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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Rolle des sezernierten Proteins MIA
(,Melanoma Inhibitory Activity*) bei der Entstehung und Progression des
malignen Melanoms naher aufgeklart werden. Dabei wurde die Regulation der
Transkription und Aktivitat von MIA auf molekularbiologischer Ebene analysiert,
um ein besseres Verstandnis von der Entstehung des Melanoms zu erlangen.

Es ist bekannt, dass MIA mit Proteinen der extrazellularen Matrix sowie mit
Integrinen interagieren kann und so zum Ablésen der Zellen von der Matrix flhrt.
Auf der Suche nach weiteren Interaktionspartnern von MIA wurde mittels SELDI-
TOF-Massenspektrometrie und Ko-Immunprazipitation Cadherin-7 als neuer
Bindungspartner identifiziert. Das klassische Zell/Zell-Adhasionsmolekl
Cadherin-7 wird von Melanomzellen gebildet, wobei eine verstarkte Expression
im Primartumor im Vergleich zu metastatischen Zellen festgestellt wurde. Eine
Verminderung der Expression von Cadherin-7 in einer Zelllinie aus einem
Primartumor flhrte dabei zu einer verringerten Migration der Zellen. Die
Migrationseffekte, die MIA im Melanom ausiibt, konnten durch Uberexpression
von Cadherin-7 aufgehoben werden. Interessanterweise konnten wir durch
Cadherin-7 auch eine Regulation der mRNA-Expression von MIA feststellen,
wobei Cadherin-7 die Expression von MIA hemmt. Cadherin-7 kann sowohl die
Aktivitat als auch die Expression von MIA regulieren und somit die Migration von
Melanomzellen beeinflussen. Die Daten deuten darauf hin, dass Cadherin-7 die
frihe Entwicklung des Melanoms férdert und dagegen im Laufe der
Tumorprogression die Funktion von MIA an Bedeutung gewinnt.

Um die transkriptionelle Regulation von MIA weiter zu untersuchen, wurde der
Ko-Repressor CtBP1 analysiert. Von unserer Arbeitsgruppe wurde bereits
gezeigt, dass CtBP1 in Melanozyten exprimiert wird und hier die Expression von
MIA hemmt. In CtBP1-exprimierenden Zellklonen konnte die Expression von MIA
und das Metastasierungspotential der Melanomzellen reduziert werden. In
weiteren Analysen entdeckten wir im Melanom eine SpleiBvariante des
Transkriptionsfaktors CtBP1. Es zeigte sich hierbei, dass diese SpleiBvariante
nicht mehr an TCF4, das die Expression von MIA reguliert, und an Snail binden
kann. Somit kann in Melanomzellen die Repressorfunktion von CtBP1 nicht mehr

ausgeibt werden.
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Um die Effekte von CtBP1 besser verstehen zu kénnen, haben wir mdgliche
Zielgene untersucht, die im Melanom stark exprimiert werden. Basierend auf
Microarray-Daten haben wir uns auf 14 Gene fokussiert, wobei von den meisten
Genen bereits bekannt ist, dass sie an der Metastasierung von Tumoren beteiligt
sind. Es ist sehr interessant, dass elf Gene Expressionsmuster besitzen, die mit
der Invasivitat von Melanomzellen in Einklang gebracht werden kénnen. Dieser
Teil der Arbeit zeigte, dass eine verminderte Expression von CtBP1 mit dem
Potential zur Migration und Invasion von Melanomzellen korreliert, wobei die
SpleiBvariante von CtBP1 die Expression von MIA nicht inhibieren kann.

Weitere Untersuchungen im Rahmen dieses Projekts zeigten, dass die Aktivitat
von CtBP1 durch Hypoxie reguliert wird. Der Transkriptionsfaktor HIF ist der
entscheidende Regulator fir die Effekte bei Sauerstoffmangel, wobei HIF auch
bei der Tumorprogression von Bedeutung ist. Interessanterweise stellte sich
heraus, dass im Melanom im Vergleich zu anderen Tumoren bereits unter
normalen Sauerstoffbedingungen eine hohe Aktivitat eines HRE-Reporter-
Konstrukts, das mehrere HIF-Bindestellen enthalt, vorliegt. Durch Versuche mit
siRNAs und Inhibitoren stellte sich heraus, dass HIF-1a far eine Hypoxie-
unabhangige Regulation von Genen im Melanom verantwortlich zu machen ist.
Das Protein HIF-1a weist dabei im Melanom neben vermehrter Aktivitat auch eine
hohe Stabilitat auf.

Um die Analysen der Hypoxie-unabhangigen Regulation von HIF-1a im Melanom
zu vertiefen, schlossen wir eine Behandlung der Melanomzellen mit
Radikalfangern an. Es zeigte dabei eine deutliche Verringerung der Aktivitat von
HIF-1a, so dass eine Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) an
diesem Effekt aufgezeigt wurde. Uber weitere Analysen wurde festgestellt, dass
ROS den Transkriptionsfaktor NFxB, der im Melanom stark exprimiert wird,
induzieren und so flur die hohe Aktivitdt von HIF-1o von Melanomzellen unter
Normoxie verantwortlich ist. Diese hohe Aktivitdt von HIF-1a kann die
Tumorprogression des malignen Melanoms férdern.

Zusammenfassend konnte diese Promotionsarbeit weitere Aspekte der
Regulation der Transkription und Aktivitat von MIA im malignen Melanom
aufklaren. Zusétzlich konnten weitere wichtige Regulationsmechanismen, die an
der Entwicklung des Melanoms beteiligt sind, aufgeklart werden.
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1.1 Struktur und Aufbau der Haut

Die Haut ist das groBte Organ des Menschen und dient als Abgrenzung gegen
auBere Einflisse. Sie schitzt den Kdrper vor Beeinflussung durch die Umwelt wie
Kélte, Hitze, chemischen Schadigungen und dem Eindringen von
Mikroorganismen [Review 1]. AuBerdem regelt die Haut den Flissigkeitshaushalt
des Korpers, indem sie ihn vor dem Verlust von Wasser und Warme schutzt.
Ebenso kann sie Uber Rezeptoren Druck- und Temperaturreize wahrnehmen. Die
Haut gliedert sich in drei Hauptschichten. Die epitheliale Epidermis (Oberhaut) ist
die auBerste Schicht und gliedert sich in flinf weitere Bereiche auf. Sie besteht zu
90% aus Keratinozyten, den hornbildenden Zellen, die Keratin produzieren und
der Haut Festigkeit verleihen. Die oberen drei Schichten bestehen aus
verhornten, abgestorbenen Zellen [Review 2]. Zudem liegen in der
Basalzellschicht die pigmentbildenden Zellen, die Melanozyten (Abb. 1-1). Die
Keratinozyten kontrollieren das Wachstum der Melanozyten, indem sie mit ihnen
ungeféahr in einem Verhaltnis von 5:1 in direktem Kontakt stehen [Review 3]. Die
Melanozyten entstammen in der Embryonalentwicklung aus der Neuralleiste und
wandern in die Haut ein [Review 4]. Sie synthetisieren das dunkle Pigment
Melanin und geben es Uber Melanosomen an die umgebenden Keratinozyten ab.
Melanin stellt einen wichtigen Schutz der Haut gegeniiber UV-Licht dar [Review
3]. In der Epidermis kommen keine Nerven und BlutgefaBe vor.

Die Basalmembran trennt die Epidermis von der Dermis (Corium, Lederhaut) und
besteht vorwiegend aus Bindegewebsfasern. Sie ist der Ursprung der Talg- und
SchweiB3driisen und versorgt die Epidermis Uber BlutgefaBe. Des Weiteren
enthalt sie unter anderen glatte Muskulatur, Lymphozyten, Fibroblasten sowie
Rezeptoren fir Warme und Tastsinn. Die Subcutis (Unterhaut) besteht aus
lockerem Bindegewebe und bildet die Unterlage fir die darlberliegenden
Hautschichten. Sie enthalt die gréBeren BlutgefaBe und Nerven sowie
mechanorezeptorische Sinneszellen [Reviews 2, 3].
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Abbildung 1-1: Schematischer Aufbau der Haut (modifiziert nach Hsu et al., 2002) [3]

1.2 Das maligne Melanom

Beim malignen Melanom, das auch als schwarzer Hautkrebs bezeichnet wird,
handelt es sich um einen bdsartigen Tumor, der durch Entartung der
pigmentbildenden Melanozyten entsteht. Er tritt Uberwiegend in der Haut auf,
kann sich aber auch im Auge, den Hirnhauten und Schleimhauten manifestieren.
Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei etwa 50 bis 55 Jahren, wobei
immer h&ufiger auch jingere Menschen an einem Melanom erkranken. Weltweit
ist eine deutliche Zunahme der Inzidenz des malignen Melanoms zu beobachten
[5, 6]. Es gehort zu den hochmalignen Tumoren und ist fir etwa 80% aller
Todesfalle durch Hautkrebs verantwortlich, obwohl es nur einen Anteil von 4%
aller dermatologischen Krebsarten ausmacht [7]. Der Grund dafiir ist die
Fahigkeit schon bei sehr geringen Tumorvolumen Metastasen bilden zu kénnen
und der damit verbundenen schlechten Prognose sowie dem Fehlen von
erfolgreichen Behandlungstherapien [5-7]. Da die meisten Melanome weiter
Pigment bilden, sind sie an seiner schwarzen und unregelméaBigen Oberflache
auf der Haut erkennbar. Maligne Melanome lassen sich histopathologisch in vier
Subtypen unterteilen [8]:

Das superfiziell spreitende Melanom (SSM, ca. 60%) ist die haufigste Form des
malignen Melanoms und manifestiert sich als asymmetrische Hautveranderung
mit unscharfer Begrenzung und unregelmaBiger Pigmentierung. Es wachst
langsam horizontal in der Hautebene und kommt hauptsachlich am Rumpf vor.

Wird das SSM friihzeitig erkannt, bestehen gute Heilungschancen.
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Beim nodularen Melanom (NM, 20%) handelt es sich um die aggressivste Form
des Melanoms mit der unginstigsten Prognose. Es zeichnet sich durch schnelles
vertikal-invasives Wachstum aus und tritt gehauft ab dem 55. Lebensjahr auf.

Das lentigo maligna Melanom (LMM, 10%) ist meist an lichtexponierten Stellen
wie im Gesicht lokalisiert und kommt vor allem bei alteren Menschen ab 65
Jahren vor. Da es recht langsam waéachst und es erst spat zum vertikalen
Wachstum kommt, hat es eine relativ glinstige Prognose.

Das akrolentiginése Melanom (ALM, 5%) ist an Handen und FiBen lokalisiert und
tritt bevorzugt bei dunkelhdutigen Menschen auf. Neben diesen Hauptgruppen
existieren weitere, selten Formen des Melanoms wie das amelanotische, das
aufgrund fehlender Pigmentierung schlecht diagnostizierbar ist [5, 6, 9, 10].

Den wichtigsten Ausléser fur die Entstehung des Melanoms stellen die durch UV-
Strahlung ausgelésten Sonnenbrande dar. Weitere Risikofaktoren sind helle
Hauttypen, die Anzahl der Navuszellndvi (Muttermale) und die genetische
Veranlagung der jeweiligen Person [Review 11].

1.2.1 Melanomentwicklung

Die Entwicklung des metastasierenden Melanoms aus entarteten Melanozyten
lasst sich aufgrund von histopathologischen Merkmalen nach dem Modell von
Clark et al. in funf Stufen gliedern (Abb. 1-2), mit denen morphologische und
genetische Veranderungen einhergehen [Review 12, 13, Review 14]. Als erste
Stufe werden normale, angeborene (kongenitale) melanozytare Navi angesehen,
die nur selten entarten. Beim normalen Navus handelt es sich um eine gutartige
Fehlbildung der Haut, die durch Proliferation der Melanozyten entstehen.
Dysplastische (atypische) Navi weisen bereits strukturelle Veranderungen auf
und werden als Vorlaufer des Melanoms angesehen. Es kommt zu einer
Ansammlung von atypischen Zellen, die bereits ihre dendritischen Auslaufer
verloren haben. In der radialen Wachstumsphase des Melanoms breiten sich
Zellen in der Epidermis aus, kbnnen aber noch nicht metastasieren. Erst in der
vertikalen Wachstumsphase durchdringen die Melanomzellen die Basalmembran,
wandern in die Dermis ein und haben die Fahigkeit, zu metastasieren. Das
metastasierende Melanom kann sich in der letzten Entwicklungsphase sowohl
Uber die Blutbahn als auch Uber LymphgefaBe im Koérper ausbreiten. Bei der
Melanomentstehung kdnnen auch einzelne Stufen Ubersprungen werden. Auch
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die direkte Entwicklung eines Melanoms durch maligne Transformation von
normalen Melanozyten wurde inzwischen beschrieben [5, 13] [Reviews 3, 7, 15].

Melanozyt /\

MNavus

dysplastischer Hivus_j

radiale Wachstumsphase

vartikale 'ﬂachshmuphaanJ

Metastase )

Abbildung 1-2: Modell der Melanomentwicklung

Die Entstehung des Melanoms findet gewdhnlich ausgehend vom differenzierten
Melanozyten in finf Stufen statt (verandert nach Clark et al., 1984, Meier et al., 1998)
[13, 14].

Solange sich noch keine Metastasen gebildet haben, richtet sich die Prognose
des Patienten sich vor allem nach der Tumordicke. Bei einer Tumordicke < 0.75
mm betrdgt die 10-Jahreslberlebenschance noch etwa 97%. Schon bei
Melanomen ab 4 mm Dicke sinkt die Uberlebensrate auf unter 50% [16]. Bislang
ist die frihzeitige chirurgische Entfernung des Tumors die einzige effektive
Therapie. Sobald sich Metastasen in den Organen ausgebreitet haben, ist
Uberlebenschance des Patienten nur noch sehr gering. Da der fortgeschrittene
Tumor sehr resistent gegentber konventionellen Chemo- und Radiotherapien ist
[Reviews 17, 18], missen neuartige Therapien gegen das Melanom entwickelt

werden.

1.2.2 Molekulare Grundlagen bei der Entstehung des Melanoms

Melanome entstehen durch Entartung von Melanozyten, wobei das bestehende
Gleichgewicht aus Differenzierung, Apoptose und Proliferation gestért wird.
Wéhrend der Entartung der Melanozyten zu Melanomzellen entziehen sich diese
der Kontrolle der Keratinozyten, werden autonom und kénnen sich aus
gewolhnlichen Zellverbanden l6sen. Aus molekularbiologischer Sicht kommt es
wahrend der Tumorentwicklung zu einer unkontrollierten Proliferation von
Melanomzellen. Daflir kénnen Defekte in Reaktion auf Wachstumsfaktoren und

Zytokine verantwortlich gemacht werden, die zu einem autonom gesteuertes

9
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Wachstum der Melanomzellen fiihren. Die autokrinen Wachstumsfaktoren férdern
die eigene Proliferation und Migration, wohingegen parakrine Wachstumsfaktoren
das Wachstum der den Tumor umgebenden Zellen (u.a. Keratinozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen) sowie die Produktion tumorrelevanter Faktoren
von diesen Zellen férdern [Review 19].

Veranderte Signaltransduktionen spielen bei der Entwicklung des Melanoms
ebenfalls eine bedeutende Rolle. Im Melanom ist sowohl der MAPK- (mitogen-
activated protein kinase) als auch der PI3K/AKT- (phosphatidylinositol-3 kinase)
Signalweg konstitutiv aktiviert, welche zellulire Prozesse wie Proliferation,
Apoptose und Invasivitat regulieren [Review 20]. Uber eine Deregulation von
Transkriptionsfaktoren kann es so zur Expression von Onkogenen sowie zur
Inaktivierung  von  Tumorsuppressor-Genen  kommen, die an der
Tumorentwicklung beteiligt sind. Zusatzlich kann Gber antiapoptotische Molekile
wie Bcl-2 die Apoptose unterdriickt werden, sodass das Uberleben von
Melanomzellen geférdert wird [Review 21].

Bei der Metastasierung von Tumorzellen kommt es wahrend Migration zu einem
veranderten Adhasionsverhalten dieser Zellen [22]. Bei der anschlieBenden
Invasion der Tumorzellen wird die Matrix degradiert. Daftr verantwortlich sind
hauptséachlich Proteine der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sowie Cathepsine
und Serinproteasen (UPA, tPA) [Reviews 23, 24]. Spater, zum Erhalt des Tumors,
muss die Versorgung sichergestellt werden, wobei die Prozesse der Angiogenese
und der zelluldren Antwort auf Hypoxie von Bedeutung sind.

Dieser Abschnitt soll nur einen kurzen Uberblick Uber die molekularen
Grundlagen bei der Entstehung des Melanoms geben. Auf die Rolle der
Transkriptionsfaktoren, Adhasionsmolekile, dem melanomspezifischen Molekdl
MIA und der Hypoxie wird im folgendem noch in eigenen Kapiteln n&her
eingegangen, da es sich hierbei um wichtige Aspekte dieser Arbeit handelt.

1.2.3 Rolle der Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind bei der Regulation der Genexpression von groBer
Bedeutung. Die veranderte Aktivitdt und Expression von Transkriptionsfaktoren
kann das Zellwachstum, Differenzierung, Angiogenese und Apoptose

beeinflussen und letztendlich die Tumorentstehung und Metastasierung férdern.

10
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Im folgendem wird auf einige Transkriptionsfaktoren eingegangen, die eine
wichtige Rolle bei der Progression des Melanoms spielen.

Von groBer Bedeutung im Melanom ist der Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear
factor of kappa light chain gene enhancer in B cells). NFkB ist ein homo- oder
heterodimerer Komplex, der aus Proteinen der Rel-Familie besteht. Diese
Proteine besitzen die Rel-Homologie-Doméane (RHD), die fir die Dimerisierung
sowie fir die DNA-Bindung zustandig ist. Die RHD enthalt auch das
Kernlokalisierungssignal (NLS), welches von IxB-Proteinen erkannt wird. Es
existieren die Mitglieder p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 und p52/p100, wobei
das Dimer p65/p50 im S&ugetier am haufigsten vorkommt [Review 25]. NFxB
kann durch verschiedene Stimuli wie Bakterien, Viren, inflammatorische Zytokine
(TNFa, Interleukine), oxidativen und physikalischen Stress sehr schnell aktiviert
werden [Review 26]. Uber aktivierte Proteinkinasen wie AKT, MEKK2 oder NIK
wird kB, welches an NFxB bindet und inaktiviert, phosporyliert. Daraufhin wird
IxB ubiquitiniert und proteosomal abgebaut. Das freie NFxB kann nun
phosphoryliert werden und in den Zellkern translozieren, wo es an den Promotor
der Zielgene binden und diese aktivieren kann. Im Melanom ist NFxB konstitutiv
aktiv und kann die Expression vieler Zielgene induzieren, die zum Fortschreiten
der Melanomentwicklung beitragen. Es werden Gene aktiviert, die beim Schutz
vor Apoptose (TRAF 1/2, IAP 1/2, Bcl2), bei der Proliferation (Cyclin D1),
Angiogenese (VEGF) sowie bei der Metastasierung (N-Cadherin, ICAM1) eine
Rolle spielen [27-30].

Die Proteine der high mobility group (HMG) besitzen eine ,HMG-Box* als DNA-
Bindedomane [31]. Die HMG-Proteine binden ungewohnt  far
Transkriptionsfaktoren unspezifisch an die Linker-DNA zwischen zwei
Nukleosomen oder wie HMG-14/-17 an den Nukleosomen-Kern. Dadurch bilden
sich ungewdhnliche, dreidimensionale Strukturen von Chromatin aus, sodass
HMG-Proteine auch an der Transkriptionsregulation durch andere
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind [30]. Das Protein HMGB1 ist in Tumoren
besonders von Bedeutung, wobei es auch an der Regulation von MIA (melanoma
inhibitory factor), das bei der Progression des Melanoms eine bedeutende Rolle
spielt (siehe Kapitel 1.4), beteiligt ist. HMGB1 ist im Melanom hochreguliert ist,
kann spezifisch an den MIA-Promotor binden und die Expression von MIA

11
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induzieren. HMGB1 férdert somit die Invasion von Melanomzellen [Review 30,
32].

Die Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T-cell-specific
factor) Familie sind meist in den Wnt-Signalweg involviert. Bislang sind in
Saugetiere die vier Mitglieder LEF-1, TCF-1, TCF-3 und TCF-4 bekannt, die
ebenfalls eine homologe ,HMG-Box“ DNA-Bindedoméane besitzen [30, 33].
Studien haben gezeigt, dass Proteine der TCF-Familie als Tumorinduktoren
gelten.  B-catenin  fungiert dabei als Koaktivator, indem es an
Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF-Familie bindet und die Zielgene wie c-myc
und Cyclin D1 transaktiviert. Die genaue Rolle von B-catenin bei der Regulation
der Transkription im malignen Melanom wird aktuell noch diskutiert. TCF kann
auch als negativer Regulator an die Proteine CBP, CtBP und Groucho binden
und die Transkription der Zielgene verhindern [Reviews 30, 34].

Der transkriptionelle Ko-Repressor CtBP1 (C-terminal binding protein 1), dessen
Rolle in dieser Arbeit untersucht wurde, ist an vielen molekularen Prozessen bei
der Tumorigenese beteiligt. Es wurde urspriinglich als zellulares Protein entdeckt,
dass an den C-Terminus des Adenovirusproteins E1A bindet [35]. Zur Familie der
CtBP-Proteine sind bislang jeweils zwei SpleiBvarianten von CtBP1 (CtBP1 und
CtBP/BARS) und CtBP2 (CtBP2 und RIBEYE) bekannt. CtBP1 wurde als ein
Transkriptionsfaktor charakterisiert, wohingegen das zu 97% homologe
CtBP/BARS, dem elf Aminosauren am N-Terminus fehlen, eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung und Abspaltung der Golgi-Membran spielt [36-38]. CtBPs
besitzen Uber ihre zentrale Domane eine hohe Homologie zu NAD"-abh&ngigen
Dehydrogenasen. Diese Doméane hat eine bedeutende Rolle fir die
Dimerisierung von CtBP. Es kénnen sich dabei Homo- und Heterodimeren von
CtBP1 und CtBP2 bilden [39, 40]. CtBPs erkennen nach der Dimerisierung das
PXDLS-Motiv (Pro-X-Asp-Leu-Ser) von DNA-bindenden Proteinen, entweder
direkt oder Uber andere Proteine wie CtIP, RIP140 oder Histondeacetylasen
[Review 36, 41]. Inzwischen wurde in DNA-bindenden Proteinen ein zweites
Bindungsmotiv entdeckt, das Uber die Aminosauresequenz RRT (Arg-Arg-Thr) an
Proteine der CiBP-Familie binden kann [42]. Durch Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren ist CtBP1 so an der Regulation mehrerer Signalwege
beteiligt, die eine Rolle beim Uberleben der Zelle und bei der Tumorigenese
spielen [Review 43]. CtBP1 wird ubiquitédr exprimiert und wurde in meisten
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untersuchten Tumorzelllinien detektiert. CtBPs kdénnen die Tumorprogression
féordern, indem sie mit den Repressoren Snail, SLUG und ZEB/SEF1 an
Promotoren von Zielgenen binden kann [Review 43]. So kann z.B. Gber SLUG die
Expression des Tumorsuppressors BRCA2 gehemmt werden [43, 44].

Im Melanom ist CtBP1 an der Regulation des Proteins MIA beteiligt (siehe
Abschnitt 1.4). In Melanozyten hemmt CtBP1 die Expression von MIA,
wohingegen in Melanomzellen die Expression von MIA verloren geht und dadurch
die Melanomentwicklung geférdert wird [45].

Die Aktivitat der transkriptionellen Regulation von CtBP1 kann auch durch das
Verhaltnis NADH/NAD" in der Zelle moduliert werden und wird daher vermutlich
durch den metabolischen Status der Zellen beeinflusst [Review 46]. Unter
hypoxischen Bedingungen steigt der Gehalt von intrazellularen NADH an,
wodurch das Expressionsmuster der Zelle verandert werden kann. Durch
Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 kann so die Apoptose gehemmt
werden. Weiterhin ist durch diese Veranderungen des zellularen Metabolismus
auch eine Férderung der Migration von Tumorzellen beschrieben worden [47, 48].
Der Vollstandigkeit halber erwdhne ich an dieser Stelle noch den
Transkriptionsfaktor HIF-1a, der bei der Hypoxie in Geweben aber auch in
Tumoren von groBer Bedeutung ist. Da dieser Transkriptionsfaktor im Fokus
meiner Untersuchungen stand, wird die Rolle von HIF-1a und Hypoxie in einem

eigenem Abschnitt beschrieben (Kapitel 1.5).

1.3 Zell-Adhasionsmolekiile

Epitheliale Zellverbédnde grenzen Organe und Gewebe von der &uBeren
Umgebung ab. Zell-Adhasionsmolekile (CAMs) vermitteln dabei die Zellkontakte
an engen Kontakistellen in tierischen Geweben. Sie sorgen fiir den
Zusammenhalt der Gewebe und ermdglichen die Kommunikation von Zellen
untereinander. Es handelt sich dabei um integrale Membranproteine, die mit ihren
extrazellularen Domanen mit anderen Proteinen in Wechselwirkung treten
kénnen. Die zwei groBen Gruppen von Proteinen, die fir die Zell/Zell-Adhasionen
verantwortlich sind, sind die Cadherine und die Proteine der Immunglobulin-
Superfamilie (oder N-CAMs). Die heterodimeren Integrine sind dagegen vor allem
fir die Zell-Adhasion an die extrazellulare Matrix verantwortlich. Die Integrine
dienen aber auch als SignallUbertrager zwischen Zellen und der extrazellulare
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Matrix. Durch Fehlregulation und Verlust der Zell-Adhasionsmoleklle geht der
Zusammenhalt und die geordnete Gewebsstruktur verloren, wodurch sich die
Zellen aus dem Gewebsverband l6sen kénnen. Zell-Adhasionsmolekile sind

dadurch an der malignen Progression beteiligt [Reviews 49, 50].

1.3.1 Cadherine

Cadherine sind transmembrane Glykoproteine, die Gber homophile Interaktionen
die Ca®-abhangige Zell/Zell-Adhasion im Wirbeltiergewebe vermitteln. Sie
kommen in Desmosomen und in Adherens Junctions vor. Sie spielen bei der
Entwicklung und Stabilisierung der Gewebe sowie bei der Signaltransduktion eine
Rolle [Reviews 51, 52]. Die klassischen Cadherine, die am besten untersucht
sind, bestehen aus zwei Typen. Zu den Vertretern der Typ | der klassischen
Cadherine gehéren E-Cadherin (v.a. in Epithelien), N-Cadherin (v.a. in Neuronen
und neuroendokrinen Geweben), P-Cadherin (v.a. in der Plazenta) und R-
Cadherin. Zum Typ Il gehéren alle restlichen klassischen Cadherine (Cadherin-5
und darlber). Es gibt auBerdem noch die desmosomalen Cadherine
(Desmocolline und Desmogleine), die Protocadherine, Cadherin-verwandte
Proteine (FAT-ahnliche Proteine) sowie die 7-Transmembran-Cadherine
[Reviews 52, 53].

Gemeinsam sind allen Cadherinen mehrere extrazellulare Doméanen (EC), die far
die hochspezifischen und homophilen Interaktionen zwischen den Zellen sorgen
(Abb. 1-3). Sie sind nur in Gegenwart von Ca®* stabil, das an die Ca*-
Bindungsstellen zwischen diesen Doméanen bindet. Die klassischen Cadherine
bestehen aus funf &hnlichen extrazellularen Doméanen EC1 bis EC5, die Uber
kurze Linkersequenzen miteinander verbunden sind. Die direkte Interaktion
zwischen den Cadherinen erfolgt dabei nur Uber die erste extrazellulare Domane
EC1. Diese enthdlt eine spezifische Erkennungssequenz, die bei den Typ | der
klassischen Cadherinen aus den Aminosduren His-Ala-Val besteht und fur die
homophile Interaktion verantwortlich ist [53, Reviews 54]. Intrazellular sind
Cadherine Uber Catenine mit dem Aktinzytoskelett verknlpft und verleihen so den
Geweben die Stabilitat.

Cadherine spielen auch bei der Embryogenese eine bedeutende Rolle.
Verschiedene Cadherine werden wahrend der Induktion, Migration und

Differenzierung der Neuralleistenzellen, von denen die Melanozyten abstammen,
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exprimiert. So wird z.B. Cadherin-7, ein klassisches Typ Il Cadherin, von den
Neuralleistenzellen exprimiert, die vom Neuralrohr wegwandern und ist somit an
der Delamination der Neuralleistenzellen beteiligt [Review 55]. Dieses Molekdl
wurde in dieser Arbeit naher untersucht.
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Abbildung 1-3: Struktur von Cadherinen

Klassische Cadherine besitzen am N-Terminus fiinf homologe extrazellulare Doméne,
welche flr die homophilen Interaktionen mit den gleichen Zellen verantwortlich sind.
Uber die Transmembrandoméne sind Cadherine in der Zellmembran verankert.
Intrazellular sind sie Uber Catenine mit dem Zytoskelett verbunden (modifiziert nach
O’Day [56])

1.3.2 Rolle von Cadherinen im malignen Melanom

Beim Aufbau der Haut spielt das Expressionsmuster der Cadherine eine wichtige
Rolle. Cadherine sind deshalb auch an allen Schritten der malignen Progression
beteiligt. Wahrend der Entartung der Melanozyten zu Melanomzellen entziehen
sich diese der Kontrolle der Keratinozyten, werden autonom und kdénnen sich aus
gewlhnlichen Zellverbanden lésen. In normaler Haut vermittelt E-Cadherin die
Zellkontakte zwischen Keratinozyten und Melanozyten. Im Verlauf der
Melanomentwicklung geht die Expression von E-Cadherin und somit die Kontrolle
der Keratinozyten Uber die veranderten Melanozyten verloren, die dann
unkontrolliert zu wachsen beginnen [22, 57]. Dabei hemmt der transkriptionelle
Repressor Snail, der in Melanozyten nicht exprimiert wird, die Expression von E-
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Cadherin im Melanom [58]. Gleichzeitig zum Verlust von E-Cadherin findet
wahrend der Melanomentwicklung durch die Induktion der NFxB-Aktivitat eine
Expression von N-Cadherin statt, wodurch sich das Adh&sionsverhalten und die
Bindungspartner der Melanomzellen verdndern. Sie interagieren nun mit
Fibroblasten anstatt mit Keratinozyten. Die Melanomzellen kénnen sich nun
leichter aus dem destabilisierten Zellverband |6sen und werden mobiler [22, 29,
59]. Von unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass eine verkirzte Form von P-
Cadherin in  Melanomzellen exprimiert wird. Dieser Form fehlen die
Transmembran- sowie die zytoplasmatische Doméane, sodass diese trunkierte
Form von P-Cadherin nicht in der Membran verankert ist. Durch Stéren des
Zell/Zellattachments fordert das sekretierte P-Cadherin  die Migration und
Invasion von Melanomzellen und ist damit an der Progression des Melanoms
beteiligt [60, 61].

1.4 Rolle von MIA (,,Melanoma Inhibitory Activity“)

Das Protein MIA spielt bei der Entwicklung des malignen Melanoms eine
bedeutende Rolle. Es wird in allen Melanomzelllinien in hohen Mengen gebildet
und sezerniert, wohingegen in Melanozyten und in normaler Haut kein MIA
vorkommt [62, 63]. Die ersten Analysen ergaben, dass MIA die Proliferation von
Melanomzellen in vitro hemmt [64]. MIA sorgt fir diese wachstumshemmende
Wirkung, indem es die Zellanhaftung in den Zellkulturflaschen und somit auch
das Wachstum inhibiert. Spatere Untersuchungen dagegen zeigten, dass MIA die
Migration und Invasion von Melanomzellen in vivo férdert, indem es die Adh&sion
von Zellen zur umgebenden Matrix hemmt und es somit zu einer verminderten
Anhaftung der Zellen an der extrazellularen Matrix fuhrt [65, 66]. Die Induktion der
MIA-Expression korreliert dabei mit der Tumorprogression des malignen
Melanoms [Review 67]. Zudem wurde ein erhéhter Proteingehalt von MIA im
Serum von Patienten mit Melanommetastasen entdeckt. MIA wird deshalb als
verlasslicher diagnostischer Serumsmarker verwendet [68]. Desweiteren spielt
MIA auch eine Rolle bei der Entstehung des malignen Melanoms und hat Einfluss
auf die Zellmorphologie sowie die Regulation von Melanom-assoziierten Genen.
Durch die Hemmung von MIA in Melanomzellen kommt es zu vermehrten Zell-
Zellkontakten. MIA-defiziente Melanomzellen verhalten sich ahnlich wie

Melanozyten. Sie zeigen eine Reinduktion der Pigmentsynthese und weisen mehr
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dendritische Zellauslaufer auf. AuBerdem zeigen sie eine verstarkte Expression
von E-Cadherin sowie den Verlust von N-Cadherin. Die MIA-defizienten Zellklone
weisen auch eine verminderte Expression von Melanom-assoziierten Gene wie
MT-MMP1, Integrin B3, tPA und SPARC im Vergleich zur parentalen Zelllinie auf
[69-71]. Zudem spielt MIA auch eine Rolle in Signalwegen. So wurde inzwischen
nachgewiesen, dass MIA auch die Aktivitdt des ERK-Signalwegs im malignen
Melanom negativ beeinflussen kann [72].

Mit Hilfe von Reportergenanalysen konnte gezeigt werden, dass ein 5’seitig vom
Gen gelegenes Fragment von 1386 Basen im humanen Promotor die spezifische
Genexpression vermittelt [62, 73]. Die Expression von MIA wird im Melanom
durch die Transkriptionsfaktoren HMGB1 und CtBP1 reguliert. HMGB1 bindet an
das hochkonservierte HCR (highly conserved region) Promotorelement im
melanomspezifischen MIA-Promotor und aktiviert mit p65, ein Protein der NF«B-
Familie, die Promotoraktivitdt in Melanomzellen. Studien aus unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass HMGB1 im Melanom stark exprimiert wird und an der
Melanomentwicklung beteiligt ist [32]. In Melanozyten hemmt der transkriptionelle
Co-Repressor CtBP1 die Expression von MIA, indem es zusammen mit TCF4 an
den MIA-Promotor bindet und damit die LEF/TCF-Aktivitat unterdriickt. Dagegen
geht in Melanomzellen die Expression von CtBP1 verloren und die Hemmung des
MIA-Promotors wird aufgehoben [45].

Inzwischen wurden weitere Mitglieder der MIA-Familie charakterisiert. Das MIA-
Homolog OTOR (MIAL) wird spezifisch im Auge und im Innenohr exprimiert [74-
76]. Das leberspezifische MIA2 wirkt als Tumorsuppressor im hepatozellularen
Karzinom (HCC) und spielt bei entziindlichen Leberkrankheiten wie Fibrose und
Zirrhose eine Rolle [77, 78]. Das MIA-Homolog TANGO wird mit Ausnahme des
hamatopoetischen Systems ubiquitar exprimiert. Neue Studien belegen eine
Funktion als Tumorsuppressor im HCC, Kolonkarzinom und im malignen
Melanom [79, 80]. Alle Familienmitglieder sind sezernierte Proteine und besitzen
eine SH3-Domane flr spezifische Proteininteraktionen.

1.4.1 Struktur von MIA

Eine Signalpeptidsequenz am N-Terminus ist fir den Transport des 11 kDa
groBen Proteins MIA aus der Zelle in den Extrazellularraum verantwortlich.
Multidimensionale NMR-Spektroskopie und Rdéntgenstrukturanalysen zeigten,
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dass die dreidimensionale Struktur von MIA eine hohe strukturelle Homologie zu
SH3-Domanen besitzt, wobei zwei zusatzliche Disulfidbricken der Stabilisierung
dienen. MIA ist aus sieben antiparallelen B-Strangen aufgebaut, die dann zwei
antiparallele B-Faltblattstrukturen, eingebettet von zwei Loop-Strukturen, bilden.
Diese Strukturen kommen auch in SH3-Doménen vor (Abb. 1-4) [81-83]. MIA ist
das erste bekannte extrazellulare Protein, das eine SH3-Doméne besitzt.

RT-loop n-Src loop

Abbildung 1-4: Struktur von MIA
Die dreidimensionale Struktur des Proteins MIA wurde von Dr. R. Stoll mittels NMR-
Spektroskopie ermittelt [82].

1.4.2 Rolle von MIA in der Melanomprogression

Es wurde bereits gezeigt, dass das Protein MIA mit extrazellularen
Matrixmolekulen wie Fibronektin und Laminin interagieren kann und das Ablésen
der Melanomzellen von der extrazellularen Matrix férdert [66]. In Hamster- und
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass MIA auch in vivo die Metastasierung
von Melanomzellen unterstltzt [65, 84]. Darlber hinaus wurde eine Bindung von
MIA an die Integrine 04B1 und a5B1 nachgewiesen. Es werden dabei die
Bindungsstellen blockiert und die Interaktion der extrazellularen Matrix mit den
Integrine unterbunden [72]. In Abbildung 1-5 ist ein Modell der Funktion von MIA
dargestellt, wie die Wanderung der Melanomzellen geférdert wird. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass MIA eine Rolle bei der Tumorprogression des
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malignen Melanoms spielt, indem es das Ablésen von Zellen von Molekllen der

extrazellularen Matrix fordert.
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Abbildung 1-5: Modell der Funktion von MIA wahrend der Zellmigration

MIA wird vermutlich am hinteren Ende der migrierenden Zelle sezerniert. Es interagiert
mit Fibronektin und Integrine und maskiert die Bindungsstellen. Die Integrine werden
inaktiviert und die Bindung an die extrazellulare Matrix wird unterbunden. Dadurch
kommt es zur Ablésung der Zellen von der extrazellularen Matrix und die Zellen kénnen
wandern (modifiziert nach Bosserhoff et al., 2005) [67].

1.5 Die zellulare Antwort auf Sauerstoffmangel (Hypoxie)

Die Versorgung der Zelle mit Sauerstoff (O,) ist flir hdhere Lebewesen essentiell.
Sowohl das respirative als auch das kardiovaskuldare System sind an der
Aufrechterhaltung eines konstanten Sauerstoffpartialdrucks in den Geweben
beteiligt und versorgen damit das Gewebe mit dem bendtigten Sauerstoff.
Sauerstoff dient dabei als terminaler Elektronenakzeptor in den Mitochondrien zur
Energiegewinnung.

Hypoxie entsteht sobald der physiologische Sauerstoffpartialdrucks unter ein
bestimmtes Niveau sinkt, das fir die Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung
des betreffenden Gewebes bendtigt wird, d.h. wenn der Sauerstoffbedarf das —
angebot Ubersteigt. Die Zelle passt sich dem Sauerstoffmangel an, indem
bestimmte Gene aktiviert werden, die nétig sind, um die Sauerstoffhomdostase
aufrecht zu erhalten [Reviews 85, 86]. Die spezifische Antwort des Kdrpers erfolgt

auf zellularer (z.B. Glykolyse), lokaler (z.B. Angiogenese) und systemischer (z.B.
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Erythropoiese) Ebene [87]. Unter hypoxischen Bedingungen werden Signalwege
aktiviert, die vor allem Uber den Transkriptionsfaktor HIF (hypoxia-inducible
factor) aktiviert werden. Eine verminderte Sauerstoffversorgung, beispielsweise
verursacht durch einen Blutverlust oder eine Anamie, aktiviert unter anderen die
Produktion des blutbildenden Hormons Erythropoietin (EPO) und des vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktor VEGF, was zur Bildung neuer BlutgefaBe flhrt
[87, 88]. Insgesamt werden durch den Sauerstoffmangel Prozesse in der Zelle in
Gang gesetzt, die flr eine verbesserte Sauerstoffversorgung des Gewebes

sorgen.

1.5.1 Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIF)
Bei den Hypoxie-induzierbaren Faktoren (HIF) handelt es sich um heterodimere
Transkriptionsfaktoren, die aus einer sauerstoffabhdngigen a-Untereinheit (120
kDa) und einer vom Sauerstoff unabhangigen B-Untereinheit (91 kDa) bestehen.
HIF-1oe und HIF-1B, das schon als ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator) identifiziert wurde [89], werden ubiquitar im Gewebe vieler Spezies
(u.a. Mensch, Wirbeltier, Insekt und Wurm) exprimiert [90-92]. Die Aktivierung
von HIF-1 hangt dabei von der durch Hypoxie induzierten Stabilisierung der o-
Untereinheit ab. Dies geschieht Uber posttranslationale Regulation durch Prolyl-4-
hydroxylasen (PHDs). Nach Eintreten des Sauerstoffmangels steht das Protein
HIF-1o innerhalb von klrzester Zeit den Zellen zur Verfligung. Normalisiert sich
die Sauerstoffzufuhr, verschwindet HIF-1a nach wenigen Minuten wieder [93].
Eine bestimmte Konzentration von HIF-1a scheint stets nétig zu sein, um eine
kontinuierliche Expression bestimmter Gene sicherzustellen, die fir eine
ausreichende Energiebereitstellung zur Aufrechterhaltung der normalen
Zellfunktion sorgen [87, 94].
Neben HIF-1a, das inzwischen als Hauptregulator der sauerstoffabhdngigen
Genexpression identifiziert worden ist, sind bislang zwei weitere Mitglieder der
HIF-Familie (HIF-2a und -38a) bekannt. Die a-Untereinheiten weisen dabei hohe
Homologien untereinander auf. Diese bilden unter Hypoxie mit HIF-1B einen
Komplex und aktivieren bestimmte Zielgene. HIF-2a wurde als endotheliales
PAS-Protein (EPAS1) beschrieben [95] und unterscheidet sich in ihren
Expressionsmustern im Gewebe von HIF-1a, wobei die HIF-Mitglieder teilweise
auch verschiedene Zielgene aktivieren [96-99]. Das verkirzte HIF-3a, das von
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Gu et al. entdeckt wurde und dem eine transkriptionelle Aktivierungsdoméane
fehlt, wirkt in der menschlichen Niere inhibitorisch auf die hypoxie-induzierte
Genexpression [100-103].

Untersuchungen an HIF-1a knock-out Mausen zeigten gravierende Herz- und
Hirnmissbildungen sowie ein defektes BlutgefaBnetz in der embryonalen
Entwicklung, wobei die Mausembryonen nicht lebensfahig waren [94, 104, 105].
HIF-1a ist offensichtlich ein lebenswichtiger Faktor, der durch die nicht ubiquitar

exprimierten HIF-2a [106] und HIF-3a [100] nicht ersetzt werden kann.

1.5.2 Struktur von HIF-1a.

Die a- und B-Untereinheiten von HIF enthalten jeweils am N-Terminus eine
basische Helix-Loop-Helix (bHLH)-Doméane (basic helix-loop-helix) und eine PAS-
Domane, die nach den ersten identifizierten Mitgliedern (PER, ARNT und SIM)
benannt wurden [Review 89]. Beide Domanen sind an der Dimerisierung mit dem
jeweiligen Bindungspartner und an der DNA-Bindung von HIF-1a beteiligt
[Review 107]. Die HIF-1a-Proteine besitzen noch zwei unabhangige
Transaktivierungsdoméanen (TAD), Uber die sie mit verschiedenen Koaktivatoren
interagieren kdnnen. Uber die funktionell wichtige ODD-Doméane (oxygen
dependent degradation domain) wird die sauerstoffabhangige Proteinstabilitat
von HIF-a reguliert. Unter normoxischen Bedingungen hydroxylieren Prolyl-4-
hydroxylasen zwei spezifische Prolylreste in der ODD-Domane in Abhangigkeit
von 2-Oxoglutarat, Eisen und Ascorbat. Dabei dient molekularer Sauerstoff als
limitierender Faktor fir die Prolyl-4-hydroxylasen (Abb. 1-7) [108, 109]. Das von-
Hippel-Lindau-Protein (pVHL), eine E3-Ubiquitin-Ligase, erkennt die hydroxylierte
ODD-Domane, vermittelt die Ubiquitinierung und den proteasomalen Abbau von
HIF-1a [110, 111]. Die Bindung von VHL wird durch Acetylierung eines Lysinrests
in der ODD-Domane durch die Acetyltransferase ARD1 (arrest defective protein
1) erleichtert. Eine Hydroxylierung des Asparagylrests in der C-terminalen
Transaktivierungsdoméane durch die Asparaginylhydroxylase FIH (factor inhibiting
HIF) fihrt zu einer sterischen Inhibition der Interaktion zwischen HIF-o und dem
Koaktivator-Komplex p300/CBP und zu einer Hemmung der HIF-Aktivitat [112,
113]. In Abbildung 1-6 ist die Struktur von HIF-1a dargestellt.
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Abbildung 1-6: Struktur des HIF-1a Proteins

Unter normalen Sauerstoffbedingungen werden die Proline P402 und P564 in der ODD-
Domane Uber Prolylhydroxylasen (PHD) hydroxyliert. Uber die Bindung des von-Hippel-
Lindau-Protein (VHL) wird HIF-1a ubiquitiniert und abgebaut. TAD-N und TAD-C stellen
die N-terminale bzw. C-terminale Transaktivierungsdoméne dar (modifiziert nach
Semenza et al., 2003 [114]).

1.5.3 Genregulation durch HIF-1«

Hypoxie bewirkt aufgrund einer verminderten Hydroxylierung durch PHDs einen
reduzierten proteasomalen Abbau von HIF-1a und fihrt zu einer intrazellularen
Stabilisierung von HIF-1a (siehe Abb. 1-7). HIF-1o wird dann in den Zellkern
transportiert und bindet die HIF-1B-Untereinheit, welche konstitutiv im Zellkern
vorkommt [115, 116]. Dieses Heterodimer bildet dann mit Koaktivatoren wie der
Acetyltransferase p300/CBP den HIF-Komplex und bindet im Promotor der
Zielgene an das hypoxia response element (HRE). Die DNA-Bindung des HIF-1
Heterodimers erfolgt an der HIF-1 binding site (HBS), die ein konserviertes 5°-
ACGTG-3" - Motiv beinhaltet [Review 117]. Eine Bindung von HIF-1 an die HRE-
Region von hypoxie-regulierten Genen fihrt zu einer Aktivierung der Expression
dieser Gene [118]. Obwohl die Aktivitadt von HIF-1oc und deren Zielgene
hauptsachlich vom Sauerstoffpartialdruck abhangig ist, spielen dabei noch
andere Faktoren eine Rolle. So findet vor der Translokation in den Kern eine
Phosphorylierung von HIF-1 Gber die p42/p44 Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK) statt. Dies fuhrt zu einer Stabilisierung von HIF-1a und erhéht somit die
Transaktivierungsaktivitat [119]. Eine weitere Moglichkeit der Phosphorylierung
von HIF-1a besteht Gber den PI3K/Akt-Signalweg. Eine Hemmung der PI3-
Kinase fuhrt zu einer verminderten Aktivitat von HIF-1a [120, 121]. Der Verlust

des Tumorsuppressor-Gens PTEN, das den PI3K/Akt-Signalweg hemmt, flhrt zu
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einer erhdhten HIF-1 bedingten Genexpression und ist an der Tumorprogression
beteiligt [122].
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Abbildung 1-7: HIF-1a Regulation durch Prolinhydroxylierung

(@) Unter normalen Oy-Bedingungen wird HIF-1o. in Anwesenheit von Fe*, 2-
Oxtoglutarat (2-OG) und Ascorbinsaure durch Prolinhydoxylasen (PHD1, 2 und 3)
hydroxyliert. Das hydroxylierte HIF-1oe wird von der E3-Ubiquitin-Ligase pVHL erkannt
und mit Hilfe des Ubiquitin-Komplexes ubiquitiniert und proteasomal abgebaut. Eine
Acetylierung (OAc) von HIF-1a férdert auch die Bindung von pVHL.

(b) Durch Hypoxie wird die Prolinhydroxylierung verhindert. Dadurch kann VHL nicht
mehr an HIF-1a binden und HIF-1o wird somit nicht mehr proteasomal abgebaut. HIF-1a
akkumuliert und transloziert in den Zellkern, wo HIF-1ac mit HIF-13 dimerisiert. Dort
bindet das Dimer mit Co-Aktivatoren wie p300/CBP an das hypoxia-responsive element
(HRE) innerhalb des Promotors der Zielgene und aktiviert die Transkription dieser Gene
(modifiziert nach Carroll et al., 2005) [Review 123].

Als Anpassung des Organismus auf das reduzierte Sauerstoffangebot findet eine
verbesserte Sauerstoffversorgung tber das BlutgefaBsystem statt. Abbildung 1-8
gibt einen Uberblick auf die Effekte, die durch Sauerstoffmangel ausgeldst
werden. Durch HIF-1a werden Gene aktiviert, die die Angiogenese (VEGF) und

Erythropoiese (EPO) férdern [124-126]. Eine erhéhte Synthese von Transferrin
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und Transferrinrezeptor fuhrt zu einem verbesserten Eisentransport [127] und
Eisenaufnahme [128]. Eisen ist fir den Aufbau des Hamoglobins notwendig und
damit auch am Sauerstofftransport im Blut beteiligt.

Hochgebirga Unfall

Aniimie Huarzinfarkt Tumor
Ischiimie Schlaganfall Wundheilung
HIF-1c ¢ I
L # L 4 l
ERO VEGF Transferrin viele glykolytische Enzyme Endothelin-1
VEGF-Rezeptor Transferrinrezeptor Glukosetransporter u.m-adrnnvurgn-r Rezeplor
Ceruloplasmin Adrenomedullin
Himoxygenase |
ind. NO-Synthase
L4 L J l
Neubildung von Gefillneubildung Eisentransport Energiebereitsteliung Gefilltonus
rofen Blutkarperchen = Wundheilung und -metabbo s = Blutdruck
- D;-Tranapari = Tumonsachstum = Blutbildung = Zirkulation

Y

Verbesserung der Oo-Versorgung

Abbildung 1-8: Uberblick iiber die Effekte bei Sauerstoffmangel

Sauerstoffmangel bewirkt eine erhéhte Expression von HIF-1a. Dadurch werden
aktiviert, die letztendlich zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung des Gewebes
sorgen [87].

Desweiteren induziert HIF-1o die Expression von Glucose-Transportern (GLUT-
1) und glycolytischen Enzymen (Aldolase, Enolase, Phosphofructokinase), so
dass die Glucoseaufnahme der Zellen verbessert wird und den Zellen somit mehr
Energie zur Verflgung steht [129-131]. Der Stoffwechsel wird den anaeroben
Bedingungen angepasst und die Energiegewinnung Uber die Glycolyse wird
geférdert. Zusatzlich wird durch HIF-1a die Laktatdehydrogenase A aktiviert und
dadurch Pyruvat in Lactat umgewandelt. Das verminderte Angebot von Pyruvat
inhibiert den Citratzyklus, wodurch die Zelle weniger Sauerstoff bendtigt [132-
134]. Darlber hinaus spielt HIF-1o bei Entzindungsreaktionen, bei der
Immunantwort sowie bei der Entwicklung des Immunsystems eine Rolle [135-
137]. Bislang sind Uber 100 Gene identifiziert worden, die Uber HIF reguliert
werden [Reviews 138, 139].

Neben einer Aktivierung von HIF durch Hypoxie sind weitere Faktoren identifiziert
worden, die die Expression von HIF und deren Zielgene beeinflussen. Die
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Aktivierung von Wachstumsfaktoren (EGF, IGF) und Onkogenen (RAS, V-SRC)
sowie die Inaktivierung von Tumorsupressorgenen wie PTEN und p53 [122, 140-
145] kdénnen zu einem Anstieg der HIF-Aktivitat fihren. Mutationen des VHL-
Proteins kdénnen den Abbau von HIF verhindern. Dies resultiert in einer
konstitutiven Induktion von HIF-Zielgenen [Review 146]. AuBerdem wurde eine
Rolle der Reaktiven Sauerstoffradikale (ROS) bei der Regulation von HIF
festgestellt (Kapitel 1.5.5).

1.5.4 Rolle von Hypoxie in Tumorzellen

Sauerstoffmangel spielt bei zahlreichen Erkrankungen, insbesondere beim
Tumorwachstum, eine bedeutende Rolle. So ist in den meisten untersuchten
menschlichen Tumoren ein verminderter Sauerstoffpartialdruck im Vergleich zum
gesunden Gewebe festgestellt worden [Reviews 147, 148]. Hypoxische Zustéande
im Gewebe werden als ein zentraler Faktor fir die Aggressivitat und
Metastasierungspotential von Tumoren angesehen. Durch das abnorme
Wachstum von neoplastischem Gewebe entsteht eine Hypoxie im Tumor, die zu
einem erhdhten Bedarf an Sauerstoff und Nahrstoffen fihrt [Review 149]. Der
Grad der Tumorhypoxie ist verbunden mit einem aggressiveren und starker
metastasierenden Phanotyp sowie mit einer erhdhten Resistenz gegeniber
Chemo- und Strahlentherapie [150-153]. Der Transkriptionsfaktor HIF spielt dabei
die zentrale Rolle bei der zellularen Antwort des Tumors auf Hypoxie. Mehrere
Studien zeigten im Verlauf der Tumorprogression eine zunehmende HIF-
Expression im Tumor, wobei die Expression von HIF-1a mit dem
Differenzierungsgrad und der Prognose negativ korreliert [154-156]. HIF hat eine
Bedeutung fir die Entstehung einiger Tumore, indem es die Bildung neuer
BlutgefaBe (Uber VEGF) induziert und flr eine verbesserte Versorgung des
Tumors sorgt. Eine erhdhte HIF-Konzentration wurde in verschiedenen Tumoren
wie dem Brust-, Haut und Darmkrebs (HIF-1a) sowie dem Nierenzellkarzinom
(HIF-2a) in histologischen Befunden nachgewiesen [157-160].

Im Melanom wurde auch eine steigende Expression von HIF-1a mit fortlaufender
Tumorprogression nachgewiesen. Die BRAF(V600E)-Mutante erhdht dabei die
Expression von HIF-1a und férdert das Uberleben der Melanomzellen unter
hypoxischen Bedingungen [161]. Es wurde Dbereits gezeigt, dass die
physiologische Hypoxie in der Haut an der Melanozytentransformation in
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Verbindung mit der Aktivierung des PI3K/Aki-Signalweges beteiligt ist. Diese
Aktivierung unter Hypoxie fuhrt Gber NFxB zu einer erhéhten Expression von

Notch1 und wirkt somit an der Melanomentwicklung mit [162, 163].

1.5.5 Rolle der Sauerstoffradikale bei der Regulation von HIF

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind an der Regulation von HIF beteiligt. Diese
Sauerstoffradikale sind schadliche Formen des Sauerstoffs, die bei oxidativen
Stress, bei Erkrankungen sowie beim Alterungsprozess eine wesentliche
pathophysiologische Rolle spielen. ROS entstehen hauptsachlich in den
Mitochondrien als Nebenprodukte der Atmungskette und bei anderen Prozessen
(z.B. Entzindungen), bei denen molekularer Sauerstoff metabolisiert wird (Abb.
1-9) [Review 164].
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Abbildung 1-9: Metabolische Sighalwege der Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Die ROS werden Uber verschiedene Signalwege gebildet, wobei die meisten der O,"
Uber die Atmungskette in den Mitochondrien entstehen. Die Superoxiddismutase wandelt
die O," in H,O, um, welches Uber die Katalase und die Glutathionperoxidase zu H,O
abgebaut wird [164].

Zu den ROS gehoren freie Radikale wie das Superoxid-Anion (O,"), das
hochreaktive Hydroxylradikal (OH®) und das Peroyxiradikal (RO."), die sehr
reaktionsfreudig sind und das Genom schadigen kénnen. Zudem gibt es noch

stabile, nicht-radikale Spezies wie Wasserstoffperoxid (H2O2), Ozon (O3z) und
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Hypochlorit-Anion  (OCI') sowie angeregte Sauerstoffmolekile (Singulett-
Sauerstoff '0,). Bei geringen Konzentrationen agieren die ROS als
Signalmolekile und sind far zelluldre Signalwege von Bedeutung. Zu hohe
Mengen kénnen dagegen die Zelle schadigen, was letztendlich zum Zelltod
fihren kann. Die Zelle hat deshalb ein Schutzsystem aus Antioxidanten
entwickelt, das die gefahrlichen Radikale unschadlich macht [Review 164]. Wenn
das Gleichgewicht zwischen Produktion und Neutralisierung der ROS gestért ist,
kénnen die normalen zellularen Prozesse verandert werden. Das ist ein Vorgang,
der in Tumorzellen oft vorkommt. Die normale Haut ist aufgrund ihrer Entfernung
zu den BlutgefaBen ein leicht hypoxisches Gewebe. In der Haut werden aufgrund
eines erhdéhten Metabolismus durch transformierte Zellen, UV-Strahlung,
Melaninproduktion und ein verandertes Antioxidantensystem vermehrt ROS
gebildet. Dadurch kénnte die Transformation der Melanozyten sowie die
Entwicklung des Melanoms geférdert werden [Review 165].

Die ROS kbénnen HIF stabilisieren, indem sie die Aktivitadt der PHDs,
hauptséachlich die PHD2, hemmen. Dafir ist wahrscheinlich der oxidative Status
und Gehalt der Fe**, welche als Cofaktoren fiir die Aktivitdt der PHDs erforderlich
sind, in der Zelle verantwortlich [Review 166]. Es wurde demonstriert, dass die
ROS, die im mitochondrialen Komplex Ill entstehen, die Hydroxylierung des
Proteins HIF-1a verhindern und somit HIF-1a unter Hypoxie stabilisieren [Review
167]. In neueren Studien wurde gezeigt, dass ROS die Stabilitdt und
transkriptionelle Aktivitdt von HIF sowohl unter sauerstoffreichen als auch unter
hypoxischen Bedingungen regulieren kdnnen [Review 168]. Antioxidanten und
Radikalfanger werden deshalb als mdgliches Therapeutikum bei HIF-abhangigen
Krankheiten wie Krebs angesehen.

Insgesamt deuten die bisherigen Daten an, dass der HIF-Signalweg Uber
Veranderungen des zellularen oxidativen Stresses reguliert werden kann. Dies
geschieht wahrscheinlich Gber die veranderten Fe**-Level in der Zelle, der zu
Anderungen der Hydroxylaseaktivitat der PHDs filhren und somit die Stabilitat

von HIF regulieren [Review 169].
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1.6 Ziele der Arbeit
Ein Schwerpunkt der Forschung unserer Arbeitsgruppe stellt das sezernierte

Molekil MIA (,Melanoma Inhibitory Activity) dar, das bei der Entstehung und

Metastasierung des malignen Melanoms eine bedeutende Rolle spielt. Das Ziel

dieser Arbeit war es, die Rolle der Transkription und Aktivitat von MIA auf

molekularer Ebene naher zu untersuchen. Die Arbeit kann in dieser Hinsicht drei

Abschnitte gegliedert werden.

1.

In frlheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurden bereits mehrere
Molekile entdeckt, die mit MIA interagieren kdénnen und so an der
Metastasierung des Melanoms beteiligt sind. Im ersten Teil sollten weitere
Interaktionspartner von MIA isoliert und charakterisiert werden. Die Rolle
von Cadherin-7 als neuer MIA-Bindungspartner bei der Regulation der
Aktivitat und Expression von MIA wurde hier untersucht.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit der Rolle des
transkriptionellen Ko-Repressor CtBP1, der die Expression von MIA in
Melanozyten hemmt. Daneben wurde nach weiteren Zielgenen von CtBP1
gesucht, die bei der Melanomentwicklung und —progression von
Bedeutung sein kénnten.

Im dritten Teil wird der Transkriptionsfaktor HIF-1o untersucht, der unter
hypoxischen Bedingungen, wie sie oft in primdren Tumoren vorkommen,
exprimiert wird und die Tumorprogression fordert. Hier sollten die
molekularen Mechanismen aufgeklart werden, die flir die hohe Aktivitat
von HIF-1o im Melanom auch unter normalen Sauerstoffoedingungen

verantwortlich sind und so zur Entwicklung des Melanoms beitragen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Materialien

Alexis Biochemicals, Lérrach
Applied Biosystems, Californien, USA

BD Biosciences, Bedford, USA

BD Discovery Labware Falcon™,
Boston, USA

Behrens, Hamburg

BioRad, Richmond, USA
BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, USA

Carl Zeiss, Minchen-Hallbergmoos
Dako, Hamburg

Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen Molecular Probes, Eugene,
USA

Lonza Cologne AG, KdIn

Merck, Darmstadt

Echinomycin

ABI PRISM BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Kit (Premix),
Template Suppression Reagent
Matrigel, BioCoatTM Matrigel Invasion
Chamber

Einmalartikel fur Zellkultur,
Polystyrene Round-Bottom Tube
Agar

Immun- Blot™ PVDF Membran

SeaKem® LE agarose

AxioCam, MR Grab Software
DAKO-LSAB2-Kit

Lipofectamine PLUS™ Reagent,
Lipofectamine™ Reagent
SuperScript™ Il RNAse H-Reverse
Transkriptase, SeeBlue® Plus2,
Ready-Load™ 100 bp DNA Ladder,
pcDNAS Vektor, pcDNAS.1/ V5-His-
TOPO Vektor

CFSE (5-(and 6-)-carboxyfluorescin
diacetate, succinimidyl ester)

Cell line Nucleofector Kit R

alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in
p.a. Qualitéat, Hemacolor Fixierlésung,
Farbereagenz rot, Farbreagenz blau,
YC-1
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Millipore,Eschborn Einmal-Sterilfilter

New England Biolabs GmbH, Frankfurt Restriktionsendonukleasen, NEBuffer
fir Restriktionsenzyme, T4 DNA-Ligase

Nunc GmbH & Co., Wiesbaden Lab-TekTM Chambered Coverglass

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach Dulbeccos Modified Eagle Medium,
Fotales Kalberserum, Trypsin, PBS
(phosphate buffered saline), Penicillin/
Streptomycin

Pierce, Minchen BCA Protein Assay Kit

Promega, Mannheim Dual-Luciferase® Reporter Assay
System, pRLTK Vektor, pGL3-
basic Vektor, LacZ Vektor

PromoCell, Heidelberg Melanocyte Growth Medium,
Melanozyten

Qiagen, Hilden HiSpeed™ Plasmid Midi und Maxi Kit,
RNeasy® Mini Kit, QIAquick® Gel
Extraction Kit, HiPerFect Transfection
Reagent

Roche Diagnostics, Mannheim Tag-Polymerase, RNAse A,
LightCycler DNA Master SYBR Green
[, Primer ‘random’ (#1034731),
LightCycler Capillaries

Roth, Karlsruhe Roti® Load1 4x- Konz., Roti® Load
4x, nicht denaturierend
Sigma, St. Louis, USA Acrylamid 30 % L&ésung und 40 %

Lésung, Bromphenolblau, NP-40,
Trypsin, BSA (bovine serum albumin),
TEMED, Monoclonal Anti-B-Actin

Antikérper
Sigma Genosys, Steinheim Oligonukleotide
Stratagene, Heidelberg Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’

Ultracompetent Cells
Vector Laboratories, Burlingame, USA Ziegenserum, Pferdeserum; Vectashield
Mounting Medium with DAPI
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Whatman International Ltd, Maidstode, Whatman 3MM Filterpapier,

England

Nucleopore® Track- Etch Membrane

Zymed Laboratories Inc, San Francisco, BCIP/NBT Substrate Kit

USA

2.1.2 Gerate

Autoklaven

Tuttnauer/Systec, Wettenberg

Blotapparaturen

Whatman Biometra, Géttingen

Brutschranke

Heraeus, Hanau

Gelelektrophoreseapparaturen
BioRad, Miinchen

Heiz- und Kiihlblécke
Eppendorf, Hamburg

Mikroskope
Zeiss, Jena

Leica Microsystems CMS, GmbH,
Bensheim

Spannungsqgerate

Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, England
BioRad, Miinchen

Tischautoklav Modell 2540EL,
Autoklav 2540 EK

Minigel Twin, Fastblot B34

Zellinkubator CO»-Auto-Zero,
Begasungsbrutschrank BB6220, CO.-
Inkubator HeraCell 240

Wide Mini Sub® Cell GT

Thermomixer 5436, Thermomixer

comfort, Thermomixer compact

Axiovert 10, Axiovert S100, Axio
Imager.Z1
DM IL Type 090-135.001

Electrophoresis Power Supply 1001,
Electrophoresis Power Supply 301
PowerPac Basic, PowerPac HC
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Sterilwerkbinke

Heraeus, Hanau

Thermocycler
MJ Research, Waltham, USA
Roche Diagnostics, Mannheim

Waagen
Sartorius, Géttingen

Zentrifugen
Eppendorf, Hamburg

Hereaeus, Hanau
Kisker, Steinfurt
Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Gerate

Applied Biosystems, Foster City,
Californien, USA

Amaxa GmbH, KdéIn

Bachofer, Reutlingen

Bandelin, Berlin

BD Biosciences, San Jose, USA
Berthold, Minchen

Bahler, Edmund, TUbingen
Heidolph, Kelheim

IKA-Labortechnik, Staufen
MWG Biotech, Ebersberg

Savant, New York, USA
WTW, Weilheim

LaminAir HB 2448, HeraSafe KS18

Peltier Thermal Cycler PTC- 200
LightCycler Il

R160P, L2200S

Centrifuge 5810R, MiniSpin Plus

Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0

Tischzentrifuge
LC Carousel Centrifuge

ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser

Nucleofector |

UV-Transilluminator IL 350 K, 254 nm

SONOPULS Ultraschall-
Homogenisator HD2070, MS 72
Mikrospitze aus Titan
FACSCalibur, CellQuest Software
Lumat LB 9507

Schuttler SM 25

Magnetrihrer MR 2000, MR 2002,
Vortexer REAX 2000

Schuttler IKA-Vibrax VXR
ELISA-Reader Emax,
Geldokumentationssystem 2001i
Speedvac Concentrator SC 110
pH-Meter pH522
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Xenox, Niersbach Stab-Homogenisator 40/E

2.1.3 Bakterien
Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’ Ultracompetent Escherichia Coli

2.1.4 Saugerzelllinien

501 Mel Humane Melanomzelllinie

HepG2 ATCC-Nr.: HB-8065, Humane hepatozellulare Karzinomzelllinie

SW480 ATCC-Nr.: CCL-228, Humane Kolonkarzinomzelllinie aus
primaren kolorektalem Adenokarzinom

HMB2 Humane Melanomzelllinie aus Metastasen eines Melanoms

HMB2 -5 Humane Melanomzelllinie, stabil transfiziert mit antisense MIA

HTZ 19d Humane Melanomzelllinie aus Hirnmetastase eines Melanoms

Mel Ei Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Ho DSMZ Nr.: ACC62, Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Im Humane Melanomzelllinie aus Metastasen eines Melanoms

Mel Ju Humane Melanomzelllinie aus Metastasen eines Melanoms

Mel Juso DSMZ Nr.: ACC74, Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Wei Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Melanozyten Humane primare Melanozyten aus normaler Haut

Sk Mel 3 ATCC Nr.: HTB-69, Humane Melanomzelllinie aus
Lymphknotenmetastase eines Melanoms

Sk Mel 28 ATCC Nr.: HTB-72, Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

2.1.5 Vektoren

pcDNA3
Der pcDNAS Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) wird zur Expression von Genen

unter Kontrolle des CMV-Promotorsin Saugerzelllinien benutzt.

pCMX-PLA1
Der Vektor pCMX-PL1 [170] ist ein Expressionskonstrukt, der Vektoren pUC19

und CDMS8 kloniert wurde.
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pGL3 basic
Der pGL3 basic Vektor (Promega, Mannheim) ist ein Reportervektor, der eine

multiple Klonierungsstelle besitzt, in die ein Promotor insertiert werden kann. Das
Luciferase-Gen, das aus dem Gluhwirmchen Photinus pyralis isoliert wurde,
dient als Reportergen, mit dem man die transkriptionelle Aktivitat eines Promotors

bestimmen kann.

pRL-TK

Fur die Transfektionskontrolle bei der Durchfiihrung des Luciferase Assays wird
der kommerziell erhaltliche pRL-TK Vektor (Promega), der das Renilla Luciferase
Gen aus Renilla renifor enthalt, benutzt.

Antisense Cadherin-7 (asCad7)
FlUr das antisense Cadherin-7 Konstrukt wurde die cDNA der Extrazellularen

Domaénen 1 und 2 von Cadherin-7 mRNA mittels RT-PCR amplifiziert und revers
Uber EcoRI-Schnittstellen in den pCMX-PL1 Vektor kloniert.

Cadherin-7

Das Expressionskonstrukt von Cadherin-7 (cCad7) wurde die gesamte
kodierende Sequenz des chicken Cadherin-7 in den pCMX-PL2 Vektor Uber eine
BamHI- und Hindlll-Schnittstelle unter der Kontrolle des CMV-Promotors kloniert.

CtBP1
Das Expressionskonstrukt CtBP1 wurde in den pCMX-PL1 Vektor kloniert [171].

6 x HRE Luc

Flr das 6 x HRE Luc Konstrukt wurde sechsmal die Sequenz von HRE mit der
HIF-Bindestelle vor das Luciferase-Gen in den pGL3 basic Vektor kloniert [172].
Das Konstrukt wurde von Dr. Christina Warnecke, Abteilung fir Nephrologie und

Hypertensiologie, Universitatsklinikum Erlangen, zur Verfligung gestellt.

NFxB Luc

Das Konstrukt NFxB Luc wurde von der Firma Promega (Mannheim) hergestellt.
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Ad5IkB
Der

rekombinante

replikationsdefiziente Adenovirus Ad5IkB wurde von

Hellerbrand et al. [173, 174] hergestellt und beschrieben.

NFxB Expressionsplasmide

Die NFxB-Untereinheiten p50, p52 und p65 wurden in den Expressionsvektor
pET4T kloniert [175].

2.1.6 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der

Firma SIGMA Genosys,

England

synthetisiert. Es wurde eine 100 uM Stammldsung der Oligonukleotide durch

Lésen in H-O hergestellt und bei —20°C gelagert.
Primer fir RT-PCR und quantitative PCR:

Genname | for rev

AP1S1 GGAGGAGATGGGTTTGGCAT GTGGAGGGAGGGAATGTTTGA
ATP1B1 TGGCTGGCATCTTCATCGGA CTTTCGGTTCACTGGGCACA
CAD7 TCACCAACAAACCCGTGGA ATCATCAGCATCCGTCGCT
CLDN11 | TCTGTTGCTCAGGCTGGAGT CGAGGCGGGAGGATACTTTGA
COL1A2 |[CCCAGCCGGAGATAGAGG TCACCAGGCTCACCAGCAGG
CtBP1 CGACCTCCGATCATGAAC GCTAAAGCTGAAGGGTTCC

ENCH GCAACTTCCAAACCATCAGGA TCTGGGAGGTAGCAATAGCG
ENPP2 GGAGAGTCGCATTGGGTTGA TGTAGGGAGAGTGTGTGCCA

FAT CCAATGATAATCCACCCGAGTT TAACAACACCCGTCACGC

FSCN1 CCTGGGCGTGTAGTGTAACT CACCACAAGGGTCAGTCCTA

FUS TTCGTTGCTTGCTTGCCTG TGTAACTCTGCTGTCCGTAGG
HIF-1q CACAGGCCACATTCACGTA ATCCAGGCTGTGTCGACTG

MIA CATGCATGCGGTCCTATGCCCAAGCTG | GATAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC
MLL5 TGGGCTTGTATCTGGTTTCGG CTGGTGTTGGTAAAGGTAGGCTA
SLC26A2 [GATTGGTGAGACAGTTGACCG TTGAAAGAAGCCCATCGCTAC
THBS1 ACTGCGTTGGTGATGTAACAG GTGCTCTCCATTGTGGTTGAA
TMEDA4 TGGGATAAGCAGAAGGAGGTC ATCTCAGGGTAGTTGTTGGCA
VCAN TCAGAACAGCAAGTGGCAGCGA CAACACAAGTGGCTCCATTACGAC

Primer fUr Klonierung des Konstrukts antisense Cadherin-7:
5-GACGAATTCATGAAGTTGGGCAAAGTGG-3’
hCad7 EC1/2rev  5-GACGAATTCCTAGGCTACAGGTAATGACTC-3’

hCad7 for
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2.1.7 Short Interference RNAs (siRNA)

Die siRNAs wurden von der Firma Qiagen (Hilden) synthetisiert.

Genname sense antisense

HIF-1a 5-CUGAUGACCAGCAACUUGA 5-UCAAGUUGCUGGUCAUCAG
HIF-2a 5-CAGCAUCUUUGAUAGCAGU 5-ACUGCUAUCAAAGAUGCUG
pGL3-luc 5-CUUACGCUGAGUACUUCGA 5-UCGAAGUACUCAGCGUAAG

2.2 Medien, Antibiotika und Puffer

2.2.1 Medien zur Anzucht von E.coli und Saugerzellkulturen

Luria Bertani Medium

DMEM

NHEM Medium

Einfriermedium

2.2.2 Antibiotika

Ampicilin-Stammlésung (500 x)
Geneticin-Stammldsung

Kanamycin-Stamml&sung (100x)

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
Substanzen wurden in dest.H,O geldst
und autoklaviert
Fir Platten: + 15 g/l Agar
Zur Selektion: + 100 pg/ml Ampicillin
bzw. + 25 pg/ml Kanamycin
Pulver wurde in demineralisiertem
Wasser geldst, der pH mit NaHCO; auf
7,3 eingestellt, und sterilfiltriert;
Zusatze:
10% (v/v) FKS
0,1% (w/v) Penicillin/Streptomycin
0,0005% (w/v) Phenolrot
Promocell, Heidelberg
Pro 100 ml: 50 ml DMEM (mit 10% FKS)
30 ml FKS
20 ml DMSO

50 mg/ml in dest. H2O (-20°C)
100 mg/ml in dest. H>O (-20°C)
10 pg/mlin dest. H,O (-20°C)
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2.2.3 Puffer und Lésungen

RNase A Lésung

10 mM Tris/HCI pH 7,0
10 mg/ml RNAse A

Losungen fur Agarose-Gelelektrophorese:

TAE (50 x)

DNA-Agarosegel

DNA-Gel-Ladepuffer (10 x)

Ethidiumbromidlésung

Lésungen fir die Zellkultur:
PBS (Phosphate buffered saline)

2 M Tris/Acetat pH 8,0

50 mM EDTA

0,8 - 2% (w/v) Agarose
geldst in TAE (1 x)

0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol
40% (v/v) Saccharose
0,04% in H2O bidest

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Losungen flir die Plasmidisolierung aus E.coli:

Lésung |

Lésung Il

Lésung 1l

50 mM Glukose

25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

0,2 M NaOH

1% SDS

60 ml 5 M NaOAc
11,5 ml Eisessig

28,5 ml H,O

Losungen und Gele fiir SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Proteinauftrennunq):
SDS-Page-Laufpuffer

25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
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12,5%-Trenngel 31,25% (v/v) Acrylamid:Bis 40%
37,5% (v/v) 1 M Tris pH 8,8
0,1% (v/v) SDS
0,05% (v/v) APS
0,05% (v/v) TEMED
4%-Sammelgel 10% (v/v) Acrylamid:Bis 40%
12% (v/v) 1 M Tris pH 6,8
0,1% (v/v) SDS
0,05% (v/v) APS
0,05% (v/v) TEMED

Losungen fur Western Blot:

Western Blot-Transferpuffer 10% (v/v) Methanol
25 mM Tris
190 mM Glycin
PBS (10 x) 80 g/l NaCl
2,0 g/l KCI

14,4 g/l NaogHPO4

2,4 g/l KHoPOq4

mit HCI auf pH 7,4 eingestellt,

autoklaviert
Blockierungslésungen 3% BSA in PBS

5% Milchpulver in TBS

Lésung flr Ko-Immunprazipitation:
Bindungspuffer 150 mM NacCl
20 mM NaPO4, auf pH 7,5 eingestellt

Lésung zur Isolation von Gesamtprotein:

RIPA Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
1% Nonidet® P40
0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% SDS
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HIF-RIPA Puffer 6,65 M Urea
10% Glycerol
1% SDS
10 mM Tris pH6,8
Proteaseinhibitoren (Complette mini
EDTA-frei von Roche)
5 mM DTT (frisch dazugeben)

2.3 Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten, Arbeiten mit Bakterien und Saugerzellen
wurden in sterilen GefaBen und mit sterilen Lé6sungen durchgefiihrt.

Experimente, bei denen nicht explizit die Reaktionstemperaturen angegeben
werden, fanden bei Raumtemperatur statt.

2.3.1. Arbeiten mit Escherichia Coli

2.3.1.1 Kultivierung von E.coli

Die Anzucht von E.coli Kulturen erfolgte auf festen Nahrboden oder in flissiger
Schuttelkultur. Fir die Selektion transformierter Bakterien wurde das Medium
beziehungsweise die Nahrplatte je nach Resistenzgen auf dem Plasmid, mit
einem Selektionsantibiotikum (Kanamycin oder Ampicilin) versetzt. Zum
Animpfen von Schittelkulturen wurde eine Einzelkultur mit einer sterilen Spitze
gepickt, bei Agarplatten wurden die Bakterien mit einem sterilen Trigalsky Spatel
ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37°C im Brutschrank, die

flissigen Kulturen wurden bei 37°C im Schdttler mit 250 rpm inkubiert.

2.3.1.2. Transformation von E.coli

Zur Transformation kompetenter E.coli wurden je 100 ng Plasmid-DNA zu 100 pl
kompetenten Zellen, zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 30 min auf Eis
inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schitteln durchmischt. Um die
Plasmidaufnahme ins Zellinnere zu erméglichen, wurden die Zellen anschlieBend
flr 45 sec einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach dem Hitzeschock kihlte
man die Bakterien zwei Minuten auf Eis ab, gab pro Ansatz 500 uyl LB Medium zu
und lies die Kultur fir 60 min bei 37°C unter Schitteln anwachsen. Die
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transformierten E.coli wurden dann 5 min bei 4000 U/min abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und die Bakterien im verbleibenden Medium wieder
resuspendiert. Das Ausplattieren der Zellen erfolgte auf einem selektierenden
Medium mit dem Antibiotikum, flr das ein Resistenzgen in der eingebrachten
Plasmid-DNA vorlag.

2.3.1.3 Herstellung kompetenter Zellen

E.coli Bakterien kdnnen durch Behandlung mit Kalziumchlorid bei niedriger
Temperatur in die Lage versetzt werden, freie DNA aus dem Medium
aufzunehmen. Die Bakterienkultur (XL-2) wurde in LB-Medium bei 37°C so lange
kultiviert, bis die Bakterienlésung eine optische Dichte (ODgso) von 0,2 bis 0,5
hatte. Die Zellen wurden nach Erreichen der Zelldichte fir 5 min auf Eis inkubiert,
anschlieBend durch Zentrifugation bei 4000 U/min tber 10 min bei 4°C geerntet
und das Pellet in 20 ml eiskalter 50 mM Kalziumchlorid-Lésung resuspendiert.
Nach einer Inkubation auf Eis fir 20 min wurden die Zellen erneut zentrifugiert
(4000 U/min, 10 min, 4 °C) und anschlieBend in 4 ml eiskalter 50 mM
Kalziumchlorid-Lésung resuspendiert. Fir die Lagerung der Bakterien bei -80°C
wurden 3,4 ml der Bakteriensuspension (in 50 mM Kalziumchlorid-Lésung) mit
0,6 ml sterilem Glycin vermengt und jeweils 200 pl der Bakteriensuspension in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.3.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse.
Es wurden 3 ml steriles LB Medium mit Selektionsantibiotikum mit einer
Einzelkolonie von der Agarplatte angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm Uber Nacht
auf dem Schittelinkubator herangezogen. 1,5 ml der Schittelkultur wurden bei
4000 U/min. abzentrifugiert, das Kulturmedium entfernt und das Bakterienpellet in
100 pl der Lésung | (siehe 2.2.3 Lésungen fir Plasmidisolierung) resuspendiert.
Nach einer finfminttigen Inkubation auf Eis werden 200 pl der Lésung Il zur Lyse
der Bakterien zugegeben und zur Durchmischung das GefaB3 vorsichtig
geschwenkt. Dieser Schritt erméglichte die spatere Abtrennung der Plasmid-DNA
von Proteinen und chromosomaler DNA: Proteine wurden durch SDS denaturiert,
DNA durch das alkalische Milieu. Um denaturierte Proteine zu entfernen, erfolgte
die Zugabe von 150 pl der Lésung Il und eine 3 bis 5-minltige Inkubation auf
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Eis. Die Sedimentation der dabei prazipitierten  Proteine und
Membranbestandteile mit der daran anhaftenden chromosomalen DNA erfolgte
mittels Zentrifugation bei 13000 U/min fiir 5 min. Der Uberstand der Zentrifugation
wurde in ein neues GefaB Uberfihrt und mit 900 pl 100%igem Ethanol gefallt.
Dazu wurde je 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 13000 U/min
pelletiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wird verworfen und das Pellet der
Plasmid-DNA in der Speedvac Zentrifuge flir 10 min bei Raumtemperatur
getrocknet. Um die stérende RNA aus dem Praparat zu entfernen, wird das Pellet
nach der Trocknung in 10 yl RNAse Mixes (120 pl H.O + 5 yl RNAse A)
resuspendiert und bei 37 °C etwa 20 min geschittelt.

2.3.1.5 Isolierung von Plasmid DNA im gréBeren Mafstab (Midiprdparation)

Fir die Midipraparation wurden 50 ml steriles LB Medium mit
Selektionsantibiotikum mit 50 pl Bakteriensuspension aus der Minipraparation
angeimpft und Gber Nacht bei 37°C auf dem Schittelinkubator herangezogen.
Die eigentliche Plasmidisolierung erfolgte mit dem HiSpeed™ Plasmid Midi Kit
der Firma Qiagen beziehungsweise Promega nach der beiligenden
Isolationsanleitung. Die Plasmid-DNA wurde mit 650 ul H>O eluiert und bei —20°C
gelagert. Die Ausbeuten lagen etwa bei 150 bis 250 ug Plasmid-DNA pro 50 ml
Bakterienkultur.

2.3.1.6 Isolierung genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen

Die Isolierung erfolgte mittels des Q/Aamp DNA Mini Kits von Qiagen. Die
Isolierung der genomischen DNA erfolgte nach Protokoll von Qiagen. Fir die
Isolierung genomischer DNA aus Blut wurden jeweils 200 pl Blut verwendet und
nach Protokoll von Qiagen verfahren.

2.3.2 Molekularbiologische Methoden

2.3.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen zu analytischen
Zwecken erfolgte meist in einem Volumen von 10 pl mit etwa 0,5 pg Plasmid-
DNA, 5 U des entsprechenden Enzyms und 1 pl des vom Hersteller empfohlenen

10 x Reaktionspuffers. Die Ansatze wurden fir 1 bis 2 h bei der optimalen
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Reaktionstemperatur ~ inkubiert ~und  anschlieBend  mittels  Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten flr analytische Zwecke erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Je nach GrdéBe der DNA-Fragmente werden
Agarosekonzentrationen von 0,8 bis 2% in 1 x TAE-Puffer verwendet. Die
Auftragsproben werden mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt und nach
der Polymerisation des Gels in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese
wurde bei einer konstanten Spannung von 10 V/cm durchgefiihrt. Das Anfarben
der DNA erfolgte mit einer Ethidiumbromid-Lésung fur 10 bis 30 min, wobei das
Ethidiumbromid zwischen die DNA interkaliert. Die aufgetrennte DNA wurde
durch UV-Licht visualisiert und die GréBe der Fragmente wurde durch einen
ebenfalls auf das Gel aufgetragenen DNA-Langenstandards abgeschéatzt.

2.3.2.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden in 1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt und nach der
Farbung in Ethidiumbromid-Lésung unter UV-Beleuchtung ausgeschnitten. Die
eigentliche Gelextraktion wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit der Firma
Qiagen nach dem beiliegenden Protokoll durchgefiihrt.

2.3.2.4 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration gel6ster Nukleinsauren wurde mittels UV-Absorption in einem
Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Flr optische Dichten
kleiner 1 gilt ndherungsweise folgender linearer Zusammenhang:

1 OD2gonm Einheit = 50 ug/ml dsDNA und Plasmide bzw. 40 ug/ml RNA.

2.3.2.5 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide

Zur Herstellung von antisense Plasmiden, Expressionsplasmiden und
Reportergenkonstrukten wurde das jeweilige DNA-Fragment (Insert) mittels PCR
aus cDNA bzw. genomischer DNA amplifiziert. Die Primer fur die PCR enthielten
dabei zusatzlich die Sequenz flir verschiedene Restriktionsschnittstellen. Der
Plasmid-Vektor und die Insert-DNA wurden jeweils mit den entsprechenden

Restriktionsendonukleasen geschnitten, mittels QIAquick® Gel Extraction Kit der
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Firma Qiagen aufgereinigt und anschlieBend miteinander ligiert. Die
Ligationsreaktion wurde 16 h bei 16°C in folgendem Reaktionsansatz
durchgeflhrt:

0,3 - 0,5 ug Plasmid-Vektor

3-5 facher Uberschuss der Insert DNA

2 ul 10 x Ligase-Puffer

1 pl T4 DNA Ligase (400 U)

add 20 ul H0O

2.3.2.6 RNA-Isolation aus Sdugerzellen

Die lIsolation von RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen
durchgefihrt. Konfluent wachsende Zellen wurden einmal mit PBS gespult und
anschlieBend mit einem Zellschaber von der Oberflache des KulturgefaBes
abgeldst. Die Zellen werden bei 3000 U/min pelletiert. Das Zellpellet wurde in
RNA Lysispuffer resuspendiert und lysiert. Die RNA wurde nach Protokoll des
Herstellers aufgereinigt.

2.3.2.7 Reverse Transkription
Pro Reaktionsansatz wurde 1 uyg Gesamt- RNA, die aus Zelllinien bzw. Gewebe
mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen extrahiert wurde, eingesetzt. Die Reaktion
wurde in einem 20 pl Ansatz durchgefihrt:

4 ul First Strand buffer (5 x)

2yl DTT (0,1 M)

1 ul dNTPs (10 mM)

1 ul dNg random-Primer

11 yl RNA + H.O
Der Ansatz wurde 5 min bei 70°C inkubiert, um die RNA zu denaturieren. Nach
der Denaturierung wurde 1 pl (200 U) Superscript 1l zugegeben. Die reverse
Transkription erfolgte bei 37°C fur 60 min. Danach wurde das Enzym durch
Erhitzen auf 70°C fir 10 min inaktiviert. Eine anschlieBende Inkubation mit 1 pl
RNAse fir 30 min bei 37°C entfernte die restliche stérende RNA. Die fertige
cDNA wurde bei —20°C eingefroren.
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2.3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde die
Polymerasekettenreaktion
genutzt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50 pl.
Reaktionsansatz:

10 ng Template-DNA

5 ul 10 x PCR-Puffer

1 yul dNTPs (je 10 mM)

1 yl Primer sense (20 mM)

1 ul Primer antisense (20 mM)

0,5 yl Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul)

PCR-Programm:

1. Denaturierung: 5 min, 94°C

2. Denaturierung: 30 sec, 94°C

3. Annealing: 45 sec, 55 - 68°C
4. Elongation: 45 sec, 72°C

5. abschlieBende Elongation: 5 min 72°C
Nach Ablauf der PCR werden 10 ul des Ansatzes auf einem analytischen
Agarosegel Uberpruft.

2.3.2.9 Quantitative Real-time PCR
Die Quantifizierung der Expressionsstarke von mRNA wurde in einer
quantitativen RT-PCR Reaktion mit Hilfe des LightCycler Il Systems (Roche
Diagnostics, Mannheim) und mit dem SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa Bio Inc.,
USA) durchgefiihrt. Die Reverse Transkription erfolgte nach dem in 2.3.2.7
beschriebenen Protokoll. Die quantitative RT-PCR Reaktion wurde in einem 20 ul
Ansatz durchgefihrt:

10 ng cDNA Template

10 ul DNA Master SYBR Green Mix (2x)

je 0,5 pl der Primer (20 mM)

add 20 pl HO
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Der Versuchsansatz wurde dabei folgendem Programm im LightCycler I

unterzogen:
Denaturierung: 1 Zyklus: 20°C/ s auf 95°C, 30 sec
Amplifikation: 40 Zyklen: 20°C/ s auf 95°C, 3 sec

20°C/ s auf x°C, 5 sec
(x°C: optimierte Temperatur flr jedes Primerpaar)
20°C/ s auf 72°C, 16 sec
Analyse der Schmelzkurve: 1 Zyklus: 20°C/ s auf 95°C, 15 sec
20°C/ s auf 65°C, 15 sec
20°C/ s auf 95°C, 15 sec
0,1°C/ s auf 40°C

Als Standard zur Quantifizierung der mRNA Expressionsstarke wurde das
Haushaltsgen B-Aktin benutzt. Die Quantifizierung der mRNA Expression erfolgte
mit der zugehdorigen LightCycler |l Software nach Angaben des Herstellers.

2.3.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.3.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein wurde das Kulturmedium von konfluent
wachsenden Saugerzellen abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit
dem Zellschaber abgeschabt und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach
Zentrifugation bei 3000 U/min fir 5 min wurde das Zellpellet in 200 ul RIPA Puffer
lysiert und danach 15 min bei 4°C im Schuttelinkubator geschuttelt. Die in Puffer
gelésten Proteine konnten dann durch eine zehnminltige Zentrifugation bei
13000 U/min und 4°C von den nicht-Iéslichen Zellbestandteilen abgetrennt
werden. Das Proteinextrakt wurde in neue GefaBe Uberfiihrt und bei -20°C
gelagert.

Zur Herstellung von Gesamtproteinextrakten fir HIF-Western Blots wurden die
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen, abgeschabt und bei 2000 U/min flr 5 min
bei 4°C pelletiert. Das Zellpellet wurde je nach GréBe in 100 — 250 ul HIF-RIPA
Puffer geldst und zur Scherung der DNA zweimal flr 1 min bei 4°C sonifiziert.
Nach 15 min auf Eis wurden die noch nicht gelésten Proteine durch Zentrifugation
(13000 U/min; 10 min; 4°C) abgetrennt und der Uberstand in neue GefaBe
Uberfihrt.
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2.3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen in Lésungen wurden nach der Methode von Smith et al.
[176] unter Verwendung des BCA-Protein-Assay Kits (Pierce) durchgeflihrt. Diese
basiert auf der alkalischen Reduktion von Cu?* zu Cu* durch Proteine (Biuret
Reaktion), welches mit Bicinchonsaure (BCA) einen violetten Farbkomplex bildet,
der durch photometrische Messung bei 562 nm quantifiziert werden kann.

Zu 5 yl Gesamtproteinldsung bzw. 1 pl Kernproteinlésung mit 4 pl H,O wurden
200 pl alkalische BCA-Kupfer(ll) Lésung (50 Teile Lésung A mit einem Teil
Lésung B) in eine 96-Well Platte gegeben und 20 min bis zur Entwicklung der
violetten Farbung bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Messung bei 562 nm in
einem ELISA-Reader konnte die Absorption bestimmt werden, die durch parallele
Quantifizierung von BSA-Standards in Proteinkonzentrationen umgerechnet

werden konnte.

2.3.3.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine nach
ihrem Molekulargewicht auf Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt werden. Das im
Probenpuffer enthaltene SDS denaturiert die Proteine und verleiht ihnen eine
negative Ladung. 40 ug Proteinproben wurden jeweils in 1 x Roti-Load 10 min bei
70°C zur vollstandigen Denaturierung aufgekocht und anschlieBend bei 0,8
mA/cm? durch SDS-PAGE auf 8% bis 15% Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt.

2.3.3.4 Western Blot

Um durch SDS-Page aufgetrennte Proteine durch Antikérper nachzuweisen,
wurden diese auf eine PVDF-Membran geblottet. Hierzu wurden die SDS-PAGE
Gele nach dem Gellauf zusammen mit der PVDF-Membran 10 min in 1 X
Western-Blot Puffer getrankt und danach die Proteine mittels elektrophoretischem
Transfer (Whatman Biometra, Fastblot B34 Unit, 1 h bei 1,5 mA/cm?®) auf die
Membran Ubertragen. Die Western Blot-Membranen wurden zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen 1 h in PBS mit 3% BSA inkubiert und
anschlieBend Uber Nacht bei 4°C mit dem Priméar-Antikbrper in geeigneter
Verdinnung (1:1000-1:10000) geschwenkt. Nach dem Waschen (3 x 5 min mit
PBS) wurde die Membran mit einem gegen den konstanten Teil des Priméar-
Antikdrpers gerichteten (speziesspezifischen) Sekundar-Antikérper (1:4000) fir
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1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Sekundar-Antikérper sind mit einer
Alkalischen Phosphatase zur Detektion einer Farbreaktion konjugiert. Nach
dreimaligem Waschen (3 x 10 min mit PBS) wurde das Substrat fur die alkalische
Phosphatase (BCIP/ NBT Substrate Kit) zugegeben und die Membran darin

inkubiert bis sich eine Farbreaktion zeigte.

2.3.3.5 SELDI-TOF-Massenspektrometrie

Proteininteraktionen kénnen mittels SELDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmt
werden. Die SELDI-TOF-MS Technologie (Surface-enhanced laser desorption /
ionization time-of-flight mass spectrometry) besteht aus Protein-Chip Arrays und
Massenspektrometrie zur Identifizierung von Proteininteraktionen. Diese
Untersuchungen wurden bei unserem Kooperationspartner Christian Melle (Core
Unit Chip Application, Institut fir Human Genetik und Anthropologie, Friedrich-
Schiller- Universitat, Jena) durchgefiihrt.

Dazu wurden 30 pl Streptavidin Agarose Beads (Molecular Probes; Eugene, OR)
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 3 pyl rekombinantem biotinyliertem MIA
bzw. TANGO in PBS ber Nacht bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Als Negativkontrolle wurden die Beads nur mit PBS inkubiert. Parallel dazu
wurden 5 x 10° Mel Im Zellen, welche mit bzw. ohne PMA kultiviert wurden,
lysiert. Der Lysepuffer bestand dabei aus folgenden Komponenten: 100 mM
Sodium Phosphat pH 7,5, 5 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 3 mM 2-B-Mercaptoethanol,
0,1% CHAPS, 500 pM Leupeptin und 0,1mM PMSF. AnschlieBend wurde das
Zelllysat ebenfalls mit Streptavidin Agarose Beads inkubiert, um unspezifische
Bindungen zu entfernen. Im Anschluss wurde das gereinigte Zelllysat mit den
Streptavidin Agarose Beads, welche mit rekombinantem MIA bzw. TANGO
inkubiert wurden, vermengt und fiir 2 Stunden auf einem Uberkopfschiittler
inkubiert. Die ungebundenen Proteine wurden durch mehrmaliges Waschen mit
PBS 0,5 mM Sodium Chlorid, 0,05% Triton X-100 und Aqua bidest entfernt. Die
gebundenen Proteine wurden durch 30 ul 50% Acetonitril / 0,5% Trifluoroacetic
acid durch Vortexen von den Beads geldst.

Die Identifizierung der Proteine wurde wie von Melle et al. beschrieben
durchgefihrt [177]. Die Eluate wurden dann mit der SpeedVac auf 10 pl
Gesamtvolumen aufkonzentriert und auf ein SDS Gel aufgetragen. Im Anschluss

wurde das Gel mit Simply Blue Safe Stain (Enhanced Coomassie, Invitrogen)
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gefarbt. Interessante Gelbanden wurden ausgeschnitten, entfarbt und getrocknet.
Im Anschluss wurden diese wieder rehydriert und mit 10 pl einer Trypsinlésung
(0,02 pg/ul; Promega) Uber Nacht bei 37°C verdaut. Der Uberstand des Verdaus
wurde direkt auf einen NP20 ProteinChip Array (Ciphergen) aufgetragen und mit
dem ProteinChip Reader (Serie 4000, Ciphergen) nach einem automatisiertem
Programm vermessen. Ein Standard Protein Mix (all-in-1 peptide standard mix;
Ciphergen), welcher Arg8-Vasopressin (1082.2 Da), Somatostatin (1637.9 Da),
Dynorphin (2147.5 Da), ACTH (2933.5 Da) und Insulin beta-chain (3495.94 Da)
enthalt, wurde zur Kalibrierung verwendet. Potentiell mit MIA interagierende
Proteine wurden ermittelt, indem die identifizierten Peptidfragmente in ein
6ffentlich zugangliches Suchprogramm eingegeben wurden
(http://129.85.19.192/profound_bin/WebProFound.exe).

2.3.3.6 Ko-Immunprézipitation

100 pg RIPA Zelllysat aus verschiedenen Zelllinien wurde in Bindungspuffer (20
mM NaPQ,, 150 mM NaCl, pH 7,5) gelést und mit dem anti-Cadherin-7
Antikérpers (CCD7 [178]) inkubiert. Danach wurde eine Stunde mit 20 ul protein
G Sepharose 4 Fast Flow (Amersham, Biosciences) inkubiert. Daraufhin wurde
dreimal mit Bindungspuffer gewaschen. Das Pellet wurde dann in 20 pl nicht-
reduzierenden Lammli Puffer aufgenommen und 5 min bei 95°C erhitzt.
Aufgetrennt wurde die Ko-Immunprazipitation auf 15%tigem Polyacrylamidgel.
Proteinbindung an Cadherin-7 wurde mittels eines Western Blots identifiziert. Die
spezifische Interaktion mit MIA wurde mittels einer 1:200-Verdinnung (3%
BSA/PBS) des anti-MIA (1705) Antikdrpers [72] nachgewiesen.

2.3.3.7 Herstellung von rekombinanten biotinyliertem MIA und TANGO

Um die Detektion von MIA in den Versuchen einfacher zu gestalten, wurde das
Protein mit Biotin markiert. Zunachst wurde die cDNA von MIA in den
Expressionsvektor pIVEX2.3-MCS (Roche) kloniert. Die Sequenz beinhaltet einen
Abschnitt, der fir eine Biotinbindestelle kodiert (Avi-Tag). Die 5 Primer wurden
mit einer Ndel-Restriktionsschnittstelle, einer Avi-Tag-Sequenz und einer FXa-
Schnittstelle hergestellt. Die 3"Primer enthielten ein Stop-Kodon und eine BamHI-
Restriktionsschnittstelle. In einer PCR-Reaktion wurde der mit Avi-Tag

fusionierte, kodierende Teil der MIA-cDNA ohne Signalsequenz amplifiziert. Das
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Produkt wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor plVEX2.3-MCS
(Roche) kloniert. Dieses Expressionsplasmid wurde dann in das Rapid
Translation System (RTS, Roche) eingesetzt. Dies ist ein zellfreies, auf E.coli
basierendes, in vitro Protein Transkriptions-/Translationssystem. Durch Zugabe
von Biotin, ATP und der E.coli Biotinligase BirA wurde das Protein am
eingeflgten Avi-Tag am N-Terminus biotinyliert [72]. Rekombinantes biotinyliertes
TANGO wurde nach derselben Vorgehensweise hergestellt [79]. Mit Hilfe des
RTS-Systems war es mdglich, ausreichend groBe Proteinmengen von etwa 4
pg/ul fUr funktionelle Assays herzustellen.

2.3.4 Zellkulturmethoden

2.3.4.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in DMEM mit 10% FKS und 1% Penicillin/
Streptomycin bei 37°C und 5% CO. kultiviert. Zur Passage der Zellen wurden
diese nach Waschen mit PBS fir 5 min mit 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA bei 37°C
inkubiert, in DMEM mit 10% FKS aufgenommen und 1 : 5 bis 1 : 10 verdinnt in
neue Zellkulturflaschen verteilt. Ein Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

2.3.4.2 Transfektion von Zellkulturen

Zur Transfektion von Melanomzellen mit Plasmiden wurde die Lipofektamin
Methode mit Lipofektamin™ Reagent und LipofektaminPlus Reagent (Invitrogen)
verwendet. Fr transiente Transfektionen wurden Zellen in 6-Well Platten mit 50-
80%iger Konfluenz benutzt, die Zellen mit frischem Medium versorgt und der
Transfektionsansatz nach Angaben des Herstellers zugegeben. Dabei wurden
0,02 bis 0,5 pg an Plasmid-DNA pro Versuchsansatz eingesetzt. Das
Transfektionsgemisch wurde nach 4h durch frisches Medium ersetzt und die
Zellen bis zur Ernte weitere 24 bis 48 h inkubiert.

Transfizierte Zellen wurden entweder mit Luciferase-Reportergen-Analysen
(siehe Kapitel 2.3.4.3) untersucht oder es wurde Gesamtproteinextrakt (siehe
Kapitel 2.3.3.1) bzw. RNA (siehe Kapitel 2.3.2.6) hergestellt.

Zur Herstellung von stabil transfizierten Zelllinien wurde der Vektor mittels einer
Transfektion mit Lipofektamin in die Zellen eingebracht und durch Zugabe eines
entsprechenden Antibiotikums zum Kulturmedium ein Selektionsdruck aufgebaut.
Das Selektionsantibiotikum wurde je nach Resistenzgens des transfizierten

49



2 Material und Methoden

Vektors ausgewahlt. Es wurde das Antibiotikum Ampicillin in einer Konzentration
von 100 pg/ml eingesetzt. Durch das Selektionsmedium konnten nur Zellen
Uberleben, die den gewlinschten Vektor aufgenommen haben.

Short-interfering RNAs (siRNA) wurden mittels des HiPerFect Transfection
Reagent (Qiagen) transfiziert. Die pelletierten Zellen wurden in Medium ohne
FKS resuspendiert und jeweils 200.000 Zellen davon in 6-Well Platten in FKS-
freiem Medium ausgesat. Der Transfektionsansatz (5,4 ul siRNA (20 uM), 94,6 ul
Medium ohne FKS, 18 ul HiPerFect) wurde nach 10 min Inkubationszeit
tropfenweise auf die flottierenden Zellen gegeben. Nach 4 Stunden wurde FKS
zugegeben. Die Ernte der Zellen oder eine Transfektion mit Lipofektamin eines
Expressionsplasmid erfolgte nach insgesamt 24 h.

2.3.4.3 Luciferase-Reportergen-Assay

Regulatorische DNA-Sequenzen lassen sich mit Hilfe von sogenannten
Reportergen Analysen untersuchen. Die bei den Transfektionen verwendeten
Plasmide stellen sogenannte Luciferase-Vektoren dar. Um die Aktivitat eines
Promotors zu untersuchen, wird ein DNA-Fragment, das den Promotorbereich
des Gens enthalt, vor das Luciferase-Gen des Reporterplasmids pGL3-basic
kloniert. Die Expression des Reportergens verhalt sich im eukaryontischen
Testsystem proportional zum Aktivierungspotential des klonierten DNA-
Fragments. Durch Zugabe eines Substrats (Luciferin) fir das Enzym Luciferase
kommt es zur Chemilumineszenz, welche an einem Luminometer gemessen wird.
Um die unterschiedliche Transfektionseffizienz der einzelnen Versuchsansétze
anzugleichen, wurden die Zellen mit einem Kontrollvektor (pRL-TK, Promega,
Heidelberg), der das Renilla Luciferase Gen aus Renilla renifor enthalt,
kotransfiziert. Die Chemilumineszenz der Renilla Luciferase wurde ebenfalls im
Luminometer erfasst.

Zur Durchfihrung des Luciferase Assays wurde der Luciferase Assay Kit
(Promega) verwendet. Hierflr wurden je 250.000 Zellen pro Well in 6-Well Platten
ausgesat und mit Lipofektamin (siehe 2.3.4.2) transfiziert. Zur Ernte wurde das
Kulturmedium der transfizierten Zellen abgegossen und die Zellkultur zweimal mit
normalem Leitungswasser gespult. AnschlieBend wurden pro Well der 6-Well
Kulturplatte 300 pl Lysispuffer zugegeben und die Zellen 20 min bis zu 2 h auf
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einem Schiittler lysiert. Nach der Lyse wurden je 50 pl eines Versuchsansatzes,

mit den im Kit bereitgestellten Chemikalien im Luminometer vermessen.

2.3.4.4 Migrations- und Matrigel Invasions-Assay (Boydenkammer)

Der Migrations- bzw. Matrigel Invasions-Assay diente zur Untersuchung der
Migration und Invasivitdt von verschiedenen Zellklonen. Dazu wurden spezielle
Kammern, die Boydenkammern im unteren Kompartiment mit 210 pl
konditioniertem Medium beflllt. Zur Herstellung von konditioniertem Medium
wurden konfluente Fibroblasten 24 h in Medium ohne FKS kultiviert, dieses
Medium anschlieBend abgenommen, abzentrifugiert und fir den Assay benutzt.
Auf das konditionierte Medium im unteren Kompartiment wurde eine
Polykarbonat-Membran (Neuro Probe, Inc., USA) mit einer PorengréBe von 8 um
luftblasenfrei aufgelegt und der Aufsatz der Boydenkammer aufgeschraubt. Bei
den Migrations Assays wurde die Membran vor der Verwendung mit Gelatine
beschichtet. Fir die Herstellung der Gelatinemembranen wurden die
Polykarbonat-Filter 20 min in 0,5% Essigsadure bei 50°C langsam gerihrt,
anschlieBend Uber einen Faltenfilter abfiltriert und 2 x mit Aqua bidest gespiuilt.
Danach wurden die Filter fir 1 h in 5 mg/lI Gelatine (in Wasser) gekocht, abfiltriert
und mit einer Pinzette auf Whatman Papier verteilt. Nach einstlindiger Trocknung
bei 100°C konnten die Filter flir Migrations-Assays eingesetzt werden.

FiOr die Invasions-Assays wurden zusatzlich 52 pl Matrigel (1:3 verdinnt, BD
Biosciences, USA) auf die Membran pipettiert und die Kammer leicht auf der
Tischoberflache aufgeklopft, um das Gel gut zu verteilen. Das Gel wurde zum
Gelieren fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Bei beiden Assays wurden die jeweiligen
Zelllinien bzw. Zellklone mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und gezahlt, um eine
Zellzahl von 30.000 Zellen pro ml (Migrations-Assay) bzw. von 200.000 Zellen pro
ml (Invasions-Assay) einzustellen. Die Zellen wurden dabei in DMEM ohne FKS
aufgenommen. Von der jeweiligen Zellsuspension wurden je 800 ul pro
Boydenkammer in das obere Kompartiment eingebracht und 4 h im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension
aus allen Kammern abgegossen, der Aufsatz abgeschraubt und der Filter
herausgenommen. Die Oberseite der Filter wurde an einem mit Wasser
getranktem Papiertuch abgewischt, in einen Farberahmen eingelegt und in einer
Hemacolor Schnellfarbung, bestehend aus Fixierldsung, roter Farbelésung
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(Eosin) und blauer Farbeldésung (Hamalaun) gefarbt, mit Leitungswasser gespult
und mit der Unterseite nach oben auf Objekttrager aufgelegt. AnschlieBend

wurde die Anzahl der gewanderten Zellen im Mikroskop bestimmt.

2.3.4.5 DurchfluBzytometrische Analyse von Zellen (FACS)

Um die Cadherin-7 Expression auf der Zelloberflache zu analysieren, wurden die
Zellen mit 5 mM EDTA von der Zellkulturflasche abgelést und in PBS
resuspendiert. Es wurden jeweils 10° Zellen eine Stunde lang mit 4%
Paraformaldehyd (gel6st in PBS) bei 4°C inkubiert. Nach drei Waschschritten mit
PBS wurden die Zellen mit einer 1:1000 - Verdinnung des anti-Cadherin-7
Antikérpers in 3% BSA/ PBS eine Stunde bei 4°C inkubiert. Der Cadherin-7
Antikérper wurde von Dr. Veronica Contreras-Shannon (UTHSCSA, USA)
hergestellt. Die Zellen wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen und mit dem
Sekundérantikérper (FITC anti-rabbit, DakoCytomation) fir 30 min bei 4°C
versetzt. Nach zuséatzlichen Waschschritten wurden die Zellen in einem Volumen
von 300 bis 500 pl PBS resuspendiert und die FACS-Analyse wurde am BD
FACSCalibur  durchgefiihrt. Die  Auswertungen erfolgten mit dem
Softwareprogramm Cellquest (Beckton Dickinson).

2.3.4.6 Proteinnachweis mittels Immunfluoreszenz

FiOr die Immunfluoreszenzfarbung wurden 100.000 Zellen auf sogenannten "4er
Lap Teks" (chamber cover slide) ausgesat. Es wurde der F-Actin Rhodamine-
Phalloidin based kit (Amersham Biosciences, Deutschland) verwendet und nach
den Vorschriften des Herstellers vorgegangen. Eine Stunde vor der Fixierung
wurden die Zellen mit 100 ng/ml mit rekombinanten biotinyliertem MIA behandelt.
Nach der Fixierung, Permeabilisierung und mehreren Waschschritten wurden die
Zellen 1h mit der Blockierungslésung (1% BSA/PBS) bedeckt. Danach wurden
die Zellen mit einer 1:20-Verdinnung des MIA (1705) Antikdrpers (Biogenes,
Berlin) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen wurden die
Zellen mit einer 1:20-Verdinnung (in PBS) des sekundaren Antikérpers (FITC
antirabbit, DakoCytomation, Danemark) fir 30 min inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen erneut gewaschen, auf dem Objekttrager ,eingedeckelt” und
die Zellkerne mit einer DAPI-L6sung (Vectashield, H-1500) angefarbt. Die Bilder

wurden mit dem Zeiss Axio Imager.Z1-Mikroskop aufgenommen.
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2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der GraphPad Prism Software
(GraphPad software, Inc., San Diego, USA) durchgefihrt. Die Ergebnisse werden
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Der statistische Vergleich
zwischen den Gruppen wurde mit dem Student’s paired t-test ermittelt. Ein p-
Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

53



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der ersten beiden Abschnitte konnten bereits publiziert werden
[179, 180]. Eine dritte Verdffentlichung Uber die Rolle von HIF-1a im Melanom ist
in Vorbereitung. Im folgendem werden die Ergebnisse, die im Rahmen dieser

Arbeit entstanden sind, dargestellt und ausfihrlich diskutiert.

3.1 Bedeutung von Cadherin-7 im malignen Melanom

3.1.1 Charakterisierung von MIA-Bindungspartnern

Es wurde bereits beschrieben, dass MIA mit Proteinen der extrazellularen Matrix
und Integrinen interagieren kann [Review 67]. Zur Identifikation neuer
Bindungspartner von MIA, wurden Ko-Immunprazipitationsexperimente mit
anschlieBender SELDI-TOF-Massenspektrometrie durchgeflhrt. Diese
Experimente wurde von Dr. Stephanie Arndt und Dr. Christian Melle am
Universitatsklinikum Jena durchgefiihrt. Mit dieser SELDI-Technologie kénnen bei
der Suche nach Proteininteraktionen eines bestimmten  Molekiils
Gesamtproteinlysate analysiert werden. Dazu wurden Proteinlysate der
Melanomzelllinie Mel Im verwendet und fir eine Ko-Immunprazipitation mit
rekombinanten, biotinylierten MIA behandelt. Es wurden die an biotinyliertes MIA
gebundenen Proteine prazipitiert und diese anschlieBend in der Gel-
Elektrophorese nach ihrer GroBe aufgetrennt (Abb. 3-1 / A). Eine spezifische
Proteinbande wurde spater im Massenspektrum als Cadherin-7 identifiziert. Um
auszuschlieBen, dass das Protein an den biotinylierten N-Terminus des
rekombinanten MIA bindet, wurde als Negativkontrolle rekombinantes,
biotinyliertes TANGO [181], ein Protein der MIA-Familie, verwendet. Dieser
Versuch bestétigte die spezifische Bindung an MIA und identifizierte Cadherin-7
als weiterer endogener MIA-Interaktionspartner. Phage Display Assays, die von
Dr. Ines Hochkeppler durchgefiihrt wurden, unterstiitzen zusatzlich die Interaktion
von MIA und Cadherin-7. Diese Untersuchungen zeigen eine Bindung von MIA im
Bereich der Transmembrandomane von Cadherin-7.

Die Bindung zwischen MIA und Cadherin-7 konnte durch Ko-Immunprazipitation
bestéatigt werden, indem Proteinlysate von drei verschiedenen Melanomzelllinien

verwendet und mit einem Cadherin-7 Antikérper behandelt wurden. Bei diesem
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Ko-Immunpréazipitations-Ansatz wurde die Interaktion von Cadherin-7 und MIA
nochmals dargelegt (Abb. 3-1 / B).
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Abbildung 3-1: Identifizierung von Cadherin-7 als MIA-Bindungspartner

(A) Mit Hilfe der SELDI-Technologie kénnen Proteininteraktionspartner bestimmt werden.
Es wurde zuerst eine Ko-Immunpréazipitation mit rekombinanten MIA- bzw. TANGO-
behandelten Proteinlysaten von Mel Im Zellen durchgefihrt, wobei die préazipitierten
Proteine anschlieBend Uber Massenspektrometrie identifiziert werden kénnen. Zuerst
wurde dazu ein mit Streptavidin Agarose Beads beschichteter Proteinchip mit
rekombinantem biotinylietem MIA bzw. TANGO behandelt und inkubiert. Als
Negativkontrolle wurden die Beads nur mit PBS inkubiert. Im Anschluss wurden die Mel
Im Zelllysate mit den Streptavidin Agarose Beads, die mit rekombinanten MIA bzw.
TANGO behandelt wurden, inkubiert. Die gebundenen Proteine wurden von dem
Proteinchip eluiert, aufkonzentriert und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Bei der
anschlieBenden Coomassie-Farbung zeigte sich durch die Interaktion mit MIA eine
zusétzliche Bande (1) im Vergleich zu den Negativkontrollen. Diese Bande wurde
ausgeschnitten, entfarbt und mit Trypsin verdaut. Das trypsinierte Produkt wurde mittels
SELDI-TOF-Massenspektrometrie als Cadherin-7 identifiziert.

(B) Ko-Immunprazipitationsexperimente bestatigten die direkte Interaktion von MIA und
Cadherin-7. Dazu wurde ein Cadherin-7 Antikérper (a-Cad7) verwendet. Die Interaktion
wurde in drei Melanomzelllinien durch Western Blots mit einem MIA-Antikérper
nachgewiesen. Rekombinantes MIA diente dabei als Positivkontrolle und IgG als
Negativkontrolle.

3.1.2 Expression von Cadherin-7 in Melanomzelllinien

Es wurde von einer weiteren Arbeitsgruppe bereits festgestellt, dass Cadherin-7
im Melanom exprimiert wird [182]. Um das Expressionsmuster von Cadherin-7
auch mit unseren im Labor zur Verfigung stehenden Melanomzelllinien zu
analysieren, wurden quantitative Real-Time PCRs von Melanomzelllinien

durchgeflhrt. Interessanterweise zeigten die Zelllinien aus Primartumoren eine
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hohe Expression von Cadherin-7 im Vergleich zu metastatischen Zelllinien. In
normalen Melanozyten (NHEM) war die Cadherin-7 Expression sehr gering bzw.
nicht detektierbar (Abb. 3-2 / A). Im Gegensatz zu Cadherin-7 steigt die
Expression von MIA in Metastasen im Vergleich zu Zelllinien aus Primartumoren
an (Abb. 3.2/ B).
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Abbildung 3-2: Expressionsmuster von Cadherin-7 und MIA im malignen Melanom
(A) Quantitative RT-PCR zeigte eine hohe mRNA-Expression von Cadherin-7 im
Primartumor im Vergleich zu Zelllinien aus Metastasen. In normalen Melanozyten
(NHEM) wurde nur eine sehr geringe Menge an Cadherin-7 detektiert.

(B) In den metastatischen Zelllinien zeigte sich im Vergleich zu den Melanomzelllinien
von Primartumoren eine starke mMRNA-Expression von MIA. In den Melanozyten (NHEM)
wird dagegen kein MIA exprimiert.
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Um die differentielle Expression von Cadherin-7 im Primartumor und in
Metastasen  zu  bestatigen, wurden  FACS-Analysen  durchgefiihrt.
Ubereinstimmend mit den RNA-Daten wiesen die Zelllinien aus Primartumoren
(Mel Ei, Mel Juso) im Vergleich zu den Metastasen (Mel Im, Mel Ju) einen
héheren Gehalt von Cadherin-7 auf der Zelloberflache auf (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3: Analyse der Prasentation von Cadherin-7 auf der Zelloberflache
FACS-Experimente wurden mit Zelllinien aus Primdrtumoren und Metastasen
durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden mit einem Cadherin-7 Antikérper inkubiert. Dabei
zeigte sich eine Bindung an Cadherin-7 auf der Zelloberflache (griine Linien). Die
schwarzen Linien prasentieren die Negativkontrollen. Es wurde eine hdéhere Expression
von Cadherin-7 in Zelllinien aus Primartumoren im Vergleich zu den Metastasen
festgestellt.

Als nachstes wollten wir zeigen, dass MIA mit Cadherin-7 an der Zellmembran
kolokalisiert. Deshalb haben wir flr eine Immunfluoreszenzfarbung Mel Juso
Zellen (Mock-Kontrolle), die Cadherin-7 exprimieren, und Zellen mit einem
reduzierten Cadherin-7 Gehalt (asCad7 #4) mit MIA angeféarbt und analysiert. In
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den Mel Juso Kontrollzellen ist ein hoher Gehalt von MIA an der Zellmembran
lokalisiert. Im Vergleich dazu wurde in dem asCad7-Zellklon eine geringere
Menge an MIA festgestellt (Abb. 3-4). Dies deutet darauf hin, dass verschiedene
Mengen von MIA, abhéngig von der Cadherin-7 Konzentration, an die
Zelloberflache binden kénnen und dass MIA mit Cadherin-7 an der Zellmembran

von Melanomzellen interagiert.

asCad7 #4 Mock 1

Abbildung 3-4: Ko-Lokalisation von Cadherin-7 und MIA

Es wurde eine Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt, bei der die Melanomzellen mit
MIA angefarbt wurden. Dabei wurden Mel Juso Zellen verwendet, die Cadherin-7
exprimieren (Mock 1) bzw. eine reduzierte Expression von Cadherin-7 (asCad7 #4)
aufweisen. Das Aktinzytoskelett wurde mit Rhodamine-Phalloidin angefarbt (rot). Die
Zellen wurden 1 h mit rekombinanten biotinylierten MIA behandelt, fixiert und mit einem
MIA-Antikérper angefarbt (grin). Die Mock-Kontrolle zeigte einen héheren Gehalt von
MIA an der Zellmembran (Pfeile) als die mit asCad7 stabil transfizierten Zellen.

3.1.3 Einfluss von Cadherin-7 auf die Migration von Melanomzellen

Zur Analyse der Funktion von Cadherin-7 im Melanom wurden stabile Zellkone
einer Primartumorzelllinie (Mel Juso) hergestellt, die mit einem antisense
Cadherin-7 (asCad7) exprimierenden Vektor transfiziert wurde. Eine verminderte
mRNA Expression von Cadherin-7 in diesen Zellklonen wurde mittels
quantitativer Real-time PCR (nicht gezeigt) nachgewiesen. FACS-Analysen
bestatigten eine verminderte Expression von Cadherin-7 der stabilen anitsense
Cadherin-7 Zellklone (Abb. 3-5).
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Abbildung 3-5: Expression von Cadherin-7 der stabilen antisense Cadherin-7-Klone
Die Primarmelanomzelllinie Mel Juso wurde mit einem antisense Cadherin-7 Konstrukt
stabil transfiziert und die Zellklone (asCad7 #4, #6) wurden mittels FACS-Analysen
untersucht. Die antisense Cadherin-7 Zellklone zeigten eine verminderte
Oberflachenexpression von Cadherin-7 im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Klonen
(Mock 1, Mock 3).

Eine Modulation der Expression von Cadherin-7 brachte keine Veradnderungen in
der Proliferation von Melanomzellen. Hingegen zeigten Boydenkammer-Assays
eine verminderte Migration der asCad7-Zellklone im Vergleich zu den
kontrolltransfizierten Mel Juso Zellen (Abb. 3-6). Dies deutet auf eine

unterstitzende Rolle von Cadherin-7 in der Migration von Primartumorzellen hin.
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Abbildung 3-6: Migration der antisense Cadherin-7 Zellkone
Boydenkammer-Assays zeigten eine verminderte Migration der mit antisense Cadherin-7
stabil transfizierten Mel Juso Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Mock 1 und 2).
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Als néachstes wurden stabile Zellklone einer Melanommetastase (Mel Im)
hergestellt, die eine erhéhte Expression von Cadherin-7 aufweisen. Dazu wurden
die Zellen mit einem sense Cadherin-7 exprimierenden Vektor (cCad?)
transfiziert. Die Uberexpression von Cadherin-7 wurde mittels RT-PCR (nicht
gezeigt) und FACS-Analysen bestatigt (Abb. 3-7).
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Abbildung 3-7: Cadherin-7 Expression der stabilen full length Cadherin-7 Zellklone
Mel Im Zellen wurden mit einem Cadherin-7 Uberexprimierenden Vektor stabil transfiziert
und die Oberflachenexpression von Cadherin-7 wurde mit FACS-Analysen untersucht.
Die Cadherin-7 Zellklone (cCad7 #1, #3) zeigten eine Induktion der Cadherin-7
Expression im Vergleich zu dem Kontrollklon (Mock 2) sowie zur parentalen Zelllinie Mel
Im.

Untersuchungen der Proliferation zeigten in Mel Im Zellen keinen Einfluss durch
eine erhbhte Expression von Cadherin-7. Interessanterweise migrierten die Zellen
aus Melanommetastasen (Mel Im) durch eine Induktion der Cadherin-7
Expression weniger als die Kontrollzellen (Abb. 3-8). Das scheint im Widerspruch
zu der beobachteten migrationsférdernden Eigenschaft von Cadherin-7 in
Primartumoren zu stehen. Hier scheint es, als ob Zellen aus Melanommetastasen
die Expression von endogenem Cadherin-7 herunterregulieren missen, um ihre

Migrationsfahigkeit zu erreichen.
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Abbildung 3-8: Migration der Cadherin-7 Giberexprimierenden Zellkone

Mel Im Zellen wurden stabil mit einem Cadherin-7 Gberexprimierenden Vektor transfiziert
und die Migration mittels Boydenkammer analysiert. Die Cadherin-7 Zellklone (cCad7 #1,
#3) zeigten eine verminderte Migration im Vergleich zu den Kontrollen (Mock 1 und 2).

Als nachstes stellte sich die Frage, ob dieses interessante Ergebnis mit der
Bindung von MIA an Cadherin-7 zusammenhangt. Wir stellten die Hypothese auf,
dass die urspriingliche Funktion von MIA durch Cadherin-7 Uberexpression
beeinflusst wird und es somit auch zu einer Beeinflussung der Migrationsfahigkeit
der Zellklone kommt.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden die Cadherin-7 Uberexprimierenden
Zellklone mit rekombinanten MIA behandelt und die Migration in Boydenkammer-
Assays untersucht. Es wurde bereits nachgewiesen, dass MIA in diesen Assay
die Migration hemmt, indem es das Zellattachment unterdriickt [Review 67]. Wie
erwartet, zeigen die Kontrollzellen eine verminderte Migration durch MIA,
wohingegen die Cadherin-7 Uberexprimierenden Zellklone keine signifikanten
Veranderungen in ihrem Migrationsverhalten offenbaren (Abb. 3-9). Cadherin-7
scheint also die durch MIA verursachten Migrationseffekte aufzuheben.
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Abbildung 3-9: Einfluss von MIA auf Migration der Cadherin-7 Klone

Bei Boydenkammer-Experimenten von Mel Im Kontrollzellen zeigte sich eine verminderte
Migration durch eine Behandlung mit rekombinanten MIA (200 ng/ml). In den Cadherin-7
Uberexprimierenden Zellen wurde dagegen dieser Migrationseffekt durch eine
Behandlung mit MIA nicht beobachtet.

3.1.4 Cadherin-7 reguliert die Expression von MIA

Da eine Hemmung der Funktion von MIA durch Cadherin-7 nur teilweise die
starke Verminderung der Migration (s. Abb. 3.8) erklaren kann, fragten wir uns,
ob dieser Effekt infolge einer Regulation der MIA-Expression zustande kommt.
Wir bestimmten den MIA-Gehalt der Cadherin-7 Uberexprimierenden Mel Im
Zellklone (Cad7 #1, #3, #4) und der Zellklone mit einer verminderten Cadherin-7
Expression (asCad7 #2, #7, #8) auf RNA-Ebene mittels RT-PCR. Die
Uberexpression von Cadherin-7 fiihrte zu einer verminderten mRNA-Expression
von MIA, wahrend durch das antisense Cadherin-7 Konstrukt die MIA-Expression
verstarkt wurde (Abb. 3-10). Weitere Untersuchungen von Mel Juso Zellklonen
bestatigten den Einfluss von Cadherin-7 auf die Expression von MIA. Diese
Ergebnisse legen dar, dass Cadherin-7 die Expression von MIA durch bislang
unbekannte Signalwege beeinflussen kann.
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Abbildung 3-10: Cadherin-7 reguliert die MIA-Expression

Mittels quantitativer RT-PCR wurde die mRNA-Expression von MIA in den Mel Im stabil
transfizierten Zellklonen analysiert. Dabei zeigte sich eine verminderte MIA-Expression
der Cadherin-7 Uberexprimierenden Zellklone im Vergleich zu den Kontrollzellen.
Zuséatzlich wurden Mel Im Zellen stabil mit einem antisense Cadherin-7 Vektor transfiziert
und die MIA-Expression bestimmt. Hier wurde eine erhfhte Expression von MIA
beobachtet.

Diese Daten weisen bereits auf die wichtige transkriptionelle Regulation von MIA
im Melanom hin, die in Zukunft auch weiterhin detailliert untersucht werden sollte.
Im né&chsten Kapitel gehe ich auf einen Transkriptionsfaktor naher ein, der

hinsichtlich der Regulation von MIA bereits identifiziert wurde.

3.2 Rolle von CtBP1 im malignen Melanom

Der zweite Abschnitt dieser Arbeit befasst sich mit der Funktion des
transkriptionellen MIA-Repressors CtBP1. In vorangegangenen Studien konnte
gezeigt werden, dass die Expression von CtBP1 im malignen Melanom verloren
bzw. stark reduziert ist. Somit wird die Hemmung von MIA aufgehoben und die
MIA-Expression induziert [45]. Um die zellularen Mechanismen, die von CtBP1 im
Melanom reguliert werden, zu analysieren, wurden mittels stabiler Transfektion
von Melanomzellen CtBP1-exprimierende Zellklone hergestellt und anschlieBend
funktionelle Assays durchgefihrt. Die drei ausgewahlten Zellklone der
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Melanomzelllinie Mel Im zeigten auf mRNA- (nicht abgebildet) und Proteinebene
eine starke CtBP1-Expression des vollstandigen (full length) Molekils (Abb. 3-11
/' A). Um die Regulation der MIA-Expression zu bestatigen, wurden quantitative
RT-PCRs durchgefiihrt. Es zeigte sich dabei eine signifikante Verminderung der
MIA-Expression in den CtBP1-exprimierenden Zellklonen im Vergleich zu den
Kontrollen Mock 1 und Mock 2 (Abb. 3-11 / B).
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Abbildung 3-11: CtBP1-exprimierende Melanomzellklone

Ein CtBP1-Expressionsplasmid wurde in Mel Im-Zellen mittels stabiler Transfektion
eingebracht. (A) Die Expression des Proteins CtBP1 wurde Uber Western Blot analysiert.
Es wurde die Expression von full length CtBP1 in den CitBP1-transfizierten Zellklone
CtBP1#3, CtBP1#6 und CtBP1#8 beobachtet, jedoch nicht in den Mock-Kontrollen und in
der Mel Im-Zelllinie. (B) Der Einfluss von CtBP1 auf die mRNA-Expression von MIA
wurde mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Die drei CtBP1-exprimierenden Zellklone
zeigten eine stark verminderte MIA-Expression im Vergleich zu den Mock-transfizierten
Zellklonen. (*: p<0.05 im Vergleich zu Mock 1)
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In weiteren Versuchen wurden die Proliferation und das
zelladhasionsunabhangige Wachstum der CtBP1-exprimierenden Zellklone
untersucht. Dabei wurden allerdings keine Veranderungen im Zellwachstum im
Vergleich zu den Kontrollklonen festgestellt. Dagegen wurde in Boydenkammer-
Experimenten eine verminderte Migration und Invasion der CtBP1-
exprimierenden Klone beobachtet (Abb. 3-12). Das flhrte zu der Vermutung,
dass CtBP1 und von CtBP1-regulierten Gene die zelluldre Migration und Invasion
kontrollieren.
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Abbildung 3-12: Migration und Invasion in den CtBP1-exprimierenden Zellkonen
Das Migrations- und Invasionspotential der Mel Im-Zellklone, die CtBP1 Uberexprimieren,
wurde mittels Boydenkammer-Versuchen untersucht. Es zeigte sich hierbei eine starke
Verminderung bei der Migration (A) und Invasion (B) in durch Expression von CtBP1 im
Vergleich zu den Kontrollen. (*: p<0.05 im Vergleich zu Mock 2)

Interessanterweise zeigte sich im Western Blot mit einem CtBP1-Antikdrper (Abb.
3-11 / A) ein zweites Protein, dass ca. 5 kDa kleiner ist als das full length CtBP1
(RefSeq entry NM_001328). Um zu bestimmen, ob es sich bei dieser Bande um
ein alternatives SpleiBprodukt handelt, haben wir mehrere Primersets designed.
Mit Hilfe dieser PCR-Primer und anschlieBender Sequenzierung des PCR-
Produkts konnten wir klar zeigen, dass Melanomzellen ein alternatives CtBP1-
Produkt (CtBP1splice), in dem das Exon 4 fehlt, exprimieren (Abb. 3-13 / A).
Auch der direkte Vergleich von Melanozyten (NHEM) und der Melanomzelllinie
Mel Im bezlglich der Analyse des Exons 4 von CtBP1 zeigte, dass Melanozyten
hauptsachlich das vollstandige CtBP1 und Mel Im Zellen die SpleiBvariante
exprimieren. Das Expressionsmuster von CtBP1splice im Melanom wird in Abb.
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3-13 / B dargestellt. Dabei zeigte sich, dass in acht von elf Melanomzellen die
SpleiBvariante exprimiert wird. Die verminderte Expression von full length CtBP1

im Melanom wurde von uns bereits nachgewiesen [45].
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Abbildung 3-13: Expression von CtBP1splice im Melanom

Es wurden PCR-Primer verwendet, die das Exon 4 von CtBP1 flankieren. Dabei zeigte
sich klar, dass in der Melanomzelllinie Mel Im im Vergleich zu Melanozyten (NHEM) das
Exon 4 fehlt (A). Die Expression von CtBP1splice wurde in acht von elf Melanomzelllinien
mittels PCR festgestellt (B).

Bei CtBP1splice handelt es sich um ein Protein, bei dem die Aminosauren 114
bis 182 (in frame) fehlen. Dabei handelt es sich um die N-terminale Region der
Dehydrogenase homologen Doméne (siehe auch Einleitung), die auch die PAK1-
Phosphorylierungsstelle enthalt (Abb. 3-14).
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Abbildung 3-14: Schema der Struktur von CtBP1splice

Bei der SpleiBvariante von CtBP1 fehlen die Aminoséauren 114 bis 182, die das Exon 4
(blau dargestellt) des full length CtBP1 bilden. Hier fehlen groBe Bereiche der
Dehydrogenase homologen Doméane und der RRT-Bindestelle. Das Exon 4 enthalt
auBerdem die PAK1-Phosphorylierungsstelle sowie zwei Aminosdauren der NADH-
Bindestelle, wodurch die Bindung von NADH an der verklrzten SpleiBvariante
beeinflusst sein kénnte (modifiziert nach Chinnadurai, 2007) [Review 46].

Da die Eigenschaften der alternativen SpleiBvariante noch komplett unbekannt
sind, wollten wir aufklaren, ob CtBP1splice genauso wie full length CtBP1
bekannte Proteininteraktionen eingehen kann. Wir haben deshalb untersucht, ob
eine Bindung von CtBP1 an TCF4 (reguliert die MIA-Expression) und Snail, ein
wichtiger Transkriptionsfaktor bei der Melanomentwicklung, noch intakt ist. Eine
Interaktion von full length CtBP1 und Snail sowie eine Beteiligung an der
Tumorprogression wurde bereits gezeigt [183, 184]. Uber Ko-Immunprazipitation
haben wir eine Bindung von TCF4 und Snail an full length CtBP1 in den CtBP1-
exprimierenden Zellklonen feststellen kénnen. Dagegen bindet die SpleiBvariante
von CtBP1 nicht mehr an TCF4 und Snail (Abb. 3-15). Das deutet darauf hin,
dass CtBP1splice die transkriptionelle Repressoraktivitdit zusammen mit TCF4
und Snail nicht ausfihren kann. Somit kann im Melanom auch die Expression
und die Funktion von MIA nicht gehemmt werden. Andere Funktionen von CtBP1
bleiben womdglich in der SpleiBvariante unbeeinflusst.
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Abbildung 3-15: Fehlende Interaktion von CtBP1splice mit TCF4 und Snail

Es wurden Ko-Immunpréazipitationsexperimente mit Proteinlysaten der Zellklone Mock 1
(Kontrolle) und CtBP1#3 durchgeflihrt. Diese Lysate wurden mit einem TCF4- (A) bzw.
Snail-Antikérper (B) inkubiert. Die Western Blot-Analyse mit einem CtBP1-Antikérper
zeigte jeweils eine Bindung von full length CtBP1 an TCF4 (A) bzw. Snail (B),
wohingegen keine Interaktion mit der SpleiBvariante von CtBP1 festgestellt werden
konnte.

3.2.1 CtBP1-Zielgene im Melanom

Da die Expression von full length CtBP1 im Melanom verloren gegangen ist,
haben wir spekuliert, ob CtBP1 eine Funktion als Tumorsuppressor hat. Dabei
kénnten Gene negativ reguliert werden, die bei der Melanomentwicklung und —
progression eine Rolle spielen. Es ist bekannt, dass CtBP1 ein Repressor des
LEF/TCF-Signalweges ist. Deshalb haben wir uns dabei zuerst auf bekannte
LEF/TCF-Zielgene konzentriert. Die Expression von MMP7 beispielsweise wurde
im Melanom durch die Reexpression CtBP1 deutlich gehemmt, wohingegen c-
myc und Laminin y2 durch CtBP1 nicht beeinflusst wird. Um neue mdgliche
LEF/TCF-Zielgene im Melanom zu finden, haben wir mit der Genomatix Software
nach Genen gesucht, die eine LEF/TCF-Bindestelle (TT/GCTTTG) in ihrem
Promotor besitzen. Es wurden Gene ausgesucht, die mindestens eine LEF/TCF-
Bindestelle besitzen. Diese Gene kdnnten aktiviert sein, wenn die Hemmung
durch CtBP1 im Melanom verloren gegangen und der mit LEF/TCF
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zusammenhangende Wnt-Signalweg aktiviert ist. Diese Gene wurden analysiert,
indem Uber GEO Profiles (NCBI) die Daten des Melanom-Microarray GDS1989
[185] benutzt wurden. Bei diesem Array wurde die Expression von Genen
wahrend der Melanomentwicklung analysiert. Wir konzentrierten uns dabei auf
Gene, von denen gezeigt wurde, dass sie wahrend der Entwicklung oder
Progression der Krankheit hochreguliert sind. 14 von 250 untersuchten Gene
haben die Kriterien (LEF/TCF-Bindestelle und im Melanom hochreguliert) erfillt
(Tabelle 1). Die Regulation der Gene durch CtBP1 wurde durch quantitative RT-
PCR in den CtBP1-lUberexprimierenden Zellklonen Gberprift und mit den Mock-
Kontrollen verglichen (Tabelle 1). Eine Hemmung der Genexpression durch
CtBP1 wurde mit Ausnahme von zwei Genen (THBS1, MLL5) in allen Genen
beobachtet. Dabei zeigten Col1A2, FAT, SLC26A2 und VCAN die starkste
Regulation. Eine Herrunterregulation dieser Gene durch CtBP1 wurde auch
mittels transienter Transfektion von CtBP1 in die Melanomzelllinie Mel Im
bestatigt (Col1A2: 0.31, FAT: 0.52, SLC26A2: 0.72, VCAN: 0.75 verglichen mit
der Mock-Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde).

Um weitere Informationen Uber die Relevanz der gefundenen Gene, die im
Melanom durch CtBP1 reguliert werden, zu bekommen, haben wir Microarray-
Daten von Hoek et al. benutzt. Dabei wurden in Expressionsanalysen von
Melanomzelllinien zwei Transkriptionssignaturen identifiziert, die jeweils mit einer
proliferativen und invasiven Phanotyp-Kultur tGbereinstimmen [186]. Diese Daten
zeigen, dass die Expression der elf CtBP1-regulierten Gene (73%) mit einem
invasiven Phanotyp assoziiert ist und nicht mit dem proliferativen Cluster
zusammenhangt. Diese Ergebnisse unterstlitzen unsere funktionellen Daten,
dass CtBP1-regulierte Gene die zellulare Migration kontrollieren (Tabelle 1).

In diesem Abschnitt konnten wir zeigen, dass im Melanom eine SpleiBvariante
von CtBP1 vorliegt, die die Repressorfunktion von full length CtBP1 nicht mehr
auslUben kann. Diese Variante kann die Aktivitat von MIA nicht unterdricken und
somit das Metastasierungspotential von Melanomzellen nicht vermindern. Es
wurden zudem Expressionsmuster von Zielgenen von CtBP1 analysiert, die mit

der Invasivitdt des Melanoms verbunden sind.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber Gene, die durch CtBP1 reguliert werden und an der
Melanomentwicklung beteiligt sind

Es wurden Gene mit einer LEF/TCF-Bindestelle in ihrem Promotor analysiert. Mittels
computergestitzten Analysen wurde nach LEF/TCF-Bindestellen gesucht und dabei die
Software Genomatix benltzt. Zur Analyse der Gene wurde die Microarray-Daten
GDS1989 [185] verwendet. In den Spalten 4 bis 6 wird gezeigt, dass diese Gene
wahrend der Melanomentwicklung und Progression hochreguliert sind. Die Regulation
dieser Gene durch CtBP1 wurde in CtBP1 Uberexprimierenden Zellklonen mittels
quantitativer RT-PCR gezeigt (Spalte 7). Fir die Analyse des proliferativen und invasiven
Phanotyps wurden die Daten von Hoek et al. [186] verwendet (Spalte 8, 9). Der P-Wert <
0,05 ist fettgedruck.

Abkilrzungen: MIS, Melanoma-in-situ; RGP, radiale Wachstumsphase; LN met,
Lymphknotenmetastase; prol., proliferativer Phanotyp; inv., invasiver Phanotyp.

Im Rahmen dieses Projektes wurden wir Uber Studien anderer Arbeitsgruppen
darauf aufmerksam, dass die Aktivitat von CtBP1 Uber hypoxische Bedingungen
reguliert werden kann. Dieser interessante Aspekt fiihrte zu Untersuchungen des
Transkriptionsfaktors HIF im Melanom, die im n&chsten Abschnitt erlautert

werden.

3.3 Rolle von HIF-1a im Melanom

Durch Literaturrecherchen im Zusammenhang mit dem CtBP-Projekt sind wir
auch auf die interessante Verbindung zwischen transkriptioneller Regulation von
Genen und Hypoxie gestoBen. Es war bereits bekannt, dass CtBP unter
metabolischem Stress oder Hypoxie aktiviert wird. Hypoxische Effekte werden
zum gréBten Teil durch Molekile der HIF Familie vermittelt. In diesem
Zusammenhang wurde bereits eine bedeutende Rolle von HIF-1o im malignen
Melanom beschrieben. Zudem handelt es sich bei der Haut auch um ein leicht
hypoxisches Gewebe [Review 187].

Interessanterweise wurde in neueren Untersuchungen gezeigt, dass HIF-1a auch
durch nicht-hypoxische Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Insulin
hochreguliert werden kann [145, 188-190]. Da nun auBerdem im Speziellen fir
HIF-1oo aus der HIF-Familie interessante Vordaten zum Thema malignes
Melanom vorlagen [161, 187], starteten wir unsere Experimente zur Analyse der
Aktivitdt von HIF in  Melanomzelllinien zunachst unter normoxischen
Kulturbedingungen. Dazu wurde die Aktivitat eines HRE- (hypoxia response
element) Konstruktes, welches einem Luciferase-Gen vorgeschaltet ist [172], im

Melanom gemessen. Dieses 6 x HRE-Konstrukt enthalt HIF-Bindestellen, an die
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das HIF-Dimer im Promotor der potentiellen Zielgene binden kann. Es wurde eine
stark erhéhte 6 x HRE Aktivitat in Melanomzelllinien festgestellt, wohingegen in
Zelllinien aus anderen Geweben nur eine schwache Aktivitdt beobachtet wurde
(Abb. 3-16 / A). Um neben der HIF Aktivitat auch speziell die HIF-1a Expression
in diesen Zelllinien zu Uberprifen, wurden quantitative RT-PCR-Analysen
durchgefihrt. Dabei zeigte sich eine hohe mRNA-Expression von HIF-1a in den

Melanomzelllinien im Vergleich zu Leber- und Kolonzelllinien (Abb. 3-16 / B).
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Abbildung 3-16: HIF-Analyse in Zelllinien aus unterschiedlichen Geweben

(A) Die Luciferaseaktivitditsmessung zeigte in den Melanomzelllinien Mel Im, 501 Mel und
HMB2 eine stark erhdhte Aktivitat eines 6 x HRE-Konstrukts im Vergleich zur
Leberzelllinie HepG2 und der Kolonzelllinie SW480. Als Kontrolle diente der pGL3basic
Vektor.

(B) In quantitativen RT-PCR Analysen wurde eine verstarkte mRNA-Expression von HIF-
1o in den Melanomzelllinien festgestellt. Dagegen zeigten die Zelllininien HepG2 und
SW480 eine geringere Expression von HIF-1a.

Zur Bestétigung, dass es sich bei der erhéhten HIF Aktivitdt in den
Melanomzelllinien um den Einfluss von HIF-1a handelt, wurden Mel Im Zellen mit
siRNAs gegen HIF-1a und -2o transfiziert und die Aktivitdt des 6 x HRE-
Konstrukts gemessen. Dabei zeigte sich nur durch Ausschalten von HIF-1a eine
verminderte 6 x HRE Aktivitat (Abb. 3-17 / A). Als weitere Bestatigung wurden
Mel Im Zellen mit den HIF-1a Inhibitoren Echinomycin und YC-1 behandelt [191,
192]. Hier wurde durch die Hemmung von HIF-1a jeweils eine deutliche
Abnahme der Aktivitat des 6 x HRE-Konstrukts festgestellt (Abb. 3-17 / B).
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Abbildung 3-17: Aktivitat von HIF-1o. im Melanom

(A) Mel Im Zellen wurden mit siRNAs gegen HIF-1o und 2a transfiziert. 24 h nach der
Behandlung wurden die Zellen mit dem 6 x HRE-Konstrukt transfiziert. Dabei zeigte sich

durch Ausschalten von HIF-1a eine signifikante Verminderung der Aktivitat des 6 x HRE-
Konstrukts.

(B) Nach Transfektion mit dem 6 x HRE-Konstrukt wurden Mel Im Zellen mit den HIF-1a

Inhibitoren Echinomycin (5 nM Ech) und YC-1 (30 uM) behandelt. Hier konnte jeweils die
HIF Aktivitat deutlich verringert werden.

Im Melanom wurde im Western Blot auch eine Proteinexpression von HIF-1a
unter Normoxie nachgewiesen. Auch auf Proteinebene wurde eine verminderte
HIF-1a Expression durch Ausschalten von HIF-1o mittels siRNAs gezeigt (Abb.
3-18). Diese Versuche lassen den Schluss zu, dass die erhéhte Aktivitat des 6 x
HRE-Konstrukts im Melanom auf HIF-1a zurlickzufiihren ist. Ebenso zeigte sich,
dass das Protein HIF-1a im Melanom auch unter normoxischen Bedingungen
vorliegt und nicht abgebaut wird.

siRNA
Kontrolle HIF-1u

HIF-1a

R-Aktin

Abbildung 3-18: Proteinexpression von HIF-1a im Melanom
Die Expression des Proteins HIF-1a wurde im Melanom mittels Western Blot analysiert.
Dabei zeigte sich durch Ausschalten von HIF-1a mittels einer siRNA-Transfektion von

Mel Im Zellen eine verminderte HIF-1o Expression im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. B-Aktin diente hier als Ladekontrolle.
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Bei der Melanomentwicklung ist eine Rolle von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) beschrieben worden [165]. Ebenso ist bereits bekannt, dass die ROS die
Aktivitat von HIF, auch unter nicht-hypoxischen Bedingungen, regulieren kénnen
[168]. Deshalb wurde eine Beteiligung der ROS an der erhdhten HIF-Aktivitat im
Melanom untersucht. Dazu wurden Mel Im Zellen mit den Radikalfangern POBN
(a-(4-Pyridyl N-oxide)-N-tert-butylnitrone) und Histidin behandelt. Hier zeigte sich
eine deutlich verminderte Aktivitat des 6 x HRE-Konstrukts durch die Behandlung
mit den Radikalfangern. Auch auf Proteinebene wurde eine verringerte
Expression von HIF-1a durch die Radikalfanger festgestellt (Abb. 3-19).
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Abbildung 3-19: Verminderte Aktivitat von HIF-1a durch Radikalfanger

(A) Nach Transfektion mit dem 6 x HRE-Konstrukt wurden Mel Im Zellen mit den
Radikalfangern POBN (30 pM) und Histidin (30 pM) behandelt und nach 16 h die
Luciferaseaktivitdt gemessen. Dabei zeigte sich eine signifikante Verringerung der HIF
Aktivitat im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

(B) Die Behandlung mit den Radikalfangern zeigte auch auf Proteinebene eine
verminderte Expression von HIF-1a in der Melanomzelllinie Mel Im.

Eine Erhéhung des ROS-Levels in der Zelle durch Behandlung mit den ROS-
Induktoren As;O3; und Pyrogallol induzierte die HIF-Aktivitat. Die Induktion der
ROS erhdéhte auch den HIF-1a Proteinlevel der Melanomzellen (Abb. 3-20).
Diese Daten belegen eine Beteiligung der ROS bei der erhéhten Aktivitat und

Stabilitat von HIF-1a im Melanom.
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Abbildung 3-20: Aktivierung von HIF-1a durch ROS

(A) Eine Induktion von Radikalen mit den Radikalinduktoren As,O3; (5 uM) und Pyrogallol
(30 pM) zeigte nach 16 h eine erhéhte Aktivitat des 6 x HRE-Konstrukts in Mel Im Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen.

(B) Die Expression von HIF-1a konnte durch den Radikalinduktor As,O3z in Mel Im
dosisabhangig induziert werden. In der Western Blot Analyse diente B-Aktin als
Ladekontrolle.

In der Literatur wurde beschrieben, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) die
Aktivitat von HIF-1a Uber den Transkriptionsfaktor NFkB regulieren kénnen [193].
Darum wurde der Einfluss von NFxB auf die Aktivitat von HIF-1a analysiert. Da
im malignen Melanom eine konstitutive NFxB Aktivitdt vorliegt, wurde diese
Aktivitat zuerst durch die Uberexpression des NFxB Repressors kB reduziert.
Die Uberexpression von stabilen IkB in Melanomzellen verminderte dabei die HIF
Aktivitat (Abb. 3-21 / A). Durch eine Uberexpression der bekannten NFxB
Untereinheiten in Melanomzellen konnten wir mittels Kotransfektion von
Expressionsplasmiden eine erhdhte Aktivitat von HIF feststellen (Abb. 3-21 / B).
Diese Daten deuten auf eine Beteiligung des NFxB-Signalwegs an der

Regulation von HIF-1a im Melanom hin.
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Abbildung 3-21: Induktion der Aktivitat von HIF-1a durch NFxB

(A) Mel Im Zellen wurden nach Transfektion des 6 x HRE-Konstrukts mit einem |xB-
tberexprimierenden Virus behandelt. Dadurch zeigte sich in Reportergenanalysen eine
signifikant verminderte Aktivitat von HIF im Vergleich zu den nicht behandelten Zellen.

(B) Eine Kotransfektion der NFxB-Untereinheiten p50, p52 und p65 fuhrte zu einer
erhéhten HIF Aktivitat im Melanom.

Da es schon mehrere Hinweise gibt, dass ROS die Aktivitdit von NF«xB
beeinflussen kénnen [194], wurde eine mdgliche Beteiligung der ROS an der
Regulation von NFxB untersucht. Hierzu wurde in Mel Im Zellen die Aktivitat von
NFkB nach Behandlung mit Radikalfangern analysiert. Durch die Radikalfanger
konnte Aktivitdt von NFkB verringert werden, so dass von einer Beteiligung der

ROS an der hohen Aktivitat von NFkB im Melanom auszugehen ist (Abb. 3-22).
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Abbildung 3-22: ROS aktivieren die Aktivitat von NFxB

Mel Im Zellen wurden mit einem NFxB-Luciferase Konstrukt, welches Bindestellen fir
NFxB enthélt, transfiziert und mit den Radikalfangern POBN (30 uM) bzw. Histidin (30
uM) behandelt. Dabei zeigte sich im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine
deutliche Verminderung der Aktivitat von NF«xB.
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Insgesamt deuten die Daten darauf hin, dass im Melanom Uber die reaktiven
Sauerstoffspezies der Transkriptionsfaktor NFxB induziert wird. Dies fihrt zu
einer transkriptionellen Regulation von HIF-1a, wobei im Melanom die Aktivitat
und Stabilitdt von HIF-1a auch unter nicht-hypoxischen Bedingungen induziert

wird.
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4 Diskussion

4.1 Rolle von Cadherin-7 bei der Melanomprogression

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Bedeutung des sezernierten Proteins MIA bei
der Entwicklung und Metastasierung des malignen Melanoms naher untersucht
werden. Ein Schwerpunkt unserer Forschung lag in der Aufklarung der
Regulierung der Transkription und der Aktivitat von MIA. Neuere Studien unserer
Arbeitsgruppe lassen darauf schlieBen, dass MIA durch Interaktion mit anderen
Proteinen bei der Progression und Ausbreitung des Melanoms eine Rolle spielt
(62,67). Wir suchten deshalb mit der SELDI-Methode nach weiteren MIA-
Bindungspartnern. In unserer Studie haben wir mit Cadherin-7 einen neuen
Interaktionspartner von MIA im malignen Melanom entdeckt. Es ist bekannt, dass
Cadherine bei der Embryogenese, bei dynamischen Zell-Adhasionsprozessen,
bei der Ablésung und Migration von Zellen beteiligt sind [Review 195]. Wir
nehmen deshalb an, dass Cadherin-7 an der Tumorprogression des malignen
Melanoms, die unter anderen von MIA verursacht wird, involviert ist.

Vor kurzem wurde von Moore et al. gezeigt, dass Cadherin-7 in mehreren
Melanomzelllinien hochreguliert ist [182]. Wir konnten die Expression von
Cadherin-7 in anderen Melanomzelllinien durch quantitative RT-PCR Analysen
zeigen. Interessanterweise sind die mRNA-Expression und die Prasentation auf
der Zelloberflache von Primartumoren héher als in Zelllinien von Metastasen. Es
ist bereits bekannt, dass die Expression von Cadherin-7 bei der Delamination von
Neuralleistenzellen aus dem Neuralrohr wichtig ist und dabei streng zeitabhangig
reguliert wird [178]. Das fuhrte zu der Hypothese, dass Cadherin-7 an der frihen
Delamination von Melanomzellen von den sie umgebenden Keratinozyten
beteiligt ist. Gerade die gesteigerte Expression von Cadherin-7 in den priméren
Melanomzellen férdert die Migration der Zellen und kénnte zu einem gesteigerten
Herauslésen aus dem normalen Gewebeverband fuhren. Viele Studien belegen
bereits, dass andere Cadherine wie E- und N-Cadherin die frihe Entwicklung des
malignen Melanoms beeinflussen, wobei E-Cadherin als Tumorsuppressor
beschrieben wurde. Der Verlust von E-Cadherin ist dabei mit einem hohen
Potential zur Invasion und Metastasierung verbunden [196, 197]. Der Switch von
E-Cadherin zur Expression von N-Cadherin in Melanomzellen hat einen groBen

Einfluss bei der Entwicklung und Progression des Tumors. Aufgrund der
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Expression von N-Cadherin wechseln die Melanozyten ihre Bindungspartner und
treten nun mit Fibroblasten statt mit Keratinozyten in Kontakt. N-Cadherin ist so
an der malignen Transformation der Melanozyten beteiligt und férdert das
Uberleben und die Migration von Melanomzellen [22]. Zusatzlich wurde im
Brustkrebs ein Umschalten eines Typ | Cadherins (E-Cadherin) zu einem Typ Il
Cadherin (Cadherin-11) wahrend der Tumorprogression gezeigt [196, 198]. Im
Melanom kénnte ein Umschalten zu einem Typ Il Cadherin (Cadherin-7), die
schwéchere interzellulare Adhasionen formen, ebenfalls zu der erhdhten
Migration der Tumorzellen beitragen. Dieses Umschalten kénnte zu schwéacheren
interzellularen Adhéasionen zwischen den Zellen fihren und so die Migration der
Melanomzellen férdern.

Unsere Studien zeigen, dass Cadherin-7 eine Bedeutung bei der Migration der
Primartumorzellen hat. Dagegen zeigen die metastatischen Zellen nur eine
schwache Expression von Cadherin-7. Die Reduktion der Cadherin-7 Expression
scheint hier mit der Tumorprogression zu korrelieren. Damit Ubereinstimmend
verminderte die durch Transfektion verursachte Uberexpression von Cadherin-7
die Migration der Melanommetastasen. Das konnte in ahnlicher Weise auch fir
E-Cadherin gezeigt werden. Es konnte belegt werden, dass Vviele
Melanommetastasen eine Reexpression von E-Cadherin zeigen, sobald der
Tumor nicht mehr migrieren ,muss*[199, 200].

Wir haben in unseren Untersuchungen festgestellt, dass die Interaktion von MIA
und Cadherin-7 einen Einfluss auf die beobachteten Effekte hat. Melanomzellen
bendtigen MIA ganz besonders fir die Metastasierung, indem MIA an Fibronektin
und Integrine bindet und dadurch die Kontakte der Zellen zur umgebenden Matrix
unterbindet. Dadurch kommt es zum Ablésen der Melanomzellen aus dem
ehemaligen Gewebeverband und dann erst in Folge zur Zellmigration und
Zellinvasion [Review 67]. Wir konnten zeigen, dass eine Uberexpression von
Cadherin-7 in Metastasenzellen die funktionelle Aktivitdt von MIA aufhebt,
wodurch die Zellen ein vermindertes Migrationspotential besitzen. Die
Uberexpression von Cadherin-7 kompensiert dabei die Migrationseffekte von
MIA, die im Boydenkammer-Experiment in den Kontrollzellen beobachtet wurden.
Dieser Effekt kdénnte Uber die Interaktion zwischen Cadherin-7 und MIA erklart
werden, wodurch es zu einer Hemmung der Aktivitdt von MIA kommt. In
Melanommetastasen wirde die Expression von Cadherin-7 eher stdren, weil es
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einen so drastischen Effekt auf die urspringliche MIA Funktion austibt. Indem
Cadherin-7 das sezernierte MIA bindet und ,wegfangt®, wirde der Gehalt an
freien MIA sinken und die Migrationseffekte von MIA unterdrickt.

Eine Beeinflussung der Migration durch Interaktion von Proteinen mit
Zelladhasionsmolekilen wurde im Melanom schon nachgewiesen. Galectin-9
unterdriickt  die  Zelladhdsion von  Tumorzellen, indem es an
Zelladhasionsmolekilen wie Integrine bindet und die Interaktion zu Molekilen der
extrazellularen Matrix hemmt. Im Gegensatz zu MIA unterbindet hier Galectin-9
die Metastasierung von Melanomzellen [201]. Ein weiteres Molekul, das die
Adhasion von Zellen an die extrazellulare Matrix beeinflusst, ist das sekretierte
Glykoprotein SPARC. Es induziert Uber Integrin 585 die Migration von invasiven
Tumorzellen. Im Melanom wurde eine Rolle von SPARC bei der frihen
Melanozytentransformation festgestellt, wobei SPARC die Tumorgenese Uber
eine Induktion von Snail und die dadurch verursachte Hemmung von E-Cadherin
férdert [202, 203].

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Cadherin-7 in friihen Melanomen
eine groBe Rolle bei der Migration besitzt und zu diesem Zeitpunkt die
Expression von MIA eine untergeordnete Stellung flr den Tumor besitzt. Die
Expression von Cadherin-7 geht im Melanom vermutlich beim Ubergang von der
radialen zur vertikalen Wachstumsphase gréBtenteils verloren, die Expression
von MIA wird nicht mehr unterdriickt und die Funktion von MIA gewinnt an
Prioritat. In der vertikalen Wachstumsphase ist MIA durch Interaktionen mit
Molekilen der extrazellularen Matrix an der Regulation des zellularen
Attachments und an der Invasion von Melanomzellen beteiligt. In dieser Phase
und spéter in Melanommetastasen wird MIA nicht mehr von Cadherin-7 in seiner
Funktion beeinflusst und regt so die Progression des Tumors an.

Zusatzlich zur Modulation des MIA-Gehalts (ber Protein-Protein Interaktionen
konnten wir zeigen, dass Cadherin-7 die mRNA-Expression von MIA reguliert. Es
wurde bereits in mehreren Studien eine Beteiligung der Cadherine an der
Regulation der Genexpression festgestellt. So fihrt im malignen Melanom der
Verlust von E-Cadherin zur Induktion von NFxB [204]. Eine Regulation der MIA-
Expression Uber NFxB wurde bereits vorher gezeigt [32]. Der Einfluss von
Cadherin-7 auf Signalwege wurde bislang noch nicht im Detail analysiert. Wir
kénnen deshalb nur spekulieren, dass Cadherin-7 die Genexpression von MIA
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Uber eine Modulation bekannter Signalwege, welche fir eine starke MIA-
Expression in Metastasen notwendig sind, reguliert. Abbildung 4-1 gibt einen
Uberblick auf die Expression und die Effekte von Cadherin-7 und MIA wéahrend
der Melanomentwicklung.

Melanoblast Melanozyt

Expression: CDHTT MIA 7 an?l MIAl

Effekt: | Delamination der Ruhende Zellen im
Meuralleistenzellen Hautverband

Abbildung 4-1: Expressionsschema bei der Melanomentwicklung

Wahrend der Embryogenese wird Cadherin-7 von den Neuralleistenzellen exprimiert,
wodurch sich die Neuralleistenzellen vom Neuralrohr ablésen und migrieren kénnen. In
Melanozyten wird weder Cadherin-7 (CDH7) noch MIA exprimiert. In Primartumoren liegt
eine hohe Expression von Cadherin-7 vor, die fir das Auswandern der Melanomzellen
aus dem umgebenden Zellverband verantwortlich ist. Zusatzlich hemmt Cadherin-7 die
Expression und Aktivitdt von MIA und unterdrlickt so die Migrationseffekte von MIA. In
den Metastasen liegt eine starke Reduktion der Expression von Cadherin-7 vor, wodurch
MIA nicht mehr gehemmt und die Metastasierung der Melanomzellen geférdert wird.

Insgesamt haben wir eine biphasische Expression von Cadherin-7 im malignen
Melanom gezeigt, wie es vor kurzem &hnlich in uvealen Melanomzelllinien von
den Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR7 nachgewiesen worden ist [205]. Es
liegt jeweils eine hohe Expression im Primartumor und eine verminderte
Expression in Metastasen vor. Diese Daten deuten darauf hin, dass Cadherin-7
die frthe Entwicklung des Tumors fordert, indem moglicherweise die
Delamination von den umgebenden Zelltypen unterstitzt wird. Spater in der
Tumorprogression scheint die Expression von Cadherin-7 entbehrlich, oder die
Migration sogar negativ zu beeinflussen. Dieser negative Einfluss kann teilweise
Uber eine negative Regulation der MIA-Expression und Uber eine Hemmung der
Aktivitat von MIA erklart werden, wobei die Abldsung und die Migration der Zellen

verhindert wird.
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4.2 Bedeutung von CtBP1 im malignen Melanom

Im ersten Abschnitt wurde die Transkription und Aktivitat von MIA in Verbindung
mit Cadherin-7 analysiert, wobei eine Regulation von MIA durch Cadherin-7
festgestellt worden ist. Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde die
transkriptionelle Regulation von MIA Uber den Transkriptionsfaktor CtBP1 naher
untersucht. Es ist bereits bekannt, dass CtBP1 als Ko-Repressor an der
Genregulation mit mehreren anderen Transkriptionsfaktoren beteiligt ist. In
unserer Arbeitsgruppe haben wir den Verlust der CtBP1-Expression im Melanom
beschrieben, wodurch die Expression von MIA nicht mehr gehemmt werden kann
[45]. Dieser Teil meiner Arbeit hatte zum Ziel, die Bedeutung von CtBP1 in der
Melanomentwicklung n&her zu beleuchten. Daneben wurde nach weiteren
Zielgenen von CtBP1 gesucht, die wie MIA an der Metastasierung des Melanoms
beteiligt sein kdnnten.

Interessanterweise  enthillten Western Blot und RT-PCR-Studien in
Melanomzellen die Existenz einer SpleiBvariante von CtBP1 (CtBP1splice). Bei
dieser CtBP1-Variante fehlt das Exon 4 (in frame), was zu einem Verlust der
Aminosauren 114 bis 182 fahrt. Aufgrund des Exonverlustes kann die
SpleiBvariante nicht an TCF4 oder Snail binden. Das deutet darauf hin, dass
zumindest ein Teil der Ko-Repressoraktivitat von CtBP1 bei dieser SpleiBvariante
verloren gegangen ist. Die Expression von MIA kann dadurch im Melanom nicht
mehr gehemmt werden, was zu einem Fortschreiten der Tumorprogression flhrt.
In Melanozyten wird die Expression von MIA und damit die Entwicklung des
Melanoms durch full length CtBP1 unterdriickt.

Allerdings scheint die Expression dieser SpleiBvariante in Tumoren generell
wichtig zu sein. Sie wurde auch in Brust-, Kolon- und im hepatozellularen
Karzinomzellen entdeckt, in denen full length CtBP1 nicht mehr exprimiert wird
(nicht gezeigt). Andere SpleiBvarianten von CtBP1 sind bereits bekannt [206],
diese Variante wurde jedoch noch nicht beschrieben. Das Fehlen der PAK-
Phosphorylierungsstelle kénnte zu Anderungen in der Kontrolle der Kern/Zytosol-
Translokation und der Ko-Repressoraktivitat fiuhren [207]. Zudem kdnnte die
Bindung von NAD an CtBP1 und die Dimerisierung von CtBP1 beeintrachtigt
sein. Da die NAD(H)-abhangige Dimerisierung fur die transkriptionelle Hemmung
erforderlich ist, kdénnte die Repressorfunktion von CtBP1 auch dadurch

beeinflusst sein. Zusatzlich kdnnten Verdnderungen in den zwei
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Proteinbindungsstellen Auswirkungen auf die Bindung von Transkriptionsfaktoren
an CtBP1splice haben [208, 209]. Nach dem Verlust von full length CtBP1 kénnte
die Expression von CtBP1splice fir die generellen Funktionen von CtBP1 in
Tumorzellen wichtig sein. Es wurde gezeigt, dass CtBP1 in der Morphogenese
des Golgi-Apparats bei der Assoziation zu den Zentrosomen [210] und am
vesikuldren Transport beteiligt ist [Review 37]. Es ist auch interessant, dass
einige Publikationen auf eine tumorférdernde Rolle von CtBP hindeuten [Review
46]. Jin et al. haben beschrieben, dass der ABC-Transporter MDR1 (multidrug
resistant 1) durch CtBP1 aktiviert ist und dadurch die Resistenz gegeniber
Chemotherapeutika erhéht [211]. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass CtBP1 die
Expression von Wnt-Zielgenen unabhangig von TCF aktivieren kann [212]. Es
gibt noch keine Belege, ob diese tumorférdernden Effekte durch die neue
SpleiBvariante von CtBP1 verursacht werden. Es sind weitere Studien ndétig, um
die Rolle und Funktion von CtBP1splice in der Karzinogenese zu verstehen. In
Abbildung 4-2 wird die Rolle von CtBP1 im Melanom dargestellt.

Melanozyten Melanom

E-Cadherin
Tumorsuppressor “;ﬁ'\ o

E-Cadherin Metastasierung (H-I BN — Metastasierung
\ )\(' Physiologische Funktionen?

MIA l

MPUNEEEMINTIY AN '”‘EJ’ “r

Abbildung 4-2: Rolle von CtBP1 im Melanom

Durch full length CtBP1 kdénnen viele Zielgene gehemmt werden, die an der
Metastasierung beteiligt sind (siehe Tabelle 1). Full length CtBP1 agiert dabei in
Melanozyten als Tumorsuppressor. In Melanozyten interagiert TCF4 mit full length
CtBP1, bindet an das HCR-Element (highly conserved region) im MIA-Promotor und
hemmt so die Expression von MIA. In Melanomzellen kommt nur noch die SpleiBvariante
(CtBP1splice) vor. Diese Variante kann nicht mehr mit TCF4 interagieren, wodurch die
Hemmung von MIA aufgehoben wird. Die genaue Funktion von CtBP1splice ist noch
nicht geklart. Ein Teil der Ko-Repressorfunktion ist in der SpleiBvariante verloren
gegangen und kénnte so an der Metastasierung von Melanomzellen beteiligt sein.
CtBP1splice kdnnte auch fir generelle Funktionen von Tumorzellen wichtig sein. Die
fehlende Interaktion mit Snail ist vermutlich am Verlust von E-Cadherin im Melanom
beteiligt.

Ko-Repressoraktivitat
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Es wird diskutiert, ob full length CtBP1 an der Wachstumskontrolle von normalen
Zellen beteiligt ist. Es wurde bereits gezeigt, dass die Bindung von CtBP an das
adenovirale E1A mit der Hemmung von E1A mit einer H-ras Kotransformation,
der Tumorgenese und Metastasierung korreliert (31). Darlber hinaus wurde eine
Repressorfunktion von CtiBP auf die E2F/Rb-verursachte Transkription
festgestellt [213]. In unserer Studie wurden nach Reexpression von CtBP1 keine
Veranderungen der Proliferation festgestellt, wohingegen Migrations- und
Invasionsexperimente auf eine Rolle von CtBP1 in der Zellmigration hindeuten.
Die Reexpression von CtBP1 reduzierte dabei das Migrationsverhalten der
Melanomzellen. Dieses Ergebnis wurde durch eine detaillierte Analyse der
CtBP1-regulierten Gene unterstiitzt. Beim Vergleich der Gene, die eine LEF/TCF-
Bindungsstelle besitzen, mit den cDNA-Arraydaten (GDS1989) aus dem
Melanom [185], zeigten 14 Gene eine Korrelation mit der Melanomentwicklung
und —progression. Die Regulation dieser Gene durch CtBP1 wurde mittels
quantitativer RT-PCR bestatigt. Interessanterweise werden die meisten der hier
diskutierten CtBP1-regulierten Gene mit dem invasiven Zustand von Zellen, wie
er von Hoek et al. beschrieben wurde [186], assoziiert. Diese Erkenntnisse
unterstitzen, dass der Verlust von CtBP1 im Melanom das Migrationsverhalten
der Zellen verstarkt.

Nur von zwei der CtBP1-regulierten Gene wurde bislang eine Rolle beim
Melanom beschrieben. Autotaxin (ENPP2), eine sezernierte Lysophospholipase
D, wurde urspringlich aus Melanomzellen isoliert und stimuliert die Beweglichkeit
von Tumorzellen [214, 215]. Lysophospholipasen katalysieren die Produktion des
Phospholipids Lysophosphatidsaure (LPA), welche an vielen biologischen
Prozessen wie dem Zellwachstum und der Organisation des Zytoskeletts beteiligt
ist [216]. LPA stimuliert die Migration von vielen Zelltypen, was auch auf eine
maogliche pathophysiologische Rolle der zellularen Migration hindeutet. Durch die
erhdhte Beweglichkeit kann die Metastasierung von Tumorzellen geférdert
werden [217, 218]. Autotaxin wird verstarkt in verschiedenen Karzinomen
exprimiert und férdert die Metastasierung sowie die Angiogenese [28, 214]. Es
wurde dabei auch eine Erhdéhung des invasiven Potentials von Melanomzellen
durch eine induzierte Expression der Serinprotease uPA (urokinase-type
plasminogen), die Komponenten der extrazelluldaren Matrix abbaut und

entscheidend an der Tumorprogression beteiligt ist, festgestellt [219-221].
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Versican geh6rt zu der Familie der Proteoglykane und wurde auch in
verschiedenen Tumorarten beschrieben. Aufgrund der Fahigkeit mit
Hyaluronsaure, Tenascin und anderen Proteinen interagieren zu kdénnen, kénnte
Versican an den malignen Eigenschaften von Tumorzellen involviert sein [222,
223]. Es wurde beschrieben, dass die Versican-reiche extrazellulare Matrix einen
antiadhdsiven Effekt auf die Zellen ausiben kann und auf diese Weise die
Migration und Invasion von Tumorzellen erleichtern [222, 224]. Im Melanom wird
Versican exprimiert und férdert Uber eine Beeinflussung des Zellwachstums
sowie der Zelladhéasion die Abldsung der Tumorzellen aus dem Zellverbund und
die Metastasierung [225].

Von den verbleibenden Genen wurde bislang noch keine Rolle bei der
Entwicklung des Melanoms beschrieben. Es wurde jedoch eine Deregulation und
Beteiligung in anderen Krebsarten beobachtet. Die Na;K-ATPase ATP1B1, die
fir den Aufbau des elektrochemischen Gradienten an der Plasmamembran
verantwortlich ist, ist an der Progression und Metastasierung im Prostatakrebs
beteiligt [226]. Aktive Transporterproteine wie die Na*/K*-ATPasen sind fiir die
Aufrechterhaltung des osmotischen Gleichgewichts zustdndig und stabilisieren
das Zellvolumen [Review 227]. Na'/K*-ATPasen sind auch an der
Signaltransduktion und der Zelladhasion beteiligt, sodass eine Fehlregulation der
Expression und Aktivitat dieser lonentransporter die Entwicklung verschiedener
Tumore zur Folge haben kann. Deshalb werden diese Proteine auch als mdgliche
Targets bei der Krebstherapie angesehen. Tumorzellen mit einer erhéhten
Aktivitat von lonentransportern entwickeln eine zunehmende Resistenz
gegenlber Chemotherapeutika wie Cis-Platin [228, Review 229].

Das fibrillare Kollagen Typ | a2, ein Bestandteil der extrazelluldren Matrix, sowie
FUS (Fusion) sind im Magenkrebs dereguliert und haben einen Einfluss auf die
Invasion und Metastasierung [230]. Kollagene sind als Hauptproteine der
extrazellularen Matrix an der Zelladhasion und somit auch bei der
Tumorprogression von Bedeutung. Die Tumorentwicklung und die Invasion ins
umliegende Gewebe wird oft von einer erhéhten Fehlordnung der extrazellularen
Matrix und der zellularen Komponenten, besonders an der invasiven Front,
begleitet [Review 231]. In der Haut wurde von Bindegewebszellen eine erhdhte
Synthese der Typ | Kollagene dokumentiert [232]. Die Expression von Typ |

Kollagen ist an der Angiogenese und am invasiven Wachstum des Melanoms
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beteiligt [233]. Im Melanom liegt zudem eine erhdhte Expression von Typ IV
Kollagen, das hauptsachlich in der Basalmembran vorkommt, vor und férdert die
Zelladhasion, Migration sowie die Invasion [Review 234, 235]. Das RNA-
bindende Protein FUS kann als klassischer Transkriptionsfaktor agieren sowie
das SpleiBen von Zielgenen beeinflussen und so die Genexpression regulieren.
Uber eine Modulation von YB-1 (Y-box binding protein 1), ein durch Stress
induzierter Transkriptionsfaktor, kann FUS unter anderen die Expression von
MMP-1 aktivieren. FUS fungiert als transkriptioneller Regulator bei DNA-
Schadigungen und hemmt die Aktivitdt von CBP (CREB-binding protein) und der
Histonacetyltransferase p300, wodurch die Expression von Zielgenen wie Cyclin
D1 unterdriickt werden kann [236, 237].

Claudin-11, eine Proteinkomponente der Tight Junctions, wird hauptsachlich im
Zentralen Nervensystem exprimiert und spielt eine Rolle bei der Zelladh&sion
sowie dem Integrin-Signaling [238]. Veranderungen der Expression von Claudin-
11, die zu einer Erhéhung des Migrationspotentials fihren, wurden wéahrend der
Progression von epithelialen Tumoren gezeigt [239]. Ein Einfluss von Proteinen
der Claudin-Familie auf die Entwicklung des Melanoms wurde bereits mehrfach
nachgewiesen. Als Transmembranproteine besitzen sie vor allem eine Funktion
bei der Zelladhdsion. In Tumorzellen ist eine Fehlregulation der Tight Junction-
Struktur mit der Entwicklung des Tumors verbunden. Uber Claudin-1 wird die
Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2) sekretiert und aktiviert. Dadurch kann die
extrazellulare Matrix far die Tumormetastasierung ,geéffnet® und so das
Tumorwachstum angeregt werden. Im Melanom wird Claudin-1 Gberexprimiert
und ist an der Invasion der Melanomzellen beteiligt [240]. Im Lungen-
Adenokarzinom agiert Claudin-1 als Suppressor der Invasion und Metastasierung
von Tumorzellen [241]. Claudin-2 kann das Migrationspotential und die Invasivitat
von Tumorzellen férdern. Durch NSAIDs (Non-steroidal anti-inflammatory drugs)
kann die Expression von Claudin-2 und die Metastasierung gehemmt werden
[242]. Eine Fdrderung der Migration, Invasion und des Tumorwachstums durch
Claudin-3, das in etwa 90% der Ovarialtumoren Uberexprimiert wird, wurde in
einer aktuellen Studie gezeigt. Durch Ausschalten von Claudin-3 mittels siRNA
konnte das Tumorwachstum in vivo reduziert werden [243]. Dagegen ist fir

Claudin-6 eine Rolle als Tumorsuppressor beschrieben worden. Eine Hemmung
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der Expression von Claudin-6 férdert die Invasion von Brustkrebszellen, indem
unter anderen die Aktivitat von Matrix-Metalloproteinasen erh6ht wird [244].

ENC1 (Ectoderm-Neural Cortex 1) gehoért zur Familie der Kelchproteine und kann
mit dem Aktinzytoskelett interagieren. ENC1 wird wahrend der frihen
Gastrulation in der neuroektodermalen Region des Epiblasten sowie spater im
Nervensystem exprimiert und ist vermutlich wahrend der Entwicklung des
Nervensystems fur die Organisation des Aktinzytoskeletts verantwortlich [245]. In
Hirntumoren liegt haufig eine erhdhte Expression des aktinbindenden Proteins
ENC1 vor [246]. Die erhdhte Aktivitat von ENC1 tragt zur kolorektalen
Karzinogenese bei, wobei die Regulation der Expression von ENC1 durch
LEF/TCF bereits beschrieben wurde [247]. FAT, ein Protein der Cadherin-
Familie, und FSCN1, welches am Aufbau der Aktinfilamentblindel beteiligt ist,
spielen bei generellen Migrationsprozessen der Zelle eine Rolle [248, 249]. Die
Rolle von Cadherinen bei Migrationsprozessen und deren Beteiligung bei der
Progression des malignen Melanoms wurde in dieser Arbeit schon diskutiert
(siehe Kapitel 4.1). Die aktinbindenden Fascine werden in Hauttumoren
exprimiert und sind bei der Zelladhdsion, der Zellbeweglichkeit und der Invasion
von Bedeutung [250]. Im Melanom interagiert Fascin mit dem Neurotrophin-
Rezeptor p75" " und sorgt so fiir eine Verknipfung von p75"'" mit dem
Aktinzytoskelett. Diese durch Fascin verursachte Interaktion ist an der Migration
von Melanomzellen beteiligt [251]. In urogenitalen Krebs wird eine verstarkie
Expression von FSCN1 mit einer erhdéhten Invasivitat in Verbindung gebracht
[249]. Die Aktivitat von Fascine kann durch Expression des Tumorsuppressors
BRMS1 (breast cancer metastasis suppressor 1) inhibiert werden, wodurch die
Zellmotilitdt und die Metastasierung unterdriickt wird [252]. Von dem CtBP1-
Zielgen TMED4 ist die genaue Funktion noch nicht geklart ist, wobei im invasiven
Adenokarzinom eine Induktion der Expression von TMEDA4 festgestellt worden ist
[253].

Insgesamt deuten die zur Verfigung stehenden Daten auf eine funktionelle Rolle
der CtBP1-regulierten Gene bei Migrations- und Invasionsprozessen hin. Es
scheint daher, dass der Verlust der Ko-Repressorfunktion von CtBP1 ein
kritisches Ereignis bei der Pathogenese des malignen Melanoms sein kdnnte.

Dabei stellt die fehlende Repressorfunktion von CtBP1splice auf die Expression
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von MIA ein wichtiges Ereignis dar. In Zukunft wére es hoch interessant, diese

Untersuchungen auszuweiten und in vivo Analysen durchzufihren.

4.3 Regulation der Aktivitat von HIF-1a im malignen Melanom

Im Rahmen des CtBP-Projektes wurde festgestellt, dass die Aktivitat von CtBP1
und anderen Transkriptionsfaktoren auch Uber hypoxische Bedingungen reguliert
werden kann. Bei den Effekten, die durch Hypoxie ausgeldst werden, spielt der
Transkriptionsfaktor HIF-1a eine entscheidende Rolle. HIF-1o wurde urspringlich
als Transkriptionsfaktor beschrieben, der als Antwort auf Sauerstoffmangel far
eine verbesserte Sauerstoffversorgung sorgt und unter Normoxie dagegen wieder
abgebaut wird. Inzwischen wurde allerdings in vielen Studien beschrieben, dass
das Protein HIF-1a durch Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone auch bei
normalen Sauerstoffoedingungen aktiviert werden kann [145, 188-190, 254].
Unsere Untersuchungen zeigten unter nicht-hypoxischen Bedingungen in
Melanomzelllinien eine hohe Aktivitat und Stabilitdt des Proteins HIF-1a. Diese
Aktivitdt konnte in Zelllinien aus anderen Geweben oder Tumoren nicht
festgestellt werden, was auf ein melanomspezifisches Phanomen hinweist. Da
eine Beteiligung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) an der Regulation von
HIF inzwischen mehrfach nachgewiesen wurde und ROS sowie HIF-1a eine
Bedeutung bei der Melanomentwicklung zu haben scheinen, haben wir einen
maoglichen Zusammenhang untersucht [Reviews 165, 187, 255].

In unseren Untersuchungen konnten wir im Melanom ebenfalls eine Beteiligung
der ROS an der HIF-1a Aktivitat feststellen. Wir konnten durch die Behandlung
von Melanomzellen mit Radikalfangern sowohl eine verminderte Aktivitat als auch
eine verringerte Proteinexpression von HIF-1a nachweisen. Eine Induktion der
ROS zeigte eine Steigerung der Aktivitat und Proteinstabilitdt von HIF-1o.
Aufgrund einiger Faktoren, beispielsweise einer erhéhten Exposition mit UV-
Strahlung sowie der Produktion von Melanin, kommt es im malignen Melanom zu
einer erhéhten Bildung von ROS. UV-Licht kann zum einen Uber eine Induktion
der Tyrosinase die Synthese von Melanin, das als Hauptquelle der ROS im
Melanom dient, anregen. Das Melanin liegt normalerweise im antioxidativen
Zustand vor und kann so die Haut vor den geféhrlichen UV-Strahlen schiitzen.
Zum anderen kann aber das Melanin durch eine stark erhéhte Exposition mit UV-
Strahlung direkt beeinflusst werden, indem das UV-Licht Melanin in einen
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proxidativen Zustand versetzt und so fir die Produktion von ROS sorgt. Diese
erhdhte UV-Exposition kann somit den Gehalt an schéadlichen ROS in
Melanozyten férdern und ist dadurch schon an der frihen Tumorentwicklung
beteiligt. Die ROS kénnen die Transformation von Melanozyten initiieren, sie sind
aber auch spéater in der Melanomentwicklung an der Progression von
Melanomzellen beteiligt [Review 165]. Melanomzellen besitzen zusatzlich noch
ein verandertes Antioxidantensystem, sodass sie schlechter vor den schadlichen
ROS geschiitzt sind als andere Zelltypen [Review 165]. Der hohe intrazellulare
Anteil der ROS kénnte im Melanom flr die hohe Aktivitat von HIF-1a und damit
flr eine erhdhte Proliferation sowie ein verbessertes Uberleben der
Melanomzellen sorgen.

Eine Aktivierung von HIF-1a durch die ROS kann Uber eine Regulation der
Prolylhydroxylasen (PHDs) geschehen, wobei die PHD2 der Hauptregulator der
Proteinstabilitat von HIF-a ist. Wenn die PHDs inaktiviert werden, kann HIF-1a
nicht mehr abgebaut werden und es hauft sich infolge dessen in der Zelle an
[256]. Es werden mehrere mogliche Mechanismen diskutiert, wie mitochondriale
ROS die Aktivitat der PHD2 regulieren kénnen. Einerseits kdénnen ROS
Signaltransduktionskaskaden auslésen, die in posttranslationalen Modifikationen
der PHD2 resultieren oder sie kdnnen vielleicht tber Strukturveranderungen der
Disulfidbrickenbindungen der PHD2 ihre Aktivitdt inhibieren. Eine weitere
Erklarung wiirde die Oxidation von Fe®* liefern, wodurch die PHDs inaktiviert
wirden [Review 166]. Dagegen wurde auch eine negative Regulation
beschrieben, in der HIF-1a die PHDs induziert und somit die eigene
Akkumulation von HIF-1a unter einer lang andauernden Hypoxie limitiert. Diese
Feedback-Schleife ermdglicht bei einer Sauerstoffzufuhr eine Limitierung und
Feinregulierung der Aktivitat von HIF-1a [257].

Da in Studien neben einer Regulation der Proteinstabilitdt auch eine
transkriptionelle Regulation von HIF-1o gezeigt worden ist, haben wir eine
Beteiligung des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors NFxB an dieser
Signalkaskade untersucht. Es wurde bereits nachgewiesen, dass ROS die
Aktivitat von NFxB konstitutiv erh6hen kdnnen [258]. NFkB kann unter Normoxie
durch Bindung an den HIF-1o Promotor die Aktivitat von HIF-1a als
transkriptioneller Regulator induzieren [193]. Da im Melanom neben einem hohen

ROS-Level auch eine hohe Aktivitdt von NF«xB, die die Melanomprogression
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férdert, vorliegt [204, 259], haben wir vermutet, dass im Melanom eine &hnliche
Signalkaskade flir die hohe HIF-1o Aktivitat verantwortlich ist. In unseren
Untersuchungen konnten wir durch Uberexpression von stabilen kB, das die
Aktivitdt von NFxB hemmt, eine deutliche Reduktion HIF Aktivitat feststellen.
AuBerdem konnte die Aktivitdt von HIF durch Kotransfektion von NFxB-
Untereinheiten weiter gesteigert werden. Durch weitere Versuche mit
Radikalfangern konnte zudem die Aktivitdt von NFxB inhibiert werden, was auf

eine Induktion von NFxB Uber die reaktiven Sauerstoffspezies hinweist.
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Abbildung 4-3: Modell der Aktivierung von HIF-1a im Melanom

Im Melanom liegt ein hoher Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) vor. Uber
Radikalfanger wie POBN und Histidin kann die Aktivitdt der ROS inhibiert werden. Die
ROS kdnnen den Transkriptionsfaktor NFxB induzieren, der in den Zellkern transloziert
und an den Promotor von HIF-1a bindet. Dadurch wird die mRNA und schlieBlich das
Protein von HIF-1a synthetisiert. Das Protein HIF-1a gelangt wieder in den Zellkern und
bindet gemeinsam mit HIF-1B an den Promotor der Zielgene. Es werden Zielgene
aktiviert, die die Entwicklung des Melanoms férdern kénnen.
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Diese Daten deuten darauf hin, dass NFxB die mRNA-Synthese von HIF-1a
unter Normoxie aktiviert, wobei die ROS als Signalinduktoren dienen (Abb. 4-3).
Damit wurde im Melanom mit NF«xB als transkriptionellen Regulator eine &hnliche
Signalkaskade zur Aktivierung von HIF-1o unter normalen
Sauerstoffbedingungen gezeigt, wie sie schon in anderen Zelltypen
nachgewiesen worden ist [193].

Es wurde in neueren Studien gezeigt, dass NFxB auch an der Regulation des
Proteins HIF-1a beteiligt ist, ohne dabei die mRNA von HIF-1a zu beeinflussen.
Uber den Tumornekrosefaktor oo (TNF-a) wird das Protein HIF-1a. trotz einer
intakten pVHL-HIF-1a Interaktion nicht ubiquitiniert. Fir diese Akkumulation von
HIF-1o Uber TNF-a ist NFxB erforderlich und erfolgt vermutlich durch einen
unbekannten Mechanismus, der anders als der hypoxieabhangige Mechanismus
ablauft [260, 261]. Folglich kénnte die transkriptionelle Regulation von HIF-1a
durch die ROS und NFxB gemeinsam mit der Translation und Stabilisierung von
HIF-1o agieren. Vor kurzem ist in einer Studie festgestellt worden, dass das
Melanoma Antigen-11 (MAGE-11) die PHD2 sowohl unter hypoxischen als auch
unter normoxischen Bedingungen hemmen und dadurch HIF-1a stabilisieren
kann [262]. Wir haben in ersten Versuchen eine hohe Expression von MAGE-11,
das nicht ubiquitar exprimiert wird, im Melanom im Vergleich zu Melanozyten
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Daher ware es denkbar, dass im Melanom
zusétzlich die Proteinstabilitat reguliert wird und so fir die hohe und spezifische
Aktivitat von HIF-1a sorgt. Diese translationelle Regulation von HIF-1o misste in
weiteren Experimenten geklart werden.

Es wurde von mehreren Kinasen wie der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K),
und den MAP-Kinasen gezeigt, dass sie HIF-1a beeinflussen kénnen. In Zukunft
kénnte noch eine Beteiligung des PISK und MAPK-Signalwegs an der Regulation
von HIF-1a im Melanom untersucht werden, wie sie schon in anderen Geweben
gezeigt worden ist [119, 120, 190, 263, 264]. Eine Beteiligung von AKT bei der
Transformation der Melanozyten Uber den HIF-Signalweg wurde bereits
nachgewiesen [162]. So reguliert Akt Gber NFxB die Expression von Notch1 und
férdert so das Wachstum des Melanoms [163].

Bei der Haut handelt es sich aufgrund der Entfernung zu den Blutadern um ein

leicht-hypoxisches Gewebe. Diese hypoxischen Bedingungen fordern tber eine

91



4 Diskussion

steigende Expression von HIF-1o und dessen Zielgene die Entwicklung des
Melanoms [Review 187]. Die hohe Aktivitdt von HIF-1o unter normoxischen
Bedingungen, die wir in unseren Untersuchungen entdeckt haben, kdnnte fir die
weitere Metastasierung des Melanoms von hoher Bedeutung sein. So ware in
den Melanommetastasen HIF-1a trotz der nicht-hypoxischen Bedingungen im
Blut weiter aktiv. Dadurch kénnte die Metastasierung von Melanomzellen im
Vergleich zu anderen Zelltypen, in denen HIF-1a nicht mehr aktiv ist, weiter
geférdert werden. Uber HIF-1oc werden Gene wie MMP2, AMF und c-Met
aktiviert, die die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen férdern kdénnen
[Review 114]. Uber Zielgene wie VEGF kann die Angiogenese und somit die
Versorgung der Tumorzellen sichergestellt werden [114, 265]. Ebenso wurde
Uber HIF-1a eine Aktivierung des ABC-Transporters MDR1 festgestellt, die zu
einer erhdhten Resistenz von Tumorzellen gegeniiber Chemotherapeutika fiihrt
[114, 266]. Uber diese Faktoren kénnte die erhdhte Aktivitdt von HIF-1a ein
weiterer Grund dafilir sein, dass das maligne Melanom zu den geféhrlichsten
Tumorarten gehort.

Zusammenfassend konnten wir in unseren Untersuchungen im Melanom eine
erhdhte  Aktivitdit des  Transkriptionsfaktors HIF-1a  unter normalen
Sauerstoffbedingungen feststellen, die auf den hohen Gehalt an ROS und die
hohe Aktivitdt von NFxB zurlckzufihren ist. NFxB kann dabei als
transkriptioneller Regulator von HIF-1a agieren. Durch die hohe Aktivitat von HIF-
1o kann das Uberleben der Melanomzellen und die Tumorprogression geférdert
werden. Diese Eigenschaften tragen womdglich zu der hohen Resistenz
gegenlber Therapieansatzen und der Gefahrlichkeit des malignen Melanoms bei.
Damit wurde eine neue Rolle von HIF-1a in der Pathogenese des Melanoms

festgestellt, die unabhangig von der Verfligbarkeit von Sauerstoff ist.
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Thermus aquaticus
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Borat-EDTA
N, N, N., N.-Tetramethylethylendiamin

Unit
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6 Abklrzungsverzeichnis

uv Ultraviolett

Vv Volt

v/v Volumenverhaltnis

VEGF vascular endothelial growth factor
VHL von Hippel-Lindau-Faktor

w/v Masse pro Volumen
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