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Zusammenfassung

Das maligne Melanom, das von den Melanozyten deit Blasgeht, zahlt zu den bésar-
tigsten Tumorerkrankungen des Menschen. Aufgrumtesdsigenschaft frihzeitig zu
metastasieren, ist es durch eine oft schlechten®smyund einen haufig letalen Verlauf
gekennzeichnet. Haufige Ursachen fir die EntaraergMelanozyten sind Mutationen
oder Expressionsénderungen von Genen dieser Zdltenlen vergangenen Jahren
wurden bereits grofRe Fortschritte bei der Idenéifimg von Genen, die zur Pathogene-
se des Melanoms beitragen, erzielt.

Ziel dieser Arbeit war, anhand einer Onlinedatekbaritere Gene zu finden, die auf-
grund der veroffentlichten Daten auf eine Assoaratmit dem malignen Melanom
hinweisen.

Hierfur wurden im Rahmen dieser Arbeit verschied8nadien der Internetdatenbank
GEO Profiles desNational Center for Biotechnology Information (NCBI) analysiert.
Fur 8000 Gene wurden bis zu sielfdfymetrix Arrays auf dieser Internetplattform des
NCBI im Hinblick auf eine Korrelation mit dem matign Melanom untersucht. Von
den Genen, die anhand dieser Analyse als im Melareguliert gefunden wurden,
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Gene KCNNBtdssium intermediate/small
conductance calcium-activated channel, subfamily N, member 2), SHFM1 gplit
hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1) und PLXNAL1 Plexin Al) fur weitere
Untersuchungen ausgewahlt. Die untersuchten Arpgraxente zeigten fur alle drei
Gene eine signifikant erhohte Expression im MelamonVergleich zu normalen Mela-
nozyten. Fur alle drei Gene war bislang noch k&agulation im Melanom bekannt.
Anschlie3end wurde experimentell geprift, ob dduggene Zusammenhang fur diese
drei Gene bei der Melanompathogenese nachgewiedenvaderlegt werden kann.
Hierfir wurde die Expression der Gene in NHEMs (male humane epidermale Mela-
nozyten), primaren Melanomzelllinien (Mel Ei, Melaiy Mel Juso, Mel Ho) und me-
tastasierten Melanomzelllinien (Sk Mel 28, HTZ Mgl Im und Mel Ju) mittels quanti-
tativerreal-time PCR gemessen.

Fir KCNN2 und SHFM1 fanden sich jedoch in den expentellen Untersuchungen
keine signifikanten Unterschiede in der Expresstitke zwischen den normalen

Melanozyten und den Primartumor- bzw. Metastasdimzeh. Bei PLXNAL hingegen



war die Expressionsstarke des Gens sowohl in demaRumor- als auch in den Metas-
tasenzelllinien im Vergleich zu den nicht entameldelanozyten signifikant erniedrigt.
Daher wurde die Expression dieses Gens anschlielBe@kwebeproben gemessen.
Auch hierbei wurden Proben aus normaler Haut medeaus primarem Tumorgewebe
und Metastasen (Lunge, Lymphknoten, Haut) vergiictiem Gegensatz zu den Expres-
sionsmessungen in den Zelllinien fand sich hiedoee signifikant erhbhte Expression
in den Proben aus Primartumor im Vergleich zu néemidaut oder Metastasen.

In den untersuchten Zelllinien konnte also fir ksirder drei Gene die aufgrund der
Analyse der GEO Profiles-Datenbank erwartete Egioes nachgewiesen werden.
Mogliche Ursachen dieser differentiellen Expressi@rden im Rahmen dieser Arbeit
diskutiert. Die experimentelle Untersuchung von @&eeproben dagegen konnte die
erhdhte Expression von PLXNA1 im Melanom bestétigen

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war, aieesolche Datenbank grundsatzlich
geeignet ist, Gene herauszufiltern, die eine Katimh mit der Melanomentstehung
oder -entwicklung aufweisen. Fur zwei der drei maletersuchten Gene muss dies
prinzipiell verneint werden, da die molekularbiakahe Untersuchung bei beiden
Genen die durch die Internetanalyse vermutete leoBgpression im malignen Mela-
nom nicht bestéatigen konnte. Allerdings wurde hesen beiden Genen die Expression
nur in Zelllinien gemessen. Bei dem dritten untehden Gen liel3 sich die erwartete
hohere Expression in Gewebeproben nachweisen. [Riweleproben spiegeln die
tatsachlich vorhandene Genexpression in diesemeRnofterial wider, wahrend die
Genexpression in den Zellkulturen unter anderem dem Kulturmedium und den
Anzuchtbedingungen abhangt und damit storanfadig &ann. Daher muss in diesem
Fall das Ergebnis in den Gewebeproben als ausgblagder als das aus den Zellli-
nien erachtet werden. In diesem Fall weisen alseokbdie Expressionsmessung im
Gewebe als auch die Analyse der Online-Datenban& eerstarkte Expression von
PLXNAL im Melanom im Vergleich zu normalen Melantay auf. Dies zeigt, dass die
verwendete Methode zumindest bedingt geeignainstGGene zu identifizieren, die eine

Korrelation mit dem Melanom aufweisen.



1 Einleitung

1.1 Struktur und Aufbau der Haut

Die Haut als das grol3te Organ des menschlichenn@®rgas besteht von auf3en nach
innen aus drei Schichten: die oberste SchichtdedieOrganismus zur Umwelt abgrenzt,
bildet die Epidermis (Oberhaut), die mit der daenitgenden Dermis (Lederhaut) als
Kutis zusammengefasst wird. Unter der Kutis lieigt dritte Schicht ein Fettgewebs-

polster, die sogenannte Subkutis (Unterhaut).

Integraler Bestandteil der Haut sind die Adnexoegatie zumeist tief in der Dermis

liegen: Haare, Nagel, Talg- und Schweil3driisen.

Im Folgenden sollen nun die einzelnen SchichtenH#ert genauer dargestellt werden
(Fritsch, 2004; Moll, 2010).

1.1.1 Epidermis

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges verhornteattBhepithel ektodermalen Ur-
sprungs mit einer Dicke zwischen 30 und 300. Neben den Keratinozyten, die mit
Uber 90 % den Hauptteil aller Zellen ausmachen,rkem Melanozyten, Langerhans-
Zellen, Merkelzellen und Lymphozyten vor. Die Epités enthalt Nervenfasern und
wird durch Diffusion aus der darunter liegendenmisrernahrt, da sie keine Gefal3e
enthalt. Mit dieser ist sie Uber epidermale Resédei und bindegewebige dermale Papil-
len verzahnt. Diese Ubergangszone wird dermoepiglerdunktionszone genannt.

Man kann die Epidermis von auf3en nach innen in vgizontale Zelllagen gliedern:
zuoberst liegt das Stratum corneum, das aus zeh?0biagen flacher kernloser Korne-
ozyten besteht. Unter dieser Hornschicht findeh sias ein- bis dreilagige Stratum
granulosum (Kornerschicht) mit tief basophilen Kehgyalinkérnern. AnschlieRend
folgen drei bis funf Lagen durch Desmosomen mitedlest verbundener Keratinozyten,
das sogenannte Stratum spinosum, und die untezktehBstellt das Stratum basale mit
einer einlagigen Schicht aus zylindrischen Baskdmedar (Fritsch, 2004; Moll, 2010).
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Keratinozyten

Die zahlenmalig in der Epidermis am haufigsten samkienden Keratinozyten unter-
liegen der ungeféahr vier Wochen dauernden terminaf@dermalen Differenzierung:
Eine Stammzelle der Basalschicht teilt sich, wobieie der Tochterzellen als neue
Stammzelle fungiert und die andere Tochterzelle soprabasal unter Veranderung
threr Struktur zur Hautoberflache wandert. Zuergtivgie von der Basalzelle zu einer
Stachelzelle im Stratum spinosum und dann Uber Kimaerzelle unter Verlust der
Zellorganellen zu einer Hornzelle umgewandelt, whlisf3lich apoptotisch zu werden
und als Hornschuppe abgeschilfert zu werden.

Keratinozyten sind untereinander Gber Zonula adimes miteinander verbunden und
Uber Hemidesmosomen mit der Basalzellschicht verankiber aus Connexinen beste-
hendeGap Junctions kdnnen sie untereinander kommunizieren (Frits€@42 Moll,
2010).

Melanozyten

Melanozyten sind dendritische Zellen neuroektodémiderkunft, die physiologisch-
erweise mit einer Dichte von 1100 bis 1500 Zellea ppm2 im Stratum basale der
Epidermis und in den aul3eren Wurzelscheiden desfdfldeels liegen. Auf gewisse
Stimuli hin, darunter hauptséchlich das EinwirkemWV-Licht, synthetisieren sie das
schwarzliche Pigment Melanin aus Tyrosin und siacdhis fir die Pigmentierung der
Haut verantwortlich. Sie stehen Uber ihre Dendritéh ungeféahr 30 Keratinozyten in
Kontakt, was als epidermale Melanineinheit bezeathvird.

Melanozyten besitzen spezielle Zellorganellen,M&anosomen, in denen die Biosyn-
these des Melanins stattfindet. Hierzu wird die Aosidure Tyrosin zunachst durch das
Enzym Tyrosinase oxidiert und dann nach mehrerdmit&n zu Eumelanin und Phé&o-
melanin polymerisiert. Dieses wird in die Proteitrxades Melanosoms eingelagert.
Die Melanosomen wandern anschliel3end in die Pargder Melanozyten und werden
dann an den Dendritenspitzen an die umgebendenrik@rgten abgegeben (Pigment-
transfer). Dort liegen die Melanosomen einzeln odeMelanosomenkomplexen im
Zytoplasma, was von der Grol3e der Melanosomen ghbh@fahrend bei dunkelhauti-
gen Menschen die Melanosomen grof3er sind und ssicMdlanosomen daher einzeln
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im Zytoplasma der Keratinozyten verteilen, lageah $ei hellhautigen Menschen die
eher kleinen Melanosomen oft zu Komplexen zusammen.

Neben dem Abfangen freier Radikale ist der effektichutz vor UV-Strahlen die
Hauptaufgabe des Melanins. Dies erfolgt Uber disoition der Photonen und die
anschlieende Umwandlung in Warme. Bei UV-Expasitiard das Enzym Tyrosinase
in den bis dahin ruhenden Melanozyten hochregulied die Melaninsynthese gestar-
tet. Uber einen Anstieg sowohl der Zahl der Melanosn als auch der Dendriten
kommt es zu einer Intensivierung des Proteintraasfedie Keratinozyten. AulRerdem
wird die Proliferation der Melanozyten stimuliesg dass tber eine Erh6hung der Mito-
serate auch die Anzahl der Melanozyten steigt. Ndebndigung der UV-Exposition
kommt es physiologischerweise zu einem langsamefallAtber Tyrosinase-Aktivitat
(Fritsch, 2004; Moll, 2010).

Langerhans-Zellen

Die suprabasal in der Epidermis liegenden LangerZatien sind, wie die Melanozy-

ten auch, dendritische Zellen. Sie wandern aus ideachenmark in die Haut ein und
differenzieren sich erst dort zu den immunologisgrksamen Klasse-Il-Antigen tra-

genden Leukozyten. Indem sie ruhende T-Lymphozstenulieren, leiten sie priméar T-

Zell-abhéngige Immunantworten ein und spielen sceme wichtige Rolle bei der

Kontaktsensibilisierung, Transplantatabsto3ungsi@aén und weiteren immunologi-

schen Geschehen der Haut.

Nach Kontakt mit dem Antigen durchlaufen Langerkdalen einen Reifungsprozess
und verlassen die Epidermis, um anschlieRend Uffereate Lymphbahnen in die

regiondaren Lymphknoten zu gelangen. Um eine Honadessicherzustellen, kommt es
gleichzeitig zu einem Influx von Vorlauferzellen die Epidermis. Im Lymphknoten

leiten sie die Immunantwort durch Aktivierung vorZéllen mit passendem Antigen-
spezifischen Rezeptor ein (Fritsch, 2004; Moll, 201

Merkelzellen
Merkelzellen liegen einzeln oder als Aggregate imat8m basale der Epidermis. lhre
Dichte betragt 20 bis 300 pro mm? Haut, wobei ®sdmders dicht an den Fingerbee-

ren, Lippen, Gaumen und Zehenballen vorkommen. iBals neuroendokrine Zellen
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bzw. als Sinneszellen fungieren und eine wichtiggleRbei der Wahrnehmung von
dynamischen und statischen Reizen sowie Vibrat@nsn spielen, sind sie Uber Sy-

napsen mit afferenten Neuriten verbunden (Frit2084; Moll, 2010).

1.1.2 Dermis

Die Dermis ist ein fibroelastisches Gewebe, das alam aus Fibroblasten besteht.
Diese bilden mit ihren Fortsatzen ein Netz, in daBerdem GefalRe und Nerven einge-
lagert sind. Die Dermis lasst sich in zwei Schioh¢gnteilen: das Stratum papillare ist
mit seinen Kollagenfasern lockerer als das darultgende aus elastischen Fasern
aufgebaute Stratum reticulare. Fur die Stabilitéd Dehnbarkeit der Kollagenfasern
sorgt das Kollagen Typ |, das in der ganzen Dermrbanden ist (Fritsch, 2004; Moll,
2010).

1.1.3 Subkutis

Die unterste Schicht der Haut ist die Subkutis,alie lappchenartig aufgebautem Fett-
gewebe besteht. Dessen bindegewebige Septen komierenimit der Dermis und sind
Trager zahlreicher Gefal3e und Nerven. Die FunktienSubkutis besteht vor allem in
der Warmeisolierung. AulRerdem wirkt sie als meckares Schutzpolster und Energie-
speicher und sorgt fur die Beweglichkeit der Haegeniber der Unterlage (Fritsch,
2004; Moll, 2010).

1.2 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom der Haut ist ein bosartiger diyrder von den Melanozyten der
Haut ausgeht (Fritsch, 2004). Obwohl es nicht deirfigste Hauttumor ist, gilt das auch
als schwarzer Hautkrebs bezeichnete Melanom alktigster und auch bosartigster
Tumor in der Dermatologie. Aufgrund seiner Eigeradthehr frihzeitig zu metastasie-
ren ist es durch eine oft schlechte Prognose umehehaufig letalen Verlauf gekenn-

zeichnet (Hengge und Dummer, 2006).
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1.2.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das maligne Melanom der Haut kommt vor allem in deiRen Bevélkerung vor.
Weltweit gesehen hat die Inzidenz in den Indusinidérn in den letzten Jahrzehnten
drastisch zugenommen. Eine besonders hohe Zahleaerkiankungen verzeichneten
Australien und Neuseeland mit einer Inzidenz voy2 ®2w. 42,9 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohnern im Jahr 2002, wahrend es inBderdesrepublik Deutschland im
gleichen Jahr 10,3 pro 100.000 waren. Damit hdt die Inzidenz in der Bundesrepu-
blik innerhalb von 30 Jahren um mehr als das dredaerhéht (Anfang der 70er Jahre
des 20. Jahrhunderts lag die Inzidenz in der BRIB It&illen pro 100.000 Einwohnern)
(Hengge und Dummer, 2006). Gemald einer SchatzuagRabert-Koch-Instituts in
Berlin erkrankten in Deutschland im Jahr 2006 7.83&nner und 8.470 Frauen am
malignen Melanom (Bertz et al., 2010). Mit insges@i287 Sterbefallen im gleichen
Jahr machte dieser Tumor ungefahr 1 % aller Krelestié@lle aus. Insgesamt lag die
Mortalitatsrate im Jahr 2002 in Deutschland beiRg8en pro 100.000 Einwohnern und
damit deutlich niedriger als in Neuseeland (8,1/Q@0@ahr) oder Australien
(7,0/100.000/Jahr) (Hengge und Dummer, 2006). RiatFesiiberlebensrate (5-JUR)
lag bei Mannern bei 85 % und bei Frauen bei 90 %rtéBet al., 2010). Das durch-
schnittliche Alter bei Diagnosestellung betrug 2®r& bei M&nnern und 60 Jahre bei
Frauen.

Wahrend Kaukasier deutlich haufiger erkranken asséhen anderen ethnischen Ur-
sprungs, kann man bei Dunkelh&autigen zum ZeitpdektErstdiagnose meist dickere
Primértumore mit haufigeren Ulzerationen oder Meisisrungen finden (Hengge und
Dummer, 2006).

Anhand zahlreicher Studien konnten sowohl genetisals auch verhaltensbedingte
Risikofaktoren nachgewiesen werden. In rund 10 ¥Fd#le wird eine positive Famili-
enanamnese gefunden, wobei das durchschnittlicker Aki Diagnosestellung meist
niedriger und der Verlauf milder als bei den sp@ed auftretenden Melanomen ist
(Fritsch, 2004). Von diesen anlagebedingten Melagroimtt der Gberwiegende Teil im
Rahmen des autosomal-dominant vereristamilial Atypical Multiple Mole Melanoma
Syndrom FAMMM (atypisches Navussyndrom) auf. Es kommt zee Deletion auf

Chromosom 9, was zu einer Mutation im Tumorsupreg CDKN2A fuhrt. Dieser
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Genabschnitt kodiert des weiteren unter anderenpIBiNK4a. Eine Mutation dieses
Gens findet man bei einem bedeutenden Anteil sowdeinlfamilidaren als auch der
sporadischen Melanome. Es konnte gezeigt werdes, dla Melanomdicke bei familia-
ren Melanomen mit einer CDKN2A-Mutation direkt ndiér p16-Expression korreliert
(Hengge und Dummer, 2006).

Des weiteren finden sich auch polygene Konstitiigrdie mit einem erhdhten Risiko
fur die Melanomentstehung einhergehen. So betragtrelative Risiko fir Rothaarige
2,38, fur Blonde 1,84 und fur Personen mit hellbexuHaaren 1,49 im Vergleich zu
Individuen mit schwarzen oder dunkelbraunen HadenMenschen mit blauen Augen
erhoht sich das Risiko schwarzen Hautkrebs zu ekéi um den Faktor 1,55 gegen-
Uber denjenigen mit dunklen Augen. Je nach Anzahhtelanozytaren Navi kommt es
auch hierbei zu einer Steigerung des Risikos: withes sich bei einer Zahl zwischen
elf und 50 Navi verdoppelt, wird es bei mehr alsN&li vervierfacht und bei tber 100
Navi bereits verachtfacht. Bei zehn oder mehr agfen Navi verzwolffacht sich das
Risiko sogar. Wahrend sich beim sogenannten kotajeni Navuszellndvus ab einem
Durchmesser von 1,5 cm ein leicht erhdhtes Risiigibg zeigte sich bei kongenitalen
Riesennéavi mit einem Durchmesser von mehr als 2Ceera Entartungswahrschein-
lichkeit von 4,5 % innerhalb von funf Jahren (Heagmd Dummer, 2006).

Weitere angeborene Risikofaktoren fur die Entstgheimes malignen Melanoms sind
die Neigung zu Sommersprossen, die Unfahigkeitrauren sowie die Tendenz, Son-
nenbrande zu entwickeln (Borden, 2002).

Neben diesen bereits angeborenen, gibt es auctReihe verhaltensbedingter Risiko-
faktoren die zur Entwicklung eines Melanoms be#ragDie wichtigste Rolle spielt
dabei das ultraviolette Licht (UV-Licht), das 10 &s Sonnenlichts ausmacht. Die
langwellige UVA-Strahlung dringt bis in die Dermiler Haut ein, wéhrend die kurz-
wellige UVB-Strahlung nur bis in die Basalzellsditizordringt. Diese prozentual viel
geringere Strahlung ist jedoch fur die Mehrheit 8ennenbréande verantwortlich. Lange
Zeit ging man davon aus, dass eine hohe kumuldfiveExposition der wichtigste
Faktor bei der Entstehung eines malignen MelanansDses ist fur die Entwicklung
eines Subtyps, das Lentigo-maligne Melanom, audichert. Allerdings geht man
heute davon aus, dass die Sonnenlichtdosis im Kaitd und die Anzahl der Sonnen-

bréande in jungen Jahren mehr Einfluss auf die Brzzddes schwarzen Hautkrebses hat.
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So entwickeln Personen, die in ihrer Kindheit hgerfi kurzzeitiger aber intensiver
UVB-Strahlung ausgesetzt waren, im Erwachsenenla#tefiger superfiziell spreitende

und nodulare Melanome (Sebastian und Stein, 2086¢gge und Dummer, 2006).

1.2.2 Klassifikation

Man unterscheidet beim kutanen malignen Melanomddh und histopathologisch vor
allem vier Subtypen, neben denen es eine Reihense#fr Formen wie das okulare
Melanom am Auge, das verrukése Melanom, das antedahe Melanom und das
Melanom der Schleimh&ute gibt (Borden, 2002; HenggeDummer, 2006).

Die mit rund 65 % haufigste Form ist dagperfiziell spreitende Melanom(SSM), das
insbesondere bei der hellhdutigen Bevolkerung agistrworbestehenden melanozyta-
ren oder dysplastischen Navi vor allem an Ricketh Bainen auftritt. Das mediane
Alter bei Diagnosestellung betragt 51 Jahre, se dader Untertyp mit dem niedrigsten
Durchschnittsalter ist. Haufig findet sich eine &is funf Jahre lange radiale Wachs-
tumsphase, bevor die vertikale Wuchsphase einDiis meist asymmetrische SSM
zeichnet sich durch dunkelbraune, schwarze oderdraue Pigmentierung aus.
Dasnodulare Melanom (NM) macht ungefahr 20 % der kutanen malignen Nethae
aus. Es entsteht meist aus ,normaler® Haut, saltaneh aus vorbestehenden Navi.
Dieser meist am Stamm, Kopf und Hals auftretendaypuzeigt ein primér vertikales
Wachstum und entwickelt sich meist innerhalb wenlenate, wodurch die Friihdiag-
nose deutlich erschwert wird. Das mediane Alterliagnosestellung betragt 56 Jahre.
Zu diesem Zeitpunkt sind die Tumoren jedoch oftoschlzeriert. Im Gegensatz zum
SSM ist das NM meist scharf begrenzt und uniforaukdchwarz.

Mit einem durchschnittlichen Diagnosealter von @®rén ist dad entigo-maligna-
Melanom (LMM) das Melanom der &lteren Patienten. Es maechtirlO % aller malig-
nen Melanome aus und entwickelt sich Uber mehr@heeJhinweg aus eineMelano-
ma in situ, der sogenannten Lentigo maligna. Das meist brasectevarze oder blau-
graue Melanom entsteht fast ausschlief3lich im Gesbereich alterer Menschen, vor
allem an Nase und Wangen.

Das akral-lentiginése Melanom (ALM) macht mit etwa 5 % in der hellhdutigen Be-

volkerung den prozentual geringsten Subtyp ausrewihes bei Schwarzen jedoch tber
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60 % und bei Asiaten rund 30 % aller Melanome awu$maei Diagnosestellung be-
finden sich die Patienten durchschnittlich im 68bensjahr. Das ALM tritt vor allem
palmoplantar und sub- oder periungual auf. In déihphase zeichnet es sich durch
unscharfe Pigmentierungen aus, wéahrend es in dgkalen Wuchsphase durch knoti-

ge Anteile imponiert (Borden, 2002; Hengge und Dienr2006).

1.2.3 Stadieneinteilung

Das maligne Melanom wird nach Klinischen und paib@ichen Kriterien anhand des
seit 2002 gultigen AJCC-Schemarerican Joint Committee on Cancer) in vier Sta-
dien eingeteilt. Diese Stadieneinteilung richtehshach dem bei Malignomen Ublichen
TNM-System (Fritsch, 2004; Hengge und Dummer, 2006)

Im Falle des malignen Malignoms stédhdabei fir die Tumordicke des Primartumors,
wobei man vier Abstufungen (T1 bis T4) getroffen. hia die T-Kategorie fliel3t aul3er-
dem die Tatsache mit ein, ob der Tumor bereitsrigteist oder nicht, was durch ein
kleines a (keine Ulzeration) bzw. ein kleines br¢iis bestehende Ulzeration) kenntlich
gemacht wird. Fir Melanome mit einer Dicke untenth wird die sogenannte Clark-
Invasionstiefe als Kriterium herangezogen.

In der N-Klassifikation wird auf die Anzahl der befallentakoregiondren Lymphkno-
ten eingegangen. Wahrend z.B. NO bedeutet, dasks keme Metastasen in den
Lymphknoten zu finden sind, hat das Melanom im fstadN3 bereits vier oder mehr
Knoten befallen. Auf3erdem wird unterschieden oliels um Mikro- oder Makrome-
tastasen handelt. Die mit einem ,a“ versehenen dfilatastasen werden nur bei der
Sentinel-Lymphknotenbiopsie oder bei elektiver Lyragenektomie gefunden, wah-
rend die mit ,b“ gekennzeichneten Makrometastasaeits klinisch, radiologisch oder
im Ultraschall zu sehen sind.

Das M der TNM-Klassifikation steht fir das Auftreten vdéternmetastasen, wobei
hierbei die Abstufungen je nach Lokalisation dernfeetastasen getroffen werden.
Zusatzlich zu dieser Bewertung der Metastasen fiaé in der M-Klassifikation die
Hohe der Serum-Laktatdehydrogenase (LDH), da erhétting dieses Parameters mit
einer Verschlechterung der Prognose einhergehtiiBztlal., 2004).
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Anhand dieser TNM-Kriterien werden die Stadien € IM unterschiederMelanoma in
situ werden dem Stadium 0, wahrend alle anderen T-Katgalen Stadien | und I
zugeordnet werden. Vereinfacht lasst sich sagess dich alle Melanome mit einer
Dicke bis 2,0 mm im Stadium | befinden und im Saadill Melanome ab 2,0 mm.
Sobald Lymphknotenmetastasen zu finden sind, wedierPatienten in Stadium 1l
eingeordnet. Alle Patienten, bei denen Fernmetastasftreten, entsprechen automa-
tisch Stadium 1V (Fritsch, 2004; Hengge und Dumraéne).

1.2.4 Prognose

Anhand der Stadieneinteilung lassen sich Aussagen die Prognose der Erkrankung
treffen. So korreliert die 5-Jahresiiberlebensrat@UR) direkt mit der Stadieneintei-
lung und betragt bei eineMelanoma in situ 100 %, in Stadium | noch tber 90 % und
fallt auf 45 bis 80 % in Stadium Il. Im Stadium liggt sie zwischen 25 und 65 % und
ab dem Auftreten von Fernmetastasen in Stadiumetvagt die 5-JUR nur noch 7 bis
20 % (Fritsch, 2004).

Die Prognose in deStadien | und Il ist Uberwiegend glnstig, da weder Lymphknoten
befallen noch Fernmetastasen vorhanden sind. Dehtigste prognostische Faktor ist
in diesen ersten beiden Stadien die Tumordicke Baeblow (Breslow, 1970). Darun-
ter versteht man die ,Ausdehnung des Tumors vonBaeis bis zum hochsten Punkt
der Uber die Hautoberflache hinausragenden Struktiengge und Dummer, 2006).
Dieser vertikale Tumordurchmesser stellt einen sterg Voraussagewert dar, da er
direkt proportional zur Anzahl der Tumorzellen wamit auch proportional zum Risi-
ko der Metastasierung ist (Bordon, 2002). Nur b&n®ren mit einer Dicke unter 1 mm
zieht man aul3erdem fir prognostische Aussagennsglasibonsstufen nach Clark et al.
(Clark et al., 1969) hinzu (Balch et al., 2004)n Eaweiter wichtiger prognostischer
Faktor nach der Tumordicke ist das Vorhandensem Wizerationen. Diese sind defi-
niert als das Durchbrechen der Epidermis und stel@mit ein groReres Risiko fur die
Entwicklung von Metastasen dar. Wahrend diese beRt®gnosefaktoren im AJCC-
Klassifizierungsschema bericksichtigt werden, tstiels Alter einen weiteren wichtigen
Faktor dar, der jedoch in der Stadieneinteilunghnkeine Rolle spielt. Dennoch liel3

sich zeigen, dass das rezidivfreie Uberleben kaigitich mit dem Alter abnimmt. Die
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Lokalisation als weiterer wichtiger prognostischeaktor spielt dahingegen in den
AJCC-Kriterien eine Rolle. Nach Balch et al. habbddalanome des Kopfes, des Na-
ckens oder des Stamms einen deutlich ungiinstigéedauf mit schlechteren Uberle-
bensraten als Melanome, die an den Extremitatealitaért sind (Balch et al., 2001).
Noch keinen Eingang in das AJCC-Schema hat biskeGeschlecht gefunden, obwohl
sich zeigte, dass Frauen durchschnittlich eine dobes®rognose haben als Manner
(Hengge und Dummer, 2006).

Da im Stadium 1ll bereits Lymphknotenmetastasen vorhanden sindlt sfgeen An-
zahl hier auch die wichtigste prognostische RaNgihrend die 5-JUR bei einem befal-
lenen Lymphknoten 46 % betragt, sind es bei viaer adehr Knoten lediglich 24 %. In
diesem Stadium ist das zweite wichtige prognoséiskhiterium die Unterscheidung
von Mikro- und Makrometastasen, wobei letztere ifilggnt schlechtere Uberlebensra-
ten haben. Weitere prognostische Faktoren sindratibe und Lokalisation des Primar-
tumors sowie das Alter der Patienten bei Diagneflasg (Hengge und Dummer,
2006).

Im Stadium IV treten bereits Fernmetastasen auf, was die duvchtiche Uberle-
benszeit auf sechs bis acht Monate begrenzt. Histbit die Lokalisation der Metasta-
sen das wichtigste prognosebeeinflussende KritedamWahrend bei nichtviszeralem
Befall die 1-Jahresiberlebensrate 59 % betradks sie bei viszeraler Metastasierung
auf 41 % ab. Wichtig dabei ist auch die Anzahllietiroffenen Organe. Weiterhin spielt
eine Rolle, in welchem Allgemeinzustand sich deiePa befindet, sobald Fernmetasta-
sen gefunden werden. Dies spiegelt sich im so geearKarnovsky-Index wider. Ab
einem Karnovsky-Index von unter 80 zeigte sichtimd&n eine signifikant schlechtere
Uberlebensrate. Im Gegensatz zu den ersten dréieStavird in Stadium IV erstmals
auch ein serologischer Parameter fur die Prognelbesy berlcksichtigt: wie bereits
erwahnt, korreliert die Hohe der Serum-Laktatdebgdnase mit einer reduzierten
Uberlebenszeit (Hengge und Dummer, 2006; Fritseé@42Balch et al., 2004).
Zusatzlich zu diesen Kriterien gibt es auch noate éReihe von Tumormarkern des
malignen Melanoms, die jedoch nur bedingt flr posgische Zwecke herangezogen
werden konnen. Unter diesen sind vor allem Prdgdi@08 und MIA (Melanoma Inhi-

bitory Activity) zu nennen.
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S1008 ist ein Protein, das eine wichtige Rolle in degriaitransduktion spielt, indem
es unter anderem den Zellzyklus reguliert. Guol.dbeschrieben es 1995 erstmals als
Serummarker des malignen Melanoms (Guo et al.,)1%% die Hohe der Serumkon-
zentration gut mit der Tumormasse korreliert, ssea geeigneter Indikator der Tumor-
last, Progression und des Therapieansprechensréagti die Serumkonzentration mit
dem Gesamtiuberleben tumortragender Melanompatiessoriiert. Allerdings gibt es
keine Korrelation zwischen Protein S18Qind dem Gesamtiberleben bzw. dem rezi-
divfreien Uberleben bei tumorfreien Patienten hieispreise nach einer operativen
Exzision von Lymphknotenmetastasen (Hengge und Demm2@06).

Ein weiterer wichtiger Tumormarker des malignen &helms ist das ProteMIA , das
eine wichtige Rolle bei Zelladhasion und Metastasig spielt (siehe Kapitel 1.2.7). Es
wird nur von Melanomzellen exprimiert und erste &fatichungen lieRen auf eine
eindeutige Korrelation der Serumkonzentration meinderkrankungsstadium schliel3en
(Bosserhoff et al., 1997). Spatere Untersuchunggaben jedoch, dass MIA gegenuber
S1008 keinen Vorteil als prognostischer Marker bieteticA MIA ist nur aussagekraf-
tig, wenn sich im Kérper noch malignes Gewebe Mifirund kann bei tumorfreien
Patienten keine Aussage Uber die Prognose liefetahlecker et al., 2000; Ugurel,
2005).

1.2.5 Pathogenese

Die Entwicklung eines malignen Melanoms geht votaeaten Melanozyten aus und
l&sst sich anhand genetischer und histopathologiddierkmale nach dem Modell von
Clark et al. in funf Stufen gliedern (Clark et dl984). Als erste Stufe werden gewdhn-
liche, angeborene oder erworbene melanozytére aléyesehen. Diese benignen Ne-
oplasien entstehen durch Proliferation von Melateyaind entarten sehr selten. Die
zweite Stufe machen dysplastische oder atypische &Nis, die aufgrund ihrer struktu-
rellen Verdnderungen als Vorlauferlasionen und Kefsiktoren fiir die Melanoment-
wicklung gelten. Aufgrund des anormalen Wachstums Melanozyten kommt es zu
Ansammlungen von atypischen Zellen, die bereits dendritischen Auslaufer verloren
haben. Anschlie3end folgt als dritte Stufe die akdMWachstumsphasealial growth

phase, RGP). Die Zellen breiten sich radiar in der Epnis aus, kdnnen aber noch
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nicht metastasieren und zeigen nur geringe lokaladivitat und Proliferation. Ab der
vierten Stufe, die durch vertikales Wachstum gekeruhnet ist\fertical growth phase,
VGP), durchdringen die Melanomzellen die Basalmemhmd infiltrieren die Dermis.
Sie sind zu invasivem, metastasierendem Wachsthig. fRie letzte Stufe der Tumor-
progression ist das metastasierende Melanom, dadiber Blut- und Lymphwege im
gesamten Korper ausbreiten kann.

Bei der Entwicklung zu einem metastasierenden mafigMelanom missen allerdings
nicht alle beschriebenen Progressionsstufen dwrfdriaverden. Bei der direkten Mela-
nomentstehung durch maligne Transformation von atemMelanozyten kdnnen auch

einzelne Stufen Ubersprungen werden (Clark e1884; Rubin et al., 2008).

Melanozyt —l

melanozytarer Navus —l

dysplastischer Navus —l

radiale Wachstumsphase —l

vertikale Wachstumsphase —l

metastasierendes Melanom

Abbildung 1: Modell der Melanomentwicklung, modifiziert nach Clark et al., 1984
Dargestellt ist die stufenweise Progression vom Malozyten zum metastasierenden malignen
Melanom.

1.2.6 Bereits bekannte Gene bei der Entstehung demlignen Melanoms

Obwonhl die genaue molekulare Grundlage bei dert&misig des malignen Melanoms
trotz intensiver Forschung noch nicht vollstandeklgrt ist, konnten in den letzen
Jahrzehnten dennoch einige Gene aufgezeigt weddemierbei eine Rolle spielen.
Dabei ist es wichtig zwischen familidren und sp@eld auftretenden Melanomen zu

unterscheiden.
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Familiare Melanome

Bei den familiaren Melanomen wurde bereits Mitte d8. Jahrhunderts eine genetische
Komponente von William Norris postuliert (Norris837; Fisher, 2009). Aufgrund
neuer Forschungsmethoden Ende des letzten Jahrtamdede der Genort 9921 als
Ausgangspunkt von melanomrelevanten Mutationentiiiigart. Dort finden sich die
beiden GeneCDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) und CDKNZ2B.
CDKN2A kodiert fur die beiden Tumorsuppressorpn¢epl6INK4a und p1l4ARF, die
eine wichtige Rolle im Zellzyklus und bei der Regjidn der Apoptose spielen. Der
Verlust des pl6INK4a-Proteins fuhrt Uber Phospheryhg des Rb-1-Proteins zum
Ubergang der Melanozyten in die S-Phase des Zéligykvahrend der Verlust des
pl4ARF-Proteins das p53-Protein destabilisiert (Breas et al., 2010). Eine weitere
wichtige Mutation bei familiaren Melanomen ist di@éDK4-Mutation Cyclin-
dependent kinase 4). Normalerweise wird die Passage durch den Gl-Kpuaat im
Zellzyklus durch CDK4 und CDK®6 kontrolliert, die ihin P16INK4a selektiv inhibiert
werden. Bei Mutationen des CDK4-Gens wird die pl®dBdoméane des Proteins
CDK4 beeinflusst. Dadurch féllt der inhibierendafitiss des p16-Proteins weg und die
Regulation des Zellzyklus durch CDK4 wird verhind@loethner et al., 2009; Meyle,
2009). Auch ein Polymorphismus des MelanocortinezéptordMC1R fihrt zu einem
erhohten Melanomrisiko. Dieses Protein gehért amike der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Uber Aktivierung eines G-Proteins uiedddraufhin folgende intrazellula-
re Erh6hung von zyklischem AMP (cAMP) kommt es gasteigerten Produktion von
Eumelanin, das als Schutz vor exogener UV-Strahldegt. Keimbahnmutationen
dieses Rezeptors findet man in 80 % der rothaaiiggimiduen mit heller Haut (Deme-
nais et al., 2010).

Sporadisch auftretende Melanome
Bei den sporadisch auftretenden Melanomen wurderaNem fliinf Mutationen gefun-

den, die Uber die Beeinflussung verschiedener $igrgee Tumorsuppressorgene inak-

tivieren oder Onkogene aktivieren (Fisher, 2009).
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Als erstes Gen ist hietMRAS zu nennen, das in 15-30 % der sporadischen Melanom
mutiert ist. Das Gen kodiert fur ein GTP-bindendtémnes Protein der sogenannten
RAS-Familie, die an der Spitze des RAS/RAF/MEK/ERIKWP-Kinase-Signalwegs
stehen. Dieser Weg aktiviert auf Signale von Wagh&iktoren und Zytokinen hin
wachstumsstimulierende Gene und ist in mehr al%9@er Melanome hyperaktiviert.
Ebenfalls in diesen Signalweg integriert ist digirs@hreonin-KinaseBRAF, die tber
mehrere Schritte Zellwachstum und Proliferation uidrt. Hierbei ist eine UV-
assoziierte Transversion von Thymin zu Arginin ahdigh fir die Mutation, die in 50-
70 % aller Melanome auftritt. Da diese auch in gean melanozytaren Navi zu finden
ist, geht man davon aus, dass sie in einer fril@sd>der Melanomprogression auftre-
ten. Haufig findet sich eine Koinzidenz mit einegiteren Mutation, der Amplifikation
von MITF (Microphtalmia-Associated Transcription Factor). Diese tritt bei 10-20 %
der Melanome vor allem in fortgeschrittenen Turemsn auf. MITF sorgt in der
unveranderten Haut fir die Melanozytendifferenagrund -entwicklung und kann
durch Amplifizierung als Onkogen bei der Progressies humanen malignen Mela-
noms wirken (Levy et al., 2006; Fisher, 2009). Wglir Invasion und Metastasierung
bei bereits bestehenden Malignomen ist eine Mutaid Chromosom 6p. Eine Ampli-
fikation des dort befindlicheNEDD9-Gens Neural Precursor Cell Expressed, Deve-
lopmentally Down-Regulated 9) korreliert sowohl bei normalen als auch bei schon
transformierten Melanozyten mit dem Potential Tectgllen zu entsenden und Metas-
tasen zu formieren. Diese Amplifikation und foltéee Uberexpression von NEDD9
findet man in 36 % der Melanommetastasen (Kim .e28I06; Fisher, 2009). Als weite-
re Melanom-relevante Mutation ist hier die Amplédtion desKIT -Gens auf Chromo-
som 4912 zu nennen. Wie MITF ist auch KIT ein eistt@s Gen fur Uberleben und
Entwicklung von Melanozyten. Es kodiert fir einezBgtor-Tyrosin-Kinase und agiert
als Aktivator des MAP-Kinase-Signalwegs, der wiemlerwahnt auch bei NRAS- und
BRAF-Mutationen hochreguliert ist. Eine KIT-Mutaticfindet man in 2-5 % aller
Melanome, wobei sie besonders haufig in akralerkasalen und chronisch sonnenin-
duzierten Melanomen auftritt (Woodman und Davi€d,® Fisher, 2009).
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1.2.7 Molekulare Grundlagen bei der Entstehung desialignen Melanoms

Melanome entstehen durch maligne Entartung von mbéelgen. Durch Mutationen in

der DNA kommt es zu Inaktivierung von Tumor-Suppoegenen oder zu Aktivierung

von Onkogenen, was zu einer Stérung des Gleichde@acaus Differenzierung, Proli-
feration und Apoptose fuhrt (Shih und Herlyn,1993).

Aufgrund von Genmutationen kénnen sich die Melatezyhrer Kontrolle durch die

Keratinozyten entziehen und ungehindert prolifemeDiese Autonomie und Prolifera-
tion wird durch die Unabhé&ngigkeit von Wachstumsdadn, Zytokinen und Apoptose-
signalen mdglich. Aul3erdem sind veranderte Signgdwend mutierte Transkriptions-
faktoren fur das ungehemmte Wachstum verantwortlich

Die Fahigkeit zur Metastasierung erhalten die Twalkben durch ein verandertes Moti-
litdts- und Adhasionsverhalten, das sie zum Auswan@us der Epidermis und zum
Durchdringen der Basalmembran beféhigt. Im Folgarsdl nun kurz auf verschiedene
molekulare Grundlagen bei der Entstehung des matigielanoms eingegangen wer-

den.

Wachstumsfaktoren und Zytokine

Melanomzellen exprimieren je nach Stadium versamnedWachstumsfaktoren und
Zytokine und deren jeweilige Rezeptoren. Hierbdit ggs sowohl autokrine als auch
parakrine Effekte. Autokrine Wachstumsfaktoren wiB. bFGF, PDGF-A und IL-8
werden von den Melanomzellen produziert und stiemah die Proliferation der Mela-
nozyten selbst, wahrend parakrine Faktoren wie BGFransforming Growth Factor)
und VEGF Wascular Endothelial Growth Factor) die Mikroumgebung der entarteten
Zellen so modifizieren, dass Angiogenese und Stbilchang moglich sind, proteolyti-
sche Enzyme aktiviert werden und sich das Adhé&serhalten andert (Shih und Her-
lyn, 1994). Zudem gibt es einige Wachstumsfaktode®,auf Melanozyten oder Mela-
nomzellen in frithen Tumorstadien inhibitorischeekfe haben, was sich im Zuge der
Tumorprogression &ndert, bis sie schliel3lich zumh Zteautokrinen Stimulatoren wer-
den (Lazar-Molnar et al., 2000).

Das ungebremste Wachstum kann auf verschiedeneen\&fplgen: (1) Die entartete
Zelle produziert selbst exzessiv autokrine Wachstaktoren. (2) Sie entwickelt eine
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Resistenz gegenuber den physiologisch vorhanderehitorischen Faktoren. (3) Es
kommt zu einer Uberexpression der fiir die Signastdaiktion von Wachstumsfaktoren
notwendigen Rezeptoren. (4) Die Wachstumskontwlbel auf der Stufe defecond
Messenger (Botenstoffe) dereguliert (Rodeck, 1993).

Der wohl am besten untersuchte Wachstumsfaktdniegsbei bFGF Basic Fibroblast
Growth Factor), der von den bereits entarteten Melanomzellashytraber von normalen
Melanozyten exprimiert wird. Er ist unter anderetir Angiogenese und mitogene
Effekte verantwortlich (Halaban et al., 1988). Hia#la eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese, aber auch bei der Stromabildung umdad®okrinen Stimulation der
Zellen spielen PDGIe- und  (Platelet-Derived Growth Factor). Auch TGFea (Trans-
forming Growth Factor) wird von normalen Melanozyten erst nach Stimalatdurch
UV-Strahlung exprimiert und findet sich vor allem den spateren Stadien, wo er fur
die Zellproliferation zustandig ist, wohingegen T3physiologischerweise eine nega-
tive Kontrolle auf normale Melanozyten hat, die wlaber, wenn sie entartet sind, in
spateren Stadien resistent gegentuber diesem diiéativen Effekt sind. Auch ver-
schiedene Interleukine kénnen als Wachstumsfaktaredie Tumorprogression des
malignen Melanoms eingreifen. So fihren IL-8 undl@ zu einer herabgesetzten
Immunantwort. IL-6 hemmt bei Melanozyten und frihenarteten Tumorzellen noch
die Proliferation, wird im Laufe der Progressiomdallerdings auch zu einem autokri-
nen Stimulator (Lazar-Molnar et al., 2000). MGSKeanoma Growth Simulatory
Activity) wird wie bFGF, TGFa und PDGFa nicht von Melanozyten produziert. Die
Expression erfolgt zusammen mit der ExpressiorRéeptoren durch Melanomzellen,
was zu einer permanenten Stimulation der Zellpradfion fiihrt (Krasagakis et al.,
1993).

Transkriptionsfaktoren

Eine grolRe Rolle bei der Regulation der Genexpoasspielt die Initiation der Tran-
skription. Diese ist von der Bindung aktivierenaeler reprimierender Transkriptions-
faktoren am Beginn der Gentranskription abhangigndgtie und Dummer, 2006). Da-
her konnen Anderungen in der Aktivitat oder Expi@ssvon Transkiptionsfaktoren
viele Prozesse wie Zellwachstum, Differenzierunggidgenese oder Apoptose beein-
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flussen. Hier sollen exemplarisch ein paar Trapsimsfaktoren erwéhnt werden, die
bei der Progression des malignen Melanoms von Bedgtsind.

Eine sehr wichtige Rolle spielt hierttdFkB (nuclear factor of kappa light chain gene
enhancer in B cells). Dieser homo- oder heterodimere Komplex bestabtRroteinen
der sogenannten Rel-Familie und wird durch Stimudi Bakterien, Viren, inflammato-
rischen Zytokinen oder oxidativen und physikalisti&tress aktiviert (Baeuerle und
Henkel, 1994). Normalerweise ist KB an kB gebunden und dadurch inaktiviert.
Wird nun KB Uber aktivierte Proteinkinasen phosphoryliertiqutiiniert und schliel3-
lich proteasomal abgebaut, wird KB dadurch frei und kann nach Phosphorylierung in
den Zellkern translozieren, wo es durch BindungZehgene diese aktiviert. Es konnte
gezeigt werden, dass KB im malignen Melanom konstitutiv aktiviert ist, sass die
Expression einiger Gene, die Apoptose, ProliferatAngiogenese und Metastasierung
beeinflussen, induziert wird (Amiri und Richmon@0B).

Weitere Transkriptionsfaktoren sind die Proteine ldegh mobility group (HMG), die
die sogenannte HMG-Box als DNA-Bindedoméne besjtidber die sie sowohl einzel-
als auch doppelstrangige DNA binden konnen (Baxisvand Landsman, 1995). Vor
allem HMGBL1 ist an der Regulation von MIAMelanoma Inhibitory Activity, siehe
unten) beteiligt. Die Expression von HMGBL1 ist inalilgnen Melanom hochreguliert.
Durch Binden an die MIA-Promotorregion kann es dagdsxpression induzieren und so
die Invasionsbereitschaft der malignen Zellen fénd@oser und Bosserhoff, 2004).
Ebenfalls an der Regulation von MIA beteiligt GtBP1 (C-terminal binding protein

1), das ubiquitar exprimiert wird. Urspriinglich wardas Protein als zellulares Protein
entdeckt, das mit dem C-terminalen Ende von AdensvElA-Proteinen interagiert
(Chinnadurai, 2007). Es konnte nun gezeigt werdiasss CtBP1 die Expression von
MIA hemmt. Im malignen Melanom wird CtBP1 nicht medxprimiert, was zu einer
folglich aktivierten Expression von MIA fuhrt (Poset al., 2002).

Zelladhasion: Integrine, Cadherine, MIA

Zelladhasionsmolekile sind integrale Membranpretesie mit ihren extrazellularen
Domé&nen mit anderen Proteinen interagieren konineiwesentlichen haben sie zwei
Aufgaben: den Zusammenhalt von Geweben und die Kiamiation von Zellen unter-

einander. Dabei kann man Adhéasionsmolekiile, dietddaa zwischen benachbarten
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Zellen herstellen, von solchen unterscheiden, @ielie Adhasion an die extrazellulare
Matrix (ECM) verantwortlich sind. Bei Fehlregulatien oder dem Verlust dieser Mole-
kile geht der Zusammenhalt der Gewebe verlorendimdellen kénnen sich aus dem

Gewebeverband I6sen, was die Entstehung des mallenoms fordert.

Integrine sind Zelloberflachenproteine, die flir den Kontakischen dem intrazellula-
ren Aktin-Zytoskelett und der extrazellularen Matgorgen. In Sdugetieren kommen
mindestens 25 verschiedene Integrin-Rezeptorendv@rsich jeweils aus einer von 18
a- und einer von actf-Untereinheiten zusammensetzen (Humphries, 200ph&luet
al., 2005). Beide Untereinheiten bestehen aus daregen extrazellularen Doméane,
einer kurzen Transmembrandomé&ne und einer in degd_dariablen zytoplasmatischen
Doméne, wobei die beiden extrazellularen Domanesarmmen Liganden binden kon-
nen (Gille und Swerlick, 1996). Neben dieser Fumkiiler Adhasion an Matrixproteine
oder andere Zellen kommt den Integrinrezeptorem auoch die Aufgabe der Vermitt-
lung von Signalen fir die Kommunikation der Zellentereinander zu. Sie kénnen
Signale, die von Wachstumsfaktoren ausgehen, maitieind so Signaltransduktions-
wege aktivieren, die unter anderem zu Zellwachstaeh -proliferation beitragen (Gille
und Swerlick, 1996). Es konnte auRerdem gezeigteverdass sich das Expressions-
muster der Integrine wahrend der malignen Transéition &ndert. Dabei geht eine
erhdhte Expression der Integrine mit einem metastagn Phanotyp einher (Marshall et
al., 1998).

Cadherine sind ebenso wie Integrine transmembrane GlykopreieSie sind Uber

zytoplasmatische Proteine, die sogenannten Catemitadlem Zytoskelett verbunden.
Neben der Zell-Zell-Adhasion beeinflussen Cadheweéere zellulare Funktionen wie
Migration, Invasion und Zelldifferenzierung und sieluzieren spezifische molekulare
Antworten wie Anderungen in der Organisation desoZkeletts (Behrens, 1999). Ein
wichtiger Vertreter aus der Familie der Cadherineder Tumorigenese ist das E-
Cadherin, das vor allem von Melanozyten und Keoatyten exprimiert wird (Li et al.,

2001). Es konnte gezeigt werden, dass dieses Mahekifig in entarteten Epithelzellen
durch transkriptionelle Downregulation oder Genrtiataverringert exprimiert ist. Da

es in normaler Haut die Zellkontakte zwischen Kiacatyten und Melanozyten vermit-
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telt, fuhrt die fehlende oder verringerte Expressio entarteten Zellen dazu, dass die
Kontrolle der Kerationozyten Giber die Melanozytenleren geht und diese ungehindert
wachsen und proliferieren kénnen (Silye et al.,8)9%ersuche mit Antikérpern, die
die Funktion des E-Cadherins storten, fihrten nereerhéhten Invasionsbereitschaft
der Zellen, wahrend umgekehrt eine forcierte edad@xpression die Invasion inhibier-
te. Lange ging man davon aus, dass der Verlust deerDownregulation des E-
Cadherins in eher spateren Tumorstadien auftrittréings konnte diese Mutation nun
auch in friheren Stadien nachgewiesen werden, s® man mittlerweile davon aus-
geht, dass der Verlust des E-Cadherins das neigglast Wachstum der mutierten
Zellen induziert (Behrens, 1999).

Gleichzeitig mit dem Verlust der Funktion von E-Gadn kommt es zu einer verstark-
ten Expression von N-Cadherin wahrend der Melandwiekilung. Dieses normaler-
weise von Fibroblasten und Endothelzellen expritaiéxdh&sionsmolekil wird wah-
rend der Tumorprogression von entarteten Melanaziytehoher Zahl exprimiert und
ermoglicht diesen dadurch direkt mit anderen N-@adkexprimierenden Zellen zu
interagieren. Der Wechsel des Subtyps in der Cati@milie von E- zu N-Cadherinen
entzieht die Melanozyten nicht nur ihrer Kontrotlarch die Keratinozyten, sondern
sorgt auch fur Wachstum und ermdglicht die Metastasg von Melanomzellen (Li et
al., 2001).

Auch eine wichtige Rolle bei der Zelladh&sion dpihs ProteinMIA (Melanoma
Inhibitory Activity). Es wird von malignen Melanomzellen sezernierdhwend es in
Melanozyten oder in normaler Haut nicht vorkommbgBerhoff et al., 1996; von Gro-
ningen et al., 1995). Anfangs verfolgte man diesehelass MIA ein Tumorsuppressor-
gen sei, da es das Wachstum von Melanomzeétiefiro inhibierte. Spatere Analysen
belegten allerdings, dass es durch Inhibition deheftens von Melanomzellen an
Fibronektin und Laminin sogar Invasion und Metastasig der malignen Zellen for-
dert, indem es den Melanomzellen ermdglicht, sich der extrazellularen Matrix zu
l6sen. Aufgrund dieser Regulation der Zell-Matrilg@ung lasst sich MIA als ein
Schlusselmolekil der Regulation der Tumorprogressiezeichnen. Es konnte aul3er-
dem gezeigt werden, dass die Expression von MIAdaitTumorprogression des Me-

lanoms korreliert (Bosserhoff, 2005).
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1.3  Beschreibung der Internetseite deBlational Center for Biotechnology I nfor-
mation (NCBI) und der Microarrays

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit beschaftigte sittit der Datenbank-gesttitzen Analyse
von melanomrelevanten Genen. Hierzu wurde aufrdernet-Datenbank GEO Profiles
desNational Center for Biotechnology Information (NCBI) zurtickgegriffen.

Das NCBI wurde 1988 als Unterorganisation der U&+amnischerNational Library

of Medicine (NLM) gegrindet. Die NLM ist Teil deNational Institute of Health (NIH),
einem nationalen Gesundheitsinstitut der Vereinidgiéaaten, das delS-Department

of Health and Human Services angehort und seinen Sitz in Bethesda, Maryland, ha
Das NIH ist in den USA die wichtigste Behotrde fliorbedizinische Forschung. Es
unterhalt 27 Institute, darunter die weltweit geftedizinische Bibliothek NLM. Diese
wurde bereits 1836 gegrindet und spielt mit ihterdrzwolf Millionen Blchern, Zeit-
schriften, Manuskripten und weiteren Formen medzimer Information eine Schlis-
selrolle bei der Verbreitung von biomedizinischarfofmationen. Um biologisch-
medizinische und molekularbiologische Informatiorigénprivate und Forschungszwe-
cke einer breiten Offentlichkeit zugéanglich zu machwurde das NCBI gegriindet, das
zur weltweit bedeutendsten Anlaufstelle fur molekbiologische Daten avanciert ist.
Es unterhalt unter anderem wichtige DNA-, RNA- uPibteindatenbanken, die Pub-
Med-Literaturdatenbank mit tiber 18 Millionen Vesdtlichungen und die GenBank-
Sequenzdatenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov, www.nimguok, www.nih.gov).

Eine dieser Datenbanken ist die GEO Profiles Datekl{Gene Expression Omnibus),
die seit 2000 ein offentliches Repositorium unzliDaten ist, die unter anderem
anhand von Microarray-basierten Experimenten gewomwurden. Sie enthalt aber
auch Daten aus Chromatin-Immunoprazipitations-Erpemnten (ChlP-chips) und
weiteren Hochdurchsatz-Experimenten. Im Jahr 2084 gs weit mehr als 30.000
Einreichungen fur mehr als 100 Organismen von &0@ Forschungsteams. Die Daten
werden analysiert und gepruft und in den meistdlerdn Fachzeitschriften veréffent-
licht (Barrett et al., 2005; www.ncbi.nlm.nih.gov).

Die GEO Profiles Datenbank enthélt wie viele andestenbanken auch unzéhlige

Informationen tber Gene, die haufig anhand von déimays gewonnen wurden.

29



Microarrays, auch ,Biochips“ genannt, gibt es dditte der 90er Jahre des letzten
Jahrhunderts. Mittlerweile gibt es zahlreiche Andimgen der Arrays, die sich unter
anderem nach der Art der Probe z.B. in DNA-, Pmeteind Gewebe-Arrays gliedern
lassen. Eine dieser Anwendungen ist die AnalyseGirexpression in unterschiedli-
chen Geweben oder von Genmutationen in bereitstetgm Gewebe mittels DNA-
Arrays. Ein grol3er technischer Vorteil dieser Agast das hohe Durchsatzverfahren,
mit dem man die RNA-Expression ganzer Genome angneiChip untersuchen kann
(Muller und Rdoder, 2004; www.bio.davidson.edu). @bt hierbei zwei Arten von
DNA-Arrays: Bei den sogenanntegpgptted microarrays‘ werden cDNA, Oligonukleo-
tide oder Fragmente aus PCR-Produkten, die der mBhSprechen, auf das Trager-
material gedruckt, wahrend dieligonucleotide microarrays* auf synthetisch herge-
stellten Oligonukleotiden beruhen, die an defigelositionen des Rasters z.B. auf
einem Glastrager aufgebracht werden.

Fur beide Arten der DNA-Arrays wird zunachst die N¥Raus dem zu untersuchenden
Gewebe extrahiert und eventuell nétigen Aufreinggsnoder Amplifikationsschritten
unterzogen. Anschliel3end wird die mRNA in cDNA umsgeieben, welche anschlie-
Rend mit einem Farbstoff gekoppelt auf den Mikrpchufgetragen wird. Daraufhin
folgt die Hybridisierung der komplementaren StrdnDe markierte einzelstrangige
cDNA kann an die passende komplementare DNA bindensich an verschiedenen
Punkten des Mikrochips befindet. Diese spezifidshmelung kommt durch die Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den kaomgaédr zueinander passenden
Basenpaaren zustande. Nun wird die cDNA, die mchDNA binden konnte, abgewa-
schen und die gebundene cDNA mithilfe des gekoppdharbstoffs sichtbar gemacht.
Diese Detektion kann unter anderem je nach gektgperarbstoff durch Autoradio-
graphie, Chemilumineszenz oder Fluoreszenz erfolgen sehr aktiven Genen wird
eine hohe Anzahl an mRNA-Molekilen produziert, sssdauch viel cDNA binden
kann und das detektierte Signal sehr stark auswéhrend umgekehrt bei wenig oder
gar nicht exprimierten Genen die mMRNA-Menge und itladie gebundene cDNA-
Menge gering oder nicht vorhanden ist und sichlifdigein schwaches oder gar kein
Signal detektieren lasst. Auf diese Weise lasseh anhand der DNA-Microarrays
Ruckschlisse auf die Expressionsstarke der untgsmuéene ziehen (Hofmann, 2006;
Nuber, 2005).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Studien der Datenbank GEO Profiles des NCBINational Center for Bio-

technology | nformation)

Im Internet finden sich unzéhlige Datenbanken &levi Bereichen der Molekularbio-
logie. Diese Arbeit beschéftigte sich unter andereinder Frage, ob man dort zu fin-
dende Daten Uber die Expressionsstarken verscléedeene im malignen Melanom
miteinander verknipfen kann, um so Rickschlisseseng mogliche Korrelation be-
stimmter Gene mit der Entstehung oder ProgresserMtlanoms ziehen zu kdnnen.
Hierzu wurden sieben Studien der Datenbank GEGI@safes NCBI National Center

for Biotechnology Information) auf dessen Homepage http://www.ncbi.nim.nih.gov

analysiert.

GDS 1375 -Cutaneous malignant melanoma (kutanes malignes Melanom)

Diese Studie zeigt das mRNA-Expressionsprofil vaimar malignen Melanomen,
gutartigen Navi und normaler Haut. Jedes Experinzeigt 70 Proben, wobei jeweils
sieben Proben auf normale Haut, 18 auf benigne té&i45 auf das maligne Melanom
entfallen. Die zu untersuchende RNA wurde aus dmutHbei MenschenHomo sa-
piens) gemaR des Standard Trizol Protokolls oder deggpilRNEasy Mini Kit Proto-
kolls isoliert und die Genexpressionen anhand vigndetrix Human Genome U133A
Arrays gewonnen. Die Ergebnisse wurden im Jahr 2@@bTalantov et al. veréffent-
licht (Talantov et al., 2005). Sie identifiziereotentielle molekulare Marker fur das
Lymphknoten-Staging und lassen Ruckschliisse aufldianom-Tumorigenese zu.

GDS1505 —Cultured skin substitute (kultivierte Haut)

Die Studie GDS1505 beschreibt die Expressionsstékesenen in jeweils vier Proben
normaler Haut, kultivierten Keratinozyten, kultiien Fibroblasten und dem sogenann-
ten ,cultured skin substitute®, also kultivierter Haut, die Fibroblasten und E&nozyten
enthalt. Anhand der Expressionshohe der Gene inetlezelnen Proben lassen sich

Unterschiede der Genexpression zwischen kultivientel nativer, unbehandelter Haut
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feststellen. Die Ergebnisse, die mittels des AffieeHuman Genome U133A Arrays
gewonnen wurden, wurden 2005 von Smiley et al.fi@nticht (Smiley et al., 2005).

GDS2081 -Jun kinase inhibition effect on keratinocytes: time course (Inhibierender
Effekt der Jun-Kinase auf Keratinozyten im zeitlichen Verlauf)

Diese Studie zeigt in acht Proben den Einflussseih-Kinase-Inhibitors auf Kerati-
nozyten. Wahrend die ersten vier Proben die Exjmesstarke bei unbehandelten
Keratinozyten nach einer, vier, 24 und 48 Stundsigen, wurde bei den anderen vier
Proben der Jun-Kinase-Inhibitor SP600125 eingeseidtzu den gleichen Zeitpunkten
die Genexpression gemessen. SP600125 ist ein ispbelf reversibler ATP-
kompetitiver Inhibitor fur die drei Isoformen deun}Kinase. Die differentielle Expres-
sion der Proben zeigt Gene in epidermalen Kerayiieoz die durch die Jun-Kinase
reguliert werden. Vero6ffentlicht wurden die Ergedsa der Affymetrix Human Genome
U95 Version 2 Arrays im Jahr 2006 von Gazel e(@hzel et al., 2006).

GDS1989 -Melanoma progression (Melanomprogression)

Bei GDS1989 wird die unterschiedliche Expression @ene in 18 Gewebeproben
dargestellt. Es findet sich dabei je eine ProbedmuKultur von epidermalen Melano-
zyten, epidermalen Keratinozyten und eine Probe rdetastasierenden Melanoms.
Weitere 15 Proben zeigen die ExpressionsprofilBiopsien der verschiedenen Pro-
gressionsstufen der Melanomentwicklung. Bei dieBapsien wurden jeweils zwei
Proben aus normaler Haut, benignen Navi, atypis®#n, Melanoma in situ, Vertical
Growth Phase (VGP) Melanoma, Metastatic Growth Phase (MGP) Melanoma und drei
Proben aus Lymphknotenmetastasen genommen. Diériisge, die 2005 von Smith et
al. veroffentlicht wurden, lassen Rickschlissedefunterschiedliche Expression des
Gens zwischen benignen und atypischen Navi undchersMelanoma in situ und
vertikal oder metastasierend wachsenden Melanomd®mith et al., 2005). Sie wur-

den anhand des Affymetrix Human Genome U133 Plug\&ays gewonnen.
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GDS1965 -Melanocyte to melanoma transformation (Transformation der Melano-
zyten zum Melanom)

Die Studie GDS1965 zeigt die Expressionsprofile @ene in normalen Melanozyten,
primaren Melanomzellen und metastasierenden Melaatem, wobei es jeweils zwei
Proben zu den normalen Melanozyten und je sechiseRrau den bereits entarteten
Zellen gibt. Bei den Proben der Melanomzellen staraweils eine Probe aus dem
Primartumor, die anderen funf Proben sind aus raisshem Gewebe gewonnen. Die
MRNA dieser Proben wurde, nach Umschreibung in cDiMAtels Affymetrix Human
Genome U133A Array analysiert. Die Ergebnisse lasséckschlisse auf Veranderun-
gen im fortgeschrittenen Melanom im Vergleich zumalen Melanozyten zu und
eroffnen mogliche neue Ansatze zur Einschatzung Ragnose, Staging und Thera-
pieoptionen bei Patienten mit malignem Melanom. Bigebnisse der einzelnen Arrays
wurden 2004 von Hoek et al. vertffentlicht (Hoelakt 2004).

GDS1314 Malignant melanoma cell lines (Zelllinien des malignen Melanoms)

Die Studie GDS1314 zeigt die Expressionsstarkefinfn verschiedenen Melanomzell-
linien: Mel Juso, A374, 607B, 518A2 und Skmel 28 @nhand von Affymetrix Hu-
man Genome U133A Arrays gewonnenen und 2005 vomOtaet al. verdffentlichten
Ergebnisse korrelieren mit Regionen chromosomdeegkpoints® und weisen auf eine
Assoziation zwischen diesen Regionen und verandégaexpression hin (Okamoto et
al., 2005).

GDS1761 NCI60 cancer cell lines (NCI60 Krebszelllinien)

Die Studie GDS1761 zeigt die mRNA-Expressionprofiben 64 Proben aus den soge-
nannten NCI60 WS National Cancer Institute). Dies sind 60 Zelllinien aus Tumoren
verschiedenster Gewebe und Organe (Shoemaker,.20i@8e Zelllinien werden hé&u-
fig als experimentelle Modelle fir neoplastischekrBnkungen herangezogen. Von
diesen Zelllinien wurden in der Studie neun Proaes Brustkrebs, sechs Proben eines
ZNS-Tumors, sieben Proben eines Kolontumors, aobibdh Knochenmark von Leu-
kamiepatienten, acht Proben aus Melanomzelllinielun Proben des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC), sechs Probhaa Gewebe eines Ovarialtu-

mors, zwei Proben eines Prostatatumors, acht Prelmms renalen Tumors und eine
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unbekannte Probe mittels NCI cDNA Arrays untersubi Ergebnisse zeigen Variati-

onen in der Genexpression der Zelllinien und dé&eniehungen zun-vivo-Tumoren.
Sie wurden im Jahr 2000 von Ross et al. veroffemitifRoss et al., 2000).

2.1.2 Saugerzelllinien

Mel Ei

Mel Wei

Mel Juso

Mel Ho

Sk Mel 28

Sk Mel

3

HTZ 19d

Mel Im
Mel Ju
NHEM

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Humane Melanomzelllinie aus Lymphknoteras&ise eines Melanoms
Humane Melanomzelllinie aus HirnmetastaseseMelanoms

Humane Melanomzelllinie aus Metastasen £iMelanoms

Humane Melanomzelllinie aus Metastasenseielanoms

Normale humane epidermale Melanozyten

2.1.3 Gewebeproben

TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.
TB Nr.

2
3
62
70
16
78
4
35
5
80
31
30
33

Primartumor

Primartumor

Primartumor

Primartumor

Primartumor

Primartumor

Metastase (Lymphknoten)
Metastase (Haut)
Metastase (Lymphknoten)
Metastase (Haut)
Metastase (Lunge)
normale Haut

normale Haut
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2.1.4 Humane Oligonukleotide

Das Primerpaar fur deprAktin Nachweis wurde von der Firma MWG Biotech, iMa

tinsried, synthetisiert. Alle anderen Primer wurd@m Sigma Aldrich, Minchen, her-

gestellt. Die Oligonukleotide wurden m

verdinnt.

KCNN2 for 1431
KCNN2 rev 1618
PLXNAL for 3203
PLXNAL rev 3345
SHFML1 for 112
SHFM1 rev215
B-Aktin for

B-Aktin rev

2.1.5 Allgemeine Materialien

it Wasser aufe Stammlésung von 1GM

5 - CCGCATGGACTGTCCGAGCTT - 3

5 - GGCTGTGCAACCAGCACCCATA-F
5 - AGGGAGAACGGCTGCCTGGT - 3

5 - AGCAGGGAGCGCACGTTGTC -3’

5 - GGGCGCGGACAGTCGAGATG - 3

5 - GCCAGCCCAGTCTTCGGCAG - 3
5 - CTACGTGGCCCTGGACTTCGAGC - 3
5 - GATGGAGCCGCCGATCCACACGG - 3

BioWhittaker
Rockland, USA

Molecular Applications

sSeaKem® LE Agarose

Braun, Frankfurt am Main

Aqua ad injectabilia

Genaxxon, Stafflangen

dNTPs

GraphPad Software Inc., San Diego, U§

bA  GraphPahP4103 Software

Invitrogen, Carlsbad, USA

100 bp DNA Ladder, Superscript Il, b

First Strand Buffer

Qiagen, Hilden

RNeasy® Mini Kit

Roche Diagnostics, Mannheim

RNAse A,
LightCycler DNA Master SYBR green
dN6 Primer, PCR reaction buffer

LightCycler® Capillaries

Py

Sigma, St. Louis, USA

Ethidiumbromid, Bromphenolhl®TTs

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mlincher]

Oligonukleotide

Takara Bio Inc., Shiga, Japan

SYBR® Premix Ex TaqTM (Perfect Re

Time)
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2.1.6 Gerate

Gelelektrophoreseapparaturen

BioRad, Minchen

Wide Mini Sub® Cell GT

Heiz- und Kihlblocke

Eppendorf, Hamburg

Thermomixer compact, Thermonmb4&6

Spannungsgerate

BioRad, Minchen

PowerPac Basic, Model 200/2.0 Poy

ver

Supply

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5415D

Quialitron, Korea

Tischzentrifuge

Roche Diagnostics, Mannheim

LC Carousel Centrifuge

Sonstige Gerate

H. Saur, Reutlingen

UV-Transilluminator IL 200K,48n

Heidolph, Kehlheim

Vortexer REAX 2000

MWG Biotech, Ebersberg

Geldokumentationssystem 2001

Peglap Biotechnologie GmbH, Erlangen

Nanodrop® ND-1000-UV/Vis
Photometer

Spektra

Roche Diagnostics, Mannheim

LightCycler® I

2.1.7 LOsungen

TAE (50x) 2 M Tris/Acetat ph 8,0
50 mM EDTA
DNA-Agarosegel 1,5 % (w/v) Agarose

gelost in TAE (1x)

DNA-Gel-Ladepuffer (10x)

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol
40 % (v/v) Saccharose

Ethidiumbromidlésung

0,04 % (w/v) in B bidest
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PANTM Biotech GmbH, Aidenbach PBS (Phophate butfesaline)
Qiagen, Hilden RNA-Lysepuffer

Qiagen, Hilden RW1-Waschpuffer

Qiagen, Hilden RPE-Waschpuffer

2.1.8 GraphPad Prism Programm

FiUr die statistische Auswertung wurde das GraphPasm Programm Version 6.0
verwendet (www.graphpad.com). Die seit 1984 besidbeSoftware bietet fir die
statistische Auswertung unter anderem den t-Test-parametrische Vergleiche und
ANOVA-Tests an. Fir die vorliegende Arbeit wurdae @aten aus zwei zu verglei-
chenden Proben mithilfe des Mann-Whitney-Tests hidnehreren zu vergleichenden
Proben anhand des Kruskal-Wallis-Tests analyswentw.graphpad.com; Bortz et al.,
2008).

2.2 Methoden

2.2.1 RNA-Isolation aus Saugerzellen

FUr die RNA-Isolation wurde das RNeasy® Mini Kirdgrma Qiagen verwendet.
Zunachst wurde das Kulturmedium von konfluent waaokgn Zellen abgenommen und
die Kultur einmal mit PBS gespilt. AnschlieRend demr mit einem Zellschaber die
Zellen mit 1 ml PBS von der Oberflache des Kulté@es abgeschoben. Nachdem die
Zellen bei 3.000 U/min 5 Minuten lang abzentrifugiurden, wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 390 RNA-Lysepuffer resuspendiert und lysiert.
Dieses Lysat wurde mit 350 Ethanol (70 %) durch kurzes Vortexen vermischd dre
Probe anschlieBend auf das RNeasy spin column gegdiei 10.000 UpM fur 15
Sekunden zentrifugiert und der Uberstand verwor@smauso wurde zunachst mit 700
ul Waschpuffer RW1 und anschlieRend mit §00aschpuffer RPE verfahren.
Nachdem erneut 500 Waschpuffer RPE auf das RNeasy spin column gegehe-

den, wurde eine zweiminutige Zentrifugation bei008. U/min durchgefiihrt. Indem 30
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ul RNAse-freies Wasser 1 Minute lang bei 10.000 Wmurch das RNeasy spin co-
lumn zentrifugiert wurden, konnte die RNA schlieBlieluiert werden. Das RNA-Eluat

wurde bei —20 °C weggefroren.

2.2.2 Vermessen der RNA

Die Konzentration geldster Nukleinsduren wurde etsttUV-Absorption in einem
Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestirfiir optische Dichten < 1 gilt
naherungsweise folgender linearer Zusammenhang:

1 OD 260 nm Einheit = 40g/ml RNA

2.2.3 Reverse Transkription

Um die RNA in cDNA umzuschreiben, wurden nach demrrmvessen der RNA nach

folgendem Schema die entsprechenden Mengen RNXasser gemischt:

RNA/ul H,O/ul
NHEM P6 3 8
NHEM P7 4 7
NHEM P9 4 7
Mel Ei 3 8
Mel Wie 1 10
Mel Juso 3 8
Mel Ho 2,5 8,5
Sk Mel 28 0,5 10,5
Sk Mel 3 0,5 10,5
HTZ 19 5 6
Mel Im 0,5 10,5
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Mel Ju 1 10
Primartumor TB Nr. 2| 1,5 9,5
Primartumor TB Nr. 3| 9 2
Primartumor TB Nr. 621 10
Primartumor TB Nr. 703 8
Primartumor TB Nr. 1610 1
Primartumor TB Nr. 7810 1
Metastase TB Nr. 4 1 10
Metastase TBNr. 35 | 1,5 9,5
Metastase TB Nr. 5 10 1
Metastase TB Nr. 80 | 0,5 10,5
Metastase TB Nr. 31 | 1 10
normale Haut TB Nr. 30 7
normale Haut TB Nr. 380 1

Zu diesen 11ul wurden jeweils 4ul First-Strand-Puffer (5x), 21 DTT (0,1 M), 1yl
dNTPs (10uM) und 1ul dN6 Random-Primer gegeben. Zur DenaturierungRI¢A
wurde der Mix 5 min bei 70 °C inkubiert und nach Aékthlung auf ca. 50 °C jeweils
1 pl Superscript 1l hinzugefugt. Die reverse Transkop erfolgte anschlie3end bei
einer 60-mindtigen Inkubation bei 37 °C. Um das y#emzzu inaktivieren, wurde der
Mix far 10 min auf 70 °C erhitzt. Durch die Zugaben jeweils 1ul RNAse A und der
anschlie3enden Inkubation bei 37 °C (20-30 min)dsutie restliche RNA entfernt.
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2.2.4 Realtime-PCR

Um die Expressionsstarke der mRNA zu quantifiziesearde eine quantitative Echt-
zeit-PCR mittels des LightCyclers 1l Systems vonclRo Diagnostics, Mannheim,
durchgefuhrt. Die hierfur bendtigte cDNA wurde wiater 2.2.3 beschrieben herge-
stellt. Die quantitative Echtzeit-PCR wurde in em20ul Ansatz durchgefuhrt:

10 ul LightCycler DNA Master SYBR Green | (10x)

0,5ul Primer forward (2QuM)

0,5ul Primer reverse (2(0M)

8 ul H,0

und hierzu jeweilslul cDNA bzw. 1pul H,O fir die Negativkontrolle.

Der Versuchsansatz wurde dabei folgendem Prograntenaogen:

Denaturierung: 95 °C
Annealing: je nach Primerpaar variierend, 451&gk
Amplifikation: 72 °C

Messtemperatur: je nach Primerpaar variierend

Primerpaar Annealing Messtemperatur Standard
1:1; 1:10; 1:100

KCNN2 for 1431/ KCNN2 rev 1618 | 58 °C 80 °C Mel Juso

PLXNA1 for 3202/ PLXNA1 rev 33459 °C 89 °C Mel Ju

SHFM1 for 112/ SHFM1 rev 215 58 °C 81 °C Mel Im

Als Standard zur Quantifizierung der mRNA Expressgidrke wurde dasqusekee-

ping gene“ B—AKktin verwendet.
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2.2.5 Gelelektrophorese

Fur den Nachweis von PCR-Produkten wurde eine &dhelphorese durchgefihrt.
Mittels dieser Methode werden die DNA-Molekile ihi@roRe entsprechend aufge-
trennt.

Fur alle Nachweise wurde ein 1,5 % Agarose-Gel eadet. Die PCR-Proben wurden
mit einem Blaumarker versehen und in die Geltasghpettiert. Au3erdem wurde ein
Standard mit aufgetragen, um die Lange der Fragmeaehschatzen zu kdnnen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte stets 441 ¥ in einem 1x TAE-Puffer.

Um die aufgetrennte DNA sichtbar zu machen, wurake @el nach der Elektrophorese
fur 20 Minuten in eine Ethidiumbromid-Lésung (0,24 gelegt. Ethidiumbromid inter-
kaliert in die doppelstrangige DNA. Da EthidiumbridntJV-Licht absorbiert und im
sichtbaren Bereich fluoresziert, konnte das Getlale3end unter dieser Wellenlange
analysiert und fotografiert werden. Anhand des @&aabs liel3 sich die Lange der DNA-

Fragmente bestimmen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Internetrecherche

Im ersten Tell dieser Arbeit wurden sieben Studieninternetdatenbank GEO Profiles
desNational Center for Biotechnology Information (NCBI) auf der Homepage dieses
Zentrums http://www.ncbi.nlm.nih.gov untersuchtelzivar dabei, anhand dieser Stu-
dien Gene herauszufiltern, die aufgrund der venilifshten Daten auf eine Korrelation
mit der Melanomentstehung oder -entwicklung sclelrelassen. Anschliel3end sollte im
Labor untersucht werden, ob dieser Zusammenhantgeagesen oder widerlegt wer-
den kann.

Als erstes Auswahlkriterium wurde die Stu@®S1375gewahlt. Hierbei finden sich in
der Datenbank 22.283 analysierte Gene. Im RahmesediArbeit wurden 8.000 Gene
dieser Datenbank auf eine mdgliche Korrelation dam malignen Melanom unter-
sucht. In den Diagrammen des Arrays GDS1375 firglelm, wie in Abbildung 3.1 zu
sehen ist, jeweils sieben Proben normaler HauRrb®en von benignen Navi und 45
Proben aus Zelllinien des malignen Melanoms. Dsg@samt 70 Proben finden sich in
den grau unterlegten Kasten und wurden mit GSM716315SM71740 durchnumme-
riert. Bei GDS1375 sowie auch bei allen anderegdiotien Studien lasst sich an der
linken oberen Ecke jedes Diagramms der Studienniee GDS1375), anschliel3end
der jeweilige Reporter, der das Diagramm bereigdiediat (hier 202276 _at) und zum
Schluss der Name des Gens (hier SHFM1) ablesendéwulinken Y-Achse werden in
roter Schrift Werte angegeben, auf die sich dierr@tder zum Teil rosafarbenen Balken
beziehen. Diese Balken zeigen die Expressionssidekejeweiligen Gens und jeder
Balken reprasentiert die Messergebnisse einer PiRbsafarbene Balken tragen den
Status absent”. Bei diesen Proben konnte die Genexpression rdefektiert werden
oder es wurden Streusignale detektiert. Da diegliet] dass sich das jeweilige Ex-
pressionssignal unter der Detektionsschwelle befindt der Wert nicht automatisch
gleich Null zu setzen. Diese Werte wurden im Fotignfir die Berechnung der Mit-
telwerte aul3er Acht gelassen, da sie keine veidassl Daten vorweisen. Auf der rech-
ten Y-Achse findet man in blauer Schrift eine Skalhg in Prozentangaben. Auf diese

Achse beziehen sich die blauen kleinen Quadrat®imgramm. Diese reprasentieren
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eine Rangordnung der Expressionsmessung. Alle Waanier Hybridisierung wurden

sortiert und anschliel3end in 100 Gruppen aufgeteilt

Im Folgenden wird nun zur Veranschaulichung desgebens bei der Analyse immer

ein Diagramm des Gens SHFM1 gezeigt.

GDS1375 / 202276_at f SHFEM1

11000

2500

000

3500

GEMTIB7 1 f—
GEM7IB72 e
GEM71B73 pe

malignant melanoma.

= {single channel) count
= percentile rank within the sample

Abbildung 3.1: GDS1375 des Gens SHFM1

In der Studie GDS1375 wurde anhand der Express#mkssiberprift, ob das Gen eine

differentielle Expression zwischen Navi und Melanbaw. zwischen Haut und Navi

zeigt. In die weitere Analyse wurden die Gene audgemen, bei denen sich eine ver-

anderte Expression in den Proben des malignen Melarzeigte. Wenn es keine oder

nur geringe Expressionsunterschiede zwischen desthiedenen Proben gab, wurde

das Gen als nicht melanomrelevant eingestuft undlifiweitere Untersuchung aul3er

Acht gelassen. Auf diese Weise wurden anhand desésn Kriteriums folgende Gene

fur weitere Analysen zugelassen (siehe TabelleiBdlTabelle 3.2):

ABCA3 ABHD2 ACOTY ACSL3
ACTN1 ADCY2 ADIPOR2 ADPGK
AGRN AHCY AHSA1 Al348935
AI890903 Al983904 Al1984980 AKT1
AL049983 AL109671 AL109716 AL525798
ALGY ANP32A AP1S2 AP2B1
AP2S1 AP2S2 AP3D1 APLP2
APOO APRT ARMCG6 ARPP-19
ASF1B ATF5 ATP2A2 ATPS5D
ATP6VOA1 ATP6VOB AW051856 BAMBI
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BAT2 BE251303 BE547674 BE617588
BE790157 BF691447 BFAR BIRC5
BPGM BRD9 BSG BUB1
Cl2orf24 C150rf39 C15o0rf44 C160rf33
Cl7orf81 C18orfl C190rf28 Clorf78
CilQL1 C20o0rf27 C7orf44 C8orf30A
CA6R1769 CABIN1 CALM1 CALU
CAMK1G CBFB CCDC92 CCT3
CCT5 CCT7 CD320 CDC16
CDC2 CDK2 CDK2AP1 CDK5R1
CDKN2A CDS2 CENPF CEP152
CEP55 CETN2 CHD4 CHMP2A
CHST11 CHST6 CINP CISD1
CKMT2 CLEC11A CLEC16A CLIP2
CLK3 CNOT4 CNP CNPV3
COL18A1 COMMDA4 COPE CORO1B
COX10 CPSF4 CRTC3 CRYBB2
CSGIcA-T CSK CTBP2 CTNND2
CTPS CUEDC2 CuX1 CYB5B
CYBA DAG1 DAMM2 DAZAP1
DBF4 DBN1 DDIT4 DENND4B
DHX16 DHX34 DNAZ2 DONSON
DPM2 DPPS8 DPY19L2P2 DTL
DUT DYNC1H1 DYNC1LI2 E2F1
E2F3 ECM1 EFTUD1 EHMT2
EIF2AK1 ELAVL1 ENO2 ETFA
FABP3 FAM13Al FAM96B FARP1
FBXO31 FIS1 FKBP1A FLJ22222
FLJ22536 FLNA FLOT1 FLOT2
FOXD1 FOXM1 G6PC3 G6PD
GATAD2A GBL GDI1 GINS2
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GNB1 GNPDA1 GPR153 GPR153
GPR161 GPRCS5B GPX1 GPX4
GTF2H4 GTF3A H2AFV HAGH
HCN2 HEATR2 HEXA HEXA
HGS HMBS HMOX2 HSD17B10
HSPE1 HSPH1 HYOU1 ICMT
IFFO IFI16 IFI116 IF16

IFIT1 IFNGR2 IGF2R IL16

IMP3 IPO13 IQCE IQCK
ITGAS ITPKB ITPR3 IVNS1ABP
KCNAB2 KCNN2 KHSRP KIAA0101
KIAA0265 KIAA0265 KIAA0329 KIAA0649
KIAA1539 KIF20A KIF2C KIT
LARP1 LASS2 LEF1 LOC286434
LOXL1 LPPR4 LRFN4 LRP8
LRRC59 LSM4 LYPLA3 LYST
MAD2L1BP Magmas MAN2B1 MARCH2
MARCKS MAT1A MBP MCI1R
MDH2 MET METTL2B MICAL2
MKLN1 MNX1 MRPL44 MRPS11
MRPS15 MT1F MYO1C N36928
N51370 NAV2 NCAPG NCK2
NDC80 NDUFA13 NDUFA3 NEDDA4L
NLK NME1 NME4 NRF1
NRSN2 NSUNS5 NT5DC3 NTHL1
NUP62 OAZ2 OGFOD1 OGFR
OIP5 ORAI2 OvVOL3 PANX1
PARDGA PCBD1 PCDHGC3 PCSK1N
PEG3 PEX6 PFDNG6 PGK1
PHC2 PIGB PIP5K1C PKMYT1
PLEKHO2 PLK1 PLP1 PLXNA1
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PLXNB3 PML POLG POLR2I
POM121C PON2 POU4F1 PPCDC
PPIAL PPIB PPM1J PPP2R1A
PPP2R4 PRKD3 PRR14 PSCD2
PSMB2 PSMB3 PSMC4 PSMD8
PTTG1 QDPR RAB17 RAB27A
RAB5C RABGA RABL14 RAD23A
RARA RASGRF1 RASSF1 RBM10
RCC1 REPIN1 REXANK RGS12
RHOBTB1 RHOQ RNASE4 RNASEHZ2A
RNF19B RP11-336K24.9 RPP25 RRAGD
RUNX3 RUVBL2 S100A1 SAMHD1
SCAMP2 SDF2L1 SDF4 SEMA4C
SEMASA SERP1 SERPINAS SFXN3
SHCBP1 SHFM1 SHROOM2 SIVAl
SLC2A14 SLC35A2 SLC43A3 SLCG6AS8
SLC7AS5 SMARCA4 SMARCD3 SMN1
SMURF1 SNRPb SNTB1 SNX1
SOX4 SPG21 SPON2 SPR
ST20 ST3GALS STMN1 STOML1
STRN4 SV2A SYNGRS3 SYT11
TBC1D2B TBCB TCEB2 TCF3
TFRC TIMM17B TIMP2 TMED3
TMEF1 TMEM121 TMEM147 TMEM160
TNFRSF21 TNKS TOMM34 TPI1
TRAK2 TRIM2 TSPAN3 TUBB3
TUBG1 TUSC2 TXNL4A TYMS
UBAC1 UBL5 UCK2 USF2
USP11 USP12 VARS VKORC1
VRKS WARS WDR13 WDR61
WFDC1 WIPI1 YKT6 YWHAB
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ZC3H13 ZDHHCY ZFANDG ZKSCANS5
ZMPSTE24 ZNF282 ZNF783 ZNF787
Tabelle 3.1: Gene mit erhdhter Expression in GDS1%/

ABHDS5 ABLIM1 AGA AHNAK?2
Al700518 Al86739 AK021960 AKR1C1
AL050025 ALDH2 ALDH3A2 ALDH9A1
ALDOC ALOX12 ANXA1l AQP1
ARHGAP19 ARHGEF10L ARL5A ARPC5L
ATP2C2 ATP5C1 AU144284 AU15093
AWO084068 BAIAP2 BCR BE965369
BEX4 BF476502 BG546884 BG547855
BLCAP BMP7 BSPRY BTG1
Clorf165 Clorf46 C2orf25 C100rf18
C10orf57 Cllorf2 C18orfl C220rf9
CA12 CCNG2 CCRL1 CD1A
CDBA CDC37L1 CENTD1 CHMP2b
CHP CIRBP CITED2 CLDN1
CLTB CPA4 CPT1B CREG1
CRLF1 CTDSP2 CX3CL1 CYB5A
CYB5R2 CYFIP1 CYP39A1 DCLK1
DDEFL1 DHRS4 DKK2 DLG1
DLX5 DMD DNMBP DSE

EAPP ECHDC3 EFEMP1 EFS
EGLN3 EHD2 EIFAEBP2P ELMO3
EMP2 ENPP2 EPM2AIP1 ERCC5
EREG FABP7 FER1L3 FERMT1
FGF2 FGFR2 FMO5 FRY
FXYD3 FzZD10 GALT GOLSYN
GB111761 GPR177 GRAMD1C GRHL2
GSN GSTA4 GSTT1 H15535
HEBP2 HLF HNRNPM HSPB2
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IL22RA1 IMPA2 IRX4 KCNKY7
KIAAO754 KIAA1128 KIAA1305 KLK1

KRT2 LAMB4 LIMCH1 LOC440434
LOC100128334 LOH11CR2A LRBA LXN
LY6G6C LY75 MAK10 MAL
MANSC1 MAP3K5 MAP3K9 MAP4K5
MAST4 MBOAT2 METTL3 METTL7A
MID1 MLLT3 MORC4 MSMB
MYCL1 N4BP2L1 NAP1L2 NCOA4
NDRG1 NDRG2 NFATC1 NFIB
NISCH NLRP1 NR2C1 PS3AIP1
PAKG6 PALLD PCLO PDLIM1
PERS3 PEX7 PGAP1 PLAGL1
PLEKHG3 PNN POF1B PPA1
PPP1CC PRDM15 PRODH PRPF18
PRSS8 PRSS22 PDS3 PTPRF
RAPGEF4 RAPGEF5 RIOK3 RNF43
RP6-213H19.1 RPL22 RPS28 RTF1
S100A14 SCYL3 SDC1 SDC4
SEMA3F SEPTS8 SERTAD2 SFRS5
SGSM2 SLC25A38 SLC31A2 SMAD1
SMARCA2 SNED1 SOX15 SPATASL1
STARD5 TASP1 TMEM45A TMEMS87A
TMEM168 TNFRSF25 TNK1 TP63
TPD52L1 TSPANG TUBA4A UBE3A
UHRF1BP1L VDR VPS13D VSNL1
WASF3 WDR37 ZBTBS ZFAND1
ZNF268 ZNF273

Tabelle 3.2: Gene mit verminderter Expression in GI31375
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Anschlie3end wurde mit zwei weiteren Studien untehg ob das Gen in Keratinozyten
exprimiert wird. Dadurch konnte gepruft werden,di unterschiedliche Expression in
GDS1375 an der Zellzusammensetzung der verschied&noden liegen kann und zum
Beispiel die Keratinozyten fir die gemessene Exgasverantwortlich sein kdnnen.
Hierfir wurde zunachsbDS1505betrachtet. Der Array zeigt die Expression inigrv

Proben normaler Haut, kultivierter Keratinozytemytivierter Fibroblasten und dem
sogenannten cultured skin substitute®, also kultivierter Haut, die Fibroblasten und
Keratinozyten enthélt (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: GDS1505 des Gens SHFM1

Diese Studie musste im Bezug auf die Studie GDSI#&ehen werden. Bei dort im
Melanom im Vergleich zu normaler Haut hochreguéierGenen spielte GDS1505 eine
untergeordnete Rolle. Wenn sich jedoch in GDS137B aiedrigere Expression des
Gens im Melanom als in der normalen Haut zeigtennk® mit GDS1505 Uberprift
werden, ob diese hohen Expressionswerte in der &tadien dort vorhandenen Kerati-
nozyten liegen oder ob das Gen tatsachlich im Metaniedriger oder gar nicht expri-

miert wird.

Zur weiteren Kontrolle wurdésDS2081 eingesetzt. Diese Studie zeigt den Einfluss
eines Jun-Kinase-Inhibitors auf Keratinozyten. \eédlr die ersten vier Proben die
Expressionsstarke bei unbehandelten Keratinozyaeh miner, vier, 24 und 48 Stunden
zeigen, wurde bei den anderen vier Proben der Joask-Inhibitor SP600125 einge-
setzt und zu den gleichen Zeitpunkten die Genegmesgemessen (siehe Abbildung
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3.3). SP600125 ist ein spezifischer reversibler Abmpetitiver Inhibitor fur die drei

Isoformen der Jun-Kinase. Die Jun-Kinase gehort dan Mitogen-aktivierten-

Proteinkinasen (MAPKS), die unter anderem bei deguRation von Zellproliferation

und -differenzierung beteiligt sind und eine wigetiRolle bei der Signaltransduktion
spielen. Aktiviert wird die Jun-Kinase durch Zyto&j UV-Strahlung, Hitze und osmo-
tischen Schock (Kyriakis et al., 2001; Miodovnikadt, 2011). Allerdings war fur die
Analyse dieser Arbeit die Regulation durch die Bumase unerheblich. Da mit dieser
Studie ebenso wie mit GDS1505 untersucht werddtesob die differentielle Expres-
sion an der unterschiedlichen ZellzusammensetzengPdoben liegen kdnnte, wurde
far laut GDS1375 im Melanom herunterregulierte Gané der linken Seite des Dia-
gramms Uberpruft, ob das Gen in Keratinozyten exjert wird. Wie schon die vorhe-
rige Studie spielte auch GDS2081 fur im Melanomkstdals in normaler Haut expri-

mierte Gene eine untergeordnete Rolle.
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Abbildung 3.3: GDS2081 des Gens SHFM1

Anschlieend wurde anhand von drei weiteren Stud®bBS1989, GDS1965 und
GDS1314) gepruft, ob das Gen eine differentiell@reégsion im Vergleich von Mela-
nozyten und Melanomzellen zeigt. BBDS1989wird, wie in Abbildung 3.4 zu sehen
ist, die unterschiedliche Expression des Gens iGé®&ebeproben dargestellt, die das
ganze Spektrum von normaler Haut Gber benigne tyjisahe Navi,Melanoma in
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situ, vertical-growth-phase (VGP)-Melanome und metastatische Melanome biszhin

Lymphknotenmetastasen abdecken.
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Abbildung 3.4: GDS1989 des Gens SHFM1

Hierbei wurde Uberprift, ob sich eine im Zuge deeldhomprogression veranderte
Genexpression finden lasst. Fur die weitere Analyseden die Gene zugelassen, bei
denen sich eine unterschiedliche Expression zwisdoemaler Haut und bereits entar-
teten Zellen zeigte. Bei den Genen, die in GDS14€iiB Uberexpression im malignen
Melanom zeigten, war dabei wichtig, dass sich dieedenz zu steigender Expression
im Zuge der Melanomentwicklung erkennen liel3, wgkgren bei den Genen, die ge-
mafl GDS1375 im Melanom vermindert exprimiert werdaanch in GDS1989 eine

Herunterregulation des Genes im Verlauf vom Nawus metastasierenden Melanom

zu sehen sein sollte.

Da jedoch die Navusproben auch Keratinozyten etghalnd sich in den Gewebepro-
ben aus normaler Haut sowohl Keratinozyten als &iilsfoblasten befinden, wurde zur
Kontrolle GDS1965betrachtet. Diese Studie zeigt die Expressiongprebn normalen
Melanozyten, primaren Melanomzellen und metastasden Melanomzellen (siehe
Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: GDS1965 des Gens SHFM1

Wichtig fur die weitere Untersuchung waren die Géye denen sich die Expressions-
starke des Gens in den normalen Melanozyten vonndetelanomzellen unterschied.
AulRerdem konnten die beiden Studien direkt mitedeanverglichen werden, da in
beiden Studien die Genexpression in Proben vongsemMelanomzellen und bereits
metastasierten Melanomzellen gezeigt wird, wobeden Diagrammen von GDS1989
drei Zelllinien und 15 Gewebeproben zu sehen smdl mit der Studie GDS1965 acht

Zelllinien untersucht wurden.

Die StudieGDS1314 zeigt die Expressionsprofile von fiunf Melanomaeiédn: Mel
Juso, 607B, Skmel 28, A375 und 518A2 (siehe Abloitd8.6).
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Abbildung 3.6: GDS1314 des Gens SHFM1
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Bei dieser Studie wurde Uberprift, ob das jeweildgn in diesen Melanomzelllinien
exprimiert wird. Bei den Genen, bei denen GDS137b elochregulation im Melanom
gezeigt hatte, sollten sich auch hier positive Egpionswerte finden. Im Gegensatz
dazu war eine hohe Expressionsstarke bei Genergetiéi3d GDS1375 im Melanom
niedrig oder gar nicht exprimiert werden, ein Kiten, diese Gene aus der weiteren

Analyse auszuschliel3en.

Als letztes Kriterium kanGDS1761zum Einsatz. Damit sollte nachgepruft werden, ob
das Gen spezifisch in der Melanomentstehung reguwlied. Die Diagramme zeigen,
wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, Proben aus 6lliZien der sogenannten NCI60
(National Cancer Institute, USA) (Shoemaker, 2006), die aus Tumoren verschiedenste
Gewebe und Organe stammen und haufig in der Fangchls Modelle fir neoplasti-
sche Erkrankungen dienen. Anhand dieser Array$ $dls erkennen, ob das jeweilige
Gen speziell im Melanom exprimiert wird oder obzesn Beispiel grundsatzlich in

malignen entarteten Geweben hoch- oder heruntdieegst.
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Abbildung 3.7: GDS1761 des Gens SHFM1

Diese Studie war fir die weitere Arbeit keine Audsgssdiagnose. Es konnte allerdings

z.T. bestatigt werden, dass das Gen im Melanomar&texprimiert wird.

Das folgende Flussdiagramm (Abbildung 3.8) gibteairkurzen Uberblick Uber das

Vorgehen bei der Analyse der sieben Studien:
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Nach Analyse dieser sieben Studien lieRen 141 Geheine Korrelation mit der Mela-
nomentstehung oder -progression schlieRen, dav8nGedne, die in GDS1375 eine
Uberexpression im Melanom zeigten, und 28 Gene,dbaen diese Studie auf eine
verminderte Expression im malignen Melanom schhelie? (siehe Tabelle 3.3 und
Tabelle 3.4):

ABHD2 ACTN1 ADCY2 ADIPOR2
AKTI1 ANP32A AP1S2 BRD9
BSG C19o0rf28 CBFB CCDC92
CCT3 CCT5 CDGIcA-T CDK2
CEP55 CHDA4 CHST11 CHSTG6
COL18A1 COMMD4 COPE CPSF4
CRTC3 CSK CYBA DAMM2
DDIT4 DYNC1H1 DYNC1LI2 EIF2AK1
ENO2 ETFA FAM96B FARP1
FLNA FOXD1 GDI1 GINS2
GPR153 GPX1 HCN2 HEXA
HSPH1 HYOU1 IF116 IL16
IMP3 ITGA3 ITPKB ITPR3
KCNN2 KIAA0265 KIT LARP1
LASS2 LOXL1 LRFN4 LSM4
LYPLA3 LYST MAT1A MBP
MC1R MDH2 MET MICAL2
MNX1 MYO1C NAV2 OVOL3
PCDHGC3 PCSKI1N PLEKHO?2 PLXNA1
POLG POM121C PPCDC PPIAL
PPIB PPM1J QDPR RAB27A
REPIN1 RPP25 RUNX3 SCAMP2
SEMA4C SEMASA SFXN3 SHFM1
SLC6AS8 SLC7AS5 SMARCD3 SOX4
ST3GALS SV2A TBC1D2B TBCB
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TCEB2 TMED3 TMEM147 TNFRSF21
TSPAN3 TXNL4A TYMS UBLS
USP11 WARS WFDC1 WIPI1
ZKSCAN5

Tabelle 3.3: 113 Gene, bei denen gemal der analyga Studien eine Uberexpression im malignen

Melanom vorliegt

ABLIM1 AKR1C1 ALDH2 ALDH3A2
AQP1 BMP7 BSPRY Clorf46
CAl12 CYP39A1 FZD10 HLF
IRX4 KCNKY KIAA1305 KRT2
LY6G6C MAL MAST4 NFIB
POF1B RP6-213H19.1 S100A14 SCD1
SOX15 TMEM45A TP63 TUBA4A

Tabelle 3.4: 28 Gene, bei denen gemalf der analyser Studien eine verminderte Expression im
malignen Melanom vorliegt

Fur die weitere molekularbiologische Untersuchungrden schlie3lich vier Gene
ausgewahlt, bei denen die zugrunde liegenden Studieeine Regulation im malignen
Melanom schlie3en lieRen. Diese vier Gene sind KZNRotassium intermedia-
te/small conductance calcium-activated channel, subfamily N, member 2), SHFM1
(Split hand/foot malformation Type 1), PLXNAPIexin Al) und FOXD1 Forkhead
box D1). Alle vier Gene werden gemal3 der Datenlage imgneh Melanom verstarkt
exprimiert, was anschlie3end im Labor mit molekbilaliogischen Methoden tberprift

wurde.

Diagramme der vier ndher untersuchten Gene:

Im Folgenden werden nun die Diagramme der vier@auéglten Gene gezeigt.

GDS1375

In den Diagrammen des Arrays GDS1375 finden siareile sieben Proben normaler

Haut, 18 Proben von benignen Navi und 45 ProberZallnien des malignen Mela-
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noms. Anhand der Expressionsstérke lasst sich eekerob das Gen eine differentielle
Expression zwischen Navi und Melanom bzw. zwisddant und Navi aufweist.

Unter den Diagrammen der Internetdatenbank befisidét jeweils eine grafische Dar-
stellung, in der die Werte der Studie zu Haut, Mauad Melanom zusammengefasst
wurden. Hierbei wurden nur die Werte der roten Balkn den Internetschaubildern
berticksichtigt. Aus diesen Diagrammen wurden nigéhdes GraphPad Prism Pro-
gramms die Signifikanzunterschiede zwischen HadtNévus, Haut und Melanom und
Navus und Melanom mittels des Mann-Whitney-Testd des Kruskal-Wallis-Tests
ermittelt (Bortz et al., 2008). Zur Veranschaulingudes Signifikanzniveaus wurden
geman folgender Ubereinkunft Sternchen (*) eingefiigternchen (*): 0,05>p>0,01; 2
Sternchen (**): 0,01>p>0,001; 3 Sternchen (***)001>p>0,0001; 4 Sternchen (****):
p<0,0001. Da zwischen verschiedenen Werten dieiftkignzen berechnet und einge-
tragen wurden, wurde folgende Kennzeichnung vongenen: a) Haut vs. Navus; b)

Haut vs. Melanom; ¢) Navus vs. Melanom.
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e P o o Rt e 75

1000

500 | I I |-z

disease state normal b

erich nevi malignant melanoma.

= (single channel) count

= percentile rank within the sample
value with Detection Call = ABSENT
rank with Detection Call = ABSENT

Abbildung 3.9.1: GDS1375 des Gens KCNN2
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Abbildung 3.9.2: GDS 1375 des Gens KCNNS: Mittelwée und Standardabweichung
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GDS 1375 des Gens FOXD1: Mittelwt und Standardabweichung

Abbildung 3.13.2



In diesen Diagrammen des GDS1375 fand sich zwisétart und Navus bei keinem
der Gene ein signifikanter Unterschied in der Haélee Expressionsstarke (p-Wert
zwischen 0,10 und 0,18). Das Signifikanzniveau zine® Haut und Melanom konnte
fur KCNN2 und FOXD1 aufgrund der zu geringen Wenrieht berechnet werden, fur
PLXNAL1 und SHFM1 ergaben sich jedoch deutlich digante Unterschiede (p-Wert
PLXNA1 p=0,0004 bzw. p<0,0001 und p-Wert SHFM1 ®B806). Zwischen Navus
und Melanom zeigte sich fir alle Gene ein deutinifikanter Unterschied (p-Wert
KCNN2 p<0,0001; SHFM1 p<0,0001; PLXNA1 p<0,0001 bzw=0,0004; FOXD1
p<0,0001).

GDS1505

Mit den Diagrammen der Studie GDS1505 wurde untdtswb das Gen in Keratinozy-
ten exprimiert wird. So konnte gepruft werden, ab uhterschiedliche Expression an
der Zellzusammensetzung der verschiedenen Probgenlikann und zum Beispiel die
Keratinozyten fur die gemessene Expression veratitefo sein konnen. Der Array
zeigt die Genexpression in je vier Proben normglaut, kultivierter Keratinozyten,
kultivierter Fibroblasten und dem sogenannteudtyred skin substitute®, also kultivier-
ter Haut, die Fibroblasten und Keratinozyten enth#&lich fir diese Studie wurden die
einzelnen Werte der untersuchten Zellarten wiedeginem Schaubild zusammenge-
fasst und mittels Mann-Whitney- und Kruskal-Walliest die Signifikanzunterschiede
berechnet. Jedoch war die Signifikanz hinsichtldieses Array-Experiments nicht
aussagekraftig, da mithilfe von GDS1505 lediglidtefpruft werden sollte, ob sich eine

Expression des jeweiligen Gens in den analysid?teben finden liel3.
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Abbildung 3.14.1: GDS1505 des Gens KCNN2  xppiqing 3.14.2: GDS1505 des Gens KCNN2:

Mittelwerte und Standardabweichung

Gemal des Mann-Whitney-Tests finden sich fir KCNN2 zwischen Haut und dem
cultured skin substitute, zwischen Haut und den kultivierten Fibroblasted awischen
Haut und den kultivierten Keratinozyten signifikanExpressionsunterschiede. Die
Hohe der Expression zwischen deuattured skin substitute und den Fibroblasten bzw.
Kerationozyten ist ebenso wenig wie zwischen Filastien und Keratinozyten signifi-
kant unterschiedlich. KCNN2 war in allen vier ustgchten Proben vorhanden (siehe
Abbildung 3.14.2).
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Abbildung 3.15.1: GDS1505 des Gens SHFM1

Abbildung 3.15.2: GDS1505 des Gens SHFM1:
Mittelwerte und Standardabweichung

Fur das Gen SHFM1 (siehe Abbildung 3.15.2) zeigem féir keine der Gruppen signi-
fikante Expressionsunterschiede im Mann-Whitneyd Hinuskal-Wallis-Test, das Gen
war jedoch ebenso wie KCNNZ2 in allen Gruppen vodesn
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Abbildung 3.16.2: GDS1505 des Gens PLXNA1:
Mittelwerte und Standardabweichung

Bei diesem Diagramm des Gens PLXNA1l (Sonde: 221&37(Abbildung 3.16.2)
ergibt sich im Kruskal-Wallis-Test, der die einzainBalken untereinander auf Signifi-

kanz hin Uberpraft, nur fur die Expressionsstankesehen Haut und kultivierten Kera-

tinozyten ein signifikanter Unterschied. Eine Exgsien des Gens konnte in allen unter-

suchten Gruppen bestétigt werden.
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Abbildung 3.17.1: GDS1505 des Gens PLXNA1: (Sonde
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Abbildung 3.17.2: GDS1505 des Gens PLXNA1;
Mittelwerte und Standardabweichung

Auch hier (Abbildung 3.17.2) (Sonde 221538 _s_aijytzgich im Mann-Whitney- und

Kruskal-Wallis-Test nur zwischen Haut und kultivesr Keratinozyten ein signifikanter

Unterschied in der Hohe der Expression des GensNALX welches in allen Proben

vorhanden ist.
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Abblldung 3.18.1: GDS1505 des Gens FOXD1: (Sonde Abblldung 3.18.2: GDS1505 des Gens FOXD1:
206307_s_at) Mittelwerte und Standardabweichung

cell type

individual

Fur dieses Diagramm (Abbildung 3.18.2) des Gens BODXSonde: 206307_s_at)
ergeben sich im Mann-Whitney-Test jewelils signifiteaUnterschiede fiir die Ho6he der
Expressionsstarke zwischen Haut und allen andam@reR und zwischeaultured skin
substitute und Fibroblasten bzw. Keratinozyten. Nur fur digféenz zwischen kulti-
vierten Fibroblasten und Keratinozyten zeigt sieink Signifikanz. Im Kruskal-Wallis-
Test dagegen sind nur die Werte zwischen Haut witdvierten Fibroblasten und zwi-

schen Haut und kultivierten Keratinozyten signifikanterschiedlich.
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Abblldung 3.19.1: GDS1505 des Gens FOXD1: (Sonde Abblldung 3.19.2: GDS1505 des Gens FOXD1:
213972_at) Mittelwerte und Standardabweichung

Das zweite Diagramm des Gens FOXD1 (Abbildung 2)185onde 213972_at) zeigt
im Mann-Whitney-Test signifikante Unterschiede zskisn Haut und den drei anderen
Proben, wohingegen der Vergleich zwischen den andBroben untereinander keine
signifikanten Unterschiede bringt. Mittels Kruské&llis-Test findet sich nur fir die

Expressionsstarke des Gens in Haut vs. kultivieRnoblasten ein signifikanter Un-

terschied.
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GDS2081

Mit der Studie GDS2081 wurde ebenso wie mit GDS180tersucht, ob die differen-
tielle Expression an der unterschiedlichen Zellmus@&nsetzung der Proben liegen
kénnte. Hierflir wurde vor allem die linke Seite déiagramms (,ntreated*) betrach-
tet. Diese zeigt in vier Proben die Expressionkstédles Gens in unbehandelten Kerati-
nozyten nach einer, vier, 24 und 48 Stunden. Dieije vier Proben wurden in einem
Schaubild zusammengefasst und die Expressionsohtede zwischen den unbehan-
delten Keratinozyten und den mit dem Jun-Kinasebitdr behandelten Keratinozyten
mittels des Mann-Whitney-Tests auf Signifikanz kimerprift, wobei sich bei beiden
Genen (SHFM1 und FOXD1) kein signifikanter Unteiedrzeigte (jeweils p>0,99).
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GDS1989

In den Diagrammen der Studie GDS1989 wird die woteedliche Expression des

Gens im Zuge der Melanomprogression dargesteldridgi finden sich je eine Probe

aus der Kultur von epidermalen Melanozyten, epidéem Keratinozyten und des

metastasierenden Melanoms. In 15 Gewebeprobennfisd Biopsien von normaler

Haut Uber benigne und atypische NaMglanoma in situ, vertical-growth-phase-

Melanome und metastasierte Melanome bis hin zu Inkmptenmetastasen. Mithilfe

dieser Studie wurde Uberpruft, ob sich eine im ZdgeMelanomprogression verander-

te Genexpression finden lasst.
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Abbildung 3.24: GDS1989 des Gens PLXNA1 (Sonde 2215 at)
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Abbildung 3.25: GDS1989 des Gens PLXNAL (Sonde 23% s_at)
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GDS1965

Die Studie GDS1965 zeigt die Expressionsprofile mormalen Melanozyten, priméren

Melanomzellen und metastasierenden Melanomzellén.die weitere Untersuchung

wichtig waren die Gene, bei denen sich die Expoessitdrke des Gens in den normalen

Melanozyten von der in Melanomzellen unterschiedb@&h den Internetdiagrammen

befindet sich jeweils ein Schaubild, in dem die Weates Melanoms und die der Mela-

nozyten zusammengefasst wurden. Bei SHFM1 und eibgagramm des Gens
PLXNA1 (Abbildung 3.29.2) fanden sich nicht sigkdinte Unterschiede zwischen
Melanom- und Melanozytenzelllinien (jeweils p=0,6Bjir die Gene KCNN2, FOXD1
und ein Diagramm des Gens PLXNAL (Abbildung 3.30i@} sich aufgrund der zu

geringen Anzahl an verwertbaren Werten keine Siganiiz berechnen.
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Abbildung 3.27.1: GDS1965 des Gens KCNN2
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Abbildung 3.28.1: GDS1965 des Gens SHFM1
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GDS1314

In den Diagrammen der Studie GDS1314 sind die Bsmwasprofile von funf Mela-

nomzelllinien zu sehen: Mel Juso, 607B, Skmel 28/Aund 518A2.
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Abbildung 3.32: GDS1314 des Gens KCNN2
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Abbildung 3.34: GDS1314 des Gens PLXNAL:

(Sonde 221537_at)
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Abbildung 3.36: GDS1314 des Gens FOXD1
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Abbildung 33: GDS1314 des Gens SHFM1
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GDS1761

Mit der Studie GDS1761 konnte geprift werden, ob @an spezifisch in der Melano-

mentstehung reguliert wird. Wie bereits beschrielzeigen die Diagramme Proben aus
60 Zelllinien der sogenannten NCI6Bational Cancer Institute, USA) (Shoemaker,

2006), die aus Tumoren verschiedenster Gewebe ugdn® stammen und haufig in

der Forschung als Modelle fir neoplastische Erknagkn dienen. Anhand dieser

Arrays lasst sich erkennen, ob das jeweilige Gezisfl im Melanom exprimiert wird

oder ob es zum Beispiel grundsatzlich in malignataeten Geweben hoch- oder

herunterreguliert ist.
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Abbildung 3.37: GDS1761 des Gens SHFM1
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Abbildung 3.38: GDS1781 des Gens PLXNA1
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3.2  Molekularbiologische Uberpriifung der Genexpresion ausgewéhlter Gene

Zunachst erfolgte die Primeretablierung zum Nacbkwder Genexpression von
KCNN2, SHFM1, PLXNA1 und FOXD1 mittels quantitativ&T-PCR Real-Time
Polymerase Chain Reaction) und anschliel3ender Gelelektrophorese. Trotz eighler
Laufe mit unterschiedlich eingestellten Denatumgst/ Annealing-/ Amplifikations-
und Messtemperaturen und der Verwendung mehreirmeRraare liel3 sich FOXD1 an
Melanomzellen nicht etablieren, so dass dieses v&ender weiteren Analyse ausge-
schlossen wurde.

AnschlieRend wurde per PCR die Konzentration der @ene in den Zelllinien Mel Ei,
Mel Wei, Mel Juso und Mel Ho (Primartumor) und iendZelllinien Sk Mel 28, HTZ
19, Mel Im und Mel Ju von Metastasen gemessen.SAdsmdard wurde hierbei das
»housekeeping gene” 3-Aktin benutzt. Die gemessenen mRNA-Konzentraio wurden
jeweils ins Verhéaltnis der Konzentration von gesmdvelanozyten, einer NHEM-
Probe (normale humane epidermale Melanozyten) gfede$ wurden fir jedes Gen
zwei Laufe durchgefuhrt.

Im Folgenden wird zun&chst ein Diagramm der Mitexte derLight-Cycler-Laufe
gezeigt. Bei den Laufen mit Proben von Zellliniearde hierbei die Probe NHEM P6
gleich 1 gesetzt und die Expressionsstarken der mB& anderen Zelllinien dazu ins
Verhéltnis gesetzt. Nach diesen Diagrammen folgejks ein weiteres Diagramm, in
dem die drei Proben der normalen humanen epidennMaétanozyten, die vier Proben
von Zelllinien des Melanom-Primartumors und vieolan von Zelllinien von Mela-
nom-Metastasen zusammengefasst und Signifikanzeschieet wurden. Die hierbei
getroffene Veranschaulichung mittels Sterncheneftdspricht der oben aufgefuhrten.
Folgende Kennzeichnung wurde getroffen: a) NHEM Rismartumor; b) NHEM vs.
Metastase; c) Primartumor vs. Metastase. Bei demeGeproben wurden die verschie-
denen Werte in Relation zu einer Probe aus norrktdat (Probe Nr. 30) gesetzt.

Ergebnisse der Laufe delLight-Cycler-PCR:
Das folgende Diagramm (Abbildung 3.40.1) zeigt dlarchschnittiche mRNA-
Expressionsstarke des Gens KCNN2 in den ZelllimerBezug auf NHEM P6. Die

NHEM P7-Linie wurde aufgrund zu niedriger Werte des Berechnung weggelassen.
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Abbildung 3.40.1: Expression des Gens KCNN2 in Zdihien (ermittelt durch qRT-PCR): Mittel-
werte und Standardabweichung

Das folgende Diagramm (Abbildung 3.40.2) fasst jesvaie drei Proben der normalen
humanen epidermalen Melanozyten (NHEM P6, P7 undd® vier Proben von Zellli-
nien des Melanom-Primartumors (Mel Ei, Mel Wei, Meiso und Mel Ho) und vier
Proben von Zelllinien von Melanom-Metastasen (SK B& HTZ 19, Mel Im, Mel Ju)
zusammen. Dadurch lasst sich deutlicher erkennlerdas Gen spezifisch zwischen
normalen Melanozyten, Priméartumor oder Metastasguliert wird. Wie aus dem
Diagramm hervorgeht, wird KCNN2 im Primartumor inefgleich zu normalen Mela-
nozyten nur minimal starker exprimiert (p=0,90).dan Metastasenzelllinien ist die
durchschnittliche Expressionsstarke sogar nochrigiedals in den NHEMs. Auch hier
ist der Unterschied nicht signifikant (p=0,10).

1.5- KCNN2

—
.

0.5

relative Expresionsstarke
im Bezug auf NHEM P6

0.0

NHéM Primall'tumor Metastase

Abbildung 3.40.2: Expression des Gens KCNN2 in Zdithien (ermittelt durch gRT-PCR): Zusam-
menfassung zu NHEM, Primartumor und Metastasen: Mitelwerte und Standardabweichung
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Die Abbildung 3.41.1 zeigt die durchschnittliche NRExpressionsstarke des Gens
SHFML1 in den Zelllinien NHEM P9, Mel Ei, Mel Wei, &l Juso, Mel Ho, Sk Mel 28,

HTZ 19, Mel Im und Mel Ju im Bezug auf die mRNA-E&psionsstarke in NHEM P6.

Hier wurden die Werte von NHEM P7 ebenfalls wiedes der Berechnung ausge-
schlossen.
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Abbildung 3.41.1: Expression des Gens SHFM1 in Zdilhien (ermittelt durch gRT-PCR): Mittel-
werte und Standardabweichung

Auch flr diese Laufe des Gens SHFM1 wurden diedlfittrte der normalen humanen
epidermalen Melanozyten, der Zelllinien des Prinnédrs und der Metastasenzelllinien
zusammengefasst (siehe Abbildung 3.41.2), um emdlidhere Aussage Uber die
Expression des Gens treffen zu kdnnen. Hierbeitaeigich keine signifikanten Ex-
pressionsunterschiede (p-Wert NHEM vs. Primartupw0,26; NHEM vs. Metastase
p=0,43; Primartumor vs. Metastase p=0,23).

SHFM1

im Bezug auf NHEM P6

0.5

relative Expresionsstirke

NHEM

Abbildung 3.41.2: Expression des Gens SHFM1 in Zdilhien (ermittelt durch gRT-PCR): Zusam-
menfassung zu NHEM, Primartumor und Metastasen: Mitelwerte und Standardabweichung
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Ebenso wie bei KCNN2 und SHFM1 wurde auch bei PLXNAie mRNA-
Expressionsstarke in den Zelllinien NHEM P7, NHEB! Mel Ei, Mel Wei, Mel Juso,
Mel Ho, Sk Mel 28, HTZ 19, Mel Im und Mel Ju im Bey auf die mRNA-Expression
in NHEM P6 gemessen.

Abbildung 3.42.1
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: Expression des Gens PLXNAL1 in Ziihien (ermittelt durch qRT-PCR): Mittel-
werte und Standardabweichung

NA1l wurden die einzelnen Zelllinien zmsmengefasst (Abbildung

3.42.2). Hierbei zeigt sich eine deutlich (p=0,088here Expressionsstarke des Gens in

den normalen

humanen epidermalen Melanozyten inglgieh zu den Zelllinien von

Primartumor. Zwischen den NHEM-Proben und den Masanzelllinien findet sich

ebenfalls ein si

relative Expresionsstarke
im Bezug auf NHEM P6

Abbildung 3.42.

sammenfassung

gnifikanter Expressionsuntersckyed,008).

PLXNA1

b **
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0.0
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2: Expression des Gens PLXNAL in Ziéhien (ermittelt durch gqRT-PCR): Zu-
zu NHEM, Primartumor und MetastasenMittelwerte und Standardabweichung
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Aufgrund dieser deutlich niedrigeren Expressiond&NA von PLXNAL in den Zell-
linien wurde anschlielRend die Expression des Gernk3i Gewebeproben untersucht.
Auch hierbei wurden Proben aus normaler Haut nob®n aus primarem Tumorgewe-

be und mit Proben aus Metastasen verglichen (giebédung 3.43.1).

PLXNA1 - Gewebe

g T Nr. 2/3/62/70/16/78 Primartumor
é : - Nr. 4/5: Metastase (Lymphknoten)
58 1] Nr. 35/80: Metastase (Haut)

:%é “ Nr. 31: Metastase (Lunge)
%é : - Nr. 30/33: normale Haut
il

R T R S S S I
é"ﬁ ‘\‘." &« ‘\,\.“’ \\‘j\ ‘\‘." \\"’\ & e‘."’ & ‘\,\." é‘."’

Abbildung 3.43.1: Expression des Gens PLXNAL im Gesbe
(ermittelt durch gRT-PCR): Mittelwerte und Standard ab-
weichung

Im Gegensatz zu den Zelllinien weist PLXNA1 bei deéawebeproben eine hbhere
Genexpression in den Proben des Primartumors a&elie(sAbbildung 3.43.2). Das
mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelte Signifikangeau zeigt dennoch keine signifi-
kanten Expressionsunterschiede zwischen normalet tiad Primartumor (p=0,158)

oder Metastasen (p=0,823) oder zwischen PrimartumdMetastasen (p=0,095).

PLXNA1 - Gewebe

relative Expresionsstarke
im Bezug auf normale Haut (Probe Nr. 30)

T T
normale Haut Primértumor Metastase

Abbildung 3.43.2: Expression des Gens PLXNA1 im Gesbe (ermittelt durch gRT-PCR): Zusam-
menfassung zu normaler Haut, Primértumor und Metasasen: Mittelwerte und Standardabwei-
chung
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
3.3.1 KCNN2

Dieses Gen liel3 aufgrund der Datenlage der Int@atenbank GEO Profiles auf eine
positive Korrelation bei der Entstehung des maligiMelanoms schlie3en. Bereits in
GDS1375 liel3 sich eine deutlich h6here Expressem@ens im malignen Melanom als
in normaler Haut oder benignen Naviproben erkenbén Studie GDS1505 zeigte eine
etwas hohere Expression des Gens in den Probemod®alen Haut, wahrend die Ex-
pressionsstarke in den Proben der kultivierten #evayten, kultivierten Fibroblasten
und dem sogenanntenultured skin substitute” im Durchschnitt &hnlich hoch war. Wie
bereits erwahnt, spielte diese Studie fur KCNN2D@udnur eine untergeordnete Rolle,
da mit ihr vor allem bei niedrig exprimierten Genilperprift werden sollte, ob die
erhohte Expression in der Haut in GDS1375 an desteldung und den Zellbestandtei-
len der Proben liegen kann. Aufgrund der verstarkixpression im Melanom in
GDS1375 war diese Uberpriifung fiir KCNN2 daher nighbedingt nétig. Das Dia-
gramm der Studie GDS1989 zeigte vor allem in spatebtadien des Melanom-
wachstums erhohte Werte: besonders in den Probgrnvettikalen Wachstums, der
Metastasierungsphase und in den Lymphknotenmegaistasinten hohe Expressions-
starken gemessen werden. Die erhthte ExpressiBrsigh mit der Studie GDS1965
bestéatigen, auch hier fanden sich erhdhte Wertraten des malignen Melanoms im
Gegensatz zu normalen Melanozyten. Da die Balkerr déelanozyten-
Expressionsstarke im Internetdiagramm rosafarbed, ssomit den Statusahsent"
tragen und daher in dieser Arbeit aul3er Acht gelasgurden, liel3 sich keine Signifi-
kanz zwischen Melanom und Melanozyten berechnerchB®lbst bei Einbeziehung
dieser Balken fallt ein deutlicher Expressionsustibied zwischen den beiden Gruppen
auf. Im Diagramm der Studie GDS1314 zeigte sicle &mpression des Gens in den
Zelllinien Mel Juso, 607B und Sk Mel 28. Diese $¢udar kein Ausschlusskriterium,
aber es konnte Uberprift werden, ob das Gen iruligslllinien exprimiert wird.

Die Studienlage wies das Gen KCNN2 als ein im Mefarméher exprimiertes Gen aus.
Diese erhdhte Expression konnte mithilfe molekutddgischer Methoden in der an-
schlieBenden Laboruntersuchung jedoch nicht gruplds@ bestatigt werden. Die
durchschnittichen mRNA-Expressionswerte von Prion@éor- und Metastasenzellli-
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nien unterschieden sich nicht signifikant von deaBW-Linien. Allerdings konnte bei
einigen Zelllinien fur sich genommen durchaus egmifikanter Unterschied gefunden
werden. Die Primartumorzelllinie Mel Ei zum Beidpl@at einen Expressionswert von
1,682, wahrend die Metastasenzelllinie HTZ19 nuedtxpression von 0,215 in Rela-
tion zu der NHEM P6-Linie aufweist. Mdglicherweiserd das Gen also nur in be-
stimmten Zelllinien spezifisch reguliert. Fur diedberlegungen lasst sich die Studie
GDS1314 heranziehen. Wie bereits beschrieben, winrdeesem Arrayexperiment die
Expression von KCNN2 in funf Zelllinien gemessemez der funf Zelllinien, Mel Juso
und Sk Mel 28, wurden auch bei der eigenen Ubeupgiim Labor mittels RT-PCR
verwendet. Im Diagramm dieser Studie konnte einpré&ssion des Gens in beiden
Zelllinien nachgewiesen werden. Bei den eigeneretdnthungen mittels PCR fand
sich ebenfalls eine Genexpression in diesen begidhinien, allerdings war diese
Expression mit Werten von 0,99 bzw. 0,96 relativ AHEM P6-Expression nicht
deutlich von dieser verschieden.

3.3.2 SHFM1

In der Studie GDS1375 zeigte sich auch fur SHFME signifikant hdhere Expression
des Gens im malignen Melanom als in normaler Hanat benignen Navi. Das Gen
wurde also fur die weitere Analyse als im Melanoohdr exprimiert betrachtet. Daher
war auch fur SHFM1 die Untersuchung mittels GDS1608 GDS2081 von unterge-
ordneter Bedeutung. In beiden Diagrammen zeigtem aufRerdem keine signifikanten
Unterschiede in den untersuchten Proben. Im Diagraler Studie GDS1989 liel3 sich
bereits in den Zellkulturproben eine deutlich erieGExpression im metastasierten
Melanom im Vergleich zu Melanozyten- und Keratinenkultur erkennen. In den

Gewebeproben, die die verschiedenen Progressidmsstion normaler Haut Uber

benignen und atypischen Navideglanoma in situ, Melanom in vertikaler und metasta-
tischer Wachstumsphase bis hin zu Lymphknotennastastwiderspiegeln, fand sich
eine Tendenz zu héheren Werten im Laufe der Turogrpssion. Allerdings ist dies

kein kontinuierlicher Anstieg der Expression, sandes finden sich dazwischen auch
immer wieder kleinere Gruppen mit niedrigeren Esprenswerten, zum Beispiel bei
den beiden Proben aus der Metastasierungsphasklalaaoms. Obwohl die Studie

GDS1375 eine signifikant hohere Expression im Metarzeigte und auch GDS1989
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auf eine hohere Expression von SHFM1 im Verlaufdenorprogression hinwies, liel3
sich mittels GDS1965 kein deutlicher Unterschiedseiven Melanozyten- und Mela-
nomzelllinien feststellen (p=0,64). In GDS1314 Is&éh jedoch in allen flinf untersuch-
ten Melanomzelllinien eine starke Expression vorFBH nachweisen. In der letzten
analysierten Studie, GDS1761, werden verschiedemsoiientitaten miteinander ver-
glichen. Hierbei fanden sich im Melanom sowie iniggen anderen Tumoren positive
Expressionswerte. Die hdochste Expression zeigteisicen Brustkrebszelllinien. Wie

weiter unten beschrieben, ist bereits eine Assonater erhohten SHFM1-Expression
mit dem Auftreten des Mamma-Carcinoms bekannt.

Mit Ausnahme der Studie GDS1965 fanden sich imadliealysierten Studien deutliche
Hinweise auf eine erhdhte Expression des Gens SHRMMlelanom. Dies liel3 sich in

der folgenden molekularbiologischen Untersuchungrdihgs nicht bestatigen. Es
zeigte sich zwar eine geringfuigig hohere Expressiahen Metastasen als in Primartu-
mor und normalen Melanozyten; dieser Unterschiedj@doch nicht signifikant.

3.3.3 PLXNA1l

Ebenso wie bei KCNN2 und SHFML1 zeigte sich auchPFie{NA1 aufgrund der Inter-
netdaten von GEO Profiles eine hthere Genexpregsidvielanom. In der ersten Stu-
die GDS1375 fand sich bereits eine signifikant méhExpression des Gens in den
Zelllinien des malignen Melanoms im Gegensatz zu delllinien von normaler Haut
und von benignen Navi. In GDS1505 zeigte sich ten@d eine etwas hohere Ge-
nexpression des Gens in den Proben der kultivig¢gratinozyten. Wie schon bei den
beiden anderen Genen spielte die Analyse diesatieSjadoch eine untergeordnete
Rolle, da das Gen gemal GDS1375 in der Haut nexdeixgprimiert wird als im malig-
nen Melanom. Fir GDS1989 liel3en sich zwei Expertmenit verschiedenen Sonden
finden: Das erste Diagramm zeigte eine erhdhte Geassion vor allem in der Probe
der epidermalen Melanozytenzellkultur und in destd@rder Zellen eines metastasierten
Melanoms. Wéhrend sich in den Biopsieproben eiresgbnen und eines atypischen
Navus eine geringe Expressionsstarke fand, stiegedin Proben aus Biopsien des
vertikal wachsenden Melanoms und des metastasemeli@lanoms auf zum Teil das
Doppelte an. Das zweite vorhandene Diagramm delé&BDS1989 konnte dies besta-

tigen. Auch hier zeigten sich deutlich erhohte Weter Genexpression in Biopsiepro-
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ben aus vertikal wachsendem und metastasierendelande im Vergleich zu be-
nignen und atypischen Navusproben. Allerdingsdiel Genexpression im Verlauf der
Tumorprogression danach auch wieder ab. Auch féirSdudie GDS1965 fanden sich
aufgrund von zwei verwendeten Sonden zwei Diagranid@s erste Diagramm der
Studie GDS1965 wies fur das Gen PLXNAL in drei wachs Proben des Melanoms
hohere Expressionswerte als in den normalen Melaenzuf. Im zweiten Diagramm
liel3 sich das in zwei Proben erkennen. Die statisé Auswertung ergab jedoch keine
signifikanten Unterschiede bei den Mittelwerten deiden Gruppen. Fir die Studie
GDS1314 fanden sich erneut zwei Diagramme in déerieank. In den finf dort analy-
sierten Zelllinien war PLXNAL1 in allen bzw. in drgelllinien exprimiert. In der Studie
GDS1761 sieht man die Genexpression in zehn vedehen Tumorentitaten. Hierbel
zeigten sich fur das Gen PLXNAL erhohte Expressiente in Zelllinien aus Brust-
krebs, Kolontumoren, Leukamie, Melanom, Ovarial-duNierentumor. Allerdings
waren bei diesen Tumoren nie alle untersuchtenizet betroffen.

Aufgrund dieser Studien wurde das Gen PLXNAL atsimi Melanom hdher exprimier-
tes Gen betrachtet. Die Untersuchung mithilfe mali@tbiologischer Methoden im
Labor konnte diese erhdhte Expression jedoch tiebtatigen. In beidehightCycler-
Laufen zeigte sich sowohl in den Zelllinien desri&nitumors als auch in den Zelllinien
der Metastasen eine im Vergleich zu NHEM (normalen&ane epidermale Melanozy-
ten) signifikant erniedrigte Expressionsstarke.sBi®aten lassen also im Gegensatz zu
der Datenbankanalyse eher auf eine negative Ktioelales Gens bei der Melano-
mentstehung schlie3en. Um diese These zu uUberpwiieshen anschlie3end Gewebe-
proben auf ihren Gehalt an mRNA mithilfe der PCReusucht. Hierbei wurde erneut
der Wert der normalen Haut gleich 1 gesetzt. Egteeisich - mit einer Ausnahme in
einer Lymphknotenmetastase - jedoch erhohte Wusammenfassend fanden sich in
den Gewebeproben signifikant hohere Werte im Piundor als in den Metastasen und
in normaler Haut, wohingegen es kaum einen Expyasanterschied zwischen Haut

und Metastasen gab.
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4 Diskussion

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden anhand derrirglatenbank GEO Profiles des
National Center for Biotechnology Information (NCBI) Gene gesucht, die eine Korrela-
tion mit der Melanomentstehung oder -progressidw@igen. Wie bereits geschildert,
wurden hierfur sieben Studien dieser Online-Dataklzies NCBI im Hinblick auf eine
Assoziation mit der Melanompathogenese untersiyam. den Genen, die anhand der
Analyse der Datenbank als im Melanom reguliert gd&n wurden, wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Gene KCNN2, SHFM1 und PLXNAL fiieitere Untersuchungen
ausgewahlt. Fur alle drei Gene war bislang nochekspezifische Regulation im Mela-
nom bekannt.

Anschliel3end wurde experimentell untersucht, ob gifundene Zusammenhang fur
diese drei Gene nachgewiesen oder widerlegt wekden. Hierfir wurde die Expres-
sionsstarke der Gene in Melanozyten, primaren Mefaellen, metastasierten Mela-
nomzellen und z.T. in Gewebeproben mittels quaitéareal-time PCR gemessen.

In einem letzten Punkt soll kurz auf die Herangesheise dieser Arbeit eingegangen
werden. Hierbei geht es darum, ob die gewahlite dtlttruldsst, anhand der veréffent-
lichten Daten auf eine Korrelation der Gene mit Medanomentstehung zu schliel3en
und ob eine solche Datenbank ein valider Ausgandgdir derartige Fragestellungen

sein kann.

4.1 KCNN2 (potassium intermediate/small conductance calcium-activated chan-

nel, subfamily N, member 2)
4.1.1 Allgemeine Funktionen von KCNN2
Das Gen KCNN2 gotassium intermediate/small conductance cal cium-activated chan-
nel, subfamily N, member 2) kodiert fur den gleichnamigen Calcium-abhangig¢€n

Kanal, auch bekannt als SK2. Weitere Namen des Gers hSK2, SKCA2 und
Kca2.2. Es ist ein Mitglied der sogenannten KCNN¥amilie der Kaliumkanal-Gene,
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der neben diesesmall-conductance calcium activated channel, auch derntermediate-
(IK) und large-conductance (BK)-Typus angehoren (www.ncbi.nim.nih.gov).

Durch das auf dem langen Arm des Chromosoms 5 gede@Gen KCNN2 wird ein
Protein kodiert, das eine Rolle bei der Signaliiagring in Neuronen spielt. Hierbeli
folgt auf ein Aktionspotential eine Nachhyperpdation, die flr einige Sekunden
anhalten und grundlegende Folgen fir die Signatidgping der Nervenzelle haben
kann. Jede Komponente der Nachhyperpolarisatiod elurch verschiedene Kaliumka-
nale, die durch Calcium aktiviert werden, vermitt€las SK2-Protein ist ein integrales
Membranprotein, das mit drei anderen Untereinheatieen spannungsabhangigen und
durch Calcium aktivierbaren Kanal formt. Es wirdr\aeer Membranhyperpolarisation
aktiviert und reguliert wahrscheinlich die neuran&rregbarkeit, indem es an der lang-

samen Komponente der Nachhyperpolarisation mitvpwikiw.ncbi.nlm.nih.gov).

4.1.2 Rolle von KCNNZ2 in Melanomzellen unter hypaschen Bedingungen

Die Analyse der Online-Datenbank GEO Profiles zeifiir KCNN2 eine deutlich
gesteigerte Expression im Melanom im Gegensatzamalen Melanozyten. In den
eigenen experimentellen Untersuchungen dagegetezaa kein signifikanter Expres-
sionsunterschied zwischen Melanom- und Melanozgidimien. Daher ist es interes-
sant zu wissen, was andere Forschungsgruppen ébeGen im Zusammenhang mit
dem malignen Melanom bereits herausfanden.

Tajima et al. untersuchten die Rolle der Calciurhéatgigen Kaliumkanale in Mela-
nomzellen unter hypoxischen Bedingungen (Tajimal.e006). Als Folge eines unzu-
reichenden und unkontrollierten Wachstums von Bif#§en entwickeln viele Tumore
eine hypoxische Umgebung. Diese sauerstoffarmenoReqg gehen in der Regel mit
einer schlechteren Prognose und verminderten Wimeriraten einher. Durch verschie-
dene Mechanismen wird die Malignitat durch Hyporioht. Zum einen wird die
Expression von angiogenetischen Zytokinen gefordauf3erdem kommt es zu einer
Selektion von Tumorzellen mit verminderter Sengéivauf Radio- und Chemothera-
pie. Zusatzlich kommt es zu einer Steigerung vogrition und Metastasierungsbereit-
schaft (Brizel et al., 1996). Reguliert werden di€3ozesse vor allem durch die Hypo-
xie-induzierbaren Faktoren (HIF). Diese sind hedamere Komplexe mit einer Sauer-

stoff-sensitivena-Protein-Untereinheit und einer stabilBrJntereinheit. Unter Hypo-
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xie kommt es zu einer verstarkten Expression vda-Hi. Diese Uberexpression fiihrt
Uber eine Erh6hung des VEGF zu verstarkter Angiegerund tragt damit zur Tumor-
pathogenese bei (Ohh et al., 2000). Dass es imndelau einer solchen durch HIiker1l
induzierten Angiogenese kommen kann, wurde in Mwiaelllinien bereits bestatigt
(lervolino et al., 2002; Trisciuoglio et al., 2010)

In Tumorzellen kontrollieren Kaliumkanale das Ruleembranpotential. Durch die
Offnung dieser Kanale kommt es zur Membran-Hypenisdtion, die fir Zellen notig
ist, um von der G1- in die S-Phase des Zellzyklugelangen. Durch eine Blockade der
Kaliumkanéle kommt es uber eine Membran-Depoladeatu einem Arrest der Zellen
in der G1-Phase. Tajima et al. konnten in IGR1libédin, die als Model fir das hoch-
maligne Melanom gelten, nachweisen, dass durchxisgioe Bedingungen diese Cal-
cium-abhangigen Kaliumkanale hochreguliert werded die Zellproliferation gestei-
gert wird. Die mittleren Kaliumstrome waren untgmpbxischen Bedingungen um das
2- bis 3-fache hoher als bei Zellen unter normdyescBedingungen. Auch die Zellgré-
Be stieg in der sauerstoffarmen Umgebung signifikan 20-30 % (Tajima et al.,
2006).

Auch Allen et al. untersuchten die Rolle von KCNdt&er hypoxischen Bedingungen.
Hierbei wurde die Rolle desmall-conductance Kaliumkanéle in hippocampalen Neu-
ronen ndher betrachtet. Es konnte nachgewieseremjetddss eine erhohte SK2-Kanal-
Aktivitat protektiv auf Neurone wirkt, denen eingrisiente globale Ischamie zum
Beispiel nach einer kardiopulmonalen Reanimatioshnplétzlichem Herzstillstand

vorausging. Durch pharmakologischen Erhalt derufakanéale konnte diese neuropro-

tektive Wirkung verlangert werden (Allen et al. 120.

Sowohl Tajima als auch Allen fanden eine Erh6hueg 8K2-Kanéle unter hypoxi-
schen Bedingungen. Diese Hochregulation der Kasdigte in beiden Fallen fir eine
Protektion der Zellen in der hypoxischen UmgebWwMihrend Tajima et al. dies in
Melanomzelllinien untersuchten, maf3en Allen et die KCNN2-Genexpression in
Neuronen. Daher stellt sich die Frage, inwiefeoh slie beiden Ergebnisse miteinander
vergleichen lassen und ob es einen mdglichen Zuseinamg gibt. Sowohl Melanom-

zellen als auch Neurone sind embryonalgeschichtieiroektodermalen Ursprungs. Es
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ware also denkbar, dass die Genexpression aufgleindleichen embryonalgeschicht-
lichen Abstammung der Zellen ahnlich ist.

Interessant ist aul3erdem, dass die von Allen eindérsuchten hippocampalen Neurone
neben NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) in dgnaptischen Membran liegen
(Allen et al., 2011). Die NMDA-Rezeptoren sind Retgen flur den Neurotransmitter
Glutamat, der eine wichtige Rolle im ZNS spielddeh konnte fur Glutamat auch eine
wichtige Rolle bei der Wundheilung und Homdostaser dHaut Uber NMDA-
Rezeptoren in der Epidermis nachgewiesen werdemscWiedene Subgruppen der
NMDA-Rezeptoren werden aul3erdemrstarkt in Melanozyten exprimiert. Diese Sig-
nalvermittiung mittels Glutamat befahigt die Melagten zu Differenzierung und
Proliferation (Hoogduijn et al., 2006).

Wie bereits erwahnt, findet sich bei Melanomen Itgein sauerstoffarmes Umfeld, das
die Malignitat des Tumors erhoht. Die beiden Pudildnen legen also zusammenfas-
send nahe, dass aufgrund des Sauerstoffmangeés idndgebung von Melanomen die
Anzahl der SK2-Kanéle erhéht wird. Diese verstarKeNN2-Genexpression wére
damit mit den analysierten Studien der Datenbank ®Eofiles zu vereinbaren, da sich
hierbei auch eine Erhohung der KCNN2-Genexpredsiod.

Bei den eigenen Untersuchungen mittels gRT-PCR evdid KCNN2-Genexpression
unter normoxischen Bedingungen gemessen. Hierloei $&ch wie bereits geschildert
keine verstarkte Expression im Bezug auf die NHEiNidn. In weiteren Untersuchun-
gen konnte jedoch Uberprift werden, ob es untepxigphen Bedingungen zu einer
verstarkten Expression kommt. Die beiden oben ritie Publikationen schildern be-
reits, dass der Sauerstoffmangel zu einer gestergéinzahl der SK2-Kanale fuhrte.
Die Array-Experimente der Datenbank GEO Profilesden zwar nicht explizit unter
hypoxischen Bedingungen durchgefuhrt, aber bei Gepwben besteht dennoch die
Moglichkeit, dass diese aufgrund der zum Teil lanBauer zwischen Gewebeentnah-
me und Bearbeitung im Labor hypoxischen Bedingurmesgesetzt sind. Daher lasst
sich durchaus vermuten, dass die Melanompathogehash Hypoxie vorangetrieben
wird. Es ist auRerdem denkbar, dass die Maligmj&iteigert wird, da ja beschrieben
wurde, dass die Zellproliferation unter hypoxisclBadingungen gesteigert ist. Damit
wéare das Potential zu verstarktem TumorwachstumdendEntstehung von Metastasen

gegeben.
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4.2  SHFM1 gplit hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1)
4.2.1 Allgemeine Funktionen von SHFM1

Das Gen SHFM1split hand/foot malformation (ectrodactyly) type 1) ist auch unter den
Namen DSS1, ECD, SEM1, SHFD1, SHSF1 und Shfdglnmkand liegt auf Chro-
mosom 7. Ursprunglich wurde es vor allem als mbgiscGen bei der Entstehung der
autosomal-dominanten Form der so genannten SpdHtBpaltfu3-Malformation gese-
hen. Die auch als Ektrodaktylie bezeichnete Krarikk@nmt in den USA mit einer
Haufigkeit von 1:8000 bis 1:25000 vor und wird aamal-dominant vererbt (Zlotogo-
ra, 1994). Neben fehlenden oder miteinander versewdn Fingern oder Zehen kom-
men auch urogenitale, kraniofaziale oder die Hatrtetffende Fehlbildungen vor.

Das Protein ist bei vielen zellularen Prozesseriligtt darunter zum Beispiel bei
Zellentwicklung, Differenzierung, DNA-Reparatur, rhologer Rekombination, der
Stabilitat des Genoms, bei Proliferation, Transfation und dem Proteinabbau (Wei et
al., 2008).

4.2.2 Mdogliche Induktion der Melanogenese durch lieraktion von SHFM1 mit
p53

Das Gen SHFM1 wurde als stabilisierende Kompondete 26S-Proteasoms identifi-
zZiert, wo es bei der Ubiquitin-vermittelten Protesd eine Rolle spielt. Durch das Pro-
teasom werden Uber den kontrollierten Abbau votzgldus-Regulatoren, Transkripti-
onsfaktoren, Tumorsuppressorproteinen, Onko- unchbtanproteinen zellulare Proli-
feration, Differenzierung, Apoptose und Transfororatreguliert. Das aus zwei Unter-
einheiten (19S RP und 20S CP) bestehende 26S-Boatesgpielt eine entscheidende
Rolle bei der Kontrolle der Anzahl vieler Proteimedem es diese Ubiquitin-abhangig
abbaut (Hershko et al., 1998).

Wei und Kollegen konnten zeigen, dass SHFM1 Uhee bestimmte Untereinheit des
19S RP an das Proteasom bindet. Dieser KompleSH&d11 und Proteasom bindet an
p53 fur den Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau.kesnte nachgewiesen werden, dass
die Ausschaltung des endogenen SHFM1 mithilfe V&NA zu einem Anstieg des
Tumorsuppressors p53 fihrt. Andererseits fiihrte dierexpression des SHFM1-
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Proteins auch zu einer signifikanten Erhdhung desjwitin-vermittelten p53-Protein-
Abbaus (Wei et al., 2008).

Das Tumorsuppressorgen p53 wird haufig als ,Waathtsr Genoms* bezeichnet, da es
als Transkriptionsfaktor DNA-Reparaturmechanismenleget sowie Zellen durch
Hemmung des Zellzyklus an der unkontrollierten femdtion hindern kann (Stiewe,
2007). Wahrend in den meisten Falleissense-Mutationen des Gens zur Tumorbil-
dung fuhren, findet man im malignen Melanom nuumer zehn Prozent Mutationen
des Gens. Meist liegt p53 im Melanom als WildtypaGer. Stattdessen findet man hier
haufiger eine Expressionsminderung des Gens (B&{.e2008). Dies passt auch zu
den von Wei et al. gefundenen Ergebnissen, dasBxgieession von p53 im Melanom
vermindert ist. Kommt es alsturch eine Uberexpression des SHFM1-Gens zu einem
verstarkten p53-Abbau, hat dies zur Folge, dassmeith Anhalten des Zellzyklus zur
DNA-Reparatur noch die geregelte Apoptose mdoglicid.sDa die Zellen sich dann
ungehindert teilen kdbnnen, kann es so zur Tumarbhgckommen. Fir einige Tumoren-
titaten ist bereits bekannt, dass sie durch Schéadenverringerte Expression des p53-
Gens entstehen. Es ist also moglich, dass es dliecBHFM1-Uberexpression zu ei-
nem verstarkten p53-Abbau kommt. Im Rahmen der ysealder Internetdatenbank
fand sich eine verstarkte SHFM1-Expression bei Metanomentstehung und Mela-
nomprogression. Bei einem daraus resultierendeng®laan p53 waren eine geregelte
Apoptose sowie ein geregelter Zellzyklus nicht matiéiquat moglich. Als Folge dessen

konnte es zu einer Induktion der Melanomentstelogt®y -progression kommen.

4.2.3 Schwachung der Reparaturmechanismen der Zellen dulc Mangel an
SHFM1

Eine weitere wichtige Rolle des Gens SHFM1 zeigth $m Bezug auf BRCA2, das
eine wichtige Rolle bei familiar bedingtem Brusthksespielt. BRCA2 ist ein Tumor-
suppressorgen, das bei einem hohen Anteil der iterl Mammakarzinome mutiert
ist. Die Tumor-supprimierende Aktivitat des BRCAB®RIns kommt wahrscheinlich
durch seine Rolle bei der homologen rekombinanteepaRatur von DNA-

Doppelstrangbrichen zustande. Aul3erdem ist esligetan Prozessen, die fur die
Stabilitat des Genoms wichtig sind, wie z.B. dienkKolle des Zellzyklus (Li et al.,
2006). SHFM1 bindet eng an die sogenannte BRCA2-I¥S1-Bindedoméane

85



(BRCA2-DBD), die aus funf strukturell verschiederf@aménen besteht (Kristensen et
al., 2010).

Bislang bekannt war, dass die Depletion von SHFKMIM&usestammzellen mittels
RNA-Interferenz gehauft mit Chromosomenbrichen zsst ist und sowohl in diesen
Stammzellen als auch in Brustkrebszellen das Zehatam stark beeintrachtigt ist.
Daher liel3 sich folgern, dass SHFM1 notig fur didkombinante Reparatur durch das
BRCA2-Protein ist (Gudmundsdottir et al., 2004)iskensen et al. konnten in ihrer
Arbeit die Effekte von fehlendem SHFM1 auf die Rgparmechanismen in humanen
Zellen messen. Die Forschungsgruppe konnte zedgss die Depletion von SHFM1
durch RNA-Interferenz die Reparaturmechanismerumdnen Zellen stark schwacht.
Wie genau SHFM1 zur Tumor-supprimierenden Aktivitéin BRCA2 beitragt, ist
weiterhin nicht sicher geklart. Es ist mdglich, sls8HFM1 BRCA2 stabilisiert und
dessen Abbau verhindert. Eine weitere Mdglichkegteht darin, dass bei einem Schritt
der durch BRCAZ2 vermittelten homologen rekombinarfeeparatur Proteasome notig
sind, bei deren Rekrutierung SHFM1 hilft (siehe radc2.2). Als dritte Moglichkeit
fuhrten Kristensen et al. an, dass SHFM1 benétigt,wum den BRCA2-RAD51-
Komplex zu aktivieren oder zu regulieren (Kristamsg¢al., 2010).

Diese Ergebnisse lassen sich allerdings nicht emtdurch die Internetanalyse gewon-
nenen Ergebnissen vereinbaren. Zwar ist in beiddlerF eine Expressionsdnderung
von SHFM1 mit dem Tumorwachstum assoziiert. Wahtggidlen von Kristensen et al.
veroffentlichten Daten allerdings ein Mangel desF8H-Proteins zur Tumorpathoge-
nese beitrug, lieBen die anhand GEO Profiles geemmem Ergebnisse eher an eine
notwendige starkere Expression bei der Tumorenistglilenken. Dies kann nattrlich
daran liegen, dass die Genexpression in verscheedellarten gemessen wurde.
Gudmundsdottir et al. untersuchten die Reparatunarésmen in Bezug auf SHFM1 in
Stammzellen und Brustkrebszellen. Kristensen etalien die SHFM1-Expression in
einer humanen Fibrosarkom-Zelllinie. Die analygirrDatenbankarrays beruhten hin-
gegen auf Melanomgewebeproben oder Melanomzehiliritéir eine mogliche Beteili-
gung des BRCA2-Gens bei der Entstehung von Melanayit# es jedoclkeinige Hin-
weise. Easton et al. fanden in einer grol3 angeie§tadie unter Familien mit einer
BRCA2-Mutation auch ein statistisch erhdohtes Ridikodas kutane maligne Melanom

(Easton et al., 1999). Besonders beim Aderhautroeiascheint BRCA2 eine wichtige
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Rolle zu spielen. In einer Studie zu Zweitkarzinontei Aderhautmelanom-Patienten
fand sich bei Uber 20 % der Patienten ein Mammakamz, das wiederum stark mit
einer BRCA2-Mutation assoziiert ist (Cruz et aD12).

4.2.4 Veranderungen der Kontaktinhibition in epidermalen Zellen durch SHFM1

Wei et al. untersuchten den Einfluss des Gens SHiRMer friihen Karzinogenese von
Hauttumoren bei Mausen (Wei et al., 2003). Die Maestwickelten Hyperplasien in
Keratinozyten nach Exposition mit dem TumorpromotofPA (12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate), die sich zu mwmgPapillomen oder malignen Tu-
moren wie Spindelzellkarzinomen und Plattenepithiicomen weiterentwickelten.
Nach der TPA-Exposition wurden neun Gene isolgid,durch die TPA-Behandlung in
der Haut dieser Mause verstarkt exprimiert wurdénter diesen Genen befand sich
auch SHFM1, das von der Forschergruppe anschliefemaler untersucht wurde. Das
Gen wurde nach der TPA-Exposition 3,5-fach verstirkder hyperplastischen Haut
exprimiert. Die RNA-Transkription war in TPA-verrtetten Papillomen etwa 2,5-fach
und in malignen Tumoren wie Spindelzelltumoren &haktenepithelkarzinomen bis zu
7,5-fach im Vergleich zu normaler Haut erhoht. Dudie SHFM1-Uberexpression
wurde die neoplastische Transformation in pranesisichen epidermalen Zellen ge-
steigert. Dies wird durch SHFM1-vermittelte Verandegen der normalen Kontaktin-
hibition in epidermalen Zelllinien bewirkt. AuRerdekam es zu schnelleren Wachs-
tumsraten der Zellen, in denen SHFM1 verstarkt iexprt wurde. Zusammenfassend
konnten Wei und Kollegen zeigen, dass das Gen wfadirdich eine wichtige Rolle bei
der TPA-induzierten Hautkarzinogenese und bei ddiularen Transformation von
Keratinozyten-Progenitorzellen spielt. Es konntehggwiesen werden, dass die ver-
starkte Expression von SHFML1 in praneoplastiscipgtieemalen Zellen das Zellwachs-
tum fordert und den Prozess der neoplastischensfimanation steigert. Daraus lasst
sich schlie3en, dass das Gen moglicherweise eintiggr Bestandteil bei der Entste-
hung von Hauttumoren ist (Wei et al., 2003).

TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), aushPAMA (phorbol-12-myristate-13-
acetate) bekannt, ist ein haufig verwendetes Md)aldas die Proteinkinase C aktiviert.
Es ist ein sehr potenter Tumorpromotor, z.B. bai Hautkarzinogenese in Maus-

Modellen und wird daher in der Forschung sehr lggeiingesetzt (Furstenberger et al.,
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1981). Die von Wei et al. beschriebenen Ergebnizmgen, dass durch TPA die
SHFM1-Expression deutlich anstieg und benigne Rapd, Spindelzellkarzinome und
Plattenepithelkarzinome entstanden. Hierbei wundield TPA das Zellwachstum ge-
fordert und die Transformation der Zellen gestaigéuch fur die Induktion der Mela-

nomentstehung wird TPA verwendet. Es ist also dankdass durch TPA in Melanozy-
ten ahnliche Vorgange wie in den von Wei et aletsuchten Zellen induziert werden.
Moglicherweise I6st TPA auch in Melanozyten einestérkte SHFM1-Expression aus.
Dies wirde zur Analyse dekffymetrix-Arrays von GEO Profiles passen. Auch hier
fand sich eine verstarkte Expression von SHFM1an @umorzellen. Folglich konnte

es auch hier zu Veranderungen in der Kontaktinbibitler Zellen, damit einhergehen-

der Transformation der Zellen und so zur Tumorehistg kommen.

4.2.5 Chromosomale Instabilitdt durch Ausschalten von SHF1

Neben dem malignen Melanom gibt es weitere Artem Mautkrebs, unter denen das
Plattenepitelkarzinom der Haut als zweith&ufig§temor eine grof3e Rolle einnimmt.
Das Risiko, an einem Plattenepithelkarzinom zuasrken, wird durch verschiedene
Faktoren beeinflusst, unter anderem durch Exposhigriiglich bestimmter Karzinoge-
ne, kumulative UV-Strahlung, geographische Lokélsa Haufigkeit innerhalb der
Familie, virale Infektionen, Immunsuppression uetetische Faktoren.

Venza et al. untersuchten Genmutationen, die irttdPlepithelkarzinom der Haut und
dessen Vorlauferlasionen haufig vorkamen. UntesatieMutationen sind zum Beispiel
das als Tumorsuppressorgen bekannte p53 und auétMBHMutationen von p53
verursachen eine Instabilitdt des Genoms. Das Aatien des SHFM1-Proteins fuhrte
zu chromosomaler Instabilitat. Dies wurde wahrsaieh durch die nicht mehr richtig
stattfindende homologe Rekombination bei DNA-Dopfrahgbriichen verursacht. Bei
der genaueren Untersuchung der SHFM1-GenmutationPlattenepithelkarzinom
schien der ¢.143 G>A Aminosaureaustausch eineleitkEnde Rolle zu spielen. Diese
Variante wurde bei Patienten mit dieser karzinosattoEntartung der Haut deutlich
haufiger als bei gesunden Probanden gefunden. D&0c& der Falle mit einer p53-
Mutation die SHFM1 G>A Variante aufwiesen, lasshsiolgern, dass diese Mutation

maoglicherweise zu somatischen p53-Mutationen ppéadiert (Venza et al., 2010).
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Venza et al. konnten also ebenso wie Wei et ale éssoziation einer SHFM1-
Genmutation mit einem tumordsen Geschehen der Hacitweisen. Allerdings war
hierbei eine Verminderung des SHFM1-Proteins mitostosomaler Instabilitat und
erhohtem Risiko fur die Entwicklung eines Plattatiegkarzinoms verbunden. Die
Analyse der Internetdatenbank dagegen wies jedothiae Assoziation mit der Mela-
nomentstehung bei verstarkter SHFM1-GenexpressiarHs stellt sich also die Frage,
warum es zu diesen Differenzen in der Wirkung véiFBI1 kommt. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass das Gen abhangig davon, inhealZellen es exprimiert wird,
sowohl tumorinduzierende als auch -supprimierendekiWg haben kann. Das Platte-
nepithelkarzinom der Haut, bei dem eine vermindeyteer fehlerhafte SHFM1-
Expression zum Tumorwachstum fihrte, geht von é&lafpithel aus. Das maligne
Melanom entsteht hingegen aus entarteten Melanozfs ist jedoch auffallig, dass
sowohl das Plattenepithelkarzinom der Haut als alashmaligne Melanom zum Tell
sehr ahnliche Risikofaktoren besitzen. Bei beidemdrentitaten spielt z.B. die Exposi-
tion gegentiber UV-Strahlung eine wichtige RollehBragibt es drei mogliche Uberle-
gungen: Einerseits konnte es sein, dass SHFMIchdisla aufgrund noch nicht genauer
bekannter Faktoren im Plattenepithel vermindertriexprt wird und somit die Patho-
genese fordert, wahrend im Melanom genau das Geigdat Fall ist und eine verstark-
te Expression zur Tumorprogression beitragt. DieitavOption besteht darin, dass es
zwar zu einer differentiellen Expression von SHFMIen genannten Tumorentitaten
kommt, dieses Gen abper se keine relevante Rolle bei der Tumorpathogenesatspi
AulRerdem muss bedacht werden, dass Venza et allear auf die c.143 G>A Muta-
tion untersuchten und die Veranderungen bezugleh Tumorwachstums bei diesem
Polymorphismus beobachteten. Daher besteht eineredlberlegung darin, dass es
bei genau dieser Mutation zu einer vermindertene@pression und folgender Tumor-
entstehung kommt, wahrend dahingegen andere Moé&atiméglicherweise das Gegen-

teil bewirken.
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4.3  PLXNAL1 (Plexin A1)
4.3.1 Allgemeine Funktionen von PLXNA1

Das auf dem Chromosom 3 gelegene Gen PLXNA1 kotliedas Transmembranpro-
tein Plexin Al, das zur Familie der Plexine geh@iese Familie besteht aus neun
Mitgliedern, die in vier Subfamilien gegliedert wWen kénnen. Anhand der Struktur
ihrer extrazellularen Domane lassen sich vier Netigr der Familie A (A1-4) von drei
der Familie B (B1-3) und jeweils einem der Famil@r{C1) und D (D1) unterscheiden
(Ji et al., 2009).

Plexine sind sogenannte Semaphorin-Rezeptoreneddsr eine Cystein-reiche extra-
zellulare Doméane ldsliche oder membrangebundeneaf8iemnine binden kénnen (Ta-
magnone et al., 1999). AuRerdem besitzen sie eBleDBmane (Plexin, Sema, In-
tegrin), auf die eine IPT-Domandg{like, plexins and transcription factors) folgt
(O"Connor et al., 2008).

Die Semaphorin-Familie besteht aus sieben Klaskémsse-1- und -2-Semaphorine
kommen in Wirbellosen vor, wahrend die Klassen 8 biin Vertebraten auftreten.
Zusatzlich existiert noch die Klasse V der Semaipleordie in Viren gefunden wird
(Tamagnone et al., 2000). Wahrend die membrangememiSemaphorine direkt an die
Semaphorin-Doméne der Plexine binden koénnen, besuche Ioslichen Klasse-3-
Semaphorine hierfir die Molekulgruppe der Neurapilals Korezeptoren. Bei dieser
Klasse der Semaphorine kann man wiederum bis rselben bekannte Semaphorine
unterscheiden (Sema3A-G). Sema3A bindet nur Nelimop; wahrend Sema3F und
Sema3G vor allem Neuropilin 2 binden. Sema3B, Sé&nasl Sema3D binden sowohl
Neuropilin 1 als auch 2. Sema3E bendttigt als eewi§emaphorin der Klasse 3 kein
Neuropilin als Korezeptor fur die Signalibermittiirsondern kann direkt an Plexin D1
binden (Ji et al., 2009; Gaur et al., 2009).

Da Plexine die Fahigkeit besitzen, Tyrosinkinasepéaren wie MET, RON, HER2 und
KDR aktivieren zu konnen, liegt die Vermutung natlass diese Proteine die Invasi-
ons- und Metastasierungsbereitschaft von Krebsedléinflussen kdnnen (Balakrish-
nan et al., 2009).

Im Folgenden sollen nun kurz die bereits bekanii@mktionen der Plexine, vor allem
Plexin Al, in der Tumorentstehung und -progressiamgestellt werden.
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4.3.2 Rolle von Plexin A1 bei Angiogenese und Tumorproldration

Zhao et al. zeigten, dass sowohl die mMRNA-Expresale auch die Proteinexpression
von Plexin Al in der entarteten MagenschleimhautMagenkarzinomen im Vergleich
zu normaler Magenmukosa signifikant erhoht ist @kaal., 2007). Hierzu ermittelten
sie von je 20 Patienten mit bzw. ohne Magenkarzindi® Plexin A1 mRNA-
Expressionsstarke und die Proteinexpression von afleonin 6D mittels semi-
quantitativer RT-PCR und Western Blot. Plexin Al en Semaphorin-Rezeptor des
membrangebundenen Sema6D. Die Expressionsstarkemw@umorgewebe deutlich
hoher als in der normalen Magenschleimhaut. Audhdbe Expressionshéhe mittels
Western Blot und Immunhistochemie zeigte sich égmiBkant hoheres Ergebnis im
Vergleich zum nicht entarteten Gewebe. Weiterhimdfaich ein Zusammenhang zwi-
schen Plexin Al-Expression und dem Proliferatiothsin der Tumorzellen. Dieser
Index stieg sowohl bei verstarkter Plexin A1-mRNRpEession als auch bei gesteiger-
ter Proteinexpression signifikant an. Es konntecadém gezeigt werden, dass auch die
Dichte der Mikrogefal3e im Tumorgewebe deutlich meiter verstarkten PLXNAL-
MRNA- bzw. Protein-Expression zunahm. (Zhao et28lQ7).

Diese Ergebnisse wurden von Zhao et al. im Magenkam gefunden. Bei der Tumor-
pathogenese generell spielt die Angiogenese eimhtigge Rolle. Die Tumorzellen
bendtigen ebenso wie alle anderen lebenden Zelhenagisreichende Gefaldversorgung
zum Uberleben. AuBerdem konnen Tumore iiber demBlyfTochterzellen entsenden
und so in andere Teile des Organismus metastasiemererhohter Proliferationsindex,
wie er von Zhao et al. gefunden wurde, steigerhsbelie Malignitat des Tumors. Zum
einen kann der Tumor selbst dadurch wachsen ur@réae zunehmen, zum anderen
wird die Metastasierungsbereitschaft gefordertwiBse durchaus denkbar, dass auch
bei anderen Tumorentitaten eine erhdohte Plexin Adr&ssion zu gesteigerter Prolife-
ration und Angiogenese fihrt. Ob im malignen Melanandglicherweise auch
PLXNA1 durch Proliferationssteigerung und Steigeruwler Angiogenese zur Tumor-
pathogenitat beitragt, konnte daher GegenstandergeitUntersuchungen sein. Die
Ergebnisse der Datenbankanalyse deuten jedenfabgidhin, dass PLXNA1 im Mela-
nom verstarkt exprimiert wird. Bei den eigenen Wstehungen in den Zelllinien war
die PLXNA1-mRNA-Expression zwar signifikant erniggtrim Vergleich zu den nor-

malen Melanozyten, in der Untersuchung in den Geywedben zeigte sich jedoch auch
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hier eine verstéarkte Expression des Gens in denofunmben verglichen mit den Pro-
ben aus normaler Haut. Dies konnte die These stidass eine erhohte PLXNA1-
Expression durch gesteigerte Proliferation und Aggnhese zur Melanomentstehung

oder Metastasierung beitragt.

4.3.3 Erhohung der Aktivitdt des VEGF-Rezeptors und Aktivierung des NFKB-
Weges

Catalano et al. konnten zeigen, dass in Asbesizasden malignen pleuralen Mesothe-
liomen haufig Sema6D und dessen Rezeptor Plexiexatimiert werden, welche ein
Uberlebensprogramm auslosen, das das WachstumudesrZellen des Mesothelioms
fordert (Catalano et al., 2009). In diesen ZelrPlexin A1 mit dem VEGF-Rezeptor-
2 komplexiert Yascular Endothelial Growth Factor), dessen Tyrosinkinase-Rezeptoren
in einem NKB-abhangigen Weg dieses Uberlebensprogramm der izaffen kontrol-
lieren. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass dwee&anheit von Sema6D Plexin
Al-abhangig die Phosphorylierung des VEGF-Rezegdiadert, was fur die NEB-
Transkriptionsaktivitat nétig ist, die das Tumotiabkrleben vermittelt. Plexin Al
fordert also das Tumoriberleben, indem es die Rktiwon VEGF-Rezeptor-2 erhoht
und den NKB-Weg aktiviert. Die Expression sowohl von Semaé®aaich von Plexin
Al wird durch die Asbestfasern induziert und diebést-vermittelte Uberexpression
von Plexin Al in nichtmalignen mesothelialen Zellerhindert den Zelltod. Die Plexi-
ne der Gruppe A vermitteln zusammen mit NeuropiliSégnale in einem Komplex mit
Klasse-3-Semaphorinen. Des Weiteren sind die Riexier Subfamilie A auch die
Rezeptoren fur Klasse-6- Semaphorine wie Sema6A6indlie die VEGF-Rezeptor-2
vermittelte Signaltransduktion vermitteln. AuRerdistrdie maligne Transformation mit
einer hohen Expression von Plexin A1 und Sema6Dzisst, welches mdglicherweise
die inhibitorischen Effekte des TumorsuppressorkidkeSema3D antagonisiert und so
das Tumorzelliberleben fordert (Catalano et ab920

Auch im malignen Melanom gibt es eine Regulatios dd#«kB-Weges. Das N&B-
Protein, das als Transkriptionsfaktor die Trandksipverschiedener Gene reguliert, hat
vor allem drei grof3e Rollen: Zum einen ist es b&i Genese einer proinflammatori-

schen Antwort bei Infektionskrankheiten beteiligtiRerdem ist es ein wichtiger Anti-
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Apoptose-Faktor, indem es die Transkription einigati-Apoptose-Proteine induziert.
Daruber hinaus fordert das Protein die Expression €yclin-D1, einem wichtigen
Bestandteil des Zellzyklus, und vermittelt dariidas Zellwachstum (Madonna et al.,
2012). McNulty et al. konnten zeigen, dass einigenidonenten der NdB-Familie in
dysplastischen Navi und Melanomzellen im Vergleiahnormalen Navi und gesunden
Melanozyten verstarkt exprimiert werden (McNultyaét 2004).

Das Molekll VEGF wird durch Tumor-assoziierte Mginagen bei der Tumorprogres-
sion verstarkt sezerniert. Vor allem bei niedrigeéauerstoff-Konzentrationen in der
Umgebung von Tumoren wird der Wachstumsfaktor vannexprimiert. Daher lasst
sich eine Hochregulation des VEGF sowohl wahrermrdiganomentstehung als auch
im Stadium der Metastasierung finden (Salven etl8P7; Roda et al., 2012).

Es lasst sich hierbei also die Vermutung aufsteltiss Plexin A1 auch im malignen
Melanom die Aktivitdt des VEGF-Rezeptors erhoht uleth NFKB-Weg aktiviert. Ob
jedoch tatsachlich eine verstarkte PLXNA1-Expresdiar die gesteigerte NdB- und
VEGF-Aktivierung verantwortlich ist, musste in waén Untersuchungen gepruft
werden. Diese verstarkte Plexin Al-Expression witleinhergehende Tumorprolife-
ration lieRe sich jedoch auf jeden Fall mit den dbrgssen der Internetanalyse der
Datenbank GEO Profiles vereinbaren, die ebenfalie gesteigerte Expression des
Gens im Melanom aufwiesen.

4.3.4 Rolle der Plexine im malignen Melanom

Wie bereits erwahnt, gehort Plexin A1l zur sogenammRlexin-Familie, die aus neun
Mitgliedern besteht. Diese neun Plexine kann mdgrand ihrer Struktur der extrazel-
lularen Domane in vier Subfamilien gliedern. Baisknan et al. untersuchten die Rolle
aller Plexine der Plexin-Gen-Familie im malignenldf®m (Balakrishnan et al., 2009).
Hierbei lie3 sich anhand von PCR-Untersuchungea @gautlich gesteigerte Expression
(2- bis 11-fach) von PLXNA4 in vielen Melanomproben Vergleich zu normalem
Gewebe nachweisen. Dieses Gen gehdrt aufgrunchdécléen extrazellularen Domane
zur gleichen Plexin-Subfamilie wie PLXNAL. In kemder 24 Proben des malignen
Melanoms war ein Rickgang der PLXNA4-Expressionvetzeichnen. Die Untersu-
chung der Region, die das Gen PLXNA4 beinhalteigtee dass sich hier auch das
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Onkogen BRAF befindet. Von diesem ist bereits bakadass es im malignen Mela-
nom mutiert ist und verstarkt aktiviert wird (sieBmleitung). Durch zahlreiche Ampli-
fikationen und Sequenzierungen konnte bestatigtderer dass die Mutation des
PLXNA4-Gens sowohl in der extrazellularen als aircer zytoplasmatischen Doma-
ne der Plexin-Rezeptoren auftritt. Balakrishnan Kieatlegen konnten zeigen, dass die
Migration von Zellen, die das Wildtyp-PLXNA4-Gen @xmieren, stark inhibiert ist,
wahrend dagegen bei Tumorzellen, die das mutidrkNRA4-Gen tragen, diese Inhibi-
tion fehlt (Balakrishnan et al., 2009).

Wie bereits erwahnt, konnen Plexine Tyrosinkinazepéoren wie z.B. MET aktivieren.
Von MET ist bekannt, dass es im malignen Melanonstéekt exprimiert wird. Es wird
von Melanozyten exprimiert und beeinflusst die Bfanmation dieser Zellen sowie den
Ubergang in ein metastasierendes Stadium (Beuralt,e2007; Cruz et al., 2003). Es
ware daher denkbar, dass es aufgrund einer verstaPd XNA4 Expression zu einer
darauf folgenden verstarkten Aktivierung diesesosytkinaserezeptors kommt. Als
Folge der MET-Aktivierung kommt es zur Transformatider Melanozyten zu Mela-
nomzellen und die Metastasierungsbereitschafttst8mgwirde eine erhdhte PLXNA4-
Expression letztlich die maligne Transformation déelanozyten initieren und die
Tumorpathogenese fordern. Balakrishnan et al. wiedie erh6hte Expression von
Plexin A4 im Melanom nach. Jedoch besitzen Pleaitgemein die Eigenschaft, Tyro-
sinkinaserezeptoren zu aktivieren. Es ist also lthus denkbar, dass der gleiche oder
ein ahnlicher Weg auch Uber eine erhdhte PlexinEAfression, wie sie durch die
Datenbankanalyse suggeriert wird, zustande komrdtamdie Melanompathogenese
gefordert wird.

4.3.5 Genexpression von Plexin Al in weiteren Tumorarten

Miuller et al. untersuchten die Rolle von Plexin Aema3A und Neuropilin-1 (Np-1)
im duktalen Adenokarzinom des Pankreas (Mullerl.et2807). Hierfir wurde mittels
gRT-PCR die mRNA-Expression gemessen. Es zeigte siass diese im malignen
Gewebe sowohl fur Sema3A als auch fur Np-1 undiRlat erh6ht war im Vergleich
zu normalem Pankreasgewebe. Des Weiteren wurdgiefluss der Expression dieser
Proteine auf das Uberleben der Patienten geprigtbei konnte gezeigt werden, dass

sowohl eine erniedrigte Sema3A mMRNA-Expressionaaish eine niedrige Plexin Al
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mRNA-Expression signifikant mit einem langeren Ugleen korrelierten. Wahrend die
Patienten mit niedrigen Plexin A1 mRNA-Expressidédsen im Durchschnitt 27 Mo-
nate Uberlebten, waren es bei Patienten mit hohdaxinP Al-mRNA-
Expressionsstarken nur durchschnittlich sechs Momsterdings liel3 sich keine Korre-
lation der Expressionsstarke mit TumordifferenzigruTumorgrof3e oder Schmerzen
nachweisen (Muller et al., 2007).

Rieger et al. untersuchten die Expression der Skanage einschliel3lich ihrer Rezepto-
ren, der Neuropiline und Plexine in menschlichetignan Gliomzellen. Hierbei wurde
die Expression von Neuropilin 1 und 2 und der RiexAl, A2 und B1 in zwolf Gliom-
zelllinien anhand von RT-PCR und Immunoblot untelguEs zeigte sich, dass Plexin
Al in neun von zwolf Zelllinien, und Plexin A2 uigl in jeweils acht von zwdlf Zell-
linien exprimiert werden. Da in allen zwolf Zelliem mindestens ein Plexin exprimiert
wird, liegt die Vermutung nahe, dass die Plexingsamumen mit dem Semaphorin-
Neuropilin-Komplex eine wichtige Rolle in der Indéétion von Gliomzellen mit dem

Zentralen Nervensystem spielen (Rieger et al., 2003

Durch die erhdhten Plexin A1-Werte im Pankreaskann und in Gliomzellen und die
durch die Internetanalyse und mittels PCR gewonmehli¢erte bei Melanom-
Gewebeproben, lasst sich nun die Vermutung augstetiass Plexin A1 moéglicherwei-
se grundsatzlich in maligne entartetem Gewebe artsexprimiert wird. Auch in der
analysierten Studie GDS1761 zeigten sich, wie temrwahnt, fur dieses Gen in fast
allen dort untersuchten Tumorentitdten positive rEgpionswerte. Man kdnnte aller-
dings auch vermuten, dass die maligne Transformatid der embryonalen Entwick-
lung der Zellarten zusammenhangt. Wie beschrieleinge PLXNAL in Gliomzellen
und im Pankreaskarzinom verstéarkt exprimiert. Dielen sind embryonalgeschicht-
lich neuroektodermalen Ursprungs. Auch Melanobtasied Abkommlinge des Neu-
roektoderms, da sie wahrend der Embryonalentwickluon der Neuralleiste in die
Epidermis einwandern. Es ware also denkbar, das&enexpression und damit assozi-
lertes Tumorwachstum mit der embryonalgeschictglichAbstammung der Zellen

zusammenhangen. Hierbei wére es folglich interéssarprifen, ob eine verstarkte
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PLXNA1-Expression auch in anderen neuroektodermZkdien zu finden ist und ob

dies dann mit einer verstarkten Tumorgenese eiehérg

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weder Semaphoriiredie Plexine als Rezeptoren
dienen, noch Neuropiline auf ihre Expression imafeim hin untersucht. Es ist jedoch
bekannt, dass z.B. Sema3A als Tumorsuppressonpristélelanomen gilt. In Maus-
modellen zeigte sich bei verstarkter Sema3A-Exprassine signifikante Inhibition
von Zellmotilitét, Invasivitat und Proliferationowie eine Suppression von Tumor-
wachstum, Angiogenese und Metastasierung. Ein Ghiadur ist die kompetitive
Wirkung von Sema3A und VEGF. Beide Molekile singjdnden fur Neuropilin-1.
Bindet nun Sema3A statt VEGF an Neuropilin-1, sork¥ EGF seine angiogenetische
Wirkung nicht mehr entfalten (Chakraborty et aD12). In weiteren Untersuchungen
kénnte daher gepruft werden, ob auch diese furiflag wichtigen Molekulgruppen
bei der Melanomentstehung verstarkt exprimiert wardnd so zur Tumorentstehung

beitragen.

4.4  Diskussion der Methode der Analyse einer Intetdatenbank als Quelle ftr

melanomrelevante Gene

4.4.1 Gene mit bereits bekannter Regulation im Mahom

Durch die Analyse verschiedenaffymetrix Microarrays der Internetdatenbank GEO
Profiles wurden Gene ausgewahlt, die aufgrund denagenannten Kriterien in den
untersuchten Array-Experimenten auf eine Assoziatitt dem malignen Melanom

schlieBen lieRen. Wie bereits im Ergebnisteil baeblken, fanden sich nach erfolgter
Analyse 113 Gene, bei denen gemaR der sieben uciées Studien eine Uberexpres-
sion im Melanom vorliegt, sowie 28 Gene, die aufgraer Studien eine verminderte
Expression im malignen Melanom aufweisen (sieheelfal8.3 und Tabelle 3.4). Fur

die molekularbiologische Untersuchung wurden Geawéhlt, bei denen noch keine
Regulation im Melanom bekannt war. Es liel3en seclogh auch einige Gene finden, zu
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denen bereits Informationen zu einer RegulationM&lanom vorliegen. Auf diese

Gene soll im Folgenden kurz ndher eingegangen werde

Ein wichtiges Gen, fur das schon lange gesichafterhationen zu einer Veranderung
im Melanom vorliegen, ist daMC1R-Gen (Melanocortin-1-Rezeptor) (siehe auch
Einleitung). Gemal der Analyse der GEO ProfileseDbank ist dieses Gen im Mela-
nom hochreguliert. Es kodiert flr einen G-Protegkappelten Rezeptor, der auf der
Oberflache von Melanozyten in Haut- und Haarfollikexprimiert wird. Bei UV-
Exposition kommt es zu einer Aktivierung des MC1z8#ors und daraufhin zur Pro-
duktion von schwarzem Eumelanin, das zur BraunwrgHhaut fihrt und Schutz vor
DNA-Schaden bietet. Neben dem UV-protektiven Eumalgibt es auch noch das rot-
gelbe Pheomelanin, das eine Rolle bei UV-induzietautschaden spielt, indem es
freie Radikale generiert. Durch Genmutationen, e einem Funktionsverlust des
Melanocortin-1-Rezeptors fluhren, kommt es zu eiddmahme der Eumelanin-
Produktion und einer damit einhergehenden Zunahen&kanhzerogenen Pheomelanin-
Produktion. Diese Polymorphismen des MC1R-Gens datter assoziiert mit rotlicher
Haarfarbe, heller Haut mit schlechter Braunungstandund einem hdheren Risiko fur
die Entwicklung eines malignen Melanoms (Quintlet2012; Beaumont et al., 2009;
Demenais et al., 2010).

Ein weiteres Gen, das bei der Internetanalyse wider 113 verstarkt exprimierten
Genen zu finden war, und Uber das bereits Infoonati zu einer Regulation im Mela-
nom vorliegen istTGA3 (Integrin, Alpha 3). Das durch dieses Gen kodiétetein
gehort zur Familie der Integrine. Dies sind hetarmie Membranproteine, die aus
einer a-Kette und eineP3-Kette bestehen und als Zelladhasionsmolekile &ragi
Penna et al. fanden einen bislang unbekannten I8iggader durch die Mikro-RNA
miR-214 koordiniert wird und unter anderem auch ABGenthalt. Durch diesen Weg
wird die Metastasierung des Melanoms gesteigertMagration, Invasion und das
Melanomzelliiberleben geférdert werden (Penna g2@1.1).

Des Weiteren befand si®ViET unter den im Melanom starker exprimierten Genen de
Internetanalyse. Das Proto-Onkogen kodiert fir reiezeptor fur derHepatocyte
Growth Factor HGF. Dies ist eine Tyrosinkinase, die bei Melarteaywachstum und
Melanomentwicklung beteiligt ist. MET wird von Melazyten exprimiert und beein-
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flusst die Transformation dieser Zellen sowie ddmetgang in ein metastasierendes
Stadium. AulRerdem spielt HGF eine wichtige Rolleder Interaktion des Melanoms
mit der Mikroumgebung (Beuret et al., 2007). METrawvin vielen verschiedenen ma-
lignen Neoplasien verstarkt exprimiert, darunteteuranderem in Adenokarzinomen
des Kolons, Pankreas und der Ovarien, sowie inodaek und Schilddriisenkarzino-
men. Auch im malignen Melanom findet sich eine @heression des MET-Gens
(Cruz et al., 2003).

Ein weiteres Gen, das durch die Internetanalysemaldelanom hochreguliert gefunden
wurde, istCDK2 (Cyclin-Dependent Kinase 2). Das durch dieses Gen kodierte Protein
gehdort zur Familie der Seronin/Threonin-Kinaserip{tvww.ncbi.nim.nih.gov). Bis-
her wurde CDK2 als ein wichtiger Regulator des dbegs der G1- in die S-Phase des
Zellzyklus gesehen (Tetsu et al., 2003). Du ekahnten zeigen, dass der Transkripti-
onsfaktor MITF Microphtalmia-Associated Transcription Factor, siehe Einleitung) die
CDK2-Expression spezifisch in Melanozyten reguli&@bwohl in aus Gewebe ent-
nommenen primaren Melanomzellen als auch in Melatlimien korrelieren die
Hohe der Expression von CDK2 und MITF eng miteiran®u und Kollegen zeigten,
dass das Gen essentiell fur das Melanomwachstuamaseine mittels siRNA erreichte
Depletion sowohl die Zellzyklus-Progression alshtadee Proliferation der Melanom-
zellen verhindert (Du et al., 2004).

Ein Gen, das gemal der Internetanalyse als einetarddm niedriger exprimiertes Gen
gefunden wurde, iBMP7 (Bone Morphogenetic Protein 7). Es gehért zur Superfami-
lie der Transforming Growth Factors. Rothhammer et al. konnten jedoch eine erhdhte
Expression des Gens in verschiedenen Melanom-Zietii aufzeigen. Auchn vivo
zeigte sich eine deutlich erhdhte Expression sowolien Primartumor- als auch in den
Metastasen-Gewebeproben (Rothhammer et al., 2B0%jegensatz dazu zeigten Na et
al. eine Inhibition der Proliferation von Melanortiea durch BMP7. In den hier unter-
suchten Zelllinien reduzierte das Gen die Migragfé@higkeit der Melanomzellen und
die Resistenz gegeniber dem Chemotherapeutikunia@msDie biologischen Effekte
von BMP7 scheinen also zu variieren und zellspsdifizu sein. Daher hat das Protein
wahrscheinlich zum Teil protumorgenetische als aamiitumorgenetische Effekte (Na
et al., 2009).
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Durch die Internetanalyse wurden also einige Getekdiert, die erwiesenermal3en eine
Assoziation mit dem malignen Melanom haben. Diesckp daflr, dass es mit der
verwendeten Methode moglich ist, melanomrelevardaeGaus dieser Datenbank her-
auszufiltern. Bei allen oben beschriebenen Gen&eraBMP7 konnte sich auch die
gemall GEO Profiles zu erwartende Expression duch.iteraturangaben bestatigen
lassen. Bei BMP7 fand sich durch die Internetamalger Studien eine verminderte
Expression im Melanom, wahrend die Literaturangadieim hierbei unterscheiden. Eine
Assoziation zum Melanom wiesen jedoch sowohl Ratithar et al. als auch Na et al.
nach. Trotz der Tatsache, dass durch die beschedidethode melanomrelevante Gene
gefunden werden konnten, ist nattrlich weiterhaghich, ob grundsatzlich alle dieser
Gene detektiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeitdeunicht weiter untersucht, ob
sich unter den Genen, die aufgrund der gewahlteterién aus der weiteren Analyse
ausgeschlossen wurden, weitere mit dem malignearveh assoziierte Gene befinden.
Moglicherweise wurden bereits nach der ersten armatgn Studie (GDS1375) Gene
ausgeschlossen, die dort keinen deutlichen Expressnterschied zwischen Melanom
und normaler Haut oder Navus aufwiesen und trotzdbear eine Regulation im Mela-
nom verfigen. Dies kdnnte anhand weiterer Untersugén Uberpriuft werden. Aul3er-
dem wurden durch die Analyse der Internetdatentzardh Gene detektiert, bei denen
zumindest bei aktuellem Forschungsstand keine Regalim Melanom bekannt ist.
Zum Beispiel bei den Genen ABHD2, MNX1 und PPIALg dich auch in Tabelle 3.3
befinden, ist — zumindest bislang — Gberhaupt kéissoziation zum malignen Mela-

nom bekannt.

4.4.2 Affymetrix Microarrays als Ausgangspunkt der Analyse

Die untersuchten Studien beruhen auf der AnalysechieedeneAffymetrix Microarray
Experimente. Diese GeneChips* erlauben es, gleichzeitig die Expression mehrerer
tausend Gene zu messen. DalMieroarray-Technologie jedoch aufgrund ihrer Kom-
plexitat und vielen moglichen Fehlerquellen zu wierschter Varianz bei den Ergeb-
nissen fuhren kann, ist es wichtig, die Qualitdt daten einschatzen zu kénnen (Heber
et al., 2006). Stetig steigende Datenmengen unéhlrnande Komplexitat der Daten
fuhrten dazu, dass Brazma et al. bereits 2001 staedardisierte Mindestinformation
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Uber dieMicroarray-Experimente forderten, um so die Interpretatiod Merifizierung
der vertffentlichten Daten zu ermdglichen. Dieb&njmum Information About a Mic-
roarray Experiment (MIAME) fordert genormte Angaben Uber das expeanntelle
Design, das Design des Arrays hinsichtlich verweésrdArt des Arrays und Beschrei-
bung jedes Elements, uber die verwendeten Probéeren Benennung, das Prozede-
re und die Parameter bei der Hybridisierung, Angabber die Messungen und die
Normierung und Kontrollen (Brazma et al., 2001)s Arganzung zu MIAME und um
bei der Suche die Daten besser zuganglich undeiehdparer zu machen und die Daten
auf den neuesten Stand zu bringen, stellten Cahah die SMART-Kriterien $tan-
dard Microarray Reporting Template) auf (Cahan et al., 2007). Aufgrund der steigen-
den Verwendung voMicroarrays und damit einhergehenden Zweifeln an der Zuver-
lassigkeit, Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeaitrde 2006 von deS Food and
Drug Administration (FDA) das so genannte MAQC-ProjekVicroArray Quality
Control) initiilert. Anhand von sieben verschiedendicroarray-Plattformen, darunter
auch die in dieser Arbeit analysiertéfifymetrix Microarrays, wurden tber 12.000
Gene anhand von 1.3Microarrays untersucht und die Genexpressionsstarken gemes-
sen. Es zeigte sich, dass bei einem mittleren Waniskoeffizienten fur die Signalde-
tektion von 5-15 % und einer Ubereinstimmungsrate 80-95 % hinsichtlich der
gualitativen Detektion der Signale die durbhicroarrays gewonnenen Ergebnisse
wiederholbar, reproduzierbar und innerhalb der nsoighten Plattformen vergleichbar
waren (MAQC Consortium, 2006).

4.4.3 Mdogliche Ursachen der Differenzen zwischen der Angse der Affymetrix

Microarraysund den eigenen experimentellen Untersuchungen

Wie bereits erwahnt, war eine Fragestellung didsbeit, ob es mdglich ist, aufgrund
vergffentlichter Daten Gene in Internetdatenbartkerauszufiltern, die eine Korrelation
mit der Melanomentstehung oder -entwicklung aufesmig-ir die drei ndher untersuch-
ten Gene konnte die molekularbiologische Untersnoghn Zelllinien bei keinem der

drei Gene die durch die Internetanalyse vermutétieete Expression im malignen
Melanom bestéatigen. Wahrend sich bei KCNN2 und SHRMerhaupt keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den NHEM-Proben unmd&Ptumor bzw. Metastasen

zeigte, fand sich bei PLXNA1 sogar eine signifikargdrigere Genexpression. Ande-
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rerseits liel3 sich eine erhdhte Expression in demd&tumor-Gewebeproben finden.
Diese Ergebnisse stimmen jedoch auch nur bedingt den analysierten Array-
Experimenten Uberein. Bei der Internetanalyse eesith auch bei den Arrays, bei
denen die Genexpression in Zelllinien (z.B. GDS13G®S1314) gemessen wurde,
eine erhohte PLXNA1-Expression. Auch in der Stu@ieS1989, die die Expression
des Gens sowohl in Zelllinien als auch in Gewebepnodarstellt, finden sich fur
PLXNA1 neben erhdhten Werten vor allem in den gpateStadien der Mela-
nomprogression (vertikale Wachstumsphase, Metastagjsstadium) auch erhdhte

Werte in der Zellkultur mit metastasierenden Melgnen.

Daher stellt sich die Frage, ob und wie sich difdbenzen zwischen der Internetanaly-
se und den eigenen experimentellen Ergebnissesrerklassen.

Wie bereits erwahnt, beruhen die untersuchten &tuduf der Analyse verschiedener
Affymetrix Microarray Experimente. DieseGeneChips* erlauben es, gleichzeitig die
Expression mehrerer tausend Gene zu messen. WiRIAQE-Projekt zeigte, kommt
es jedoch trotz verschiedenster Normierungen wiANWE zu einem Variationskoeffi-
zienten fur die Signaldetektion von 5-15 % und eildbereinstimmungsrate von 80-95
% beziglich einer qualitativen Detektion der Sign&llir die enorme Menge der unter-
suchtenMicroarrays sind derartige Prozentangaben sicher ein sehrs dgdtgebnis,
allerdings muss bedacht werden, dass dies dahzdéro bedeutet, dass es noch zu
einer Fehlerrate von bis zu 20 % kommen kann. malgenen Untersuchungen wurde
fur die Detektion der Genexpression die gRT-PCRveedet. Diese Methode liefert im
Vergleich mit den GGeneChips* genauere Werte, da fur jedes Gen eigene Primer, d
speziell fir das zu detektierende Gen angefertigtien, verwendet werden.

Eine weitere Moglichkeit, warum es zwischen derlnétanalyse und den eigenen
experimentellen Ergebnissen zu Differenzen kamtebéglarin, dass es innerhalb der
verschiedenen untersuchten Melanozyten- oder Twelllimzen genetische Unterschie-
de gibt. Dies zeigt beispielsweise die naher bbtede Studie GDS1314. Hierbei wur-
de, wie bereits erwéahnt, in finf verschiedenen Kefazelllinien die Genexpression
gemessen. Es zeigte sich dabei bei allen drei niftersuchten Genen eine deutliche
Varianz hinsichtlich der Expressionsstarke in diezednen Zelllinien. Von diesen funf

Linien wurden bei den eigenen molekularbiologiscbetersuchungen mittels PCR nur
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die Zelllinien SkMel 28 und Mel Juso Uberpruft. Aubei den eigenen Ergebnissen
findet sich eine enorme Varianz in der Expressien @ene innerhalb der einzelnen
Gruppen. Bei KCNN2 z.B. fanden sich im VergleichNHEM P6 deutlich erniedrigte
Werte in der Metastastenzelllinie HTZ 19, wahrere\Werte bei Mel Ju deutlich hdher
als der NHEM-Wert waren. Uber alle Metastasennédii gemittelt ergab sich daher
kein signifikanter Unterschied zu den Melanozytenohingegen die einzelnen Zellli-
nien dennoch deutlich verschieden waren. Ahnlickstdtellungen lassen sich auch fur
die anderen Gene treffen. Sehr deutlich zeigt diek auch z.B. bei den untersuchten
Gewebeproben fur das Gen PLXNAL. Hier schwankenEdipressionswerte fur die
einzelnen untersuchten Metastasenproben zwisclbénud 0,03 im Bezug auf norma-
le Haut. Uber alle funf Metastasenproben gemittediab sich daher kein signifikanter
Unterschied zu normaler Haut. Die unterschiedlickegebnisse hinsichtlich der Ex-
pression des Gens kénnten also an den genetisafitensthieden innerhalb der einzel-
nen Zelllinien oder Gewebeproben liegen.

Moglicherweise liegen die Unterschiede bezlglichEbgressionsstarke zwischen den
einzelnen Zelllinien auch an der Art der Materialiduch der fiur PLXNA1 gefundene
Widerspruch zwischen der Expressionsstarke in dditirden und in den Gewebepro-
ben liel3e sich eventuell dadurch erklaren. WahkadZelllinien haufig tber Jahre im
Labor geziichtet werden, kommen die Gewebeprobest ekt vom operierten Pra-
parat. Bei der Zellkultur werden verschiedene Wachsfaktoren und andere Medien
zugesetzt, um die Zellen zu erhalten und zu verereldadurch kann es jedoch auch zu
Veranderungen innerhalb der Zellpopulation komnuka,dann fur die unterschiedli-

chen Werte in verschiedenen experimentellen Vemsugkrantwortlich sein kénnen.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass imdaéle untersuchten Genen der er-
wartete Zusammenhang mittels ExpressionsmessudenirZelllinien nicht nachgewie-

sen werden konnte. Da jedoch im Rahmen dieser Adx#glich drei von 8.000 Genen

naher betrachtet wurden, lasst sich nur bedingt allgemeingiltige Aussage Uber die
Herangehensweise oder eine Bewertung der ValidaaDatenbank treffen. Auf3erdem
konnte fir PLXNA1 die erh6hte Expression des Gen&ewebeproben bestatigt wer-
den. Da diese Proben die tatsachliche ExpressionGanen im untersuchten Gewebe

widerspiegeln, ist dieses Ergebnis daher hoherustofen als die Messungen in den
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Zelllinien. Dies zeigt, dass die verwendete Methmdmindest bedingt geeignet ist, um

Gene zu identifizieren, die eine Korrelation mitrd&elanom aufweisen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

A Adenosin

Abb. Abbildung(en)

AJCC American Joint Committee on Cancer

ALM Akral lentigindses Melanom

AS Aminosaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor

BRD Bundesrepublik Deutschland

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celcius

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4

CDKN2A/B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B

cm Zentimeter

cDNA complementary DNA / copy DNA

ChiP Chromatin-Immunoprazipitations-Experimente
CtBP1 C-terminal binding protein 1

d.h. das heil3t

DNA Desoxyribonucleinacid, deutsch: Desoxyribonihkddaure
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreithol

ECM extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamin-Tetraacetat

et al. et alii (“unter anderem”)

etc. et cetera

FAMMM Familial Atypical Multiple Mole Melanoma (apjisches
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Navussyndrom)

FDA Food and Drug Administration
for forward

FOXD1 Forkhead box D1

G Guanin

g Gramm

GEO Gene Expression Omnibus
HGF Hepatocyte Growth Factor
HIF Hypoxie-induzierbare Faktoren
HMG High mobility group

IL Interleukin

5-JUR 5-Jahresuberlebensrate

K* Kalium

k Kilo

KCNN2 potassium intermediate/small conductancewaleactivated

channel, subfamily N, member 2

I Liter

LC Light Cycler

LDH Laktatdehydrogenase

LMM Lentigo-maligna-Melanom

m Milli

m Meter

M Mol, molar

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
MAQC MicroArray Quality Control

MCI1R Melanocortin-1-Rezeptor

MGP Metastatic Growth Phase

MGSA Melanoma Growth Stimulatory Activity
MIA Melanoma Inhibitory Activity

MIAME Minimum Information About a Microarray Expenent
min Minute(n)
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MITF Microphtalmia-Associated Transcription Factor

mm/mmg2 Millimeter/ Quadratmillimeter

MRNA messenger RNA

u Mikro

NCBI National Center for Biotechnology Information

NCI National Cancer Institute

NEDD9 Neural Precursor Cell Expressed, DevelopnhgriDown-
Regulated 9

NFkB nuclear factor of kappa light chain gene enhanc& cells

NHEM normale humane epidermale Melanozyten

NIH National Institute of Health

NLM National Library of Medicine

nm Nanometer

NM Noduléares Melanom

NMDA N-Methy-D-Aspartat

NSCLC Non-small-cell lung carcinoma, deutsch: niklieinzelliges Lun-
genkarzinom

oD optische Dichte

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction, deutsch: Polymeztieakeaktion

PDGF Platelet-Derived Growth Factor

PLXNA1 Plexin A1

gRT-PCR guantitative real-time PCR

rev reverse

RGP Radial Growth Phase, deutsch: radiale Wachgtuasse

RNA Ribonucleinacid, deutsch: Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT reverse Transkription

sek Sekunde(n)

SHFM1 split hand/foot malformation (ectrodactylypé 1

SIRNA Small interfering RNA
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SMART

Standard Microarray Reporting Template

SSM Superfiziell spreitendes Melanom

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TGF Transforming Growth Factor

TNM System zur Tumor-Stadieneinteilung (T: TumokaicN: Node =
Lymphknoten, M: Metastase)

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate

U/min, UpM Umdrehungen pro Minute

USA United States of America

uv Ultraviolett

Vv Volt

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VGP Vertical Growth Phase, deutsch: vertikale Wagaisphase

VS. versus

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

z.T. zum Teil
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