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Einleitung

|. Einleitung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit Integrin alphal0 (ITGA10), einem Molekiil mit Funktionen
sowohl im malignen Melanom als auch im Knorpel. Um diesen beiden Expressionsorten
gerecht zu werden, ist die folgende Einleitung in zwei Teile gegliedert. Der erste Teil befasst
sich mit der Entwicklung des malignen Melanoms und mit den molekularen Grundlagen, die
zu dessen Entstehung beitragen. Der zweite Teil der Einleitung behandelt die Chondrogenese

und verschiedene Molekiile, die fiir die Differenzierung von Chondrozyten essentiell sind.

1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom, auch bekannt als ,schwarzer Hautkrebs®, ist eine bosartige
Tumorerkrankung, die durch Entartung der Pigment-bildenden Melanozyten entsteht. Maligne
Melanome bilden sich iiberwiegend in der Haut, konnen aber auch im Auge, in der Hirnhaut
oder in Schleimhduten entstehen. Da die meisten Melanomzellen weiterhin Pigment bilden,
fallt der Tumor durch ein dunkelbraun bis schwarzes Wachstum an der Oberfldche der Haut
auf. Im Unterschied zum Basaliom (Basalzellkarzinom), einer benignen Hauterkrankung, bei
der es sehr selten und erst im Spitstadium zur Metastasierung kommt, hat das maligne
Melanom eine friihe Tendenz zur Metastasierung. Es wird deswegen zur Gruppe der
hochmalignen Tumore gerechnet und ist fiir etwa 90 % der Mortalitit an Hautkrebs
verantwortlich.

Auf Grund ihrer Morphologie lassen sich klinisch und histopathologisch vier verschiedene
Arten von Melanomen unterscheiden: das superfiziell spreitende Melanom (SSM), das
nodulidre Melanom (NM), das Lentigo-maligne Melanom (LMM) und das akrolentigendse
Melanom (ALM). Das superfiziell spreitende Melanom ist die am haufigsten auftretende
Form des Melanoms und kommt als asymmetrische Hautverdnderung mit unregelméBiger
Pigmentierung und Begrenzung vor. Das noduldre Melanom erscheint eher erhaben und
ebenfalls mit pigmentierter und unregelmifBiger Erscheinung. Bei élteren Menschen tritt
typischerweise eher das Lentigo-maligne Melanom an Hautarealen auf, die, wie die Wangen,
andauernd dem Licht ausgesetzt sind. Das akrolentigendse Melanom betrifft nur 5 % aller
Patienten und bildet sich meist an den duBleren Extremititen, wie an den Hinden und Fillen.
Neben diesen vier hauptsdchlich auftretenden Formen des Melanoms gibt es noch weitere
seltene Formen, wie das amelanotische, das desmoplastische und das polypoide Melanom, auf

die hier nicht weiter eingegangen wird.
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1.1. Die Melanomentwicklung

Die Entstehung eines Melanoms beginnt mit der Entartung von Melanozyten. Diese sind wie
die Keratinozyten Zellen der Epidermis, der duleren Hautschicht. Die Pigment-bildenden
Melanozyten treten mit den Keratinozyten im Verhiltnis 1:5 in Kontakt. Uber Dendriten
versorgen sie diese mit dem, in den Melanosomen enthaltenen Pigment Melanin, wodurch die
DNA der Keratinozyten vor schiadlichem UV-Licht geschiitzt ist. Die Keratinozyten hingegen
kontrollieren die Proliferation der Melanozyten [1].

Die Entwicklung eines Melanoms ausgehend von einem entarteten Melanozyten bis hin zu
einem metastasierenden Tumor lédsst sich nach einem Modellsystem von Clark et al. in fiinf
verschiedene Stufen einteilen, wobei genetische und morphologische Verdnderungen
berticksichtigt werden [2; 3]. Zur ersten Stufe dieser Unterteilung wird der melanozytdre
Névus, eine frithe, hyperplastische Ladsion von Melanozyten, gezéhlt, der nur selten entartet.
Der dysplastische (atypische) Navus allerdings, die zweite Stufe in der Melanomentwicklung,
weist bereits strukturelle Veranderungen auf und wird als Vorldufer des Melanoms angesehen
[1]. Durch das anormale Wachstum der Melanozyten dieser Nivi bilden sich Ansammlungen
von Zellen, die bereits ihre typisch dendritischen Ausldufer verlieren. In der dritten
Entwicklungsstufe des Melanoms befinden sich Zellen in der frithen radialen
Wachstumsphase (RGP), wobei sie sich radial ausbreiten aber noch in der Epidermis
verweilen. Erst in der nidchsten Entwicklungsstufe, der vertikalen Wachstumsphase (VGP)
dringen entartete Melanozyten durch die Basalmembran in die Dermis und das subkutane
Gewebe vor und beginnen zu metastasieren. Der metastasierende Tumor bildet die letzte Stufe
der Progression des Melanoms, bei der es sich sowohl iiber die Blutbahn als auch den
Lymphweg im Korper ausbreitet. Allerdings verlduft die Entwicklung bis hin zu einem
metastasierenden Melanom nicht immer in diesen flinf Stufen. Melanome koénnen sich auch
direkt aus Melanozyten entwickeln, ohne dass es zuvor zur Bildung von Nivi kommt.
Wihrend der Entartung der Melanozyten zu Melanomzellen werden diese autonom und
entziehen sich der Kontrolle durch die Keratinozyten der Epidermis. Diese stufenweise
Entwicklung bis hin zu einem malignen Melanom bedingt verschiedene Veridnderungen der
Melanozyten. So miissen sich die Zellen zunichst der lokalen Wachstumskontrolle durch
Zytokine und Apoptosesignale entziehen, damit der Tumor proliferieren kann. AuBerdem
verdndern sie das Motilitdts- (Wanderungs-) und Adhésionsverhalten, woran unter anderem
auch Integrine beteiligt sind, so dass sie aus der Epidermis auswandern, die Basalmembran

durchdringen und sich im Korper ausbreiten konnen.
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Abbildung 1: Modell der Tumorprogression bei Melanomen, verdandert nach Clark et al., 1984. Dargestellt ist
die stufenweise Entwicklung des Melanoms, vom Melanozyten bis zum metastasierenden Melanom. RGP =
radial growth phase, VGP = vertical growth phase.

1.2. Zell-Adhédsionsmolekiile des malignen Melanoms

Die Abgrenzung von Organen und Geweben gegen die duBere Umgebung wird durch
epitheliale Zellverbédnde gewéhrleistet. Die geordnete Struktur von Epithelien beruht zum
einen auf sehr engen Kontaktstellen zwischen zwei Epithelzellen und zum anderen auf
adhdrenten Verbindungen, die sich zwischen zwei Epithelzellen oder einer Epithelzelle und
der extrazelluldren Matrix ausbilden. Hemidesmosomen stellen dabei den Kontakt zwischen
Aktinfilamenten in der Zelle und der spezifischen Oberfliche oder der Zellmembran einer
anderen Zelle her. Die Epithelstruktur wird aullerdem durch die Gewebs- und
Organarchitektur multizelluldrer Organismen festgelegt. Zelladhdsionsmolekiile sind
zusitzlich an der Regeneration von Organen und dem generellen Zellverhalten beteiligt.
Zudem regulieren sie die dynamischen Prozesse der Morphogenese im Verlauf der
Embryonalentwicklung, was im zweiten Teil der Einleitung noch ausfiihrlicher erdrtert

werden soll.

1.2.1. Integrine
Zu den Zelloberflichenproteinen zdhlen die Klassen der Integrine, Cadherine, die
Immunglobulin-(Ig-) Superfamilie, Selektine und Mucine. Die Integrine sind wichtige

Zelloberflachenrezeptoren, die den Kontakt der Extrazelluldren Matrix (ECM) mit dem Aktin-
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Zytoskelett vermitteln. Es sind heterodimere, transmembrane Glykoproteine, die sich aus
einer alpha und einer beta Untereinheit zusammensetzen. Bisher sind in der Familie der
Integrine 18 alpha und 8 beta Untereinheiten bekannt, die sich zu 25 verschiedenen
Integrinrezeptoren zusammensetzen konnen. Diese werden auf Grund der Zusammensetzung
threr Untereinheiten und der Ligandenspezifitit in vier Unterfamilien eingeteilt. Die betal-
Unterfamilie stellt die groBte Familie dar, denn mit der betal Untereinheit konnen 12 alpha
Untereinheiten interagieren. Betal Untereinheiten stellen hauptsidchlich den Kontakt der
Zellen mit der ECM her. Die Integrine der zweiten Unterfamilie, der beta2/ beta7
Unterfamilie, sind Leukozyten-spezifische Rezeptoren. Sie vermitteln die Interaktion mit
interzelluldren Adhésionsmolekiilen (ICAMs), E-Cadherin und Fibrinogen. Die alphav
Unterfamilie spielt eine wichtige Rolle bei der Organogenese von Sdugetieren. Integrine
dieser Familie werden von Epithelzellen, Endothelzellen, Osteoklasten und verschiedenen
Tumorzellen exprimiert [4]. Die beta3 Unterfamilie steht im Zusammenhang mit
histopathologischen Merkmalen wie der erh6hten Tumorigenitit von entarteten Melanozyten
und dient als Tumormarker. Die verstirkte Expression von Integrin alphav beta3 zum Beispiel
ist maB3geblich an der Progression des malignen Melanoms und anderen Tumorarten beteiligt
[5; 6].

Allen Integrinen ist ein homologer Aufbau aus einer alpha und einer beta Untereinheit
gemein. Die alpha und die beta Untereinheit der Integrine bestehen aus einer langen
extrazelluliren Doméne, einer kurzen Transmembrandoméne und einer zytoplasmatischen
Doméne [7-9]. Die extrazellulire Domine der Integrin alpha Untereinheit enthdlt eine
siebenfach homologe Wiederholung in der Sequenz, durch die bivalente Kationen wie Ca*"
und Mg>" gebunden werden kénnen. Dadurch erst wird die Ligandenbindung der Integrine
vermittelt [10]. Die beta Untereinheit enthdlt nahe der Transmembrandoméne ein
cysteinreiches Segment, welches in etwa 40 Aminosduren umfasst. Die zytoplasmatische
Domaéne der Integrin alpha und beta Untereinheit ist wichtig fiir die Verbindung der ECM mit
dem Aktin-Zytoskelett. Durch die Rekrutierung vieler Struktur- und Adapterproteine kdnnen
von Integrinen so iiber eine Signalkaskade Signale in die Zelle tibertragen werden [9; 10].

Die Dimerisierung der alpha und beta Untereinheit wird von den N-terminalen Enden
vermittelt, die iiber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verkniipft sind. Erst als
Heterodimer konnen Integrine Liganden binden. Anders als andere Zelloberfldchenrezeptoren
ist die Liganden-Bindungsaffinitit bei Integrinen vergleichsweise schwach. Allerdings

ermOglicht diese schwache Bindungsaffinitidt den Zellen ein schnelles Anheften und Ldsen
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von der Umgebung, was fiir die Beweglichkeit der Zellen und fiir deren Fahigkeit zur

Invasion ausschlaggebend ist [11].

Alpha-Untereinheit Beta-Untereinheit

~*r—*
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der extrazelluldren, transmembranen und zytoplasmatischen Doméne
von heterodimeren Integrinen. Verdndert nach Kuphal et al., 2005.

Nachdem Integrine urspriinglich als Zelladhdsionsmolekiile entdeckt wurden, die den Kontakt
von Zellen untereinander und von Zellen mit der ECM vermitteln, konnte ihnen inzwischen
auch eine wichtige Rolle als Ubertriger von Signalen fiir die Kommunikation von Zellen
untereinander nachgewiesen werden [7; 10; 12; 13]. Dadurch erlangen sie Bedeutung fiir
zahlreiche Prozesse in der Zelle wie Proliferation, Apoptose, Anoikis, Invasion und
Metastasierung, Embryogenese, Tumorprogression oder Angiogenese [14-21].

Auf diese Weise sind Integrine auch an verschiedenen Signalwegen der Melanomentwicklung
beteiligt [22; 23]. Sie haben eine Schliisselfunktion fiir die Regulation der Migration der
Tumorzellen und fiir das Uberleben und die Proliferation des Tumors. Wihrend der Entartung
der Melanozyten zu Melanomzellen dndert sich das Expressionsmuster der Integrine. Die
verstiarkte Expression von verschiedenen Integrinen, wie Integrin alphav beta3, alpha4 betal

und alpha2 betal, geht einher mit einem zunehmenden metastatischen Phénotyp der Zellen

5
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[24-26]. Der Kontakt der Melanomzellen mit der Umgebung, vermittelt durch Integrine,
ermdglicht dem Tumor den Ubergang vom stationdiren Wachstum hin zum migratorischen,
invasiven Wachstum, also von der radialen Wachstumsphase (RGP) in die vertikale
Wachstumsphase (VGP). Fiir diesen Prozess ist die verstirkte Expression von Integrin alphav
beta3 ein spezifischer Marker [27-29].

Es soll nun ndher auf das Integrin alphalO betal eingegangen werden, da es fiir diese Arbeit

von Bedeutung ist.

1.2.1.1. Integrin alphal0

Integrin alphalO, ein Kollagen Typ II-bindendes Integrin, wurde aus Chondrozyten isoliert
und als neues Mitglied der betal Unterfamilie der Integrine charakterisiert [30]. Integrin
alphalO wird hauptsédchlich im Knorpel, sowie im Muskelgewebe exprimiert [30; 31]. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte auch eine verstirkte Expression von Integrin alphalO in
Melanomzellen nachgewiesen werden.

Die alphalO Untereinheit hat ein Molekulargewicht von 160 kDa und die tibliche Struktur der
alpha Untereinheiten, bestehend aus einer langen extrazelluliren Domédne (1098
Aminosduren), einer Transmembrandomidne (25 Aminosduren) und einer kurzen
zytoplasmatischen Doméne (22 Aminosduren). Integrin alphalO ist eng verwandt mit den
anderen Kollagen bindenden Integrin Untereinheiten alphal, alpha2 und alphall, wobei die
grofte Identitdt zu alphall besteht. Es konnte gezeigt werden, dass Integrin alphalO das
dominierende Kollagen-bindende Integrin wéihrend der Knorpelentwicklung ist [32]. Eine
Integrin alphal0 Knockout-Maus zeigt, dass Integrin alphalO eine spezifische Rolle in der
Morphogenese und Funktion der Wachstumsfuge hat [33]. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen der Wachstumsfuge von neugeborenen Méusen zeigen eine erhdhte Zahl an
apoptotischen Chondrozyten und eine reduzierte Dichte des Kollagenfibrillen Netzwerkes. Es
sind allerdings nur vergleichsweise geringe Effekte, die sich durch den Verlust von Integrin
alphalO zeigen. Fiir die Knochenbildung ist Integrin alphalO wichtig, aber nicht unbedingt
notwendig und andere Kollagen-bindende Integrine wie alpha2 betal kdnnen diesen Verlust

kompensieren [33].

1.2.2. Cadherine

Eine weitere Gruppe von Adhédsionsmolekiilen, die fiir die Adhésion zwischen Zellen sorgen,
ist die Superfamilie der Cadherine. Diese Familie beinhaltet viele Mitglieder, die sich auf

6
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Grund ihrer Struktur in sechs Unterfamilien gliedern lassen: (1) klassische Typ I Cadherine
(E-, N-, P- und R-Cadherine), (2) klassische Typ II Cadherine (Cadherin-6 bis -12), (3)
desmosomale Cadherine (Desmocollin, Desmoglein), (4) Cadherine mit einer eher kurzen
zytoplasmatischen oder gar keiner Doméne (LI-, T-Cadherin), (5) Protocadherine und (6)
Cadherin-verwandte Proteine, wie das Protein Flamingo, das Drosophila Tumorsuppressorgen
fat, das Gen dachsous und das ret-proto-Onkogen [34; 35].

Die klassischen Cadherine sind Ca**-abhéngige transmembrane Glykoproteine, die Zell-Zell-
Adhésion iiber ihre extrazelluldre Domine vermitteln. Sie haben eine Transmembrandoméine
gefolgt von einer hoch konservierten zytoplasmatischen Doméne, die die Bindung mit dem
Aktinzytoskelett liber Catenin Molekiile vermittelt [36].

In aggressiven Melanomen spielt das VE-Cadherin eine besondere Rolle. Es konnte gezeigt
werden, dass aggressive Melanome endothelassoziierte Gene exprimieren und Endothel-
dhnliche Funktionen ausiiben konnen, um dreidimensionale Kanile aus Laminin bilden zu
konnen, die eine Versorgung des Tumors mit Néhrstoffen und Sauerstoff sichern konnen [37].
Diesen Aufbau von gefdBartigen Strukturen ohne Beteiligung von Endothelzellen oder
Fibroblasten nennt man “vasculogenic mimicry*.

Zwei weitere Molekiile der Cadherin-Familie, die fiir die Melanomentwickung von grofBer
Bedeutung sind, sind E- und N-Cadherin. Das Zelladhdsionsmolekiil E-Cadherin ist fiir die
»<Kommunikation* zwischen den Melanozyten und den Keratinozyten in der Epidermis der
Haut besonders wichtig. Melanozyten haben ihren Ursprung im Neuroektoderm und wandern
wihrend der embryonalen Entwicklung von der Neuralleiste in die Epidermis der Haut ein. In
dieser Umgebung wird dann der Kontakt zu den Keratinozyten iiber E-Cadherin vermittelt
[38]. Dieses gilt als epithelialer Marker nicht entarteter Melanozyten und sorgt fiir die
Aufrechterhaltung der geordneten Struktur des Gewebes. E-Cadherin wird bereits in der
Embryonalentwicklung im Blastomer-Stadium exprimiert und ist im weiteren
Entwicklungsverlauf in allen Epithelien nachweisbar. Studien belegen, dass die Expression
von E-Cadherin fiir das Uberleben essentiell ist, denn Embryonen von Knockout-Mausen
sterben im Stadium der Blastozyste ab [39; 40].

Zelladhédsionsmolekiile sind allerdings, auler an der Vermittlung der Zell-Zell-Interaktion
wiéhrend der Embryonalentwicklung, auch an der malignen Progression von Tumoren
beteiligt. Erst durch den Verlust und die Fehlregulation von Zelladhdsionsmolekiilen geht die
geordnete Struktur eines Gewebeverbandes verloren, wodurch sich Zellen aus diesem 16sen
konnen [41]. Dieser Prozess ist als epitheliale mesenchymale Transition (EMT) bekannt. Fiir

das maligne Melanom konnte gezeigt werden, dass E-Cadherin im Melanom, im Vergleich zu
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Melanozyten und benignen Navi, signifikant vermindert bzw. gar nicht mehr exprimiert wird
[38; 42]. Durch den Verlust von E-Cadherin verlieren auch die Keratinozyten ihre Kontrolle
iber die Melanozyten, wodurch diese beginnen, unkontrolliert zu wachsen [38; 43; 44].

Der Verlust von E-Cadherin bei der Melanomentwicklung geht einher mit der Neuexpression
von N-Cadherin, wodurch das Adhédsionsverhalten der Melanomzellen verdndert wird. Sie
16sen sich aus dem destabilisierten Zellverband mit den umgebenden Keratinozyten, werden
mobiler und invasiv und 16sen sich schlieBlich von dem Priméirtumor. Dieses Umschalten der
Cadherinexpression von E-Cadherin zu N-Cadherin fiihrt zur Ausbildung von neuen Zell-
Zell-Kontakten mit Fibroblasten des Stromas und Endothelzellen, die ebenfalls N-Cadherin
an ihrer Oberfliche tragen [45]. Zusétzlich werden durch N-Cadherin antiapoptotische
Signalkaskaden, wie Akt/PKB (Proteinkinase B) aktiviert, wodurch die Apoptose der
Tumorzellen durch Inhibition des proapoptotischen Molekiils Bad verhindert wird [42]. Erst
durch den Verlust der Expression von E-Cadherin und die beginnende Expression von N-
Cadherin wird es den Tumorzellen ermdglicht, sich aus dem Gewebeverband zu 16sen,

wodurch es schlieBlich zur Metastasierung der Melanomzellen kommt.

1.2.3. Immunglobuline

Eine weitere Gruppe an Oberflichenmolekiilen ist die Familie der Immunglobuline (Ig), zu
der Mitglieder wie Mel-CAM/MUCI18 (melanocytic cell adhesion molecule; CD146) und
ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) zéhlen. Sie ermdglichen, im Gegensatz zu
Integrinen und Cadherinen, eine Kationen-unabhidngige Zelladhdsion. Wihrend der
Melanomentstehung ist ihre Expression bei 80% der Melanome hochreguliert. Diese
verstarkte Expression geht mit der Trennung von Melanozyten und Keratinozyten und dem
Ubergang von der radialen in die vertikale Wachstumsphase einher [46]. Durch
membranstindige Immunglobuline ist es Zellen moglich, sich zu Gruppen
zusammenzulagern. Zusétzlich vermitteln diese aber auch durch Interaktion ihres
zytoplasmatischen Teils mit Kinasen eine direkte Zellkommunikation und die Regulation von
Wachstum und Differenzierung. Es ist bekannt, dass Mel-CAM/MUCI8 auch als Ko-
Rezeptor fiir die N-Cadherin abhéngige Ausbildung von “gap junctions® fungiert.

Wichtige Adhédsionsmolekiile, die an der Progression des malignen Melanoms beteiligt sind,

sind in Abbildung 3 zusammengefasst.
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Adhasionsmolekile wahrend der Melanomprogression

verstarkte Expression: verminderte Expression:
Integrin alpha2 beta Integrin alphaV beta5
Integrin alpha4 beta1 Integrin alphab beta1
Integrin alphaV beta3 VCAM-1
Integrin alphallb beta3 E-Cadherin
Mel-CAM/MUC18
ICAM-1
ALCAM
N-Cadherin

Abbildung 3: Schematische Darstellung der wichtigsten Adhésionsmolekiile, die bei der Entstehung des
Melanoms entweder verstirkt oder vermindert reguliert werden.

Neben Verdnderungen im Adhésionsverhalten miissen die Tumorzellen zusdtzlich neue
Eigenschaften entwickeln, um sich der Immunabwehr des Korpers entziehen zu koénnen.
AuBerdem sind Defekte auf molekularer Ebene, wie in der Signaltransduktion, der
Zellzykluskontrolle und auch die verdnderte Regulation von Wachstumsfaktoren
ausschlaggebend, die letztlich zur Entwicklung eines Melanoms fiihren. Die Expression der
Gene, die diese Vorgdnge beeinflussen und kontrollieren, wird durch zahlreiche
Transkriptionsfaktoren reguliert. Die Analyse molekularer Mechanismen der Genregulation
durch Transkriptionsfaktoren ist essentiell, weshalb im Folgenden nédher auf die
Transkriptionsfaktoren, die an der Progression des malignen Melanoms beteiligt sind,

eingegangen werden soll.

1.3. Transkriptionsfaktoren des malignen Melanoms

1.3.1. Ubersicht iiber die Transkriptionsfaktoren

Ein wesentlicher Transkriptionsfaktor, der an der Melanomentstehung beteiligt ist, ist AP-1
(activation protein 1). Die AP-1 Familie besteht aus Jun (c-Jun, JunD, JunB) und Fos (c-Fos,
Fra-1, Fra-2, FosB). Diese bilden Heterodimere und binden an die DNA-Sequenz 5'-
TGA(C/G)TCA-3" im Promotorbereich ihrer Zielgene, um diese zu aktivieren [47]. Fiir das
maligne Melanom konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression des Onkogens fos die

Progression der Tumorzellen und dabei speziell die Invasivitat fordert [48].
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Der Transkriptionsfaktor CREB1 (cAMP-responsive element binding proteinl) spielt in der
RGP Phase des malignen Melanoms eine wichtige Rolle. CREB1 gehort zu der ATF/CREB
Familie, in der verschiedene Unterfamilien zusammengefasst sind: CREB/CREM, CRE-BP1
(=ATF2), ATF3, ATF4, ATF6 und B-ATF. Diese Transkriptionsfaktoren binden an die DNA-
Sequenz 5'-TGANNTCA-3", die auch als CRE-Element (cAMP responsive element) bekannt
ist [49]. Die Phosphorylierung von CREB ist entscheidend fiir die Aktivitit und damit die
Transkriptionsregulation. Zielgene dieser Transkriptionsfaktorfamilie sind unter anderem fos,
mel-CAM-MUCI8 und cyclinDI. Es konnte gezeigt werden, dass Zellen mit einer
verminderten CREB Aktivitdt auch eine verminderte MMP-2 Expression zeigen, was zu einer
Reduktion der Invasivitit der Zellen fiihrt [50].

Die CtBP (C-terminal binding protein) Proteine dimerisieren und interagieren mit
Histondeacetylasen oder mit anderen Transkriptionsfaktoren. Sie reprimieren die
Transkription ihrer Zielgene durch Protein-Protein-Interaktion [51]. Es konnte gezeigt
werden, dass CtBP im malignen Melanom nicht mehr exprimiert wird und dass dieser Verlust
der CtBP Expression die Expression von MIA (melanoma inhibitory activity) iiber TCF-4
aktiviert [52].

Mitglieder der Familie der ETS Transkriptionsfaktoren, Ets-1, Ets-2, ERG, ELK1 und ELK2,
haben eine sogenannte “ETS-Domine‘ und aktivieren die Transkription durch Interaktion mit
Purin-reichen Sequenzen (GGAA/T) [53]. Es ist bekannt, dass Ets-1 ein positiver Regulator
von verschiedenen Genen ist, die an der Tumorprogression beteiligt sind, wie zum Beispiel
MMP-1, MMP-3, MMP-9, uPA und auch beta3 Integrin. Im malignen Melanom ist Ets-1
hochreguliert [54; 55].

Eine weitere Gruppe von Transkriptionsfaktoren wird in HMG-1/-2 (high mobility group
proteins), HMG-14/-17 und HMG-I/-Y unterteilt. Fiir die DNA-Bindung ist eine wichtige
Domiéne, die “HMG-Box“, verantwortlich. HMG-Proteine sind keine klassischen
Transkriptionsfaktoren und binden iiberwiegend unspezifisch an die Linker-DNA zwischen
zwel benachbarten Nukleosomen oder, wie HMG-14/-17, an den Nukleosomen-Kern.
Dadurch wird die Ausbildung von ungewdhnlichen, dreidimensionalen Strukturen des
Chromatins bewirkt. So ist HMG mit an der Transkriptionsregulation durch andere
Transkriptionsfaktoren beteiligt, obwohl es nicht allein fiir die Chromatinstruktur
verantwortlich ist. HMG-1 kann zusétzlich auch an spezifische Promotorregionen von Genen
der Melanomzellen binden. Es bindet spezifisch an eine Region im Promotor von MIA
(melanoma inhibitory activity) und aktiviert die Transkription, was zu einer erhohten

Melanominvasion fiihrt [54; 56].
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Wie schon die HMG-1/-2 Transkriptionsfaktoren besitzen auch die Transkriptionsfaktoren der
LEF/TCF (lymphoid enhancer factor/T-cell-specific factor) Familie eine “HMG-Box*
Bindedoméne zur DNA-Erkennung und binden an die konservierte Konsensussequenz 5°-
AGATCAAAGGG-3" [57]. Es sind vier Mitglieder dieser Familie bekannt: LEF-1, TCF-1,
TCF-3 und TCF-4, die an Regulationsprozessen des Wnt Signalwegs beteiligt sind. Durch den
Ko-Aktivator beta-Catenin wird die Transkription verschiedener Zielgene, wie c-myc und
cyclinD1, aktiviert. Die Transkriptionsfaktoren der LEF/TCF Familie gelten generell als
Tumorinduktoren, wobei im malignen Melanom die Aktivierung von LEF/TCF durch in den
Zellkern transloziertes beta-Catenin noch diskutiert wird, da in vielen Melanomzelllinien
beta-Catenin im Zellkern bisher nicht nachgewiesen werden konnte.

MITF (microphthalmia-associated transcription factor) erkennt als DNA-Bindemotiv die so
genannte “M-Box“ mit der Sequenz 5'-AGTCATGTG-3". Es sind bisher sechs Isoformen
bekannt: MITF-A-D, MITF-H und MITF-M, wobei MITF-M spezifisch in Melanozyten und
Melanomzellen exprimiert wird. In Melanozyten ist MITF ein essentielles Gen, denn es
konnte gezeigt werden, dass Mause, bei denen die MITF Expression verhindert wurde, keine
aus der Neuralleiste abstammenden Melanozyten mehr haben [58]. Aber auch fiir die
Proteinexpression des malignen Melanoms gilt MITF als wichtiger Regulator. Zum Beispiel
reguliert MITF die Expression von Bcl-2 und fordert somit das Uberleben der Tumorzellen
[59].

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der im malignen Melanom eine groB3e Rolle spielt, ist
NFkappaB. Es handelt sich dabei um einen homo- oder heterodimeren Komplex, der aus
Proteinen der Rel-Familie besteht. Die Untereinheiten zeichnen sich durch die REL-
Homologie-Domidne (RHD) aus, innerhalb derer sich die DNA-Bindestelle, das
Kernlokalisierungssignal (NLS), welches von IkappaB Proteinen erkannt wird, sowie die
Dimerisierungsregion und die Transkription modulierende Region befinden. Bisher sind fiinf
Mitglieder der NFkappaB/Rel-Familie bekannt: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52 und
p105/p50, wobei die hiufigste Zusammensetzung von NFkappaB aus p50/p65 besteht [60].
NFkappaB reguliert Gene, die an verschiedenen Zellvorgingen beteiligt sind, wie zum
Beispiel Immun- und Entziindungsreaktionen, Zelliiberleben und Zellproliferation [61]. Im
malignen Melanom ist NFkappaB konstitutiv aktiv, was auf eine gesteigerte Aktivitdt an IKK
(IkappaB kinase komplex) in Melanomzelllinien zuriickzufiihren ist. Die konstitutive
Aktivierung von IKK fiihrt letztendlich dazu, dass die Heterodimere aus p65/ pS0 vermehrt in
den Zellkern translozieren und dort die Expression von Zielgenen regulieren konnen [62].

Allerdings konnten diese Ergebnisse nicht durch andere Arbeitsgruppen bestétigt werden. Es
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konnte auBlerdem gezeigt werden, dass der Verlust von E-Cadherin im malignen Melanom zu
einer Aktivierung von NFkappaB fiihrt [63].

Der Transkriptionsfaktoren SKI und Sno werden im malignen Melanom im Vergleich zu
Melanozyten verstirkt exprimiert und sind deswegen als Proto-Onkogene vermutlich an der
Transformation der Melanozyten beteiligt [64; 65]. Sie konnen nicht direkt mit der DNA
interagieren, sondern reprimieren iber Smad3, ein Transkriptionsfaktor des TGF-8
Signalwegs, TGF-B-spezifische Zielgene [66]. Die verstirkte Expression von SKI und Sno in
Melanomzellen bewirkt, dass diese nicht mehr auf die TGF-B vermittelte Inhibition der
Proliferation reagieren [67].

Durch Zink-Finger Motive im konservierten C-Terminus wird bei dem Zink-Finger
Transkriptionsfaktor snail die Bindung an das “E-Box“ Motiv 5'-CANNTG-3" der DNA
vermittelt [68]. Es konnte gezeigt werden, dass die snail Proteine durch die direkte
Promotorbindung und Repression von E-Cadherin zur Invasion von Tumorzellen beitragen
[69]. Auch im malignen Melanom fiihrt die verstirkte Expression von snail zu einer
Repression des Zelladhdsionsmolekiils E-Cadherin [44]. Wéhrend in der gesunden Haut das
Wachstum von Melanozyten durch den Tumorsuppressor E-Cadherin von Keratinozyten
kontrolliert wird, fithrt der Verlust von E-Cadherin im Melanom zur Progression des Tumors.
Durch einen cDNA-Array konnten weitere snail-Zielgene im malignen Melanom identifiziert
werden: MMP-2, EMMPRIN, SPARC, TIMP-1, t-PA, rhoA and notch4 [70]. Sie alle haben
eine regulatorische Funktion fiir den Ubergang vom epithelialen zum mesenchymalen
Gewebe (epithelial to mesenchymal transition = EMT) wihrend der Tumorprogression, der
ausschlaggebend fiir die Invasion der Tumorzellen ist.

Eine Funktion als Signalmolekiile und Transkriptionsaktivatoren des malignen Melanoms
haben die STAT (signal transducers and activators of transcription) Proteine. Die Familie hat
sieben Mitglieder: STAT1-STAT4, STATS5a, STATSb und STAT6. Sie werden durch
Phosphorylierung von Tyrosin aktiviert, gelangen in den Zellkern und binden dort an die
Konsensussequenz 5'-TTCNNNGAA-3". Resistenzen, die im malignen Melanom gegeniiber
Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-alpha auftreten konnen, entstehend anscheinend durch
einen Defekt im JAK-STAT Signalweg [71]. Weitere Studien belegen, dass STAT3 im
Melanom konstitutiv aktiv ist, was zum Wachstum und zum Uberleben der Melanomzellen
beitragt [72].

Von besonderer Bedeutung fiir diese Arbeit ist der Transkriptionsfaktor AP-2, weshalb im

Folgenden ausfiihrlich auf diese Transkriptionsfaktorfamilie eingegangen werden soll.
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1.3.2. Der Transkriptionsfaktor AP-2

1.3.2.1. Die Funktion von AP-2

AP-2 (activating enhancer-binding protein 2) wurde als ein 52 kDa DNA-Bindeprotein
identifiziert, das mit spezifischen Promotorelementen von SV40 (simian virus 40) und dem
humanen Metallothionin Ila interagiert [73]. Es konnten bisher fiinf Mitglieder der AP-2
Familie identifiziert werden: AP-2a, AP-2B, AP-2y, AP-286 und AP-2¢ [74-80]. Alle
Isoformen haben eine hoch konservierte Helix-Turn-Helix Doméne zur Dimerisierung und
DNA-Bindung in ihrem C-Terminus [81]. Der N-Terminus der AP-2 Proteine enthélt Prolin-
und Glutamin-reiche Doménen und ein PY-Motiv (XPPXY), welches fir die
Transkriptionsaktivierung wichtig ist [82]. Zur Regulation ihrer Zielgene binden die AP-2
Transkriptionsfaktoren an die palindromische Konsensussequenz 5 -GCCNNNGGC-3" [83].
Es konnte gezeigt werden, dass AP-2 Proteine eine Vielzahl von Genen regulieren, die in
vielen physiologischen Prozessen wihrend der Entwicklung, des Zellzyklus und der
Differenzierung involviert sind. Dabei ist zu betonen, dass AP-2 sowohl als Aktivator als
auch als Repressor die Transkription von Zielgenen regulieren kann. Dies ist wichtig fiir das
Verstindnis der Rolle von AP-2 im malignen Melanom, auf die spdter noch eingegangen
wird.

Die Expression der AP-2 Familienmitglieder wiahrend der Mausentwicklung ist gut untersucht
und zeigt, dass AP-2 in vielen Geweben exprimiert wird [79; 84-87], wie zum Beispiel in pre-
migratorischen und migratorischen Neuralleistenzellen, wihrend der Entwicklung der
Extremititen, des Zentralen Nervensystems, in Urogenitalgeweben und verschiedenen
epithelialen Geweben, einschlieBlich der Haut. Der Knockout von verschiedenen AP-2
Isoformen resultiert in diversen spezifischen Defekten wiahrend der Entwicklung. Bei der AP-
2a Knockout-Maus zeigt sich der Phénotyp bereits an Tag 9,5 der Mausentwicklung durch ein
offenes Neuralrohr [88; 89]. In spiteren Entwicklungsstadien zeigt der mutierte Embryo
zusétzlich Fehlentwicklungen an Kopf, Hals, Gesicht und Extremitdten. Im Gegensatz dazu
zeigt die AP-23 Knockout-Maus keine Abnormalititen in diesen Geweben, stirbt aber nach
der Geburt an einer polyzystischen Nierenerkrankung mit verstirkter Apoptose in den
Nierenepithelien [90]. Auch Maduse, bei denen gezielt AP-2y ausgeschaltet wurde, sterben
wihrend der Gastrulation direkt nach der Implantation, weshalb vermutet wird, dass AP-2y
fiir die friihe Embryogenese essentiell ist [78; 91]. All diese Phinotypen von AP-2 Knockout-
Mausen sprechen dafiir, dass die Mitglieder der AP-2-Familie besondere Bedeutung wihrend
der murinen Entwicklung haben. Dariiber hinaus haben diese Proteine aber vermutlich noch

weitere Funktionen, die am Knockout-Phinotyp nicht sichtbar sind.
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Im humanen System konnte gezeigt werden, dass AP-2 Transkriptionsfaktoren das
Tumorwachstum und die Metastasierung im malignen Melanom und bei Brustkrebs

kontrollieren [92-94].

1.3.2.2. Die Rolle von AP-2 im malignen Melanom

Die AP-2-Familie von Transkriptionsfaktoren ist maf3geblich an der Progression des malignen
Melanoms beteiligt. Durch verschiedene Studien konnte gezeigt werden, dass das
Fortschreiten der Melanomentwicklung hin zu einem metastasierenden Phanotyp mit dem
Verlust der AP-2 Expression einher geht und dass die AP-2 Expression invers mit der
Melanomprogression korreliert [95; 96]. AP-2 wirkt also im malignen Melanom als negativer
Transkriptionsregulator. AP-2 reguliert viele Zielgene, die an der Progression des Melanoms
beteiligt sind, wie zum Beispiel E-Cadherin, das an der Zelladhésion beteiligt ist, oder
p21/WAF-1, das den Zellzyklus reguliert. HER2/neu, beteiligt an Proliferation, bc/-2 und
FAS/APO-1, die in der Apoptose eine Rolle spielen, oder /GF-R-1 und VEGF, wichtig fiir die
Angiogenese, sind weitere Zielgene der Regulation durch AP-2 [97]. AP-2a hat auflerdem
einen Einfluss auf die Expression des Tyrosin-Kinase Rezeptors c-KIT. Dieser ist im stark
metastasierenden Melanom reprimiert, was auf den Verlust der AP-2 Expression in dieser
Phase der Melanomentwicklung, beim Ubergang von der vertikalen Wachstumsphase (VGP)
in die radiale Wachstumsphase (RGP) zuriickzufiihren ist. Auch die Expression des
Adhésionsmolekiils MCAM/MUCI18 korreliert direkt mit dem Potential, Metastasen zu bilden
und wird durch die reduzierte Expression des Transkriptionsfaktors AP-2 reguliert [97-99].
Der Verlust der AP-2a Expression in metastasierenden Melanomzellen fiihrt auch zu einer
verstiarkten Expression des Thrombin-Rezeptor PAR-1 (protease-activated receptor-1), der
wichtig fiir die Tumorinvasion ist und zur Metastasierung der Melanomzellen beitrdgt [100-
102]. Durch Microarraystudien konnten noch zahlreiche weitere Zielgene von AP-2a
identifiziert werden, unter anderem integrin alpha5 und alpha7 und integrin beta3 und betas

[103].

1.4. Das Protein MIA (CD-RAP)

Das Protein MIA (melanoma inhibitory activity) wurde erstmals aus der humanen
Melanomzelllinie HTZ-19 isoliert [104]. Ebenso konnte es als homologes Protein CD-RAP
(cartilage-derived retinoic acid-sensitive protein) in bovinen Chondrozyten identifiziert

werden [105]. MIA gehort zu einer Genfamilie, als deren weitere Mitglieder OTOR [106-
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108], TANGO [109] und MIA2 [110] beschrieben worden sind. OTOR wird spezifisch im
Innenohrknorpel exprimiert, MIA2 ist leberspezifisch, und TANGO wird in fast allen
Geweben mit Ausnahme von Zellen des hamatopoetischen Systems exprimiert.

Das Protein MIA ist ein kleines Protein mit einem Molekulargewicht von 11 kDa. Wéhrend in
Melanozyten keine Expression von MIA detektiert werden kann, ist die Expression im
malignen Melanom um ein Vielfaches verstirkt [111; 112]. MIA wird von Melanomzellen
sekretiert und bewirkt eine Abrundung der Melanomzellen [113]. In der Diagnostik wird MIA
als ein Serummarker fiir die Detektion von Melanommetastasen verwendet [114-116].
Expressionsstudien haben auflerdem eine Expression von CD-RAP (MIA) in Chondrozyten
gezeigt. Es wird wihrend der Chondrogenese von Chondroblasten und Chondrozyten
exprimiert [105; 117], ist aber auch im adulten Knorpel vorhanden. Die Expression von CD-
RAP im Knorpel korreliert eng mit der Expression anderer chondrozytérer
Differenzierungsmarker, wie Aggrecan und Typ II Kollagen. Durch in vitro Analysen an
primdren Chondrozyten ist die Expression von CD-RAP gut untersucht. Nach Induktion der
Differenzierung von Chondrozyten durch Stimulierung mit Dexamethason, TGF-8 oder durch
Aussiden der Zellen in bestimmten Zelldichten reexprimieren in der Zellkultur dedifferenzierte
Chondrozyten CD-RAP [105; 118]. Wie diese Experimente zudem zeigen, wird die
Expression von CD-RAP vermutlich durch transkriptionelle Regulation induziert. Es konnte

die Promotorakivierung von CD-RAP im Rahmen der Differenzierung gezeigt werden.

Im nun folgenden, zweiten Teil der Einleitung soll ndher auf die Chondrogenese und die

daran beteiligten Molekiile eingegangen werden.

2. Die Chondrogenese

Die meisten Elemente des Sédugerskelettes werden durch die endochondrale Bildung von
Knochen geformt. Dies ist ein komplexer Prozess, der mit der Migration von
undifferenzierten mesenchymalen Zellen in Regionen beginnt, die dazu bestimmt sind, zu
Knochen zu differenzieren. Diese Zellen kondensieren, wobei sie sich ansammeln und
zusammenlagern ohne verstéirkt zu proliferieren [119; 120]. Durch diesen Prozess werden die
Knorpelanlagen der zukiinftigen Skelettelemente gebildet, wobei die Position, Form und

Anzahl der Skelettelemente bereits festgelegt sind. Die undifferenzierten Mesenchymzellen
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produzieren nun eine ECM, die sich aus Typ I Kollagen (Collal), Hyaluronsdure, Tenascin
und Fibronektin zusammensetzt [121-124].

Die anschlieBende Differenzierung der mesenchymalen Zellen zu Chondrozyten
(Chondrogenese) bewirkt eine Verdnderung in der Zusammensetzung der ECM. Die
Chondrozyten exprimieren knorpelspezifisches Typ Il (Col2al), Typ IX (Col9a2) und Typ XI
(Collla2) Kollagen, Proteoglykan und Aggrecan, wihrend Typ I Kollagen nicht mehr
gebildet wird. Die zusammengelagerten Chondrozyten werden von ihrer ECM eingeschlossen
und erhalten ihre charakteristische abgerundete Morphologie. Nach weiterer Differenzierung
wird der Knorpel hypertroph, die Chondrozyten exprimieren verstirkt das Typ X Kollagen
(Coll0al) und reduzieren die Expression von Typ II Kollagen [125-131].

Durch die Einwanderung von Blutgefd3en aus dem Perichondrium vaskularisiert der Knorpel.
Zusitzlich wandern Osteoblasten in den Knorpel ein, die beginnen, diesen durch
mineralisierten Knochen zu ersetzen. Hypertrophe Chondrozyten gehen schlieBlich in
Apoptose.

Dieser gesamte Prozess aus Chondrogenese, Hyperthrophie, Mineralisierung und
Knochenbildung wird endochondrale Verkndocherung genannt. Die andere Art der
Knochenbildung ist dagegen die intramembrandse Verkndcherung, bei der undifferenzierte
Mesenchymzellen direkt zu Knochenzellen werden.

Im Folgenden soll ndher auf die Kondensation und Differenzierung der Chondrozyten und die

an diesem Prozess beteiligten Faktoren eingegangen werden.

2.1. Zell-Adhasionsmolekiile der Chondrozytendifferenzierung

Die zelluldre Kondensation der Chondroblasten geht einher mit der vermehrten Ausbildung
von Zell-Zell-Kontakten, an der Zell-Adhédsionsmolekiile und “Gap junctions* beteiligt sind,
die die interzelluldire Kommunikation und den Transfer von Signalmolekiilen zwischen den
Zellen ermoglichen [132; 133]. Zwei Zelladhdsionsmolekiile, die in diesem Prozess eine
wichtige Rolle spielen, sind N-Cadherin (neural cadherin) und N-CAM (neural cell adhesion
molecule), welches zur Immunglobulin-Familie von Zelladhédsionsmolekiilen (cell adhesion
molecules = CAMs) gehort. Beide Molekiille werden wihrend der Kondensation von
mesenchymalen Zellen exprimiert, gehen jedoch im Laufe der Knorpeldifferenzierung wieder
verloren [134].

N-Cadherin spielt in der embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle, ist aber auch fiir

Vorgidnge in der Tumorprogression, wie zum Beispiel der Metastasierung des malignen
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Melanoms, essentiell (siehe 1.2.2.). N-Cadherin wird wéhrend der Embryonalentwicklung in
den prichondroblastischen Zellen der Extremititenknospen exprimiert, was flir eine Rolle
wihrend der zelluldiren Kondensation spricht [135]. Die Expression findet ihr Maximum
wiahrend der mesenchymalen Zellkondensation und nimmt danach wieder ab, weshalb
vermutet wird, dass die zelluldire Kondensation von N-Cadherin vermittelten Zell-Zell-
Kontakten abhéngig ist [135; 136]. Diese Theorie wird durch Studien von Oberlender und
Tuan gestiitzt, in denen die N-Cadherin Funktion gehemmt wurde. Sie konnten zeigen, dass
durch einen inhibitorischen monoklonalen Antikorper gegen N-Cadherin die zelluldre
Kondensation und die Chondrogenese in vitro und in vivo signifikant gechemmt werden [137].
Neben N-Cadherin ist das Glykoprotein N-CAM ein weiteres Zelladhdsionsmolekiil, das fiir
die Chondrogenese von grofler Bedeutung ist. Die Expression von N-CAM wihrend der
Entwicklung der Extremitdten setzt erst nach der Expression von N-Cadherin ein. Die
Expression von N-CAM steigt im kondensierenden Mesenchym und die Zellen im Zentrum
der Kondensation differenzieren. Im adulten Knorpel geht die N-CAM Expression wieder
verloren, obwohl eine starke Expression im umgebenden Perichondrium noch nachzuweisen
ist [138; 139]. Die funktionelle Rolle von N-CAM in der zelluldren Kondensation und der
Chondrogenese wurde in in vitro Studien analysiert. In Anwesenheit eines anti-N-CAM
Antikorpers, der dessen Funktion hemmt, zeigten mesenchymale Zellen aus den
Extremitdtenknospen von Hiithnern eine reduzierte Aggregation der Zellen mit einem

reduzierten Mal3 an Knorpeldifferenzierung [138].

2.2. Die Rolle der extrazellularen Matrix- Molekiile

Ein weiterer wichtiger Faktor wihrend der mesenchymalen Kondensation ist die
Extrazelluldre Matrix (ECM), die wahrend der Chondrogenese von den Zellen gebildet wird.
Sie spielt nicht nur bei der Zelladhdsion eine Rolle, sondern tibermittelt auch Signale von der
Umgebung der Zelle zum Zytoskelett, Zytoplasma und zum Zellkern iiber komplexe
Signaltransduktionskaskaden. Integrine, insbesondere Integrin betal, spielen dabei im
Verlauf der Chondrogenese eine wichtige Rolle, weil sie den Kontakt der Chondrozyten mit
der extrazelluldren Matrix iiber Kollagen Typ I und Typ II und Fibronektin vermitteln [140].

Der Expressionswechsel von Typ I Kollagen zu Typ II Kollagen, der stattfindet, wenn die
mesenchymalen Zellen beginnen zu kondensieren und zu Chondrozyten zu differenzieren,
geht einher mit einer Verdnderung der Expression von Integrin alphal betal hin zu Integrin

alpha3 betal, was auf die beginnende Chondrogenese hindeutet und die zelluldre
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Differenzierung bewirkt [141]. Im weiteren Verlauf der Differenzierung ist Integrin alpha5
betal das vorherrschende Integrin in Chondrozyten [142]. In vitro Studien, bei denen
mesenchymale Zellen aus Extremitidtenknospen von 12 Tage alten Méusen mit inhibitorischen
Antikorpern gegen Integrin betal, Integrin alphal oder Integrin alphaS behandelt wurden,
haben deutlich gezeigt, dass vor allem Integrin betal in der frithen Phase der
Knorpeldifferenzierung eine entscheidende Rolle spielt [143]. Die Behandlung der Zellen mit
einem anti-betal-Antikorper zu Beginn der Kultivierung der Zellen (Tag 1-3) inhibiert die
Differenzierung zu Chondroblasten und die Bildung der Knorpelmatrix, wohingegen die
Behandlung mit einem anti-alphal- oder anti-alpha5-Antikorper die Differenzierung nicht
inhibiert. Allerdings ist zu bedenken, dass durch Verwendung eines inhibitorischen
Antikorpers gegen Integrin betal auch andere Integrine mit inhibiert werden, da Integrin
betal mit vielen alpha-Untereinheiten Bindungen eingehen kann. Das Integrin alpha5 betal
ist der Rezeptor fiir das ECM-Protein Fibronektin, iiber das der Kontakt der ECM mit den
Chondrozyten vermittelt wird.

Fibronektin, das im undifferenzierten Knorpel verstirkt exprimiert wird, fordert das
Zellattachment und ist somit fiir die mesenchymale Kondensation sehr wichtig. Es ist als
dimeres Glykoprotein in der ECM vieler Gewebe zu finden und spielt eine wichtige Rolle bei
Zell-Matrix- und Matrix-Matrix-Interaktionen, bei der Zellmigration und Differenzierung.
Interessanterweise verdndert sich die Struktur von Fibronektin wéhrend der Chondrogenese.
Mesenchymales Fibronektin enthilt die beiden Exone EIIIA und EIIIB (B"A"), wohingegen
bei Fibronektin, das im Knorpel gebildet wird, das Exon EIIIA durch alternatives splicing
fehlt (B"A"). Bei Fibronektin im Plasma sind sowohl Exon EIIIA als auch Exon EIIIB durch
splicing entfernt (B A ) [144-147]. Es wird vermutet, dass die Expression von alternativen
Formen von Fibronektin zur Verdnderung vom Mesenchym zu Chondroblasten beitragt [148].
Dies geschieht vermutlich {iber Signalkaskaden, vermittelt durch den Fibronektinrezeptor
Integrin alpha5 betal und die damit assoziierte Kinase ILK (integrin linked kinase), wobei der
Wnt-Signalweg beteiligt ist.

Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von ILK den Einbau von Fibronektin in
die Matrix von Epithelzellen fordert [149]. Zusdtzlich kommt es zu einer verminderten
Expression von E-Cadherin und der Translokation von B-Catenin, einem Cadherin-
assoziierten Protein, das im Wnt-Signalweg beteiligt ist, in den Nukleus. Im Zellkern bindet
B3-Catenin an LEF-1 (lymphoid enhancing factor 1), ein Transkriptionsaktivator im Wnt-
Signalweg und wirkt als Ko-Aktivator, so dass es zur Transkription von Zielgenen kommt.

Die Uberexpression von ILK fiihrt ebenfalls zu einer verstirkten Expression von LEF-1 und
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bewirkt ein schnelles Loslosen der Zellen von der ECM [150]. SchlieBlich haben weitere
Analysen ergeben, dass ILK die Aktivierung von GSK-3B (glycogen synthase kinase-38),
einem weiteren Schliisselmolekiil im Wnt-Signalweg, das B-Catenin phosphoryliert,
verhindert [151]. Da der Wnt-Signalweg und die daran beteiligten Molekiile in der
Chondrogenese einen groflen Stellenwert haben, soll dieser und auch die Rolle von weiteren
Signalmolekiilen, die fiir die Differenzierung von Chondrozyten wichtig sind, im Folgenden

naher charakterisiert werden.

2.3. Signalmolekiile in der Chondrozytendifferenzierung

Die Wnt (Drosophila wingless: Wg)-Familie besteht aus 19 Mitgliedern. Diese
cysteinreichen, sekretierten Glykoproteine sind an unterschiedlichen Determinierungs- und
Entwicklungsvorgiangen beteiligt [152-154]. Wnt Signale werden durch die Interaktion mit
dem Membranrezeptor frizzled (Drosophila frizzled: DFz2) vermittelt, was schlieBlich zur
Inaktivierung der GSK-3 Serin/Threonin Kinase und somit zur Ansammlung von B-Catenin
im Zytoplasma fiihrt.

Ist der Wnt-Signalweg nicht aktiv, wird ungebundenes B-Catenin in der Zelle durch den
Axin/APC (adenomatous polyposis coli)-Komplex gebunden und durch eine Serin/Threonin
Casein (CKI) Kinase und GSK-3B phosphoryliert [155]. Die Phosphorylierung dient als
Signal zur Ubiquitinierung durch einen TrCP (beta-transducin repeat- containing proteins)-
Komplex und anschlieBenden Proteasomenabbau [156; 157]. Bei Aktivierung des Wnt-
Signalwegs und somit einer inaktiven GSK-3B akkumuliert 3-Catenin im Zytoplasma und
kann iiber die Bindung an Nukleoporine in den Zellkern translozieren [158], wo es mit LEF-
1/TCF (T-cell factor) zu einem aktiven Transkriptionskomplex interagiert [159; 160]. Durch
Wnt-Signale wird das zytoplasmatische und das im Kern lokalisierte 3-Catenin stabilisiert,
indem APC und die GSK-38 B-Catenin nicht mehr dem Proteasomenkomplex zuginglich
machen konnen.

Obwohl gezeigt werden konnte, dass LEF-1/TCF-B3-Catenin einen positiven regulatorischen
Effekt auf viele Promotoren ausiiben, ist es nicht ausgeschlossen, dass LEF-1 und B-Catenin
im Komplex auch als Inhibitoren auf die Transkription von Genen wirken kdnnen. Wenn B3-
Catenin im Zellkern nur in geringer Konzentration vorhanden ist, wird TCF von CBP (cyclic
AMP response element binding protein), einem Ko-Aktivator, gebunden und azetyliert, was
zu einer verminderten Affinitdt fiir B-Catenin und der Transkriptionsinhibition von

Promotoren mit einer TCF Bindestelle fiihrt [161].
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Abbildung 4: Schematische Ubersichtsdarstellung des Wnt-Signalwegs in Chondrozyten. Verindert nach
DeLise et al., 2000.

Im Verlauf der Chondrogenese ist die Wnt-Signaltransduktion von funktioneller Bedeutung,
was in verschiedenen Analysen gezeigt werden konnte. In Kulturen von mesenchymalen
Zellen aus den Extremitdten von Hiihnerembryonen, die mit BMP-2 (bone morphogenic
protein 2) behandelt wurde, was die Chondrogenese verstarkt, wurde die Expression von Wnt-
3, Wnt-5A und Wnt-7A nachgewiesen, wobei die Expression von Wnt-7A im Verlauf der
Chondrogenese abnimmt [162]. In Kulturen von murinen multipotenten mesenchymalen
C3H10T1/2 Zellen, die in hoher Dichte gehalten werden, um die Zell-Zell-Interaktion und die
zelluldre Kondensation zu fordern, werden nach BMP-2-Stimulierung Wnt-3 verstirkt und
Wnt-7A vermindert exprimiert [163]. In vitro Analysen haben gezeigt, dass Wnt-7A die
Chondrogenese inhibiert [164; 165]. Anders als Wnt-7A jedoch wirkt das Wnt-
Familienmitglied Wnt-3A. Eine Uberexpression von Wnt-3A fiihrt zu einer Verstirkung der
BMP-2 vermittelten Chondrogenese [166]. Zusitzlich bewirkt diese verstirkte Expression
eine Verminderung von N-Cadherin und GSK-38, sowie die Steigerung von B-Catenin und
LEF-1 im Zellkern und damit eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs.

Auch Mitglieder der TGF-8 (transforming growth factor ) Superfamilie von
Signalmolekiilen, TGF-8s und BMP-2 bis BMP-8, spielen eine wichtige Rolle in

unterschiedlichen zelluldren Prozessen wie Wachstum, Differenzierung, Apoptose,
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Osteogenese und Chondrogenese [167]. Durch viele in vitro Studien konnte gezeigt werden,
dass BMP-2 und TGF-8 die Chondrogenese und damit assoziierte Expression von Kollagen
Typ II und auch die Osteogenese fordern [168; 169]. Andererseits gibt es aber auch
Untersuchungen, die besagen, dass TGF-B die Reifung der Chondrozyten und die Expression
von Kollagen Typ X in der Wachstumsfuge inhibiert [170; 171].

Die Bindung von TGF-B an seinen Rezeptor TBRII (TGF-8 Rezeptor Typ II) fiihrt zur
Phosphorylierung und Aktivierung des Typ I Rezeptors (TBRI). Die aktivierte TBRI Kinase
phosphoryliert Smad2 oder -3, was die Interaktion mit dem “common® Smad, Smad4,
bewirkt, bevor sie in den Zellkern translozieren. Dort aktivieren oder inhibieren die
heterodimeren Smad-Molekiile in Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren durch

direkte Bindung an die DNA die Transkription von Zielgenen [172].
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Abbildung 5: Schematische Ubersichtsdarstellung des TGFB-Signalwegs in Chondrozyten. Verindert nach
DeLise et al., 2000.

In dhnlicher Weise verlduft die BMP-vermittelte Signaltransduktion tliber die Aktivierung der

Kinase ihrer Typ I Rezeptoren, BMPR1a und BMPRI1b, in Verbindung mit BMPRII. In
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diesem Fall fiihrt die Rezeptoraktivierung zur Phosphorylierung von Rezeptor-Smads, Smadl,
-5 und -8, bevor es zur Interaktion mit Smad4 kommt [173].

TGF-B und BMP konnen auch Signale iiber den MAP Kinase Signalweg vermitteln, indem sie
die MAPK Kinase Kinase TAK1 (TGF-8 activated kinase) durch deren endogenen Aktivator
TABI1 (TAKI1-binding protein) aktivieren. Es konnte gezeigt werden, dass TAK1 {iber NLK
(NEMO-like kinase) als negativer Regulator des Wnt-Signalwegs wirken kann, indem es iiber
direkte Phosphorylierung von LEF-1 die Bindung von -Catenin an LEF-1 inhibiert [174].
Neben den hier beschriebenen Signalmolekiilen gibt es noch zahlreiche weitere, die an der

Chondrogenese beteiligt sind, auf die aber nicht ndher eingegangen werden soll.

2.4. Transkriptionsfaktoren in der Chondrogenese

Eine weitere wichtige Molekiilgruppe, ohne die eine Differenzierung der Chondrozyten nicht
moglich wire, sind die Transkriptionsfaktoren. Eine Schliisselrolle spielt dabei die Familie
der Sox Gene, die im Folgenden nun ndher beschrieben werden soll.

Die Sox Gene umfassen eine groBe Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die an vielen
Entwicklungsprozessen wie der Geschlechtsbestimmung, der neuralen Induktion und auch der
Skelettentwicklung beteiligt sind. Die Sox Gene gehdren zur HMG-Box Superfamilie (Sry-
type high mobility group (HMG) box) von Transkriptionsfaktoren. Die Mitglieder der Sox
Superfamilie haben eine Aminosdureidentitit von mindestens 50 % zur HMG-Box DNA-
Bindedoméne von SRY (sex determing factor). Die Transkriptionsfaktoren der Sox-Familie
binden an die Konsensussequenz (A/T)(A/T)CAA(A/T)G in der kleinen Furche der DNA
[175].

In der Chondrogenese hat der Tanskriptionsfaktor Sox9 eine essentielle Funktion. Sox9 bindet
an HMG-Box Bindestellen in der DNA. In Mausembryonen wird Sox9 in allen chondrogenen
Vorlauferzellen und Chondrozyten exprimiert, wihrend die Expression in hypertrophen
Chondrozyten wieder stark vermindert ist [176-178]. Die physiologische Rolle von Sox9 in
der Chondrogenese wurde erstmals bei der Campomelischen Dysplasie (CD) entdeckt. Diese
genetische Krankheit wird durch eine heterozygote inaktivierende Mutation in und um das
sox9 Gen verursacht. Patienten mit CD haben Abnormalititen in allen Strukturen, die sich aus
dem Knorpel entwickeln, was sich durch gekrimmte Knochen und Schédel- und
Gesichtsdefekte duBert [179]. Der Effekt von einem kompletten Sox9-Verlust in der
Chondrogenese wurde in Maus-Chiméren, denen  homozygote embryonische Sox9”

Stammzellen in Wildtyp Blastozysten gespritzt wurden, untersucht, denn eine Sox9
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Knockout-Maus ist nicht lebensfahig [180]. Die Sox9” Zellen waren von der mesenchymalen
Kondensation der Chondrozyten ausgeschlossen und haben die Chondrozytenmarker Col2al,
Col9a2, Collla2 und Aggrecan nicht exprimiert. In einer anderen Studie ist die Inaktivierung
des sox9 Gens in den Extremititenknospen untersucht worden. Dabei wurde vor der
chondrogenen mesenchymalen Kondensation ein Cre Rekombinase/loxP
Rekombinationssystem verwendet und es kam zu einem kompletten Verlust der
mesenchymalen Kondensation und der Expression von Chondrozytenmarkergenen [181].
Diese Studien verdeutlichen die essentielle Rolle von Sox9 bei den anfanglichen Schritten der
Chondrogenese, genauer der mesenchymalen Kondensation. Es konnte auflerdem gezeigt
werden, dass Sox9 auch im weiteren Verlauf unverzichtbar ist. Der Transkriptionsfaktor
reguliert die Differenzierungsmarker Kollagen Typ II, der sehr dhnliche Expressionsmuster
zeigt wie Sox9 [182], und auch CD-RAP (MIA) [183]. Durch Inhibierung von Sox9 mit dem
Cre Rekombinase/loxP Rekombinationssystem nach der mesenchymalen Kondensation
kommt es zu schwerwiegenden Chondrodysplasien, einer Reduktion von Knorpel-
spezifischen Matrixmolekiilen und dem Fehlen von proliferierenden Chondrozyten [181].
Allerdings sind die Expression und die Funktion von Sox9 nicht auf die Chondrogenese allein
beschrankt [179], was vermuten ldsst, dass andere Transkriptionsfaktoren mit Sox9
kooperieren, um spezifisch die Markergene der Chondrozytendifferenzierung zu aktivieren.
Andere Sox-Proteine konnen mit Transkriptionsfaktoren von verschiedenen Familien
interagieren, so dass diese Interaktionen die Spezifitit der von diesen Sox-Proteinen in der
Aktivierung von Zielgenen erhoht [184]. Durch eine weitere Studie konnte diese Vermutung
gestiitzt werden. Furumatsu und Kollegen konnten zeigen, dass der TGF- Signalweg mit der
Sox9 Induktion der Kollagen Typ II Expression in Zusammenhang steht [185]. Der
Heterodimere Smad2/3-Komplex interagiert mit Sox9 am co/2al Promotor und vermittelt den
Kontakt von Sox9 mit dem Ko-Aktivator CBP (cAMP-response element-binding protein) und
dessen Paralog p300, die zur Aktivierung der Transkription notwendig sind, und ist so
mafgeblich an der Differenzierung der Chondrozyten beteiligt.

Sox5 und Sox6, die eine hohe Sequenzidentitit untereinander aufweisen, gehdren zu einer
anderen Untergruppe der Sox-Proteine und haben, aufler der HMG-Box, keine
Sequenzhomologien zu So0x9. Sie formen Homo- und Heterodimere miteinander, haben
jedoch keine Domine zur Transkriptionsaktivierung wie Sox9. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass Sox5 und Sox6 mit Sox9 in Kooperation die Genexpression von col2al
aktivieren, indem sie mit Sox9 interagieren [186]. Die physiologische Rolle von Sox5 und

Sox6 ist im Mausmodell gut untersucht worden. Obwohl homozygote Sox5 (SoxS'/ ) und
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Sox6 (Sox6'/ ) Knockout-Mduse nur relativ schwache Abnormalititen des Skelettes
aufweisen, sterben Miuse mit einer Doppelmutation Sox57Sox6” im Uterus mit nicht
vorhandenem Knorpel [187]. In diesen Miusen findet zwar die mesenchymale Kondensation
statt, allerdings kommt es nicht zu einer Differenzierung der Chondrozyten. Die Expression
von chondrozytiren Markern ist reduziert, die Menge an Sox9 mRNA ist aber mit der im
Wildtyp-Knorpel vergleichbar. Die Inaktivierung von sox9 mit dem Cre Rekombinase/loxP
Rekombinationssystem vor der mesenchymalen Kondensation bewirkt einen Verlust der Sox5
und Sox6 Expression. Eine ebensolche Inaktivierung von sox9 nach der mesenchymalen
Kondensation fiihrt zu Chondrodysplasien vergleichbar mit denen in der Sox5” Sox6” Maus.
Aus diesen Daten geht hervor, dass Sox5 und Sox6 eine wichtige Funktion in der
Differenzierung von Chondrozyten nach der mesenchymalen Kondensation haben und dass
sie in der intrazelluldren Signalkaskade unterhalb von Sox9 liegen.

Zwei weitere Transkriptionsfaktoren, die in der Chondrogenese eine wichtige Rolle spielen,
sind Runx2 (runt domain transcriptional activator), auch Cbfal (core binding factorl), und
Runx3, die zur Runt Domain-Genfamilie gehdren. Runx2 und Runx3 sind fiir die Reifung der
Chondrozyten ausschlaggebend und induzieren Hypertrophie. Runx2 wird von chondrogenen
mesenchymalen Zellen exprimiert, jedoch geht die Expression in Chondroblasten wieder
verloren, wohingegen Runx3 aktiviert wird. Bevor die Chondroblasten beginnen, hypertroph
zu werden, wird die Expression von Runx2 reaktiviert und Runx2, aber nicht Runx3, bleibt
wiahrend der Entwicklung des hypertrophen Knorpels und der terminalen Differenzierung
exprimiert [188; 189]. Die verstirkte Expression von Runx2 in transgenen Méusen induziert
die hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten [190]. Runx2”"Runx3”" Miusen haben
tiberhaupt keine hypertrophen Chondrozyten [191], was zeigt, dass Runx2 und Runx3 fiir die
Induktion der Chondrozytenreifung unumgéinglich sind. Offensichtlich ist Runx2 ein direkter
Transkriptionsaktivator von Markergenen der Chondrozytenreifung. Runx2 bindet in vivo an
mehrere Erkennungsbindestellen des collOal Promotors und aktiviert in vitro collOal
Reporterkonstrukte iiber diese Elemente [192]. Die Bindung von Runx Proteinen an die DNA
wird durch Heterodimerisierung mit dem Ko-Aktivator Cbfb (core-binding factor-53)
stabilisiert. Cbfb wird ebenfalls in reifenden Chondrozyten exprimiert und es ist nicht
verwunderlich, dass Cbfb”” Miuse die gleichen Storungen in der Reifung der Chondrozyten
aufweisen, wie bei Runx2”” Mausen [193; 194].

Auch die zwei Transkriptionsaktivatoren DIx5 und DIx6 (Distal-less-related homeobox
transcriptional activators) fordern die Reifung der Chondrozyten und kénnen mit Runx2 und

Runx3 in dieser Funktion kooperieren. Sie werden in chondrozytiren mesenchymalen
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Vorlauferzellen exprimiert, gehen in Chondroblasten verloren, werden in prahypertrophen
Chondrozyten reexprimiert und bleiben in hypertrophen und terminalen Chondrozyten
exprimiert [195; 196]. Wihrend eine DIx5" Maus keine gravierenden Effekte in der
Chondrozytenreifung zeigt, kommt es bei DIx57DIx6”" Miusen zu schwerwiegenden
Verzogerungen in der Mineralisierung des Skeletts, offensichtlich durch verzogerte Reifung
der Chondrozyten aus dem prahypertrophen Stadium [196]. Zur Vervollstindigung dieser
Studie konnte gezeigt werden, dass eine ektopische Expression von DIX5 in
Hiihnerextremititen zu verkiirzten Skelettelementen mit verfrithter Reifung der
Chondroblasten zu préhypertrophen Zellen und mit ausgedehnten Zonen von hypertrophen
und terminalen Chondrozyten fiihrt [195]. DIx5 und DIx6 konnen durch Interaktion mit
Runx2 Chondrozytenmarker aktivieren, wie in in vitro Experimenten gezeigt werden konnte.
DIx5 bindet an die Erkennungssequenz im collOal Promotor und aktiviert ein collOal
Promotorkonstrukt [197] und interagiert zusétzlich mit Runx2 [198].

Weitere Transkripionsfaktoren, die im Rahmen der Chondrogenese wichtig sind und auf die
hier kurz eingegangen werden soll, sind Pax1 und Pax9, Nkx3.1 und Nkx3.2. Pax1 und Pax9
sind Transkriptionsaktivatoren mit einer paired-box DNA-Bindedoméne, Nkx3.1 und Nkx3.2
sind Repressoren, die mit dem Drosophila bagpipe Faktor verwandt sind. Diese vier
Transkriptionsfaktoren haben Expressionsmuster, die mit der Skelettentwicklung tiberlappen.
Pax1 und Pax9 werden von chondrogenen mesenchymalen Zellen exprimiert, bis diese zu
Chondroblasten  gereift sind, wohingegen Nkx3.1 und Nkx3.2 widhrend der
Chondroblastendifferenzierung exprimiert werden [199; 200]. Die Expression von Pax1 und
Pax9 wird durch Shh (Sonic hedgehog) induziert, die Expression von Nkx3.2 wiederum von
Pax1 und Pax9 [201]. Méusen mit einer Pax1”"Pax9”" Doppelmutation fehlt die Wirbelsiule
[200]. In diesen Méusen aktivieren sklerotomale Zellen sox9 und col2al und migrieren in
korrekter Weise zur Chorda dorsalis, aber kdnnen nicht proliferieren. Die Expression von
Sox9 und Kollagen Typ II wird beibehalten und die Zellen gehen schlieBlich in Apoptose.
Auch Miuse mit einer Doppelmutation von Nkx3.17Nkx3.2”" zeigen #hnliche Defekte wie
die Pax1”Pax9” Maus [202; 203]. Diese Studien belegen, dass die vier
Transkriptionsfaktoren essentiell fiir die Skelettvorlduferzellen und fiir deren chondrogene
Kondensation sind. In Abbildung 6 soll einen Uberblick iiber den Verlauf der Chondrogenese

mit den daran beteiligten Transkriptionsfaktoren liefern.

25



Einleitung

Differenzierungsstufe Histologie ECM-Marker regulatorische Marker
2% 0@
chondrogene oo, Coltat Sox9, Runx2
mesenchymale Zellen ® “;“’{’m Pax1, Pax9
Chondroblasten- Neam1 Sox9
vorlauferzellen (Col2at) (Sox5, Sox6)
friihe Col2a1, Agcf, Sox5, Sox6, Sox9
Chondroblasten CD-RAP (Fgfr3, Nkx3.2)
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differenzierte Mmp13, Spp1 Runx2
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der einzelnen Phasen der Chondrozytendifferenzierung, verandert nach
Lefebvre und Smits, 2005. Hervorgehoben sind die histologische Erscheinung, die Proteine der Extrazelluldren
Matrix und die Transkriptionsfaktoren, die charakteristisch fiir die jeweilige Entwicklungsstufe sind.

Fir die Differenzierung der Chondrozyten sind allerdings nicht nur aktivierende
Transkriptionsfaktoren notwendig. Vielmehr ist fiir die Richtung und die Geschwindigkeit im
Ablauf der Chondrogenese ein Zusammenspiel zwischen aktivierenden und auch
reprimierenden Regulatoren unumginglich. Der Transkriptionsfaktor AP-2, der an der
Melanomentwicklung beteiligt ist und dort das Tumorwachstum und die Metastasierung

kontrolliert, hat auch im Rahmen der Chondrogenese eine wichtige Funktion.

2.4.1. Rolle von AP-2 in der Chondrogenese

Die funktionelle Rolle des Transkriptionsfaktors AP-2 bei der Knorpel- und
Skelettentwicklung zeigte sich erstmals in Knockout-Studien. AP-2a Knockout-Méuse
sterben schon vor der Geburt mit gravierenden Skelettdefekten in der Entwicklung des
Schéddels und der Extremititen, zusitzlich zu anderen Entwicklungsdefekten, wie einem
offenen Neuralrohr und Missbildungen am Ko&rper und an den Augen [88; 89]. Diese
Erkenntnisse gehen einher mit der Detektion der Expression von AP-2a und AP-2y in den
[87; 204]. Mit Hilfe
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immunhistochemischer Studien wurde AP-2a Protein in der Wachstumsfuge und in
Chondrozyten der Gelenke und des Meniskus detektiert [205]. Durch transiente Transfektion
konnte auflerdem gezeigt werden, dass AP-2a einen biphasischen Effekt auf die
Chondrozytenmarkergene CD-RAP (MIA) und col2al hat. Niedrige Konzentrationen von AP-
2a steigern die Transkriptionsaktivitit der Promotoren von CD-RAP und col2al, wihrend
hohe Konzentrationen die Promotoren reprimieren [206]. Die Uberexpression von AP-2a
hemmt auBlerdem die Expression von zwei weiteren wichtigen Matrixgenen von
Chondrozyten, aggrecan und coll0al, sowie die Expression der zwei, fiir die Differenzierung
wichtigen Transkriptionsfaktoren sox5 und sox6. Diese Ergebnisse zeigen, dass AP-2a ein

negativer Regulator der Chondrozytendifferenzierung und fiir diese essentiell ist.

2.5. Osteoarthritis

Die Extrazelluldire Matrix, die von den Chondrozyten im Knorpel im Rahmen der
Differenzierung abgegeben wird, dient als Schutzschicht fiir die darunter liegenden Knochen
der Gelenke. Wenn die Knorpelschicht degeneriert ist, sind die Gelenke nicht mehr durch sie
vor Abnutzung geschiitzt und es konnen sich schmerzhafte Gelenkserkrankungen entwickeln.
Eine solche Erkrankung ist die Osteoarthritis (OA).

Osteoarthritis ist die hdufigste Form der Arthrose, von der in etwa 12 % der Weltbevodlkerung
betroffen sind. Es handelt sich dabei um eine chronische, nicht-entziindliche, schmerzhafte
Gelenkerkrankung, die vorwiegend durch einen Abbau des Gelenksknorpels gekennzeichnet
ist. Die genauen Ursachen der Entstehung dieser Krankheit sind bis heute allerdings unklar.
Die allgemein vorherrschende Hypothese iiber die Entstehung der Osteoarthritis besagt, dass
das Gleichgewicht zwischen der Synthese und der Degeneration der Matrixmolekiile, das im
intakten Knorpel besteht und fiir die Erhaltung und Funktion des Knorpels essentiell ist,
gestort ist. Dies flihrt zu Umbauprozessen im Knorpelgewebe und im gelenksnahen
Knochengewebe, die ein Ungleichgewicht zwischen der anabolen und katabolen Aktivitét der
Chondrozyten zur Folge haben, wobei der Abbau von Knorpelsubstanz iiberwiegt.

Der Einfluss der verschiedenen Molekiile auf molekulare und zelluldre Prozesse, die die

Gewebsdifferenzierung kontrollieren, ist bisher nur sehr wenig verstanden.
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Einleitung

3. Ziel der Arbeit

In der hier vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des Zelladhédsionsmolekiils Integrin alphal0
bei der Progression des malignen Melanoms untersucht werden. Bisher war es nicht bekannt,
dass Integrin alphalO im malignen Melanom exprimiert wird und folglich wurde auch nicht
untersucht, welche Funktion Integrin alphal0 im Melanom ausiibt oder wie die Expression
reguliert wird.

In der Literatur ist beschrieben worden, dass Integrin alphalO als Typ II Kollagen-bindendes
Integrin von Chondrozyten exprimiert wird. Allerdings ist nicht bekannt, wie die Expression
in Chondrozyten reguliert wird oder welche Funktion dieses Integrin wéhrend der
Differenzierung der Chondrozyten ausiibt. Mit den nachfolgenden Analysen sollte versucht
werden, diese Fragestellungen zu kldren, um einen Beitrag zum molekularen Verstindnis der

Progression des malignen Melanoms und zur Differenzierung von Chondrozyten zu liefern.
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[l. Material und Methoden

1. Material

1.1. Zelllinien und primére Zellen

Mel Ei

Mel Ho

Mel Im

Mel Ju

Mel Juso

Mel Wei

Sk Mel 28
SW1353
SW480
Chondrozyten
OA-Chondrozyten
Melanozyten

HMSC

1.2. Organismen

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

DSMZ Nr.: ACC62, Humane Melanomzelllinie aus Primirtumor
Humane Melanomzelllinie aus Metastasen eines Melanoms
Humane Melanomzelllinie aus Metastasen eines Melanoms
DSMZ Nr.: ACC74, Humane Melanomzelllinie aus Primartumor
Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

ATCC Nr.: HTB-72, Humane Melanomzelllinie aus Priméirtumor
ATCC Nr.: HTB-94, Humane Chondrosarkomzelllinie

ATCC Nr.: CCL-228, Humane Kolonkarzinomzelllinie

Humane primére Chondrozyten aus Knorpel

Humane primére Chondrozyten aus Knorpel von OA-Patienten
Humane primére Melanozyten aus normaler Haut

Humane mesenchymale Stammzellen

Epicurian Coli® XL2- Blue MRF Ultracompetent Escherichia Coli

1.3. Oligonukleotide und Plasmide

1.3.1. Primer fiir Expressionsanalysen

Aggrecan for:
Aggrecan rev:
AP-20q for:
AP-2a rev:
AP-2¢ for:

5°- CAGTTCACCTTCCAGGAAG -3
5'- GTAGAGGTAGACCGTTCTCACG -3
5'- GATCCTCGCAGGGACTACA -3
5°- GTTGGACTTGGACAGGGAC -3
5'- GAAATAGGGACTTAGCTCTTGG -'3
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AP-2¢ rev: 5'- CCAAGCCAGATCCCCAACTCTG -'3
Collagenll for: 5'- TCAACAACCAGATTGAGAGCATCCGC -'3
CollagenlI rev: 5'- GATTGGGGTAGACGCAAGTCTCGCC -3
CXCL1 for329: 5'- CCCAAGAACATCCAAAGTGTG -3

CXCL1 rev400: 5'- GTTGGATTTGTCACTGTTCAGC -'3
Integrin alpha3 for: 5'- TGCTGTATCCCACGGAGATCACCGTC -'3
Integrin alpha3 rev: 5'- AATAGGGTAGCCCAGCCATTTACCCG -3
Integrin alpha7b for: 5°- GCTGTGGCTGCCCTCCATCCCTTC -3
Integrin alpha7b rev: 5'- CCCTCTAGGTTAAGGCACTTCCGGG -3
Integrin alphalO for: 5'- CATGAGGTTCACCGCATCACT -3

Integrin alphalO rev: 5- AAGGCAAAGGTCACAGTCAAGG -3

MIA for: 5'- CATGCATGCGGTCCTATGCCCAAGCTG -3
MIA rev: 5'- GATAAGCTTTCACTGGCAGTAGAAATC -'3
PITX1 285for: 5'- CTTCACAAGCCAGCAGTTGC -'3

PITX1 551rev: 5'- CAGTTGTTGTAGGAGTAGCCG -3

RGS3 for371: 5'- GAAGTCATTCAAGCCCACCTC -3

RGS3 rev601: 5'- GCCTGGATCGCGATGTATTC -'3

RGS12 1721: 5'- CTCGCTGGTGACCATGAAGA -'3

RGS12 1927: 5'- CATGAACACGTGGCAGGAAG -'3

RUNXI1 286for: 5'- AACTTCCTCTGCTCCGTGCT -3

RUNX1 573rev: 5'- TCTGTGGTAGGTGGCGACTT -'3
SMAD7for: 5'- TTTGCCTCGGACAGCTCAATTCGG -'3
SMAD7rev: 5'- CTCGTAGTCGAAAGCCTTGATGGAG -3
SOXS5forl86: 5'- CAGCCAGAGTTAGCACAATAG -'3
SOX5rev468: 5'- GCACTTCCATCAGAATCTCC -3
TGFB3_for: 5'- CCCTGACCATCCTGTACTATGTTGGG -'3
TGFB3 rev: 5'- GGGTAGCCCAAATCCCATTGCCACAC -3

1.3.2. Primer fiir Promotorklonierungen

ITGA10-for 1139: 5°- GACGCTAGCACCTAGCTGAGGAGTTGG -3
ITGA10-for 960: 5°- GACGCTAGCGGAGCTGTGTCTTCACAAG -3
ITGA10-for 350: 5'- GACGCTAGCGAATCCATCTCCCACTCC -'3
ITGA10prom-rev: 5°- GACAAGCTTGCCTGATCGGTTTCTGTC -3
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1.3.3. Oligonukleotide fiir EMSA

wt Ets-1: 5°- CGCTCAGTGTTTTCCTTGGCTTGGG -'3

mut Ets-1: 5°- GATCGCTCAGTGTTGATCATGGTCTGGGGCTCCCC -'3
AP-2-I: 5- GTTTTCCTTGGTCTGGGGCTCCCCACAGTTC -3
AP-2-1I: 5°- GTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGG -3

AP-2-11I: 5°- CGGAGGCCGAGGCAGGTGGATCTC -3

1.3.4. Vektoren, Plasmide

pcDNA3 Invitrogen, California, USA
pGL3-basic Promega Corporation, WI, USA
pRL-TK Promega Corporation, WI, USA

1.4. Bezugsquellen von Enzymen, Proteinen und Chemikalien

Amersham, Braunschweig

BD Discovery Labware Falcon™,

Boston, USA

Behrens, Hamburg

BioRad, Richmond, USA

BioWhittaker Molecular Applications,
Rockland, ME USA

Cartela AB, Lund, Schweden

Corning Incorporated Costar, New York
DakoCytomation, Ddnemark

Invitrogen, California, USA

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

[y**P]-dATPs, 3000 Ci/mmol, NICK™- Columns,
Streptavidin Sepharose High Performance
Einmalartikel fir Zellkultur, Polystyrene Round-
Bottom Tube

ITS, Premix fiir Incomplete Chondrogenesis
Induction Medium

Agar

Immun- Blot™ PVDF Membran

SeaKem” LE Agarose

Anti-Integrin alphalO Antikorper

High Binding Stripwell Plates

Alkalische Phosphatase konjugiertes Streptavidin
SuperScript™ II RNAse H Reverse Transkriptase
SeeBlue® Plus2, Ready- Load™ 100 bp DNA
Ladder

Lipofectamine PLUS™ Reagent, Lipofectamine™
Reagent

NucleoBond® Xtra Midi Plus
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MWG Biotech, Martinsried Oligonukleotide
PAN™ Bijotech GmbH, Aidenbach DMEM
FCS (Fotales Kélberserum)

PBS

Penicillin

Streptomycin

Trypsin
Pierce, Miinchen BCA Protein Assay Kit
PromoCell, Heidelberg Melanocyte Growth Medium
Qiagen, Hilden RNeasy”™ Mini Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit
Riedel de Haen, Seelze Ethanol

Methanol
Roche Diagnostics, Mannheim ABTS (2,2’ -azino-di-[3-

ethylbenzthiazolinsulfonat])
COMPLETE-Proteinaseinhibitormix
Ethidiumbromid
Nonidet” P40
Restriktionsendonukleasen: EcoRI, Hindlll, Nhel
RNaseA
Taq-DNA-Polymerase
Roth, Karlsruhe Roti® Loadl 4x Puffer
Roti® Load 4x Puffer (nicht denaturierend)
Sigma, St. Louis, USA Acrylamid 40% Losung
Bromphenolblau
BSA
Monoclonal anti-B-Aktin Antikorper

TEMED

Stratagene, Heidelberg Epicurian Coli® XL2- Blue MRF’ Ultracompetent
Cells

Takara Bio Inc, Japan SYBR® Premix Ex Taq'™ (Perfect Real Time)

Whatman International Ltd, Maidstode, Whatman 3MM Filterpapier
England Nucleopore® Track- Etch Membrane
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Zymed Laboratories Inc, San Francisco, BCIP/NBT Substrate Kit

USA

1.5. Gerite

Blotapparaturen:

Whatman Biometra, Géttingen

Gelelektrophoreseapparaturen:

Amersham pharmacia biotech

BioRad, Miinchen
Heiz- und Kiihlblocke:
Eppendorf, Hamburg

Mikroskope:
Leitz, Wetzlar

Zeiss, Jena

Spannungsgerite:

BioRad, Miinchen

Waagen:

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen:
Eppendorf, Hamburg
Hereacus, Hanau

Kisker, Steinfurt

Sonstige Gerite:

Bachofer, Reutlingen

Minigel Twin, Fastblot B34

Elektrophoresis Power Supply EPS 301
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

UV-Transilluminator IL 350 K, 254 nm
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Biihler, Edmund, Tiibingen
Beckton Dickinson

Bertin Technologies, Sceaux, France

Heidolph, Kehlheim

Kendro Laboratories, Hanau

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

Schiittler SM 25

Facs Calibur

PRECELLYS® 24 Homogenisator
Magnetrithrer MR 2000, MR 2002
Vortexer REAX 2000

Herasafe, Sicherheitswerkbank
Zellinkubator CO,- Auto- Zero
Schiittler IKA-Vibrax VXR
Peltier Thermal Cycler PTC- 200
Autoklav 2540 EK

pH-Meter pH522

2. Medien, Antibiotika und Puffer

2.1. Medien zur Anzucht von E.coli und Zellkulturen

Luria Bertani Medium

DMEM

DMEM High Glucose

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

Substanzen wurden in H,Opjigest gelost und
autoklaviert

Fiir Platten: + 15 g/l Agar

Zur Selektion: + 100 pg/ml Ampicillin
Zusatze:

10 % (v/v) FKS

0,1 % (w/v) Penicillin/Streptomycin (PS)
10 % (v/v) FKS

0,1 % (w/v) Penicillin/Streptomycin (PS)
zusitzlich 4,5 g/l Glukose
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Incomplete Chondrogenesis Induction DMEM High Glucose +
Medium 0,1 % PS
1 mM Natrium Pyruvat
0,17 mM L-Askorbinsdure 2-Phosphat
0,35 mM L-Prolin
0,1 uM Dexamethason
1 % ITS+Premix

Fiir Complete Chondrogenesis Induction

Medium 0,01 pg/ml TGF-B3 (frisch ansetzen)
Einfriermedium Pro 100 ml: 50 ml DMEM (mit 10% FKS)
30 ml FKS
20 ml DMSO

2.2. Antibiotika

Ampicillin-Stammldsung (500x) 50 mg/ml in dest. H,O (-20°C)
Geneticin- Stammldsung 100 mg/ ml in dest. H,O (-20°C)

2.3. Puffer und Losungen

2.3.1. Losungen fiir Agarosegelelektrophorese

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

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

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

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

35



Material und Methoden

2.3.2. Losung zur Isolierung von Gesamtprotein

RIPA Puffer

50 mM Tris- HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

1 % Nonidet® P40

0,5 % Natriumdesoxycholat
0,1 % SDS

2.3.3. Puffer zur Isolierung von Kernproteinen

Puffer [

Puffer 11

10 mM Hepes, pH 7,9
10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA

I MDTT

20 mM Hepes

0,4 M NaCl

1 mM EDTA

I mM EGTA

I MDTT

2.3.4. Gellosungen und Puffer fiir SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese

SDS-Page-Laufpuffer

12,5 %-Trenngel

25 mM Tris/HCI pH 8,5

200 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

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

2.3.5. Puffer fiir Western Blot

Blotpuftfer

10 % (v/v) Acrylamid

12 % (v/v) 1 M Tris pH 6,8
0,1 % (v/v) SDS

0,05 % (v/v) APS

0,05 % (v/v) TEMED

25 mM Tris/ HCI, pH 8,5
190 mM Glyzin
10 % Methanol

2.3.6. Gellosungen und Puffer fiir Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Natives Polyacrylamidgelldsung (6 %)

5x Bindepuffer

Ladepuffer

Laufpuffer 1x TBE

8 ml Acrylamid (30 %)
1 ml 10x TBE

200 pl APS

50 ul TEMED

H,0 ad 40 ml

25 mM Hepes, pH 7,8
25 mM MgCl,

250 mM KCI

1 mM EDTA

25 mM DTT

50 % Glyzerin

80 % Formamid

10 mM NaOH

1 mM EDTA

0,1 % Xylencyanol Blau
0,1 % Bromphenolblau
10x TBE:

900 mM Tris/ HCI1

900 mM Borsaure

20 mM EDTA
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3. Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten, sowie Arbeiten mit Bakterien und S&ugerzellen wurden
in sterilen GefaBlen und mit sterilen Losungen durchgefiihrt. Experimente, bei denen nicht
explizit die Reaktionstemperaturen angegeben sind, wurden bei Raumtemperatur

durchgefiihrt.

3.1. Nukleinsdure-Analytik

3.1.1. RNA Isolation aus Saugerzellen

Die Isolation von RNA aus Zellen und Gewebe erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit der
Firma Qiagen. Dazu wurde das Kulturmedium von konfluent wachsenden Zellen
abgenommen und die Kultur einmal mit PBS gespiilt. Anschlieend wurden die Zellen mit
einem Zellschaber in 1 ml PBS von der Oberfliche des Kulturgefdles abgeschabt und bei
4000 rpm/min fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
350 ul RNA Lysispuffer des RNeasy Kits resuspendiert und lysiert. Da sich die Zellen sehr
leicht lysieren lassen, ist kein weiterer Schritt zum Zellaufschluss notwendig.

Zur Isolation von RNA aus Gewebe wurde dieses zunéchst zerkleinert und anschlieBend mit
einem Morser (Roth, Karlsruhe) in 350 pul RNA Lysispuffer des RNeasy Kits lysiert und iiber
Schredder-Sdulchen aus dem Kit laufen gelassen, um groBlere Fragmente zu entfernen. Die
RNA Isolation wurde nach dem beiliegenden Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die in
30 ul H,O (RNAse-frei) eluierte, extrahierte RNA wurde bei —20°C eingefroren.

3.1.2. Reverse Transkription (¢cDNA Synthese)

Fiir die reverse Transkription wurde pro Reaktionsansatz etwa 1 pg Gesamt-RNA, die aus
Zellen oder Gewebe mit dem RNeasy® Mini Kit von Qiagen extrahiert wurde, eingesetzt. Die
Reaktion wurde in einem 20 pl Ansatz durchgefiihrt, der sich aus 4 pl First Strand buffer (5x),
2 ul DTT (0,1 M), 1 ul ANTP-Mix (10 mM), 1 ul dNg Primer (random, 2 mg/ml), 2-4 ul RNA
und H,O ad 20 pl zusammensetzte.

Der Reaktionsansatz wurde zum Denaturieren der RNA zunéchst 5 min bei 70°C inkubiert.
AnschlieBend wurde nach Abkiihlen auf etwa 50°C 1 ul Superscript I hinzugegeben. Die

reverse Transkription erfolgte dann bei 37°C fiir 60 min. Dann wurde der Ansatz bei 70°C fiir
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10 min zur Hitzeinaktivierung des Enzyms inkubiert und nach einem RNAse Verdau mit 1 pl

RNAseA Mix fiir 30 min bei 37°C konnte die cDNA bei —20°C eingefroren werden.

3.1.3. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) konnten bestimmte Abschnitte von
verschiedenen Genen amplifiziert und analysiert werden. Als Matrize wurde die cDNA von
Zelllinien oder primiren Zellen verwendet und mit bestimmten Primern, die jeweils spezifisch
fir das zu analysierende Gen waren, wurde die PCR durchgefiihrt. Da die
Hybridisierungstemperatur fiir jedes Primerpaar unterschiedlich ist, musste diese zunéchst
optimiert werden.

Die PCR wurde standardméBig in einem 50 pl Reaktionsansatz durchgefiihrt. Ein Ansatz
enthielt 5 pul 10x Reaktionspuffer, 1 ul cDNA, 0,5 ul je Primer (20 uM), 0,5 ul ANTP-Mix (10
mM), 1 U Tag-DNA-Polymerase und 41,5 pl H,O. Die Amplifikation erfolgte in einem
Thermocycler (MJ Research, USA) fiir 36 Zyklen mit folgendem Programm: 60 sec 94°C zur
Denaturierung, 1 min bei der, fiir das jeweilige Primerpaar etablierten Temperatur (55-64°C),
90 sec bei 72°C. AbschlieBend wurden die Proben auf 4°C gekiihlt und jeweils 10 pl pro

Ansatz auf einem analytischen Agarosegel liberpriift.

3.1.4. Quantitative Echtzeit PCR

Die Quantifizierung der Expressionsstirke von mRNA wurde in einer quantitativen RT-PCR
Reaktion, mit Hilfe des LightCycler II Systems, von Roche Diagnostics, Mannheim
durchgefiihrt. Die Reverse Transkription erfolgte zuvor nach dem in 3.1.2. beschriebenem
Protokoll.

Das LightCycler System erlaubt eine quantitative und qualitative PCR mit Hilfe des
Farbstoffes SybrGreen 1. Dieser fluoresziert, wenn er in doppelstringige DNA (dsDNA)
interkaliert. Zur Uberpriifung der Qualitéit der Produkte wird im Anschluss an die letzte
Elongationsphase der PCR eine Schmelzpunktanalyse zur Identifizierung des spezifischen
Produktes durchgefiihrt, da jedes Produkt eine charakteristische Schmelztemperatur (Ty) hat,
die sowohl von der Produktlénge als auch vom dessen GC-Gehalt abhéngig ist.

Der Beginn der exponentiellen Produktzunahme, der linearen Logphase der PCR, wird
aufgrund der Fluoreszenzzunahme bestimmt und entspricht dem sogenannten crossing point.
Dieser korreliert mit der Anfangskonzentration der zu amplifizierenden cDNA-Sequenz und

kann deshalb zur Quantifizierung der Transkripte herangezogen werden.
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Die quantitative RT-PCR Reaktion wurde in einem 20 pl Ansatz durchgefiihrt und enthielt 10
ng cDNA Template, 2 ul LightCycler DNA Master SYBR Green I (10x), 2,4 ul MgCl, (25
mM), je 0,5 pl Primer (20 mM) und H,Opigest ad 20 pl. Die Reaktion wurde im LightCycler 11
mit folgendem Programm durchgefiihrt: Denaturierung: 1 Zyklus: 20°C/ sec auf 95°C, 30 sec;
Amplifikation: 40 Zyklen: 20°C/ sec auf 95°C, 15 sec; 20°C/ sec auf 60°C (diese Temperatur
variiert je nach Primerpaar), 5 sec; 20°C/ sec auf 72°C, 10 sec; Messtemperatur: 20°C/ sec auf
82°C. Zur Analyse der Schmelzkurve folgte: 1 Zyklus: 20°C/ sec auf 95°C, 15 sec; 20°C/ sec
auf 65°C, 15 sec; 20°C/ sec auf 95°C, 15 sec; 0,1°C/ sec auf 40°C.

Als Standard zur Quantifizierung der mRNA Expressionsstiarke wurde die PCR zusétzlich fiir

das Haushaltsgen beta-Aktin mit durchgefiihrt.

3.1.5. Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis von PCR-Produkten erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Mit dieser
Methode werden DNA-Molekiile ihrer GroBe nach aufgetrennt. Je kleiner ein
nachzuweisendes DNA-Fragment ist, desto mehr Agarose enthdlt das Gel, wodurch es
engmaschiger und die Auftrennung der DNA-Fragmente besser wird. Meist wurden 0,8, 1,0
oder 1,5 %ige Agarosegele verwendet.

Die PCR-Proben wurden mit 1/10 Volumen DNA-Probenpuffer versetzt und nach der
Polymerisation des Gels in die Geltaschen pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgt bei 110 Volt in 1x TAE-Puffer. Um die aufgetrennte DNA sichtbar zu machen, wurde
das Gel im Anschluss an den Gellauf fiir 15 min in Ethidiumbromid-Loésung (3 pg/ml) gelegt,
wobei das Ethidiumbromid in die doppelstrangige DNA interkaliert. Danach konnte das Gel
unter UV-Licht bei 254 nm analysiert und fotographiert werden, da Ethidiumbromid UV-

Licht absorbiert und im sichtbaren Bereich fluoresziert.

3.1.6. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus priparativen Agarosegelen erfolgte nach dem
QIAquick Gel Extraction Kit der Firma QIAGEN. Hierfiir wurde die DNA mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die Bande des DNA-Fragmentes mit der gewiinschten
GroBe mit einem Skalpell ausgeschnitten, das Gelstiick mit der DNA in ein Eppendorfgefal3
iiberfiihrt und gewogen. Nach Zugabe von 3 Volumenteile Puffer QG wurde die Agarose bei
50°C fiir 10 min geschmolzen. Durch die Zugabe von 1 Gelvolumen Isopropanol lieB3 sich die

DNA-Ausbeute erhohen. Durch Zentrifugieren des Ansatzes iiber eine, im QIAquick Gel
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Extraction Kit enthaltene Sédule, wurde die DNA an das Siulenmaterial gebunden,
anschliefend mit 750 pl Puffer PE gewaschen und schlieBlich mit 30 pul H;Opigess durch

Zentrifugation von der Sdule eluiert.

3.1.7. Herstellung radioaktiv markierter EMSA Matrize

Die radioaktive Markierung des doppelstrangigen (ds) DNA-Oligonukleotides erfolgte durch
eine blunt-end Reaktion. Um ein doppelstrangiges DNA-Fragment zu generieren, wurden die
forward und reverse Oligonukleotide im Verhiltnis 1:1 mit H,O gemischt und fiir 5 min auf
95°C erhitzt. Beim langsamen Abkiihlen des Heizblocks auf Raumtemperatur kam es zur
Zusammenlagerung der Oligonukleotide zu einem Doppelstrang. Die so entstandene blunt-
end dsDNA wurde dann radioaktiv markiert. Ein 20 pl Reaktionsansatz enthielt 3 pul
dsOligonukleotid, 2 ul Polynukleotidkinase Puffer (10x), 11 ul H,O, 1 ul Polynukleotidkinase
und 3 pl [y-*P] ATP. Dieser Reaktionsansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert, wobei
eine radioaktiv markierte Phosphatgruppe durch die Polynukleotidkinase auf die dsDNA

ibertragen wurde.

3.1.8. Reinigung radioaktiv markierter DNA-Fragmente

Zur Trennung radioaktiv markierter DNA-Fragmente von freien, nicht eingebauten
Nukleotiden wurden NICK™- Columns der Firma Amersham verwendet. Der
Reaktionsansatz der radioaktiven Markierung mit **P wurde auf die Siule aufgebracht und
anschlieBend mit 200 pl TE- Puffer (pH 7,5) gespiilt. Die erste Fraktion, die man erhielt,
wurde aufgefangen und verworfen, da sie hauptsichlich aus Puffer mit nur sehr geringen
Anteilen an radioaktiv markierter EMSA-Matrize bestand. Durch dreimaliges Spiilen der
Sdule mit je 200 pl TE- Puffer konnten noch drei weitere Fraktionen gewonnen werden,
wobei die markierte dSDNA Matrize mit der dritten und vierten Fraktion von der Siule
gespiilt wurde. Freie Nukleotide wurden in der Sdule zuriickgehalten. Fiir die Gelshift Assays

wurde jeweils diejenige Fraktion genutzt, die die hochste Effizienz der Markierung aufwies.

3.1.9. EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Um DNA-Protein-Wechselwirkungen in vitro analysieren zu konnen, wurden Elektrophoretic
Mobility Shift Assays (EMSAs) durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf einem verdnderten

Laufverhalten von DNA-Fragmenten mit gebundenen Proteinen im Gegensatz zu freier DNA
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in nativer Gelelektrophorese. Der Nachweis der DNA-Proteinkomplexe erfolgt iiber die
radioaktive Markierung der DNA-Matrize. Ein Reaktionsansatz fiir den EMSA enthielt 5-10
ug Kernprotein, 4 pl 5x EMSA Binding Puffer, 1 pl poly dIdC (1 mg/ml), 2 pl radioaktiv
markiertes Oligonukleotid (20000 cpm/pl) und HyOpigest @d 20 pl. Der Ansatz wurde zunéchst
fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, damit die, im Kernextrakt enthaltenen,
nachzuweisenden Proteine an die DNA-Matrize binden konnen. Zum Nachweis der
spezifischen Bindung des Proteins an die DNA-Matrize wurde in Kontrollansdtzen
unmarkiertes Oligonukleotid in 400-fachem Uberschuss als Kompetitor zugegeben. Die
Ansitze wurden vor dem Auftragen auf ein natives, 4,5 % Polyacrylamidgel mit 4 pl
Ladepuffer beschwert. Das Gel lief bei einer konstanten Spannung von 10 V/cm in 1/4x TBE
fiir ca. 2,5 h. Nach dem Trocknen auf Whatman-Filterpapier auf einem Vakuumgeltrockner
konnte das Gel autoradiographisch analysiert werden. Hierfiir wurde ein Rontgenfilm (Kodak

Biomax MR, Scientific Imaging Film) fiir etwa 24 h aufgelegt und anschlieend entwickelt.

3.1.10. Nachweis radioaktiver Produkte durch Autoradiographie

Radioaktiv markierte Nukleinsdurebanden in Gelen oder auf Membranen lassen sich durch
Auflegen eines Rontgenfilmes detektieren. Durch die Strahlungsenergie der Radioisotope
werden Silberhalogenidkristalle, die in die Festphase des Rontgenfilmes eingebettet sind,
negativ geladen und zu metallischem Silber reduziert. Daraus ergibt sich ein latentes Bild aus
Silberpartikeln. Die Entwicklung des Filmes verstirkt dieses Bild und die anschlieende
Fixierung entfernt {iberschiissiges Silberhalogenid. Da die Filmschwirzung innerhalb eines
bestimmten Strahlungsbereiches direkt proportional zur Menge an radioaktiver Strahlung ist,
konnen Autoradiogramme quantitativ ausgewertet werden. Die Expositionszeit des auf den
Rontgenfilm aufgelegten Gels richtet sich nach der Qualitdt und Quantitdt der radioaktiven

Strahlung.

3.1.11. Chromatin Immunprezipitation (ChIP) und Promotorarray

Zur Identifizierung von Zielgenen, an deren Promotor AP-2¢ in vivo bindet, wurde zunéchst
eine Chromatin Immunprezipitation (ChIP) mit einem spezifischen anti-AP-2¢ Antikorper
und anschlieBend ein GeneChip® Human Promoter 1.0R Array der Firma Affymetrix
durchgefiihrt.

Die Chromatin Immunprezipitation erfolgte nach dem Protokoll der Firma Affymetrix gemal
deren Angaben. Es wurden frisch isolierte Chondrozyten eines Osteoarthritispatienten
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verwendet. Diese wurden mit Formaldehyd fixiert, um die DNA mit den daran gebundenen
Faktoren zu vernetzen. Die Zellen wurden dann lysiert und die DNA durch Sonifikation in
kleinere Fragmente zerteilt. Durch Immunprezipitation einem spezifischen anti-AP-2¢
Antikorper wurden anschlieBend die DNA-Fragmente isoliert, an die AP-2¢ gebunden hat.
Dies sind Promotorbereiche von Genen, mit denen der Transkriptionsfaktor zur Regulation
assoziiert. In den folgenden Schritten wurde der Crosslink der Proteine mit der DNA wieder
aufgehoben, die Proteine mittels Protease-Behandlung verdaut und die gereinigten DNA-
Fragmente mit einer PCR Methode, bei der Random-Primer verwendet wurden, amplifiziert.
Die DNA-Fragmente wurden dann markiert und auf den GeneChip® Human Promoter 1.0R
Array hybridisiert. Zur Auswertung des Arrays wurden die Hybridisierungssignale der
Positivprobe mit denen der Negativprobe verglichen. Fiir die Positivprobe wurde der
spezifische anti-AP-2¢ Antikérper verwendet, bei der Negativprobe wurde kein Antikorper
verwendet, um unspezifische Hintergrundsignale ausschlieBen zu kénnen. Es konnten so
diejenigen Promotorregionen und somit diejenigen Gene identifiziert werden, an die AP-2¢ in
vivo bindet.

Der GeneChip® Human Promoter 1.0R Array wurde in Kooperation mit dem
Kompetenzzentrum fiir Fluoreszente Bioanalytik (KFB) in Regensburg durchgefiihrt.

Einige signifikante Ergebnisse des Promotorarrays wurden durch quantitative Echtzeit-PCR

bestitigt.

3.2. Proteinanalytik

3.2.1. Herstellung von Proteinextrakten

Zur Extraktion von Gesamtprotein aus Sdugerzellen wurde zunéchst das Kulturmedium von
konfluent wachsenden Zellen abgesaugt und diese mit PBS gewaschen. Durch Abschaben mit
einem Zellschaber wurden die Zellen in 1ml PBS geerntet und bei 3000 rpm/min fiir 5 min
pellettiert. Die Zellen wurden dann fiir 15 min bei 4°C im Schiittelinkubator in 200 pul RIPA-
Puffer lysiert. Durch Zentrifugieren fiir 10 min bei 13.000 rpm/min bei 4°C lassen sich die
gesamten Zellproteine im Uberstand gewinnen, wihrend DNA, RNA und Zellbruchstiicke
sedimentiert werden. Der Proteinextrakt wurde in neue Cups iiberfiihrt und bei -20°C

eingefroren. Alle Priparationsschritte erfolgen auf Eis, die Zentrifugationsschritte bei 4°C.
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3.2.2. Herstellung von Kernproteinextrakten

Zur Isolation von ausreichend Kernprotein wurden die Methode nach Dignam et al., 1983
[207] verwendet. Es wurden Melanomzellen bis zu einer Zelldichte von mindestens 90 % in
einer T75 Kulturflasche herangezogen. Vor Beginn der Préparation wurden die Zellen einmal
mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber in 1 ml PBS abgeschabt und bei 3000 rpm/min
fiir 5 min pelletiert. Zur Lyse der Zellmembran wurden 400 pl Puffer I (siche 2.3.3.)
zugegeben und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurde zur Verbesserung der
Lyse 10 %iges Nonylphenylpolyethylene Glykol NP-40, ein nichtionisches Tensid,
zugegeben. Die Kernfraktion wurden bei 10.000 rpm/min fiir 1 min abzentrifugiert und der
Uberstand, der das Zytoplasma enthilt, verworfen. Das Kernpellet wurde durch Zugabe von
50 pl Puffer IT (siche 2.3.3.) lysiert, indem es 15 min bei 4°C geschiittelt wurde. Nach einer
Zentrifugation fiir 10 min bei 13.000 rpm/min befanden sich die Kernproteine im Uberstand.
Die Kernproteinextrakte wurden sofort in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C
gelagert. Nach dem Auftauen konnten diese nicht erneut eingefroren und wieder verwendet

werden, da es dabei zu einer Degradation der Proteine kommt.

3.2.3. Isolation von Proteinen aus Zytoplasma, Membran und Zellkern

Der ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit der Firma Calbiochem wurde
verwendet, um Proteine seriell aus Zytoplasma, Membran, Kern und Zytoskelett getrennt
voneinander zu isolieren.

Zunichst wurden Zellen, die zu 80 % konfluent in T75 Zellkulturschalen gewachsen sind, mit
PBS gewaschen, um Medium- und Serumreste zu entfernen. Danach wurden die Zellen mit
einem Zellschaber aus der Zellkulturschale geldst und in Iml PBS pelletiert. Alle folgenden
Schritte wurden bei 4°C und auf Eis durchgefiihrt. Das Zellpellett wurde in Extraktionspuffer
I des Proteome Extraction Kits, dem zusidtzlich Proteaseinhibitor zugesetzt wurde,
aufgenommen. Nach einer Inkubation fiir 15 min bei 4°C auf dem Schiittler wurde erneut
zentrifugiert (10 min, 3000 rpm). Der Uberstand, der die Zytoplasmafraktion enthilt, wurde
abgenommen und in ein neues Gefdll tiberfiihrt. Das vorliegende Pellett wurde in
Extraktionspuffer II aufgenommen und nach Inkubation auf dem Schiittler bei 4°C (30 min)
erneut zentrifugiert (10.000 rpm, 10 min). Dieser Uberstand enthielt die Membranproteine
und wurde in ein neues Cup iiberfiihrt. Zu dem Pellet wurde der Puffer III gegeben, welcher
nach einer erneuten Inkubation (siche oben) zu einer Trennung von Kernproteinen im

Uberstand und dem Pellet, welches Proteine des Zytoskeletts enthilt, fiihrte. Die Proteine des
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Zytoskeletts wurden am Ende in Puffer IV aufgenommen. Alle Fraktionen mussten bei -20°C

eingefroren werden.

3.2.4. Herstellung von Proteinextrakten aus Gewebe

Zur Isolation von Proteinen aus Geweben wurden diese mit dem PRECELLYS® 24
Homogenisator (bertin technologies, Sceaux, France) in 200 ul RIPA-Puffer homogenisiert.
Unlosliche Fragmente wurden dann durch anschlieBendes Zentrifugieren fiir 10 min bei
13.000 rpm/min entfernt. Der Uberstand, in dem die Proteine enthalten waren, wurde

umgehend in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C aufbewahrt.

3.2.5. Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Losungen wurde der BCA-Protein-Assay Kit
der Firma Pierce, Miinchen, verwendet. Dieser basiert auf der Methode von Smith et al., 1985
[208], bei der es zu einer alkalischen Reduktion von Cu*" zu Cu" (Biuret Reaktion) durch
Proteine kommt. Das Cu" bildet mit Bicinchromsiure (BCA) einen Farbkomplex, der durch
photometrische Messung bei 562 nm quantifiziert werden kann. Zu 5 pl Gesamtproteinldsung
bzw. 1 pl Kernproteinlosung mit 4 pl Wasser, wurden 200 ul alkalische BCA-Kupfer (II)
Losung (50 Teile Losung A mit einem Teil Losung B) in eine 96-Well Platte gegeben und fiir
ca. 15 min bis zur Farbung der Losung bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption bei 562
nm wurde anschlieBend durch Messung der Platte in einem ELISA-Reader bestimmt. Durch
die parallele Quantifizierung eines mitgefiihrten BSA-Standards {iber drei Zehnerpotenzen

lieB sich die Absorption dann in Proteinkonzentrationen umrechnen.

3.2.6. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht diente die vertikale SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli, 1970 [209]. Durch die
Anlagerung von SDS-Molekiilen werden dabei die Tertidr- und Quartarstruktur von Proteinen
durch das Aufspalten von Wasserstoffbriickenbindungen zerstort, sowie Ladungsunterschiede
neutralisiert. 40 pug Proteinlysat wurden jeweils in 1 x Roti-Load Probenpuffer fiir 10 min bei
70°C  aufgekocht und anschlieBend unter Verwendung eines SDS-haltigen,
diskontinuierlichen Tris-HCl/ Tris-Glycin-Puffersystems bei 0,8 mA/cm® durch SDS-PAGE
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in Polyacrylamidgelen zusammen mit einem GroBenstandard (SeeBlue® Plus2, Invitrogen,

California, USA) aufgetrennt.

3.2.7. Western Blot

Fiir den Nachweis bestimmter Proteine mittels Antikdrper wurden die, durch SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet. Diese musste zunichst 10 min in
Methanol und 10 min in 1x Blotpuffer getrdnkt werden. Es wurden dann drei in Blotpuffer
getrankte Whatman-Filterpapiere, die PVDF-Membran, das SDS-PAGE-Gel und wiederum
drei getrinkte Whatman-Filterpapiere luftblasenfrei auf die Blot-Apperatur gestapelt
(Sandwich-Methode). Mittels elektrophoretischem Transfer (Whatman Biometra, Fastblot

B34 Unit, 1 h bei 1,5 mA/cmz) wurden die Proteine dann auf die Membran {ibertragen.

3.2.8. Proteindetektion mittels Western-Blot

Zur spezifischen Proteindetektion wurde die Western-Blot-Membran zunichst zur
Absittigung unspezifischer Bindungsstellen 1 h bei RT in TBST (0,05 % Tween) mit 3 %
BSA inkubiert und dann iiber Nacht bei 4°C mit dem primdren AntikGrper in geeigneter
Verdiinnung (1:1000-1:5000), der gegen das zu detektierende Protein gerichtet ist,
geschwenkt. Nach dem Waschen (3 x 10 min mit TBST) wurde die Membran mit einem
sekunddren Antikorper (1:4000), der gegen den konstanten Teil des primdren Antikorpers
gerichtet (speziesspezifischen) und mit einer Alkalischen Phosphatase konjugiert ist, fiir 1 h
bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran wiederum 3 x 10 min mit TBST
gewaschen, danach das Substrat fiir die Alkalische Phosphatase (BCIP/ NBT Substrate Kit)

zugegeben und im Dunkeln inkubiert, bis sich eine Farbreaktion zeigte.

3.2.9. Immunhistochemie

Zur in vivo Analyse der Expression von Integrin alphalO und AP-2¢ in Geweben wurden mit
Hilfe von spezifischen Antikérpern immunhistochemische Féarbungen an Gewebeschnitten
durchgefiihrt. Fiir den Nachweis der Expression von Integrin alphal0 wurden Kryoschnitte
von primidrem Melanom und Metastasen verwendet, der Nachweis von AP-2¢ erfolgte an
Paraffinschnitten von Knorpel und OA- und RA-Knorpel. Die Gewebe wurden durch
Inkubation in einer absteigenden Alkoholreihe fixiert, fiir 10 min mit H,O, behandelt, um

freie Radikale abzufangen, zum Blockieren von unspezifischen Bindestellen mit Kilberserum
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geblockt und anschlieBend mit dem jeweiligen spezifischen Primirantikdrper (anti-Integrin
alphalO Antikorper, 1:120 und anti-AP-2¢ Antiserum, 1:200) iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Der Biotin-gekoppelte anti-rabbit Sekundirantikorper der Firma DAKO (Deutschland) wurde
fiir 30 min auf die Schnitte gegeben. Es folgte eine Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem
Streptavidin (DAKO) fiir 30 min. Die Bindung der Antikorper konnte mit Hilfe von AEC-
Losung (DAKO) sichtbar gemacht werden, wobei es zu einer Umsetzung des Farbstoffes
durch die, an das Streptavidin gekoppelte Peroxidase kommt. Zum Schluss wurden die

Schnitte mit Himalaun-Losung (DAKO) gefarbt, um die Zellkerne sichtbar zu machen.

3.3. Zellkulturmethoden mit humanen Zelllinien

3.3.1. Kultivierung von eukaryontischen Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in DMEM mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/
Streptomycin bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Zur Passage der Zellen wurden diese zunéchst
mit PBS gewaschen und dann mit 0,05 % Trypsin bei Raumtemperatur inkubiert, bis sie sich
nach ca. 5 min vom Boden der Zellkulturflasche gelost haben und in DMEM mit 10 % FKS
aufgenommen. Um das Trypsin aus dem Medium zu entfernen, wurden die Zellen bei 1200
rpm/ min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Zellpellett in DMEM mit 10 % FKS
gelost und 1:5 bis 1:10 verdiinnt in neue Zellkulturflaschen verteilt. Ein Wechsel des

Zellkulturmediums erfolgte jeden zweiten Tag.

3.3.2. Transfektion von Zellkulturzellen

Zur Transfektion der Zellen wurde die Lipofektamin Methode mit Lipofektamin™ Reagent
und Lipofektamin™ Reagent verwendet, um mdglichst hohe Transfektionsraten zu erreichen.
Nachdem die Zellen, die in 6-well Kuturschalen ausgesit wurden, bis zu 50-80 % konfluent
gewachsen sind, wurde das Medium nochmals gewechselt und anschlieBend der
Transfektionsansatz hinzu pipettiert. Dieser wurde nach Protokoll und Mengenangaben des
Herstellers vorbereitet, wobei 0,05 bis 0,5 pug an Plasmid-DNA pro Versuchsansatz eingesetzt
wurden. 4 h nach der Transfektion wurde das Medium erneut gewechselt und die Zellen bis
zur Ernte weitere 24-48 h inkubiert. Transfizierte Zellen wurden entweder fiir Luciferase-

Reportergen-Analysen genutzt oder es wurde das Gesamtzellprotein bzw. die RNA isoliert.
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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 anhand eines Resistenzgens im Vektor, der in die Zellen
eingebracht wurde, ausgewéhlt. Durch Verwendung eines Selektionsmediums konnten nur
diejenigen Zellen, die den gewiinschten Vektor aufgenommen hatten, iiberleben.

Fiir die transiente Transkfektion wurden Expressionskonstrukte der Gene Ets-1 und AP-2,
kloniert in den Expressionsvektor pcDNA3, verwendet.

Zur Herstellung von Zellklonen mit verminderter Integrin alphal0 Expression wurde ein

Fragment der Gensequenz in AS-Orientierung in den Vektor pcDNA3 kloniert.

3.3.3. Luciferase-Reportergen-Assay

Regulatorische DNA-Sequenzen lassen sich mit Hilfe von Reportergen-Analysen
untersuchen. Fiir Transfektionen, die fiir anschlieBende Luciferase-Reportergen-Analysen
durchgefiihrt wurden, wurde als Plasmid ein Luciferase-Vektor verwendet. Um die Aktivitit
eines Promotors zu untersuchen, wird ein DNA-Fragment, das den Promotorbereich enthilt,
vor das Luciferase-Gen des Reporterplasmids pGL3-basic kloniert. Die Expression des
Reportergens  verhdlt sich im  eukaryotischen Testsystem proportional zum
Aktivierungspotential des klonierten DNA-Fragments. Durch Zugabe eines Substrats
(Luciferin) fiir das Enzym Luciferase kommt es zur Chemilumineszenz, welche an einem
Luminometer gemessen wird. Um die unterschiedliche Transfektionseffizienz der einzelnen
Versuchsansitze anzugleichen, wurden die Zellen zusétzlich mit 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. Hierfiir wurden je 200.000 Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgesit und nach
der Lipofectamin Methode (siehe 3.3.2.) transfiziert. Zur Zellernte wurde das Kulturmedium
der zuvor transfizierten Zellen abgegossen und die Zellkultur zweimal mit normalem
Leitungswasser gespiilt. AnschlieBend wurden pro Well der 6-Well Kulturplatte 300ul
Lysispuffer zugegeben und die Zellen fiir 20 Minuten auf einem Schiittler lysiert. Nach der
Lyse wurden je 50ul eines Versuchsansatzes, mit den im Kit bereitgestellten Chemikalien im

Luminometer vermessen. Der Versuch wurde in Doppelansitzen durchgefiihrt.
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3.3.4. Matrigel Migrations- und Invasions-Assay (Boyden Kammer)

Zur Untersuchung der Migrationsfiahigkeit bzw. Invasivitit von verschiedenen Zelllinien und
Zellklonen diente der Matrigel Migrations- bzw. Invasions-Assay, der in speziellen Kammern,
den Boydenkammern, durchgefiihrt wurde. Diese bestehen aus zwei Kompartimenten, die
aufeinander geschraubt werden. Das untere Kompartiment der Kammer wurde zunédchst mit
210 pl konditioniertem Medium befiillt. Zur Herstellung von konditioniertem Medium
wurden konfluent wachsende Fibroblasten 24 h lang in Medium ohne FKS kultiviert, dieses
Medium anschlieend abgenommen, abzentrifugiert und fiir den Boydenkammer Versuch
benutzt. Auf das konditionierte Medium im unteren Kompartiment wurde ein Filterpapier
(Whatman International Ltd, Maidstode, England) mit einer PorengréBe von 8§ um
luftblasenfrei aufgelegt und der obere Aufsatz der Boydenkammer aufgeschraubt. Zur
Analyse der Migration waren die Filter mit Gelatine beschichtet, fiir den Invasions-Versuch
wurden zur Nachahmung der Basalmembran 52 pl Matrigel (1:3 verdiinnt mit H,O) auf den
Filter pipettiert. Das Gel wurde zum Gelieren fiir 15-30 min bei 37°C inkubiert. Wahrend des
Gelierens wurden die jeweiligen Zelllinien bzw. Zellklone mit PBS gewaschen, mit Trypsin
aus der Zellkuturschale abgeldst und anschlieBend gezdhlt. Die Zellen wurden dann in
DMEM ohne FKS auf eine Zellzahl von 20.000 Zellen pro ml (Migrations-Versuch) bzw.
200.000 Zellen pro ml (Invasions-Versuch) eingestellt, je 800 pl auf den Filter in das obere
Kompartiment der Boydenkammer gegeben und diese fiir vier Stunden im Brutschrank bei
37°C und 5 % CO, inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension aus allen
Kammern abgegossen, die Aufsitze abgeschraubt und die Filter herausgenommen. Die mit
Matrigel beschichtete Oberseite der Filter wurde an einem, mit Wasser getrinktem
Papiertuch, vorsichtig abgewischt und in einen Farberahmen eingelegt. Die Filter wurden in
einer Hemacolor Schnellfirbung fixiert und gefarbt, mit Leitungswasser gespiilt und mit der
Unterseite nach oben auf Objekttrager aufgelegt. AnschlieBend wurde die Anzahl der Zellen,

die durch die Poren auf die Unterseite der Filter gewandert sind, im Mikroskop bestimmt.

3.3.5. Wundheilungstest

Zur Analyse der ungerichteten Migration von Melanomzellen und Zellklonen wurde ein
Wundheilungstest (Scratch-Assay) durchgefiihrt. Hierfiir wurden je ca. 250.000 Zellen/ well
in eine 6 well-Zellkulturschale ausgesét, so dass sie konfluent waren. Es wurden dann mit
Hilfe einer sterilen 1000 pl Pipettenspitze in den Zellrasen eines jeden Wells jeweils zwei

gerade Furchen gezogen und an jeder Furche zwei Messpunkte auf der Unterseite der Platte
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mit einem Stift markiert (Tag 0). Unter einem Mikroskop, wobei ein Okkular verwendet
wurde, dass eine Messskala enthielt, wurde der Durchmesser der Furche bestimmt. Er lag
meist zwischen 0,8 und 1,5 mm. Nach 24 h (Tag 1) wurde gemessen, wie weit sich die Furche
an den markierten Messpunkten durch Migration der Zellen verengt hat. Die Messung wurde

an zwei weiteren Tagen wiederholt (Tag 2 und Tag 3).

3.3.6. Proliferations-Assay

Das Zellwachstum von Melanomzelllinien und Zellklonen wurde mit Hilfe des XTT-Tests der
Firma Roche, Mannheim, bestimmt. Hierfiir wurden Zellen mit zwei unterschiedlichen
Zellzahlen (1000 Zellen und 2000 Zellen/ well) in 96-well Zellkulturplatten in Dreifach-
Ansitzen in vier Platten in DMEM-Ndhrmedium, welches kein Phenolrot enthielt, ausgesét
und diese im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Nach 24 Stunden wurde in das
Medium einer Platte 50 ul XTT-Reagenz (XTT labeling reagent + electron-coupling reagent)
pipettiert und diese fiir eine weitere Stunde in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurde
im Photometer die OD bei 490 nm bestimmt. Eine zweite Messung mit dieser Platte wurde
nach weiteren zwei Stunden Wachstum im Brutschrank durchgefiihrt. Nach zwei, drei bzw.

vier Tagen wurden jeweils die anderen Platten ebenso vermessen.

3.4. Arbeiten mit E. coli und humanen mesenchymalen Stammzellen (HMSC)

3.4.1. Kultivierung von E. coli

Je nach Verwendungszweck erfolgte die Anzucht von E. coli auf Agarplatten bei 37°C im
Brutschrank oder in LB-Medium bei 37°C auf Schiittler bei 250 rpm.

Zur Kultivierung und Isolation von transformierten Bakterien wurde dem LB-Nihrmedium
zusétzlich das Antibiotikum Ampicilin zur Selektion zugesetzt. Mit einer sterilen Spitze
wurde von einer Agarplatte mit Kolonien von zuvor transformierten E. coli eine Einzelkolonie

gepickt und mit dieser eine Fliissigkultur angeimpft.

3.4.2. Transformation von E. coli

Fiir die Transformation wurden zu 100 pl kompetenter E. coli Zellen, die auf Eis aufgetaut

wurden, je 100 ng Plasmid-DNA zugegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde 30 min auf Eis
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inkubiert und dabei gelegentlich durch leichtes Schiitteln durchmischt. AnschlieBend wurden
die Zellen 45 sec bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt, um die Plasmidaufnahme ins
Zellinnere zu ermoglichen. Nach dem Hitzeschock wurden die Bakterien eine Minute auf Eis
abgekiihlt, pro Ansatz 500 pl LB-Medium hinzu gegeben und die Kultur fiir 60 min bei 37°C
unter Schiitteln wachsen gelassen. Die transformierten E. coli wurden dann 5 min bei 4000
rpm/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. Die Agarplatte wurde iiber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert.

3.4.3. Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen zu Chondrozyten

In HMSC-Medium kultivierte Zellen wurden mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und in
Incomplete-Medium gezdhlt. Je 250.000 Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Spitzréhrchen
gegeben und fiir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert, so dass sich die Zellen in der Spitze des
Rohrchen sammeln. Damit wihrend der Kultivierung im Brutschrank der Gasaustausch
gewihrleistet ist, musste der Deckel halb aufgedreht werden. Die Rohrchen wurden dann fiir
24 h bei 37°C und 5 % CO; in den Brutschrank gestellt und durften wéhrend dieser Zeit nicht
mehr bewegt werden, damit sich Pellets bilden konnten. Danach wurde das Incomplete
Néahrmedium, dem TGF-83 zur Induktion der chondrozytiren Differenzierung oder andere
Stimulantien zugesetzt wurde, alle zwei bis drei Tage erneuert. Am Ende des Experimentes

konnte die RNA der Pellets isoliert werden.

3.5. Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung ausgedriickt. Durch den
Student's paired t-test wurden einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Ein p-value < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen und mit einem Stern (*) markiert (*: p < 0,05, **:
p < 0,01, ***: p < 0,001, ns: nicht signifikant). Alle Auswertungen der Experimente wurden
mit dem Programm “GraphPad Prism* (GraphPad software Inc, San Diego, USA)
durchgefiihrt.
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lll. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in zwei Publikationen verdffentlicht worden [210; 211].
Eine dritte Publikation iiber die Regulation von Zielgenen von AP-2¢ im Knorpel und in

Osteoarthritis ist in Vorbereitung.

1. Integrin alphalO im malignen Melanom

1.1. Die Expression von Integrin alphal0 im malignen Melanom ist erhoht

Mit Hilfe eines Affimetrix UI33A Arrays wurde die Genexpression von 5 primédren Kulturen
von Melanozyten mit der Expression von 12 Zelllinien von primiren Melanomen und 15
Zelllinien von Melanommetastasen verglichen (Haass N.K. und Herlyn M., unveré6ffentlichte
Daten). Dabei hat sich gezeigt, dass die Expression von integrin alphal( in 4 von 12
primdren Melanomenzelllinien und in 3 von 15 metastasierenden Melanomzelllinien im
Vergleich zu Melanozyten stark erhdht ist.

Aufgrund dieser Hinweise wurde zundchst die Expression von Integrin alphal0 mRNA in
sieben Melanomzelllinien im Vergleich zu normalen humanen epidermalen Melanozyten

(NHEM) mittels quantitativer Echtzeit PCR untersucht.
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Abb 1A: mRNA Expression von Integrin alphal0. Quantifizierung der Integrin alphal0 mRNA mittels
quantitativer Echtzeit PCR in sieben Melanomzelllinien verglichen mit primdren Melanozyten.
Melanomzelllinien aus einem Priméirtumor sind dunkelgrau dargestellt, solche aus Metastasen in hellgrau.
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Wie in Abbildung 1A deutlich zu erkennen ist, hat sich eine starke Induktion der Expression
von Integrin alphal0 mRNA in allen untersuchten Melanomzelllinien, mit Ausnahme der
Zelllinie SK Mel 28, im Vergleich zu NHEMs gezeigt (Abb 1A).

Um den Zeitpunkt der Expressionssteigerung von Integrin alphal0 mRNA im Verlauf der
Melanomentwicklung feststellen zu konnen, wurde RNA analysiert, die durch
Mikrodissektion aus zwei primidren Melanomen, fiinf Lymphknotenmetastasen und fiinf
Fernmetastasen isoliert wurde. Es konnte in allen untersuchten Primédrtumoren,
Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen eine gesteigerte Transkription von integrin

alphal( im Vergleich zu Melanozyten ermittelt werden (Abb 1B).
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Abb 1B: Die mRNA Expression von Integrin alphal0 ist in Primértumoren und Metastasen im Vergleich
zu NHEMs deutlich erhoht. Analyse der Transkriptionsmenge von integrin alphal( in vivo in Primértumoren,
Metastasen und NHEMs mittels quantitativer Echtzeit PCR.

Auffillig war hierbei, dass die Expression von Integrin alphalO in vivo in priméren
Melanomen und in Melanommetastasen um ein Vielfaches hoher ist, als in vitro in den
untersuchten Melanomzelllinien.

Als nichstes wurde die Proteinexpression von Integrin alphal0 in den sieben zuvor
analysierten ~Melanomzelllinien mit Western Blot Experimenten untersucht, wobei ein
spezifischer anti-Integrin alphal0) Antikorper verwendet wurde. Entsprechend der mRNA

Expressionsdaten zeigten die Western Blot Experimente in allen Melanomzelllinien, mit
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Ausnahme der Zelllinie SK Mel 28 und Mel Ju, eine verstdrkte Proteinexpression von Integrin

alphalO im Vergleich zu NHEMs (Abb 1C).

ITGA10— o e

p-Aktin ——

Abb 1C: Erhéhte Expression von Integrin alphal0 in Melanomzelllinien im Vergleich zu NHEMs. Je 40
ng Proteinlysat von den Melanomzelllinien Mel Im, Mel Ju, Mel Juso, Mel Ho, Mel Wei, Mel Ei und SK Mel 28
und von NHEM wurden im Western Blot mit einem spezifischen Antikorper gegen Integrin alphalQ analysiert.
Als Positivkontrolle wurden 10 pg Proteinlysat von Chondrozyten aufgetragen. 3-Aktin dient als Ladekontrolle.

Die zusitzliche Fiarbung der Membran mit einem anti-B-Aktin Antikorper diente als
Ladekontrolle fiir den Western Blot.

Zusitzlich zeigte die Untersuchung von Proteinextrakten, die aus der Membranfraktion, aus
der zytoplasmatischen Fraktion und der Kernfraktion aus Zellen der Melanomzelllinie Mel Im
isoliert wurden, dass Integrin alphal0Q in Melanomzellen hauptsichlich in der Membran

lokalisiert ist (Abb 1D).
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Abb 1D: Integrin alphal0 ist in der Zellmembran lokalisiert. Die Western Blot Analyse von je 40 pg
Proteinlysat von Zytoplasma-, Membran- und Kernfraktionen von Mel Im Zellen zeigt deutlich eine
Membranlokalisation von Integrin alphal0. Als Positivkontrolle dienen 10 pg Proteinlysat von Chondrozyten. 53-
Aktin dient als Ladekontrolle.
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Um als néchstes die Proteinexpression von Integrin alphalO in vivo zu untersuchen, wurden
weitere Western Blots durchgefiihrt, wobei Proteinlysate verwendet wurden, die aus priméiren
Melanomen und Melanommetastasen gewonnen wurden. Einhergehend mit den Analysen der
quantitativen RT-PCR dieser Proben, konnte auch in den untersuchten Proteinextrakte
Integrin alphalO detektiert werden (Abb 1E). Die Expression in den untersuchten Metastasen

ist im Vergleich zum Primédrtumor noch verstérkt.

ITGA10 —

Abb 1E: Proteinexpression von Integrin alphal( in vier Primiirtumoren und zwei Metastasen. Je 40 pg
Proteinlysat aus Geweben von Priméirtumoren und Metastasen wurden mittels Western Blot auf die Expression
von Integrin alphal0 mit einem spezifischen Antikdrper untersucht. 3-Aktin dient als Ladekontrolle.

Des Weiteren wurden immunhistochemische Fiarbungen an Gewebeschnitten von malignen
Melanomen von zehn Patienten durchgefiihrt. Wie in Abbildung 1F dargestellt ist, zeigten die

Melanomzellen im Vergleich zu Zellen der Normalhaut eine positive Farbung.
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Abb 1F: Die immunhistochemische Firbung detektiert Integrin alphal0 im priméiren Melanom. (I)
Integrin alphalO farbt Gewebeschnitte von primdren Melanom (200fache Vergroferung). Gewebeschnitte von
Normalhaut (IT) (400fache VergroBerung) und Gewebeschnitte von primdrem Melanom, die als Negativkontrolle
mit Kaninchenserum (III) oder mit einem Isotyp-spezifischen IgG Antikorper (IV) gefarbt wurden (200fache
Vergroflerung) zeigen keine Farbung.

Es konnte gezeigt werden, dass Integrin alphal0 im malignen Melanom im Vergleich zu
normalen humanen epidermalen Melanozyten (NHEM) in vitro und in vivo verstirkt

exprimiert wird.

1.2. Die Regulation der Transkription von integrin alphal() im malignen
Melanom

Es sollte nun im Folgenden die Regulation der erhdhten Transkription von integrin alphal(
im malignen Melanom néher untersucht werden.

Computergestiitzte Analysen der Promotorsequenz des integrin alphal( Promotors haben
gezeigt, dass der Promotor drei Konsensusbindestellen fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1

enthdlt. Zusédtzlich konnten drei Bindestellen fiir AP-2 ermittelt werden. Die FEts-1
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Bindestellen liegen zwischen -474 und -469 (Ets-1-I11), -172 und -167 (Ets-1-II) und -125 und
-120 (Ets-1-I) relativ zum Translationsstart. Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor AP-2
befinden sich von -794 bis -786 (AP-2-111), -752 bis -745 (AP-2-11) und -161 bis -148 (AP-2-
I) upstream vom ATG des integrin alphal( Promotors.

Zunidchst wurde die Expression von Integrin alphalO in AS-Ets-1-Zellklonen untersucht.
Diese wurden mit einem antisense Expressionskonstrukt des Transkriptionsfaktors Ets-1
transient transfiziert, wodurch es zu einer Reduktion der Ets-1 Expression in der Zelle kommt.
Es zeigte sich eine starke Abnahme der Expression von Integrin alphalO in diesen Zellen,

dhnlich der in NHEMs, im Vergleich zu untransfizierten Mel Im Zellen (Abb 2A).
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Abb 2A: Die Transkription von integrin alphalO in Melanomzellen mit reduzierter Ets-1 Expression ist
deutlich erniedrigt. Nach transienter Transfektion von Mel Im Melanomzellen mit einem AS-Ets-1
Expressionskonstrukt ist die Expression von Integrin alphal0 mRNA stark reduziert, was mit Hilfe von
quantitativer Echtzeit PCR ermittelt wurde. (*: p < 0,05).

Um zu zeigen, dass dieser Effekt spezifisch filir Integrin alphalO ist, wurde auBerdem die
Expression von Integrin alpha3 und Integrin alpha7b, zwei anderen, mit Integrin betal
assoziierten Integrin-Untereinheiten, in diesen Melanomzellen mit reduzierter Ets-1
Expression untersucht. Es konnte jedoch kein Einfluss der reduzierten Ets-1 Expression auf

Integrin alpha3 oder Integrin alpha7b festgestellt werden (Abb 2B).
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Abb 2B: Die mRNA Expression von Integrin alpha3 und Integrin alpha7b wird durch eine Verminderung
der Ets-1 Expression nicht beeinflusst. Durch quantitative Echtzeit PCR wurde die mRNA Expression in Mel
Im Zellen und Zellen, die mit einem AS-Ets-1 Expressionskonstrukt transient transfiziert wurden, ermittelt. (ns:
nicht signifikant).

Um nun den Promotorbereich von integrin alphal( und die Regulation der Genexpression
ndher zu untersuchen, wurden 1139 bp der 5 -flankierenden Promotorsequenz, in der die drei
Bindestellen fiir Ets-1 und fiir AP-2 enthalten sind, in das promotorlose Luziferase
Reporterplasmid pGL3-basic kloniert (prom1139). Zusitzlich wurden zwei weitere
Deletionskonstrukte des Promotors hergestellt (prom960 und prom350). Ein verkiirztes
Konstrukt (prom960) soll Aufschluss dariiber geben, ob in dem Bereich zwischen -1139 bp
und -960 bp upstream des Translationsstarts weitere regulatorische Einheiten (aktivierend
oder reprimierend) lokalisiert sind, die die Transkription von integrin alphal() beeinflussen.
Ein drittes Deletionskonstrukt (prom350) wurde um zwei AP-2 und um eine Ets-1 Bindestelle
verkiirzt. Abbildung 2C zeigt eine schematische Darstellung der drei Promotorkonstrukte mit

den darin enthaltenen Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2.
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Abb 2C: Schematische Darstellung der drei integrin alphal0 Promotorkonstrukte. Die drei
Promotorkonstrukte enthalten Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2. Die Bindestellen fiir
Ets-1 sind rot dargestellt, in griiner Farbe sind die Bindestellen fiir AP-2 eingezeichnet.

Nach transienter Transfektion der Promotorkonstrukte in die Melanomzelllinie Mel Im wurde

die Luziferaseaktivitit bestimmt (Abb 2D).
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Abb 2D: Die drei Promotorfragmente prom1139, prom960 und prom350 von integrin alphalO sind in
Melanomzellen aktiv. Die Luziferaseaktivititsmessung zeigt, dass die Promotorkonstrukte in der
Melanomzelllinie Mel Im im Vergleich zur Kontrolle eine bis zu 27 fache Erhdhung der Aktivitdt zeigen (*:
p<0,05).

Alle drei Konstrukte zeigen eine sehr stark erhohte Luziferaseaktivitdt verglichen mit dem

pGL3-basic Luziferasevektor allein, was bedeutet, dass schon die Promotorsequenz -350 bp
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upstream des Translationsstarts von integrin alphal( alle regulatorischen Elemente enthilt,
die fiir die hohe Promotoraktivitéit von integrin alphal( in Melanomzellen nétig sind.

Um nun zu untersuchen, welchen Einfluss die Expression von Ets-1 auf die transkriptionelle
Aktivitdt von integrin alphal( in Melanomzellen hat, wurde ein Expressionskonstrukt fiir
Ets-1 in unterschiedlichen Konzentrationen zusammen mit je einem Promotorkonstrukt
(prom1139, prom960, prom350) transient in die Melanomzelllinie Mel Im transfiziert und die
Promotoraktivitit bestimmt. Wie in Abbildung 2E deutlich zu erkennen ist, steigerte die
zusitzliche Expression von Ets-1 die Aktivitit des integrin alphal() Promotors um das bis zu
2,3 fache im Vergleich zur Aktivitit des Promotorkonstrukts allein. Zusitzlich wurde die
Promotoraktivitdt nach Transfektion mit einem AS-Ets-1 Expressionskonstrukt bestimmt. In

diesem Fall wurde die Aktivitdt von allen drei Promotorkonstrukten stark reduziert (Abb 2E).
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Abb 2E: Der Transkriptionsfaktor Ets-1 steigert die Aktivitit des integrin alphal0 Promotors. Nach
transienter Transfektion von Ets-1 Expressionskonstrukten ist die Luziferaseaktivitat der integrin alphal0
Promotorkonstrukte im Vergleich zur Grundaktivitit erhoht. Hemmung der Ets-1 Expression (AS-Ets) fiihrt zu
einer Abnahme der Promotoraktivitit in allen drei Konstrukten (*: p< 0,05; **: p<0,05; ***: p<0,001).

Um zu bestitigen, dass Ets-1 an den Promotor von integrin alphal( in vivo bindet, wurden
Bindestudien mit Kernextrakt der Melanomzelllinie Mel Im und radioaktiv markierten
Oligonukleotiden, die die Ets-1 Bindesequenz (wt Ets-1) des integrin alphal( Promotors
enthalten, durchgefiihrt. Abbildung 2F zeigt deutlich einen DNA-Protein Komplex (Spur 2),
der durch unmarkierte Ets-1 Oligonukleotide verdrangt wurde (Spur 4). Im Gegensatz dazu
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konnten unmarkierte Oligonukleotide, die eine mutierte Ets-1 Bindesequenz enthielten (mut

Ets-1), den sich gebildeten DNA-Protein Komplex nicht verdriangen (Spur 3).

markiertes Oligo Ets-1 + + +
Kernextrakt - + + +
Ets-1 mut - - + =
Ets-1 wt - = =

Abb 2F: Der Transkriptionsfaktor Ets-1 bindet an den Promotor von integrin alphalO, wie durch
Gelretardationsexperimente bestéiitigt werden konnte. Kernextrakt von Mel Im Zellen bildet mit radioaktiv
markierten Oligonukleotiden, die die Sequenz der Ets-1 Bindestelle des integrin alphal( Promotors enthalten
(Ets-1), einen Komplex (Spur 2), der sich durch unmarkierte Ets-1 wt Oligonukleotide verdréngen lisst (Spur 4),
nicht aber durch Oligonukleotide, die eine mutierte Sequenz der Ets-1 Promotorbindestelle enthalten (Ets-1 mut,
Spur 3).

Zusitzlich zu Bindestellen fiir Ets-1 wurden in der Promotorsequenz von integrin alphal()
auch drei Konsensusbindestellen fiir den Transkriptionsfaktor AP-2 gefunden. Es ist zudem
bekannt, dass der metastasierende Phinotyp des malignen Melanoms mit dem Verlust der AP-
2 Expression korreliert [95; 96]. Aus diesem Grund wurde nun die Promotoraktivitit des -
1139 bp Promotorfragments von integrin alphal0) nach Ko-Transfektion eines

Expressionsplasmids fiir AP-2a bestimmt. Wie aus Abbildung 2G ersichtlich ist, fithrte die
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gesteigerte Expression von AP-2a in der Melanomzelllinie Mel Im 2zu einer

konzentrationsabhingigen Reduktion der integrin alphal( Promotoraktivitét.
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Abb 2G: Der Transkriptionsfaktor AP-20. reprimiert konzentrationsabhingig die integrin alphalO
Promotoraktivitit. Die Luziferaseaktivitdt des Promotorkonstrukts prom1139 sinkt konzentrationsabhingig
nach transienter Transfektion von 0,01 pg bis 0,2 pg eines AP-2a Expressionskonstruktes (*: p< 0,05; ***:
p<0,001).

Es konnte also gezeigt werden, dass der Promotor von integrin alphal( Bindestellen fiir die
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 enthélt und die Expression von Integrin alphalO durch
diese auch reguliert wird, wobei Ets-1 als ein Transkriptionsaktivator fungiert und AP-2 die

Transkription konzentrationsabhingig hemmt.

1.3. Die funktionelle Relevanz von Integrin alphal( im malignen Melanom

Um die funktionelle Rolle von Integrin alphalO in der Progression des malignen Melanoms
ndher zu charakterisieren, wurden Zellklone generiert, die eine verminderte Expression von
Integrin alphalO aufwiesen. Hierfiir wurden Zellen der Melanomzelllinie Mel Im stabil mit
einem AS-Integrin alphal0 Expressionskonstrukt transfiziert, das eine zu integrin alphal(
komplementire Sequenz enthélt, so dass es zu einer Bindung an die Integrin alphal0 mRNA

und somit zu einem Abbau dieser doppelstringigen mRNA Komplexe in der Zelle kommt.
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Durch quantitative Echtzeit PCR wurden die AS-Integrin alphal0 Zellklone und die
Kontrollzellklone auf die Reduktion der Integrin alpah10 mRNA Menge getestet (Abb 3A).
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Abb 3A: Die mRNA Expression von Integrin alphal0 ist in den AS-Integrin alphal0 Zellklonen 4, 5 und 6
im Vergleich zur parentalen Zelllinie Mel Im und Kontrollzellklonen (mock 1 und 2) signifikant reduziert.
In der Zelllinie Mel Im wurde mittels stabiler Transfektion mit einem antisense Expressionskonstrukt die
Expression von Integrin alphalO reduziert und diese Reduktion der Expression auf mRNA Ebene mittels
quantitativer Echtzeit PCR analysiert (¥*: p< 0,005; ***: p < 0,001; ns: nicht signifikant).

Wie in Abbildung 3A zu sehen ist, transkribieren die AS-Integrin alphalO Zellklone 4, 5 und
6 signifikant weniger integrin alphal( als die parentale Zelllinie Mel Im und die
Kontrollzellklone mock 1 und mock 2.

Mit diesen AS-Integrin alphalO Zellklonen und den Kontrollzellklonen wurden nun
verschiedene funktionelle Tests durchgefiihrt, um die Rolle von Integrin alphalO bei der
Entstehung und Entwicklung des malignen Melanoms zu definieren. Die Analyse der
Proliferation und Invasion der AS-Integrin alphal(O-Zellklone haben keine signifikanten
Unterschiede zu den Kontrollen gezeigt (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise haben aber
Untersuchungen der Migrationsfahigkeit der Zellklone mit verminderter Integrin alphalQ
Expression ergeben, dass diese Zellklone auch eine signifikant verminderte Fahigkeit zur
Migration im Vergleich zu einem nur mit einem Leervektor transfizierten Kontrollzellklon

(mock) haben (Abb 3B).
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Abb 3B: Die AS-Integrin alphal0 Zellklone 4, 5 und 6 haben eine reduzierte Fihigkeit zur Migration.
Migrationsexperimente, bei denen mit Gelatine beschichtete Filter im Boydenkammer System benutzt wurden,
zeigen, dass von den AS-Integrin alphalO Zellklonen signifikant weniger Zellen migrieren als Kontrollzellen, die
mit einem Leervektor transfiziert wurden (mock) (**: p< 0,005).

Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurden die Migrationsexperimente mit untransfizierten
Mel Im Zellen in Gegenwart eines inhibitorischen Antikorpers gegen Integrin alphalO0, der die

Funktion von Integrin alphal0 hemmt, wiederholt (Abb 3C).
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Abb 3C: Integrin alphal( fordert die Migration von Mel Im Zellen. Die Inkubation von Zellen der
Melanomzelllinie Mel Im mit einem inhibitorischen Antikorper gegen Integrin alphalO fiihrt zu einer
Verminderung der Migrationsfahigkeit in Boydenkammerexperimenten im Vergleich zu unbehandelten Mel Im

Zellen und Mel Im Zellen, die mit einem unspezifischen Kontrollantikdrper behandelt wurden (*: p<0,05; ns:
nicht signifikant).
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Als Kontrolle wurde ein unspezifischer IgG-Kontrollantikdrper verwendet. Wie in Abbildung
3C zu erkennen ist, wurde durch Blockieren der Funktion von Integrin alphalO auch die
Migration der Melanomzellen, im Vergleich zu unbehandelten Zellen und Zellen, die mit
einem Kontrollantikorper behandelt wurden, gehemmt.

Mit diesen zwei unterschiedlichen Versuchsansidtzen konnte gezeigt werden, dass Integrin
alphalO eine wichtige Funktion bei der verstirkten Migrationsfahigkeit von Melanomzellen

wihrend der Progression des malignen Melanoms hat.

Im ersten Teil dieser Arbeit ist die Rolle von Integrin alphalO in der Entwicklung des
malignen Melanoms untersucht worden. Es hat sich gezeigt, dass Integrin alphal0 im
malignen Melanom im Vergleich zu NHEMs verstirkt exprimiert wird und dies die
Migrationsfahigkeit der Melanomzellen fordert. Analysen zur Regulation haben ergeben, dass
die Expressionssteigerung von Integrin alphal0 im malignen Melanom durch den
Transkriptionsfaktor Ets-1 positiv reguliert wird. Der Transkriptionsfaktor AP-2, dessen
eigene Expression im Verlauf der Melanomentstehung abnimmit, ist ein negativer Regulator

von Integrin alphalO.

Da Integrin alphalO zuerst in Chondrozyten identifiziert und beschrieben wurde [30; 31],
jedoch keine Daten existieren, wie dessen Expression in Chondrozyten reguliert wird, sollte
im Folgenden die Expression und die Regulation von Integrin alphalQ in Chondrozyten

analysiert werden.
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2. Integrin alphal0 in der Chondrogenese

2.1. Die Regulation der Transkription von integrin alphal( in Chondrozyten

Anhand des zuvor schon in Melanomzellen verwendeten 1139 bp Promotorkonstrukts wurde
zunéchst die Aktivitit des integrin alphal( Promotors in priméren Chondrozyten, Zellen der
Chondrosarkomzelllinie = SW1353 und, als Negativkontrolle, in Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie SW480 untersucht (Abb 4A).

15-
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x-fache Aktivitat (pGL3-basic = 1)
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SW1353 -
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Abb 4A: Der Promotor von integrin alphalO ist in SW1353 und in primiren Chondrozyten aktiv.
Luziferaseaktivitdtsmessungen von SW1353 Zellen, primédren Chondrozyten und SW480 Zellen, die mit dem
Promotorkonstrukt prom1139 des integrin alphal( Promotors transient transfiziert wurden, zeigen eine Aktivitét
des Promotors in SW1353 und primiren Chondrozyten im Vergleich zu kontrolltransfizierten SW1353 Zellen
(pGL3-basic) und Zellen der Kolonkarzinomzelllinie SW480 (*: p<0,05; ***p<0,001).

Wie in Abbildung 4A zu erkennen ist, generierte das Promotorkonstrukt, das 1139 bp der
upstream Promotorsequenz von integrin alphal( enthilt, eine hohe Luziferaseaktivitit in
SW1353 Chondrosarkomzellen und primidren Chondrozyten. Im Vergleich dazu zeigten
SW1353 Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert wurden (pGL3-basic) und Zellen der
Kolonkarzinomzelllinie SW480 nur eine sehr schwache Aktivitit. Daraus lasst sich schlief3en,
dass diese Promotorsequenz alle regulatorischen Einheiten enthilt, die fiir eine Chondrozyten-
spezifische Aktivitét des integrin alphal() Promotors notig sind.

Die folgenden Experimente wurden mit der humanen Chondrosarkomzelllinie SW1353 als
Modellsystem fiir primdre Chondrozyten durchgefiihrt, weil die Transfektion primérer

Chondrozyten nicht sehr effizient ist. SW1353 Zellen haben einen Knorpel-dhnlichen
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Phénotyp und exprimieren knorpelspezifische Gene wie col2al, CD-RAP (MIA), aggrecan
und auch integrin alphal( [210].

SW1353 Zellen wurden mit den drei Deletionskonstrukten prom1139, prom960 und prom350
des integrin alphal( Promotors (siche 1.2.) transient transfiziert, um die Promotorelemente zu
identifizieren, die flir die Expression von Integrin alphal(O in Chondrozyten ausschlaggebend
sind. Die Messung der Luziferaseaktivitit ergab, dass alle drei Promotorfragmente in der
Zelllinie SW1353 aktiv sind (Abb 4B). Die Promotoraktivitit nahm mit zunehmender Lénge
der Fragmente bis hin zu einer 13,3 fachen Aktivitit des lingsten Promotorfragments im

Vergleich zur Kontrolle zu.
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x-fache Aktivitat (pGL3-basic = 1)

Abb 4B: Die integrin alphalO Promotorfragmente (prom1139, prom960 und prom350) sind in Zellen der
Chondrosarkomzelllinie SW1353 aktiv. Nach transienter Transfektion der integrin  alphal0
Promotorfragmente prom1139, prom960 und prom350 in SW1353 zeigt die Messung der Luziferaseaktivitit
eine steigende Aktivitit abhingig von der Fragmentlange (**: p<0,005).

Wie schon zuvor beschrieben, konnten in der Sequenz des integrin alphal( Promotors
Konsensusbindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 identifiziert werden.
Um den Einfluss der Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 auf die Expression von Integrin
alphal0 in Chondrozyten zu untersuchen, wurden SW1353 Zellen zusétzlich zu den
Promotorkonstrukten mit Expressionskonstrukten fiir Ets-1 und AP-2 transient transfiziert
und die Promotoraktivitdt bestimmt. Die Ko-Transfektion eines Ets-1 Expressionsplasmides
mit den Promotorkonstrukten fiihrte zu einer bis zu 4,7 fachen Steigerung der Aktivitdt des
integrin alphal( Promotors verglichen mit der Aktivitit von Zellen, die zur Kontrolle mit

dem pGL3-basic Plasmid transfiziert wurden (Abb 4C).
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Zusétzlich fiihrte eine Hemmung der Ets-1 Expression durch die Transfektion mit einem AS-

Ets-1 Expressionskonstrukt zu einer deutlichen Abnahme der Promotoraktivitét bei allen drei

Promotorkonstrukten.

x-fache Aktivitat (Kontrolle = 1)
L S
prom1139 -
0,2ug S-Ets-1 -
prom960 1]
prom350 - |
|

0,3ug AS-Ets-1 J
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0,2ug S-Ets-1 -

0,2ug S-Ets-1 -
0,3ug AS-Ets-1 4]

0,7ug AS-Ets-1 1|1
0,3pg AS-Ets-1-_H
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Abb 4C: Der Transkriptionsfaktor Ets-1 aktiviert den integrin alphal0 Promotor. Die transiente
Transfektion von SW1353 Zellen mit den integrin alphalO Promotorkonstrukten prom1139, prom960 und
prom350 und einem Expressionsplasmid fiir Ets-1 (S-Ets-1) fiihrt zu einer Steigerung der Luziferaseaktivitit.
Durch Ko-Transfektion mit einem AS-Ets-1 Expressionsplasmid (AS-Ets-1) kommt es zu einer Abnahme der

Promotoraktivitat.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Ets-1 ein Aktivator des integrin alphal( Promotors ist,
wurden nun der Einfluss des Transkriptionsfaktors AP-2 auf die Expression von Integrin
alphalO analysiert. Hierfiir wurden Zellen der Chondrosarkomzelllinie SW1353 zusétzlich zu
dem Promotorkonstrukt prom1139 mit einem Expressionskonstrukt fiir AP-2a transfiziert. In
Abbildung 4D ist zu erkennen, dass AP-2 in niedrigen Konzentrationen (5 ng, 10 ng, 50 ng)
zu einer Aktivierung des Promotorkonstruktes fiihrt. In h6heren Konzentrationen (100 ng, 200
ng) wurde die Promotoraktivitit nicht beeinflusst, bzw. sogar leicht gehemmt (500 ng). Durch
die Ko-Tranfektion mit einem AS-AP-2 Expressionskonstrukt, die zu einer verminderten

Expression von AP-2 in den SW1353 Zellen fiihrte, wurde die Promotoraktivitdt gechemmt.
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Abb 4D: Der Transkriptionsfaktor AP-2 steigert die integrin alphalO Promotoraktivitit in SW1353 Zellen
konzentrationsabhéingig. Die transiente Transfektion von SWI1353 Zellen mit dem proml139
Promotorkonstrukt und einem Expressionskonstrukt fiir AP-2 fiihrt in niedrigen Konzentrationen zu einer
Steigerung der Luziferaseaktivitit, in hohen Konzentrationen zu einer leichten Abnahme. Die Hemmung der AP-
2 Expression durch ein AS-AP-2 Expressionskonstrukt fiihrt zu einer Abnahme der Promotoraktivitit von
integrin alphal 0. (**: p<0,005; ***: p<0,001)

Nachdem gezeigt werden konnte, dass AP-2 die Expression von Integrin alphalO in der
Chondrosarkomzelllinie SW1353 in niedrigen Konzentrationen aktiviert, sollte nun die
spezifische Bindung von AP-2 an den integrin alphal() Promotor in vivo gezeigt werden.
Hierfiir wurden Gelretardationsexperimente mit Kernextrakten von SWI1353 und zwei
radioaktiv markierten Oligonukleotiden (AP-2 I und AP-2 III) durchgefiihrt, die jeweils eine
AP-2 Bindestelle in der Promotorsequenz des Integrin alphal0 Promotors umfassen (siche
Abb 2C). In Abbildung 4E ist zu erkennen, dass sich nach Inkubation des SW1353
Kernextraktes mit den radioaktiv markierten Oligonukleotiden, die zwei mogliche AP-2
Bindestellen im integrin alphal() Promotor umfassen, jeweils ein DNA-Protein-Komplex
bildete (Spur 2 und Spur 6). Diese Komplexe konnten durch unmarkierte Oligonukleotide
wieder verdridngt werden (Spur 3 und Spur 7). Auch die Inkubation mit einem unmarkierten
Oligonukleotid, das eine optimale AP-2 Konsensusbindestelle (MTopt) enthilt, fiihrte zu
einer Verdrangung der Komplexe (Spur 4 und Spur 8).
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Abb 4E: Der Transkriptionsfaktor AP-2 bindet in der Chondrosarkomzelllinie SW1353 an den Promotor
von integrin alphal0. Gelretardationsexperiment mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden (AP-2 I und AP-2
IIT) mit der AP-2 Bindesequenz und 4pg Kernextrakt von SW1353 Zellen. Fiir die Verdrdngungsstudien wurden
unmarkierte Oligonukleotide AP-2 I und AP-2 III und Oligonukleotide mit der optimalen AP-2 Bindestelle in
400-fachem Uberschuss eingesetzt.

Um zu bestitigen, dass die Bildung des DNA-Protein-Komplexes tatsdchlich durch die
Bindung des Transkriptionsfaktors AP-2 erfolgte, wurden die Gelretardationsexperimente mit
einem Antikérper gegen AP-2 durchgefiihrt. Interessanterweise fiihrte die zusétzliche
Inkubation von Kernextrakt der Zelllinie SW1353 mit den radioaktiv markierten
Oligonukleotiden AP-2 I und AP-2 III und einem Antikdrper, der spezifisch gegen die AP-2
Isoformen o und P gerichtet ist, nicht zu einer Verdnderung des Musters der DNA-Protein-
Komplexe (Abb 4F, Spur 5 und Spur 10). Allerdings konnte durch Inkubation mit einem
Antiserum gegen AP-2¢ gezeigt werden, dass es die Isoform AP-2g ist, die spezifisch an den
Integrin alphalO Promotor bindet (Spur 4 und Spur 9). Der DNA-Protein-Komplex, der sich
durch die Bindung von AP-2¢ an die Oligonukleotide AP-2 I und AP-2 III bildet, konnte
durch Inkubation mit dem spezifischen anti-AP-2g-Antiserum zu einem Supershift retardiert

werden.

70



Ergebnisse

<«——— Supershift

markiertes Oligp  AP2I BP2ITI

+ + + + + + + +
Kernextrakt + + + + = + s + +
unmarkiertes Oligo - - + - - - - + - -
AP-2& Antikorper = = = + - - - - + 5=
AP-2¢ Antikorper - - - - + = = = = +

Abb 4F: Die Isoform AP-2¢ bindet spezifisch an den Promotor von integrin alphal0.
Gelretardationsexperiment mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden AP-2 I und AP-2 III, die die AP-2
Bindestelle im Integrin alphal0 Promotor umfassen, und 4ug Kernextrakt von SW1353 Zellen. Die Inkubation

mit einem spezifischen anti-AP-2e-Antiserum fithrt zur Bildung eines Supershift-DNA-Protein-Komplexes,
gekennzeichnet durch einen Pfeil.

Da iiber die Expression des Transkriptionsfaktor AP-2¢ in Knorpel bisher nichts bekannt war,

wurden immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten von Knorpel durchgefiihrt, um

die Expression von AP-2¢ in diesem Zelltyp in vivo zu bestétigen.

Abb 4G: Der Transkriptionsfaktor AP-2¢ wird in Normalknorpel exprimiert. Immunhistochemische

Farbung an Gewebeschnitten von Normalknorpel mit einem spezifischen anti-AP-2e-Antiserum. Durch
schwarze Pfeile sind positiv gefdrbte Chondrozyten gekennzeichnet.
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Wie in Abbildung 4G zu erkennen ist, fiihrte die Farbung mit einem spezifischen anti-AP-2¢-
Antiserum zu einer stark positiven Farbung der Chondrozyten in Normalknorpel.
Damit ist bestdtigt worden, dass auch der Transkriptionsfaktor AP-2¢ in Chondrozyten in vivo

exprimiert wird, wobei die Funktion allerdings nach wie vor unklar bleibt.

2.2. Die Rolle von AP-2¢ in der Differenzierung von Chondrozyten

Da bekannt ist, dass der Transkriptionsfaktor ~AP-2a ein Regulator der
Chondrozytendifferenzierung ist, sollte nun untersucht werden, ob eventuell auch AP-2¢ fiir
die Differenzierung von Bedeutung ist. In humanen differenzierten Chondrozyten,
dedifferenzierten Chondrozyten und humanen mesenchymalen Stammzellen (HMSC), in
denen durch Stimulierung mit TGF-83 eine chondrozytdre bzw. mit BMP-2 eine osteogene
Differenzierung ausgelost wurde, wurde die Expression von AP-2¢ analysiert. Wie in
Abbildung 5A deutlich zu erkennen ist, wird AP-2¢ in humanen differenzierten Chondrozyten
verstirkt exprimiert. Auch in HMSC, die durch TGF-83 Stimulierung zu Chondrozyten
differenziert sind, ist die Expression von AP-2¢ verstirkt. Eine osteogene Differenzierung

fiihrte allerdings nicht zu einer Induktion der AP-2¢ Expression.
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Abb 5A: Der Transkriptionsfaktor AP-2¢ wird in humanen mesenchymalen Stammzellen, in denen eine
chondrogene Differenzierung induziert wurde, exprimiert. Quantitative RT-PCR Analyse der Expression
von AP-2¢ in humanen Chondrozyten, dedifferenzierten Chondrozyten und HMSC, die mit TGF-83 bzw. BMP-
2 stimuliert wurden.

72



Ergebnisse

Da gezeigt werden konnte, dass AP-2e im Rahmen der Differenzierung von Chondrozyten
eine Rolle spielt, wurden weitere Expressionsanalysen mit HMSC durchgefiihrt, in denen
durch Stimulierung eine chondrozytire Differenzierung ausgelost wurde. Um néher
eingrenzen zu konnen, wann im Verlauf der Differenzierung die Expression von AP-2g
induziert wird, wurde die Expression in einem Zeitverlauf untersucht, bei dem iiber 40 Tage
wihrend der Differenzierung die RNA von Zellen analysiert wurde. Wie in Abbildung 5B zu
erkennen ist, ist die Expression von AP-2¢ bereits zu Beginn der Differenzierung induziert,
steigt aber erst ab Tag 17 deutlich an. Dies ldsst vermuten, dass AP-2¢ erst im spéteren

Verlauf der Knorpelentwicklung eine Rolle spielt.

=
Tag 5 1!
Tag 15 10"

| |
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Tag294 1

Tag 33 -
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Abb 5B: Die Expression von AP-2¢ steigt erst spit im Verlauf der Differenzierung an. Analyse der
Expression von AP-2¢ in HMSC, die mit TGF-3 stimuliert wurden, iiber 40 Tage mittels quantitativer Echtzeit-
PCR.

2.3. AP-2¢ ist in Chondrozyten von Osteoarthritispatienten verstirkt exprimiert

Es ist bekannt, dass viele Molekiile, die an der Differenzierung der Chondrozyten beteiligt
sind, darunter auch viele Trankriptionsfaktoren, in Knorpelerkrankungen wie der
Osteoarthritis (OA) fehlreguliert sind. Um dadurch moégliche Hinweise auf die Funktion von
AP-2¢ im Rahmen der Chondrozytendifferenzierung zu erhalten, wurde die Expression von
AP-2¢ in Chondrozyten von Osteoarthritispatienten mit der in differenzierten Chondrozyten
verglichen. Erstaunlicherweise kommt es in Chondrozyten von OA-Patienten zu einer

vielfachen Expressionssteigerung des Transkriptionsfaktors (Abb 5C). Auch die Expression
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von Integrin alphal0, dem Zielgen des Regulators AP-2¢ ist in OA-Chondrozyten, verglichen
mit normalen differenzierten Chondrozyten und Zellen der Chondrosarkomzelllinie SW1353

verstirkt (Abb 5D).
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Abb. 5C: Die Expression des Transkriptionsfaktors AP-2¢ ist in OA-Chondrozyten verstirkt. Quantitative
Expressionsanalyse von AP-2¢ in Chondrozyten von Osteoarthritis-Patienten im Vergleich zu differenzierten
Chondrozyten und SW1353 Zellen. n=5.
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Abb. 5D: Die Expression von Integrin alphalQ ist in OA-Chondrozyten verstirkt. Quantitative
Expressionsanalyse von Integrin alphal0 in Chondrozyten von Osteoarthritispatienten im Vergleich zu
differenzierten Chondrozyten und SW1353 Zellen. n = 5.

Zur Bestitigung, dass der Transkriptionsfaktor AP-2¢ auch in vivo exprimiert wird, wurden
immunhistochemische Firbungen an Knorpelgewebeschnitten von Osteoarthritispatienten
angefertigt. Wie in Abbildung 5E zu erkennen ist, sind in Knorpelgewebe von OA-Patienten
Chondrozyten AP-2¢ positiv gefarbt. Es fillt auf, dass im Vergleich zur Analyse von
gesundem Knorpel in OA-Gewebe wesentlich mehr Zellen positiv gefarbt sind (sieche Abb.
4G).
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Abb. SE: AP-2¢ wird in OA-Chondrozyten exprimiert. Inmunhistochemische Farbung von Knorpelgewebe
von OA-Patienten mit einem spezifischen anti-AP-2¢-Antiserum. Positiv gefarbte Chondrozyten sind mit einem
schwarzen Pfeil gekennzeichnet.

Insgesamt deuten diese Analysen darauf hin, dass AP-2¢ ein Transkriptionsfaktor ist, der in
der Osteoarthritis-Erkrankung eine wichtige Rolle spielt und moglicherweise, neben Integrin
alphalO, noch weitere Zielgene reguliert, die an der Entwicklung dieser Krankheit beteiligt

sind.

2.4. Identifizierung von weiteren Zielgenen, die durch AP-2¢ reguliert werden

Zur Identifikation von weiteren Zielgenen von AP-2¢ wurde eine Chromatin-
Immunprézipitation mit einem anschlieBenden Promotor-Array mit OA-Chondrozyten
durchgefiihrt. Da zuvor gezeigt werden konnte, dass AP-2¢ in diesen Zellen verstirkt
exprimiert wird, ist somit die Bindung an die Promotorbereiche in diesem Zellsystem
deutlicher zu erkennen.

Mit einem spezifischen anti-AP-2e Antikorper wurden zunéchst diejenigen Promotorbereiche
der DNA isoliert, an die AP-2¢ in vivo bindet (+AK-Ansatz). Als Kontrolle diente ein Ansatz,
bei dem kein Antikorper verwendet wurde (—AK-Ansatz). Die Proben wurden dann mittels
PCR amplifiziert, um geniigend Probenmaterial zur Hybridisierung auf den Array zu haben.
Zur Uberpriifung der Amplifikation wurde als Positivkontrolle eine quantitative RT-PCR mit
Primern spezifisch fiir den Promotorbereich fiir integrin alphal( mit der Input-DNA, dem

+AK-Ansatz und dem -AK-Ansatz durchgefiihrt. In vorherigen Experimenten konnte ja
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bereits nachgewiesen werden, dass AP-2¢ in vivo an den Promotor von integrin alphal(
bindet (siche 2.1.).

Um genomweit nach AP-2¢ regulierten Genen suchen zu konnen, wurden die
immunprezipitierten DNA-Fragmente des +AK-Ansatzes und des —AK-Ansatzes auf jeweils
einen GeneChip® Human Promoter 1.0R Array hybridisiert, die von 25.000 humanen Genen
die Promotorbereichen als Sonden auf dem Chip enthielten. Diese Arbeit wurde vom
Kompetenzzentrum fiir Fluoreszente Bioanalytik (KFB) in Regensburg durchgefiihrt.

Zur Auswertung der Arraydaten wurden zunédchst mit der “Tiling Analysis Software* (TAS)
bestimmte Formate generiert, die anschlieBend im “Integrated Genome Browser“ (IGB)
visualisiert und gefiltert wurden. Auf diese Weise konnten die durch den Array erhaltenen
signifikanten Signale des —AK-Ansatzes (unspezifischer Hintergrund) mit denen des +AK-
Ansatzes verglichen und so die Gene ermittelt werden, an deren Promotor AP-2¢ in OA-
Chondrozyten signifikant bindet. Es konnten insgesamt 94 potentielle, durch den
Transkriptionsfaktor AP-2¢ regulierte Gene identifiziert werden.

Zur detaillierten Analyse dieser Gene wurden diese zunichst ihrer Funktion entsprechend in
Gruppen eingeordnet. Die Einteilung erfolgte nach verschiedenen Kriterien, wie der
Beteiligung an biochemischen oder metabolischen Prozessen oder der Zugehorigkeit zu
Gengruppen. In der Abbildung 6A ist die funktionelle Einteilung der Zielgene als Diagramm
dargestellt.

sonstige
5%
Proliferation Transkription / Translation
4% 23%

Zytoskelett/Vesikeltransport
9%

Signaltransduktion
13%

Rezeptor /Ligand
16%

11% Kanal/ Transporter
Metabolismus 6%

13%

Abb 6A: Graphische Darstellung der Einteilung der durch AP-2¢ regulierten Gene in funktionelle
Gruppen. Die Gene, die nach Auswertung des Promotorarrays als Ergebnis erhalten wurden, wurden auf Grund
ihrer Funktion in folgende Gruppen eingeteilt: Transkription/ Translation, Rezeptor/ Ligand, Kanal/ Transporter,
Metabolismus, ECM, Signaltransduktion, Zytoskelett/ Vesikeltransport, Proliferation und sonstige.
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Die meisten Gene (23 %), die durch den Array als potentielle Zielgene von AP-2¢ identifiziert
wurden, sind an Transkriptions- und Translationvorgidngen beteiligt. Aulerdem sind unter den
Genen auch 16 % Rezeptoren oder Liganden und 13 % Signalmolekiile.

Es wurde nun begonnen, zunichst die Expression einer kleinen Auswahl an Genen zu
bestitigen und diese ndher zu charakterisieren, von denen bereits bekannt ist, dass sie in
Chondrozyten exprimiert werden und in Osteoarthritis eine Rolle spielen. Es sind dabei drei
Transkriptionsfaktoren, zwei Gene aus der Gruppe Rezeptor/ Ligand und drei Signalmolekiile
ausgewdihlt worden. Von diesen acht Genen wurde als erstes die quantitative Expression in
OA-Chondrozyten von fiinf verschiedenen Patienten im Vergleich zu differenzierten
Chondrozyten mittels RT-PCR bestimmt. Eine Ubersicht iiber die analysierten Gene und die
Expression in OA-Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten ist in Tabelle

1 dargestellt.

Genname Symbol x-fache Expression

Transkription/ Translation

paired-like homeodomain 1 Pitx1 0,422
runt-related transcription factor 1 Runx1 4,532
SRY (sex determing region Y)-box 5 Sox5 8,284
Rezeptor/ Ligand

chemokine (C-X-C-motif) ligand 1 CXCL1 62,264
transforming growth factor, beta3 TGFB3 3,387
Signaltransduktion

regulator of G-protein signaling 3 RGS3 4,116
regulator of G-protein signaling 12 RGS12 4,434
Smad family member 7 Smad7 5,59

Tabellel: Ubersicht iiber acht Gene, an deren Promotor AP-2¢ in OA-Chondrozyten bindet. Dargestellt
sind der Genname, das Gensymbol und die x-fache Expression in OA-Chondrozyten (n=5) im Vergleich zu
differenzierten Chondrozyten.

Wie in der Tabelle zu erkennen ist, ist die Expression aller untersuchten Gene in OA-
Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten differentiell reguliert. Mit
Ausnahme von pitx/, das in OA-Chondrozyten vermindert reguliert wird, sind alle iibrigen
Gene in OA-Chondrozyten, verglichen mit differenzierten Chondrozyten, verstérkt

exprimiert.
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In weiterfiihrenden Arbeiten ist nun geplant, die Arrayergebnisse fiir die oben genannten
Gene pitx1, runxl, sox5, CXCLI, TGF/33, RGS3, RGS12 und smad7 zu bestitigen, indem die
Expression dieser Gene in Chondrozyten untersucht werden soll, die mit einem
Expressionskonstrukt fiir den Transkriptionsfaktor AP-2¢ transfiziert werden. Zusétzlich
sollen durch Western Blot Analysen und immunhistochemische Farbungen von
Gewebeschnitten die Proteinexpression in OA-Chondrozyten analysiert werden. AuBerdem
soll versucht werden, durch funktionelle Analysen die Funktion der Regulation dieser Gene
durch den Transkriptionsfaktor AP-2¢ aufzukldren, um damit mdglicherweise zum

Verstindnis der Entwicklung einer Osteoarthritis beitragen zu kdnnen.
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V. Diskussion

1. Integrin alphalO im malignen Melanom

1.1. Die Expression von Integrin alphal0 im malignen Melanom

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunéchst die Expression von Integrin alphalQ im malignen
Melanom untersucht. Da Arraydaten auf eine verstirkte Expression von Integrin alphalO im
Melanom hingewiesen haben, sollte die Hypothese bestdtigt werden, dass Integrin alphal0
eine Rolle in der Pathogenese des Melanoms spielt. Ins besondere stellte sich die Frage, ob
die Expression von Integrin alphal0 wéhrend der Melanomentwicklung und -progression
verdndert ist und ob eine Fehlregulation der Expression mit den Eigenschaften des Tumors
korreliert. Zusitzlich sollte untersucht werden, durch welche Faktoren die Expression von
Integrin alphalO reguliert wird.
Analysen der mRNA Expression von Integrin alphalQ in sieben Melanomzelllinien haben
gezeigt, dass die Expression in sechs der untersuchten Melanomzelllinien im Vergleich zu
normalen humanen epidermalen Melanozyten (NHEM) stark induziert ist. Die
Melanomzelllinie SkMel28 zeigt nur eine schwache Induktion der Expression von Integrin
alphal(O. Durch weitere in vivo Expressionsanalysen mit RNA von Primirtumoren und
Metastasen konnte gezeigt werden, dass integrin alphal( bereits im Primirtumor verstarkt
transkribiert wird. Dies konnte auf Proteinebene durch Western Blot Analysen bestdtigt
werden. Eine Ausnahme bildeten die Zelllinien SKMel28 und Mel Ju, die nur eine sehr
schwache Expression aufwiesen. Da sich dies fiir die Zelllinie SKMel28 auch auf RNA-
Ebene zeigte, obwohl auch diese Zellen aus einem metastasierenden Melanom isoliert worden
sind und somit aggressive Zellen sind, ist zu vermuten, dass Integrin alphalO nicht in allen
Melanomen von Patienten zur Entwicklung eines aggressiven Tumors beitrdgt. In der
Zelllinie Mel Ju konnte die Proteinmenge von Integrin alphal0 moglicherweise aufgrund
post-trankriptioneller Regulationsmechanismen reduziert sein. Eine Moglichkeit fiir eine
solche Regulation wire die mRNA Stabilitit. Dabei wird die mRNA von integrin alphal( im
Zellkern gebildet, diese jedoch vor Beginn der Translation bereits wieder abgebaut, so dass
kein Protein nachweisbar ist.
SchlieBlich konnte auch eine sehr hohe Proteinexpression von Integrin alphalO in situ in
Primartumoren und Metastasen nachgewiesen werden. Interessanterweise erweist sich die
Expression von Integrin alphalQ hier hoher als in den Melanomzelllinien, die in Zellkultur
gehalten werden. Es ist moglich, dass die Interaktion der Tumorzellen mit der Umgebung, die
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in der Zellkultur nicht gegeben ist, die Expression von Integrin alphal0 in den Melanomzellen

in vivo noch zusatzlich verstarkt.

1.2. Die Regulation der Transkription von integrin alphal() im malignen
Melanom

Des Weiteren ist die Regulation der Expression von Integrin alphalO untersucht worden.
Dabei hat sich gezeigt, dass diese durch die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2
kontrolliert wird. Von den beiden Transkriptionsfaktoren ist bereits bekannt, dass sie zur
Progression des malignen Melanoms beitragen [55; 95].

Ets-1 spielt eine wichtige Rolle in der Differenzierung, Proliferation, Angiogenese, Apoptose
und in der Tumorvaskularisation und -invasion [55; 212]. Der Transkriptionsfaktor Ets-1
fordert die Angiogenese, indem er die Expression von Integrin beta3 und von einigen
Proteasen, die fiir die friihen Schritte der Bildung von neuen BlutgefiBlen notwendig sind,
induziert [213; 214]. In unabhingigen Studien konnte gezeigt werden, dass durch Inhibierung
von Ets-1 durch eine Antisense-Strategie oder durch Verwendung eines dominant negativen
Molekiils die Angiogenese gehemmt wird [214-216]. Etliche Gene, die durch Ets-1 reguliert
werden, wie uPA (urokinase type of plasminogen activator), Matrixmetalloproteinasen
(MMPs), BMP4 und auch integrin beta3, sind mit einem invasiven Phinotyp assoziiert.
Wihrend der Embryogenese wird die Ets-1 Expression in epithelialen Strukturen, wihrend
der Ausbreitung der Somiten in die mesenchymalen Sklerotome und wéhrend der Wanderung
der Neuralleistenzellen, von denen die Melanozyten abstammen, voriibergehend induziert
[217]. SchlieBlich konnte nachgewiesen werden, dass Ets-1 auch eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung des malignen Melanoms spielt [55], denn die verstirkte Expression von Ets-1
tragt zum malignen Phénotyp des Melanoms bei.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass der Promotor von integrin alphal(
potentielle Bindestellen fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1 enthélt. Es wurde zudem bestétigt,
dass Ets-1 an den Promotor von integrin alphal( in vivo bindet und die Expression von
Integrin alphalO in Melanomzellen spezifisch aktiviert. Andere Integrine, die ebenfalls im
malignen Melanom verstdrkt exprimiert werden, wie Integrin alpha3 und Integrin alpha7b

[70], werden nicht durch Ets-1 reguliert.
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Auch der Transkriptionsfaktor AP-2 (activating enhancer-binding protein-2) spielt eine
wichtige Rolle bei der Progression des malignen Melanoms [95]. Der Verlust von AP-2 ist
mit dem Ubergang der Melanomzellen von der radialen in die vertikale Wachstumsphase
verbunden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass nicht-metastatische Melanomzelllinien
AP-2 verstirkt exprimieren, wéahrend hochgradig metastatische Melanomzelllinien keine
Expression von AP-2 mehr aufweisen [98; 102; 218]. Diese Erkenntnisse werden durch in
vivo Studien an Gewebeproben von Melanompatienten bestétigt [96; 219]. Auf Grund dieser
Daten gilt AP-2 daher als ein Tumorsuppressor. Der Verlust von AP-2 wird als ein wichtiges
molekulares Ereignis in der Melanomentwicklung angesehen, welches in der verdnderten
Regulation von AP-2 Zielgenen, die zum Tumorwachstum und zur Metastasierung des
Tumors fiihrt, resultiert. Zum Beispiel fiihrt der Verlust von AP-2 in metastatischen
Melanomzellen zu einer Uberexpression von MCAM/MUCI8 (melanoma cell adhesion
molecule) und BMP4 und einer verminderten Expression von c-KIT, einem Tyrosin Kinase
Rezeptor [98; 99; 220].

Im Hinblick auf Integrin alphal0 konnte in dieser Arbeit eine funktionelle Rolle von AP-2 als
Transkriptionsrepressor gezeigt werden. AP-2 hemmt die Expression von Integrin alphalO in
Melanomzellen. Einhergehend mit dem Verlust von AP-2 wihrend der Progression des
malignen Melanoms steigt die Expression von Integrin alphalO und tragt zur Entwicklung des
metastatischen Phénotyps des Melanoms bei. Auch fiir andere Integrine konnte bereits eine
Regulation durch AP-2 gezeigt werden. Eine Array-profiling Studie hat ergeben, dass auch
die Integrine alpha5 und alpha7 und beta3 und beta5 in humanen A375P Melanomzellen
durch AP-2 reguliert werden [103]. Dabei wurde allerdings nicht beschrieben, ob AP-2 als

positiver oder als negativer Regulator fungiert.

1.3. Die Funktion von Integrin alphalO im malignen Melanom

Zuséatzlich zur Transkriptionsregulation wurde in weiteren Analysen auch die Funktion der
gesteigerten Expression von Integrin alphal0O im malignen Melanom untersucht. Funktionelle
Tests mit Melanomzellen, die kein Integrin alphal0 mehr exprimieren, haben gezeigt, dass
Integrin alphalO einen Einfluss auf die gerichtete Migration der Melanomzellen hat. Eine
verminderte Integrin alphal0 Expression oder die Inkubation der Melanomzellen mit einem
inhibitorischen Antikorper gegen Integrin alphal0 hemmt die Migration der Melanomzellen

in vitro. Ein positiver Einfluss eines Integrins auf die gerichtete Bewegung im Verlauf der
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Melanomentwicklung wird auch durch Analysen von Aznavoorian und Kollegen bestitigt
[221]. In dieser Studie fiihrte die Blockierung von Integrin alphav beta3 mit einem
inhibitorischen ~ Antikérper zur Hemmung des chemotaktischen Verhaltens der
Melanomzellen. Moglicherweise hat Integrin alphalO eine dhnliche Funktion wie Integrin
alphav beta3 und interagiert mit entsprechenden Liganden, wodurch die gerichtete Migration
beeinflusst wird.

Weitere funktionelle Analysen haben ergeben, dass die Proliferation, das Matrix-unabhédngige
Wachstum und das Invasionspotential der Melanomzellen nicht beeinflusst werden. Das
Ausbleiben von Effekten auf diese Vorginge, bedingt durch die Reduktion der Integrin
alphalO Expression, ldsst sich mit Redundanz zwischen Integrinen erkldren. Andere Integrine
konnten moglicherweise die Funktion von Integrin alphal(Q iibernehmen. Eine &hnliche
Redundanz der Integrin Expression ist flir andere Kollagen-bindende betal Integrine in
Chondrozyten beschrieben worden [33]. Zum Beispiel zeigen die Wachstumsfugen von
Maiusen, die kein Integrin alphal0 mehr exprimieren konnen, weniger schwere
Abnormalititen verglichen mit Wachstumsfugen, denen Integrin betal fehlt. Dieser Effekt
wird auf Redundanz zuriickgefiihrt. Es wird angenommen, dass die Funktionen von Integrin
alphalO hauptsédchlich von dem Kollagen-bindenden Integrin alphal betal iibernommen wird
[33]. Die Expression von Integrin alphal0 im malignen Melanom, die in dieser Arbeit
untersucht wurde und die redundant erscheint, scheint mit den Ergebnissen in Chondrozyten
vergleichbar. Da Melanomzellen auch den Integrin alphal0 Rezeptor Kollagen Typ II
exprimieren [211], wére es moglich, dass hier ein anderes Kollagen Typ II bindendes Intergin,
wie Integrin alphal betal, Integrin alpha2 betal oder Integrin alphall betal [30; 222; 223]
die Rolle von Integrin alphalO iibernimmt.

Es wird angenommen, dass die gerichtete Bewegung der Melanomzellen essentiell fiir die
zelluldre Ausbreitung des Tumors ist. Die Induktion der Expression von Integrin alphal0, die
bereits ein frithes Ereignis in der Tumorentwicklung ist und schon im Primartumor stattfindet,
fiihrt zu der Annahme, dass Integrin alphalO in vivo die lokale Ausbreitung des Tumors und
das Einwandern der Tumorzellen in die Dermis fordern konnte. Aus diesem Grund tragt die
positive Regulation der Expression von Integrin alphal0 im malignen Melanom zur

Entwicklung und Progression des Tumors bei.
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2. Integrin alphal0 in der Chondrogenese

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Expression von Integrin alphalO in Chondrozyten
untersucht. Da Integrin alphalO als ein Kollagen Typ II-bindendes Integrin in Chondrozyten

bereits beschrieben worden ist, sollte nun dessen Regulation néher untersucht werden.

2.1. Die Regulation der Transkription von integrin alphal( in Chondrozyten

Wie sich herausgestellt hat, wird Integrin alphal0 auch im Knorpel durch die zwei
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 reguliert. Dabei aktiviert Ets-1 in Chondrozyten, wie
auch im malignen Melanom, die Transkription von integrin alphal(. Von anderen Faktoren
der Ets-Familie wurde bereits beschrieben, dass sie eine wichtige Rolle als
Transkriptionsregulatoren in der Knorpelentwicklung spielen. Zum Beispiel konnte gezeigt
werden, dass der Transkriptionsfaktor ERG (ets related gene) und eine alternative
Splicevariante C-1-1 als Regulator fiir die Knorpelentwicklung wichtig sind [224; 225]. Uber
die Rolle von Ets-1 in der Differenzierung von Chondrozyten ist bisher noch nichts bekannt.
In weiterfiihrenden Analysen wire es interessant zu untersuchen, ob nicht auch ERG die

Expression von Integrin alphalO regulieren kann.

Neben Ets-1 wird die Expression von Integrin alphalO noch durch den Transkriptionsfaktor
AP-2 reguliert. AP-2 spielt in der Differenzierung der Chondrozyten und der
Skelettentwicklung eine grofe Rolle. Rdumlich und zeitlich begrenzte Expressionsmuster von
AP-2 wurden in verschiedenen embryonalen Geweben, in Zelllinien von bestimmten
Neuralleistenzellen und in  mesenchymalen Extremititenknospen  wahrend der
Entwicklungsphase detektiert [226].

Durch vorangehende Studien mit Deletionskonstrukten des integrin alphal( Promotors
konnte ein Promotorfragment identifiziert werden (-1139 bp), dass drei Bindemotive fiir AP-2
enthilt und dadurch zu einer hohen Promotoraktivitdt, speziell in Chondrozyten, fiihrt. Zudem
ist die Regulation der Transkription von integrin alphal() durch  AP-2
konzentrationsabhingig. In niedrigen Konzentrationen fiithrte AP-2 zu einer Aktivierung des
Promotors, wohingegen hohe Konzentrationen die Promotoraktivitit hemmen. Dieser
biphasische Effekt von AP-2 wird als ,,Squelching® bezeichnet und wurde zuvor auch schon
fiir andere Gene beschrieben, die durch AP-2 reguliert werden, wie zum Beispiel fiir /G-FBP-
5 (insulin-like growth factor binding protein-5) oder auch fiir CD-RAP (MIA) [206; 227].
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Es ist ebenfalls bekannt, dass AP-2 sowohl als Aktivator als auch als Repressor die
Transkription von Zielgenen regulieren kann. Diese doppelte Funktion von AP-2 hat sich
auch flir die Regulation von Integrin alphalO bestétigt. Im malignen Melanom hemmt AP-2
die Transkription von integrin alphal(, wohingegen AP-2 in Chondrozyten Integrin alphalO
aktiviert.

Mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten konnten zwei der drei potentiellen Bindestellen
(AP-2-1 und AP-2-III) im integrin alphal(O Promotor bestitigt werden. Durch Generieren
eines Supershifts wurde AP-2¢ als das Mitglied der AP-2-Familie identifiziert, das an den
Promotor von integrin alphal0 bindet. Uber die Expression von AP-2¢ im Knorpel war bisher
allerdings noch nichts bekannt, weshalb im Zuge dieser Arbeit der Aspekt genauer untersucht

wurde.

2.2. Die Rolle von AP-2¢ in der Differenzierung von Chondrozyten

Es konnte gezeigt werden, dass AP-2¢ in Chondrozyten, in der Chondrosarkomzelllinie
SW1353 und auch in vivo im Knorpel exprimiert wird. Da bisher nur eine Lokalisation von
AP-2¢ in der Haut und im zentralen Nervensystem bekannt war [79; 80; 228], sind nun noch
weitere Analysen notwendig, um die hier neu gewonnenen Expressionsdaten zu stiitzen. Man
konnte zum Beispiel immunhistochemische Féarbungen an Gewebeschnitten von
Mausembryonen durchfithren, um die genaue Lokalisation von AP-2¢ im Knorpel auffinden
zu konnen.

Zur Ermittlung der Induktion von AP-2¢ im Verlauf der Knorpelentwicklung wurde die
Expression von AP-2¢ in einer Reihe von chondrogen differenzierten humanen
mesenchymalen Stammzellen (HMSC) iiber 40 Tage analysiert. Dabei hat sich gezeigt, dass
die Expression von AP-2¢ erst spdt im Verlauf der Differenzierung ansteigt. In den spiten
Differenzierungsstadien von Chondrozyten kommt es zur Bildung des hypertrophen Knorpels.
In diesen unteren Knorpelschichten ist die Sauerstoffkonzentration im Knorpel sehr gering.
Wihrend Chondrozyten in den &uBeren Knorpelschichten 6 bis 10 % Sauerstoff ausgesetzt
sind, sind in den tieferen Schichten nur noch 1 bis 6 % Sauerstoff nachzuweisen [229-232].
Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von AP-2¢ und der
Differenzierung der Chondrozyten zu hypertrophem Knorpel. Das hier verwendete Modell der
Stammzelldifferenzierung ldsst sich allerdings nur bedingt auf die in vivo Situation in der

Knorpelentwicklung iibertragen, da nicht eindeutig ist, auf welche Entwicklungsstadien die
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einzelnen Zeitpunkte zu iibertragen sind. Auch um diese Fragestellung kldren zu konnen,
wiren immunhistochemische Studien an verschiedenen Entwicklungsstadien von Embryonen
hilfreich.

Die Funktion von AP-2¢ in Chondrozyten ist noch unbekannt. Dagegen ist AP-2a als ein
weiteres Mitglied der AP-2-Familie in Chondrozyten, wie auch im malignen Melanom, als ein
Transkriptionsregulator beschrieben [233] und als solcher fiir die Differenzierung von
Chondrozyten essentiell. Der Verlust von AP-2a in Knockout-Médusen wurde bereits mit
Defekten des Skeletts in Zusammenhang gebracht [88; 89]. Die AP-2a Knockout-Maus zeigt
extreme Abnormalititen im Kopf- und Korperbereich wie Enzephalien, kraniofaziale Defekte
und Thorako-Abdominoschisis. In Studien mit einer AP-2e Knockout-Maus konnte allerdings
kein offensichtlicher Knorpel-Phénotyp beschrieben werden (Moser, unverdffentlichte
Daten). Moglicherweise kann auf Grund der Ko-Expression von verschiedenen AP-2
Isoformen im Knorpel der Verlust von AP-2¢ durch andere AP-2 Proteine kompensiert
werden.

Allerdings kann die positive Regulation der Integrin alphal0 Expression durch AP-2¢ ein
wichtiges Ereignis fiir das Bestehen einer intakten Matrix sein, da Integrin alphalO als
Rezeptor fiir Kollagen Typ II in Chondrozyten zur Aufrechterhaltung der Knorpelmatrix

beitragt. Diese wiederum ist fiir die Struktur und Funktion des Knorpels unumgénglich.

2.3. Die Expression von AP-2¢ in OA-Chondrozyten

Zuséatzlich zur Analyse der Expression von AP-2e¢ in Chondrozyten wurde diese auch in
Chondrozyten von Osteoarthritis (OA)-Patienten untersucht. Es hat sich gezeigt, dass die
Expression von AP-2¢ und auch von dessen Zielgen integrin alphal( in OA-Chondrozyten
im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten um ein Vielfaches erhdht ist.

Es bleibt nach wie vor unklar, wie es zur Entwicklung einer Osteoarthritis kommt und welche
molekularen Verdnderungen dieser Entwicklung zu Grunde liegen. Fiir einen gesunden
Knorpel ist die Matrix, die die Chondrozyten umgibt, von grofer Bedeutung. Im intakten
Knorpel besteht ein Gleichgewicht zwischen der Synthese und der Degeneration der
Matrixmolekiile, das fiir die Aufrechterhaltung der Struktur und die Funktion des Knorpels
essentiell ist. Im Verlauf der Osteoarthritis kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen der
katabolischen und der anabolischen Aktivitit der Chondrozyten, was schlieflich zur

Zerstorung des gesamten Knorpels fiihrt [234].

85



Diskussion

Ein weiterer Faktor, der zur Zerstorung des Knorpels und somit zur Entwicklung einer
Osteoarthritis beitrdgt, ist die mechanische Belastung der Gelenke. Im Laufe der Zeit nutzt
sich die Knorpelschicht immer weiter ab. In diesem Zusammenhang ist auch das Alter der
Patienten ausschlaggebend. Es wird angenommen, dass das Altern des Knorpels und die
Seneszenz der Chondrozyten eine wichtige Rolle in der Pathogenese und Entwicklung der
Osteoarthritis spielen [235; 236]. Viele Studien zeigen, dass die Seneszenz der Chondrozyten
die Degeneration des Knorpels fordert, indem die Féhigkeit der Chondrozyten, den
Gelenkknorpel aufrecht zu erhalten und zu reparieren, vermindert wird [235-237]. Mit
zunehmendem Alter der Patienten nimmt demnach die mitotische und synthetische Aktivitit
der Chondrozyten ab. Eine weitere Theorie besagt, dass oxidativer Stress zum Altern von
Chondrozyten und Knorpel fiihrt und somit fiir die Entwicklung einer Osteoarthritis
verantwortlich ist [238]. Oxidativer Stress induziert eine genomische Instabilitit der
Telomere, aber auch Seneszenz von Chondrozyten und ein daraus resultierendes Altern des
Knorpels.

Eine Osteoarthritis zeichnet sich durch extrem niedrige Konzentrationen an Sauerstoff im
Gewebe aus [231; 239]. Dieser Zustand wird als Hypoxie bezeichnet. Die zellulire Antwort
auf Hypoxie ist ein Gleichgewicht zwischen Anpassung und Zelltod und wird hauptsichlich
durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) kontrolliert [240]. HIF-1
gehort zur PAS (PER-ARNT-SIM) Unterfamilie der basic helix-loop-helix (bHLH)
Transkriptionsfaktoren. HIF-1 ist ein Heterodimer, das aus der konstitutiv exprimierten
Untereinheit HIF-1p und der Untereinheit HIF-1a besteht, die als Reaktion auf Hypoxie
gebildet wird [241]. Es konnte gezeigt werden, dass HIF-1a von fundamentaler Wichtigkeit
fiir die Tumorigenese und flir Entziindungsreaktionen ist [242; 243] und auch in
Chondrozyten der Gelenke exprimiert wird [244; 245]. Zusétzlich haben Studien ergeben,
dass mechanische Belastung und pro-inflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel
Interleukin-1f (IL-1B) und der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-0) zu einer verstirkten
Transkription von HIF-1a Zielgenen fithren [246]. Hierbei ist zu erwdhnen, dass sowohl
mechanische Belastung als auch pro-inflammatorische Zytokine zur Pathogenese der
Osteoarthritis beitragen [247]. In OA-Chondrozyten wird HIF-1a verstidrkt exprimiert und
wird mit dem Fortschreiten der Knorpeldegeneration in Verbindung gebracht [248; 249]. Es
wird angenommen, dass die verstirkte Expression von HIF-1a durch die Verdnderungen in
der Umgebung der Zellen im Gewebe, insbesondere dem Sauerstoffgehalt, ausgeldst wird
[249; 250]. Chondrozyten des Gelenkknorpels exprimieren demnach HIF-1a zur Anpassung

an hypoxische Bedingungen in den tieferen Knorpelschichten und als Reaktion auf die
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katabolischen Verdanderungen im Knorpel, um damit die Lebensfahigkeit der Zellen aufrecht
zu erhalten. Im Verlauf der Entwicklung einer Osteoarthritis wird die Expression von HIF-1a
verstirkt, um das Uberleben der Zellen bei den Veridnderungen in der Umgebung zu sichern
[249]. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der verstirkten HIF-la
Expression unter hypoxischen Bedingungen und der Expression von AP-2¢, denn auch in den
spiteren Stadien der Chondrogenese herrschen Hypoxie-dhnliche Bedingungen in den
hypertrophen Knorpelschichten.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, steigt die Expression von AP-2¢ erst relativ spét
in der Differenzierung der Chondrozyten an, was vermuten ldsst, dass der
Transkriptionsfaktor mit der hypertrophen Knorpelentwicklung im Zusammenhang stehen
konnte. Da auch in OA-Chondrozyten Hypertrophie nachzuweisen ist und die Expression von
AP-2¢ und dessen Zielgen integrin alphal( in diesen Zellen ebenfalls erhoht ist, konnte dies
auf eine Funktion von AP-2¢ in der Krankheitsentwicklung hindeuten. In diesem
Zusammenhang wire es auch denkbar, dass AP-2¢ durch HIF-1a reguliert wird. Allerdings

miissen noch weitere Untersuchungen gemacht werden, um diese These zu stiitzen.

2.4. Identifizierung von weiteren Zielgenen von AP-2¢ in OA-Chondrozyten

Zur genaueren Analyse der Rolle von AP-2¢ in der Differenzierung von Chondrozyten und in
der Entwicklung einer Osteoarthritis stand die Suche nach weiteren Zielgenen im
Vordergrund, die durch den Transkriptionsfaktor reguliert werden. Um genomweit nach AP-
2¢ regulierten Zielgenen suchen zu kénnen, wurde ein GeneChip® Human Promoter 1.0R
Array durchgefiihrt, auf dem sich die Promotorbereiche von 25.000 humanen Genen als
Sonden befinden. Es wurde je ein Array mit einem Positiv- (+AK) und einem Negativ (-AK)-
Ansatz von immunprézipitierten Promotor-Fragmenten von OA-Chondrozyten hybridisiert.
Nach der Auswertung der Daten konnten 94 potentiell durch AP-2¢ regulierte Gene ermittelt
werden, die wiederum in funktionelle Gruppen eingeordnet wurden. Dabei wurde deutlich,
dass die meisten durch AP-2¢ regulierten Gene an Transkriptions- und Translationsvorgingen
beteiligt sind (23 %). Weitere potentiell regulierte Gene sind Rezeptoren und Liganden (16
%) oder Signalmolekiile (13 %). In einem néchsten Schritt wurde begonnen, einige
ausgewdhlte Gene nédher zu charakterisieren, von denen bereits bekannt ist, dass sie an

Differenzierungsvorgingen in Chondrozyten beteiligt und fiir diese essentiell sind.
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Zunichst konnte durch quantitative Expressionsanalysen bestétigt werden, dass diese Gene in
OA-Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten differentiell reguliert
werden. Dies wird auf die verstirkte Expression von AP-2¢ in den OA-Chondrozyten
zurlickgefiihrt. Eine direkte Regulation der identifizierten Zielgene durch AP-2¢ muss
allerdings noch nachgewiesen werden. Hierfiir konnten zum Beispiel Reportergen-Assays
oder Gelretardationsexperimente durchgefiihrt werden.

Interessanterweise befinden sich unter den identifizierten, potentiellen Zielgenen von AP-2¢
einige Transkriptionsfaktoren, von denen bereits bekannt ist, dass sie eine wichtige Rolle in
der Differenzierung von Chondrozyten spielen.

Pitx1 (paired-like homeodomain 1) ist ein Transkriptionsfaktor, der zur Familie der “paired
class of homeodomain® Proteine gehdrt [251]. Wéhrend der Mausentwicklung wird Pitx1 in
den Gelenken und im Perichondrium der langen Knochen der hinteren Gliedmaf3en verstérkt
exprimiert [252; 253]. Méuse mit einer homozygoten Deletion des pitx/ Gens sterben kurz
nach der Geburt mit schwerwiegenden Fehlbildungen am Kopf und an den hinteren
Extremitdten. Die Inaktivierung des pitx/ Gens verdeutlicht dessen wichtige Funktion in der
Skelettentwicklung.

Die Rolle von Pitxl in der Osteoarthritis ist bisher allerdings nicht beschrieben. Wie die
Expressionsanalyse von Pitxl in differenzierten Chondrozyten im Vergleich zu OA-
Chondrozyten aber zuvor gezeigt hat, ist die Expression von Pitx]l in letzteren stark
vermindert. Diese Ergebnisse wurden kiirzlich auch von Picard und Kollegen bestitigt, die
eine Fehlregulation von Pitx]1 in OA-Chondrozyten zeigten und Pitx1 in diesen Zellen im
Vergleich zu differenzierten Chondrozyten aufgrund der geringen Expression nicht mehr
nachweisen konnten [254]. Dies ldsst darauf schlieen, dass die verminderte Expression von
Pitx1 fiir die Entwicklung der Osteoarthritis wichtig ist. Durch weitere Analysen muss nun
allerdings noch geklért werden, welche Funktion Pitx1 in der Krankheitsentwicklung hat und
welche Rolle die Regulation durch AP-2¢ dabei spielt.

Der Transkriptionsfaktor Runx1 (runt-related transcription factor 1) ist ein Mitglied der
Runx-Proteinfamilie, die entscheidend an der Chondrogenese und der Skelettentwicklung
beteiligt ist [255; 256]. Dabei vermittelt Runxl eher friihe Ereignisse der
Chondrozytendifferenzierung und Knochenbildung. Eine virusinduzierte Uberexpression von
Runxl in mesenchymalen Zellen von Mausembryonen aktiviert frithe Chondrozyten-
Differenzierungsmarker, aber nicht den hypertrophen Marker Kollagen Typ X [255]. Im
Gegensatz dazu ist von Runx2 bekannt, dass dieser Transkriptionsfaktor fiir die spite

Entwicklung zu hypertrophem Knorpel notwendig ist [192; 257]. Fir den
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Transkriptionsfaktor Runx2 wurde bereits beschrieben, dass dieser eine Rolle in der
Pathogenese der Osteoarthritis spielt [258].

In dem hier durchgefiihrten Promotor-Array zur Identifikation von Zielgenen von AP-2¢ hat
sich gezeigt, dass AP-2¢ an den Promotor von runx/ bindet und die Transkription des Gens
moglicherweise reguliert. Expressionsanalysen haben ergeben, dass Runxl in OA-
Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten verstarkt exprimiert wird. Dies
lasst vermuten, dass Runx1, wie es auch schon fiir Runx2 bekannt ist, eine wichtige Rolle in
der Osteoarthritis spielt. Nach neuesten Erkenntnissen kann in blutbildenden Zellen der
Transkriptionsfaktor Runx1 direkt mit HIF-1a, dem Hauptregulatorprotein bei Hypoxie,
interagieren [259]. Peng und Kollegen konnten kiirzlich zeigen, dass HIF-1a das Vermogen
zur DNA-Bindung und die transkriptionelle Aktivitdit von runx/ steigert, wodurch die
Differenzierung von blutbildenden Zellen gefordert wird. Moglicherweise konnen HIF-1a und
Runx1 auch in Chondrozyten interagieren, was unter Hypoxiebedingungen zum Schutz der
Zellen beitragen konnte. Unter diesen Gesichtspunkten wére die positive Regulation von
runx] durch AP-2¢ sinnvoll, da auch zwischen AP-2¢ und den hypertrophen Schichten des
Knorpels ein Zusammenhang besteht.

Auch der Transkriptionsfaktor Sox5 (SRY (sex determing region Y)-box 5) konnte als ein
potentielles Zielgen von AP-2¢ identifiziert werden und wird in OA-Chondrozyten,
verglichen mit differenzierten Chondrozyten, verstirkt exprimiert. Sox5 ist zusammen mit
Sox6 ein essentieller Faktor in der frithen Differenzierung von Chondrozyten [187; 260].
Smits und Kollegen konnten aulerdem zeigen, dass Sox5 und Sox6 auch im spateren Verlauf
der Chondrogenese, fiir die Induktion der Entwicklung zum hypertrophen Knorpel wichtig
sind [261]. In neueren Analysen mit Stammzellen aus dem Kniebereich von Osteoarthritis-
Patienten wurde der Einfluss von Hypoxie auf die Genexpression und die Chondrogenese
untersucht. Unter hypoxischen Bedingungen konnte neben anderen Genen auch eine
verstiarkte Expression von HIF-2a, aber nicht HIF-1a, sowie Sox5 und Sox6 nachgewiesen
werden [262]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor Sox5, der
hier als Zielgen von AP-2¢ identifiziert werden konnte, ebenfalls eine wichtige Rolle in der
Osteoarthritis spielt, wobei diese allerdings noch genauer untersucht werden muss.

Als ein weiteres potentielles Zielgen von AP-2¢ konnte CXCL1 (chemokine (C-X-C-motiv)
ligand 1), auch bekannt als GROa (growth-related oncogene o), ermittelt werden. Wie sich
hier herausgestellt hat, ist die Expression von CXCL1 in OA-Chondrozyten im Vergleich zu
differenzierten Chondrozyten um ein Vielfaches verstirkt. Dieses Ergebnis stimmt mit bereits

verdffentlichten Daten von anderen Arbeitsgruppen iiberein [263; 264].
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CXCLI1 gehort zur Gruppe der Chemokine, die fiir den Ablauf von Entziindungsreaktionen
wichtig sind [265]. In Leukozyten vermitteln Chemokine die Zelladhdsion und Migration {iber
definierte Signaltransduktionsmechanismen, wie den p38 MAPK (mitogen-activated protein
kinase) Signalweg [266; 267]. In Chondrozyten fiihrt die Aktivierung des p38 MAPK
Signalwegs sowohl zu einer hypertrophen Differenzierung als auch zur Apoptose [268; 269].
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass CXCLI1 {iiber den p38 MAPK Signalweg die
hypertrophe Differenzierung der Chondrozyten und auch eine Verkalkung induziert [270]. Es
wird angenommen, dass Chondrozyten, die in OA-Knorpel hyperthroph differenziert oder
apoptotisch sind, eine Verkalkung des Gelenks hervorrufen, die der hypertrophen
Entwicklung der Chondrozyten wéhrend der Mineralisierung der Wachstumsfugen gleicht
[271]. Eine Verkalkung des OA-Knorpels fordert eine Entziindungsreaktion, die wiederum
den weiteren Abbau des Knorpels bewirkt. Zusédtzlich stimuliert CXCL1 auch die Apoptose
von Chondrozyten [272].

Da CXCLI als mogliches Zielgen von AP-2¢ identifiziert wurde und die Expression von
CXCLI1 in OA-Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten deutlich
verstirkt ist, lasst dies vermuten, dass auch die Aktivierung von CXCL/ durch AP-2¢ fiir die
Entwicklung der Osteoarthritis von groer Bedeutung ist.

TGFB3 und Smad?7 sind Molekiile, die am TGFB-Signalweg beteiligt sind. Auch fiir diese
Gene konnte hier eine Promotorbindung durch den Transkriptionsfaktor AP-2¢ nachgewiesen
werden. Mitglieder der TGFB-Familie fordern die Chondrogenese und auch die Osteogenese
[169]. Smad7 ist als Inhibitor des TGFB-Signalwegs bekannt. Es interagiert mit TGFB3/BMP-
Rezeptoren oder direkt mit Rezeptor-Smads, wodurch die Translokation des aktivierten
Smad-Komplexes in den Zellkern verhindert wird [273]. Expressionsanalysen zeigen, dass
beide Molekiile in differenzierten Chondrozyten und in OA-Knorpel exprimiert werden [274;
275]. Sowohl TGFB3 als auch Smad7 werden in OA-Chondrozyten im Vergleich zu
differenzierten Chondrozyten verstirkt exprimiert. Im Verlauf der Osteoarthritis kommt es zu
Entziindungsreaktionen und im Zuge dessen auch zur verstdrkten Expression von Zytokinen,
wie TNFa (tumor necrosis factor o) und IL-1f (interleukin-1f) [247]. Dadurch wird unter
anderem die Expression von TGFB3 beeinflusst. Moglicherweise ist die differentielle
Regulation von TGFRB3 und dem Inhibitor Smad7 durch AP-2¢ im Zusammenhang mit
Entziindungsreaktionen wihrend der Osteoarthritis zu sehen.

Auch RGS3 und RGS12 (regulator of G-protein signaling) konnten als potentielle Zielgene
von AP-2¢ mit Hilfe des Promotor-Arrays identifiziert werden. Die RGS-Familie umfasst

mindestens 20 Mitglieder, die an der G-Protein Signaltransduktion beteiligt sind [276]. In der
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Knorpelentwicklung ist die Rolle der RGS-Proteine weitgehend unbekannt. Wiahrend der
Differenzierung von Chondrozyten wird RGS2 differentiell reguliert [277]. Es konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von RGS2 in der chondrogenen Zelllinic ATDC5 die
hyperthrophe Differenzierung beschleunigt. Analysen mit weiteren Mitgliedern der RGS-
Familie, RGS4, RGSS5, RGS7 und RGS10, fiihrten ebenfalls zu dem Ergebnis, dass diese
RGS-Proteine Regulatoren der Chondrogenese sind [278]. Allerdings ist bis jetzt nicht
bekannt, welche Rolle RGS-Gene in der Osteoarthritis spielen. Die Familienmitglieder RGS3
und RGS12 werden in OA-Chondrozyten verstirkt exprimiert und moglicherweise durch AP-
2¢ reguliert. Auch fiir diese Zielgene sind weitere Analysen notwendig, um die genaue

Funktion dieser Proteine in der Erkrankung und deren Regulation durch AP-2¢ zu klaren.

Der Promotor-Array zur genomweiten Suche nach AP-2¢ regulierten Zielgenen hat viele
Daten fiir weiterfithrende Analysen geliefert. Eine direkte Regulation der hier dargestellten
Zielgene durch AP-2¢ muss noch durch ein geeignetes Modellsystem bestitigt werden. Die
ersten Expressionsanalysen deuten aber darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor AP-2¢ fiir
die Entwicklung der Osteoarthritis eine sehr wichtige Rolle spielt. Um diese Hypothese zu
stiitzen, sind weiterfiihrende Versuche zur Klarung der Funktion notwendig.

Sehr interessant ist auch die These, dass ein Zusammenhang zwischen der Expression von
AP-2¢ und der Entwicklung zum hypertrophen Knorpel besteht. Diese Vermutung muss

ebenfalls durch anschlieBende Analysen weiter untersucht werden.

Die Untersuchung der Funktion von Integrin alphalO und dessen Regulation durch AP-2¢ in
dieser Arbeit verhilft zum Verstindnis der Entwicklung und Progression des malignen
Melanoms. Zusédtzlich konnen die hier gewonnenen Erkenntnisse neue Einblicke in die
Differenzierung von Chondrozyten und die Entwicklung der Osteoarthritis liefern.

Durch die genomweite Suche nach méglichen Zielgenen, die durch den Transkriptionsfaktor
AP-2¢ in OA-Chondrozyten reguliert werden, sind viele neue Daten entstanden, die zukiinftig
weiter bearbeitet werden konnen. Auf diese Weise wird es vielleicht moglich sein, neue
Hypothesen iiber die Entstehung der Osteoarthritis aufzustellen und diese eventuell auch zu

bestétigen.
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V.Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Rolle und Regulation des Zelloberflichenmolekiils
Integrin alphalO bei der Entstehung und Progression des malignen Melanoms untersucht
werden.

Durch einen Expressionsarray gab es Hinweise, dass Integrin alphalO in Melanomzellen im
Vergleich zu normalen humanen epidermalen Melanozyten (NHEM) verstirkt exprimiert
wird. Expressionsanalysen bestitigten, dass Integrin alphal0 sowohl in vitro in
Melanomzelllinien als auch in vivo in Primirtumoren und in Metastasen im Vergleich zu
NHEMs verstarkt exprimiert wird.

Durch computergestiitzte Analysen der Promotorsequenz von integrin alphal() konnten
Konsensusbindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 identifiziert werden.
Beide Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Melanomentwicklung und -
progression. Ets-1 wird im malignen Melanom verstirkt exprimiert und fordert dessen
Entwicklung und Invasion. AP-2 ist als ein negativer Regulator der Tumorentwicklung
bekannt. Im Verlauf der Melanomentwicklung kommt es zu einem Verlust von AP-2,
wodurch die Metastasierung des Tumors gefordert wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Ets-1 im malignen Melanom ein Aktivator der Transkription von integrin
alphal( ist, wohingegen AP-2 integrin alphal( konzentrationsabhéngig reprimiert.

Zur Kliarung der funktionellen Relevanz der verstirkten Integrin alphalO Expression in
Melanomzellen wurden verschiedene Assays durchgefiihrt. Dafiir wurden Zellklone generiert,
die Integrin alphalO nur noch vermindert exprimieren. Es hat sich gezeigt, dass Integrin
alphalO die gerichtete Migration der Melanomzellen fordert. Da in weiteren funktionellen
Tests die Verminderung von Integrin alphalO zu keiner Verdnderung der Proliferation, der
Invasion oder des Matrix-unabhingigen Wachstums der Zellen fiihrte, wird vermutet, dass die
Funktion von Integrin alphalO in Melanomzellen durch andere Integrine ersetzt werden kann.
Moglicherweise wird bei Verlust von Integrin alphal0 die Funktion des Proteins von anderen
Kollagen-bindenden Integrinen iibernommen.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurde die transkriptionelle Regulation von
integrin alphal( in Chondrozyten analysiert, da Integrin alphalO auch in diesen Zellen
exprimiert wird, die Regulation allerdings nicht bekannt ist.

Auch hier hat sich bestitigt, dass die Expression von Integrin alphal0 durch die zwei
Transkriptionsfaktoren Ets-1 und AP-2 reguliert wird. Ets-1 wirkt dabei wiederum, wie auch

im malignen Melanom, als Aktivator der Transkription. Interessanterweise und im Gegensatz
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zu den Ergebnissen im Melanom aktiviert AP-2 in Chondrozyten die Transkription von
integrin alphal(. Mit Hilfe von Gelretardationsexperimenten konnte AP-2¢ als die Isoform
der AP-2-Familie identifiziert werden, die an den Promotor von integrin alphal( bindet.
Durch weitere Analysen konnte die Expression von AP-2¢ in Chondrozyten in vitro und in
vivo bestitigt werden. Dabei zeigte sich auch, dass AP-2g erst spit im Verlauf der
Differenzierung der Chondrozyten in der hypertrophen Phase exprimiert wird.

Des Weiteren werden AP-2¢ und dessen Zielgen Integrin alphalO auch in Chondrozyten von
Osteoarthritispatienten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten verstidrkt exprimiert.
Um genomweit nach weiteren AP-2¢-Zielgenen zu suchen, wurde ein GeneChip® Human
Promoter 1.0R Array mit immunprézipitierten Promotorfragmenten von Osteoarthritis-
Chondrozyten durchgefiihrt. Die erste experimentelle Bestéitigung potentieller Zielgene hat
gezeigt, dass runxl, sox5, CXCLI, TGFf33, smad7, RGS3 und RGSI2 in Osteoarthritis-
Chondrozyten im Vergleich zu differenzierten Chondrozyten verstirkt, pitx/ dagegen
vermindert exprimiert werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Integrin alphal0 im malignen Melanom die
gerichtete Migration fordert und somit zur Entwicklung des Tumors beitrdgt. Sowohl in
Melanomzellen als auch in Chondrozyten konnte der Mechanismus der transkriptionellen
Regulation von integrin alphal( aufgekliart werden. Die zwei Transkriptionsfaktoren Ets-1
und AP-2 sind Regulatoren der Integrin alphal0 Expression.

In Chondrozyten und auch in Osteoarthritis-Chondrozyten aktiviert AP-2¢ die Transkription
von integrin alphal(. Durch eine genomweite Suche nach AP-2¢ Bindestellen mit Hilfe eines

Promotorarrays konnten noch weitere AP-2¢e-Zielgene identifiziert werden.
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VIl. Anhang

1. Abklrzungsverzeichnis

Abb
AK
Amp
AS
ATP
bp
BSA
cDNA
ChIP
DNA
DMEM
ds
ECM
E. coli
EDTA
ELISA
EMSA
et al.

FKS

HMSC
IgG
ITGA10
kb

kDa

LB
MIA
min
mRNA
NHEM

Abbildung

Antikdrper

Ampicillin

antisense

Adenosintriphosphat

Basenpaare

bovines Serumalbumin

copy DNA
Chromatinimmunpréazipitation
Desoxyribonukleinsiure
Dulbecco’s modified eagle medium
Doppelstrang

Extrazelluldre Matrix

Escherichia coli
Ethylendinitrilotetraessigséure
enzyme linked immunosorbent assay
electrophoretic mobility shift assay
et alii

fotales Kélberserum

Stunden

humane mesenchymale Stammzellen
Immunglobulin G

Integrin alphalO

Kilobasen (-paare)

Kilodalton

Luria Bertani

melanoma inhibitory activity
Minuten

messenger RNA

normale humane epidermale Melanozyten
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OA
PAGE
PCR
pH

poly dIdC
RIPA
RNA

RT
RT-PCR

SDS
sek
TEMED

Osteoarthritis
Polyakrylamidgelelektophorese
Polymerase Ketten Reaktion

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Poly-desoxy-Cytosin-desoxy-Inosin
radio-immunoprecipitation assay
Ribonukleinsédure

Raumtemperatur

reverse transcriptase polymerase chain
reaction

sense

Natriumdodecylsulfat

Sekunden
N,N,N",N"-Tetramethyldiamin

Unit

116



Anhang

2. Danksagung

Frau Professor Anja Katrin Bosserhoff mdchte ich fiir die Vergabe des interessanten Themas
und fiir die Betreuung dieser Arbeit danken. Ihre Anleitung, sowie kritische und konstruktive

Diskussionsbereitschaft haben wesentlich zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Herrn Professor Michael Thomm danke ich vielmals fiir die Bereitschaft, erster Gutachter

dieser Dissertation zu sein.

Bei all meinen Kollegen in der Arbeitsgruppe mdochte ich mich fiir die gute Zusammenarbeit
und fiir die nette Laboratmosphére bedanken.

Ganz herzlich danke ich Jacqueline Schlegel, die mir im Labor zur Seite steht, jederzeit
bereitwillig geholfen und geduldig alle Fragen beantwortet hat.

Stephanie Arndt danke ich dafiir, dass sie mir beim Korrekturlesen der Arbeit geholfen hat,
obwohl sie selbst sehr viel zu tun hatte.

Bei Marion Schuierer mochte ich mich herzlich bedanken, weil sie mir am Anfang der
Doktorarbeit im Labor gute Tipps gegeben hat und mit mir gemeinsam versucht, den

Arbeitsstress in der Freizeit mit Yoga abzubauen.

Zu guter Letzt mochte ich meiner Familie danken, die mich immer unterstiitzt, an mich glaubt

und mir den Riicken stérkt!

117



Anhang

3. Erklarung

Hiermit erkldre ich, Ann-Kathrin Wenke, dass ich die vorliegende Dissertation selbstindig
und ohne fremde Hilfe verfasst und nur die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel
verwendet habe. Diese Arbeit war bisher noch nicht Bestandteil eines Priifungsverfahrens,

andere Promotionsversuche wurden nicht unternommen.

Regensburg, im November 2007 Ann-Kathrin Wenke

118



	Titel_final.doc
	Promotion_final_9.11.07.doc

