-Signalwege hauptsächlich mit Stress und Apoptose 

von Zellen assoziiert sind, während der ERK/MAPK-Signalweg mit der Zellprolife-

ration und -differenzierung zusammenhängt. (Guo et al., 2020) 

3.2.1.4 AKT-Signalweg 

AKT ist ein Protoonkogen und kodiert eine Serin-Threonin-Proteinkinase, die durch 

Wachstumsfaktoren über die Phosphatidyl- Inositol-3*-Kinase (PI3-K) aktiviert 

wird. AKT ist ein direktes Target von PI3-K. (Datta et al., 1996) 

 

Abbildung 5: PI3-Kinase-Signalweg (Müller-Esterl, 2018) 
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4 ZIELE 

Melanompatienten, die einen erhöhten IL-6 Plasmaspiegel aufweisen, haben eine 

eher ungünstigere Prognose, denn das Überleben dieser Patienten ist reduziert. 

(Soubrane et al., 2005) Humane Melanomzellen setzen sogar in Abhängigkeit von 

ihrer Wachstumsphase Interleukin-6 frei, insbesondere die metastatischen Mela-

nomzellen. In vitro konnte gezeigt werden, dass Interleukin-6 in Melanomzellen 

des Frühstadiums als Wachstumsinhibitor und in der Spätphase als Stimulator fun-

giert. (Minichsdorfer et al., 2015) Aus diesen Vorkenntnissen ergaben sich drei 

wichtige Zielsetzungen: 

1. Das Zytokin Interleukin-6 und sein Familienverwandter Oncostatin M (OSM) 

sollen auf nachgeschaltene Signalwege in humanen Melanomzellen unter-

schiedlicher Stadien (frühe Wachstumsphase: WM278, WM35; metastati-

sches Stadium: A375, 518a2) verglichen werden und bezüglich der Aktivie-

rung des JAK/STAT3-, MAPKinase- Signalwegs untersucht werden. 

 

2. Der SOS1-RAS Interaktionsinhibitor BAY293 sollte einen Teil des MAPK-

Signalwegs blockieren, wodurch die Frage im Raum steht, ob dadurch die 

verbliebenen Signalwege (JAK/STAT3-, PI3Kinase- und p38-Signalweg) 

verstärkt werden („biased signalling“). 

 

3. Zuletzt soll geklärt werden, ob die Viabilität durch Interleukin-6 oder On-

costatin M in der Kombination mit BAY293 stadienabhängig in humanen 

Melanomzellen beeinflusst wird. 
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5 MATERIAL UND METHODEN 

5.1 Substanzen 

BAY293: Aobious a new experience, Katalognummer: AOB17686, CSA Num-

mer: 2244904-70-7 

Chemische Bezeichnung: (R)-6,7-Dimethoxy-2-methyl-N-(1-(4-(2-((methyla-

mino)methyl)phenyl)thiophen-2-yl)ethyl)quinazolin-4-amin, Molekulargewicht 

448,59 kDa 

Oncostatin M (209aa): human, rekombinant in E. Coli exprimiert, Sigma-Ald-

rich™, Produktnummer SRP3130, Molekulargewicht 23,9 kDa, Lyophilisat, Lage-

rung bei -20°C 

Humanes Interleukin 6: PeproTech®, Katalognummer 200-06-20ug 

5.2 Antikörper 

5.2.1  Primäre Antikörper 

5.2.1.1 ERK1/2 

p44/42 MAPK (Erk1/2) Antikörper #9102, Cell Signalling Technology®, Molekular-

gewicht 44/42 kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.1.2 Phospho ERK1/2 

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4)E XP® Antikörper 

#4370, Cell Signalling Technology®, Molekulargewicht 44/42 kDa, Anti-Kaninchen 
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5.2.1.3 STAT3 

STAT3 (D3Z2G) Antikörper #12640, Cell Signalling Technology®, Molekularge-

wicht 86/79 kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.1.4 Phospho STAT3 

Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP® Antikörper #9145, Cell Signalling Technol-

ogy®, Molekulargewicht 86/79 kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.1.5 p38 

p38 MAPK-Antikörper #9212S, Cell Signalling Technology®, Molekulargewicht 40 

kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.1.6 Phospho p38 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP® Antikörper #4511, Cell Signal-

ling Technology®, Molekulargewicht 43 kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.1.7 AKT 

Akt Antikörper #9272, Cell Signalling Technology®, Molekulargewicht 60 kDa, 

Anti-Kaninchen 

5.2.1.8 Phospho AKT 

Phospho-Akt (Ser473) Antikörper #9271, Cell Signalling Technology®, Molekular-

gewicht 60 kDa, Anti-Kaninchen 

5.2.2 Sekundärer Antikörper 

Anti-Kaninchen IgG Antikörper #7074S HRP (engl.: horse raddish peroxidase) 

gekoppelt, Cell Signalling Technology® 
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5.3 Puffer 

5.3.1 RIPA-Puffer (Lyse-Puffer) 

Tabelle 1: RIPA-Puffer 

RIPA-Puffer (neuer IP-Puffer) 

50 mM Tris-HCl, pH=8.0 (5 ml 1M Tris-HCl, pH=8.0) 

150 mM NaCl (876.6 mg) 

0.1% SDS (1 ml 10% SDS) 

1% NP-40 (1 ml) 

10 mM Glycerolphosphate (disodium salt hydrate, by Helmuth) 

(216.04 mg) 

∑ 100 ml M.Q. 

 

Tabelle 2: Sample Puffer 

4x Sample Puffer 

60 mM Tris, pH= 6.8 (1.2 ml 0.5 M Tris) 

14.4 mM Mercaptoethanol (0.5 ml) 
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25% Glycerin (5 ml 50% Glycerin) 

2% SDS (2 ml 10% SDS) 

0.1% Bromphenolblau (1 ml 1% Bromphe-

nolblau) 

 

5.3.2 Laufpuffer 

Tabelle 2: Laufpuffer 

10 x Laufpuffer 

250 mM Tris (30,29g) 

1.92 M Glycin (144,13g) 

10 mM EDTA.Na2 (3,72g) 

1 % SDS (10,0g) 

∑ 1 l M.Q. 

pH: 8.3 

 

5.3.3 Semidry-Transfer-Puffer 

Tabelle 3: Semidry-Transfer-Puffer 
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1 x Semidry-Transfer-Puffer 

25 mM Tris (3,028g) 

150 mM Glycin (11,26g) 

10% Methanol (100ml) 

∑ 1 l M.Q. 

pH 8,3 

 

5.3.4 Stripping-Puffer 

Tabelle 4: Milder Stripping-Puffer für Western Blot Membranen (Nitrocellulose) 

Milder Stripping-Puffer 

Glycin (7,5g) 

SDS (0,5g) 

Tween 20 (5ml) 

∑500ml MQ, pH= 2,2 
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Tabelle 5: Stripping-Puffer für Western Blot Membranen (Nitrocellulose) unter härteren Bedingun-
gen. Da 2-Mercaptoethanol enthalten ist, wurde der gesamte Herstellungsprozess und das Strip-

pen der Membranen unter einem Abzug durchgeführt 

Stripping-Puffer (härtere Bedin-

gungen) 

10%iges SDS (20ml) 

0,5M Tris HCl (12,5ml), pH= 6,8 

2-Mercaptoethanol 0,8ml 

∑100ml MQ 

 

5.4 Weitere Lösungen 

Tabelle 6: 10x TBS 

10x TBS 

0.2 M Tris (24.22 g) 

1.5 M NaCl (87.66 g) 

∑ 1 l M.Q., pH= 7.6 

 

Tabelle 7: 1x TBST 

1x TBST 
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10x TBS (200ml) 

TWEEN 20 (2ml) 

∑ 2 l M.Q. 

 

Tabelle 8: 5% BSA-Lösung für das Blockieren der Nitrocellulose Membranen 

5% BSA-Lösung 

5% BSA (10g) 

∑200ml TBST 

 

Tabelle 9: 2% BSA-Lösung (in TBST) zum Verdünnen für die ersten (1:1000) und den zweiten 

(1:2000) Antikörper 

2% BSA-Lösung 

2% BSA (4g) 

∑200ml TBST 

 

5.5 Geräte 

Inkubator: BINDER CB220 CO2-Inkubator, BINDER GmbH 

Elektrophorese: Bio-Rad PowerPac 1000 Electrophoresis Power Supply und 

Mini-Protean Tetra Vertical Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc 
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Trasferkasette: Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, Bio-Rad Laboratories, Inc 

Blot Scanner: C-DiGit Blot Scanner, Li-COR Biosciences GmbH 

Photometer: Victor3V Multilabel Plate Reader, PerkinElmer 

Zentrifugen: Sigma 1-16K und 3-30KS, Sigma Laborzentrifugen GmbH 

Thermomixer: Eppendorf® Thermomixer® comfort, Eppendorf AG 

Vortex: Bender & Hobein GmbH 

 

5.6 Zelllinien 

Tabelle 10: Zelllinien und deren Eigenschaften bzw. Herkunft 

Zelllinie Gewebe Mutation Herkunft 

A375 Humane metasta-

sierende Melanom-

zellen 

B-RAF (V600E)  Institut für Krebsfor-

schung;Medizinische 

Universität Wien; 

Prof. Dr. Walter Ber-

ger 

518a2 Humane metasta-

sierende Melanom-

zellen 

B-RAF (V600E)  Prof. Dr.- Edgar Sel-

zer, Klinik für Strah-

lentherapie, AKH 

Wien 

WM35 Humane Melanom-

zellen aus radial 

stammendem 

Wachstum 

B-RAF (V600E)  Coriell Institut 

(WC00060) 
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WM278 Humane Melanom-

zellen aus vertikal 

stammendem 

Wachstum 

B-RAF (V600E)  Coriell Institut 

(WC00054) 

 

5.7 Zellkultur 

5.7.1 Medien 

Die Zelllinien, die für die einzelnen Experimente verwendet wurden, wurden in 

75cm2 Kulturflaschen in einem Inkubator von BINDER bei 37°C, 20% [Vol.-%] O2, 

5% [Vol.-%] CO2 und bei einer Luftfeuchtigkeit von rund 70% [%rH] herangezüch-

tet. Für die A375 und die 518a2 Zelllinien wurde das Medium Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium/Ham’s Nutrient Mixture F-12 (DMEM/Ham´s F-12) von Capricorn 

Scientific mit L-Glutamin von Sigma® verwendet und mit 10% FBS (fetales Kälber-

serum) von Eximus the choice of science (Cat.: BS-2022-500, Lot.: BSS0418) und 

1% Penicillin-Streptomycin (P/S, enthält 10,000 units Penicillin und 10mg Strepto-

mycin/mL) von SIGMA-ALDRICH (Lot.: 0000139996) ergänzt. wurden noch hinzu-

gefügt). Die beiden WM-Zelllinien, WM35 und WM278, wurden in einem Dulbe-

cco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) high glucose (Sigma Life Science) und 

Ham´s Nutrient Mixture F12 (SAFC) Medium (1:1 gemischt) kultiviert, das mit 2% 

FBS, 20mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure) von 

Sigma-Aldrich™ (CAS-Nummer 7365-45-9), 20mM L-Glutamin und 1% P/S ver-

setzt wurde. 

5.7.2 Zellen splitten 

Haben die Zellen eine Konfluenz von 60-100% erreicht, mussten sie gesplittet wer-

den. Die Zelllinien 518a2 und A375 mussten bereits bei 60% gesplittet werden, da 

sie sonst abgestorben sind. Die Zellen des frühen Stadiums (WM35, WM278) wur-

den erst bei einer 90-100%igen Konfluenz gesplittet. Haben die Zellen noch nicht 
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diese Konfluenz erreicht wurde nur das Medium beurteilt. Wenn das Medium eine 

eher orange-gelbliche Farbe hatte anstatt rötlich, wurde es lediglich ausgetauscht. 

Das Wachstum der Zellen wurde stets unter dem Mikroskop beobachtet und beur-

teilt. Das Aufteilen der Zellen hat immer unter dem Laminar air flow (LAF) von Ste-

ril-Polaris stattgefunden. Der LAF wurde vor der Verwendung immer mit 70% Etha-

nol desinfiziert. Die Kulturflaschen wurden aus dem Inkubator geholt. Dabei wur-

den immer Handschuhe getragen, um die Wahrscheinlichkeit einer möglichen 

Kontamination zu verringern und bevor diese in den Laminar Air Flow gestellt wur-

den, wurden diese ebenfalls mit Ethanol gereinigt, damit keine Keime in den LAF 

eingebracht werden. Die entsprechenden Medien und die Trypsin-Lösung (2,5g 

Trypsin mit 0,2g EDTA 4Na pro Liter Hanks´ Balanced Salzlösung mit Phenolrot 

von der Firma Sigma-Aldrich®) wurden aus dem Kühlschrank genommen und im 

Wasserbad auf ca. 37°C erwärmt. Dabei war es wichtig den Verschluss vorher mit 

Parafilm abzudichten, um auch hier zu verhindern, dass Keime in das Gefäß ein-

dringen bzw. dass Flüssigkeit aus dem Wasserbad durch die Öffnung ins Gefäß 

gelangt. Bevor die benötigten Utensilien (Pipetten, Falcon, Medium, usw.) in den 

LAF gestellt wurden, wurden diese desinfiziert. Das Medium wurde mit einer Pas-

teurpipette abgesaugt und die Zellen anschließend mit 5ml PBS (phosphatgepuf-

ferte Salzlösung) gewaschen, geschwenkt und wieder abgesaugt. Danach wurden 

2ml Trypsin hinzugefügt, die Zellen für 5 Minuten in den Inkubator (37°C, 20% O2 

und 5% CO2) gestellt, um die Zellen vom Boden zu lösen bzw. zu lysieren. Unter 

dem Mikroskop wurde dann kontrolliert, ob sich alle Zellen abgelöst haben. Die 

abgelösten Zellen, inklusive des Trypsins wurden unter dem LAF in einen 15ml 

Falcon kollektiert. Die Kulturflasche wurde noch zweimal mit 5ml PBS nachgewa-

schen, und ebenfalls ins Falcon überführt. Nun befanden sich 12ml im Falcon, die-

ser wurde für 4 Minuten bei 1100pm in einem Swing-out-Rotor (Kühlzentrifuge 

Jouan BR4 i) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde un-

ter dem LAF der Überstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 5ml PBS resuspendiert 

und erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Danach wurde der Über-

stand wieder abgesaugt und das Pellet in 2 ml Medium pro Flask resuspendiert. 

Je nach experimentellem Bedarf wurden die Zellen 1:10 bis 1:30 in 10ml vorgeleg-

tem Medium (10ml) verdünnt. Durch die Benetzung der ganzen Oberfläche mit 

dem vorgelegten Medium wurde verhindert, dass am Boden des Flasks Zellen in-

homogen verteilt werden. 
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5.8 Proteinisolation 

Alle Isolationen wurden außerhalb des Lamina Air Flow durchgeführt, die Behand-

lungen der Zellen vor der Inkubation fand jedoch immer innerhalb des LAFs statt. 

5.8.1.1 Proteinisolation von den 6cm Petrischalen  

Sobald die Melanomzellen eine Dichte von 80-90% erreicht haben, wurden die 

Substanzen (Zytokine und BAY293) in den entsprechenden Konzentrationen er-

gänzt. Dafür wurde von den 3ml Medium je ein 1ml Medium entnommen und zu 

den nun 2ml die Substanzen unter dem Laminar Air Flow (LAF) ergänzt.  

Der Inhibitor BAY293 wurde in den Konzentrationen 0,3µM und 3µM für 30 Minuten 

bei 37°C vorgelegt und erst anschließend die Zellen mit weiteren Substanzen in-

kubiert. Der Wirkstoff BAY293 hat einen intrazellulären Angriffspunkt und mehr Zeit 

benötigt somit mehr Zeit, um an den Wirkort zu gelangen. Ab der Zugabe der Zy-

tokine wurde die Inkubationszeit gestoppt und die Zellen in den Inkubator gegeben. 

Alle Behandlungen wurden in Dreifachproben durchgeführt und die Zellen nach 30, 

60 und bei 120 Minuten isoliert und lysiert. 

Während der Inkubationszeit wurde PBS auf Eis gestellt. Nach der Inkubation 

wurde das gesamte Medium abgesaugt, verworfen und die Zellen in einem ersten 

Waschschritt mit 4ml PBS und danach mit 2ml PBS gewaschen. Diese Schritte 

erfolgen bereit außerhalb des LAF. Nach dem Waschen wurden die adhärenten, 

behandelten Zellen in den Petrischalen mit Flüssigstickstoff schockgefroren und 

bei Bedarf in einem -80°C Kühlschrank gelagert, um zu einem späteren Zeitpunkt 

isoliert werden. 

Die Lyse der schockgefrorenen Zellen erfolgt mit RIPA-Puffer, der entsprechend 

der benötigten Menge (100µl per Schale) frisch zubereitet wurde. Dem RIPA-Puf-

fer wurden frisch Protease- (Leupeptin, Aprotenin und PMSF) und Phosphatase-

Inhibitoren (Na2Vo3 und NaF) im Verhältnis 1:1000 zugesetzt.  Die Platten wurden 

nacheinander aus dem -80°C Kühlfach aufgetaut, auf Eis gestellt und sequenziell 

präpariert, sodass die Proben nie auf Raumtemperatur standen. Zuerst wurden die 
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Zellen mit 50µl RIPA-Puffer ca. 1-2 Minuten lysiert und die konzentrierte Zellsus-

pension in ein Eppendorf Gefäß (1.5ml) überführt. Danach wurde die ursprüngliche 

Schale nochmals mit 50µl RIPA-Puffer nachgewaschen, um die Materialverluste 

der Proben zu minimieren. Auch diese Suspension wurde m jeweiligen Eppendorf 

Gefäß gesammelt und in flüssigem Stickstoff erneut schockgefroren. Anschließend 

wurden die Eppendorf Gefäße für 30 Sekunden im Ultraschallbad sonikiert um eine 

homogene Zellsuspension zu erhalten. Diese wurden dann bei 18700rpm bei 4°C 

für 30 Minuten mit der Zentrifuge (Sigma 3-30KS, Sigma Laborzentrifugen GmbH, 

Rotor sigma 12370 50/R) zentrifugiert. Im Pellet befindet sich DNA und unlösliche 

Zellbestandteile, im Pellet die solublen Proteine im Überstand. Von diesem Über-

stand wurden 90µl Aliquots entnommen und mit 30µl 4x Sample-Puffer versetzt. 

Diese Proben wurden dann bei 95°C für 5 Minuten im Thermomixer Comfort von 

Eppendorf erhitzt. Dieser Schritt führt zur kompletten Denaturierung der Proteine, 

deren Disulfidbrücken gespalten werden und die damit als Monomere vorliegen. 

Anschließend wurden die Proben bei -20°C gelagert, bis ein Western Blot durch-

geführt wurde. 

5.8.1.2 Isolation von den 10cm Petrischalen 

Analog zur Proteinisolation in 6 cm Petrischalen wurden Melanomzellen in 10 cm 

Schalen bei einer Konfluenz von 80-90% mit Substanzen versetzt und für 24 (ein 

Experiment für 65) Stunden inkubiert. Da durch die Behandlung über diesen Zeit-

raum auch Zellen abgestorben sind, wurde nun das Medium (10ml) in jeweils ei-

nem 50ml Falcon kollektiert. Danach wurden alle Petrischalen mit 5ml PBS gewa-

schen und anschließend mit je 1ml Trypsin (0,25%) versetzt, bei 37°C für 5 Minu-

ten im Inkubator inkubiert und die abgelösten Zellen auch in das 50ml Falcon über-

geführt. Danach wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob sich alle Zellen abge-

löst haben. Die Petrischalen wurden dann zweimal mit jeweils 5ml PBS gewaschen 

und im Falcons gesammelt. Die Falcons wurden anschließend bei 1500rpm für 4 

Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (Sigma 30-3KS). Nach dem Zentrifugie-

ren wurden die Zellsuspensionen auf Eis gestellt werden. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgesaugt oder abgegossen und die Pellets in jeweils 5ml PBS resus-

pendiert. Die Zellen wurde nochmals unter denselben Bedingungen zentrifugiert, 

der Überstand erneut abgesaugt und die Pellets mit je 200µL RIPA-Puffer (ergänzt 
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durch Protease- und Phosphataseinhibitoren) verdünnt beziehungsweise resus-

pendiert. Diese Zellsuspensionen bzw. Lysate wurden in 1,5ml Eppendorf Gefäße 

überführt und dann mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und für 30 Sekunden 

im Ultraschallbad sonikiert. Mit einer Ultrazentrifuge wurden die Eppendorf Gefäße 

nun bei 18700rpm für 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Über-

stand mit den löslichen Zellbestandteilen gesammelt. Ein Aliquot von 20µl wurde 

für die Proteinkonzentrationsbestimmung abgezweigt (siehe unten). Der Rest der 

Lysate wurde mit 4x Sample Buffer versetzt und bei 95°C für 5 Minuten gekocht. 

Diese Proben wurden dann bei -20°C gelagert, um damit zu einem späteren Zeit-

punkt Western Blots durchzuführen. 

5.8.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford und BCA 

Die Proteinkonzentration wurde nur bei den Isolationen der 10cm Petrischalen be-

stimmt. Die Inkubationszeiten von 30-120 Minuten der Zellen in den 6cm Petrischa-

len reichen nicht aus, um durch Proliferation oder Proteinsynthese zu einer Ver-

schiebung des Proteingehalts zu führen. Im Rahmen der Western blots wurde da-

her auch eine Ladekontrolle durchgeführt. 

Nach der zuvor beschriebenen Isolation wurden jeweils 20µl der Lysate 1:1 mit 

MQ-Wasser verdünnt. In eine 96-Well-Platte wurden zuerst 200µl BCA-Lösung 

(Zusammensetzung siehe Tabelle 12) vorgelegt und danach jeweils 10µl Probe 

hinzu pipettiert. Jede Probe wurde als Doppelprobe gemessen. Ebenso wurde ein 

Blank (10µl MQ-Wasser anstatt Proteinlysat) gemessen, und ein Pufferleerwert 

(10µl RIPA-Puffer anstatt Proteinlysat). Im nächsten Schritt wurden die Proben für 

30 Minuten bei 37°C im Inkubator inkubiert und anschließend mit dem Viktor3V 

Multilabel Counter (PerkinElmer) Detektor die optische Dichte bei 544nm gemes-

sen. Die Absorptionsdaten wurden anschließend in ein Excel Format exportiert und 

die Proteinkonzentrationen unter Berücksichtigung der entsprechenden Eichkurve 

berechnet. Gleichzeitig wurde auch die Menge berechnet, die auf das Gel für die 

Elektrophorese aufgetragen werden muss, um die Kammern mit gleich viel Protein 

(im Bereich zwischen 15-35µg) zu beladen.  
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Tabelle 11: BCA-Lösung für die Bestimmung der Proteinkonzentration; Pierce® BCA Protein As-

say Reagens A, Produktnummer: 23228 von Thermo scientific 

BCA: für 25 Wells a 200 µl (= ∑5ml) 

Bicinchoninsäure (BCA, 4,9 ml) 

4N CuSO4 (100 µl)  

 

5.9 Western Blot 

Beim Western Blot handelt es sich um eine Methode, um Proteine mittels Antikör-

personden zu identifizieren. Zunächst müssen die Proteine mittels SDS-PAGE (auf 

Englisch: sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis) nach 

Masse/Größe aufgetrennt werden. (Towbin, Staehelin, & Gordon, 1979) Das Nat-

riumdodecylsulfat ist nötig, um die Eigenladung der Proteine mit einer negativen 

Ladung zu überdecken, damit diese Eigenladung keinen Einfluss auf die Auftren-

nung mehr hat. (Helmut Plattner, 2017) Des Weiteren ist SDS dafür verantwortlich, 

die multimeren Proteine in Monomere zu zerlegen. Anschließend müssen die auf-

getrennten Proteine auf eine Membran (aus Nitrocellulose oder Polyvinylidendiflu-

orid) transferiert werden. In den folgenden Unterkapiteln werden die einzelnen 

Schritte anhand der Durchführung der Experimente genauer erklärt. 

5.9.1 Acrylamidgele 

Es wurden immer 10%ige Separating Gele und 5%ige Stacking Gele verwendet. 

Die Proteine, die für diese Untersuchung interessant waren, haben eine moleku-

lare Masse von 35-100 kDa und können deshalb in einem 10% Trenngel gut dar-

gestellt werden. 
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Tabelle 12: Bestandteile Separating Gel 10% 

Separating Gel 10% 

1,5M Tris (2,5ml) pH=8,8 

10% SDS (100µl) 

H2O (3,96ml) 

30%-0,8% Acryl-Bisacryl (3,33ml) 

10% Ammoniumpersulfat (100µl) 

TEMED (10µl) 

∑10ml 

 

Tabelle 13: Bestandteile Stacking Gel 5% 

Stacking Gel 5% 

0,5M Tris (1,25ml) pH=6,8 

10% SDS (50µl) 

H2O (2,81ml) 

30%-0,8% Acryl-Bisacryl (835µl) 
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10% Ammoniumpersulfat (50µl) 

TEMED (5µl) 

∑ 5ml 

 

Tabelle 14: Bestandteile des Polyacrylamidgels 

 

1,5M TRIS-Puffer 0,5M Tris-HCl Buffer 

 

45,5g TRIS 

 

∑250ml M.Q., pH= 8,8 

 

 

6g TRIS 

 

∑100ml M.Q., pH=6,8 

 

30%-0,8% Acryl-Bisacryl 10% SDS 

 

30g Acrylamid 

0,80g Methylen-bis-acrylamid 

 

∑100ml M.Q. 

 

10g SDS 

∑100ml M.Q. 

10% APS 
 

 

5g Ammoniumpersulfat 

 

∑50ml M.Q. 
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Zu Beginn wurde die Gießvorrichtung mit den Gläsern von BioRad aufgebaut. Alle 

Bestandteile (außer TEMED) wurden zunächst gemischt und TEMED erst kurz vor 

dem Gießen hinzugefügt (es aktiviert die Polymerisation). Mit der 5000µl Pipette 

wurde das Separating Gel zwischen die beiden Gläser (0,75mm Abstand) pipet-

tiert. Anschließend wurden mit der Hamilton-Spritze die Luftbläschen an die Rän-

der geschoben bzw. entfernen. Das Trenngel wurde mit Isopropanol überschichtet 

und somit die übrigen Bläschen aufschwimmen lässt und zum anderen das Trenn-

gel horizontal glättet (das geringere spezifische Gewicht von Isopropanol lässt es 

auf dem Gel „schwimmen“). Bis das Gel polymerisiert dauerte es zirka 60 Minuten. 

Wenn die Apparatur zur Seite gekippt wird, kann festgestellt werden, ob das Gel 

bereits polymerisiert ist, denn dann sollte es nicht zur Seite rinnen, dass sollte man 

nur machen, wenn im Becherglas das verbliebene Gel nicht polymerisiert ist. Da-

nach wurde das Isopropanol vorsichtig mit Filterpapier entfernt und kurz gewartet, 

bis das restliche Isopropanol verdampft ist.  Jetzt wurde das TEMED zum 5%igen 

Stacking Gel hinzufügt und anschließend auf das Trenngel gegossen, bis es fast 

überläuft. Der Kamm wird schräg eingeführt, sodass die Bläschen zur Seite ge-

drängt werden. Dann wurde wieder gewartet, bis das Gel fest wird. Übergebliebe-

nes Gel wird im Becher gelassen, um zu sehen, ob es polymerisiert (und es ist 

dann in diesem Zustand auch nicht mehr toxisch). Da die Gele nie am selben Tag 

beladen wurden, um sicher zu stellen, dass sie auch komplett auspolymerisiert 

sind, wurden sie in nassem Zellstoff und Frischhaltefolie eingepackt und im Kühl-

raum bei 4°C gelagert, bis sie verwendet wurden. Der nasse Zellstoff ist notwendig, 

damit die Gele nicht austrocknen, bzw. schrumpfen. 

5.9.2 Durchführung 

5.9.2.1 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zunächst müssen alle Teile der Apparatur vorbereitet werden (Halterung für die 

Gläser, auf der die Elektroden befestigt sind und die Gläser, welche die noch nicht 

beladenen Gele enthalten). Bevor die Gele verwendet wurden, wurde der Plastik-

kamm entfernt und die Kammern mit Laufpuffer befüllt bzw. befeuchtet. Die mit 

Samplepuffer verdünnten Proben (25% Puffer) wurden kurz vor dem Beladen aus 



32 

dem -20°C Gefrierfach genommen und wurden in der Hand aufgetaut und an-

schließend gevortext. Nun wurden die Gläser mit den Gelen aus der Gießvorrich-

tung entfernt und in die Kassette für die Elektrophorese eingebaut. Beim „Zusam-

menbauen“ der Gläser mit der Halterung musste auf die Kerbe geachtet werden, 

damit alles dicht verschlossen ist, denn sonst besteht die Gefahr, dass der Lauf-

puffer, während dem Beladen sehr schnell ausläuft. Pro Halterung können zwei 

Gele beladen werden. In die Kammer dazwischen wurde frischer Laufpuffer bis 

zum oberen Rand gefüllt und in eine passende Schale gestellt, um Puffer aufzu-

fangen, falls die Flüssigkeit raustropft. Die Gele konnten nun mit den Proben bela-

den werden. Es war wichtig darauf zu achten, dass der Flüssigkeitsspiegel des 

Laufpuffers stets oberhalb der Gelkammern lag, damit beim Pipettieren unbeab-

sichtigt übergelaufene Probe nicht in die anderen Kammern gelangt, sondern in 

den Puffer hineinläuft. Bevor die Gele beladen wurden, wurde die Elektrophorese-

kammer mit bereits benutzten Laufpuffer bis zirka zur Hälfte befüllt und auf Eis 

gestellt, damit der Puffer vorgekühlt wurde. Bei den Lysaten der 10cm Petrischalen 

wurde anschließend die zuvor errechnete Menge an Probe auf die Gele aufgetra-

gen (30-35µg Protein) und bei den 6cm Lysaten wurde immer dieselbe Menge auf-

getragen, da davon ausgegangen wurde, dass überall die gleiche Menge an Pro-

tein vorhanden war. Paralell wurden auf die Gele auch immer ein Proteinstandard 

(Low Molecular Weight Marker, GE Healthcare) und eine Proteinleiter (Rainbow 

colour, Spectra™ Multicolor Broad RangeProtein Ladder oder RegularPage) auf-

getragen, diese dienten der Orientierung und als Referenz zur Bestimmung der 

Größe der Proteine. Wurden nun die Gele beladen mussten die Kassetten richtig 

in die Kammer hineingestellt werden, sodass die Elektroden der Halterung mit je-

nen des Deckels übereinstimmen. Dann wurde die Kammer bis zur Markierung 

„4Gels“ mit Laufpuffer befüllt. Der Deckel wurde anschließend so auf die Kammer 

aufgesetzt, dass die Elektroden mit der Halterung übereinstimmen und am Netz-

gerät (BioRad, Power Pac 1000) angeschlossen. Nun wurde die Elektrophorese 

gestartet, damit die durch SDS negativ geladenen Proteine von der Kathode in 

Richtung Anode nach der Proteinmasse aufgetrennt werden. Die Laufzeit betrug 

zunächst 15 Minuten bei 100V (Proben werden am Übergang von Stacking Gel 

zum Trenngel konzentriert) und danach 90-120 Minuten bei 120V. Generell wurde 

die Lauffront am Ende des Trenngels als Richtwert herangezogen. Sobald 

Bromphenolblau zirka 10-15 Minuten bei 120V das Gel verlassen hat wurde die 
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Elektrophorese gestoppt. Dies gewährleistete eine ausreichende Auftrennung der 

Proteinbanden im gewünschten Molekulargewichtsbereich. 

5.9.2.2 Transfer (Semidry Blotting Methode) 

Hierbei wurde zunächst eine Schale mit Semidry-Transfer-Puffer (siehe Tabelle 4) 

befüllt, dieser sollte allerdings nicht zu lange an der Luft stehen, da das enthaltene 

Methanol sonst verdampft und der Transfer dann nicht mehr so gut funktioniert. 

Dieser Puffer sollte auch regelmäßig neu hergestellt werden. Filterpapier 

200x200mm (GB 005) von Whatman™ (Produkt 10426981) und 0,45 µm Nitrocel-

lulose-Membran 300mm x 4m von Amersham™ Protran™ (Produkt 10600002) 

wurden zuerst auf die benötigte Größe zugeschnitten und anschließend in die 

Schale mit dem Puffer hineingelegt und gut befeuchtet. Die Membranen dürfen 

nicht direkt mit den Fingern berührt werden. Zuerst wurde ein Filter, dann die 

Membran, anschließend das Gel, bei dem zuvor das Stacking Gel abgetrennt 

wurde, und zuletzt wieder ein Filter übereinandergelegt, sodass ein sogenanntes 

„Sandwich“ entsteht. Die Reihenfolge ist wichtig, da die Proteine von oben nach 

unten auf die Membran übertragen werden (von der Anode in Richtung Kathode). 

Dieses „Sandwich“ wurde mit einem Roller von eingeschlossener Luft befreit und 

dann in die die Kassette des Geräts (BioRad, Trans-Blot® TurboTM) hineingelegt, 

dort wurde es nochmals mit dem Quick Transfer Puffer gut befeuchtet. Wurde die 

Kassette in dieses Gerät eingeführt und folgende Einstellungen wurden ausge-

wählt: 

Die Proteine wurden innerhalb von 10 Minuten bei maximal 25V und konstanten 

2,5A auf die Membran transferiert. 

5.9.2.3 Färbung 

Ist der Transfer beendet, wurden die Membranen in einem Schälchen mit MQ-

Wasser gespült und dann mit einem Farbstoff (2% PonseauS/ 5% Essigsäurean-

hydrid) gefärbt. Nach 10 Minuten auf einem Schwenker wurden die gefärbten 

Membranen zwei bis drei Mal mit MQ-Wasser gewaschen und entfärbt, bis die 
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Proteinbanden sichtbar wurden. Die Membranen wurden dann beschriftet, einge-

scannt und als TIFF-Dateien abgespeichert. 

5.9.2.4 Blockieren 

Um die Spezifität der Antikörper zu erhöhen und unspezifische Bindungen zu re-

duzieren werden die Membranen „geblockt“. Die Membranen wurden 60 Minuten 

mit 5%igem Bovinen Serum Albumin (5% BSA gelöst in 1x TBST) blockiert. Diese 

Absättigung ist nötig, da der primäre Antikörper selbst ein Protein ist und eine sonst 

zustande kommende unspezifische Bindung verhindert werden soll. 

Anschließend wurden die Membranen zweimal mit TBST für jeweils zirka 5 Minu-

ten gewaschen. 

5.9.2.5 Antikörper Inkubation 

Tabelle 15: Verdünnungen der primären und sekundären Antikörper 

Erster Antikörper 1:1000 in 2% BSA (in TBST) 

Zweiter Antikörper (Anti-Kaninchen-Antikörper) 1:2000 in 2% 

BSA (in TBST) 

Horseradish peroxidase konjugiert 

 

Bevor die Inkubation mit den Antikörpern stattgefunden hat, wurden die Membra-

nen geschnitten. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die so entstehenden 

Membranhälften die zu untersuchenden Proteinbanden (ERK1/2 und pERK1/2 bei 42 

und 44kDa, STAT3 und pSTAT3 bei 79 und 86 kDa, p38 bei 40 kDa, phosphory-

liertes p38 bei 43 kDa, AKT und pAKT bei 60 kDa) enthielten. Diese Membranen 

wurden mit den entsprechenden primären Antikörpern eine Stunde bei Raumtem-

peratur oder über Nacht bei 4°C im Kühlraum auf der Wippe inkubiert. Das sorg-

fältige Waschen nach dem primären Antikörper ist sehr wichtig. Deshalb wurde 
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hier zweimal für 10 Minuten mit TBST gewaschen. Die Membranen wurden danach 

ebenfalls eine Stunde mit dem sekundären Antikörper auf der Schwenke bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend einmal für 10 Minuten mit TBST und 

zweimal für 5 Minuten mit TBS gewaschen. Die Membranen verblieben bis zur 

Messung der Intensitäten der Proteinbanden (mit dem C-DiGit Blot Scanner, Li-

COR Biosciences GmbH) in 1X TBS. 

5.9.2.6 Messung und Auswertung mit Li-COR 

Die Messung der Intensitäten der Proteinbanden wurde, wie bereits erwähnt, mit 

dem C-DiGit Blot Scanner, Li-COR Biosciences GmbH durchgeführt. Die zu mes-

senden Membranen wurden jeweils mit 500µl Chemolumineszenz-Substrat (Wes-

tern bright® Sirius®, Advansta Inc.) beschichtet, wobei davon 250µl direkt auf die 

Membran pipettiert wurde und 250µl auf die Detektionsfläche. Die Membran wurde 

anschließend auf die Messfläche des Geräts gelegt und mit der Einstellung „High“ 

12 Minuten entwickelt. War das Signal zu stark wurde nochmals bei der Stan-

dardeinstellung für 6 Minuten gemessen. Die Auswertung fand in der Sofware 

Image Studio™ statt. Hierbei wurden Rechtecke um die einzelnen Banden ge-

zeichnet und die Software berechnete so die einzelnen Intensitäten der Banden. 

Daraus resultierten Excel-Dateien, welche die einzelnen Intensitäten enthielten. 

Diese Werte wurden anschließend für die weiteren Berechnungen (Mittelwert, 

Standardabweichung, Normierung, Statistik) verwendet. Die durch die Messung 

entstanden Abbildungen wurden als TIFF-Datei abgespeichert und anschließend 

in dieser Arbeit veröffentlicht. 

5.10 MTT-Assay 

Der Assay wurde erstmals von Mosmann et. al. 1983 beschrieben und er erfasst 

alle lebenden, jedoch nicht die toten Zellen. (Mosmann, 1983) 

Bei diesem Assay haben die lebensfähigen Zellen die Möglichkeit das lösliche Tet-

razoliumsalz, 3-4,5-Dimethylthiazol-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT), in ein 

unlösliches Formazan umzuwandeln. (Twentyman & Luscombe, 1987) 
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Der MTT-Assay kann zur Messung der Zytotoxizität oder auch der Zellproliferation 

und Aktivierung der Zellen angewendet werden. (Mosmann, 1983) 

Zunächst wurden die Zellen in die 69-Well Platten ausplattiert und am nächsten 

Tag wurden die Zellen unter dem LAF mit Substanzen behandelt und dann bei 

37°C 24, 48 oder auch 72 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde 

das Substrat in 2,5ml Aktivator-Lösung gelöst und anschließend auf 37°C erwärmt. 

Verwendet wurde hier das EZ4U Kit (Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG). 

Nachdem sich das Substrat vollständig gelöst hat, lag eine strohgelbe Lösung vor. 

Pro Well befanden sich jeweils 200µl Medium, weshalb pro Well 20µl von dem 

Substrat zugegeben wurden. Die Zellen wurden anschließend für mindestens 3 

Stunden bei 37°C mit dem Farbstoff inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 

450nm und bei 620nm (Referenzwellenlänge und dient dem Abzug des Leerwer-

tes, der zum Beispiel von Bruchstücken der Zellen oder Fingerabdrücken herrüh-

ren kann) mit dem Viktor3V Multilabel Counter (Perkin Elmer) Detektor gemessen. 

Die so erhaltenen Daten wurden in eine Exceldatei eingefügt und von den Mess-

werten von 450nm und 620nm wurde die Differenz gebildet. Die 96-Well-Platte 

enthielt auch immer einen Leerwert, nur Medium (ohne Zellen) und Farbstofflösung 

enthielten. Von jeder Behandlung wurde jeweils ein Triplett gemessen. 

5.11 Statistische Auswertung 

Es wurden 15 verschiedene Experimente durchgeführt, die hier in dieser Arbeit 

behandelt werden. Bei der statistischen Auswertung dieser Experimente wurde 

One Way ANOVA angewandt. Wobei die Signifikanztests (post hoc) der Experi-

mente bei dem MTT-Assay mit dem Bonferroni Test ausgewertet wurden und die 

der Western blots mit dem Turkey Test. Die gesamte statistische Auswertung 

wurde mit dem Programm SigmaPlot Version 11.0 durchgeführt. Ein p-Wert kleiner 

als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Mittelwerte der normali-

sierten Daten wurden als Balkendiagramm mit Fehlerbalken (Standardabwei-

chung) dargestellt. Wenn nicht anders vermerkt wurden immer 1-4 Versuche (n) 

für die Auswertung der Ergebnisse herangezogen. 
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6 RESULTATE 

6.1 Konzentrationsabhängige Hemmung 

Zu Beginn wurde das Verhalten der vier Zelllinien (A375, 518a2, WM35 und 

WM278) nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen des SOS-Ras-In-

hibitors BAY293 beobachtet. Einige Unterschiede, vor allem zwischen den meta-

stasierten (A375, 518a2) und den nichtmetastasierten (WM35, WM278), wurden 

beobachtet. Diese Unterschiede werden im folgenden Kapitel gezeigt. 

6.1.1 A375 
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Abbildung 6: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie A375 nach 24h Inkubation mit der Substanz 

BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für pERK1/2 und 

ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten der Proteinbanden wurden mit der Software LiCor 
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ausgewertet, in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Ex-

perimente (n=4) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unter-

schied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

Auf der Abbildung 6 A ist zu erkennen, dass der MAPK-Signalweg bei den Kon-

zentrationen BAY293 0,2µM und 0,8µM gehemmt und bei 0,2µM eher aktiviert 

wird. Bei 8µM ist kein großer Unterschied zur Kontrolle vorhanden. Werden die 

Experimente jedoch zusammengefasst, ist in Abbildung 6 B zu sehen, dass die 

Werte eine sehr große Standardabweichung besitzen und keine Signifikanz zur 

Kontrolle (CTL) aufweisen. 
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Abbildung 7: Aktivität von Janus-Kinase in der Zelllinie A375 nach 24h Inkubation mit der 

Substanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=3) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 
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In Abbildung 7 A ist zu sehen, dass der JAK/STAT3-Signalweg bei der niedrigsten 

BAY-Konzentration aktiviert wird und in den Konzentrationen 0,8µM und 8µM 

scheint eine Hemmung des Signalweges stattzufinden. Jedoch ist auch zu erken-

nen, dass die Ladekontrolle aus unbekannten Gründen nicht gleichmäßig ist, wes-

halb dieses Experiment schwer zu beurteilen ist. Hier bei Abb. 7 B ist auch keine 

Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle zu sehen. 
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Abbildung 8: Aktivierung von p38 in der Zelllinie A375 nach 24h Inkubation mit der Substanz 

BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für p-p38 und 

p38 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten 

wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experi-

mente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way 

ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, 

***: p<0,001) 

In der Abbildung 8 A und B ist zu sehen, dass die Phosphorylierung von p38 durch 

die Behandlung mit dem SOS1-Ras-Inhibitor bereits bei niedriger Konzentration 

stimuliert wird. Bei BAY293 2µM ist die stärkste Aktivierung zu beobachten. 
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BAY293-Konzentrationen 0,2µM, 2µM und 8µM haben einen p-Wert<0,001 und 

die Konzentration 0,8µM hat einen p-Wert<0,01 und somit zeigen alle Behandlun-

gen einen signifikanten Unterschied gegenüber der Kontrolle. 
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Abbildung 9: Aktivität von PDK-1 in der Zelllinie A375 nach 24h Inkubation mit der Substanz 

BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für pAKT und 

AKT sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten 

wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experi-

mente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way 

ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, ***: 

p<0,001) 

In Abb. 9 A und B ist eindeutig zu erkennen, dass der PI3K-Signalweg bei 2µM 

aktiviert wird und dieser Unterschied im Vergleich zur Kontrolle signifikant ist. Wo-

hingegen die anderen Konzentrationen dieser Substanz eine Hemmung der Phos-

phorylierung von AKT durch PDK-1 (3-Phosphoinositid–abhängige Proteinkinase-

1) zeigen. Hier zeigt die Konzentration 8µM noch einen p-Wert<0,05. 
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6.1.2 518a2 
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Abbildung 10: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie 518a2 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten der Proteinbanden wurden mit der Soft-

ware LiCor ausgewertet, in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=5) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle **: p<0,01, ***: p<0,001) 

In Abbildung 10 A ist erneut zu erkennen, dass die Banden der Ladekontrolle nicht 

die gleichen Intensitäten aufweisen, jedoch scheinen diese Abweichungen auf den 

oberen Blot übertragbar zu sein. Durch die errechnete Ratio und anschließender 

Normalisierung der Daten auf die Kontrolle ergibt sich der Graph darunter (Abb. 10 

B). Hier ist zu erkennen, dass eine leichte Inaktivierung des MAPK-Signalweg bei 

0,2µM stattfindet. In höheren Konzentrationen wird der Signalweg jedoch nicht ge-

hemmt, sondern im Vergleich zur Kontrolle aktiviert, wobei die Konzentrationen 

0,8µM und 8µM eine Signifikanz aufweisen. 
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Abbildung 11: Aktivität von Janus-Kinase in der Zelllinie 518a2 nach 24h Inkubation mit der 

Substanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=4) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit 

One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: 

p<0,001) 

Abbildung 11 A zeigt erneut eine ungleichmäßige Ladekontrolle. Bei der Konzent-

ration 0,2µM zeigen sowohl phosphoryliertes STAT3 als auch nicht phosphorylier-

tes STAT3 eine höhere Intensität und bei 8µM ist die Ladekontrolle (STAT3) sehr 

schwach. Daraus ergibt sich das darunterliegende Balkendiagramm. Durch das 

errechnete Verhältnis von pSTAT3 zu STAT3 bei der Konzentration 8µM ergibt sich 

hier eine Aktivierung des JAK/STAT3-Signalweges bei der höchsten Konzentration 

mit einem p-Wert<0,001. Der Grund dafür ist, dass die Intensität der Ladekontrolle 

im Vergleich zum phosphorylierten Protein bei 8µM um einiges schwächer ist. 
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Abbildung 12: Aktivierung von p38 in der Zelllinie 518a2 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für p-p38 

und p38 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Da-

ten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Expe-

rimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way 

ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05) 

In Abb. 12 A und B ist eine eindeutige Aktivierung der Phosphorylierung von p38 

bei der höchsten BAY-Konzentration zu sehen (p-Wert<0,05). Bei 0,2µM und 

0,8µM wurde eine Hemmung beobachtet und bei der Konzentration 2µM wurde 

keine Veränderung im Vergleich zur Kontrolle gesehen. 
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Abbildung 13: Aktivität von PDK-1 in der Zelllinie 518a2 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für pAKT 

und AKT sind dargestellt (A). 

Bei diesem Experiment (Abb. 13 A und B) scheint der PI3K-Signalweg nicht akti-

viert zu werden. Es konnte keine Phosphorylierung von AKT gemessen werden, 

obwohl diese Experimente wiederholt wurden. Dennoch zeigt sich, dass die Ex-

pression von AKT in Gegenwart von BAY293 zunimmt. 
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6.1.3 WM35 
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Abbildung 14: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM35 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten der Proteinbanden wurden mit der Soft-

ware LiCor ausgewertet, in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle ***: p<0,001) 

Bei der nicht metastasierenden Zelllinie WM35 tritt das Phänomen auf, dass die 

Substanz BAY293 in der hier höchsten Konzentration den MAPK-Signalweg mit 

einer statistischen Signifikanz sehr stark aktiviert (Abb. 14) 
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Abbildung 15: Aktivität von Janus-Kinase in der Zelllinie WM35 nach 24h Inkubation mit der 

Substanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit 

One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: 

p<0,01, ***: p<0,001) 

In Abb. 15 B ist mit steigender Konzentration von BAY293 eine immer stärker wer-

dende Hemmung des JAK/STAT3-Signalweges zu beobachten. Allerdings verläuft 

die Intensität von STAT3 nicht gleichmäßig, mit steigender Konzentration von 

BAY293 nimmt die Expression von STAT3 ab. 
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Abbildung 16: Aktivierung von p38 in der Zelllinie WM35 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für p-p38 

und p38 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Da-

ten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Expe-

rimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way 

ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01) 

Bay293 aktiviert in der höchsten Konzentration (8µM) die Phosphorylierung von 

p38 in den WM35 Zellen (Abb.16). Sehr ähnliche Ergebnisse lieferten die 518a2 

Zellen (Abb. 12). Die anderen Behandlungen weisen hier keine signifikanten Un-

terschiede im Vergleich zur Kontrolle auf, jedoch findet in niedriger Konzentration 

des Inhibitors keine Aktivierung dieses Signalweges statt. 
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Abbildung 17: Aktivität von PDK-1 in der Zelllinie WM35 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für pAKT 

und AKT sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die 

Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten 

Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One 

Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: 

p<0,05) 

Der PI3K-Signalweg wird durch keine BAY-Konzentration in den WM35 Zellen ak-

tiviert, sondern im Vergleich zur Kontrolle eindeutig gehemmt (Abb. 17). 
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6.1.4 WM278 
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Abbildung 18: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM278 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten der Proteinbanden wurden mit der Soft-

ware LiCor ausgewertet, in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle ***: p<0,001) 

Die nicht metastasierenden Zelllinien WM35 und WM278 haben hier die Gemein-

samkeit, dass der MAPK-Signalweg bei der höchsten BAY-Konzentration stark ak-

tiviert wird (siehe Abb. 14 und 18 A/B) Beide haben einen p-Wert<0,001. 
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Abbildung 19: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM278 nach 24h Inkubation mit 

der Substanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots 

für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausge-

wertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle ***: p<0,001) 

Der JAK/STAT3-Signalweg wir bei den beiden höchsten Konzentrationen (2µM und 

8µM) aktiviert (p<0,001). Bei BAY293 0,2µM und 0,8µM liegen keine signifikanten 

Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) vor (Abb. 19). 
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Abbildung 20: Aktivierung von p38 in der Zelllinie WM278 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für p-p38 

und p38 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Da-

ten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Expe-

rimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way 

ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, 

***: p<0,001) 

Die Aktivierung von p38 wird bei der niedrigsten und bei der höchsten Konzentra-

tion gesteigert. Die beiden anderen Konzentrationen in diesem Experiment weisen 

keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (Abb. 20). 
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Abbildung 21: Aktivität von PDK-1 in der Zelllinie WM278 nach 24h Inkubation mit der Sub-

stanz BAY293 in den Konzentrationen 0,2µM/0,8µM/2µM/8µM. Typische Western Blots für pAKT 

und AKT sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die 

Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten 

Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One 

Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: 

p<0,05) 

Hier in Abbildung 21 ist am ersten Blick zu erkennen, dass die Expression von AKT 

in der Behandlung mit 2µM BAY293 viel stärker ist als in den anderen Proben. Der 

Grund hierfür ist unklar. Dennoch zeigt dieses Experiment eine Hemmung der 

AKT-Aktivierung, die für 0,8 µM BAY203 sogar signifikant ist. 

6.2 Zeitabhängige Stimulation bzw. Hemmung 

Wie im Methodenteil bereits erwähnt, wurden bei den Experimenten mit den kurzen 

Inkubationszeiten (30, 60 und 120 Minuten) in den 6cm Petrischalen keine Best-

immungen der Proteinkonzentrationen gemacht, da davon ausgegangen wird, 
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dass sich die Proteinkonzentration in dieser Zeit in den Zellen nicht wesentlich ver-

ändert und überall gleich viele Zellen ausgesät wurden. 

6.2.1 Behandlung mit OSM und BAY293 nach 60 Minuten Inkuba-

tionszeit 

6.2.1.1 A375 
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Abbildung 22: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie A375 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin Oncostatin M 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzent-

rationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausge-

wertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=3) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 
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wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle ***: p<0,001) 

In Abbildung 22 A und B ist zu erkennen, dass das Zytokin Oncostatin M eindeutig 

den MAPK-Signalweg stimuliert (p<0,001). BAY293 allein zeigt nach 60 Minuten 

keine Hemmung des Signalwegs. Zu sehen ist allerdings, dass OSM in Kombina-

tion mit BAY293 nicht mehr so stark aktiviert. 
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Abbildung 23: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie A375 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin On-

costatin M 10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 

Konzentrationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western 

Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor 

ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der 

gesammelten Experimente (n=3) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt wer-

den. 
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Bei diesem Experiment mit den A375 Zellen liegt keine statistische Signifikanz vor. 

In Abb. 23 B ist zu erkennen, dass OSM hier den Signalweg nach 60 Minuten noch 

nicht stimuliert, BAY293 3µM hingegen schon, wobei der angegebene Fehlerbal-

ken sehr groß ist. 
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Abbildung 24: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie 518a2 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin Oncostatin M 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzent-

rationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausge-

wertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signi-

fikanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

In der Abbildung 24 B ist zu erkennen, dass bei keiner der vorliegenden Behand-

lungen ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle vorliegt. Es findet, anders als bei 
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den A375 Zellen keine Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch Oncostatin M statt 

und auch keine starke Hemmung des Signalwegs durch den Inhibitor BAY293 

nach 60 Minuten Inkubationszeit. 
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Abbildung 25: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie 518a2 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin On-

costatin M 10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 

Konzentrationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western 

Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor 

ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der 

gesammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001) 

Oncostatin M aktiviert hier den JAK/STAT3-Signalweg nach 60 Minuten nicht und 

die Kombinationen des Zytokins und des Inhibitors BAY293 zeigen eine signifi-

kante Hemmung (Abb 25). 
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6.2.1.3 WM35 
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Abbildung 26: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM35 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin Oncostatin M 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzent-

rationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausge-

wertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signi-

fikanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

Die nicht metastasierenden Zellen zeigen hier, wie die 518a2 Zellen, keine Aktivie-

rung durch OSM nach 60 Minuten. BAY293 zeigt auch hier keine signifikante Hem-

mung des MAPK-Signalwegs. In Abbildung 26 A ist jedoch ein Unterschied zu den, 

mit dem Inhibitor behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle und auch zu OSM 

zu erkennen, da die Intensität der Banden hier geringer ist, werden die Wiederho-

lungen jedoch zusammengefasst, ist hier kein signifikanter Unterschied zur unbe-

handelten Kontrolle vorhanden. 
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Abbildung 27: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM35 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin On-

costatin M 10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 

Konzentrationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western 

Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor 

ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der 

gesammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt wer-

den. 

Auch hier (Abb. 27) wurde bei keiner der Behandlungen ein signifikanter Unter-

schied ermittelt. Wie auch bei den metastasierenden Zelllinien wird hier der 

JAK/STAT3-Signalweg durch OSM nach 60 Minuten nicht aktiviert. Ein leichter Un-

terschied ist allerdings bei der Kombination von OSM mit BAY293 (3µM) zu erken-

nen. Während die anderen Behandlungen eher eine Hemmung dieses Signalwegs 

zeigen, ist hier eine leichte Steigerung der Aktivität der Janus-Kinasen zu sehen, 

allerdings ist hier die Standardabweichung sehr groß und es wurde auch mit dem 

Turkey Test keine statistische Signifikanz berechnet. 
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6.2.1.4 WM278 
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Abbildung 28: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM278 nach 60 Minuten Inkubation mit 

der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin Oncostatin M 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzent-

rationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausge-

wertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der ge-

sammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle **: p<0,01, ***: p<0,001) 

In Abbildung 28 A und B ist, im Gegensatz zu den WM35 Zellen, eine leichte Sti-

mulation des MAPK-Signalwegs durch Oncostatin M in den nicht metastasieren-

den WM278 Zellen bereits nach 60 Minuten zu erkennen, allerdings ohne einen 

signifikanten Unterschied zur Kontrolle. BAY293 zeigt in beiden Konzentrationen 

eine leichte Hemmung dieses Signalwegs. In Kombination mit OSM scheint die 

Aktivität von MEK1/2, das ERK1/2 phosphoryliert, deutlich gesteigert zu werden. 
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Abbildung 29: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM278 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin On-

costatin M 10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit den beiden BAY293 

Konzentrationen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western 

Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor 

ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der 

gesammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz 

wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der 

Kontrolle ***: p<0,001) 

Anders als bei den WM35, wird hier, wie in Abbildung 29 B, der JAK/STAT3-Sig-

nalweg durch OSM bereits nach 60 Minuten aktiviert. Durch die Inhibition der 

SOS1-Ras Interaktion im MAPK-Signalweg durch BAY293 scheint hier dieser Sig-

nalweg nach 60 Minuten beeinflusst zu werden. In Kombination mit OSM wird die 

Phosphorylierung von STAT3 sogar eher erhöht. 
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6.2.2 Behandlung mit IL6 und BAY293 nach 60 Minuten Inkubati-

onszeit 

6.2.2.1 A375 
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Abbildung 30: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie A375 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 10ng/ml und die 

jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrationen in den 6cm2 

Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 

sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wur-

den in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente 

(n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

Hier in Abbildung 30 A hat die Behandlung mit IL6 eine stärkere Intensität als die 

Kontrolle, in B ist jedoch zu erkennen, dass IL6 den MAPK-Signalweg nach 60 

Minuten in den zusammengefassten Wiederholungen dieses Experimentes noch 

nicht aktiviert. Die Standardabweichungen sind bei allen Behandlungen sehr groß 
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und gesamt liegen keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle vor. Interessan-

terweise ist in Abb. 30 A zu sehen, dass BAY293 0,3µM zu einer leicht erhöhten 

Phosphorylierung von ERK1/2 beiträgt. 
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Abbildung 31: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie A375 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrati-

onen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=2) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifi-

kanter Unterschied zwischen den Behandlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

In der Abb. 31 A stimuliert Interleukin 6 den JAK/STAT3-Signalweg. In B ist jedoch 

wieder zu sehen, dass die Standardabweichung (Fehlerbalken) sehr groß ist und 

gesamt wird der Signalweg nach 60 Minuten noch nicht aktiviert. Hingegen wird 

die Aktivität von Janus-Kinasen durch die Zugabe von BAY293 in beiden Konzent-

rationen gesteigert. 
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6.2.2.2 518a2 
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Abbildung 32: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie 518a2 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 10ng/ml und die 

jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrationen in den 6cm2 

Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 

sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wur-

den in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente 

(n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA 

und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: p<0,001) 

In den 518a2 Zellen, wie in Abbildung 32 A und B zu erkennen ist, wird die Phos-

phorylierung von ERK1/2 durch IL6 nach 60 Minuten nicht stimuliert. Die Intensitä-

ten wurden normalisiert und anschließend wurde das Verhältnis (Ratio) von 

pERK1/2 zu ERK1/2 berechnet und somit ergibt sich in Abb. 32 B folgendes Balken-

diagramm. Der Inhibitor BAY293 stimuliert aber die Phosphorylierung von ERK1/2 

konzentrationsabhängig. In Gegenwart von IL6 wird diese Stimulation aber wieder 

konzentrationsabhängig rückgängig gemacht. 

n
o

rm
a

lis
ie

rt
 p

E
R

K
1
/2

/E
R

K
1
/2

 



64 
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Abbildung 33: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie 518a2 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrati-

onen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit 

One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: 

p<0,01, ***: p<0,001) 

In Abbildung 33 A ist der Western Blot einer gestrippten Membran zu sehen, der 

nicht richtig funktioniert haben dürfte. Dennoch wurden dieses Experiment ausge-

wertet und mittels deskriptiver Statistik wurde die Signifikanz berechnet. Analog zu 

Abb. 31 (A375 Zellen) zeigt IL6 keine Aktivierung des JAK/STAT3-Signalwegs nach 

60 Minuten. BAY293 stimuliert die Phosphorylierung von STAT3 konzentrationsab-

hängig signifikant. In Gegenwart von IL6 wird diese Stimulation aber wieder kon-

zentrationsabhängig rückgängig gemacht. 
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6.2.2.3 WM35 
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Abbildung 34: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM35 nach 60 Minuten Inkubation mit der 

Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 10ng/ml und die 

jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrationen in den 6cm2 

Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 

sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wur-

den in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente 

(n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA 

und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, ***: 

p<0,001) 

Nach 60 Minuten wird der MAPK-Signalweg, in den nicht metastasierenden WM35 

Zellen durch IL6 aktiviert, wie in Abbildung 34 A und B zu erkennen ist. Auch zu 

sehen ist, dass BAY293 hier in der höchsten Konzentration (3µM) bereits nach 60 

Minuten die Phosphorylierung von ERK1/2 stimuliert. Dieses Phänomen wurde be-
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reits bei der Untersuchung der konzentrationsabhängigen Hemmung (Abb. 14) be-

obachtet. Auch die Kombination von IL6 mit BAY293 3µM stimuliert den Signalweg 

stärker als IL6 allein. 
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Abbildung 35: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM35 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrati-

onen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit 

One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: 

p<0,001) 

Der JAK/STAT3-Signalweg wird in den WM35 Zellen durch IL6 nach 60 Minuten 

nicht aktiviert. Die Behandlung mit IL6 und BAY293 0,3µM erhöht die Aktivität von 

den Janus-Kinasen, welche STAT3 phosphorylieren, mit einem p-Wert<0,001. In 

Abbildung 35 A ist zu erkennen, dass die Intensität der Bande des STAT3 bei 
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IL6/B0,3 am schwächsten ist und nach nachfolgender Normalisierung und Berech-

nung der Ratio resultiert daraus, dass der Balken in B eine so hohe Intensität auf-

weist. 

6.2.2.4 WM278 
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Abbildung 36: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM278 nach 60 Minuten Inkubation mit 

der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrationen in 

den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 

und ERK1/2 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die 

Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten 

Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One 

Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: 

p<0,001) 

In den nichtmetastasierenden WM278 Zellen ist in den Abbildungen 36 A und B 

eindeutig zu erkennen, dass Interleukin 6 den MAPK-Signalweg eindeutig aktiviert 
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(p<0,001). Bei allen anderen Behandlungen in diesem Experiment liegt kein signi-

fikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle vor. Anders als bei den WM35 

Zellen aktiviert BAY293 den Signalweg hier nach 60 Minuten noch nicht. In Abb. 

36 A ist sogar eher eine Hemmung bei beiden Inhibitor-Konzentrationen im Ver-

gleich zur Kontrolle zu beobachten. 

WM278 IL6/BAY293 nach 60 Minuten pSTAT
3
/STAT

3

CTL
IL

6
B0,3 B3

IL
6/B

0,3

IL
6/B

3

In
te

n
s
it
ä

t 
(a

.u
.)

0

1

2

3

4

5

***

******

pSTAT
3

86 kDa
79 kDa

CTL    IL6     B0,3    B3         IL6/       IL6/ 

                                             B0,3      B3

STAT
3

86 kDa
79 kDa

A

B

 

Abbildung 37: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM278 nach 60 Minuten Inkuba-

tion mit der Substanz BAY293 allein in den Konzentrationen 0,3µM/3µM, mit dem Zytokin IL6 

10ng/ml und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit den beiden BAY293 Konzentrati-

onen in den 6cm2 Petrischalen mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für 

pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewer-

tet. Die Daten wurden in Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesam-

melten Experimente (n=1) als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit 

One Way ANOVA und Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: 

p<0,001) 

In Abbildung 37 B ist zu erkennen, dass der JAK/STAT3-Signalweg in den WM278 

Zellen durch IL6 nach 60 Minuten nicht aktiviert wird. Durch die höchste BAY293 

Konzentration wird der Signalweg hingegen aktiviert und das könnte ein Beweis 
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für ein „biased signalling“ sein, denn der Inhibitor hemmt intrazellulär die SOS-Ras 

Interaktion des MAPK-Signalwegs, wodurch der JAK/STAT3-Signalweg verstärkt 

ablaufen könnte und es so dennoch zu einer Zellproliferation kommen könnte. 

BAY293 (3µM) in Kombination mit dem Zytokin IL6 wird der Signalweg am stärks-

ten aktiviert (p<0,001) und auch die Kombination IL6/B0,3 aktiviert den Signalweg 

gleichermaßen wie BAY293 3µM allein. 

6.2.3 Zeitabhängige Stimulation bzw. Hemmung durch OSM bzw. 

BAY293 

Nun werden die Versuche gezeigt, bei denen die Zeitabhängigkeit nach 30, 60 

sowie 120 Minuten an den vier Zelllinien analysiert wurde. Im vorherigen Unterka-

pitel wurden nur die Zeitpunkte nach 60 Minuten beobachtet. Hier konnte allerdings 

oft keine Stimulation durch die Zytokine beobachtet werden, deshalb wurden jetzt 

auch noch die isolierten Proteine bei den beiden anderen Zeitpunkten auf das Po-

lyacrylamidgel aufgetragen um anschließend eine Elektrophorese und einen Wes-

tern blot durchzuführen. Hiermit sollte gezeigt werden, ob eine etwaige zeitabhän-

gige Hemmung durch BAY293 beziehungsweise Stimulation durch die Zytokine 

(oder auch durch BAY293 aufgrund eines „biased signalling“) stattfindet. 
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6.2.3.1 A375 
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Abbildung 38: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie A375 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-

siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01) 

In Abb. 38 A und B ist zu erkennen, dass OSM den MAPK-Signalweg nach 30 und 

120 Minuten deutlich mehr aktiviert als bei Zeitpunkt 60 Minuten. In Abb. 22 ist eine 

deutlich stärkere Stimulation durch OSM nach 60 Minuten zu beobachten. Nach 

30 Minuten zeigt BAY293 (3µM) eine deutliche Stimulation (p<0,01) und danach 

eine zeitabhängige Hemmung. Anders ist es in der Kombination mit OSM, hier wird 
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der Signalweg nach 30 Minuten eher gehemmt und nach 120 Minuten stimuliert 

(p<0,01). 
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Abbildung 39: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie A375 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischa-

len mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dar-

gestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in 

Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) 

als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und 

Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, ***: p<0,001) 

In diesem Experiment (Abb. 39) wurde zu keinem Zeitpunkt eine Aktivierung des 

JAK/STAT3-Signalwegs durch Oncostatin M beobachtet, so wie bereits in Abbil-

dung 23 (nach 60 Minuten) zu erkennen war. Der Signalweg wird hier durch 

BAY293 nicht wirklich stimuliert, sondern eher nach 120 Minuten Inkubation stark 

gehemmt (p<0,001). Nach 60 Minuten kann eine leichte Stimulation beobachtet 
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werden, dies war auch schon in Abbildung 23 zu erkennen und deutet auf ein mög-

liches „biased signalling“ hin. Auch in Kombination mit OSM wird der Signalweg 

mit der Zeit gehemmt und nicht aktiviert. 

6.2.3.2 518a2 
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Abbildung 40: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie 518a2 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-

siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=3) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Behand-

lungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

Bei dem Experiment, welches in Abbildung 40 dargestellt ist, konnten keine signi-

fikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Jedoch 
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konnte hier, anders als bei den A375 Zellen zu keinem Zeitpunkt eine Stimulation 

des MAPK-Signalwegs durch OSM beobachtet werden. Eine eindeutige Hemmung 

des Signalweges durch BAY293 konnte hier nicht bestätigt werden. Bei dem 60 

Minuten Zeitpunkt der Monotherapie mit BAY293 ist eine schwache Hemmung zu 

sehen, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Des Weite-

ren zeigt die Behandlung mit der Kombination aus OSM und BAY293 (3µM) nach 

60 Minuten eine Verringerung der Phosphorylierung von ERK1/2. 
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Abbildung 41: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie 518a2 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischa-

len mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dar-

gestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in 

Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=3) 

als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und 

Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: 

p<0,001) 
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Oncostatin M zeigt eine signifikant hemmende Wirkung auf den JAK/STAT3-Sig-

nalweg in den 518a2 Zellen (Abb. 41 B). Anders als in den A375 Zellen kann hier 

gar keine Stimulation durch BAY293 beobachtet werden, eine Gemeinsamkeit fin-

det sich jedoch in der starken Hemmung des Signalweges durch den Inhibitor nach 

120 Minuten. Auch die Kombination von OSM und BAY293 (3µM) zeigt zu jedem 

Zeitpunkt eine Hemmung dieses Signalwegs. 
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Abbildung 42: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM35 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-
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siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05) 

Wie bereits bei dem Versuch zum Zeitpunkt nach 60 Minuten (Abb. 34) wurde auch 

hier (Abb. 42) keine Stimulation des MAPK-Signalwegs durch OSM zu keinem der 

drei Zeitpunkte beobachtet. Es findet hier eine zeitabhänge Hemmung statt, wobei 

der Unterschied zur Kontrolle nach 120 Minuten signifikant (p<0,05) ist. Die Be-

handlung mit BAY293 (3µM) zeigt zu jedem Zeitpunkt eine Hemmung des MAPK-

Signalwegs. Die Kombination des Zytokins und des Inhibitors zeigt nach 30 Minu-

ten eine Stimulation und zu den beiden späteren Zeitpunkten eine Hemmung. 
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Abbildung 43: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM35 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischa-

len mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dar-

gestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in 
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Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) 

als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und 

Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01) 

Wie auch bereits bei den beiden metastasierenden Zelllinien (A375 und 518a2) ist 

auch bei den nicht-metastasierten WM35 Zellen (Abb. 43) keine Aktivierung des 

JAK/STAT3-Signalwegs bei den drei untersuchten Zeitpunkten zu sehen. Dieser 

Signalweg wird durch Oncostatin M eher mit der Zeit gehemmt. BAY293 zeigt 

keine Aktivierung der Phosphorylierung von STAT3, weshalb hier nach den beo-

bachteten Zeitpunkten kein Hinweis auf ein „biased signalling“ zu beobachten ist. 

Auch die Behandlungen mit der Kombination führt zu einer zeitabhängigen Hem-

mung. 
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6.2.3.4 WM278 
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Abbildung 44: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM278 nach 30, 60 und 120 Minuten In-

kubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml und die 

jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit 

anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt 

(A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel nor-

malisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=3) als Ratio 

(Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test 

ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, ***: p<0,001) 

In Abb. 28 ist nur eine leichte Stimulation durch OSM nach 60 Minuten zu erken-

nen. In der Abbildung 44 A und B ist jedoch nach 60 Minuten eine deutliche Erhö-

hung der Aktivität von MEK1/2 und somit einer Aktivierung des MAPK-Signalwegs 
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zu beobachten. Der Signalweg wird hier durch BAY293 3µM bereits nach 120 Mi-

nuten aktiviert. 
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Abbildung 45: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM278 nach 30, 60 und 120 Mi-

nuten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Oncostatin M 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von OSM (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischa-

len mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dar-

gestellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in 

Excel normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) 

als Ratio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und 

Turkey Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: 

p<0,001) 

Wie auch bereits in Abb. 29 zu erkennen ist, stimuliert Oncostatin M in den WM278 

Zellen auch hier (Abb. 45 A und B) den JAK/STAT3-Signalweg. Dies wurde in den 

anderen Zelllinien nicht beobachtet. In den WM35 Zellen wird durch BAY293 eine 

Hemmung dieses Signalweges erreicht und in den WM278 Zellen eine statistisch 
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signifikante Stimulierung. Auch die Kombination des Zytokins und des Inhibitors 

führt zu einer Aktivierung. 

6.2.4 Zeitabhängige Stimulation bzw. Hemmung durch IL6 bzw. 

BAY293 

6.2.4.1 A375 
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Abbildung 46: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie A375 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-
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siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05) 

Interleukin 6 stimuliert das Wachstum in den metastasierten Zellen (A375), vor al-

lem ist eine zeitabhängige Stimulation zu beobachten, welche mit der Zeit stärker 

wird (Abb. 46 A und B). Wie auch in Abb. 38 ist hier zu erkennen, dass BAY293 

(3µM) nach 30 Minuten eher stimulierend auf den MAPK-Signalweg wirkt und auch 

die Kombination mit dem Zytokin IL6 aktiviert die Phosphorylierung von ERK1/2 

nach 120 Minuten. 
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Abbildung 47: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie A375 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und 

die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit 

anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt 

(A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel nor-

malisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) als Ratio 
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(Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Be-

handlungen gegenüber der Kontrolle festgestellt werden. 

In Abbildung 47 ist zu erkennen, dass der JAK/STAT3-Signalweg in den A375 Zel-

len durch Interleukin 6 zu keinem der drei Zeitpunkte aktiviert wird, dies war bereits 

in Abbildung 31 zu erkennen. Anders als in Abb. 31 konnte hier keine Aktivierung 

dieses Signalwegs durch den SOS1-Ras Inhibitor beobachtet werden, jedoch sind 

bei diesen Versuchen die Fehlerbalken sehr groß. Allerdings wird in Kombination 

mit IL6 eine zeitabhängige Stimulation des Signalwegs beobachtet. 

6.2.4.2 518a2 
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Abbildung 48: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie 518a2 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 
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Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-

siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=2) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: p<0,001) 

Der MAPK-Signalweg wird in den 518a2 Zellen nur leicht durch IL6 zeitabhängig 

stimuliert (Abb. 48). Durch BAY293 (3µM) tritt nach 30 und 60 Minuten nur eine 

leichte Hemmung der Phosphorylierung von ERK1/2 ein und aus unbekannten 

Gründen wurde hier nach 120 Minuten Inkubation mit dem Inhibitor eine starke 

Stimulation des Signalwegs festgestellt. Dieses Phänomen wurde zuvor nur in den 

WM-Zellen festgestellt. Die kombinierte Behandlung zeigt in den beiden früher 

Zeitpunkten auch eher eine Hemmung und nach 120 Minuten dann eine Stimula-

tion. 
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Abbildung 49: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie 518a2 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und 

die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit 

anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt 
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(A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel nor-

malisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=3) als Ratio 

(Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test 

ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01) 

Interleukin 6 aktiviert nach 60 Minuten Inkubation den JAK/STAT3-Signalweg nur 

leicht und die Standardabweichung ist hier sehr groß (Abb. 49). In Abbildung 33 ist 

deutlich zu erkennen, dass IL6 nach 60 Minuten den Signalweg nicht aktiviert. Im 

Gegensatz hierzu kann BAY293 (3µM) den Signalweg zu jedem hier gemessenen 

Zeitpunkt aktivieren, was in Abb. 33 bereits nach 60 Minuten zu erkennen war. 

Auch in der Kombination mit dem Inhibitor und dem Zytokin kann der Signalweg, 

vor allem nach 60 Minuten, stimuliert werden. 
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6.2.4.3 WM35 

WM35 IL6/BAY293 Zeitabhängigkeit pERK
1/2

/ERK
1/2

C
TL

IL
6 

30
'

IL
6 

60
'

IL
6 

12
0'

B3 
30

'

B3 
60

'

B3 
12

0'

IL
6/

B3 
30

'

IL
6/

B3 
60

'

IL
6/

B3 
12

0'

In
te

n
s
it
ä

t 
(a

.u
.)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

***
**

***
***

44 kDa
42 kDa

C
T

L

IL
6

/B
3

 1
2

0
'

IL
6

/B
3

 6
0

'

IL
6

/B
3

 3
0

'

B
3

 1
2

0
'

B
3

 6
0

'

B
3

 3
0

'

IL
6

 1
2

0
'

IL
6

 6
0

'

IL
6

 3
0

'

44 kDa
42 kDa

pERK
1/2

ERK
1/2

A

B

 

Abbildung 50: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM35 nach 30, 60 und 120 Minuten Inku-

bation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und die je-

weiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-

siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle **: p<0,01, ***: p<0,001) 

In den WM35 Zellen (Abb. 50) ist zu erkennen, dass Interleukin 6 bereits nach 30 

Minuten den MAPK-Signalweg aktiviert und nach 60 Minuten den Höhepunkt der 

Stimulation erreicht. Nach 120 Minuten wird der Signalweg durch IL6 nicht aktiviert. 

Durch den Inhibitor BAY293 wird eine zeitabhängige Stimulation der Phosphory-
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lierung von ERK1/2 durch MEK1/2 erreicht, dies konnte in den vorherigen Experi-

menten bei den nichtmetastasierten Zelllinien schon beobachtet werden. Anders 

als in Abbildung 34 B wird hier bei der Kombinationsbehandlung nach 60 und auch 

nach 120 Minuten eine Hemmung des Signalweges beobachtet. 
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Abbildung 51: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM35 nach 30, 60 und 120 Minu-

ten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und 

die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit 

anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind dargestellt 

(A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel nor-

malisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) als Ratio 

(Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test 

ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001) 

Der JAK/STAT3-Signalweg kann durch Interleukin 6 in den WM35 Zellen nach 30 

Minuten aktiviert werden (Abb. 51 B), jedoch tritt zu späteren Zeitpunkten eine 

Hemmung ein, wie es auch schon in Abbildung 35 B zu erkennen war. Durch den 
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SOS-Ras-Interaktionsinhibitor wird hier keine Stimulation des Signalwegs erreicht, 

womit hier kein Hinweis auf ein „biased signalling“ vorhanden ist. 

6.2.4.4 WM278 
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Abbildung 52: Aktivität von MEK1/2 in der Zelllinie WM278 nach 30, 60 und 120 Minuten In-

kubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml und die 

jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen mit an-

schließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pERK1/2 und ERK1/2 sind dargestellt (A). 

Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel normali-

siert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) als Ratio (Mit-

telwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey Test er-

mittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001) 

Durch IL6 wird der MAPK-Signalweg in den WM278 Zellen (Abb. 52), wie auch in 

den WM35 Zellen (Abb. 50), aktiviert. Allerdings ist hier die stärkste Aktivität nach 

120 Minuten. Des Weiter ist auch hier wieder eine starke Stimulation durch 
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BAY293 (3µM) allein und auch eine leichtere Aktivierung in der Kombination mit 

IL6 zu beobachten. Diese starke Aktivität von MEK1/2 nach 60 Minuten mit der Be-

handlung mit dem Inhibitor konnte in der Abb. 36 nicht gezeigt werden. 
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Abbildung 53: Aktivität von Janus-Kinasen in der Zelllinie WM278 nach 30, 60 und 120 Mi-

nuten Inkubation mit der Substanz BAY293 (3µM) allein, mit dem Zytokin Interleukin 6 10ng/ml 

und die jeweiligen Kombinationen von IL6 (10ng/ml) mit BAY293 (3µM) in den 6cm2 Petrischalen 

mit anschließender Proteinisolation. Typische Western Blots für pSTAT3 und STAT3 sind darge-

stellt (A). Die Intensitäten wurden mit der Software LiCor ausgewertet. Die Daten wurden in Excel 

normalisiert und anschließend die Balkendiagramme der gesammelten Experimente (n=1) als Ra-

tio (Mittelwert ± S.D.) in (B) dargestellt. Die Signifikanz wurde mit One Way ANOVA und Turkey 

Test ermittelt. (Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: 

p<0,001) 

Im Gegensatz zu den WM35 Zellen wird in den WM278 Zellen der JAK/STAT3-

Signalweg durch Interleukin 6 gehemmt (Abb. 53 B). BAY293 zeigt bei diesem 

Versuch keine Erhöhung der Aktivität von den Janus-Kinasen, sondern nach 120 
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Minuten sogar eine signifikante Hemmung der Phosphorylierung von STAT3 durch 

die Janus-Kinasen. 

6.3 Viabilität (MTT-Assay) 

6.3.1 Viabilität nach 24 Stunden Inkubationszeit 

In allen untersuchten Zelllinien (A375, 518a2, WM35 und WM278) ist zu erkennen, 

dass bei den folgenden BAY293 Konzentrationen, nämlich 0,1µM und 1µM, die 

Viabilität nach 24 Stunden stark sinkt. Ein möglicher Grund hierfür könnte die hö-

here Konzentration an DMSO (Dimethylsulfoxid) sein, was zu einem verstärkten 

Absterben der Zellen führen könnte. In Abbildung 54 B ist zu sehen, dass OSM 

und IL6 zu einer leichten Proliferation der A375 Zellen führt, wohingegen die Zel-

len, die mit OSM bzw. IL6 in Kombination mit BAY293 0,1µM (höhere DMSO-Kon-

zentration) behandelt wurden, eine geringere Viabilität nach 24 Stunden aufwei-

sen. Dies ist ebenso bei allen anderen Zelllinien beobachtet worden. Die anderen 

Kombinationen von Zytokinen und Inhibitor zeigten keine Verringerung der Viabili-

tät nach 24 Stunden der A375 Zellen. Im Gegensatz zu den A375 Zellen zeigen 

die anderen metastasierenden Zellen (518a2) keine Zunahme der Viabilität durch 

OSM und IL6 (Abb. 55 B). In den 518a2 Zellen führen auch die beiden Kombinati-

onen OSM/BAY293 (0,3µM) und OSM/BAY293 (3µM) zum Absterben der Zellen 

nach 24 Stunden, diese Unterschiede sind teilweise signifikant gegenüber der Kon-

trolle. Die beiden nichtmetastasierenden Zelllinien, WM35 und WM278, zeigen 

keine Stimulation der Zellproliferation durch die beiden Zytokine nach 24 Stunden 

(Abb. 56 B und 57 B). Bei den WM35 Zellen (Abb. 56 B) wird die Viabilität durch 

die Kombinationen OSM/BAY293 (0,03µM), OSM/BAY293 (3µM) und IL6/BAY293 

(3µM) nach 24 Stunden Inkubationszeit signifikant erniedrigt. Bei den WM278 Zel-

len (Abb. 57) wird die Viabilität bei den Kombinationen leicht verringert, jedoch sind 

die Unterschiede gegenüber der Kontrolle nicht signifikant. 
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Abbildung 54: Viabilität der Zellen (A375) 24 Stunden nach Behandlung mit den Zytokinen 

(OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im jeweiligen 

Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Konfluenz 

beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. OSM und IL6 

wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 1µM und 

3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 1µM 

weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 

anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 

die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 

Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, ***: p<0,001) 
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Abbildung 55: Viabilität der Zellen (518a2) 24 Stunden nach Behandlung mit den Zytokinen 

(OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im jeweiligen 

Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Konfluenz 

beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. OSM und IL6 

wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 1µM und 

3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 1µM 

weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 

anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 
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die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 

Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001) 
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Abbildung 56: Viabilität der Zellen (WM35) 24 Stunden nach Behandlung mit den Zytokinen 

(OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im jeweiligen 

Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Konfluenz 

beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. OSM und IL6 

wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 1µM und 

3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 1µM 

weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 
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anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 

die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 

Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001) 
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Abbildung 57: Viabilität der Zellen (WM278) 24 Stunden nach Behandlung mit den 

Zytokinen (OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im 

jeweiligen Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die 

Konfluenz beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. 

OSM und IL6 wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 
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1µM und 3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 

1µM weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 

anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 

die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 

Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: p<0,001) 

6.3.2 Viabilität nach 48 Stunden Inkubationszeit 

Bei den A375 und bei den WM278 Zellen wurde die Viabilität auch noch nach 48 

Stunden Inkubationszeit gemessen. Auch hier ist in Abbildung 58 und 59 zu erken-

nen, dass die höhere Konzentration an DMSO bei BAY293 0,1µM und 1µM eine 

verringerte Viabilität zu Folge haben (***: p<0,001). In der Abbildung 58 B ist zu 

sehen, dass die beiden Zytokine das Zellwachstum in den A375 Zellen nicht anre-

gen und es gibt somit keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Auch in Kom-

bination mit BAY293 ist eher eine leichte Verringerung der Viabilität zu sehen. In 

Abbildung 59 B ist bei den WM278 Zellen, die mit den beiden Zytokinen behandelt 

wurden, die Viabilität ein wenig größer, jedoch liegt kein signifikanter Unterschied 

vor. Diese Erhöhung der Viabilität konnte nach 24 Stunden noch nicht beobachtet 

werden. Die Kombination von OSM und BAY293 3µM zeigt eine verringerte Viabi-

lität in den nicht-metastasierten Zellen nach 48 Stunden und die Kombination von 

IL6 und BAY293 0,3µM zeigt in diesem Experiment die stärkste Erhöhung der Vi-

abilität. 
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Abbildung 58: Viabilität der Zellen (A375) 48 Stunden nach Behandlung mit den Zytokinen 

(OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im jeweiligen 

Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Konfluenz 

beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. OSM und IL6 

wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 1µM und 

3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 1µM 

weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 

anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 

die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 
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Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: p<0,001) 
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Abbildung 59: Viabilität der Zellen (WM278) 48 Stunden nach Behandlung mit den 

Zytokinen (OSM und IL6) und BAY293: Die Zellen wurden am Vortag vor der Behandlung im 

jeweiligen Medium in die 96-Well-Platten ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurde die 

Konfluenz beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen behandelt. 

OSM und IL6 wurden in den Konzentrationen 10ng/ml hinzugefügt und BAY293 in 0,1µM, 0,3µM, 

1µM und 3µM. Bei den Kombinationen mit den Zytokinen wurde die Konzentration von BAY293 

1µM weggelassen. Die behandelten Zellen befanden sich bis zur Zugabe des Substrates und 
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anschließender Messung im Inkubator. In A sind die verschiedenen BAY293 Konzentrationen und 

die unbehandelte Kontrolle dargestellt. B ist ein Säulendiagramm, in dem die Zellen mit den 

Zytokinen, sowie die jeweiligen Kombinationen mit BAY293 mit der Kontrolle verglichen werden. 

(Statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ***: p<0,001) 
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7 DISKUSSION 

In meiner Arbeit sollte das Verhalten von den beiden Zytokinen (OSM und IL6) und 

BAY293 (0,3µM und 3µM) in Melanomzellen, in Abhängigkeit ihres Stadiums 

(frühe Wachstumsphase und metastasiert), der Zeit (30, 60 und 120 Minuten) und 

der Konzentration von BAY293 (nach 24h), untersucht werden. Bei den drei kurzen 

Expositionszeiten wurden der MAPK- und der JAK/STAT3-Signalweg untersucht. 

Um noch genauere Aussagen zu treffen, müssten hier auch noch die anderen Sig-

nalwege (p38 und PI3K/AKT) untersucht werden. Bei der Behandlung mit BAY293 

(in den Konzentrationen 0,2µM, 0,8µM, 2µM und 8µM) wurden die vier Signal-

wege, welche in der Einleitung kurz beschrieben wurden, untersucht, um ein even-

tuell vorhandenes „biased signalling“, also eine „Kommunikation“, zwischen den 

Signalwegen nachzuweisen. 

7.1 Zeitabhängige Stimulation bzw. Hemmung des 

MAPK- und des JAK/STAT3-Signalwegs durch 

IL6/OSM/BAY293 nach 30, 60 und 120 Minuten 

7.1.1 Auswirkungen auf die Zellen durch exogenes IL6 

Die metastasierten Zelllinien (A375 und 518a2) sezernieren im Gegensatz zu den 

„early stage“ Zellen (WM35 und WM278) eine hohe Menge an Interleukin 6. 

(Minichsdorfer et al., 2015) Diese hohen Konzentrationen an IL-6 könnten das in-

vasive Wachstum erklären und Anreicherung von Entzündungszellen in der Mikro-

umgebung des Tumors. 

7.1.1.1 Phosphorylierung von ERK1/2 

IL6 stimuliert die Phosphorylierung von ERK1/2 in den A375 Zellen (Abb. 30 und 

46) und etwas schwächer in 518a2 Zellen (Abb. 32 und 48), aber auch in den „early 

stage“ Melanomzellen, WM35 (Abb. 34 und 50) und WM278 (Abb. 36 und 52). 

Das Ziel einer Studie aus dem Jahr 2021 war es, die Expression von IL6 und PD-

L1 (programmed cell death ligand 1) bei Schilddrüsenkrebs zu untersuchen und 
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ob IL6 die PD-L1-Expression reguliert. Die Forschungsgruppe fand heraus, dass 

IL6 und PD-L1 im Gewebe des Schilddrüsenkrebses hoch exprimiert wurde. IL-6 

stimulierte die PD-L1-Expression über die MAPK- und JAK/STAT3-Signalwege. 

Die Metastasierung, die Tumorgröße und die Risikostratifizierung soll signifikant 

mit der IL6-Expression assoziiert sein. (Zhang et al., 2021) Durch meine For-

schungsergebnisse konnte gezeigt werden, dass der MAPK-Signalweg in den vier 

untersuchten Melanomzellen durch exogen zugeführtes IL6 ebenso aktiviert wird. 

7.1.1.2 Phosphorylierung von STAT3 

Der JAK/STAT3-Signalweg wurde durch Interleukin 6 in den A375 Zellen (Abb. 31 

und 47) im Vergleich zur Kontrolle zu jedem gemessenen Zeitpunkt inhibiert und 

dieses Ergebnis konnte auch gut reproduziert werden. In Kombination mit BAY293 

ist nach 60 Minuten eine Zunahme der Phosphorylierung bis 120 Minuten zu se-

hen. Auch in den WM278 Zellen (Abb. 35 und 53) wurde zu jedem Zeitpunkt eine 

Hemmung der Phosphorylierung von STAT3 beobachtet, jedoch in Kombination 

mit BAY293 wird der Signalweg nur nach 30 Minuten stark aktiviert (Abb. 53). Die 

anderen nichtmetastatischen Zellen (Abb. 51) zeigten nur nach 30 Minuten eine 

Aktivierung des JAK/STAT3-Signalwegs und danach eine zunehmende Hemmung 

und auch in Kombination mit dem Inhibitor wird der Signalweg gehemmt. Die 

518a2 Zellen (Abb. 49) zeigten nur nach 60 Minuten eine leichte Stimulation, auch 

in Kombination mit BAY293. 

Laut Literatur sollte IL6 den JAK/STAT3-Signalweg aktivieren (Siewert et al., 1999), 

dies konnte im Zuge meiner Forschung in einigen Experimenten beobachtet wer-

den. 

7.1.2 Auswirkungen auf die Zellen durch exogenes OSM 

7.1.2.1 Phosphorylierung von ERK1/2 

Die Phosphorylierung von ERK1/2 fand in den A375 Zellen zu jedem Zeitpunkt statt 

(Abb. 22 und 38), durch BAY293 kann diese starke Stimulation etwas unterdrückt 

werden. In den anderen metastatischen Zellen (518a2) wurde eine Hemmung 



 

99 

durch OSM beobachtet (Abb.40). Die WM35 Zellen zeigten zu jedem Zeitpunkt 

dasselbe Ergebnis, nämlich eine Hemmung der Phosphorylierung von ERK1/2 

(Abb. 26 und 42). Die WM278 Zellen zeigten hier nur nach 60 Minuten eine Akti-

vierung von ERK1/2 (Abb. 28 und 44), diese Aktivierung konnte mit BAY293 in die-

sem Experiment (Abb. 44 B) unterdrückt werden. 

OSM sollte den MAPK-Signalweg aktivieren (Heinrich et al., 2003), dies konnte in 

einigen Experimenten gesehen werde, jedoch nicht bei den WM35 Zellen. 

7.1.2.2 Phosphorylierung von STAT3 

Der JAK/STAT3-Signalweg wird in metastasierten Zellen (Abb. 23 und 39 für A375, 

Abb. 25 und 41 für 518a2) oder WM35 (Abb. 27 und 43) zu jedem gemessen Zeit-

punkt durch OSM kaum stimuliert, aber sehr wohl in den WM278 Zellen (Abb. 29 

und 45), denn hier wird die Phosphorylierung von STAT3 zu allen drei Zeitpunkten 

stark aktiviert. Diese Effekte werden durch BAY293 kaum inhibiert, lediglich die 

basale Phosphorylierung in WM35. 

Der JAK/STAT3-Signalweg sollte durch OSM stimuliert werden. (Heinrich et al., 

2003) Die Ergebnisse in den WM278 Zellen stimmen hier eindeutig mit der Litera-

tur überein. 

Die Eine Studie aus dem Jahr 2009 beschrieb die anti-hepatitis C Aktivität von 

OSM und unter anderem auch die Kinetik der Phosphorylierung von STAT3 durch 

OSM. Es wurde das Verhalten von transformierten Leberzellen (OR6-Zellen, wel-

che aus ORN/C-5B/KE RNA-replizierenden HuH-7-Zellen geklont wurden) in Ge-

genwart von OSM erforscht und hier wurde festgestellt, dass die Phosphorylierung 

von STAT3, stimuliert durch OSM, bis zu 120 Minuten konstant stattgefunden hat. 

(Ikeda et al., 2009) Diese Studie sollte hier nur hinsichtlich der Kinetik von der 

Phosphorylierung von STAT3 erwähnt werden, jedoch können diese Ergebnisse 

nicht einfach auf Krebszellen übertragen werden. Meine Forschungsergebnisse 

deuten jedoch darauf hin, dass die metastasierten Melanomzellen und die WM35 

Zellen auf exogen zugeführtes OSM anders reagieren. 
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7.1.2.3 Vergleiche von den Auswirkungen der Zytokine auf die Zellen in 

Abhängigkeit ihrer Wachstumsphase 

In der ersten Fragestellung meiner Arbeit sollte das Verhalten der Zellen in Abhän-

gigkeit ihrer Wachstumsphase auf nachgeschaltete Signalwege untersucht wer-

den, um etwaige Unterschiede zwischen den Zelllinien zu finden. In den Kapiteln 

7.1.2.3.1 und 7.1.2.3.2 werden diese Unterschiede nochmals kurz hervorgehoben. 

7.1.2.3.1 Frühe Wachstumsphase 

Die Zellen der frühen Wachstumsphase zeigten eine Stimulierung der ERK1/2-

Phosphorylierung durch IL6. Der Unterschied zwischen den beiden Zelllinien liegt 

darin, dass IL6 in den WM35 Zellen bereits nach 30 Minuten den Signalweg akti-

viert und die Aktivierung steigt nach 60 Minuten an und geht nach 120 Minuten in 

eine Hemmung über (Abb. 50). Im Gegensatz zeigten die WM278 Zellen zuerst 

eine Hemmung durch IL6 und dann eine stetig ansteigende Stimulierung der Phos-

phorylierung von ERK1/2 bis zu 120 Minuten (Abb. 52). IL6 stimuliert die Phospho-

rylierung von STAT3 in den WM35 Zellen nach 30 Minuten (Abb. 51), nicht aber in 

WM278 (Abb. 53). Dafür wird diese basale STAT3 Phosphorylierung in WM278 

durch BAY293 signifikant inhibiert. 

OSM stimuliert die Phosphorylierung nur in den WM278 Zellen nach 60 Minuten 

(Abb. 28 und 44) und nicht in den WM35 Zellen (Abb. 26 und 42). Der JAK/STAT3-

Signalweg wird in den WM35 Zellen gehemmt (Abb. 27 und 43) und in den WM278 

Zellen stark aktiviert. Dies ist ein eindeutiger Unterschied zwischen den beiden 

Melanomzellen des frühen Stadiums. 

7.1.2.3.2 Metastasierte Zellen 

Die metastasierten Zellen zeigten in Gegenwart von IL6 ein ähnliches Verhalten 

wie die Zellen der frühen Wachstumsphase. Der Unterschied liegt darin, dass IL6 

in diesen Zellen die ERK1/2-Phosphorylilerung zu jedem Zeitpunkt aktiviert (Abb. 

46 und 48). Auch hier wird der JAK/STAT3-Signalweg eher gehemmt (Abb. 30, 32, 

47 und 49), außer in den 518a2 Zellen zum 60 Minuten Zeitpunkt wurde eine 

leichte Stimulation der Phosphorylierung von STAT3 beobachtet (Abb. 49). 
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OSM aktiviert den MAPK-Signalweg nur in den A375 Zellen zu jedem Zeitpunkt 

eindeutig (Abb. 22 und 38). In den 518a2 Zellen findet eher keine Stimulation statt 

(Abb. 40). Die Phosphorylierung von STAT3 wird in beiden metastatischen Zellen 

durch OSM inhibiert (Abb. 23, 25, 39 und 41). 

7.1.3 Auswirkungen auf die Zellen durch BAY293 nach kurzer Ex-

positionszeit 

7.1.3.1 Phosphorylierung von ERK1/2 

Während BAY293 in den metastasierten Zellen die ERK1/2-Phosphorylierung kaum 

hemmt (Abb. 38 und 46 bei A375; Abb. 40 und 48 bei 518a2), wird diese in WM35 

(Abb. 34 und 50) und in den WM278 Zellen (Abb. 36 und 52, Abb. 44 nur nach 120 

Minuten) aktiviert. 

7.1.3.2 Phosphorylierung von STAT3 

In den A375 Zellen (Abb. 23, 31 und 39) und in den WM278 Zellen (Abb. 37) wird 

der JAK/STAT3-Signalweg durch BAY293 aktiviert und in den 518a2 Zellen (Abb. 

25 und 41) und in den WM35 Zellen (Abb. 27, 43 und 51) wird er gehemmt. 

7.1.3.3 Auswirkungen auf die Signalwege und Unterschiede zwischen 

den Zelllinien nach der Behandlung mit dem SOS1-RAS Interak-

tionsinhibitor BAY293 in Abhängigkeit des Stadiums 

In der zweiten Fragestellung sollten die vier Zelllinien in Gegenwart von BAY293 

untersucht werden. In diesem Unterkapitel werden die Effekte auf den MAPK- und 

den JAK/STAT3-Signalweg nach kurzer Expositionszeit zusammenfassend be-

schrieben und ob die Phosphorylierung von STAT3 durch die Hemmung der SOS1-

Ras-Interaktion aktiviert wird, um eine „Kommunikation“ zwischen den beiden Sig-

nalwegen zu finden. Wie sich herausgestellt hat gibt es in einigen Zelllinien (siehe 

unten) einen Hinweis auf ein „biased signalling“. 



102 

7.1.3.3.1 Frühe Wachstumsphase 

Im Allgemeinen wird also die Phosphorylierung von ERK1/2 in den Zellen der frühen 

Wachstumsphase bei kurzer Expositionszeit aktiviert. Der JAK/STAT3-Signalweg 

wird in den WM35 Zellen gehemmt, anders als in den WM278. 

7.1.3.3.2 Metastasierte Zellen 

Nach kurzer Expositionszeit wir die Phosphorylierung von ERK1/2 in den metasta-

sierten Zellen nicht gehemmt und die Phosphorylierung von STAT3 wird in den 

A375 Zellen, im Gegenteil zu den 518a2 Zellen, aktiviert. 

7.2 Konzentrationsabhängige Hemmung durch BAY293 

nach 24 Stunden 

7.2.1 Phosphorylierung von ERK1/2 

Mit dem SOS1-Ras Interaktionsinhibitor BAY293 ist eine Hemmung der ERK1/2-

Phosphorylierung in vielen Ergebnissen zu sehen und dort sind die Unterschiede 

im Vergleich zur Kontrolle auch signifikant (Abb. 6 bei A375 und Abb. 10 bei 518a2, 

Abb. 14 bei WM35 und Abb. 18 bei WM278). Diese Effekte sind schon in niederen 

Konzentrationen beobachtbar und damit als spezifisch zu sehen. 

Im Zuge meiner Forschung für die Masterarbeit habe ich herausgefunden, dass 

der SOS1-Ras Interaktionsinhibitor BAY293 in höherer Konzentration (8µM) die 

Phosphorylierung von ERK1/2 in den Melanomzellen des frühen Stadiums (WM35 

und WM278) nach 24 Stunden sehr stark stimuliert (Abb. 14 und 18). Dieses Phä-

nomen findet sich allerdings nicht bei den metastatischen Melanomzellen, sondern 

nur in den WM35 und WM278 Zellen. Die Effekte mit BAY293 in den „early stage“ 

Melanomzellen 8µM könnten unter anderem über unspezifische Effekte an ande-

ren Proteinen und damit anderen Signalwegen beruhen. 
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7.2.2 Phosphorylierung von STAT3 

Bei den Zelllinien 518a2 (Abb. 11) und WM278 (Abb. 19) konnte bei der Behand-

lung mit BAY293 in den beiden höheren Konzentrationen (2µM und 8µM) eine ge-

steigerte Phosphorylierung von STAT3 beobachtet werden und bei den A375 Zel-

len bei 0,2µM und 2µM (Abb. 7). Bei den WM35 Zellen wurde eher eine konzent-

rationsabhängige Hemmung beobachtet (Abb. 15). Es gibt somit einige Hinweise 

auf ein „biased signalling“ in den Melanomzellen, wenn ein Signalweg an einer 

Stelle (hier SOS1-Ras Interaktion) blockiert wird, jedoch bedarf dies noch einiger 

Nachforschungen, da hier viele Ergebnisse eine hohe Standardabweichung auf-

weisen und somit einige Versuche nicht gut reproduzierbar waren. 

7.2.3 Phosphorylierung von p38 

Der p38-Signalweg wird in den A375 Zellen durch die Behandlung mit dem Inhibitor 

im Vergleich zur Kontrolle signifikant stimuliert (Abb. 8). Die metastatischen 518a2 

Zellen zeigen nur in der höchsten BAY293-Konzentration (8µM) eine starke Akti-

vierung der Phosphorylierung von p38 (Abb. 12), ein ähnliches Verhalten zeigten 

auch die nicht-metastatischen WM35 Zellen (Abb. 16) In den WM278 Zellen wurde 

eine gesteigerte Aktivität bei der niedrigsten (0,2µM) und bei der höchsten (8µM) 

Inhibitor-Konzentration beobachtet (Abb. 20). Diese Beobachtungen deuten auch 

hier auf eine „Kommunikation“ zwischen den Signalwegen hin. Dieser Signalweg 

muss in Verbindung mit BAY293 noch genauer untersucht werden, da hierzu keine 

Literatur vorhanden ist. 

7.2.4 Phosphorylierung von AKT 

Eine weitere interessante Erkenntnis war, dass der PI3K/AKT-Signalweg in den 

518a2 Zellen gar nicht aktiv war (Abb. 13) und in den A375 Zellen wurde er bei 

einer BAY293 Konzentration von 2µM im Vergleich zur Kontrolle stark aktiviert 

(Abb. 9). In den WM35 Zellen wurde die Phosphorylierung von AKT im Vergleich 

zur Kontrolle bei jeder BAY-Konzentration stark gehemmt (Abb. 17) und auch bei 

den anderen Zellen des Frühstadiums (WM278) ist eher eine Hemmung zu be-

obachten (Abb. 21). 
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Eine sehr aktuelle Studie aus dem Jahr 2023 zeigte, dass durch BAY293 die Phos-

phorylierung von AKT und ERK in Brustkrebszellen stark reduziert wird. (Ju et al., 

2023) In vielen der AKT-Experimente ist eine BAY293-vermittelte Hemmung zu 

beobachten und diese Erkenntnisse stimmen somit mit der aktuellen Literatur über-

ein. 

7.2.5 Auswirkungen auf die Signalwege nach der Behandlung mit 

dem SOS1-RAS Interaktionsinhibitor BAY293 

Wie im Kapitel 7.1.3.3 sollte hier die zweite Fragestellung beantwortet werden und 

es werden auch die Auswirkungen auf die übrigen Signalwege (JAK/STAT3, p38 

und PI3K/AKT) in den vier Zelllinien in Anwesenheit von BAY293 nach Langzeit-

exposition (24h) hervorgehoben. Wie oben bereits erwähnt gibt es nur einige Hin-

weise auf eine „Kommunikation“ zwischen den einzelnen Signalwegen. 

7.2.5.1 Frühe Wachstumsphase 

In den Melanomzellen der frühen Wachstumsphase wird bereits bei niedrigeren 

Konzentrationen eine Hemmung der Phosphorylierung von ERK1/2 beobachtet und 

in der höchsten Konzentration wird der MAPK-Signalweg plötzlich sehr stark akti-

viert. In den WM35 Zellen wird der JAK/STAT3-Signalweg konzentrationsabhängig 

gehemmt und in den WM278 Zellen aktiviert. Die Phosphorylierung von p38 wird 

in den nicht-metastasierten Zellen in unterschiedlichen Konzentrationen aktiviert. 

Der PI3K/AKT-Signalweg wird in den WM35 und WM278 Zellen stark gehemmt. 

7.2.5.2 Metastasierte Zellen 

Im Gegensatz zu den „early stage“ Melanomzellen verursacht die Behandlung mit 

BAY293 in jeder Konzentration eher eine Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung. 

Die 518a2 Zellen zeigen ein ähnliches Verhalten wie die WM278 Zellen, denn in 

den beiden höheren Inhibitor-Konzentrationen wird der JAK/STAT3-Signalweg ak-

tiviert. In den A375 Zellen sind sowohl Hemmungen (0,8µM und 8µM) als auch 

Stimulierungen (0,2µM und 2µM) der Phosphorylierung von STAT3 zu beobachten. 
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Auch in den beiden metastasierten Zelllinien ist der p38-Signalweg aktiv. Ein Phä-

nomen ist, dass die Phosphorylierung von AKT in den 518a2 Zellen gar nicht zu 

beobachten war. In den A375 Zellen wurde, anders als in den Melanomzellen der 

frühen Wachstumsphase, eine Aktivierung der Phosphorylierung von AKT gemes-

sen. 

7.3 Viabilität 

Wie bereits erwähnt wurde der MTT-Assay zur Bestimmung der Viabilität der Zel-

len durchgeführt. Die Substanz BAY293 ist in dem Lösungsmittel DMSO gelöst. 

DMSO wird üblicherweise als Lösungsmittel für lipophile Substanzen verwendet, 

also jene, die in Wasser schwer löslich sind. (Kang et al., 2017) Wie bei diesen 

Versuchen sofort zu erkennen ist, wird bei den Behandlungen mit BAY293 0,1µM 

und 1µM, bei denen eine größere Menge an DMSO in die 96-Wells hinein pipettiert 

wurde, die Viabilität stark verringert. Die größere Menge an DMSO kam deshalb 

zustande, da keine Zwischenverdünnungen in den Wells gemacht wurde. 

7.3.1 Beeinflussung der Viabilität nach Behandlung mit IL6, OSM 

und BAY293 in Abhängigkeit des Stadiums der humanen 

Melanomzellen 

In meiner letzten Fragestellung soll geklärt werden, ob die Viabilität durch die bei-

den Zytokine in Kombination mit BAY293 stadienabhängig in humanen Melanom-

zellen beeinflusst wird. Es stellte sich heraus, dass diese Behandlungen nicht sehr 

große Auswirkungen auf die Viabilität haben, doch stellten sich einige Unter-

schiede als signifikant heraus. Daraus folgt, dass die Viabilität durch diese Be-

handlungen sehr wohl beeinflusst wird. In diesem Kapitel sollen einige Unter-

schiede zwischen den Zelllinien zusammengefasst werden. 

7.3.1.1 Frühe Wachstumsphase 

Die Resultate der WM35 Zellen zeigten nach 24 Stunden (Abb. 56) keine Erhöhung 

der Viabilität durch die beiden Zytokine und in Kombination mit BAY293 ist eher 
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eine verringerte Viabilität zu beobachten. In den WM278 Zellen ist eine geringe 

Erhöhung der Viabilität nach 48 Stunden (Abb.59) durch IL6 und OSM zu sehen, 

welche nach 24 Stunden (Abb. 57) noch nicht beobachtbar war. In Kombination 

mit dem Inhibitor wird die Viabilität leicht verringert. 

7.3.1.2 Metastasierte Zellen 

In den A375 Zellen wird die Viabilität nach 24 Stunden (Abb. 54) durch die beiden 

Zytokine erhöht, gleiches gilt auch in Kombination mit BAY293 (0,3µM und 3µM) 

und nach 48 Stunden (Abb. 58) wir sie durch OSM verringert und durch IL6 ist sie 

im Vergleich zur Kontrolle eher unverändert. In den 518a2 Zellen wird die Viabilität 

nach 24 Stunden (Abb. 55) durch OSM und IL6 verringert, in Kombination mit 

BAY293 ist diese Verringerung verstärkt. 

Da die Viabilität der Zellen nach 48h in den A375 Zellen verringert wird, stimmen 

die Ergebnisse zu diesem Zeitpunkt mit der Literatur überein, denn Zarling et al. 

fanden heraus, dass OSM eine antiproliferative Wirkung auf die A375 Zelllinie auf-

weist. (Zarling et al., 1986) 

7.4 Limitierungen 

7.4.1 Western Blot 

Bei den Versuchen, bei denen die Zeitabhängigkeiten untersucht wurden, wurden 

die Zellen auch jeweils mit den beiden BAY293 Konzentrationen allein behandelt 

(sowohl bei den Versuchen mit OSM als auch bei jenen mit IL6). Werden all diese 

Ergebnisse zusammen betrachtet ist zu erkennen, dass diese teilweise genau das 

Gegenteil ergeben. Ein Beispiel hierfür wäre das Verhalten von den A375 Zellen 

gegenüber dem Inhibitor nach 60 Minuten. In Abbildung 22 B ist eine Stimulation 

der Phosphorylierung von ERK1/2 durch beide Konzentrationen des Inhibitors zu 

sehen, jedoch in Abbildung 30 B wird der MAPK-Signalweg gehemmt. Die Ergeb-

nisse sehr vieler Experimente liefern diese widersprüchlichen Ergebnisse, weshalb 

hier nur schwer konkrete Aussagen getroffen werden können. Auch bei den Kom-

binationen des Inhibitors mit OSM bzw. mit IL6 gibt es gegenteilige Resultate. Ein 
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möglicher Grund hierfür könnte eine schlechte Reproduzierbarkeit der einzelnen 

Versuche sein. Bei einigen Experimenten dürfte das Antikörper-Stripping ebenfalls 

nicht so gut funktioniert haben und dies könnte zu einer Verzerrung der Ergebnisse 

geführt haben, allerdings ist der genaue Grund nicht bekannt, daher bedarf es in 

diesem Bereich weiterer Nachforschungen. 

Des Weiteren ist ebenfalls kein genauer Grund bekannt, warum BAY293 in hoher 

Konzentration die Phosphorylierung in den Melanomzellen des frühen Stadiums 

sehr stark stimuliert, deshalb müssen hier ebenfalls noch weitere Nachforschun-

gen gemacht werden, um herauszufinden wie und warum dieser Effekt zustande 

kommt. 

Ein Artefakt ist bei der Phosphorylierung von p38 in den 518a2 Zellen zu beobach-

ten, denn hier wird der p38-Signalweg bei der höchsten Konzentration aus nicht 

geklärtem Grund stark aktiviert. 

Ein weiteres ungeklärtes Artefakt war, dass der PI3K-Signalweg in den 518a2 Zel-

len gar nicht aktiv war und in den A375 Zellen wurde die Phosphorylierung bei der 

Behandlung mit BAY293 2µM stark stimuliert. In einigen Experimenten wurde 

kaum ein pAKT-Signal erhalten, deshalb ist die Qualität dieser Blots zu hinterfra-

gen. 

7.4.2 Viabilität 

Es stellte sich heraus, dass BAY293 alleine nur wenig Einfluss auf die Viabilität in 

MTT-Assays hat. Es zeigt sich auch kein klarer Unterschied zwischen Melanom-

zellen des Frühstadiums und metastatischen Melanomzellen bezüglich der Be-

handlung mit BAY293. Dies kann dadurch erklärt werden, dass die stimulatori-

schen Effekte auf ERK1/2- und STAT3-Signalwege durch OSM und IL6 beobachtet 

werden durch BAY293 inhibiert werden. Dabei zeigt sich, dass die ERK1/2-Signal-

wege stärker gehemmt werden als die STAT3-Wege, was auch von einem SOS1-

RAS-Inhibitor zu erwarten ist. Damit ist das Proliferationssignal durch STAT3 we-

niger gehemmt und möglicherweise auch der kompensatorische Signalweg von 

AKT (und eventuell p38). Eine exakte Beurteilung diese Signalwege ist allerdings 

durch die geringe Anzahl an Experimenten nicht möglich. 
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Vorangehende Forschungsgruppen konnten zeigen, dass die Proliferation der Me-

lanomzellen im frühen Stadium durch IL6 gehemmt wird, dies konnte jedoch in 

meiner Arbeit nicht bestätigt werden. (Minichsdorfer et al., 2015) 

7.5 Konklusion 

Interleukin 6 stimuliert die ERK1/2-Phosphorylierung in allen untersuchten Zelllinien 

und das Zytokin zeigte in diesen Zellen oft eine hemmende Wirkung auf den 

JAK/STAT3-Signalweg, obwohl genau dieser Signalweg laut der Literatur aktiviert 

werden soll. In einigen Experimenten ist jedoch eine kurzzeitige Aktivierung der 

Phosphorylierung von STAT3, vor allem in den WM278 Zellen, zu sehen. 

Durch OSM wird nicht in allen Zelllinien, außer in den A375 Zellen, eine Stimulation 

der ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet, sondern teilweise sogar Hemmungen 

dieses Signalweges. Der JAK/STAT3-Signalweg wird in allen Zelllinien, außer in 

WM278, durch OSM gehemmt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass einige Versuche sehr widersprüch-

liche Ergebnisse lieferten, vor allem die Behandlungen mit dem Inhibitor. Eine 

mögliche Ursache für diese Widersprüche wäre eine schlechte Reproduzierbarkeit 

meiner Experimente (wie bereits im Kapitel „Limitierungen“ erwähnt), weshalb in 

diesem Forschungsgebiet weitere Studien durchgeführt werden müssen. Aus die-

sem Grund ist es teilweise auch schwer konkrete Aussagen zu treffen. Jedoch gibt 

es einige Hinweise auf ein „biased signalling“ (eine „Kommunikation“) zwischen 

den Signalwegen. Ein interessantes Phänomen wurde in den Zellen der frühen 

Wachstumsphase entdeckt, nämlich, dass der Inhibitor BAY293 in höherer Kon-

zentration den MAPK-Signalweg nicht hemmt, sondern die Phosphorylierung von 

ERK1/2 sehr stark stimuliert. Der Grund für diesen Effekt muss noch erforscht wer-

den. 
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8 ABKÜRZUNGEN 

AKT Proteinkinase B (PKB) 

APS Ammoniumpersulfat 

BCA Bicinchoninsäure 

BRAF V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 

DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

EDTA Ethylendiaminessigsäure 

ERK1/2 extracellular-signal regulated kinases 1/2 

FBS fetales Kälberserum 

IL6 Interleukin 6 

JAK Januskinase 

LAF Laminar Air Flow 

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase 

MEK1/2 MAPK/ERK Kinase 

OSM Oncostatin M 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PDK-1 3-Phosphoinositid–abhängige Proteinkinase-1 

PD-L1 programmed cell death ligand 1 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

RAS rat sarcoma 

SDS sodiumdodecylsulfas 

SDS-PAGE sodiumdodecylsulfat polyacrylamide gelelectrophoresis 

SOS son of sevenless 
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STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 

TBS Tris buffered saline 

TBST Tris buffered saline mit Tween 20 

TRIS Tris(hyroxymethyl)aminomethan 
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die Konfluenz beurteilt, lag diese bei 70-100% wurden die Zellen mit den Substanzen 
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zur Zugabe des Substrates und anschließender Messung im Inkubator. In A sind die 
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