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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Hautkrebs ist eine der am weitesten verbreiteten Krebsformen. Seine Neigung zur
Metastasierung ist flir die Agressivitit des Tumors verantwortlich und fiihrt schlieBlich zum
Tod der betroffenen Patienten. Das Protein MIA (Melanoma Inhibitory Activity) wird nur von
Melanomzellen, nicht jedoch von Melanozyten synthetisiert und sezerniert und ist mit dem
Metastasierungsverhalten von Melanomzellen assoziiert.

In dieser Studie wurde die Rolle und Funktion von MIA auf die Entstehung von malignen
Melanomen untersucht. Hierzu wurden Melanomzellen generiert, die aufgrund stabiler
antisense-cDNA-Transfektion das Protein MIA nicht mehr exprimieren. Diese MIA-
defizienten Melanomzellen wurden dann mit Hilfe von cDNA- und Antikérper-Arrays sowie
mittels Powerblot-Analyse auf Unterschiede in der Gen- und Protein-Expression im Vergleich
zu MIA-positiven Melanomzellen untersucht. Unterschiede in der Expression der zwei
Zelllinien wurden anschlieend durch PCR- beziehungsweise Western Blot-Analyse bestitigt.
Vor allem Gene und Proteine, die direkt oder indirekt mit der Matrixdegradation (tPA, MT1-
MMP), dem Ubergang vom ,radial growth phase“-Melanom zum ,,vertical growth-phase-
Melanom (Integrin beta3), oder der Proliferation assoziiert sind (Fibronektin) und fiir die
Tumorentstehung und -progression eine wichtige Rolle spielen, wurden in MIA-positiven
Zellen verstarkt exprimiert.

MIA-positive Melanomzellen unterschieden sich auch deutlich in der Morphologie von MIA-
negativen Zellklonen. So waren MIA-positive Melanomzellen sehr grol3, besaflen oft mehrere
Nuklei und zeigten nicht die dendritischen Ausldaufer wie MIA-defiziente Zellen. MIA-
defiziente Zellklone waren im Gegensatz zu MIA-positiven Melanomzellen stark pigmentiert.
All diese Unterschiede deuten darauf hin, dass der Verlust von MIA eine Riickbildung von
Melanom-typischen morphologischen Charakteristika hin zur normalen
Melanozytenmorphologie bewirkt. Auf molekularer Ebene wurde deutlich, dass MIA-positive
Zellen keine pigmentierungs-relevanten Gene wie Tyrosinase und Trp-1 exprimieren und
deren transkriptioneller Aktivator MITF auf Protein-Ebene reduziert vorlag. Untersuchungen
zur Regulation des Trankriptionsfaktors MITF und der Pigmentierungs-relevanten Gene Trp-1
und Tyrosinase ergaben, dass MITF zum Teil {iber den MAP-Kinase-Weg reguliert wird, aber
auch andere Faktoren auf die Stabilitdt von MITF Einfluss nehmen.

Neben MITF beeinflussen noch andere Faktoren die Induktion der Transkription von Trp-1
und Tyrosinase. Daher wurden weitere Kandidaten untersucht, welche die Transkription von

Trp-1 und Tyrosinase in MIA-abhingiger Form regulieren konnten. Ein solcher Kandidat war
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Tbx-2, ein transkriptioneller Repressor von Trp-1, der in MIA-positiven Melanomzellen
exprimiert wurde, aber den Ergebnissen dieser Arbeit nach nicht allein fiir die Reprimierung
der Trp-1-Transkription verantwortlich war. Selbst PAX3, ein transkriptioneller Aktivator des
Trp-1 Promotors, der nur in MIA-defizienten Zellen exprimiert wird, induziert nicht die Trp-1
Transkription nach Transfektion in MIA-positive Melanomzellen. Weitere Kandidaten, wie
der Transkriptionsfaktor Brn-2 aus der Familie der Pou-Dominen-Transkriptionsfaktoren, der
in MIA-positiven Zellen exprimiert wird, werden derzeit noch auf eine mogliche Funktion in
der Regulation der Pigmentierungs-relevanten Gene getestet.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass der spezifische Funktionsverlust von MIA
zum einen zu einer morphologischen Riickbildung von melanom-typischen morphologischen
Merkmalen fiihrt, wobei der genaue molekulare Mechanismus dieses Effekts noch zu klédren
ist. Zum anderen zeigen MIA-defiziente Melanomzellen eine verminderte Expression von
Genen und Proteinen, die an der Entstehung von malignen Melanomen beteiligt sind. Diese
Ergebnisse untermauern die essentielle Rolle von MIA bei der Entstehung des malignen
Melanoms. Die weitere Studie der molekularen Wirkungsweise von MIA konnte mal3geblich

zum besseren Verstdndnis dieser Krankheit beitragen.
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2 Einleitung

2.1 Die Melanozytenentwicklung

Neueren Beobachtungen zufolge wird die Melanomentstehung unter anderem als
Fehlregulation von Transkriptionsfaktoren und Signalwegen betrachtet, die zu einem Grofteil
in der Melanozytenentwicklung eine wesentliche Rolle spielen (Goding, 2000; Herlyn et al.,
2000). Melanozyten der Haut und der Haarfollikel, des Ohrs und der Aderhaut des Auges,
aber auch Neuronal- und Gliazellen des peripheren Nervensystems, sowie Knochen- und
Knorpelzellen des Kopfskeletts stammen von pluripotenten Zellen der Neuralleiste ab (Hou et
al., 2000; Vance and Goding, 2004). Abbildung 1 zeigt schematisch die Migration der

Neuralleistenzellen und ihre Bestimmung in den verschiedenen Geweben.
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Abbildung 1: Entwicklung verschiedener Zelltypen wie Melanozyten, Knochen-und Knorpelzellen,
Neuronen, und Bindegewebszellen aus der Neuralleiste (modifiziert nach (Knecht and Bronner-Fraser,

2002).

Die Differenzierung der Neuralleistenzellen zu Melanozyten oder Neuronen beziehungsweise

Gliazellen hingt sowohl vom Zeitpunkt der Zellwanderung als auch vom Migrationsweg ab.
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Die Vorldufer der Melanozyten, die so genannten Melanoblasten, folgen einem
Migrationsweg zwischen dem Oberflichenektoderm und dem Dermomyotom hindurch ins
subektodermale Mesenchym (Dupin and Le Douarin, 2003).

Melanoblasten sind unpigmentiert und differenzieren im Menschen erst nach ihrer
Wanderung in die Haut zu pigmentbildenden Melanozyten (Dupin and Le Douarin, 2003).
Die menschlichen Melanozyten der Haut liegen in der Basalzellschicht und treten mit den
Keratinozyten der Epidermis im Verhéltnis 1:5 in Kontakt (Hsu et al., 2002). In Abbildung 2
ist der Aufbau der Haut schematisch dargestellt.

Harnschicht

Epidermi=
Keratinozyten
Basalschicht
Basal membran
- . .'.".-,_ = Melanozyt
i T I e e |
Dermis - e \
—— T, = Bl ut-fLymphgefaie
== —&@‘ e = S
B 1 _1..- = e e Fibroblasten

Abbildung 2: Aufbau der Haut mit Epidermis, Basalmembran und Dermis (modifiziert nach (Herlyn and
Shih, 1994).

Die Keratinozyten kontrollieren die Proliferation und das Wachstum der Melanozyten, die
Hauptaufgabe der Melanozyten besteht in der Versorgung der Keratinozyten mit
Melanosomen und dem darin enthaltenen Pigment Melanin. Dieses schiitzt die DNA der
Keratinozyten vor schidlichem UV-Licht und den damit verbundenen DNA-Strangbriichen
(Hsu et al., 2002). Melanin wird in den Melanosomen der Melanozyten synthetisiert. Die
Melanosomen werden dann iiber bisher ungeklarte Wege an die Keratinozyten abgegeben.

Das Schicksal der Zellen aus der Neuralleiste, ihr Uberleben, ihre Bestimmung und ihre
Migration hidngen von einer Reihe von Signalwegen und Transkriptionsfaktoren ab (Hou et
al., 2000). Signalwege, wichtig fiir die Entwicklung der Melanozyten, sind unter anderem der
Wnt/B-catenin Signalweg (Dorsky et al., 2000; Ikeya et al., 1997), der MAP-Kinase-Weg mit
dem Tyrosinkinaserezeptor cKit und seinem Ligand SCF (Cable et al., 1995; Chabot et al.,
1988; Copeland et al., 1990; Geissler et al., 1988; Wehrle-Haller and Weston, 1995) und der
cAMP-Signalweg (Busca and Ballotti, 2000). Zu den fiir die Melanozytenentwicklung
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wichtigen Transkriptionsfaktoren gehdren unter anderem MITF (microphthalmia associated
transcription factor), ein Transkriptionsfaktor der helix-loop-helix-zipper-
Transkriptionsfaktor-Familie (Hodgkinson et al., 1993), PAX3 (Paired Box Gene3) (Potterf et
al., 2000; Watanabe et al., 1998) und Sox10 (Sry-Box 10) (Pingault et al., 1998; Potterf et al.,
20). Im Weiteren werden die wichtigsten Signalwege detaillierter beschrieben. Auch wird auf
die Rolle verschiedener Transkriptionsfaktoren in der Melanozytenentwicklung genauer

eingegangen.

2.1.1 Signalwege in der Melanozytenentwicklung

2.1.1.1 Wnt/3-catenin-Signalweg

Der Wnt/B-catenin Signalweg ist maB3geblich an der Differenzierung der Neuralleistenzellen
zu Melanozyten beteiligt. Dies geschieht durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors MITF
wihrend der Melanozytenentwicklung (Dorsky et al., 1998): die Bindung des Wnt3a-Proteins
an seinen Rezeptor fiihrt zum Funktionsverlust von Glykogen-Synthase-Kinase beta3
(GSK3p) und als Folge zur Stabilisierung cytoplasmatischen B-catenins. Dieses wandert in
den Zellkern und ermoglicht durch Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren LEF1/TCF die
Bindung des Komplexes an die LEF1/TCF Bindungsstelle im Promotorbereich von MITF und
somit dessen Transkription (Cadigan, 2002; Dorsky et al., 2000).

Allerdings scheint GSK3B auch eine wesentliche Rolle in der Regulation von MITF-
vermittelter Transaktivierung zu spielen. Takeda und Kollegen konnten zeigen, dass die
Phosphorylierung von Ser298 durch GSK38 die DNA-Bindung von MITF an den Tyrosinase-
Promotor verbessert (Takeda et al., 2000). Unklar ist bisher allerdings, welche Signalwege,
auBer dem Wnt/B-catenin-Signalweg an der Regulation von GSK38 beteiligt sind oder ob die
Phosphorylierung von MITF auch durch andere Kinasen geschieht (Steingrimsson et al.,

2004).

2.1.1.2 Alpha MSH und der cAMP-Signalweg

Zu den weiteren Faktoren und Signalwegen, die fiir die Promotor-Regulation von MITF
wichtig sind, gehoren das alpha-MSH (alpha-Melanocyte-stimulating hormone) und der
cAMP-Signalweg (Busca and Ballotti, 2000). Alpha-MSH bindet und aktiviert den
Melanocortin-Rezeptor MC1R, ein Mitglied der trimeren G-Protein-assozierten Rezeptor-

Familie. Die Aktivierung des Rezeptors fiihrt {iber das alphaS gekoppelte G-Protein und die

5
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Adenylyl-Zyklase zur vermehrten Synthese von intrazellulirem cAMP. Dessen Bindung an
die Proteinkinase A bewirkt schlielich die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB (cAMP responsive element binding). Phosphoryliertes CREB bindet das CRE-Element
im MITF-M Promotor und aktiviert dessen Genexpression. Die Melanozyten-spezifische
Expression von MITF wird durch ein Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren erreicht.
Die Aktivierung des MITF-M Promotors durch den Transkriptionsfaktor CREB hidngt zum
Beispiel von der Bindung des HMG Box Proteins Sox10 an die Sox-Bindestelle im MITF-M
Promotor ab (Steingrimsson et al., 2004). cAMP scheint aber nicht nur {iber CREB die
Aktivierung des MITF-M Promotors zu regulieren: auch der MAP-Kinase-Weg und der
PI3K-Signalweg werden durch cAMP angeschaltet und regulieren die Aktivitit von MITF
(Steingrimsson et al., 2004).

2.1.1.3 cKit- und der MAP-Kinase-Signalweg

Beobachtungen zufolge spielt auch der cKit-Signalweg an der Regulation des MITF-
Promotors eine Rolle (Hemesath et al., 1998). Allerdings scheint cKit nicht unbedingt an der
frithen Entwicklung von Melanozyten und damit der frithen Expression von MITF beteiligt zu
sein (Hou et al., 2000). Der cKit- Signalweg beinhaltet die Rezeptor-Tyrosinkinase Kit, deren
Autophosphorylierung und die Aktivierung verschiedener Substrate wie die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase Erk-2 und die Serin-Threonin-Kinase p90Rsk. Die Kaskade endet in
der Phosphorylierung von MITF an Ser73 durch Erk-2 und Ser409 durch p90Rsk (Hemesath
et al., 1998). Die Phosphorylierung von Ser73 verstirkt das Transaktivierungspotential von
MITF durch Rekrutierung des Coaktivators p300/CBP an die Phosphorylierungsstelle (Price
et al., 1998). Die Bindung eines Kit-Liganden an seinen Rezeptor kann aber auch zur
Ubiquitinylierung und anschlieBenden Proteasom-abhéngigen Degradation von MITF fiihren

(Xu et al., 2000).

2.1.2 Transkriptionsfaktoren in der Melanozytenentwicklung

2.1.2.1 Der Transkriptionsfaktor MITF: Aufbau, Funktion, Expression

MITF, dem Microphthalmia-associated-transcription-factor, wird, wie schon beschrieben,
eine zentrale Rolle in der Entwicklung von Melanozyten zugeordnet (Lister et al., 2001;
Planque et al., 1999; Tachibana et al., 1996). AuBBerdem ist MITF an der gewebsspezifischen

Expression von Genen wie Trp-1, ,, Tyrosinase-related proteinl®, Tyrosinase und Tbx2, ,,T-

6
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Box factor 2, beteiligt, die sowohl bei der Melanozytenentwicklung als auch bei der
Pigmentierung der Melanozyten eine wichtige Rolle spielen. Die MITF-spezifischen
Eigenschaften, der molekulare Aufbau und die Regulation der Aktivitit von MITF werden
hier ausfiihrlich behandelt.

MITF ist ein Mitglied der Myc-Superfamilie, die den basic-helix-loop-helix (bHLH)-Zipper-
Transkriptionsfaktoren angehort (Hodgkinson et al., 1993; Hughes et al., 1993). Es liegt beim
Menschen auf Chromosom 3p12.3-14.1 und umfasst neun hochkonservierte Exone (Shibahara
et al., 2001). Die Proteine zeichnen sich durch eine DNA-bindende Domine, eine HLH- und
eine Leucin- Zipper-Doméne aus, welche der Homo-/Heterodimerisierung dienen. Andere
funktionelle Dominen von MITF umfassen Ubiquitinylierungs- und
Phosphorylierungsdoménen fiir posttranskriptionelle Modifikationen und vier verschiedene
Transaktivierungsdominen (Mansky et al., 2002; Saito et al., 2003; Sato et al., 1997). Die
Bindung von MITF an DNA {iber seine DNA-bindende Domine erfolgt an der M- und der E-
Box im Promotorbereich von Zielgenen. Die E-Box umfasst die Nukleotidsequenz CANNTG;
die Bindung von Melanozyten-spezifischen Transkriptionsfaktoren erfordert zusétzlich am 5°-
Ende der E-Box ein T oder am 3’ Ende ein A (Aksan and Goding, 1998; Takemoto et al.,
2002).

2.1.2.1.1 Isoformen von MITF

Bekannt sind bisher mindestens 6 Isoformen, MITF-A, -B, -C, -D, -H, und -M. Diese
unterscheiden sich in ihrem Amino-Ende, werden von unterschiedlichen Promotoren reguliert
und zum Teil. gewebespezifisch exprimiert: MITF-M wird hauptsidchlich in Melanozyten der
Neuralleiste und in Melanomzellen gefunden (Tachibana, 2000) und ist fiir die
Melanozytenentwicklung des Auges und der Haut verantwortlich. MITF-A wird in
kultivierten Zellen gefunden, wie zum Beispiel den Retinal Pigment Epithelium Zellen (RPE).
MITF-H wird im Herz exprimiert. Auch MITF-C wird fast iiberall detektiert, nur nicht in

Melanozyten. Abbildung 3 zeigt die verschiedenen Isoformen von MITF.
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MITF-A
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MITF-C
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Isoformen von MITF. Alle Isoformen unterscheiden sich in

ihrem N-Terminus, gleichen sich aber in ihrem Carboxy-Ende. Zu sehen sind: AE: transkriptionelle
Aktivierungs-domine; Ser: Serin-reiche Region, bBHLH-LZ: Helix-Loop-Helix Leucin-Zipper (Shibahara et
al.. 2001).

2.1.2.1.2 Regulation von MITF

Die Expression von MITF-M in der frilhen Entwicklung von Melanoblasten ist fiir das
Schicksal der melanozytiren Linie essentiell: fehlt funktionsfahiges MITF-M-Protein,
verschwinden die Vorlduferzellen der Melanoblasten und Melanozyten werden nicht gebildet

(Opdecamp et al., 1997). MITF-M wird im Folgenden lediglich als MITF bezeichnet.

2.1.2.1.2.1 Regulation von MITF Uber Transkriptionsfaktoren

Im Verlauf der Entwicklung wird die Expression von MITF stark durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren (Sox10, PAX3, CREB, LEF1) reguliert. Diese Faktoren spielen alle
eine wesentliche Rolle in der Entwicklung der Melanozyten (Widlund and Fisher, 2003) und
werden schon frith in der Melanozytenentwicklung exprimiert. Mutationen in den Faktoren
PAX3, Sox10 und MITF fithren zu verschiedenen Typen des Waardenburg-Syndroms
(Pingault et al., 1998; Read and Newton, 1997) und damit zum Verlust von Melanoblasten
und den damit einhergehenden Pigmentierungs- und Hordefekten. (Goding, 2000).

2.1.2.1.2.2 Regulation von MITF Uber verschiedene Signalwege

Verschiedene Signalwege sind an der Regulation von Expression und Aktivitit des
Transkriptionsfaktors MITF beteiligt: der MAP-Kinase-Weg wie auch der Wnt/B-catenin
Signalweg (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematisch dargestellt sind die unterschiedlichen Signalwege, die die Aktivitdt von MITF
regulieren (Shibahara et al., 2001).

2.1.2.2 PAXS, Sox10 und Brn-2 in der Melanozytenentwicklung

Auch durch das Melanocortinpeptid MSH, den MC1-Rezeptor und den Transkriptionsfaktor
CREB kann die Transkription von MITF induziert werden (zu den Signalwegen siche Kapitel
1.1.3.1.). Abbildung 5 zeigt schematisch die verschiedenen Signalwege, die die Expression
und die Aktivitdt von MITF regulieren.

PAX3 und Sox10 wurden bereits als wichtige Induktoren der Transkription des
Transkriptionsfaktors MITF beschrieben (siehe Kapitel 1.1.3.2.1.3.1). PAX3 (Paired Box-3),
ein Homeodomédn-Transkriptionsfaktor, ~wird schon im Neuralrohr vor der
Neuralleistenbildung  exprimiert (Tassabehji et al., 1992) wund st in der
Melanozytenentwicklung von grofler Bedeutung. Zudem ist PAX3 an der Transkription von
Trp-1 beteiligt. Sox10, ein Mitglied der HMG-Familie, ist in den friih-auswandernden
Neuralleistenzellen zu finden und fiir das Uberleben der undifferenzierten Zellen aus der
Neuralleiste verantwortlich (Herbarth et al., 1998; Pusch et al., 1998; Southard-Smith et al.,
1998). Sox10 kann an verschiedene Bindestellen im Promotorbereich von MITF-M binden
und bei diesem die Transkription induzieren (Bondurand et al., 2000; Lee et al., 2000; Potterf
et al., 2000). Auch ist Sox10 an der Induktion der Trankription der Dopachrom-Tautomerase
(Dct) beteiligt (Potterf et al., 2001).
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2.1.3 Melanogenese

Die Melanogenese umfasst die Synthese der Pigmente Phaecomelanin (gelb-rotliches Pigment)
und Eumelanin (braun-schwarzes Pigment) in den membrangebundenen Melanosomen der
Melanozyten, die Verteilung der Melanosomen in die Dendriten der Melanozyten und den
daran anschlieBenden Transfer der Melanosomen zu den benachbarten Keratinozyten
wahrscheinlich mittels Exozytose (Hearing, 1999; Virador et al., 2002).

Die Vorldaufer der Melanosomen, die Primelanosomen, stammen von Organellen des
Endozytosewegs ab (Raposo and Marks, 2002). Die Entwicklung der Primelanosomen zu
reifen Melanosomen kann aufgrund ihrer morphologischen Eigenschaften in die Stadien I-IV
unterteilt werden. Primelanosomen I sind nicht pigmentiert und &hneln in ihrem Aussehen
frithen multivesikuldren Endosomen. Die Form der Prdmelanosomen II gleicht einer Ellipse,
das Innere wird von intralumenalen Stringen durchzogen, an denen in spéteren Stadien
Melanin polymerisiert und gelagert wird (Raposo and Marks, 2002).

Fir die Entwicklung von Prdmelanosomen zu reifen Melanosomen ist der Transport
spezifischer Enzyme vom Trans-Golgi-Netzwerk in die Prdmelanosomen essentiell (Raposo
and Marks, 2002). Das integrale Membranprotein Pmell7 wird bereits in den frithen
Pramelanosomen angereichert (Lee et al., 1996; Raposo and Marks, 2002), die pigment-
relevanten Gene Trp-1 (Tyrosine-related protein-1), Dct (Dopachrome-Tautomerase) und
Tyrosinase hingegen findet man erst in den spdteren, pigmentierten Stadien (Lee et al., 1996;
Novikoff et al., 1968; Orlow et al., 1993; Raposo et al., 2001). In Abbildung 5 sind die

verschiedenen Stadien der Melanomsomenentwicklung zu sehen.
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Abbildung 5 zeigt die vier Stadien der Melanosomenentwicklung: Die unreifen Stadien I und II, das
Stadium III mit seinen Strdngen, an denen das Melanin anlagert und schlieBlich das Stadium IV, das reife

Melanosom (modifiziert nach (Marks and Seabra, 2001).
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2.1.3.1 Enyzme der Melanogenese

Fiir die Melanogenese wichtige Enzyme zur Umwandlung von Tyrosin zu Melanin sind
Tyrosinase und die Tyrosinase-verwandten Proteine Tyrosinase-related protein-1 (Trp-1) und
Trp-2/Dopachrom-Tautomerase (Dct). Thre Expression ist fast ausschlieflich auf
Pigmentzellen beschrinkt. Das Enzym Tyrosinase besitzt drei verschiedene Funktionen und
ist essentiell fiir die ersten Schritte der Pigmentierung, Trp-2, das tyrosinase-related protein-2,
fungiert als Dopachrom-Tautomerase und ist verantwortlich fiir die Bildung des braunen
Melanins; Trp-1, das tyrosinase-related protein-1, fungiert als DHICA-Oxidase und ist
wichtig flir die Entstehung des schwarzen Melanins.

Die transkriptionelle Regulation der Tyrosinase sowie der Enzyme Trp-1 und Dct findet an
einer definierten und konservierten Sequenz, der M-Box, im Promotorbereich ihrer Gene statt
(Bertolotto et al., 1996; Ganss et al., 1994). Diese Box erkennt der Transkriptionsfator MITF,
bindet an diese als Homodimer beziehungsweise Heterodimer mit TFE3, TFEB oder TFEC
und initiiert dort die Transkription der Pigmentierungs-relevanten Gene (Bentley et al., 1994;
Hemesath et al., 1994; Yasumoto et al., 1994). Der Promotor von Trp-1 kann aber auch iiber
andere Faktoren reguliert werden, da der Promotorbereich von Trp-1 aufler einer M-Box auch
die zwei regulatorischen Elemente MSEu und MSEi besitzt. Beide Elemente werden sowohl
von PAX3 als auch von dem Brachyury-related transcription factor Tbx2 erkannt und
gebunden. PAX3 ist als Aktivator des Trp-1 Promotors bekannt, Tbx2 fungiert als Repressor
der Transkription von Trp-1. Ein weiterer wichtiger Faktor ist Brn-2, ein Transkriptionsfaktor
der Pou-Familie, welcher vor allem in der Entwicklung von Neuronen eine wichtige Rolle
spielt. In Melanomzellen wird Brn-2 verstédrkt exprimiert. Reguliert wird die Expression von
Brn-2 sowohl {iber den MAP-Kinase-Weg (Goodall et al., 2004a) als auch den Wnt/B-catenin-
Signalweg. Brn-2 kann sowohl an PAX3 wie auch an Sox10 binden (Smit et al., 2000) und ist

an der Regulation der Pigmentierungs-relevanten Gene beteiligt (Smit et al., 2000).

2.1.3.2 Auslosende Faktoren flr die Initiierung der Pigmentierung

Hauptausloser der Melanogenese ist die UV-Strahlung: UV-Strahlung induziert die Bildung
des Melanocortin-Peptids alpha-MSH. Dieses bindet an den MC-1 Rezeptor und fordert die
Transkription des Transkriptionsfaktors MITF (siehe auch 2.1.3.1.2). MITF wiederum ist fiir
die Aktivierung der Pigmentierungs-relevanten Gene Tyrosinase und Trp-1 verantwortlich

(siche 1.1.3.1.2). Die Bindung von alpha-MSH an seinen Rezeptor bewirkt eine verstérkte
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Aktivitdit von Tyrosinase und die Bildung des Pigments Eumelanin. Die UV-induzierte

Melanogenese schiitzt die Keratinozyten der Haut vor geféhrlicher Strahlung.

2.2 Das Maligne Melanom

Das maligne Melanom (,,schwarzer Hautkrebs®) ist eine bdsartige Tumorerkrankung, die aus
den Pigment-bildenden Melanozyten der Haut hervorgeht und sich iiberwiegend in der Haut,
aber auch im Auge, den Hirnhéduten und den Schleimhiuten manifestiert. Charakteristisch fiir
das maligne Melanom ist seine Fahigkeit zur Metastasierung in unterschiedliche Organe wie
Lunge, Leber, Haut und Gehirn, was letztendlich zum Tod fiihrt. Es gibt vier verschiedene
Melanomtypen, die sich in ihrer GroBe, Form und Farbe voneinander unterscheiden: In
Abbildung 1 sind die vier verschiedenen Melanomtypen aufgefiihrt: das superfiziell
spreitende Melanom (SSM), das noduldre Melanom (NM), das Lentigo-maligna Melanom
(LMM), das akrolentigindse Melanom (ALM)

._"_ I‘l i
MM; C: NM; D: ALM

e - .

A T

Abbildung 6: Die vier Haupttypen der Melanoms: A: SSM; B: L

(www.hautkrebs.de)

Schiatzungen der WHO (World Health Organization) zufolge kommt es jdhrlich zu ca.
200.000 neuen Melanomerkrankung. Dieser Tumor gehort damit weltweit zu den hdufigsten
Krebserkrankungen (Arzte-Woche, 15. Jg., Nr. 17, 2001). Die Uberlebensrate ist in den
letzten Jahren dank verbesserter Behandlungsmethoden stetig gestiegen (Schaffer et al.,
2004). Heute liegt die 10-Jahres Uberlebensrate bei Tumoren kleiner als Imm Tiefe bei ca.
75-80%, bei Tumoren mit einer GroBe von Imm und grofer bei nur noch 50%
(www.derma.de).

Als auslosende Faktoren gelten vor allem die UV-Exposition, wobei Stiarke und Dauer der
Strahlung sowie das Alter des Patienten eine wichtige Rolle bei der Entstehung des malignen
Melanoms spielen. Auch Erbfaktoren, die Anzahl an Muttermalen und Leberflecken sowie
der Hauttyp werden als Risikofaktoren immer stirker in Betracht gezogen (Tucker and

Goldstein, 2003). Beobachtungen von Spontanremissionen und aggressiven Verldufen bei
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immunsupprimierten Patienten messen immunologischen Faktoren in der Tumorprogression
eine gro3e Bedeutung bei (Kaufmann et al, 1989, Tilgen &Kaufmann 1995).

Dank etlicher Erkennungsmethoden und Klassifikationen wie der ABCDE-Regel kann das
maligne Melanom friihzeitig diagnostiziert und behandelt werden. Hierbei spielen die
Asymmetrie des Aufbaus, die Begrenzung, die Farbe (Color), der Durchmesser und die
Erhabenheit des Pigmentflecks fiir die Diagnose eine wichtige Rolle.

Verschiedene Therapieansitze verlingern derzeit das Uberleben von Melanompatienten, eine
vollkommene Heilung gibt es nicht. Das therapeutische Vorgehen umfasst die chirurgische
Exzision der betroffenen Stelle und die daran anschlieBende adjuvante Therapie. Bei dieser
werden ableitende (,,sentinal*) Lymphknoten entfernt, um so ein Metastasieren des Tumors in
weitere Organe zu verhindern. In seltenen Féllen kann sich die Gabe von Interferon alpha in
bestimmten Tumorstadien positiv auf die Patienten auswirken. Selbst durch die
Strahlentherapie kann man nur bedingt auf das Fortschreiten der Krankheit einwirken.
Weitere TherapiemalBBnahmen umfassen die Immuntherapie und die Chemotherapie. Bei der
Immuntherapie werden Komponenten der korpereigenen Abwehr eingesetzt, um die
entarteten Tumorzellen zu bekdmpfen. Bei der Chemotherapie sollen Tumorzellen mit Hilfe
zytostatischer Medikamente abgetdtet werden. Doch trotz der vielen Therapieansétze gilt das

maligne Melanom als unheilbar.

2.2.1 Melanomentstehung

Die Entwicklung vom Melanozyten zur metastasierenden Melanomzelle wird nach Clark in
fiinf verschiedene Stadien eingeteilt. Als fritheste, hyperplastische Lédsion von Melanozyten
wird der melanozytire Ndvus angesehen. Dieser kann selten spontan ausdifferenzieren
(Schwannsche Differenzierung), manchmal aber auch entarten. Der dysplastische Névus, die
ndchste Stufe der hyperplastischen Lasion, wird als Vorldufer des Hauttumors betrachtet.
(Friedman et al., 1985). Das RGP-Melanom Melanom (radial-growth-phase) bildet die erste
maligne Stufe in der Melanomentstehung (Hsu et al., 2002). Die Zellen breiten sich radial aus
aber verbleiben noch in der Epidermis. Erst in der ndchsten Stufe, dem VGP-Melanom
(vertical-growth-phase), durchdringen die Melanomzellen die Basalmembran und gelangen in
die Dermis und das subkutane Gewebe. Die Metastase schlielich bildet die letzte Stufe der
Tumorprogression: einzelne Zellen haben sich abgesiedelt und in entfernten Geweben einen
zweiten Krankheitsherd gebildet. Abbildung 7 skizziert die verschiedenen Stadien der

Tumorentstehung.
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Abbildung 7: Die verschiedenen Stadien der Tumorentwicklung, angefangen vom Melanoblast, der sich
iiber den unreifen Melanozyt zum reifen Melanozyten entwickelt. Aus den Melanozyten entstehen die Névi,
daraus die dysplastischen Navi. Die erste maligne Stufe ist das RGP-Melanom, daraus entwickelt sich das
VGP-Melanom und dann die Metastase. Inwieweit eine spontane Entartung der Melanozyten zum RGP-

Melanom oder VGP-Melanom mdglich ist, ist noch nicht bekannt (modifiziert nach (Meier et al., 1998).

Die Tumorentwicklung geht mit einer Reihe von Verdnderungen in der Zelle einher. Die Zelle
entzieht sich der lokalen Wachstumskontrolle und Apoptosesignalen, sie verdndert ihr
Motilitdts- (Wanderungs-) und Adhésionsverhalten und entwickelt neue Eigenschaften
hinsichtlich Gewebeabbau (Matrixdegradation) und Immunabwehr. All diese Verdnderungen
sind mit Defekten in der Signaltransduktion, der Zellzykluskontrolle und der Deregulation
von Wachstumsfaktoren verbunden. In den folgenden Kapiteln werden verschiedene Aspekte

der Tumorentstehung hinsichtlich ihrer Genexpression genauer beschrieben.
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2.2.1.1.1 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren konnen auf die Zelle wirken, die die Faktoren selbst synthetisiert hat
(autokrin), oder auf die Zellen der Umgebung (parakrin). Nachfolgend werden einige
Faktoren beschrieben, die im Melanom exprimiert werden, nicht jedoch in Melanozyten, und

die zum Wachstum und Uberleben des Tumors beitragen.

2.2.1.1.1.1 Autokrine Faktoren

Der basic fibroblast growth factor (bFGF) wird fiir das Wachstum von Melanozyten und
Melanomzellen benétigt. Melanozyten konnen diesen Faktor nicht selbst synthetisieren und
sind auf exogenes bFGF angewiesen. Mit zunehmender Malignitit jedoch ist die mRNA von
bFGF in den Melanomzellen nachweisbar, der notwendige Wachstumsfaktor wird von der
Melanomzelle selbst synthetisiert. bFGF ist jedoch nur fiir die Proliferation der Zellen
verantwortlich, es fiihrt jedoch nicht zur Transformation der Zellen (Dotto et al., 1989). bFGF
ist nicht nur ein autokriner Wachstumsfaktor, er ist wahrscheinlich auch fiir die
Tumorentwicklung als Angiogenesefaktor und als Aktivator von verschiedenen Proteasen wie
uPA (Plasminogenaktivator) von wesentlicher Bedeutung (Nesbit et al., 1999).

TGF-a (Transforming growth factor alpha), ein Mitglied aus der Familie der epidermalen
Wachstumsfaktoren (EGF, Epidermal growth factor), bindet und aktiviert wie diese den EGF-
Rezeptor. TGF-a wird von Melanomzellen exprimiert und korreliert mit deren Fahigkeit zur
Metastasierung (Singh et al., 1995). Durch die exogene Gabe von TGF-a wird das Wachstum
von Melanomzellen induziert. In wie weit TGF-o auch parakrine Funktionen aufweist, ist
bisher noch nicht geklart.

Die Proteine der TGF-B Familie sind an der Wachstumsregulation, Wundheilung und
Angiogenese beteiligt. Wihrend der Tumorprogression steigen die Mengen an TGF-f§ und die
Aktivitidt von TGF-B in Melanomzellen durch Autostimulierung des tfgb1-Genes an. (Akhurst
and Derynck, 2001; Derynck et al., 2001). Dabei verliert TGF-f seine Rolle als
Wachstuminhibitor und Apoptose-induzierender Faktor, stattdessen fordert die zunehmende
Synthese von TGF-B die Migration und Invasivitit der Melanomzellen, es ruft Verdnderungen
des Stromas hervor, induziert die Angiogenese und supprimiert das Immunsystem (Wakefield
and Roberts, 2002). Die genaue Rolle von TGF-f als autokriner Wachstumsfaktor ist noch

nicht ausreichend bekannt.
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2.2.1.1.1.2 Parakrine Faktoren

Verschiedene Faktoren dienen nicht vornehmlich dem Wachstum und der Proliferation der
Melanomzellen selbst, sondern der Stimulation und dem Wachstum anderer Zellen. Sie
induzieren so zum Beispiel die Angiogenese. Im Folgenden werden einige wichtige Faktoren
erliutert, die fiir die Melanomentstehung von Bedeutung sind.

IGF-1 (Insulin-like growth factor) und Insulin férdern das Wachstum von Melanomen und
deren Motilitdt. IGF-1 wird von Fibroblasten produziert, abgesondert und induziert so das
Wachstum der Melanomzellen. Der Platelet-derived growth factor PDGF wird nicht von
Melanozyten, aber von Melanomzellen exprimiert. Aufgrund geringer Mengen an PDGF-
Rezeptoren auf Melanomzellen wird davon ausgegangen, dass PDGF keine autokrine
Funktion erfiillt, sondern auf umgebendes Gewebe Einfluss nimmt. PDGF reguliert die
Migration und die Proliferation von Zellen. Aulerdem induziert PDGF die Angiogenese und
ist somit fiir die Versorgung des Melanoms mit Blutgefilen verantwortlich. Zu den
Wachstumsfaktoren, die hauptséchlich parakrine Funktionen haben, gehort das Interleukin
(IL) 1. IL-1 wird von Melanomzellen exprimiert und induziert die Expression von VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule 1) und ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) auf
Endothelzellen. Es fordert so die Interaktion von Melanomzellen und Endothelzellen. Diese
Interaktion induziert die Invasion der Melanomzellen in das umliegende Gewebe. Auch
induziert IL-1 die Expression von TGF-o und IL-6. IL-6 und TGF-a wirken auf

metastasierende Melanomzellen stimulierend (siehe autorkrine Wachstumsfaktoren).

2.2.1.1.2 Zelladhasionsmolekule

Die Zelladhésion spielt eine wichtige Rolle bei der Signaliibertragung von Zelle zu Zelle, der
Adhésion der Zellen an die Extrazelluldre Matrix (EZM) und der Migration von Zellen an den
Endothelien entlang. Die Zelladhdsion ist an der Entstehung von Tumoren wesentlich
beteiligt. Im Folgenden werden einige Adhidsionsmolekiile herausgegriffen und néher

erldutert.

2.2.1.1.2.1 Zell-EZM Interaktionen durch Integrine

Integrine sind Heterodimere. Sie sind aus einer a und einer 3 Untereinheit aufgebaut. Es gibt
mindestens 240 und 98 Untereinheiten. Mit ihrer extrazelluldiren Doméne binden Integrine an

spezifische Komponenten der EZM, wihrend die intrazelluldire Doméne mit Regulatoren des
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Aktinzytoskeletts  verkniipft sind. Des weiteren fungieren Integrine auch als
Rezeptormolekiile und fordern die Proliferation und die Regulation anti-apoptotischer
Signalwege (Hynes, 2002).

Wihrend der Progression von Melanomen werden verschiedene Integrine wie avB3, o231 und
a4f1 stark exprimiert. Die Expression von avp3 korreliert mit dem Ubergang der Zellen von
der ,,radial-growth-phase* (RGP) zur ,,vertical-growth-phase* (VGP) (Van Belle et al., 1999)
und beeinflusst die Invasivitit der Melanomzelle. Die Expression von 041 vermittelt die
Adhésion der Melanomzellen an die Endothelzellen und fordert so die Extravasation der

Melanomzellen aus den Blutgefiaf3en.

2.2.1.1.2.2 CAMs: Zell-Zell-Adhasionsmolekule aus der Familie der Immunglobuline

Zell-Zell-Adhdsionsmolekiile vermitteln die Adhdsion an sich selbst (homophil) und auch an
andere Liganden (heterophil). Sie fungieren so auch als Rezeptoren fiir Integrine und
Molekiile der EZM und fordern und regulieren den Informationsaustausch zwischen den
Zellen, indem sie mit Kinasen und Wachstumsfaktoren interagieren (Meier et al., 2003). Eines
dieser Zell-Zell-Adhisionsmolekiile ist MCAM, auch bekannt unter den Namen MUCIS,
Mel-CAM und CD146. MCAM wird in iiber 80% der Melanome und Metastasen exprimiert,
seine Expression steigt mit zunehmender Tumordicke an (Johnson et al., 1997). Zudem ist die
Expression von MCAM mit dem Tumorwachstum, der Reorganisation des Zytoskeletts und
der Metastasierung von Melanomzellen korreliert (Anfosso et al., 1998). Ein weiteres Tumor-
assoziiertes Molekiil aus der Familie der Zell-Zell-Adhédsionsmolekiile ist ICAM-1. Auch
dieses wird verstéirkt in Melanomzellen exprimiert, seine Expression steigt mit zunehmender
Tumordicke an (Johnson et al., 1989). N-CAM und das L1-Adhédsionsmolekiil sind weitere
Vertreter der CAM-Familie, die verstdrkt in Melanomen exprimiert werden (Pandolfi et al.,

1992).

2.2.1.1.2.3 Cadherine

Cadherine gehoren in die Familie der Transmembran-Glykoproteine. Sie sind an der Ca*'-
abhingigen Zell-Zell-Adhésion beteiligt und bilden den Kontakt zwischen Keratinozyten und
Melanozyten. Keratinozyten kontrollieren iiber E-Cadherin die Proliferation von Melanozyten
(Hsu et al., 2002). Die reduzierte Expression von E-Cadherin im malignen Melanom korreliert
mit ansteigender Agressivitdit und zunehmender Dedifferenzierung der Zellen. Von

Melanomzellen wird E-Cadherin nicht exprimiert: sie entgehen damit der Kontrolle durch die
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Keratinozyten (Hsu et al.,, 1996). Stattdessen wird das Molekiill N-Cadherin von
Melanomzellen exprimiert: N-Cadherin unterstiitzt die Zellmotilitit und fordert die Invasion
und Metastasierung der Melanomzellen. Der Cadherin-Wechsel (,,switch®) von E- zu N-
Cadherin in den Melanomzellen fordert die Interaktion der Melanomzellen mit Zellen des

Stromas wie den Fibroblasten und den Endothelzellen (Peinado et al., 2004).

2.2.1.1.3 Transkriptionsfaktoren

Unzédhlige Proteine sind am Tumorwachstum und an der Tumorentstehung beteiligt. Reguliert
wird die Expression der Gene, die Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose beeinflussen,
tiber eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel AP-1. AP-1 setzt sich
zusammen aus den Faktoren fos und jun. Beide Faktoren werden in metastasierenden
Melanomzellen stirker exprimiert als in Melanozyten. Reguliert wird AP-1 iiber den MAP-
Kinase-Signalweg (Englaro et al., 1995; Yamanishi et al., 1991). Ein weiterer Faktor, der das
Tumorwachstum fordert, ist der Transkriptionsfaktor AP-2. AP-2 ist ein Helix-Turn-Helix-
Protein. Zielgene von AP-2 sind fiir die Differenzierung, Progression, Apoptose und das
Wachstum von Zellen verantwortlich und umfassen zum Beispiel cKIT, E-Cadherin, und Bcl-
2. In Melanomzellen wird AP-2 kaum exprimiert: eine reduzierte AP-2 Expression im
Melanom wird mit steigendem Metastasierungspotential in Zusammenhang gebracht (Huang
et al., 1998). CREB, das cAMP-responsive element binding protein 1 ist ein Leuzin-Zipper
Transkriptionsfaktor. Auch die Expression von CREB wird mit zunehmender Malignitit
korreliert. Der Transkriptionsfaktor Ets-1, ein positiver Regulator von Progressions-
relevanten Genen, zeigt eine starke Expression in Melanomzellen im Vergleich zu

Melanozyten (Keehn et al., 2003).

2.2.2 Das Protein MIA (Melanoma Inhibitory Activity)

Das Protein MIA (Melanoma Inhibitory Activity) ist ein kleines Molekiil von 11 kDa, das von
Melanomzellen, nicht jedoch von Melanozyten produziert und sekretiert wird. Das mia Gen
liegt im humanen Genom auf Chromosom 19q13.32-13.33 (Koehler et al., 1996). Es weist
eine hoch konservierte Exon-Intronstruktur mit 4 Exonen auf; die mRNA hat eine Lénge von
ca. 2kb (Bosserhoff and Buettner, 2002). Eine SH3-Doméne, ein beta-Faltblatt und zwei
Disulfidbriicken bilden die Struktur des Proteins (siche Abbildung 8).
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n-Src loop

distal loop

Abbildung 8: Die Struktur des Proteins MIA (Melanoma Inhibitory Activity) (Stoll et al., 2001).

Reguliert wird die Transkription von MIA iiber den Transkriptionsfaktor HMG-1, der
spezifisch an ein cis-regulatorisches Element im Promotorbereich bindet und der im Melanom
stark exprimiert wird (Poser et al., 2003). Angrenzend an die HMG1-Bindestelle befindet sich
ein Silencer Element, das die Expression von MIA in Melanozyten durch die Bindung des
transkriptionellen Repressor CtBP1 verhindert. Im Melanom kommt es zum Verlust von
CtBP1 — die Transkription von MIA wird somit nicht mehr inhibiert (Poser et al., 2002).
Urspriinglich wurde die Expression von MIA in den Melanomzellen mit der Inhibierung des
Tumorwachstums assoziiert (Blesch et al., 1994). Dieser urspriinglichen Funktion verdankt
das Protein seinen Namen.

In Studien konnte gezeigt werden, dass MIA an der Invasion und Metastasierung von
Melanomzellen beteiligt ist: durch Bindung der SH3-Doméne von MIA an Komponenten der
extrazelluliren Matrix wie Fibronektin und Laminin verhindert es die Anheftung der
Melanomzellen an die EZM. Bosserhoff und Kollegen konnten auBlerdem zeigen, dass die
Menge an MIA Protein im Serum von Patienten als Tumornachweis und Therapiekontrolle

gewertet werden kann. (Bosserhoff et al., 1996).
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2.3 Ziel der Arbeit

Das maligne Melanom gilt aufgrund seines hohen Metastasierungspotentials in andere Organe
als der bosartigste Hauttumor. Therapieansitze erweisen sich héufig als nutzlos, die
Heilungschancen gelten als gering. Viele Fragen beziiglich seiner Entstehung, seiner
Progression und seiner Metastasierung sind derzeit noch offen. Auf der Suche nach Genen
und Proteinen, die an der Tumorentstehung beteiligt sein konnten, konnte das Protein MIA im
Uberstand von Melanomzellen ausgemacht werden. Weitere Daten belegten, dass MIA an der
Invasion und Metastasierung von Melanomzellen beteiligt ist (siche oben). Das Ziel dieser
Arbeit war das Auffinden von Genen, die durch die Expression und Sekretion des Proteins
MIA positiv wie negativ reguliert und beeinflusst werden. Weiter sollten diese Gene auf ihre
Funktion bei der Entstehung des malignen Melanoms untersucht werden. Hier galt es
herauszufinden, welche Prozesse durch die differentiell regulierten Gene an- oder
abgeschaltet werden, in wie weit sie fiir die Prozesse der Tumorentwicklung von Bedeutung
sind oder auf welche Weise sie zur Entartung von Melanozyten und zu Veridnderungen des

Zellverhaltens fuhren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Allgemeine Materialien

BD Discovery Labware Falcon™,
Boston, USA

Behrens, Hamburg

Biochrom AG, Berlin

BioRad, Richmond, USA

Calbiochem San Diego, USA

Cell Signaling Technology, Inc.,
Berverly, MA, USA

Chemicon International, Inc.Temecula,
CA, USA

BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, ME USA

Invitrogen, California, USA

Lab Vision (NeoMarkers) Corporation,
Fremont, CA, USA

MWG Biotech, Martinsried

PAN™ Bijotech GmbH, Aidenbach

Pierce, Miinchen

Promega, Heidelberg

PromoCell, Heidelberg

Einmalartikel fir Zellkultur, Polystyrene Round-
Bottom Tube

Agar

Phenolrot

Immun- Blot™ PVDF Membran

PD98059, UO 126

Anti P44/42 MAP Kinase Antikorper

Anti Phospho-p44/42 MAP Kinase Antikorper
Anti-Integrin alphav beta3 (MAB 1976)

SeaKem® LE agarose

SuperScript™ II RNAse H Reverse Transkriptase,
SeeBlue® Plus2, Ready- Load™ 100 bp DNA
Ladder, pcDNA3 Vektor, pcDNA3.1/ V5-His-
TOPO Vektor, Lipofectamine PLUS™ Reagent,
Lipofectamine™ Reagent, pcR/CMV Vektor
Anti-Microphthalmia Ab-1

Oligonukleotide

DMEM, RPMI, Fotales Kailberserum, Trypsin,
PBS, Penicillin/ Streptomycin

BCA Protein Assay Kit

Dual —Luciferase® Reporter Assay System, pRL-
TK Vektor, LacZ Vektor, pGL-3-Promotor Vektor,
pGL3-basic ~ Vektor, PureYield™  Plasmid
Midiprep System

Melanocyte Growth Medium
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Qiagen, Hilden

Riedel de Haen, Seelze

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Santa Cruz, Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA
Sigma, St. Louis, USA

Sigma Genosys, Cambridge, England
Stratagene, Heidelberg

Transduction Laboratories, Lexington,
England
Whatman International Ltd, Maidstode,
England
Zymed Laboratories Inc, San Francisco,

USA

3.1.2 Gerate

Blotapparaturen:

Whatman Biometra, Géttingen

Gelelektrophoreseapparaturen:

Amersham pharmacia biotech

HiSpeed™ Plasmid Midi Kit, RNeasy® Mini Kit,
QIAquick® Gel Extraction Kit

Ethanol, Methanol

Restriktionsendonukleasen, Taq-Polymerase,
Ethidiumbromid, RNAse A, LightCycler DNA
Master SYBR Green 1, Primer ‘random’
(#1034731), LightCycler Capillaries, SuRE/ Cut
Buffer for Restriktion Enzymes, COMPLETE-
Proteinaseinhibitormix, Nonidet® P40, MIA-
ELISA Kit

Roti® Loadl 4x- Konz., Roti® Load 4x, nicht
denaturierend

Anti-Tyrosinase Antikorper

Acrylamid  40%  Losung, Bromphenolblau,
Trypsin, BSA, TEMED, Monoclonal Anti-B-Actin
Antikorper

Oligonukleotide

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’ Ultracompetent
Cells

Anti- N-Cadherin Antikorper

Anti-E-Cadherin Antikorper

Whatman 3MM Filterpapier, Nucleopore® Track-
Etch Membrane

BCIP/NBT Substrate Kit

Minigel Twin, Fastblot B34

Elektrophoresis Power Supply EPS 301
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BioRad, Miinchen

Heiz- und Kuhlblocke:
Eppendorf, Hamburg

Mikroskope:
Leitz, Wetzlar

Zeiss, Jena

Spannungsgerate:
BioRad, Miinchen

Waagen:

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen:
Eppendorf, Hamburg
Hereaeus, Hanau
Kisker, Steinfurt

Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Gerate:
Bachofer, Reutlingen
Biihler, Edmund, Tiibingen
Heidolph, Kehlheim

Kendro Laboratories, Hanau

IKA-Labortechnik, Staufen
MJ Research, Waltham, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
Tuttnauer/Systec, Wettenberg
WTW, Weilheim

Wide Mini Sub® Cell GT

Thermomixer 5436, Thermomixer comfort,

Thermomixer compact

Labovert FS, Aristoplan
Axiovert 10, ICM 405

Modell 200/2.0 power supply, Consort E455

R160P, L2200S

Centrifuge 5415C, MiniSpin Plus
Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0
Tischzentrifuge

LC Carousel Centrifuge

UV-Transilluminator IL 350 K, 254 nm

Schiittler SM 25

Magnetrithrer MR 2000, MR 2002, Vortexer
REAX 2000

Herasafe, Sicherheitswerkbank, KS, Zellinkubator
CO2- Auto- Zero

Schiittler IKA-Vibrax VXR

Peltier Thermal Cycler PTC- 200

LightCycler 11

Autoklav 2540 EK

pH-Meter pH522
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3.1.3 Organismen

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’

3.1.4 Séaugerzelllinien

Ultracompetent Escherichia Coli

HMB2 Melanomzelllinie, gewonnen aus einer humanen Melanommetastase
HMB2 -5 Humane Melanomzelllinie, stabil transfiziert mit antisense MIA
HMB?2 -8 Humane Melanomzelllinie, stabil transfiziert mit antisense MIA
HMB2lacZ3 Humane Melanomzelllinie, stabil transfiziert mit LacZ
Melanozyten Humane primére Melanozyten aus normaler Haut

Vektoren: Vektorkarten siehe Anhang
pCL-neo-6 Myc-PIAS3

pCMX-ASPIAS3
pCMX-PL1
pCMX-ASMIA
pKJ/AR

pcR/CMV-MITF-M

pKJ/PAX3

3.1.5 Antikérper

Anti-Brn-2 Antikorper

Anti-Tbx2 Antikorper

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Hideyoshi  Yokosawa, Hokkaido
University, Japan

Eigene Herstellung

Konstrukt aus pUC19 und CDMS

(Blesch et al., 1994)

Freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Ilona Skerjanc, University of Western
Ontario, Canada

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von M Rehli, Regensburg

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
von Ilona Skerjanc, University of Western

Ontario, Canada

Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
C. Goding, Surrey, UK
Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von

C. Goding, Surrey, UK
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3.1.6 Oligonukleotide

Primer fiir RT- PCR und quantitative PCR
Die Oligonukleotide wurden von der Firma SIGMA Genosys, England synthetisiert. Es wurde
eine 100uM Stammlosung der Oligonukleotide durch Losen in H,O hergestellt und bei —20°C

gelagert.
B3-Actin For: 5’-CTACGTGGCCCTGGACTTCGAGC-3’
Rev: 5’- GATGGAGCCGCCGATCCACACGG-3’
Brn-2 For: 5>-TGGAGCAGTTCGCCAAGCAG-3’
Rev: 5’-TGACGCTCACCTCGATGGAG-3’
MITF For: 5’-CTTGAAATGCAGGCTCGAGCTCATG
Rev: 5’-CCGAGGTTGTTGTTGAAGGTGATGG
PAX3 For: 5’-GTCTCCAAGATCCTGTGCAG-3’
Rev: 5’-ATGCGGCTGATGGAACTC-3’
PIAS3 For: 5’>-TCAAGGTCAATGGGAAACTG-3’
Rev: 5’- GCCTCACCAGGTACACAGAC-3’
Tbx2 For: 5>-ACCAGTTCCACAAGCTAG-3’
Rev: 5’-TTAGCCATCCACTGCTCC-3’
Tbx3 For: 5°- CATTCCAGTCCAGTTCAGGC-3’
Rev: AACCACGCCAAGAAGACAGG-3’
Trp-1 For: 5’- GCCCCAACTCTGTCTTTTCTCAA
Rev: 5’- GATCGGCGTTATACCTCCTTAGC
Tyrosinase For: 5’- GGGCCCAAATTGTAGAGAGAAGC
Rev: 5’- CTGCCAGGAGGAGAAGAAGAAGGATG
ITGB3 for. For: 5’>-ACACTGGCAAGGATGCAGTGAATTGTAC-3’

Rev: 5’-CGTGATATTGGTGAAGGTAGACGTGGC-3’
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3.2 Medien, Antibiotika und Puffer

3.2.1 Medien zur Anzucht von E.coli und Saugerzellkulturen

Luria Bertani Medium

DMEM

Einfriermedium

3.2.2 Antibiotika

Ampicillin-Stammldsung (500x)

Geneticin- Stammldsung

3.2.3 Puffer und Ldsungen

RNAse A Losung

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

Substanzen wurden in dest.H,O geldst und
autoklaviert

Fiir Platten: + 15g/1 Agar

Zur Selektion: + 100pg/ml Ampicillin

Pulver wurde in demineralisiertem Wasser
gelost, der pH mit NaHCOs; auf 7,3 eingestellt,
und sterilfiltriert;

Zusitze:

10% (v/v) FKS

0,1% (w/v) Penicillin/Streptomycin

0,0005% (w/v) Phenolrot

Pro 100ml: 50ml DMEM (mit 10% FKS)

30ml FKS

20ml DMSO

50 mg/ml in dest. H,O (-20°C)
100 mg/ ml in dest. H,O (-20°C)

10 mM Tris/ HCI pH 7,0
10 mg/ ml RNAse A
bei 95°C 10min
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Losungen fur Agarose-Gelelektrophorese (DNA-Auftrennung):

TAE (50x%) 2 M Tris/Acetat pH 8,0

50 mM EDTA
DNA-Agarosegel 1-2% (w/v) Agarose

gelost in TAE (1x)
DNA-Gel-Ladepufter (10x) 0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol
40% (v/v) Sucrose
Ethidiumbromidldsung 0,04% in H,O bidest

Losungen fur die Zellkultur:

PBS (Phosphate buffered saline) PBS ohne Ca** und Mg2+ wurde in destilliertem
Wasser gelost; der pH-Wert mit NaHCO; auf
7,6 eingestellt; die Losung sterilfiltriert

Losungen fur die Plasmidisolierung aus E.coli:

Losung | 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA

Losung II 0,2 M NaOH1% SDS

Losung 111 60ml 5 M NaOAc11,5ml Eisessig
28,5ml H,0

Losungen und Gele fur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Proteinauftrennung):

SDS-Page-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,5
200 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
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
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4%-Sammelgel

Losungen fur Western Blot:

Western Blot-Transferpuffer

PBS (10x)

Blockierungsldsung

Losung zur Isolation von Gesamtprotein
RIPA Puffer

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

10% (v/v) Methanol

25 mM Tris

190 mM Glycin

80g/1 NaCl

2,0g/1 KCl

14,4g/1 Na2HPO4

2,4g/1 KH2PO4

mit HCI auf pH 7,4 eingestellt, autoklaviert
3% BSA in PBS

50 mM Tris- HCI, pH 7,5

150 mM NacCl

1% Nonidet® P40

0,5% Natriumdesoxycholat

0,1 % SDS
COMPLETE-Proteinaseinhibitormix
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3.3 Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten, Arbeiten mit Bakterien und Sdugerzellen wurden in
sterilen GefdBen und mit sterilen Losungen durchgefiihrt. Experimente, bei denen nicht

explizit die Reaktionstemperaturen angegeben werden, fanden bei Raumtemperatur statt.

3.3.1 Arbeiten mit Escherichia Coli

3.3.1.1 Kultivierung von Bakterien

Der Bakterienstamm XL 1-Blue wurde sowohl auf festen Ndhrboden als auch in Schiittelkultur
kultiviert. Fiir die Selektion transformierter Bakterien wurde das Medium beziehungsweise
die Nahrplatte je nach Resistenzgen auf dem Plasmid, mit einem Selektionsantibiotikum
versetzt (Ampicillin beziehungsweise Kanamycin). Zum Animpfen von Schiittelkulturen
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 der fliissigen Kulturen bei 37°C im Schiittler bei 250 rpm.

3.3.1.2 Transformation von E.coli

Zur Transformation kompetenter E.coli wurden je 100ng Plasmid- DNA zu 100ul
kompetenten Zellen, die auf Eis aufgetaut wurden, zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde
30 Minuten auf Eis inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schiitteln durchmischt.
Anschliefend wurden die Zellen einem einminiitigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, um
die Plasmidaufnahme ins Zellinnere zu ermdglichen. Nach dem Hitzeschock kiihlte man die
Bakterien eine Minute auf Eis ab, gab pro Ansatz 500ul LB Medium zu und lies die Kultur 60
Minuten lange bei 37°C unter Schiitteln anwachsen. Die transformierten E.coli wurden dann
fiinf Minuten bei 4000 U/min abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Bakterien im
verbleibenden Medium wieder resuspendiert, um eine Aufkonzentrierung zu erreichen. Das
Ausplattieren der Zellen erfolgte auf einem selektierenden Medium mit dem Antibiotikum,

fiir das ein Resistenzgen in der eingebrachten Plasmid- DNA vorlag.

3.3.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien

E.coli Bakterien konnen durch Behandlung mit Kalziumchlorid bei niedriger Temperatur in

die Lage versetzt werden, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. Die Bakterienkultur
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(E.coli BMH-71-18) wurde in LB-Medium bei 37°C so lange kultiviert, bis die
Bakterienlosung ein Optische Dichte (ODgso) von 0.2-0.5 hatte. Die Zellen wurden nach
Erreichen der Zelldichte fiir Smin auf Eis inkubiert, anschlieend durch Zentrifugation bei
4000UpM iiber 10min bei 4°C geerntet, und das Pellet in 20ml eiskalter 50mM
Kalziumchlorid-Losung resuspendiert. Nach einer Inkubation auf Eis fiir 20min wurden die
Zellen erneut zentrifugiert (4000UpM, 10min, 4°C) und anschlieBend in 4ml eiskalter 50mM
Kalziumchlorid-Losung resuspendiert. Fiir die Lagerung der Bakterien bei -80°C wurden
3,4ml der Bakteriensuspension (in 50mM Kalziumchlorid-Losung) mit 0,6ml sterilem Glycin
vermengt und jeweils 200ul der Bakteriensuspension in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.

3.3.1.4 Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Es wurden
3ml steriles LB Medium mit Selektionsantibiotikum mit einer Einzelkolonie von der
Agarplatte angeimpft und bei 37°C und 250 rpm iiber Nacht auf dem Schiittelinkubator
herangezogen. 1,5ml der Schiittelkultur wurden bei 4000 U/ min. abzentrifugiert, das
Kulturmedium entfernt und das Bakterienpellet in 100ul der Losung I (siehe 2.2.3 Losungen
fiir Plasmidisolierung) resuspendiert. Nach einer fiinfminiitigen Inkubation auf Eis werden
200pl der Losung I zur Lyse der Bakterien zugegeben und zur Durchmischung das Gefal3
vorsichtig geschwenkt. Dieser Schritt ermoglichte die spitere Abtrennung der Plasmid-DNA
von Proteinen und chromosomaler DNA: Proteine wurden durch SDS denaturiert, DNA durch
das alkalische Milieu. Um denaturierte Proteine zu entfernen, folgte die Zugabe von 150ul der
Losung III und eine 3- 5 miniitige Inkubation auf Eis. Die Sedimentation der dabei
prazipitierten Proteine und Membranbestandteile mit der daran anhaftenden chromosomalen
DNA erfolgte mittels Zentrifugation bei 13000 U/ min fiir 5 Minuten. Der Uberstand der
Zentrifugation wurde in ein neues Gefaf3 tiberfiihrt und mit 900ul 100%igem Ethanol gefillt.
Dazu wurde 10 Minuten auf Eis inkubiert und 10 Minuten bei 13000 U/ min abzentrifugiert.
Der Uberstand dieser Zentrifugation wird verworfen und das Plasmid- DNA Pellet in der
Speedvac Zentrifuge 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. Nach der Trocknung wird
das Pellet in 10ul eines H,O und RNAse Mixes (120ul H,O + 5ul RNAse A) resuspendiert

und bei 37°C etwa 20 Minuten geschiittelt, um stérende RNA aus dem Préparat zu entfernen.
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3.3.1.5 Isolierung von Plasmid DNA im groReren MaRstab (Midipraparation)

Fiir die Midipraparation wurden 50ml steriles LB Medium mit Selektionsantibiotikum mit
50ul Bakteriensuspension aus der Miniprdparation angeimpft und iiber Nacht bei 37°C auf
dem Schiittelinkubator herangezogen. Die eigentliche Plasmidisolierung erfolgte mit dem
HiSpeed™ Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen beziechungsweise Promega nach der
beiligenden Isolationsanleitung. Die Plasmid -DNA wurde mit 500ul H,O eluiert und bei —20
°C gelagert. Die Ausbeuten lagen etwa bei 150 bis 250pug Plasmid DNA pro 50ml

Baktierienkultur.

3.3.2 Molekularbiologische Methoden
3.3.2.1 DNA Techniken

3.3.2.1.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen zu analytischen Zwecken erfolgte
meist in einem Volumen von 10ul mit etwa 0,5ug Plasmid-DNA, 5U des entsprechenden
Enzyms und 1ul des vom Hersteller empfohlenen 10x Reaktionspuffers. Die Ansédtze wurden
fiir 1-2h bei der optimalen Reaktionstemperatur inkubiert und anschlieBend mittels

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.

3.3.2.1.2 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten fiir analytische Zwecke erfolgte mittels Agarose-
gelelektrophorese (0,8-2% Agarose in TAE). Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 10V/cm durchgefiihrt. Das Anfirben der DNA erfolgte nachtriglich in
Ethidiumbromidlésung (0,04%) fiir 10-30min. Die angefarbte DNA wurde durch UV-Licht
sichtbar gemacht. Die Grofe der Fragmente konnte aufgrund eines ebenfalls auf das Gel

aufgetragenen DNA-Léngenstandards abgeschétzt werden.

3.3.2.1.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Die DNA-Fragmente wurden in 1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt und nach der Farbung in

Ethidiumbromidldsung unter UV-Beleuchtung ausgeschnitten. Die eigentliche Gelextraktion
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wurde mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach dem beiliegenden
Protokoll durchgefiihrt.

3.3.2.1.4 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration geldster Nukleinsduren wurde mittels UV-Absorption in einem Photometer
bei einer Wellenldnge von 260nm bestimmt. Fiir optische Dichten < 1 gilt ndherungsweise
folgender linearer Zusammenhang: 1 ODygpnm Einheit= 50ug/ ml dsDNA, Plasmide (40pg/
ml RNA).

3.3.2.1.5 Reverse Transkription

Fiir die Reverse Transkription wurden 2ul RNA, 4pul First strand buffer (5x), 2ul DTT
(0,1M), 1ul ANTP (10mM), 1ul dN6 random primer , 9ul H,O fiir Smin auf 70°C erhitzt,
nach Abkiihlung auf ca. 50°C Zugabe von 1ul Superscript II und Inkubation des
Reaktionsmix bei 37°C fiir 1h. Die Inaktivierung der Superscript II erfolgte bei 70°C fiir
10min. Die Zugabe von 1ul RNAse A erfolgte tiber 30min bei 37°C.

3.3.2.1.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung eines spezifischen DNA-Fragments wurde die Polymerasekettenreaktion
angewendet. Die Reaktion erfolgte {iblicherweise in einem Volumen von 50ul. Eingesetzt
wurde 1x Taq-Polymerase-Puffer, je 1pug Primer, ImM dNTPs und 5U Tag-Polymerase. Die
Amplifikation der ¢cDNA erfolgte durch 28 repetitive Zyklen: Denaturierung (45s, 94°C),
Annealen (30s, 58°C), und Elongation (5min, 72°C).

3.3.2.1.7 Quantitative RT- PCR

Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch das LightCycler II System von Roche
Diagnostics. Der Reaktionsansatz zur Quantifizierung der RNA wurde wie folgt
zusammengesetzt: 10ng cDNA Template, 2ul LightCycler DNA Master SYBR Green I (10x),
1,5ul MgCI2 (25mM), je 0,5ul der Primer (20mM), mit H,O auf 20ul aufgefiillt. Der
Versuchsansatz wurde dabei folgendem Programm im LightCycler II unterzogen:

Denaturierung: 1 Zyklus: ~ 20°C/ s auf 95°C, 30 s
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Amplifikation: 40 Zyklen:  20°C/ s auf 95°C, 15 s, 20°C/ s auf 60°C, 5 s, 20°C/ s auf 72°C,
10s

Analyse der Schmelzkurve: 1 Zyklus: 20°C/ s auf 95°C, 15 s, 20°C/ s auf 65°C, 15 s, 20°C/ s
auf 95°C, 15 s, 0,1°C/ s auf 40°C

Als Standard zur Quantifizierung der mRNA Expressionsstirke wurde das Haushaltsgen B-
Aktin benutzt. Die Analyse der LightCycler Ergebnisse, das heifit die Quantifizierung der
mRNA Expression, erfolgte mit der zugehorigen LightCycler II Software nach Angaben des

Herstellers.

3.3.2.2 RNA-Techniken: RNA Isolierung aus Saugerzellen

Die Isolation von RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit der Firma Qiagen nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt.

3.3.2.3 Proteinchemische Methoden

3.3.2.3.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein wurde das Kulturmedium von konfluent wachsenden
Sdugerzellen abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit dem Zellschaber
abgeschabt und in Iml PBS. Nach Zentrifugation bei 4000rpm fiir Smin wurde das Zellpellet
in 200pul RIPA Puffer (siehe 3.2.3) lysiert und danach 15 min bei 4°C im Schiittelinkubator
geschiittelt. Die in Puffer gelosten Proteine konnten dann durch eine zehnminiitige
Zentrifugation bei 13000 U/min und 4°C von den nicht-18slichen Zellbestandteilen abgetrennt

werden. Das Proteinextrakt wurde in neue Gefal3e {iberfithrt und bei —20°C gelagert.

3.3.2.3.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) koénnen Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auf Polyacrylamid Gelen (siehe 3.2.3) aufgetrennt werden, da durch die
Anlagerung von SDS-Molekiilen deren Tertidr- und Quartédrstruktur zerstort wird und die
Proteine linear vorliegen. Die Proteinproben wurden jeweils in 1x Roti-Load 10min bei 70°C

aufgekocht und anschlieBend bei 0,8mA/cm2 durch SDS-PAGE auf PAA Gelen aufgetrennt.
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3.3.2.3.3 Western Blot

Um durch SDS-Page aufgetrennte Proteine durch Antikdrper nachzuweisen, wurden diese auf
PVDF-Membran geblottet. Hierzu wurden die SDS-PAGE Gele nach dem Gellauf zusammen
mit der PVDF-Membran 10min in 1x Western-Blot Puffer getrdnkt und danach die Proteine
mittels elektrophoretischem Transfer (Whatman Biometra, Fastblot B34 Unit, lh bei

1,5mA/cm2) auf die Membran {ibertragen.

3.3.2.3.4 Proteindetektion auf Western-Blots

Die PVDF-Membranen wurden zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen 1-2h bei RT
in PBS mit 3% BSA inkubiert und iiber Nacht bei 4°C mit dem 1. Antikorper in geeigneter
Verdiinnung (1:3000-1:10000) geschwenkt. Nach dem Waschen (3x 10min mit PBS) wurde
die Membran mit einem gegen den konstanten Teil des 1. Antikorpers gerichteten
(speziesspezifischen) 2. Antikorper (1:8000), der mit Alkalischer Phosphatase konjugiert war,
fiir 1h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde nochmals gewaschen (3x 10min mit PBS) und
das Substrat fiir die Alkalische Phosphatase (BCIP/ NBT Substrate Kit) zugegeben und 10

Minuten bis zu 2 Stunden inkubiert bis sich eine Farbreaktion zeigte.

3.3.2.3.5 MIA-ELISA

Der MIA-ELISA wurde zusammen mit der Firma Roche entwickelt, um die Menge des
Proteins MIA in Losungen zu bestimmen. Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte iiber
zwel Antikorper: der erste Biotin-konjugierte anti-MIA Antikorper verband MIA mit der
Streptavidin-beschichteten Oberfliche. Der zweite Peroxidase-konjugierte anti-MIA
Antikorper band an MIA. Im Vergleich zur parallel durchgefiihrten Standardreihe konnte die

anschlieBende Farbreaktion Aufschluss tiber die Menge von MIA in der Probe geben.

3.3.3 Zellkulturmethoden

3.3.3.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Alle verwendeten Zellinien wurden in DMEM mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin
bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Zur Passage der Zellen wurden diese nach dem Waschen mit
PBS fiir 5Smin mit 0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA bei 37°C inkubiert, in DMEM mit 10% FKS

34



Material und Methoden

aufgenommen und 1:5 bis 1:10 verdinnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

3.3.3.2 Herstellung von Sphéaroiden

Fir die Generierung von Sphdroiden wurden zuerst die Wells einer 96-Well-Platte mit
100ul/Well einer 1% Agarlosung bestiickt. Auf den ausgehérteten Agar wurde dann eine
bestimmte Zahl an Zellen in 200l Medium ausgeséht und fiir sieben Tage bei 37°C inkubiert.
Alle drei Tage wurde das Medium gewechselt. Nach sieben Tagen wurden aus den

Sphéroiden Ultradiinn-Schnitte hergestellt.

3.3.3.3 Transfektion von Zellkulturzellen

Die Transfektion wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt (Invitrogen:
Lipofektamin™). Transfizierte Zellen wurden entweder durch Luciferase-Reportergen-
Analysen analysiert, oder zu Gesamtzellprotein (sieche 3.4.3.1) beziechungsweise RNA (siehe
3.4.2) weiterverarbeitet. DurchWestern Blot — beziehungsweise durch RT-PCR-Analysen
konnte das Plasmid detektiert und die Transfektionseffizienz iiberpriift werden..

Zur Herstellung von stabil transfizierten Zelllinien wurde der Vektor mittels der
Lipofektaminmethode in die Zellen eingebracht und durch Zugabe eines entsprechenden
Antibiotikums zum Kulturmedium ein Selektionsdruck aufgebaut. Das
Selektionsantibiotikum wurde je nach Resistenzgens des transfizierten Vektors, ausgewihlt.
Durch das Selektionsmedium konnten nur Zellen, die den gewiinschten Vektor aufgenommen

hatten uiberleben.

3.3.3.4 Luciferase-Reportergen-Assay

Regulatorische DNA-Sequenzen lassen sich mit Hilfe von sogenannte Reportergen Analysen
untersuchen. Bei den fiir die Transfektionen verwendeten Plasmide handelte es sich um
Luciferase-Vektoren. Um die Aktivitdt eines Promotors zu untersuchen, wurde ein DNA-
Fragment, das den Promotorbereich enthilt, vor das Luciferase-Gen des Reporterplasmids
PTKFLUC bzw. pGL3-basic (siche 3.1.1) kloniert. Die Expression des Reportergens verhilt
sich im eukaryontischen Testsystem proportional zum Aktivierungspotential des klonierten
DNA-Fragments. Die Zugabe desSubstrats (Luciferin) fiir das Enzym Luciferase fiihrte zur
Chemilumineszenz, welche an einem Luminometer gemessen wurde. Um die unterschiedliche

Transfektionseffizienz der einzelnen Versuchsansitze anzugleichen, wurden die Zellen mit
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einem Kontrollvektor (pRL-TK, Promega, Heidelberg), der das Renilla Luciferase Gen aus
Renilla renifor enthilt, kotransfiziert. Die Chemilumineszenz der Renilla Luciferase wurde
ebenfalls im Luminometer erfasst.

Zur Durchfiihrung des Luciferase Assays wurde der 'Luciferase Assay’ Kit der Firma
Promega verwendet.

Hierfir wurden je 200000 Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgesdt und nach der
Lipofectamin Methode (siehe 3.5.3) transfiziert. Zur Ernte wurde das Kulturmedium der
transfizierten Zellen abgegossen und die Zellplatte zweimal mit normalem Leitungswasser
gesplilt. AnschlieBend wurden pro Well der 6- Well Kulturplatte 300ul Lysispufter zugegeben
und die Zellen 20 Minuten bis zu zwei Stunden auf einem Schiittler lysiert. Nach der Lyse
wurden je 50ul eines Versuchsansatzes, mit den im Kit bereitgestellten Chemikalien im

Luminometer vermessen.

3.3.4 Transmissionslektronenmikroskopie

In Kooperation mit Herrn J. Schroder wurden aus Ultradiinn-Schnitten von Sphéroiden der
Zellen HMB2 und HMB2-5 elektronen-mikroskopische Aufnahmen generiert und auf Zell-

Zell-Adhéasionen untersucht.

3.3.5 Lichtmikroskopische Aufnahmen

Die Aufnahmen der Zellen erfolgten mit einem Zeiss Mikroskop und der K300 Software in

20-facher Vergroferung.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorarbeiten

4.1.1 Zellmodell-Beschreibung

Um die Funktion von MIA auf die Genexpression beziiglich der Melanomentstehung,
Progression und Metastasierung genauer untersuchen zu kénnen, wurden in unserem Labor
bereits in der Vergangenheit MIA-defiziente Melanomzellen aus MIA-positiven
Melanomzellen hergestellt: humane MIA-positive Melanomzellen der Linie HMB2 wurden
mittels MIA-antisense cDNA Expressionskonstrukten stabil transfiziert. Die endogene
Expression von antisense-MIA cDNA fiihrte in der Zelle zur Bildung von RNA-
Doppelstrangen und verhinderte damit die Translation von MIA durch die Ribosomen. Die
Menge an MIA Protein im Uberstand wurde mit Hilfe eines MIA- ELISAs bestimmt: in den
Zellklonen HMB2-5 und HMB2-8 konnte kein MIA Protein im Uberstand nachgewiesen
werden. Die Melanomzelllinie HMB2 und der mit B-galactosidase-Konstrukten transfizierte
Kontrollzellklon HMB2lacZ jedoch wiesen vergleichbare Mengen an MIA Protein im
Uberstand auf. Abbildung 9 zeigt die Konzentration des Proteins MIA im Uberstand MIA-

positiver Melanomzellen und MIA-defizienter Zellklone.

E MIA [ng/ml]

HMB2 HMB2lacZ HMB2 -5 HMB?2 -8

Abbildung 9: Bestimmung der Proteinmenge von MIA mittels ELISA-Technik im Uberstand der
Melanomzelllinie HMB2, den MIA-defizienten Zellklonen HMB2-5 und HMB2-8 und der
Transfektionskontrolle HMB2lacZ3.
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4.1.2 Array und Powerblot

Die Array-Technologie ermdglicht einen schnellen Vergleich der Genexpression sowie der
Proteinexpression  verschiedener Zellen und dient der Aufklarung komplexer
Genregulationsnetzwerke.

Die RNA Expression MIA-defizienter und MIA-positiver Zellen wurde mit Hilfe des
humanen Tumor cDNA Arrays der Firma Clontech verglichen. Dieser Array erlaubt die
Untersuchung von 588 Genen. Die Bindung der jeweiligen radioaktiv-markierten cDNA an
ihre Bindungspartner auf der Nylonmatrix des Arrays und die daraus resultierende Stérke der
radioaktiven Strahlung gaben Auskunft dariiber, welche Gene in dem jeweiligen Zelltyp
exprimiert wurden. Mit Hilfe des Micro-Arrays (Antikorper-Array) konnte die
Proteinexpression der verschiedenen Zellen miteinander verglichen werden. Hierfiir wurden
die Proteinlysate mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, auf fixierten
Antikorpern inkubiert und die Fluoreszenz vermessen. Auch mit der Powerblot-Technik
lieBen sich eine Vielzahl an Proteinen identifizieren: wie im Western Blot wurden die
Proteine nach ihrer Grofle und ihrem Gewicht im SDS-Page Gel aufgetrennt und auf eine
Membran transferiert. Nach Inkubation der Membran mit bis zu 900 verschiedenen
Antikorpern wurden die Expressionsmuster miteinander verglichen. Die ausgewerteten
Arrayergebnisse und die Ergebnisse des Powerblots dienten als Ausgangspunkt der

vorliegenden Arbeit.

4.1.3 Ergebnisse aus Array und Powerblot

Der cDNA-Array zeigte, dass Gene, die wichtig flir die Metastasierung, Progression und
Migration von Melanomzellen sind, in den MIA-defizienten Zellklonen HMB2-5 und HMB2-
8 nur sehr gering oder gar nicht exprimiert wurden. Hierzu zdhlten MT1-MMP aus der
Familie der Matrix-Metalloproteinasen, tPA (tissue-type plasminogen activator), SPARC
(seccreted protein, acidic, cystein-rich) und Fibronektin.

Diese Daten konnten mittels RT-PCR bestétigt werden: In den MIA-positiven Melanomzellen
HMB2 und der lacZ-Kontrolle war die Expression dieser Gene hoher als in den MIA-
defizienten Zellklonen HMB2-5 und HMB2-8. Die unterschiedliche Regulation dieser Gene
konnte auch auf Proteinebene mit Hilfe der Micro-Array- und Powerblot Methodik
nachvollzogen werden. Mit Hilfe dieser Methoden konnten zudem noch weitere Gene
detektiert werden, die an der Entwicklung und Progression des Melanoms beteiligt sind und

nur in MIA-positiven Zellen vorkommen: L1-Protein und Proteinkinase C alpha wurden in
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MIA-defizienten Melanomzellen deutlich geringer exprimiert als in MIA-positiven Zellen.
Ein wichtiges Adhédsionsmolekiil, ,,Melanoma-adhesion-protein“ MCAM (Mucl8), konnte
weder durch Powerblot- noch durch Micro-Array-Analysen in MIA-defizienten Zellen
detektiert werden, sondern nur in MIA-positiven Melanomzellen. Auch die tumorassoziierten
Adhisionsmolekiile N-Cadherin und Integrin beta3 alphav (avp3) konnten nur in MIA-

positiven Zellen detektiert werden.

MIA-positive Zellen MIA-defiziente Zellen

Integrin avp3 + -

N-Cadherin + -

E-Cadherin - T

MT1-MMP

tPA

Fibronektin

SPARC

MUCI8

+ o+ | ] |+

L1

Tabelle 1: Zusammenfassung differentiell exprimierter Gene in MIA-positiven und MIA-defizienten Zellen aus

Array und Powerblot.

4.2 Der Einfluss von MIA auf die Adhasionsmolektle N- und E-
Cadherin

Einige der Adhdsionsmolekiile, die in den Arrays und dem Powerblot nur in MIA-positiven
Zellen exprimiert wurden, wurden in dieser Arbeit weiter untersucht. Zu diesen zéhlte das
Adhésionsmolekiil aus der Familie der Cadherine, das N-Cadherin. N-Cadherin wird nur von
MIA-positiven Melanomzellen exprimiert. Die Expression von E-Cadherin hingegen wurde
nur in MIA-defizienten Zellen festgestellt. Auf Protein-Ebene (Abbildung 10) sowie auf
RNA-Ebene (Daten nicht gezeigt) in der quantitativen RT-PCR konnten diese Daten

verifiziert werden.
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HMB2-5
HMB2
" HMB2lacZ3

E-Cadherin

B-AKtin | — ——— —— e

Abbildung 10: Auf Protein-Ebene wird das Adhisionsmolekiil E-Cadherin nur von MIA-defizienten Zellen
exprimiert. B-Aktin dient als Ladekontrolle.

Der Wechsel (,,Switch®) der Cadherin-Expression von E-Cadherin zu N-Cadherin wahrend
der Melanomentstehung ist bereits bekannt und geht einher mit einem modifizierten
Adhasionsverhalten der Zellen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass Zell-
Zell-Kontakte zwischen MIA-defizienten Zellklonen sowohl im Monolayer- als auch im
Sphéroidsystem starker vorhanden waren als in MIA-positiven Zellen. Im Monolayer bildeten
MIA-defiziente Zellklone einen dichten Zellrasen in der Zellkulturflasche. Anders die MIA-
positiven Melanomzellen: diese lagerten sich nicht aneinander, sondern verteilten sich
weitrdumig, Zell-Zellkontakte zwischen den Zellen gab es nicht. In Abbildung 11 ist das
Wachstum der Melanomzellen beispielhaft an den urspriinglichen Melanomzellen HMB2 und

den MIA-defizienten Zellklonen HMB2-5 gezeigt.

Abbildung 11: Gezeigt ist das unterschiedliche Wachstumsverhalten von MIA-positiven und MIA-
defizienten Zellen am Beispiel der Original-Zelllinie HMB2 und dem MIA-defizienten Zellklon HMB2-5.
A) HMB2 Zellen liegen verteilt in der Kulturflasche vor. B) HMB2-5 wachsen dicht beieinander und bilden
Zellhaufen (Poser et al., 2004).
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4.3 Das Tumor-assoziierte Integrin beta3 (ITGB3) wird in MIA-
defizienten Zellen nicht mehr exprimiert

Ein weiteres Molekiil, das im ¢cDNA-Array nur von MIA-positiven, nicht jedoch von MIA-
defizienten Zellen exprimiert wurde, ist das Adhésionsmolekiil Integrin beta 3 (ITGB3). Von
ITGB3 ist bekannt, dass es nur von Melanomzellen, nicht jedoch von Melanozyten exprimiert
wird und erst beim Ubergang vom ,radial-growth-phase“-Melanom (RGP) zum ,,vertical-
growth-phase“-Melanom (VGP) eine wichtige Funktion in der Tumorprogression spielt. Die
starke Expression von ITGB3 in MIA-positiven Zellen konnte auf RNA-Ebene mittels
quantitativer RT-PCR (Daten nicht gezeigt) sowie auf Protein-Ebene (siche Abbildung 12)

bestitigt werden.

HMB2-5
HMB2-8

I HMB2lacZ3

HMB2

Integrin betag

— - Aktin

Abbildung 12: Integrin beta3 wird auf Protein-Ebene nur in MIA-positiven, nicht jedoch in MIA-

defizienten Zellen exprimiert. B-Aktin dient als Ladekontrolle.

Untersuchungen zur ITGB3 Expression in Melanomen verschiedener Stadien der
Tumorprogression zeigten, dass ITGB3 nicht in der normalen Haut, sondern erst in primiren
Tumoren und in Melanommetastasen exprimiert wird (sieche Abbildung 13). Auch in Gehirn-,
Haut-, und Diinndarmmetastasen konnte eine starke Expression von ITGB3 festgestellt

werden.
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1,5 7

Haut |

Sentiel-LK|)
Sentiel-LK|
SentieI-LKJ
LK-MH
LK-MH
Haut-M4:|'|
Haut-MAZH
Gehirn-M H

o
o1
L L
Primartumor_FH—

Primartumor ]—1
Dinndarm-M_____]

Abbildung 13: Die Expression von Integrin beta3 auf RNA-Ebene ist fiir verschiedene Stadien der
Tumorprogression gezeigt. Integrin beta3 wird nicht in der Normalhaut exprimiert, sondern erst im

Primédrtumor und in verschiedenen Metastasen. (LK: Lymphknoten, M: Metastase)

4.4 MIA-defiziente  Zellen zeigen eine  Melanozyten-dhnliche
Morphologie.

Der Einfluss der MIA-Expression auf die Zellen zeigte sich auch in der Morphologie der
Zellen. MIA-positive Melanomzellen waren sehr viel groBBer als MIA-defiziente Zellklone.
Die unterschiedlichen GroBen waren nicht nur in der lichtmikroskopischen Aufnahme

deutlich sichtbar (vergleiche Abbildung 11), sondern konnten nach Vermessen auch

rechnerisch bestimmt werden (Abbildung 14).

5000 ~
4500
4000
3500 -

3000
2500
2000 -
1500 -
1000
500
0 T ;

HMB2 HMB2-5 HMB2-8  HMB2lacZ3

GroRe in pm?2

Abbildung 14: Die Vermessung der Zellen zeigt, dass MIA-positive Zellen (HMB2 und HMB2lacZ)
deutlich groBer sind als MIA-defiziente Zellklone (HMB2-5 und HMB2-8).
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Ein weiterer morphologischer Unterschied war auch in der Anzahl der Zellkerne zu sehen.
Melanomzellen wiesen eine Vielzahl an Zellkernen auf. MIA-defiziente Zellklone hingegen
besaBlen nur einen Zellkern (Daten nicht gezeigt).

MIA-defiziente Zellen #hnelten mit ihren dendritischen Auslédufern ausdifferenzierten
Melanozyten. MIA-positive Zellen waren undifferenziert, dendritische Ausldufer fehlten

thnen ganz (Abbildung 15).

A

Abbildung 15: A) MIA-positive Zellen sind im Gegensatz zu MIA-
defizienten Zellen (B) kaum differenziert und zeigen keine dendritischen

Ausflaufer.

Auch mit bloBem Auge waren die Unterschiede in MIA-positiven und MIA-defizienten
Zellen ersichtlich. Das Zellpellet MIA-defizienter Zellen war braunlich-schwarz gefarbt,
farblos weil dagegen das MIA-positiver Melanomzellen (siche Abbildung 16). Bei dem
Pigment MIA-defizienter Zellen handelte es sich aufgrund der schwarz-braunen Farbe um
Eumelanin: dieses wird in Eumelanosomen synthetisiert und ist wesentlich dunkler als das in

Phidomelanosomen synthetisierte Phiomelanin.

HMB2lacZ3

Abbildung 16: Das Zellpellet der MIA-defizienten Zellen ist schwarz gefarbt, das Pellet von MIA-positiven

Zellen hingegen ist weif3.
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Im Zusammenhang mit der fehlenden Pigmentierung in MIA-positiven Zellen wurden bereits
existierende elektronen-mikroskopische Aufnahmen von MIA-positiven und MIA-defizienten
Zellen hinsichtlich ihrer Pigmentierungskompartimente, den Melanosomen, untersucht.

In MIA-positiven Zellen konnten nur unreife Melanosomen der Stadien 1 und 2 detektiert
werden, MIA-defiziente Zellen hingegen besalen Melanosomen des 3. und 4. Reifestadiums
(Abbildung 17). In den Melanosomen des 3. und 4. Reifestadiums waren deutliche
Pigmenteinlagerungen zu sehen. Die rundlich-ovale Form der Pigmentierungskompartimente
deutete auf Melanosomen hin, die schwarzes Pigment synthetisieren, so genannte
Eumelanosomen. Auch die schwarze Farbe des Pigments (siche Abbildung 15) unterstiitzte
diese Beobachtung. Zu erkennen waren aullerdem lamellen-artige Filamente innerhalb der
Melanosomen, die sich liangs in den Melanosomen anlagerten. Abbildung 17 zeigt die
Verteilung der Melanosomen in MIA-defizienten Zellen. Die Melanosomen lagen verstreut

im Zytoplasma vor, sie lagerten sich aber auch an die Zellmembran an.

HMB2 HMB2-5

Abbildung 17: In HMB2 Zellen sieht man nur Melanosomen des 1. und 2. Reifestadiums (A und C). In MIA-

defizienten Zellen sind reife Melanosomen (Stadium 3 und 4) zu erkennen.
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In Tabelle 2 sind die morphologischen Unterschiede wie GroBle, Differenzierung und

Pigmentierung zusammengefasst:

Morphologische Unterschiede MIA-positive Zellen MIA-defiziente Zellen
GrofBle grof} klein

Anzahl der Nuklei multinukleér mononukledr
Differenzierung kaum differenziert stark differenziert
Pigmentierung farblos /weiss braun schwarz
Melanosomenstadien 1 und 2 3und 4

Tabelle 2: Tabelle 2 fasst die morphologischen Eigenschaften MIA-positiver und MIA-negativer Zellen

zusammen.

4.5 Die Pigmentierungskaskade in MIA-defizienten Zellen

4.5.1 Mechanismus der Pigmentierung

Die deutlichen Unterschiede in der Pigmentierung MIA-positiver und MIA-negativer Zellen
wurden zum Anlass genommen, die molekularen Ereignisse der Pigmentierungskaskade in
den Zellen genauer zu untersuchen. Ein wesentliches Enzym der Pigmentierung, das
»tyrosinase-related protein 1 (Trp-1) zeigte im Powerblot eine starke Expression in den
MIA-defizienten Zellen. Trp-1 ist vor allem fiir die Synthese des Pigments Eumelanin von
Bedeutung. Um das Powerblot-Ergebnis zu bestitigen, wurden MIA-positive und MIA-
defiziente Zellen auf die Expression von Trp-1 untersucht. Die Expression von trp-1 in MIA-
defizienten Zellen konnte auf RNA-Ebene mit der quantitativen RT-PCR verifiziert werden
(siche Abbildung 18).

= o
g N
= To} © a
o N N N ~
Y m m m m
=2 = = = =
c I I I I
trp -1 ; ‘
R-aktin

Abbildung 18: trp-1 wira auf RNA-Ebene nur in MIA-defizienten Zellen exprimiert. B-aktin wurde zum

Nachweis der Integritédt der verwendeten cDNA amplifiziert.
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Die Reexpression von Trp-1 im Powerblot in MIA-defizienten Zellen, die Melanosomen der
Reifestadien 3 und 4 und die deutlich sichtbare Wiederherstellung der Pigmentierung in
diesen Zellen fiihrte zu weiteren molekularen Untersuchungen der Pigmentierungskaskade.
trp-1 wird laut RNA-Daten aus RT-PCR (Abbildung 18) und quantitativer RT-PCR (Daten
nicht gezeigt) nur in MIA-defizienten Zellklonen exprimiert, nicht jedoch in MIA-positiven
Melanomzellen. Um die Korrelation zwischen MIA und der Expression von pigmentierungs-
relevanten Genen zu testen, wurden MIA-defiziente Zellen iiber verschiedene Zeitrdume (24h,
48h, 7 Tage, 2 Wochen) mit exogenem MIA behandelt und die Expression von trp-1
untersucht: eine Reduktion der trp-1-Expression wie in den MIA-positiven Melanomzellen
konnte durch die bloe Behandlung mit MIA jedoch nicht erzielt werden. Wurden MIA-
defiziente Zellen dagegen mit MIA-Expressionskonstrukten transient transfiziert, MIA in
diesen Zellen also wieder exprimiert, zeigte sich, dhnlich wie in Melanomzellen, nach 48h
eine verminderte RNA-Expression von trp-1 (HMB2-5+MIA=0,49, HMB2-8+MIA=0,14
jeweils im Vergleich zu unbehandelten HMB2-5=1 und HMB2-8=1). MIA scheint also an der
Regulation der Expression von trp-1 beteiligt zu sein und intrazellulir auf die trp-1
Expression zu wirken. Abbildung 19 zeigt die Expression von trp-1 in MIA-defizienten Zellen
nach Transfektion mit MIA fiir 48h.

1,200 7

1,000 7
0,800
0,600 T

0,400
0,200

Expression von trp-1

-
]

0,000 T

-0,200 -

HMB2-5
HMB2-5 Mia

HMB2-8
HMB2-8 Mia'

Abbildung 19: Nach Transfektion MIA-defizienter Zellen mit einem MIA-Konstrukt fiir 48h zeigte sich im
Lightcycler auf RNA-Ebene eine verminderte Expression von trp-1.
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Trp-1 ist vor allem fiir die Eumelaninsynthese wichtig ist, stellt aber nur ein Enzym in der
Pigmentierungskaskade dar und ist nicht fiir die Initiierung des Pigmentierungskaskade
zustidndig. Daher wurden zusitzlich zu Trp-1 weitere Gene und Proteine untersucht, die an der
Synthese von Melanin beteiligt sind und die aufgrund der Expression von MIA in den
Melanomzellen fehlreguliert sein konnten.

Die Melaninsynthese hdngt von bestimmten Enzymen ab, die sich in ihrer katalytischen
Aktivitit deutlich voneinander unterscheiden (Kobayashi et al., 1994). Zu diesen gehdren
auler Trp-1, Tyrosinase und die Dopachrome-Tautomerase, (Dct) bekannt auch als Trp-2: die
Expression dieser Molekiile ist auf Pigmentzellen beschriankt. Tyrosinase ist das
Schliisselenzym fiir die Pigmentierung. Untersuchungen zur Expression von Tyrosinase in
unserem Zellsystem zeigten, dass Tyrosinase nur von MIA-defizienten Zellklonen exprimiert
wird. Weder auf RNA-Ebene (Abbildung 20) in der RT-PCR noch auf Proteinebene im
Western Blot (Abbildung 21) konnte eine Tyrosinaseexpression in MIA-positiven Zellen

festgestellt werden

Neg. Kontrolle
HMB2
HMB2-5
HMB2-8
HMB2lacZ3

tyrosinase

[3-aktin

Abbildung 20: Tyrosinase wird in der RT-PCR nur in MIA-defizienten Zellen (HMB2-5/2-8) nachgewiesen,
nicht jedoch in MIA-positiven Zellen (HMB2/lacZ3).

HMB2 -5
HMB2 -8
HMB2 lacZ
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Tyrosinase |
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Abbildung 21: Auch mit Hilfe der Western Blot Technik kann Tyrosinase nur in MIA-defizienten Zellen

nachgewiesen werden. 3-Aktin dient als Kontrolle fiir die gleichméBige Ladung .
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4.5.2 Die Regulation der Pigmentierung in MIA-defizienten Zellen

Aufgrund der reprimierten Expression der pigmentierungs-relevanten Gene trp-1 und
tyrosinase wurde nach Regulatoren gesucht, die fiir die Induktion der Expression dieser zwei
Gene verantwortlich sein konnten. Reguliert werden die Gene der Tyrosinase-Familie liber
konservierte Strukturen im Promotorbereich, die so genannte E- und M-Box, sowie im
Promoter von Trp-1 iiber die regulatorischen Elemente MSEu und MSEi. In Abbildung 22 ist

die Promotorregion von Trp-1 dargestellt.

-237 -100 TS —p trp-l
D) )
MSEu M und E-Box MSEi

Abbildung 22: Schematische Darstellung des Trp-1 Promotors mit den regulatorischen Elementen MSEu
und MSEi sowie der Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor MITF, die M- und die E-Box. TS:

Transkriptionsstart.

An die E-und die M-Box im Promotorbereich von Tyrosinase und Trp-1 bindet der
Transkriptionsfaktor aus der Familie der bHLH Faktoren MITF, ,,Microphthalmia associated
transcription factor. und initiiert dort die Transkription der pigmentierungs-relevanten Gene.
An die Elemente MSEu und MSEi im Promotorbereich von Trp-1 binden die
Transkriptionsfaktoren Tbx-2 und PAX3. Die Erkennungssequenzen der regulatorischen

Elemente sind in Tabelle 3 aufgefiihrt

Promotorelemente Erkennungssequenz
M-Box CATGTG
E-Box CANNTG
MSEi GTGTGA
MSEu GTGTGA

Tabelle 3: Gezeigt werden die Erkennungssequenzen der regulatorischen Elemente des Trp-1 Promotors.
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4.5.2.1 Die Expression von MITF:

Um zu priifen, in wie weit positive oder auch negative Regulatoren in unserem Zellsystem an
der Induktion der Transkription von Trp-1 und Tyrosinase beteiligt sind, wurde die
Expression dieser Faktoren untersucht. Zuerst wurde die Rolle von MIA in der Regulation
von MITF hinterfragt und die Expression von MITF in MIA-defizienten und MIA-positiven
Zellen auf RNA- wie auch auf Protein-Ebene untersucht. Auf RNA-Ebene konnten keine
Unterschiede in den Zellen in der MITF-Expression festgestellt werden (Abbildung 23), auf
Proteinebene allerdings wurde MITF in MIA-defizienten Zellen exprimiert, in MIA-positiven

Zellen fehlte die MITF-Expression (Abbildung 24).
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Abbildung 23: Auf RNA-Ebene in der RT-PCR sind keine Unterschiede in der Expression von MITF

festzustellen. B-aktin dient als Qualititskontrolle der verwendeten cDNA.
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Abbildung 24: Auf Protein-Ebene wird MITF stark in MIA-defizienten Zellen exprimiert, nicht jedoch in
MIA-positiven Zellen. B-Aktin dient der Kontrolle fiir die gleichméfige Proteinbeladung des Blots.
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4.5.2.2 Die Regulation von MITF in MIA-positiven Zellen

Aufgrund der fehlenden Proteinexpression von MITF in Melanomzellen wurde nach Faktoren
und Signalwegen gesucht, die MITF auf Proteinebene regulieren. Auf Protein-Ebene wird der
Transkriptionsfaktor MITF iiber den MAP-Kinase-Signalweg und den Faktor ,protein-
inhibitor of activiated STAT3%, PIAS3, reguliert (Levy et al., 2003).

4.5.2.2.1 Die Regulation von MITF Uber den MAP-Kinase-Weg

Der MAP-Kinase Weg fiihrt iiber die Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinase Erk-
2/Erk-1 und der Serin-/Threoninkinase Rsk90 zur Phosphorylierung von MITF an Serin 73
(Erk-2) und an Serin 409 (Rsk90). Diese Phosphorylierungen fithren zunéchst zur Aktivierung
der transkriptionellen Aktivitdit von MITF, dann aber zu dessen proteasomalem Abbau
(Steingrimsson et al., 2004). Zur Untersuchung der Aktivitit des MAP-Kinase Wegs und des
moglichen Einflusses der MAP-Kinase Erk-1 beziehungsweise Erk-2 auf die Stabilitdt und
Aktivitdit von MITF, wurde auf Protein-Ebene durch Western Blot Analyse die Expression
und der Phosphorylierungsstatus der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen Erk-1 und Erk-2
getestet. Abbildung 25 zeigt, dass die MAP-Kinase Erk-1 unphosphoryliert in allen Zellen
vorliegt, Erk-2 ist jedoch nur in den MIA-positiven Zellen phosphoryliert. Die Aktivierung
des MAP-Kinase-Wegs und der damit verbundenen Phosphorylierung von Erk-2 kann also
einen direkten Einfluss auf MITF nehmen. Die Reduktion der MITF Proteinmenge in MIA-

positiven Zellen konnte also durch eine erhohte Aktivitdt von Erk-2 hervorgerufen werden.

HMB2 HMB2-5 HMB2-8 HMB2lacZ3
|

Erk-144kDa | " T S—
Erk-242kDa | S s

P-Erk-2

Abbildung 25: Die MAP-Kinase Erk-2 liegt phosphoryliert in MIA-positiven, nicht jedoch in MIA-
negativen Zellen vor. Die gleichméBige Beladung des Blots kann anhand der Erk-2 Expression

abgeschétzt werden.
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Um diese Theorie zu iiberpriifen, wurden MIA-positive Zellen mit dem Inhibitor des MAP-
Kinase-Wegs PD98059 behandelt. PD98059 inhibiert die Aktivierung der MAP-Kinase-
Kinase MEK und verhindert so die Aktivierung von Erk-1 und Erk-2 und den nachfolgenden
Zielgenen. Durch den Inhibitor PD98059 wird der MAP-Kinase-Weg also inhibiert und MITF
stabilisiert (Kim et al., 2002). Falls allein der MAP-Kinase-Weg fiir den proteasomalen
Abbau und der damit verbundenen fehlenden transkriptionellen Aktivitit von MITF
verantwortlich ist, miisste durch Zugabe des Inhibitors wieder aktives MITF vorliegen. Die
Expression von trp-1 und tyrosinase konnte dann durch MITF wieder induziert werden und
die Transkripte miissten auf RNA-Ebene detektierbar sein. MIA-positive Zellen wurden tiber
verschiedene Zeitrdume (24h und 48h) mit dem Inhibitor behandelt und dann auf RNA-Ebene
auf die Expression von Trp-1 und Tyrosinase getestet. Doch trotz der Inhibierung des MAP-
Kinase-Wegs konnte die Expression von trp-1 oder tyrosinase nicht induziert werden. Dieses
Ergebnis deutet auf die Anwesenheit weiterer Regulatoren von MITF oder auch auf Faktoren
hin, die an der Regulation der pigmentierungs-relevanten Gene tyrosinase und trp-1 beteiligt
sind. In Abbildung 26 ist die Regulation von MITF iiber den MAP-Kinase-Weg schematisch
dargestellt. Weiter ist aufgezeigt, wie der Inhibitor PD98059 auf die MAP-Kinase Erk wirkt.

I

-:' pigmentierungs-relevante Gene (trp -1, tyrosinase) I:I
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Abbildung 26: Die Stabilitit von MITF wird iber den MAP-Kinase-Weg reguliert. Doch trotz der
Inhibierung des MAP-Kinase-Wegs durch den Inhibitor PD98059 und der damit einhergehenden
Stabilisierung von MITF wird die Transkription der pigmentierungs-relevanten Gene in den Melanomzellen

HMB2 und HMB2lacZ3 nicht induziert.
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45.2.2.2 PIAS3 als destabilisierender Faktor von MITF

Ein negativer Regulator der MITF-Aktivitét ist PIAS3. PIAS3, ,,Protein-inhibitor of activated
STAT3“, bindet an die Leucin-Zipper-Doméne von MITF, verhindert die Bindung von MITF
an die DNA und inhibiert so dessen transkriptionelle Aktivitdt. PIAS3 kann durch die
Bindung an MITF also die Transkription beispielsweise von Trp-1 oder Tyrosinase
verhindern. Auch besitzt PIAS3 eine Sumoligase-Aktivitit. In dieser Funktion kann PIAS3
die Stabilitdt und Funktion von Proteinen beeinflussen. Um zu testen, ob PIAS3 in unserem
Zellsystem eine Rolle fiir die Stabilitdit von MITF spielt, wurde zundchst die Expression von
PIAS3 in unserem Zellsystem getestet. Auf RNA-Ebene konnte PIAS3 nur in MIA-positiven
Zellen detektiert werden (Abbildung 27).

HMB?2
HMB2-5
HMB2-8
HMB2lacZ3

PIAS3

3-aktin

Abbildung 27: Auf RNA-Ebene wird PIAS3 nur in MIA-positiven Zellen exprimiert. B-aktin dient der

Qualitdtskontrolle der verwendeten cDNA.

Um die Inhibierung der transkriptionellen Aktivitit beziehungsweise um die Destabilisierung
von MITF durch PIAS3 aufzuheben, wurden Zellklone generiert, die kein funktionelles
PIAS3 synthetisieren. Dies wurde mittels stabiler antisense-PIAS3 cDNA Transfektion in die
MIA-positiven HMB2 Zellen erreicht: die Expression von antisense-PIAS3 RNA fiihrte in der
Zelle zur Bildung von RNA-Doppelstrangen und verhinderte damit die Translation durch die
Ribosomen. Die Expression von PIAS3 konnte durch diese Transfektion nachweislich in den

MIA-positiven Zellen verhindert und MITF dadurch stabilisiert werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Gezeigt ist die PIAS3-Expression in antisense-PIAS3 Klonen in einer RT-PCR. Antisense-
PIAS3 Klone wurden auf RNA-Ebene auf ihre Expression von PIAS3 getestet. Im Vergleich zur
Positivkontrolle HMB2 zeigt Klon 11 keine PIAS3 Expression. Dieser Klon wurde fiir die weiteren
Experimente gewihlt.
Die Zellen wurden dann auf die Expression von trp-1 beziechungsweise tyrosinase getestet.
Eine Expression von trp-1 oder tyrosinase konnte allerdings trotz Inhibierung von
funktionellem PIAS3 in den Melanomzellen nicht induziert werden. Um sicher zu stellen,
dass in den MIA-positiven Zellen ausreichend MITF zur Induktion der trp-1 Expression
vorhanden war, wurde MITF Protein in den antisense-PIAS3 Klonen durch Zugabe des MAP-
Kinase-Inhibitors PD98059 stabilisiert. Doch trotz dieser Behandlung konnte keine Trp-1-

beziehungsweise Tyrosinase-Expression in den MIA-positiven Zellen detektiert werden (siche

Abbildung 29).

-:' pigmentierungs-relevante Gene (trp -1, tyrosinase) ':I

/\

RNA-PIAS3

ESVId- VN

Abbildung 29: Trotz Inhibierung des destabilisierenden Faktors PIAS3 und der Inaktivierung des MAP-

Kinase-Wegs kann MITF die Transkription von trp-1 und tyrosinase nicht induzieren.
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4.5.2.3 Die Regulation des Trp-1 Promotors in MIA-defizienten Zellen

4.5.2.4 PAX3 induziert die Transkription von trp-1

Da MITF alleine fiir eine Induktion der Transkription von Trp-1 und Tyrosinase nicht
ausreichte, wurde nach weiteren Transkriptionsfaktoren von Trp-1 und Tyrosinase gesucht,
die die Expression der pigmentierungs-relevanten Gene induzieren.

Ein Regulator des pigmentierungs-spezifischen Gens Trp-1 ist der Transkriptionsfaktor
PAX3. PAX3 bindet und aktiviert den Promotorbereich von Trp-1 und fiihrt so zur
Transkription von Trp-1. Um zu sehen, ob ein Verlust von PAX3 in MIA-positiven Zellen
vorliegt, wurde die Expression von PAX3 mittels quantitativer RT-PCR in unserem
Zellsystem untersucht. Nur in MIA-defizienten Zellen konnte PAX3 auf RNA-Ebene
nachgewiesen werden(HMB2-5=1, HMB2-8=0,47), in MIA-positiven HMB2 und
HMB2lacZ3 Zellen jedoch konnte keine PAX3 Expression detektiert werden (HMB2=0,001,
HMB2lacZ3=0,002). Abbildung 30 zeigt die Expression von PAX3 in MIA-positiven und
MIA-defizienten Zellen auf RNA-Ebene.

Der Verlust von PAX3 in den MIA-positiven Zellen wiirde die fehlende Expression von Trp-1
begriinden. Daher wurden MIA-positive Zellen iiber 24h und 48h mit einem PAX3-Konstrukt
transient transfiziert und die Expression von Trp-1 in der RT-PCR getestet. Allerdings fiihrte
die induzierte Expression von PAX3 in MIA-positiven Zellen nicht zu einer Reexpression von

Trp-1 (Daten nicht gezeigt).

12 1

1,0 1

0,8 1

0,6 [

0,4

0,2

Expression von PAX3

0,0 ,

HMB?2
HMB2-5
HMB2-8

HMB2lacZ3

Abbildung 30: Die quantitative RT-PCR zeigt die Expression von PAX3 auf RNA-Ebene in den MIA-defizienten
Zellklonen HMB2-5 und HMB2-8.
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4.5.2.5 Die Regulation des Trp-1 Promotors durch Thx-2

Da durch Uberexpression beziehungsweise Stabilisierung von MITF und PAX3 die
Expression von Trp-1 und Tyrosinase nicht induziert werden konnte, wurden negative
Regulatoren des Trp-1-Promotors untersucht. Der Promotorbereich von Trp-1 besitzt
verschiedene regulatorische Sequenzen (sieche Abbildung 22). MSEu und MSEi werden
sowohl von PAX3 als auch von dem brachyury-related transcription factor, Tbx-2, erkannt
und gebunden. Tbx-2 fungiert als Repressor der Transkription von Trp-1. Die Expression von
Tbx-2 in MIA-positiven Zellen wiirde also die fehlende Expression von Trp-1 begriinden. Auf
RNA-Ebene wurde die Expression von Tbx-2 untersucht. Exprimiert wurde Tbx-2 in den
MIA-positiven Zellen (HMB2=1, HMB2lacZ3=1,4), eine reduzierte Expression zeigte sich in
MIA-defizienten Zellen (HMB2-5=0,28, HMB2-8=0,442), was eine mdgliche Funktion von
Tbx-2 als aktivem Repressor der Trp-1 Expression in MIA-positiven Zellen unterstreicht.
Abbildung 31 zeigt die Expression von Tbx-2 auf RNA-Ebene in MIA-positiven und MIA-

negativen Zellen.
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Abbildung 31: Expression von Tbx-2 auf RNA-Ebene: Tbx-2 wird verstirkt in MIA-positiven

Melanomzellen exprimiert, in MIA-defizienten Zellen ist die Expression von Tbx-2 vermindert.
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4.6 Brn-2 wird auf Proteinebene nur von MIA-positiven Zellen
exprimiert.

Brn-2 ist an der Neuronalentwicklung, am Wachstum und dem Uberleben von Melanomzellen
beteiligt. Um zu testen, ob MIA vielleicht an der Regulation von Brn-2 beteiligt ist und so
zum Uberleben der Melanomzellen beitriigt, wurde die Expression von Brn-2 in MIA-
positiven und MIA-defizienten Zellen getestet. Auf RNA-Ebene (Abbildung 32) zeigte sich
eine verminderte Expression von brn-2 in den MIA-defizienten Zellen HMB2-5 und HMB2-8
im Vergleich zu den Melanomzellen HMB2 (HMB2=1, HMB2-5=0,09, HMB2-8=0,2,
HMB2-lacZ3=2,04). Auf Proteinebene wurde Brn-2 nur in MIA-positiven Zellen exprimiert,
nicht jedoch in MIA-defizienten Zellen. Abbildung 33 zeigt die Expression von Brn-2 in
MIA-positiven und MIA-defizienten Zellen auf Protein-Ebene im Western Blot. Die
Expression von Brn-2 in MIA-positiven Zellen auf Protein-Ebene und auf RNA-Ebene deutet

darauf hin, dass die Brn-2 Expression durch die Expression von MIA beeinflusst wird.
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Expression von Brn-2

HMB 2 HMB2-5 HMB2-8 HMB2lacZ3

Abbildung 32: Auf RNA-Ebene konnten aufgrund der groBlen Standardabweichungen keine Unterschiede in

der Brn-2 Expression von MIA-positiven und MIA-negativen Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 33: Brn-2 wird auf Protein-Ebene im Western Blot nur von MIA-positiven Zellen exprimiert,

nicht jedoch von MIA-defizienten Zellen.

4.7 MIA als Regulator der Chromatinstruktur?

Die DNA kann durch verschiedene Modifikationen in ihrer Struktur veréndert werden. Die
meisten Verdanderungen wie Acetylierung, Phosphorylierung und Methylierung betreffen die
Histonproteine. Die DNA windet sich um diese herum und ist, je nach Modifikation, mehr
oder weniger fiir Transkriptionsfaktoren, regulatorische Komplexe und RNA-Polymerasen
zugingig. Eine mogliche Modifikation von Histonen ist die Acetylierung und die
Deacetylierung. Acetylierte Histone bewirken eine Dekondensation des Chromatins und
tragen so zur Transkription der Gene bei. Werden die Histone deacetyliert, kommt es zur
Kondensation der DNA, regulatorische Sequenzen sind schwer zuginglich und die
Transkription von Genen unterbleibt.

Um zu testen, ob MIA an der Regulation der Histondeacetylierung beteiligt ist und iiber
diesen Mechanismus einen Einfluss auf die Genexpression nimmt, wurden die Melanomzellen
HMB2 {iber verschiedene Zeitraume mit dem Histondeacetylase-Inhibitor Trichostatin A
(TSA) behandelt. Falls MIA einen positiven regulatorischen Einfluss auf die Deacetylasen
nimmt, misste dieser durch die Zugabe des Inhibitors aufgehoben und die Transkription von
Genen induziert werden. Die Expression von trp-1 und tyrosinase wurde nach der Behandlung
mit TSA in der PCR getestet. Die Behandlung der Melanomzellen mit TSA fiihrte nicht zur
Rexpression der Gene trp-1 und tyrosinase. Die Morphologie der behandelten Melanomzellen
unterschied sich jedoch deutlich von der unbehandelter Melanomzellen. Die mit TSA

behandelten Zellen zeigten eine eher melanozytdre, differenzierte Morphologie mit langen,
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dendritischen Ausldufern. Morphologisch undifferenziert zeigten sich die unbehandelten
Melanomzellen (Abbildung 34). Die Wirkung von TSA auf die Morphologie von Zellen
zeigte sich auch in der Morphologie der in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen.
Allerdings hatte TSA keinen Einfluss auf Gene, die fiir die Differenzierung des

melanozytiren Typs wichtig sind.

Abbildung 34: A) Unbehandelte Melanomzellen HMB2 als Kontrolle. B)
Melanomzellen HMB2 mit TSA behandelt fiir 48h (20xVergroBerung).

4.8 Kurze Ubersicht der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit noch einmal kurz zusammengefasst. In
dieser Studie konnten wir zeigen, dass das Protein MIA in Melanomzellen in die Regulierung
verschiedener Signalwege und Transkriptionsfaktoren eingreift. Auffallend waren auch die
morphologischen Unterschiede zwischen MIA-positiven und MIA-defizienten Zellen
hinsichtlich ihrer GroBle, Ausdifferenzierung und Pigmentierung. Vor allem fiir die Prozesse
der Pigmentierung scheint MIA von erheblicher Bedeutung zu sein: die Expression
pigmentierungs-relevanter Gene fehlt in MIA-positiven Zellen vollstindig, wéhrend die

Expression von Faktoren, die die Pigmentierung negativ regulieren, klar erhoht ist.
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5 Diskussion

Das Protein MIA ,Melanoma Inhibitory Activity wird ausschlieBlich von malignen
Melanomzellen, nicht jedoch von Melanozyten synthetisiert und sezerniert und ist von
wesentlicher Bedeutung fiir die Invasivitit und Metastasierung des malignen Melanoms
(Bosserhoff et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit
MIA auch an der Entstehung von malignen Melanomen beteiligt ist und welche Signalwege
diesbeziiglich von MIA beeinflusst werden. Dazu wurde bereits in fritheren Arbeiten die
MIA-Expression in MIA-positiven Melanomzellen mittels stabiler antisense-MIA-cDNA-
Transfektion ausgeschaltet. In der vorliegenden Arbeit wurden die Morphologie und
Unterschiede auf molekularer Ebene zwischen MIA-positiven und MIA-defizienten Zellen
untersucht und verglichen. Ausgehend von bereits existierenden Array- und Powerblot-Daten
wurden unterschiedlich exprimierte Gene und Proteine ermittelt, die fiir diese Dissertation
von besonderem Interesse waren. Die Bestitigung dieser unterschiedlich exprimierten Gene
und Proteine erfolgte auf RNA- und Protein-Ebene. Ferner wurde untersucht, wie MIA die
differentielle Genexpression regulieren kann, auf welcher Ebene MIA in die Genexpression

eingreift und auf welche Tumor-relevanten Signalwege MIA Einfluss nimmt.

5.1 Die fehlende Expression Tumor-relevanter Gene in MIA-defizienten
Zellen

Molekiile, die bekanntermaflen verstirkt in Melanomen exprimiert werden, werden in MIA-
defizienten Zellen reprimiert. Zu diesen gehdren Adhdsionsmolekiile aus der Familie der

Cadherine und der Integrine, zum Beispiel N-Cadherin und Integrin beta3 (Abbildung 11).

5.1.1 Melanomzellen  durchlaufen  eine  epitheliale-mesenschymale
Transition (EMT).

Der Verlust der Zell-Zell-Adhésion von Tumorzellen gehort zu den Schliisselereignissen der
Tumorprogression. Die Adhidsionsmolekiile aus der Cadherin-Familie vermitteln Kalzium-
abhingige homophile Zell-Zelladhdsion (sieche auch 2.1.5.2.2). Wéhrend der
Embryonalentwicklung sind vor allem E- und N-Cadherin an der Regulation diverser
morphogenetischer Ereignisse, wie zum Beispiel der Trennung der Neuralleistenzellen aus

dem Neuralrohr (siehe unten), beteiligt (De Luca et al., 1988). In der Haut ist die Expression
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von E-Cadherin auf Melanozyten wie auch auf Keratinozyten fiir die Kommunikation
zwischen diesen beiden Zelltypen notwendig: Durch diese Kontakte regulieren Keratinozyten
die Proliferation der Melanozyten und erhalten so ein spezifisches Keratinozyten-
Melanozyten-Verhéltniss (De Luca et al., 1988). Keratinozyten kontrollieren iiber homophile
Cadherin Adhédsion zudem die Morphologie der Melanozyten (De Luca et al., 1988) und
durch die Synthese und Sekretion von a-MSH die Synthese von Melanin in den Melanozyten
(Jimbow, 1995).

Ein grundlegender Cadherin-abhidngiger Prozess, der wihrend der Entwicklung an der
Bildung vieler Zelltypen, wie zum Beispiel der Bildung der Melanozyten-Vorldufer aus den
Zellen der Neuralleiste beteiligt ist, ist die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)
(Thiery, 2003). Die EMT bewirkt die Bildung mesenchymaler Zellen aus epithelialem
Gewebe. Dieser Prozess ist gekennzeichnet durch Modifikationen in der Zell-Zell-Adhésion
von auswandernden Zellen, sowie dem Erwerb mesenchymaler und migratorischer
Eigenschaften (Thiery, 2002).

Die Modifikationen in der Zell-Zelladhdsion sind auf Verdnderungen von
Adhésionskomplexen (Desmosomen) zuriickzufiihren: diese sind aus E-Cadherin aufgebaut
und konnen durch den Verlust von E-Cadherin nicht mehr gebildet werden (Christofori and
Semb, 1999). Die Auflésung der Desmosomenstruktur fiihrt zum Zerfall des Netzwerks aus
Intermedidrfilamenten in der Zelle: die Zellen sind nicht mehr in das Epithel eingegliedert
und konnen sich herauslosen (Thiery, 2002). Ein weiteres Merkmal der EMT ist auBerdem die
Umverteilung der Organellen in der Zelle (Thiery, 2003).

Untersuchungen in der Maus haben gezeigt, dass der Verlust der E-Cadherin Expression mit
einer Induktion der N-Cadherin Expression einher geht (Nakagawa and Takeichi, 1995). Die
Expression von N-Cadherin tragt wahrscheinlich dazu bei, die Zellen aus dem Epithel zu
16sen und die Migration der Zellen durch die Adhdsion an Fibroblasten zu fordern (Peinado et
al., 2004).

Der Expressionsverlust des Tumor-Suppressor-Proteins E-Cadherin, gepaart mit der
Induktion von N-Cadherin vollzieht sich allerdings nicht nur wéhrend der normalen
Entwicklung, sondern auch wéhrend der Tumorentstehung und kann wéhrend der
Tumorprogression vieler Karzinome beobachtet werden (Birchmeier and Behrens, 1994). Die
Expression von N-Cadherin wird mit einem anwachsenden Invasionspotential von Tumoren
in Zusammenhang gebracht: Der Cadherin-Wechsel in den Melanomzellen scheint also, wie
in der klassischen EMT, die Adhisionseigenschaften der Zellen zu &ndern. Die

Melanomzellen konnen transiente Zell-Zellkontakte zu umgebenden Fibroblasen und zum
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Stroma eingehen, was ihr Migrationspotential erhoht (Peinado et al., 2004). Die zunehmende
Expression der Matrix-Metalloproteinase MMP9 und die Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs
nach Expression von N-Cadherin in Brustkrebszellen konnte zudem fiir die ansteigende
Invasivitdt der Tumorzellen verantwortlich sein (Suyama et al., 2002).

Warum genau es zum Verlust von E-Cadherin und zur Expression von N-Cadherin wéhrend
der Tumorentstehung kommt, ist noch nicht hinreichend gekldrt. Untersuchungen zu
Regulatoren der EMT wéhrend der Entwicklung konnten zeigen, dass die fiir die Induktion
der EMT wichtigen Gene gleichzeitig die Repression von E-Cadherin bewirken. Einer dieser
Regulatoren ist das Zink-Finger-Protein Snail (Nieto, 2002). Snail ist ein DNA-bindender
Faktor, der an das E-Box-Motiv von Zielpromotoren bindet (Nieto, 2002). In Drosophila wird
Snail exprimiert bevor die Zellen die EMT durchlaufen und verhindert die Expression von E-
Cadherin. In Mausen und humanen invasiven Karzinomzellen induziert Snail den Vorgang
der EMT (Nieto, 2002). Auch in Melanomzellen wird der Verlust von E-Cadherin mit der
Expression von Snail in Verbindung gebracht (Poser et al., 2001) Die Expression von Snail
wihrend der EMT wird iiber den MAP-Kinase-Weg reguliert (Thiery, 2002).

Die Abwesenheit von E-Cadherin und eine verstdrkte Expression von N-Cadherin ist auch in
den in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen HMB2 zu beobachten. Auch der EMT-
induzierende Transkriptionsfaktor Snail ist in diesen Zellen vorhanden (Daten nicht gezeigt)
und konnte fiir die Repression von E-Cadherin verantwortlich sein. Die ebenfalls hier
beschriebene konstitutive Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs ist vermutlich mit fiir die
urspriingliche Expression von Snail verantwortlich. Neben diesen molekularen Markern
weisen auch morphologische Aspekte dieser Zellen darauf hin, dass sie eine Transition hin
zum mesenchymalen Zelltyp durchlaufen haben. Sie heben sich durch ihre lockere Streuung,
fehlende Zell-Zelladhdsion sowie eine verdnderte Morphologie deutlich von normalen
Melanozyten ab. Zudem exprimieren die in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen
Proteine, die mit gesteigerter Invasivitit und dem Verlust von epithelialen Merkmalen auf
Melanomzellen assoziiert sind. Zu diesen gehoren tPA, MT1-MMP, Fibronektin und SPARC.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass diese Gene wichtig fiir die Migration, Invasion
und Metastasierung von Melanomzellen sind. tPA und MT1-MMP zum Beispiel sind direkt
oder indirekt an der Matrix-Degradation beteiligt (Saksela et al., 1984). Die Expression von
SPARC korreliert mit der Transition des ,radial growth phase“-Melanoms zum ,,vertical-
growth-phase“-Melanom und die Synthese von Fibronektin schlieBlich héngt mit der
verstiarkten Zellproliferation von Melanomzellen zusammen (Ledda et al., 1997; Massi et al.,

1999; Wollina et al., 1991). Die Expression dieser Gene unterstreicht die Transition der
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Zellen zum mesenchymalen, invasiven Zelltyp. Zusammen weisen diese Daten also darauf
hin, dass die von uns verwendete Melanomzelllinie auf molekularer und morphologischer
Ebene jenen Zellen entspricht, die eine EMT durchlaufen haben, wie zuvor bereits fiir viele
Tumore in vivo berichtet (Birchmeier and Behrens, 1994).

Die MIA-defizienten Zellen zeigen all diese Merkmale nicht. Sie bilden weiterhin ein
zusammenhdngendes Netz von Zellen und weisen keinerlei Umstrukturierungen, weder in den
Adhisionsmolekiilen der Cadherin-Familie noch im Zytoskelett, auf. Auch zeigen sie keine
Expression melanom-assoziierter Gene und expremieren wieder E-Cadherin (Poser et al.,
2004). Der Verlust von MIA bewirkt also eine Redifferenzierung der Zellen: die Morphologie
MIA-defizienter Zellen, die Expression melanozytirer Marker und der Verlust melanom-
assoziierter Gene lasst MIA-defiziente Melanomzellen mehr Melanozyten als Melanomzellen
gleichen. Auch ist MIA an der Regulation von Genen beteiligt, die wiederum fiir die
Ausbildung eines epithelialen oder mesenchymalen Phénotyps verantwortlich sind.MIA spielt
somit eine erhebliche Rolle in der Akquirierung von invasiven FEigenschaften von
Melanomzellen.

In wie weit MIA einen direkten Einfluss auf den Mechanismus der EMT nimmt ist noch
unklar. Jedoch ldsst die Umkehrbarkeit des Phdnotyps durch Verdnderung der MIA-
Expression darauf schlieen, dass MIA an der Regulation von Genen beteiligt ist, die
wiederum flir die Ausbildung eines epithelialen oder mesenchymalen Phénotyps
verantwortlich sind. Ob MIA eine Rolle bei der EMT wihrend der frithen

Embryonalentwicklung spielt, muss noch untersucht werden.

5.1.2 MIA-defiziente Zellen exprimieren kein Integrin beta3 (ITGB3).

Die Expression einiger Integrine, darunter vor allem die Expression von ITGB3, auf
Tumorzellen wird mit invasiven, migratorischen und metastatischen Eigenschaften in
Verbindung gebracht (Albelda et al., 1990) (siehe auch 2.1.5.2.2.1). Allerdings fiihrt die
Expression von Integrin beta3 in Melanozyten alleine nicht zur malignen Transformation der
Zellen (Meier et al., 2003). Erst zu einem spdteren Zeitpunkt in der Melanomentwicklung
bewirkt die Expression von ITGB3 die Progression des ,radial-growth-phase*“-Melanoms
(RGP) zum ,,vertical-growth-phase“-Melanom (VGP) (Guerry et al., 1993).

Das Integrin alphav beta3 (avp3) bindet an Fibronektin und hat eine wichtige Funktion bei
der Zelladhdsion an und der Zellwanderung auf Fibronektin (Charo et al., 1990). Die
Wechselwirkung von Integrin alphav beta3 (Integrin avfB3) mit dem Zytoskelett nach

62



Diskussion

Stimulierung der Integrine fiihrt zur Polymerisierung des Aktin-Zytoskeletts und letztendlich
zu Verdnderungen in der Zellmorphologie und den migratorischen Eigenschaften (Seftor,
1998). Die Expression der beta3-Kette mit der alphav-Kette auf Melanomzellen beféhigt
diese, aktives MMP-2 (Matrix Metalloproteinase) auf der Zelloberflache zu binden und so die
die zelluldre Invasion durch Degradierung von Kollagen der extrazelluliren Matrix zu
induzieren (Brooks et al., 1996). In vivo Studien konnten zeigen, dass Integrin avp3 auf vielen
Zellen mit migratorischen Eigenschaften exprimiert wird. So ist das Integrin auf den Zellen
der Neuralleiste und den Melanomzellen zu finden (Hynes, 1992; Varner and Cheresh, 1996).
Die Expression von Integrin avf3 auf Melanomzellen fiihrt auch zur Expression von
weiteren, die Invasivitét steigernden Faktoren (Seftor et al., 1992).

Die beta3 Integrinkette (ITGB3) wird nur von HMB2 Melanomzellen, nicht jedoch von MIA-
negativen Zellen exprimiert (siche Abbildung 11). Die Expression von ITGB3 auf den
Melanomzellen unterstreicht die Rolle von MIA bei der Akquerierung des invasiven
Charakters (sieche oben). Auch konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der
Expressionslevel von ITGB3 mit der Malignitdt der Melanome zunimmt (siche Abbildung
12). Welche Faktoren an der Expression von ITGB3 wihrend der Progression vom RGP zum
VGP beteiligt sind, ist noch nicht bekannt. Vorldaufige Daten unserer Arbeitsgruppe weisen
jedoch darauf hin, dass die Expression von ITGB3 durch den Transkriptionsfaktor Snail
reguliert wird (Daten nicht gezeigt). Auch hat der MAP-Kinase-Weg einen gewissen Einfluss
auf die Expression von ITGB3 (Woods et al., 2001). In nicht-transformierten Endothelzellen,
Fibroblasten und humanen Tumorzelllinien fiihrt die konstitutive Aktivierung des MAP-
Kinase-Wegs zur Expression von ITGB3 (Woods et al., 2001). Weitere Studien zeigen, dass
die Aktivierung von Integrinen eine Reihe von Signalwegen aktiviert, darunter den MAP-
Kinase-Weg (Juliano et al., 2004), was eine positive Autoaktivierung der Integrinexpression
moglich erscheinen ldsst. In den in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen ist der MAP-
Kinase-Weg in MIA abhingiger Form konstitutiv aktiv (siche Abbildung 25). MIA konnte
also die Expression von ITGB3 iiber den MAP-Kinase-Weg steuern. Andererseits ist es auch
moglich, dass die Expression von ITGB3 in den MIA-positiven Melanomzellen fiir die

konstitutive Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs verantwortlich ist..

5.2 MIA-defiziente Zellen &hneln in ihrer Morphologie Melanozyten.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Protein MIA die Morphologie von

Zellen beeinflusst. Melanomzellen sind groBer als MIA-defiziente Zellen (siehe Abbildung
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10) und im Gegensatz zu den MIA-defizienten Zellklonen, die nur einen Zellkern besitzen,
sind sie vielkernig (Tatzel et al., 2005). Auch Mielzynska und Kollegen haben bereits 1989
von der Vielkernigkeit in primdren Melanomen und Melanommetastasen berichtet
(Mielzynska et al., 1989). Die Ursache der beobachteten Vielkernigkeit konnte in Defekten
der Zytokinese zu finden sein. Faktoren, die die Zytokinese regulieren, wurden jedoch in der

vorliegenden Arbeit nicht untersucht und werden Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

5.3 MIA-defiziente Zellen sind pigmentiert.

MIA-defiziente Zellen unterscheiden sich von Melanomzellen auch hinsichtlich ihrer
Pigmentierung. MIA-defiziente Zellen sind dunkel pigmentiert und exprimieren
pigmentierungs-relevante Gene, die Melanomzellen HMB2 jedoch weisen keine
Pigmentierung auf. AuBerdem zeigen MIA-defiziente Zellen ein reduziertes invasives
Potential (Poser et al., 2004), was die Annahme, dass sich die Pigmentierung invers zum
metastatischen Potential einer Zellen verhilt (Sodi et al., 1998), untermauert.

Die Enzyme der Tyrosinase-Familie Tyrosinase und Trp-1 sind an der Pigmentierung der
Melanozyten beteiligt (siche auch 2.1.3.1). Tyrosinase nimmt dabei eine zentrale Rolle in der
Pigmentierung ein (Vachtenheim et al., 2001). Dariiber hinaus beeinflusst Trp-1 die
Aufrechterhaltung der Melanosomenstruktur, die Proliferation und den Zelltod von
Melanozyten (Kobayashi et al., 1998). Verdnderungen in der Pigmentierung treten vor allem
in primdren Melanomen und Melanommetastasen auf (Halaban, 2002). In den meisten
Melanomzelllinien wie auch in der Melanomzelllinie HMB2 fehlen die pigmentierungs-
relevanten Proteine Tyrosinase und Trp-1 (sieche Abbildung 13 und 16) (Chen et al., 1995;
Vachtenheim et al., 2001). Der Verlust der pigmentierungs-relevanten Gene wird mit
genetischen und metabolischen Verédnderungen in Zusammenhang gebracht, die wéahrend der
Melanomentwicklung erfolgen (Halaban, 2002). MIA-defiziente Zellen unterscheiden sich in
threr Gen- und Proteinexpression von Melanomzellen. Faktoren, die offensichtlich in MIA-
defizienten Zellen die Regulation der pigmentierungs-relevanten Gene positiv beeinflussen,
fehlen vermutlich in Melanomzellen (Eberle et al., 1995). Negative Regulatoren der Trp-1-
und Tyrosinase-Expression wie zum Beispiel der Wachstumfaktor bFGF werden von
Melanomzellen exprimiert und beeinflussen die Transkription dieser Gene (Halaban et al.,
1996). Die Expression der pigmentierungs-relevanten Gene und die Bildung reifer
Melanosomen in MIA-defizienten Zellen unterstreicht die Ahnlichkeit MIA-defizienter Zellen

zu Melanozyten. Der Verlust von pigmentierungs-relevanten Genen in Melanomen jedoch
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geht einher mit der zunehmenden Malignitit von Melanomen. Die Pigmentierung in
Melanomzellen ist also abhingig von der Synthese positiver wie auch negativer Wachstums-

und Transkriptionsfaktoren, deren Expression in Melanomzellen dereguliert ist.

5.3.1 Nur MIA-defiziente Zellen exprimieren MITF, einen wichtigen
Regulator der Pigmentierung.

MITF ist nicht nur fiir die Pigmentierung von Melanozyten wichtig. Es reguliert auch die
Differenzierung und das Uberleben von Melanozyten (Hodgkinson et al., 1993; Tachibana,
2000) (siehe auch 2.1.4.3 und 2.1.3.2.1). Der Transkriptionsfaktor reguliert die Expression der
pigmentierungs-relevanten Gene Trp-1 und Tyrosinase durch Bindung an die M-Box im
Promotorbereich der Gene. Eine Protein-Expression von MITF in MIA-positiven Zellen
konnte allerdings nicht detektiert werden (siche Abbildung 19). Da schon vorher postuliert
wurde, dass die Transkription von Tyrosinase und anderen pigmentierungs-relevanten Genen
in amelanotischen, Tyrosinase-negativen Melanomzellen durch Faktoren beeinflusst wird, die
die Transkription und Expression des Transkriptionsfaktor MITF regulieren (Halaban, 2002),
wurden in dieser Arbeit Faktoren untersucht, die auf Protein-Ebene die Stabilitit und

Aktivitdt von MITF regulieren.

5.3.1.1 Erk als Regulator der MITF-Stabilitat

Zu einer Induktion der transkriptionellen Aktivitit von MITF und nachfolgenden
Degradierung des Transkriptionsfaktors kommt es durch den MAP-Kinase-Signalweg (siche
auch 1.1.3.1). Dieser phosphoryliert MITF an Serin73 und Serin409, was zu einer
kurzzeitigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors und spéter zu dessen Degradation fiihrt
(Hemesath et al., 1998). Zielgene des MAP-Kinase-Wegs sind Transkriptionsfaktoren wie
Ets-1, Elk-1 und c-myc. Sie regulieren die Proliferation und Transformation von
Melanomzellen. Aber auch Rsk-1 ist ein Zielgen des MAP-Kinase-Wegs. Der MAP-Kinase-
Weg ist teilweise schon in ,radial-growth-phase““-Melanomen aktiv und induziert die
Progression der Melanomzellen zum ,vertical-growth-phase“-Melanom. Die konstitutive
Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs in Melanomzellen ist in einigen Féllen auf Mutationen in
der Kinase-Domédne der Kinase BRaf zuriickzufiihren (Satyamoorthy et al., 2003).
Mutationen im BRaf Gen fithren zur Liganden-unabhéngigen konstitutiven Aktivierung von

BRaf und dem nachfolgenden MAP-Kinase-Weg (Satyamoorthy et al., 2003). Der MAP-
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Kinase-Weg ist in Melanomzellen konstitutiv aktiv, in MIA-defizienten Zellen hingegen liegt
der MAP-Kinase-Weg nicht aktiviert vor (sieche Abbildung 20). Da durch das Ausschalten der
MIA-Expression in MIA-defizienten Zellen die Aktivierung der MAP-Kinase unterbleibt, ist
davon auszugehen, dass MIA malgeblich an der Regulation des MAP-Kinase-Wegs beteiligt
ist und schon sehr friith auf dessen Aktivierung Einfluss nimmt. Die aktivierende Mutation
von BRaf hat in MIA-defizienten Zellen also keinen Einfluss auf die Aktivierung des MAP-
Kinase-Wegs. Fiir die reduzierte MITF-Konzentration auf Protein-Ebene konnte der MAP-
Kinase-Weg also mit verantwortlich sein. Hochstwahrscheinlich spielen auch noch andere
Faktoren wie PKC1 bei der Regulation der MITF Stabilitidt und seiner Aktivitit eine Rolle
(Levy et al, 2002). Denn trotz Stabilisierung des Transkriptionsfaktors MITF durch
Inhibierung des MAP-Kinase-Signalwegs konnte die Transkription von Trp-1 und Tyrosinase

nicht induziert werden.

5.3.1.2 PIAS3 wirkt auf MITF destabilisierend.

PIAS3, der ,protein-inhibitor of activated STAT3”, fungiert als Repressor der
transkriptionellen Aktivitit von Transkriptionsfaktoren wie STAT3 durch Bindung an deren
DNA-bindende Doméine. Zudem besitzt PIAS3 eine Sumoligase-Aktivitit, durch die die
Stabilitdit und Funktion von Proteinen wie zum Beispiel IRF-1 reguliert werden kann
(Nakagawa and Yokosawa, 2002; Wang and Banerjee, 2004). Als Repressor bindet PIAS3 an
die ,.basic-helix-loop-helix leucine zipper*-Domédne von MITF (Levy et al., 2003) und
inhibiert so die transkriptionelle Aktivitdt von MITF (Razin et al., 1999). In dem in unserer
Arbeit verwendeten Zellsystem wird PIAS3 in Melanomzellen exprimiert (siche Abbildung
21). Unterschiede in der MITF Expression konnten nur auf Protein-Ebene, nicht jedoch auf
RNA-Ebene zwischen Melanomzellen und MIA-defizienten Zellen festgestellt werden (siche
Abbildung 18 und 19). Aufgrund der reduzierten Proteinmenge von MITF in Melanomzellen
kann davon ausgegangen werden, dass die Bindung von PIAS3 an MITF destabilisierend auf
den Transkriptionsfaktor wirkt, PIAS3 in Melanomzellen also als Sumoligase agiert und
damit MITF destabilisiert. Dennoch scheint PIAS3 nicht allein ausschlaggebend fiir die
Repression oder die Destabilisierung von MITF zu sein: die Inhibierung von funktionellem
PIAS3 in den Melanomzellen durch stabile antisense-PIAS3-cDNA Transfektion fiihrte nicht
zu einer Reexpression von Trp-1 und Tyrosinase in Melanomzellen. Auch die Stabilisierung
von MITF iiber Inhibition des MAP-Kinase-Signalwegs und gleichzeitige Hemmung des

moglicherweise destabilisierenden Faktors PIAS3 fiihrte nicht zur einer Expression von Trp-1
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oder Tyrosinase. MIA scheint also in der Regulation der Pigmentierung eine wesentliche
Rolle zu spielen: durch die Expression von MIA werden Faktoren und Signalwegen
exprimiert, die die Induktion der Pigmentierung durch den Transkriptionsfaktor MITF
inhibieren. Eine weitere Erkldrung fiir die fehlende Reinduktion der pigmentierungs-
relevanten Gene liefern Ballotti und Kollegen. Sie zeigen, dass die exogene MITF-Expression
in MITF-negativen Maus-Melanomzellen nicht fiir eine Reexpression der Pigment-relevanten
Gene Trp-1 und Tyrosinase ausreichend war (Gaggioli et al., 2003). Die Inhibierung von
endogenem MITF in MITF-positiven Zellen jedoch blockierte die Expression von Trp-1 und
Tyrosinase und fithrte zur Depigmentierung in diesen Zellen (Gaggioli et al., 2003). Diese
Ergebnisse bestdtigten Vachtenheim und Hou. Beide proklamieren, dass die forcierte
Expression von MITF in verschiedenen MITF-defizienten Melanomzelllinien die Trp-1- und
Tyrosinase-Expression in den Melanomzellen nicht induzieren kann (Hou et al., 2000;
Vachtenheim et al., 2001). Da also durch die Stabilisierung von MITF und gleichzeitige
Inhibierung von PIAS3 keine Induktion der Trp-1 beziehungsweise Tyrosinase Expression
erzielt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass noch andere Faktoren an der Regulation
pigmentierungs-relevanter Gene beteiligt sind.

Die Transkription der pigmentierungs-relevanten Gene sowie die Induktion der Melanogenese
scheinen also einem Mechanismus zu unterliegen, an dem mehrere Faktoren, nicht nur MITF,
beteiligt sind. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass MIA-defiziente Zellen den
Transkriptionsfaktor MITF exprimieren, der sowohl eine zentrale Rolle in der Pigmentierung
als auch in der Melanozytenentwicklung spielt. Weiter wurde dargelegt, dass Melanomzellen
die Regulation pigmentierungs-relevanter Gene durch die Expression inhibierender Faktoren
verhindern. Da die Regulation von MITF keine Induktion der Transkription von
pigmentierungs-relevanten Gene erbrachte, wurden regulatorische Faktoren gesucht, die

direkt die Transkription pigmentierungs-relevanter Gene beeinflussen.

5.3.2 PAX3 wird nur von MIA-defizienten Zellen exprimiert.

Als weiterer regulatorischer Faktor pigmentierungs-relevanter Gene wurde der
Transkriptionsfaktor PAX3 untersucht (siche auch 2.1.3.2.2). Pax-Proteine sind fiir die
Etablierung verschiedener Zelltypen wichtig. Zum Beispiel hat PAX3 eine wichtige Funktion
in der Entwicklung proliferierender, melanozytirer Vorldauferzellen. Mutationen im PAX3-
Gen fiihren zum Wardenburg-Syndrom, das durch Pigmentierungsdefekte und Verlust des

Horvermogens gekennzeichnet ist (Tassabehji et al., 1994). PAX3 bindet an den
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Promotorbereich von Trp-1 und induziert dort dessen Transkription. In einem GroBteil
humaner Melanome wird PAX3 verstirkt exprimiert und trigt zum Uberleben der
Tumorzellen bei (Scholl et al., 2001). In der zitierten Studie wurden Patientenproben aus
unterschiedlichen Tumorstadien auf die Expression von PAX3 auf mRNA-Ebene positiv
getestet. Allerdings erwies sich in dieser Studie auch die Negativkontrolle positiv fiir die
Expression von PAX3 — die Spezifitit der angewandten Primer war also nicht gegeben und
die erzielten Ergebnisse der Studie miissen mit Bedacht gewertet werden (Scholl et al., 2001).
Im Gegensatz zu diesen Berichten konnte in der vorliegenden Arbeit eine Expression von
PAX3 auf RNA-Ebene in Melanomzellen nicht festgestellt werden, was die fehlende
Expression von Trp-1 erklért (siche Abbildung 30). Stattdessen wurde PAX3 auf RNA-Ebene
in MIA-defizienten Zellklonen detektiert. MIA scheint die Induktion der Transkription also
auch auf einer weiteren Ebene zu unterbinden.

AuBer PAX3 scheinen aber noch weitere Faktoren an der Regulation der Pigmentierung
beteiligt zu sein, denn eine Uberexpression von PAX3 in den Melanomzellen war fiir die Re-

Aktivierung der Expression des pigmentierungs-spezifischen Gens Trp-1 nicht ausreichend.

5.3.3 MIA induziert die Expression von Tbhx-2.

Untersuchungen zu weiteren regulatorischen Elementen des Trp-1 Promotors schlieBlich
fiihrten zu Tbx-2, dem brachyury-related transcription factor aus der T-Box Familie. Aus
dieser Familie sind zwei Transkriptionsfaktoren bekannt, die als Inhibitoren der Transkription
fungieren: Tbx-2 und Tbx-3. Tbx-2 bindet im Promotorbereich von Trp-1 an die MSEu- und
MSEi-Box und verhindert die Transkription von Trp-1. In unserem Zellsystem wird Tbx-2
auf RNA-Ebene in Melanomzellen stirker exprimiert als in MIA-defizienten Zellen (siehe
Abbildung 23). Tbx-2 konnte also in MIA-positiven Zellen als Repressor der Trp-1
Transkription fungieren und fiir die fehlende Expression von Trp-1 in den MIA-positiven
Zellen verantwortlich sein. Die Inhibierung von Tbx-2 konnte der ausschlaggebende Faktor
fiir die Induktion der Melanogenese in den Melanomzellen sein, da die Pigmentierung bisher
weder durch Stabilisierung von Transkriptionsfaktoren, noch durch Inhibierung von
Repressoren oder die Transfektion von Aktivatoren induziert werden konnte. Weitere
Untersuchungen zur Regulation der Tbx-2-Expression in MIA-positiven Zellen werden
Auskunft dariiber geben, wie MIA die Funktion von Tbx-2 reguliert, welche Faktoren an der
Regulation von Tbx-2 noch beteiligt sind und auf welche Weise Tbx-2 in den Zellen agiert. In
Abbildung 25 ist schematisch dargestellt, welche Faktoren bei der Pigmentierung eine Rolle
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spielen (A). In Abbildung 25 (B) sind die Bedingungen in der Melanomzelle aufgezeigt.

Diese fiithren zur Inhibierung der Transkription pigmentierung-relevanter Gene.

A)

» Expression von trp-1/tyrosinase === pjgment

[ B -
| pigmentierungsrelevante Gene (trp-1, tyrosinase) |:|

B)

“ pigmentierungsrelevante Gene (trp-1, tyrosinase) I:l

Abbildung 25: Uberblick iiber die Faktoren der Pigmentierung in A) MIA-defizienten Zellen und B) Melanomzellen.
In MIA-defizienten Zellen (A) induzieren die Faktoren PAX3 und MITF die Transkription von Trp-1 und
Tyrosinase. In Melanomzellen (B) verhindert PIAS3 die Bindung von MITF an den Promoter von Trp-1
beziehungsweise Tyrosinase. Der MAP-Kinase-Weg ist auBlerdem fiir die Destabiliserung von MITF verantwortlich.
Welche Rolle Brn-2 in der Pigmentierung einnimmt, ist noch nicht genau geklart: Brn-2 kann PAX3 binden,

allerdings wird dieser in Melanomzellen nicht exprimiert. Tbx-2 wirkt auf die Transkription von Trp-1 inhibierend.

5.4 MIA reguliert die Expression des Pou-Transkriptionsfaktor Brn-2.

Brn-2, ein Mitglied der Familie der Pou-Transkriptionsfaktoren, wird verstirkt in
Melanomzellen exprimiert (sieche auch 2.1.3.2.2). Brn-2 fordert die Proliferation der
Melanomzellen (Goodall et al., 2004b) und scheint an der Regulation der Pigmentierung
beteiligt zu sein (Thomson et al., 1995). Reguliert wird Brn-2 iiber die zwei Signalwege, die

im Melanom sehr hdufig konstitutiv aktiv sind: den Wnt/B-catenin- und den MAP-Kinase-
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Signalweg, der in MIA-positiven Zellen konstitutiv aktiv ist. Die Gruppe um Thomson konnte
belegen, dass Brn-2 wichtig fiir das Schicksal der melanozytiren Linie, fiir die Bildung von
Tumoren und zudem fiir die Transkription pigmentierungs-relevanter Gene wie Tyrosinase,
Trp-1 und MITF ist (Thomson et al., 1995). Diese Ergebnisse wurden durch die Gruppe von
Smit bestétigt und noch weiter untersucht. Die Gruppe fand heraus, dass Brn-2 sowohl mit
PAX3 als auch Sox10, beides Faktoren, die in der Melanogenese und der Entwicklung der
Melanozyten wichtig sind, interagiert und so Einfluss auf die Genexpression in Melanozyten
nehmen kann (Smit et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Brn-
2 auf Protein-Ebene in den MIA-positiven Zellen, kaum jedoch in MIA-defizienten Zellen
exprimiert wird (siche Abbildung 24). Brn-2 ist also Teil des Pigmentierungs-Netzwerks aus
Transkriptionsfaktoren und Signalwegen, die in MIA-positiven Zellen dysreguliert sind.
Weitere Untersuchungen zur Expression und Funktion von Brn-2 sind jedoch nétig, um seine
genaue Rolle in der Entstehung des Malignen Melanoms, seinen Beitrag zur Entstehung der

melanozytéiren Linie und vor allem seine Regulation durch das Protein MIA zu verstehen.

5.5 MIA als Regulator der Chromatinstruktur?

Die neoplastische Transformation ist gekennzeichnet durch eine deregulierte Zellproliferation
und ein verdndertes Apoptosemuster (Espino et al., 2005). Diese Merkmale der
Tumorentstehung gehen auf genetische Verdnderungen zuriick, wie zum Beispiel Mutationen
von Tumorsuppressorgenen. Sie konnen aber auch mit Modifikationen einhergehen, die die
Struktur der DNA betreffen, aber nicht die DNA-Sequenz beeinflussen (Espino et al., 2005).
Epigenetische Mechanismen, die in Tumorzellen oft verdndert sind, betreffen zum Beispiel
die Modifikationen von Histonen des Chromatins (Espino et al., 2005).

Chromatin besteht aus in Nukleosomen verpackter DNA. Nukleosomen wiederum werden aus
DNA und einem Proteinkomplex, dem sogenannten Core-Protein, aufgebaut. Das Core-
Protein besteht aus acht Histonen. Um dieses Oktamer windet sich die DNA 1,75 mal
(Kornberg, 1974). Posttranslationelle Modifikationen wie die Acetylierung und
Deacetylierung der Histone bestimmen, wie eng die Nukleosomen gepackt sind. Der
Packungsgrad entscheidet, wie zugénglich die DNA fiir Transkriptionsfaktoren ist und somit,
ob ein DNA Segment oft oder eher selten transkribiert wird (Grunstein, 1997).
Histonacetyltransferasen (HAT) sind fiir die Acetylierung des N-terminalen Lysinrests von
Histon H3 verantwortlich, Histondeacetylasen (HDAC) entfernen die Acetylgruppe wieder

(Davie, 1998). Durch die Histonacetylierung und der damit verbundenen
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Ladungsverschiebung wird die Bindung der DNA an die Histone gelockert. Die
Chromatinstruktur entspannt sich, fordert so den Zugang DNA-bindender Faktoren und
erleichtert so die Transkription der DNA (Cho et al., 2004). Die Entfernung der Acetylgruppe
durch HDACs stellt die urspriinglichen Ladungsverhiltnisse wieder her: das Chromatin
kondensiert, DNA-bindende Faktoren, regulatorische Komplexe und die RNA-Polymerase
konnen nicht mehr an die DNA binden (Davie, 1998).

HDACs konnen direkt an Ziel-DNA binden, sie kdnnen aber auch an Transkriptionsfaktoren
binden und damit indirekt die Transkription von Zielgenen regulieren. (Gu and Roeder,
1997). Ein Beispiel fiir die indirekte Inhibierung der Transkription und die Beteiligung der
HDACS an der Zellzyklus-Regulation stellt die transkriptionelle Repression des
Transkriptionsfaktors E2F dar. Die Bindung von Rb an den Transkriptionsfaktor E2F bewirkt
die Akkumulierung von zwei HDACs (Luo et al., 1998) und verhindert damit die
Transkription der Zielgene von E2F. Auch Tbx-2 induziert die Repression von Zielgene wie
Trpl und dem Cyclin-abhidngige Kinase-Inhibitor p21/waf/Cipl durch die Rekutierung einer
Deacetylase. Diese transkriptionelle Inaktivierung Zellzyklus-regulierender Gene wie p2l
verhindert die Seneszenz und Apoptose von Zellen. Die Regulation von p21/wafl/Cipl durch
HDAC:s ist also ein gutes Beispiel fiir die Beteiligung der HDACs an der Zellzykluskontrolle.
Es ist bekannt, dass Mutationen von HATs und HDAC:s fiir die Entstehung von Krankheiten
verantwortlich sein konnen (Muraoka et al., 1996). Beim Dickdarmkrebs zum Beispiel kommt
es aufgrund von genetischen Mutationen und folgendem Funktionsverlusts des
Tumorsuppressors APC (Adenomatosis Polypolis Coli) zu einer vermehrten Expression von
HDAS2. Anomale HDAC Aktivitit wurde auch in einigen anderen Tumorerkrankungen
nachgewiesen und wird mit der Inhibierung von Tumorsuppressorgenen und der
Tumorinduktion in Zusammenhang gebracht (Klisovic et al., 2003). Der Einsatz von HDAC-
Inhibitoren in der Tumorbekdmpfung wird derzeit erprobt (Marks et al., 2001). Die Zugabe
von HDAC-Inhibitoren bewirkt die Transkription von Tumorsuppressorgenen und reprimiert
tumorfordernde Faktoren (Van Lint et al., 1996). Der Einsatz von Trichostatin A (TSA),
einem niedermolekularen mikrobiellen Stoff zum Beispiel, bewirkt bereits in geringen
Konzentrationen den Arrest von Tumorzellen in der G1 und G2 Phase des Zellzyklus.
AulBlerdem konnte gezeigt werden, dass TSA die Differenzierung von Zellen beeinflusst und
die Morphologie transformierter Zellen verdndert (Yoshida et al., 1995). Generell wurde
durch die Behandlung von Zellen mit HDAC-Inhibitoren die Proliferation transformierter

Zellen gestoppt, und im Tiermodell das Tumorwachstum inhibiert (Yoshida et al., 1990).
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Die Behandlung von den in dieser Arbeit verwendeten Melanomzellen mit TSA fiihrte zu
morphologischen Verdnderungen: die Zellen zeigten dendritische Fortsdtze und &hnelten in
threr Morphologie Melanozyten (siche auch 4.6). Dennoch konnte eine Aktivierung der
Transkription vor allem von pigmentierungs-relevanten Genen wie Trp-1 oder Tyrosinase,
wie in MIA defizienten Zellen beobachtet, nicht induziert werden.

MIA scheint also nicht iiber eine globale Regulierung der Chromatinstruktur, sondern
spezifisch auf die Expression der hier diskutierten Gene zu wirken. Um eine Beteiligung von
MIA-abhingigen Mechanismen an der Regulation der allgemeinen Chromatinstruktur vollig
ausschlieBen zu konnen, miissten jedoch weitere epigenetische Modifikationen wie
Methylierung, Phosphorylierung, Sumoylierung oder Ubiquitinierung im Detail untersucht

werden.

5.6 Funktionsweise von MIA

Wie MIA die Verdnderungen in der Morphologie, der Signaltransduktion und der
Pigmentierung der Melanomzellen reguliert, ist bisher noch nicht gekldrt. Bislang
unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe BoBerhoff zeigen, dass MIA an
Adhisionsmolekiile aus der Familie der Integrine bindet (Veroffentlichung in Vorbereitung).
Diese werden auf der Oberfliche von Zellen exprimiert und stehen im Zytoplasma mit dem
Zytoskelett und zytoplasmatischen Proteinen in Verbindung (sieche oben). Mit ihrer
extrazelluliren Doméne binden sie an Komponenten der extrazelluliren Matrix wie
Fibronektin oder Laminin. Integrine sind fiir die Proliferation, das Uberleben von Zellen, ihre
Morphologie, Differenzierung und Wanderung wichtig (sieche auch 5.1.2). Aktivierte
Integrine regulieren diese Prozesse durch Bindung und Aktivierung verschiedener
Signalmolekiile. Aus der Literatur ist bekannt, dass aktivierte Integrine zum Beispiel eine
Signal-verstirkende Wirkung auf den MAP-Kinase-Weg und hier vor allem auf die Kinase
Erk besitzen (Schwartz and Assoian, 2001). In dem in dieser Arbeit verwendeten Zellsystem
konnte eine konstitutive Aktivierung der MAP-Kinase Erk in den Melanomzellen HMB2
festgestellt werden, welche somit auf MIA induzierten Integrinsignalen beruhen konnte.
Dieser Annahme widerspricht allerdings, dass die kurzzeitige Behandlung von
Melanomzellen (Mel Im) mit MIA bis zu drei Stunden zu einer Reduktion der Aktivierung
von Erk fiihrt (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe BoBerhoff). Drei Stunden nach
Behandlung sind keine Aktivierungsunterschiede zwischen behandelten und unbehandelten

Zellen mehr zu detektieren. Der Mechanismus, der diesen Prozessen zugrunde liegt, ist
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bislang ungeklért. Jedoch scheint MIA kurzfristig die Aktivierung der Integrine und deren
Bindung an die extrazellulire Matrix zu blockieren und somit auch die Integrin-abhéngige
Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs herabzusetzen. Diese Blockade wird
wahrscheinlich durch die Loslosung von MIA von den Integrinen durch Degradierung von
MIA wieder aufgehoben.

Eine Moglichkeit fiir eine nicht direkt von MIA abhingige konstitutive Aktivierung des
MAP-Kinase-Wegs in den Melanomzellen kdnnte auch mit dem MAP-Kinase-Inhibitor RKIP
zusammenhangen. RKIP wird in primédren Tumoren geringer exprimiert als in Melanozyten,
in Metastasen hingegen kommt es zum Verlust von RKIP (Schuierer et al., 2004). Die
konstitutive Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs konnte also auf den Verlust des MAP-
Kinase Inhibitors zurlickzufiihren sein. Ob der Verlust der RKIP Expression in
Melanomzellen tatsichlich fiir diesen Effekt verantwortlich ist und ob diese
Herunterregulierung vielleicht sogar MIA abhéngig ist, bedarf weiterer Studien.

Warum nur die transiente Transfektion MIA-defizienter Zellen mit einem MIA-
Expressionskonstrukt Verdnderungen in der Morphologie, der Pigmentierung und auf
molekularer Ebene mit sich bringt, nicht jedoch die Behandlung mit MIA Protein, bleibt
weiterhin offen. Eine mogliche Erklidrung hierfiir konnte sein, dass MIA vor allem lokal
sezerniert wird und auch nur eine lokale Wirkung zeigt. Eine Behandlung von MIA-
defizienten Zellen mit MIA Protein hingegen wirkt auf die gesamte Zelle, nicht jedoch
konzentriert auf spezifische Regionen der Zelle. Auch kann die Sekretion von MIA einem
bestimmten zeitlichen, zum Beispiel Zellzyklus abhéngigen, Ablauf folgen, der durch die
Zugabe von MIA auf die Zellen nicht eingehalten wird.

Die Regulierung der Expression von Genen, die zum einen schon wéhrend der frithen
Embryonalentwicklung eine Rolle spielen, zum anderen aber erst in spéteren Prozessen wie
der Pigmentierung exprimiert werden, weist MIA eine {ibergeordnete Rolle in der Regulation

von Genen zu.
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5.7 Fazit und Ausblick

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass MIA an der Entstehung von Melanomen beteiligt
ist: Tumor-assoziierte Gene wie ITGB3, das maligeblich an der Progression von Tumoren
mitwirken, werden in MIA-defizienten Zellen nicht exprimiert. MIA-defiziente Zellen weisen
im Gegensatz zu Melanomzellen einen melanozytdren Phanotyp auf. In lichtmikroskopischen
Aufnahmen ist eine dendritische Morphologie zu erkennen. Sie generieren reife
Melanosomen der Stadien 3 und 4 und gehen untereinander Zell-Zellkontakte ein. Ihre
Pigmentierung geht zuriick auf das intakte Pigmentierungsnetzwerk aus pigmentierungs-
relevanten Genen und Signalwegen und der fehlenden Expression von inhibitorischen
Faktoren der Pigmentierung. Melanomzellen hingegen fordern ihre Proliferation iiber anti-
apoptotische Signale und den MAP-Kinase-Weg.

Inwieweit MIA an der Regulation der Expression vor allem von ITGB3 beteiligt ist und
welche weiteren Faktoren hierbei eine Rolle spielen, ist bislang unklar. Die Klonierung des
ITGB3-Promotors und nachfolgende Promotoranalysen werden Auskunft geben iiber aktive
Dominen im Promotor und iiber die Transkriptionsfaktoren, die fiir die Expression von
ITGB3 verantwortlich sind. Vorldufige Daten zeigen, dass der Transkriptionsfaktor Snail
aktivierend auf die ITGB3 Expression wirkt. Weitere Untersuchungen hinsichtlich dieses
Transkriptionsfaktors stehen aber noch aus. Auch bieten sich Untersuchungen an, die die
Vielkernigkeit in den Melanomzellen erkldren konnte. Deregulationen zytokinetisch wichtiger
Faktoren sollten auch untersucht werden.

MIA reguliert aber auch die Expression von Genen und Proteinen im Melanom, die wihrend
der Melanozytenentwicklung eine wichtige Rolle spielen. In Melanomzellen wird Brn-2
exprimiert, ein wichtiger Faktor fiir die Zelldifferenzierung. Faktoren, die in der frithen
Entwicklung von Melanozyten eine wichtige Rolle spielen, wie eben Brn-2, kdnnten in die
Regulation der Pigmentierung in den Melanomen erheblich eingreifen und sollten daher
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Auch muss die Expression weiterer Gene und
Proteine nédher analysiert werden, die fiir die frithe Zelldifferenzierung und Entwicklung von
Bedeutung sind. Tbx-2 ist ein Faktor, der fiir die Zelldifferenzierung wichtig ist und dessen
Regulation und Funktion in Melanomzellen genauer hinterfragt werden sollte. Vorldufige
Daten belegen, dass MIA die Expression von Brn-2 und Tbx-2 schon auf RNA-Ebene
reguliert. Weitere Untersuchungen jedoch sind nétig, die genaue Funktion von MIA in der
Regulation dieser Gene zu verstehen. Ein weiterer Faktor aus der Familie der T-Box-Faktoren
ist Tbx-3. Auch dieser Faktor ist fiir die frithe Entwicklung von Melanozyten von Bedeutung

und soll im Hinblick auf die Entstehung von Melanomen untersucht werden.
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Promotoranalysen zur Regulation von Brn-2, Tbx-2 und Tbx-3 konnten zudem Aufschluss

iiber Transkriptionsfaktoren geben, die durch MIA reguliert werden.
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6 Anhang

6.1 AbkUrzungen

ABCDE
ALM
APC
APS

AS
bHLH
BRaf
Brn-2
cAMP
CREB
cDNA
Dct
DHICA
DNA
dNTP
EMT
Erk
Gsk38
HAT
HDAC
ITGB3
LEFI
LMM
MAP-Kinase
MCIR
MITF
MIA
MSH
MT1-MMP
mRNA

Regel zur Klassifikation von Melanomen
akrolentigindses Melanom

Adenomatosis Polypolis Coli
Ammoniumpersulfat

Anti-Sense

Basic Helix-Loop-Helix

v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
Brain-2 gene

Zyklisches Adenosinmonophosphat

cAMP responsive element-binding protein
Copy DNA

Dopachromtautomerase
5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid
Desoxyribonukleinséure
Desoxynukleotidtriphosphat

Epitheliale- mesenchymale Transition
Extracellular signal-regulated kinase
Glycogen Synthase Kinase 3 beta

Histon Acetyltransferase

Histon Deacetylase

Integrin beta 3
Lymphoid-Enhancer-Binding-Protein 1
Lentigo-maligna Melanom
Mitogen-Activated Protein Kinase
Melanocortin Rezeptor 1
Microphthalmia-associated transcription factor
Melanoma Inhibitory Activity
Melanoyte-stimulation hormone
Membrane-typ 1 Matrix-Metalloproteinase
Messenger RNA
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NM
PAX
PBS
PCR
PDGF
PIAS3
Rb
RGP
RNA
rpm
Rsk
RT-PCR
Sct
SDS
SPARC
SSM
STAT
Tbx
TCF
TEMED
tPA
Tris
Trp-1
TSA

uv
VGP
WHO

noduldres Melanom

Paired Box Gene

Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerase-Chain-Reaction
Platelet-Derived Growth factor
Protein Inhibitor of Activated Stat3
Retinoblastom

Radial growth phase
Ribonukleinséure (,,ribonucleic acid*)
Umdrehungen pro Minute

Ribosomal Protein S6 Kinase
Reverse-Transkriptase-PCR

Stem Cell Factor
Natriumdodecylsulfat

Secreted protein acidic, rich in cysteine
superfiziell spreitendes Melanom
Signal transducer and activator of transcription
T-Box protein

Transcription factor

N,N,N’ N’-tetramethylethylendiamin
Tissue-Type Plasminogen Activator
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosinase-related protein-1
Trichostatin

Units

Ultraviolet

Vertical growth phase

World Health Organisation
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