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Das maligne Melanom ist eine bdsartige Krebserkrankung der pigmentbildenden Zellen der Haut, den
Melanozyten. Die Krankheit ist nahezu immer heilbar wenn der Primartumor friihzeitig erkannt und
vollstandig entfernt wird. Das rasche Erkennen des Tumors ist wichtig, da das Melanom bereits in
einem friihen Stadium zur Metastasierung neigt. Eine derzeit zugelassene Behandlungsmethode fir
Patienten mit einem metastasierenden Melanom in Kombination mit einer aktivierenden BRAF
Mutation stellt der selektive Inhibitor Vemurafenib dar. Dieser inhibiert das aktivierte Onkogen
BRAF\6%8) welches in ca. 50 % aller Melanom-Patienten vorhanden ist und fiihrt dadurch die
Tumorzelle in Seneszenz. Allerdings entwickeln Melanom-Patienten mit zunehmender
Behandlungsdauer Resistenzen gegen Vemurafenib. Diese Resistenzen und die Eigenschaft des
Melanoms, eine hohe Toleranz gegeniiber klassischen Chemo- oder Strahlentherapien zu besitzen,
unterstreichen die Notwendigkeit fir alternative Behandlungsmethoden fiir Melanom-Patienten.
MikroRNAs (miRNAs) kénnten einen Angriffspunkt fiir eine solche Behandlungsmethode darstellen,
da sie durch die Regulation der Proteinexpression viele wichtige Funktionen, wie beispielsweise die
Proliferation, die Differenzierung und den Metabolismus einer Zelle, steuern. MiRNAs werden
transkribiert und anschlieBend (iber eine Enzymkaskade bis zur maturen miRNA prozessiert. Eine
Proteinfamilie nimmt dabei eine Schlisselfunktion ein: die Familie der Argonaut (AGO) Proteine.
Diese Proteine binden die Duplex aus der maturen miRNA und der zu inhibierenden messenger RNA
(mRNA) des miRNA-Zielgens. Im Menschen gehoren vier verschiedene AGO Proteine (AGO1-4) dieser
Proteinfamilie an. Jedoch ist nur AGO2 in der Lage, die mRNA direkt hydrolytisch zu spalten. Die AGO
Proteine 1, 3 und 4 kdnnen ebenfalls die Translation des Zielproteins inhibieren, jedoch nicht durch
eine direkte Degradation des Gentranskripts.

Im ersten Abschnitt dieser Dissertation konnte erstmalig eine deutliche Reduktion aller AGO Proteine
im Melanom im Vergleich zu Melanozyten nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, dass das AGO2
Protein starker reprimiert wird als die librigen AGO Proteine. Es konnte zudem festgestellt werden,
dass es sich bei der AGO2 Reduktion um ein fiir das Melanom spezifisches Phanomen handelt, da in
anderen Tumorarten keine differenzielle AGO2 Expression nachgewiesen werden konnte.
Resultierend aus den primaren Ergebnissen, der melanomspezifischen AGO2 Reduktion, beschaftigte
sich der zweite Teil dieser Arbeit mit den Konsequenzen dieses Phanomens fir die miRNA
Prozessierung und deren Einfluss auf die Zelle. Dabei zeigte sich, dass die AGO2 Reduktion fiir eine
erhebliche Verminderung der si- und miRNA Effektivitat verantwortlich ist. Mit Hilfe von cDNA-Array
Analysen konnte zudem nachgewiesen werden, dass die AGO2 Modulation im Melanom eine sehr

groRe Anzahl an Proteinen beeinflusst, die in vielen wichtigen Zellprozessen involviert sind. Zudem
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konnte auch eine phanotypische Veranderung in der Migrationsfahigkeit von Melanomzellen
aufgrund der AGO2 Reduktion festgestellt werden.

Der dritte Teil spiegelt die Suche nach der Ursache der AGO2 Reduktion wieder. Die Anderung der
AGO2 Proteinmenge ist nur durch direkte Proteinanalysen zu detektieren, nicht jedoch durch
Analysen der Genexpression, was auf einen post-transkriptionellen Regulationsmechanismus
hindeutet. Nach dem experimentellen Ausschluss des Proteasom-Systems als AGO2-modulierendes
System in Melanomzellen konnte der Nachweis einer AGO2 Reduktion durch miRNAs erbracht
werden.

Seit ihrer Entdeckung 1993 ist der Erkenntnisstand Uber miRNAs und deren vielseitiges
Regulationsnetzwerk in der Zelle erheblich gewachsen. Seitdem sind miRNAs gewiss auch fir einen
Einsatz in der Therapie von Krankheiten von grolRem Interesse. Beispielsweise wird bei der miRNA
Replacement Therapie eine tumor-suppressor-miRNA, welche einen Funktionsverlust in der
Krebszelle aufweist, durch eine therapeutische miRNA ersetzt. Dieser Therapieansatz ist jedoch
vollstandig abhangig von einer funktionellen miRNA Prozessierung und somit auch von den AGO
Proteinen. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse Uber die spezifische AGO2
Reduktion im Melanom kdnnen daher dazu beitragen die Effektivitat der miRNA Replacement

Therapie fir das maligne Melanom zu steigern.
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Malignant melanoma is a malignant cancer of the pigment forming cells of the skin, the melanocytes.
Based on the melanoma trait of metastasizing at very early tumor stages, the complete surgical
removal of the primary tumor before metastasis occurs is the only effective treatment today. An
approved treatment for metastatic melanoma in combination with an activating BRAF mutation is
the selective BRAFIV®%® inhibitor Vemurafenib. This BRAF mutation is present in 50 % of all
melanomas. During the therapy all melanoma patients develop resistance against Vemurafinib. This
fact in combination with the high tolerance of melanoma cells against chemo- and radiotherapies
highlights the neccessity of new treatment modalities for melanoma patients.

MicroRNAs (miRNAs) could potentially represent a target for melanoma treatment because of their
ability to modulate protein expression and therefore control processes as diverse as proliferation,
differentiation and metabolism of the cell. MiRNAs are processed by a multi enzyme cascade after
transcription to become the mature miRNA. One protein family acts as a key player in miRNA
processing: the Argonaute (AGO) proteins. They are able to bind the duplex of mature miRNA and
the target mRNA for repression of protein translation. The family of human AGO proteins consists of
four members (AGO1-4), which are all responsible for translational repression, but only AGO?2 is able
to hydrolytically cleave the target gene transcript.

The first part of this thesis demonstrated for the first time a strong and significant reduction of all
AGO proteins in melanoma as compared to melanocytes. However, this reduction is not evenly
distributed among the four AGO proteins with AGO2 showing the strongest reduction. Interestingly,
this was not observed in other types of cancer, hinting to a molecular process unique to melanoma.
Based on the primary results that a melanoma-specific AGO2 reduction was found, the second
section of this thesis is devoted to the consequences of this phenomen for miRNA processing and its
influence on the cell. It was found that the lower AGO2 amount is responsible for a significant
reduction of the siRNA and miRNAs effectiveness. With the help of a cDNA array analysis it was also
found that the AGO2 modulation in melanoma affects a very large number of proteins which are
involved in many important cellular processes. This is also reflected in the phenotypic alteration of
the migratory potential of melanoma cells coinciding with the AGO2 reduction.

The third part of this thesis is devoted to identifying the cause of the AGO2 reduction in melanoma.
The AGO reduction was only detectable by protein analysis, whereas gene expression analysis did not
show any alterations, indicating a post-transcriptional regulatory mechanism. After the exclusion of
the proteasome as AGO2 modulating system, it was demonstrated that miRNAs are responsible for

the AGO2 reduction in melanoma cells.
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Since their discovery in 1993, the knowledge of miRNAs and their versatile regulatory network in the
cell has grown considerably. Since then, miRNAs are also of great interest for uses in the treatment of
various diseases. Thus, tumor suppressor miRNAs showing a loss-of-function in cancer can be
“replaced” by a therapy involving the re-introduction of miRNAs into diseased tissues, thereby
reactivating pathways that drive a therapeutic response. The results of this work, namely the strong
reduction of AGO2 and the corresponding consequences in melanoma, will potentially help to

increase the effectiveness of the miRNA replacement therapy strategy.
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Beim malignen Melanom handelt es sich um eine bdsartige Tumorerkrankung, bei der sich der
Primartumor aus spezialisierten Hautzellen, den Melanozyten, entwickelt. Der nachfolgende
Abschnitt liefert zunadchst eine Beschreibung tiber den vielschichtigen Aufbau der humanen Haut, um

spater einen genaueren Einblick tiber die Lokalisation der Melanozyten zu geben.

1 AUFBAU UND FUNKTION DER HUMANEN HAUT

Die Haut (Cutis) bildet als grofRtes Organ des Menschen die Grenzschicht zwischen dem Koérper und
der Umwelt. Die Cutis hat zahlreiche Funktionen, wie beispielsweise Schutz vor schadlichen
Einflissen der Umwelt (z.B. Kalte, Hitze und Strahlung), Sinneswahrnehmung von thermischen oder
mechanischen Reizen, Warmeregulation des Korpers, Austausch und Ausscheidung (z.B. von Salzen
oder Medikamenten). Darlber hinaus unterliegt die Cutis der Kontrolle des vegetativen
Nervensystems (z.B. Erroten, Erblassen oder Haare strauben).

Die Haut ist aus zwei Schichten aufgebaut: der diinneren epithelialen Epidermis (Oberhaut) und dem
dickeren Bindegewebe-enthaltenden Corium (Dermis, Lederhaut), welches flieRend in die Subcutis
(Tela subkutanea, Unterhautgewebe) Gbergeht.

Die Subcutis besteht aus Bindegewebe und bildet das Grundgerist flir die dariiber liegenden
Hautschichten. Neben dem Bindegewebe enthalt die Subcutis groRere Blutgefdlle und Nerven, sowie
mechanorezeptorische Sinneszellen.

Die Dermis besteht hauptsachlich aus dicken Blindeln von Kollagenfasern. Die Subcutis und die
Dermis werden Uber BlutgefaRe mit Nahrstoffen versorgt, wohingegen die Versorgung der Epidermis
allein durch Diffusion erfolgt. Auch Nerven, SchweiRdriisen und Haarfollikel sind Bestandteil der
Dermis. Eine strikte Abgrenzung der Dermis zur Epidermis bildet die lichtmikroskopisch erkennbare
Basalmembran. Diese setzt sich aus der Lamina basalis (Basallamina) und der Lamina fibroreticularis
zusammen. Die Basallamina wiederum besteht aus der Lamina densa und der Lamina rara, die jeweils
ca. 20 nm dick sind und aus Typ IV Kollagen, Laminin sowie Proteoglykanen bestehen (Proksch et al.
2008).

Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel, welches aus den folgenden fiinf
Zellschichten besteht (von basal nach apikal): Basalschicht (Startum basale), Stachelzellschicht
(Stratum spinosum), Kornerzellschicht (Stratum granulosum), Glanzschicht (Stratum lucidum) und
Hornschicht (Stratum corneum) (Abbildung I-1).

In der Basalschicht sind die sehr mitoseaktiven Epithelzellen lber Hemidesmosomen mit der

darunterliegenden Basallamina verbunden. Nach einer Zellteilung verbleibt eine Tochterzelle in der
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Stratum basale, die andere rlickt in die nachsthéhere Schicht, das Stratum spinosum. Diese Schicht
besteht aus mehreren Lagen von Zellen mit stachelférmigen Fortsdtzen (Stachelzellen), die Uber
Desmosome mit den Nachbarzellen verbunden sind. Der als Keratinisierung bezeichnete schrittweise
Verhornungsprozess von Epithelzellen Uber hornbildende Zellen (Keratinozyten) zu Hornzellen
(Korneozyten) beginnt in der Stachelzellschicht. Zusammen mit der Basalschicht wird die
Stachelzellschicht auch als Stratum germinativum (Keimschicht oder Regenerationsschicht)
bezeichnet, da hier die teilungsaktiven Zellen der Haut lokalisiert sind.

In der Kérner- und der Glanzschicht nimmt die Verhornung der Haut zu. Die abgeplatteten Zellen
enthalten basophile Granula, die Keratohyalinkdrper (enthalten Keratoyalin, welches zu Eleidin und
anschlieRend zu Keratin umgebaut wird), Proteine und verschiedene Lipide. Der Inhalt der
lamellierten Granula wird von den Zellen in den Interzellularraum abgegeben, wo er sich in Richtung
Glanzschicht ausbreitet und so eine wasserabweisende Barriere bildet. Die homogen erscheinende
diinne Glanzschicht, bei der keine Kerne und Zellgrenzen mehr erkennbar sind, ist stark eosinophil.
Die aufsitzende Hornschicht besteht aus sehr flachen, schuppenférmigen, nicht mehr lebenden
Hornzellen, die als Charakteristika eine verdickte Zellmembran, keine Zellorganellen und einen hohen
Gehalt an Keratin besitzen. Die Hornschicht kann vor allem an den Hand und Ful3sohlen aus
mehreren hundert Schichten bestehen (Madison 2003; Ulfig 2003).

Nach dieser allgemeinen Beschreibung des Aufbaus und der Funktion der Haut, erfolgt im
nachfolgenden Abschnitt eine detailliertere Darstellung der Lokalisation und der speziellen Funktion

von Melanozyten.

2 MELANOZYTEN: DIE PIGMENTBILDENDEN ZELLEN DER HAUT

Die Melanozyten sind in der Basalschicht der Epidermis lokalisiert und liegen der Basallamina
unmittelbar auf, jedoch ohne mit dieser oder den umgebenden Keratinozyten durch Desmosomen
oder Hemidesmosomen verbunden zu sein. Melanozyten kommen nicht ausschlieflich in der Haut
und in den Haarfollikeln der Haut vor, sondern auch in der Retina des Auges, im Ohr (Innenohr und
Gehorschnecke (Cochlea)), Gehirn, Nervensystem, Lunge und Fettgewebe (Plonka et al. 2009).

Die Melanozyten der Haut sind gleichmaRig in der Basalschicht verteilt, wobei ein Verhaltnis von 10:1
von Keratinozyten zu Melanozyten besteht. Die Dichte der Melanozyten liegt dabei bei
1.200 pro mm?. Uber ihre dendritischen Fortsitze stehen die Melanozyten mit ca. 30 bis 40
Keratinozyten in direktem Kontakt (Cichorek et al. 2013) (Abbildung I-1).

Im Gegensatz zu den Keratinozyten entstehen die Melanozyten nicht aus den Basalzellen, sondern
sind neuroektodermaler Herkunft. Wahrend der Embryogenese wandern die Melanozyten-

Vorlduferzellen, die Melanoblasten, von der Neuralleiste in die Haut ein. Aus den Melanoblasten
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entwickeln sich die Melanozyten durch Proliferation, Differenzierung und Migration zu ihrem
Bestimmungsort in der basalen Epidermis (Lin und Fisher 2007). Die Lebensdauer von Melanozyten
kann in der Epidermis mehrere Jahrzehnte andauern (Quevedo et al. 1969). Den Melanozyten kommt
dabei die Eigenschaft zugute, eine hohe Apoptosetoleranz zu besitzen (Plettenberg et al. 1995).
Bedingt durch die lange Lebensspanne der Melanozyten steigen die Mutationswahrscheinlichkeit der

Zellen und die Gefahr der Melanomentstehung stark an.

Keratinozyten

Melanosomen

Abbildung I-1: Aufbau der Epidermis / Lage von Melanozyten in der Haut (verdndert nach Cichorek et al. (2013)). Die
Epidermis der Haut besteht aus den folgenden Schichten: Basalschicht (Startum basale), Stachelzellschicht
(Stratum spinosum), Kornerzellschicht (Stratum granulosum), Glanzschicht (Stratum lucidum) und
Hornschicht (Stratum corneum). Ebenso dargestellt ist in dieser Abbildung die Lage der Melanozyten mit
ihren Melanosomen, den Strukturen der Melaninproduktion, in der Epidermis.

Die Hauptaufgabe der Melanozyten besteht in der Bildung des Pigments Melanin. Durch den direkten
Einfluss von ultraviolettem (UV) Licht auf die Bildung von Melanin, den als Melanogenese
bezeichneten Vorgang, ist UV Licht der Umweltfaktor, der die Pigmentierung der Haut wesentlich
beeinflusst.

Die Melanogenese findet in Lysosomen d&hnlichen Strukturen der Melanozyten statt, den
Melanosomen (Videira et al. 2013). Dieses Hauptcharakteristikum der Melanozyten wird im
Folgenden naher beschrieben. Mit Hilfe des Enzyms Tyrosinase wird aus Tyrosin L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) hydroxyliert, welches in einer Folgereaktion ebenfalls durch die
Tyrosinase sofort zu DOPAquinon oxidiert wird. AnschlieRend teilt sich die Enzymkaskade in zwei
mogliche Wege auf: In der Anwesenheit von Cystein entsteht aus DOPAquinon 3°- oder 5'-
cysteinylDOPA, welches nach Oxidation und Polymerisation zu dem gelb bis rotbraunen Phaomelanin
wird. Ist Cystein nicht verfligbar, wird DOPAquinin ohne Enzymeinwirkung zu DOPAchrome und nach
einem Carbonsaureverlust zu 5,6 Dihydroxyindol (DHI), welches nach einer Oxidation und
Polymerisation zu dem braun bis schwarzen DHI-Melanin wird. Aus DOPAquinin kann aber auch

enzymatisch durch die DOPAchrome-Tautomerase (TRP2) DHI-2-Carbonsaure (DHICA) entstehen,
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welches anschlieRend liber die Tyrosinase zu hellbraunem DHICA-Melanin wird (Sugumaran 1991;
Cichorek et al. 2013). DHI-Melanin und DHICA-Melanin werden auch Eumelanin genannt, welches
sich von dem Phdaomelanin nicht nur in der Farbe, sondern auch in der GrofSe, Form und Packung der
Melanosomen unterscheidet (Slominski et al. 2004; Lin wund Fisher 2007). Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der melaninbildenden Enzymkaskade liegt im ersten Schritt,
der Hydroxylierung von Tyrosin zu DOPA.

Es wurde bereits erwdhnt, dass sich aus Melanozyten eine bosartige Tumorerkrankung, das maligne

Melanom entwickeln kann. Diese Erkrankung wird im nachsten Abschnitt ndaher charakterisiert.

3 DAS MALIGNE MELANOM

Bei dem malignen Melanom (kurz auch Melanom, Schwarzer Hautkrebs oder Melanoblastom)
handelt es sich um eine hochgradig bosartige Hauttumorerkrankung, die aus den Melanozyten der
Haut hervorgeht. Das Melanom kann in selteneren Fallen (0,8 - 1,8 %) auch in den Pigmentzellen des
Auges (Uvea und Retina) oder als mukosales Melanom in Schleim- oder Hirnhduten verschiedener
Lokalisation entstehen (Keller et al. 2013; Lourenco et al. 2014).

Das Melanom ist mit weniger als ca. 5 % an allen Hauttumorerkrankungen beteiligt, dabei jedoch fir
Uber ca. 80% der Hautkrebstodesfille verantwortlich (Miller und Mihm 2006). Die hohe
Mortalitatsrate des Melanoms lasst sich aus der Kombination der folgenden Eigenschaften erklaren:
zum einen besitzt das Melanom die Fahigkeit sehr friih Uber die Lymph- und BlutgefdaRe zu
metastasieren, zum anderen zeigt das Melanom hohe Resistenz gegeniiber den konventionellen
Krebstherapien, wie Chemo- oder Strahlentherapie (Rockmann und Schadendorf 2003; La Porta
2007). Wird ein Melanom in einem frilhen Stadium erkannt und entfernt, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei {iber 90 %. Nach einer Metastasierung sinkt dieser Wert auf eine 5-Jahres-
Uberlebenrate von 5% mit einer durchschnittlichen Lebenserwartung von 6 — 10 Monaten

(Bertolotto 2013).

3.1 KLASSIFIKATION DES MALIGNEN MIELANOMS

Da die meisten Melanome die Bildung von Melanin nicht einstellen, kénnen sie gut in der Haut
identifiziert werden, wodurch eine friithe Diagnose auch haufig gut moglich ist. Klinisch wird das
maligne Melanom in die folgenden vier Subtypen unterteilt: das superfiziell spreitende Melanom
(SSM), das nodulare Melanom (NM), das lentigo maligna Melanom (LMM) und das akrolentigintse

Melanom (ALM) (Panizzon und Guggisberg 1999).
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Das superfiziell spreitende Melanom ist mit 65 % das am haufigsten vorkommende Melanom. Es
zeichnet sich durch eine Proliferation in der Epidermis aus, die zumeist in einer Ebene erfolgt. Dabei
zeigt der Tumor eine unscharfe Begrenzung und unregelmaRige Pigmentierung. Diese radiale
Wachstumsphase des Tumors kann sich Uber eine lange Zeit erstrecken und geht nach der
Entfernung des Tumors mit einer guten Prognose fiir den Patienten einher.

Das noduldre Melanom zeichnet sich vor allem durch eine schnelle vertikale Wachstumsphase aus
und ist somit das aggressivste Melanom mit der schlechtesten Prognose fiir den Patienten. Es tritt
mit einer Haufigkeit von 25 % auf und stellt sich mit knotigen, scharf begrenzten und meist
unterschiedlich pigmentierten Arealen dar. An der Hautoberflache kann es zusatzlich zu Ulzerationen
kommen.

Das lentigo maligna Melanom kommt mit einer Haufigkeit von ca. 5 % eher selten vor. Es entwickelt
sich vor allem an den lichtexponierten Stellen wie im Gesicht und den Handen. Vor allem bei dlteren
Menschen ab 65 Jahren steigt die Inzidenz fiir LMM an. Der Tumor zeigt kein einheitliches
Erscheinungsbild in Bezug auf die Pigmentierung oder GroRe. Jedoch kommt es erst relativ spat zu
einem vertikalen Wachstum, was eine gute Prognose fiir den Patienten bedeutet.

Das akrolentigindse Melanom tritt ebenfalls mit einer Haufigkeit von ca. 5 % auf und ist vermehrt an
den Handflaichen und Fullsohlen lokalisiert. Das Aussehen des Tumors ist meist durch eine

ungleichmaRige Pigmentierung bestimmt (de Braud et al. 2003).

3.2 INZIDENZ UND RISIKOFAKTOREN

Das Risiko flr eine Erkrankung am malignen Melanom ist seit Beginn der Dokumentation in den
1970er Jahren stark angestiegen. In Europa stieg die Zahl der Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner und Jahr (Inzidenz) von 3 bis 4 in 1970 auf 10 bis 15 im Jahr 2000. In mehreren Studien
wird eine weiter anhaltende Inzidenzsteigerung von jahrlich 3-7 % vorhergesagt, was einer
Verdopplung alle 10 bis 20 Jahre entsprechen wiirde. Damit stellt das maligne Melanom die am
starksten zunehmende maligne Erkrankung der kaukasischen Bevélkerungsgruppe dar (Garbe und
Leiter 2009).

Eine genauere Angabe der Inzidenz kann durch den altersstandardisierten ASR-Wert erfolgen, bei
dem die Haufigkeit in Erkrankungen pro 100.000 Personen-Jahren angegeben werden. Folglich ergibt
sich fir das maligne Melanom ein ASR-Wert von 13,0. Betrachtet man die Inzidenz des Melanoms
geschlechtsspezifisch, erkranken 42,5 Frauen (13,1 ASR) und 39,6 Manner (13,2 ASR) pro 100.000
Einwohner pro Jahr neu am Melanom. Die Mortalitatsrate liegt in Europa insgesamt bei 15,7 Fallen
pro 100.000 Einwohner pro Jahr (2,2 ASR), wobei 6,9 (1,7 ASR) auf Frauen und 8,8 (2,8 ASR) auf

Manner entfallen (Ferlay et al. 2013). Die Inzidenz des malignen Melanoms ist jedoch sehr stark
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ortsspezifisch und schwankt selbst innerhalb europaischer Lander erheblich. So zeigen beispielsweise
die skandinavischen Léander (Nord-Europa) einen ASR-Wert bei Frauen von 19,4 und bei Mannern von
19,1 verglichen mit den Landern des sidlichen Europas, die einen Inzidenz-ASR-Wert bei Frauen von
10,0 und bei Mannern von 10,1 aufweisen (Ferlay et al. 2013).

Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Melanoms sind ein heller Hauttyp, eine blonde oder rétliche
Haarfarbe, sowie eine erhéhte Anzahl an benignen oder atypischen Navi (,Muttermale®). Ein Mensch
mit einer hohen Anzahl an N&vi (100-120) hat z.B. ein um das siebenfach erhéhtes Risiko an einem
Melanom zu erkranken, im Vergleich mit einem Menschen mit einer niedrigen Anzahl an Navi (0-15)
(Muller 2009). Eine dunkle Haut hat im Vergleich mit einer helleren Haut nicht mehr Melanozyten,
diese produzieren aber mehr Melanin und schiitzten somit die Haut intensiver vor DNA
Schadigungen durch UV Licht. Auch die Strahlenbelastung der Erde durch das UV Licht ist nicht
gleichverteilt: Australien und Neuseeland weisen eine sehr hohe Melanomrate nach, da die
hellhdutige Bevolkerung einer hohen Strahlenbelastung ausgesetzt ist (Armstrong und Kricker 2001).
Auch die Anzahl und Starke von UV-Verletzungen (,,Sonnenbranden”) im Kindesalter erhoht das
Risiko einer spateren Melanomentstehung erheblich (Behrens et al. 2013). Zutreffend ist dies ebenso
flir kinstliche UV-Strahlenbelastungen durch Besuche in Solarien (Gandini et al. 2011). Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, die zur Entstehung des malignen Melanoms fiihren,
sind jedoch noch nicht vollstandig geklart, da Melanome haufig auch an wenig sonnenexponierten
Stellen des Korpers auftreten. Darliber hinaus stellt auch die genetische Vorbelastung an
Melanomerkrankungen in der Familie einen wichtigen Risikofaktor dar, in Bezug auf das Risiko am

Melanom zu erkranken oder ein weiteres Melanom zu entwickeln (Rastrelli et al. 2013).

3.3 PATHOGENESE DES MALIGNEN MELANOMS

Der US-amerikanische Dermatologe Wallace H. Clark jr. beschrieb 1984 die Pathogenese des
malignen Melanoms in einem Modell, bei dem der histologische Verlauf ausgehend von normalen
Melanozyten bis zum malignen Melanom in fiinf Stufen dargestellt wird (Abbildung I-2) (Clark et al.
1984).

Die erste Stufe beschreibt eine Proliferation von strukturell normalen Melanozyten zu einem
benignen Navus. Diese werden als normale, angeborene (kongenitale) melanozytdre Navi angesehen,
die nur selten entarten. Die melanozytaren Navi zeichnen sich durch eine flache bis leicht
angehobene Struktur aus und sind gleichméRig gefarbt oder bestehen aus regelmaRigen Mustern
von punktférmiger Pigmentierung, die von dem natirlichen Hautfarbton bis zum dunkelbraunen
Hintergrund reicht. Histologisch haben diese Lasionen eine vermehrte Anzahl an Melanozyten die in

Nestern entlang der Basalmembran angeordnet sind.
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Die zweite Stufe des Clark-Modells beschreibt einen dysplastischen (atypischen) Navus, welcher
durch unkontrolliertes Wachstum gekennzeichnet ist und dabei entweder aus einem normalen Navus
hervorgeht oder vollkommen unabhdngig entstehen kann. Die Lasion ist zumeist asymmetrisch mit
unregelmalliigen Randern, beinhaltet mehrere Farben und weist eine grollere Ausdehnung auf. Die
Melanozyten des dysplastischen Navus kdnnen bereits ihre dendritischen Auslaufer verloren haben.
Die radiale Wachstumsphase (radial-growth phase, RGP), die dritte Stufe des Clark-Modells, stellt
den Ubergang zur malignen Lision dar und ist gekennzeichnet durch ein radiales Ausbreiten der
Zellen in der Epidermis. Dabei kénnen die Zellen vereinzelt die Basalmembran durchdringen,
scheitern aber daran, Kolonien in der Epidermis zu bilden. Die Zellen zeigen in der RGP bereits
ausnahmslos eine atypische Morphologie.

In der vertikalen Wachstumsphase (vertical growth phase, VGP), der vierten Stufe des Clark-Modells,
durchdringen die Melanomzellen die Basalmembran und infiltrieren die Dermis. Die hochgradig
invasiven Zellen besitzen in dieser Stufe die Fahigkeit sich in die Netzschicht der Dermis und in
Fettgewebe auszubreiten und durch unkontrollierte Proliferation Tumornester zu bilden.

In der flinften Stufe des Clark-Modells, der finalen, erfolgt die Metastasierung der Melanomzellen
Uber das Blut- und LymphgefaRsystem in den gesamten Korper (Miller und Mihm 2006).

Sehr wahrscheinlich lduft die Entstehung des Melanoms nach diesem soeben beschrieben fiinf-
stufigen Clark-Modell ab. Dieses stellt aber kein striktes Modell dar, bei dem nicht einzelne Stufen
ausgelassen oder mehrere (ibersprungen werden koénnen. In sehr seltenen Fallen ist eine
Melanomentstehung auch direkt aus Melanozyten moglich, wie z.B. bei den kongenitalen
melanozytaren Navi. Die kongenitalen melanozytaren Navi treten in 1 % aller Neugeborenen auf und
sind die Folge einer Fehldifferenzierung in unterschiedlichen Phasen der Embryogenese (Tannous et

al. 2005; Das et al. 2013).
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Nevus Nevus Phase Phase Melanoma

@ %
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Abbildung I-2: Maligne Progression des Melanoms (verdndert nach Miller und Mihm (2006)). Eine anormale Proliferation
von normalen Melanozyten fiihrt zu der Bildung eines benignen N&vus. Durch weitere schnelle Proliferation
entsteht ein dysplastischer Navus, der durch Asymmetrie und unregelmaflige Rander gekennzeichnet ist. Die
Zellen verlieren dabei ihre dendritischen Ausldufer. Die radiale Wachstumsphase (Radial Growth Phase) ist
charakterisiert durch interepidermales Wachstum mit vereinzeltem Infiltrieren der Dermis. Es folgt die
vertikale Wachstumsphase (Vertical Growth Phase), die auch als dermale Invasionsphase bezeichnet wird,
da die Zellen Tumornester in der Dermis ausbilden. Das maligne Melanom bildet Gber das Blut- oder
Lymphsystem sehr schnell Metastasen in andere Organe.

3.4 PROGNOSE DES MALIGNEN MEELANOMS

Bereits 1969 veroffentlichte Wallace H. Clark jr. ein histologisches Klassifikationssystem fir

Melanome, dessen Level spater in Clark-Level benannt wurden. Die funf Clark-Level beschreiben,

welche Hautschichten durch den Tumor infiltriert wurden und geben so eine Risiko-Einschatzung fir

den Patienten wieder. Die Ausbreitungsfliche des Tumors an der Hautoberfliche oder das

Tumorvolumen bleiben bei dieser Art der Klassifikation unberiicksichtigt (Clark et al. 1969; Clark et al.

1984; Clark 1991).

Clark-Level |
Clark-Level Il

Clark-Level 111

keine Tumorzelle hat die Basalmembran durchbrochen

Infiltration der Tumorzellen durch die Basalmembran in die darunterliegende
Papillenschicht (Stratum papillare) der Dermis

weitere vertikale Ausbreitung des Tumors bis an die Grenze zur Netzschicht (Startum

reticulare) der Dermis

Clark-Level IV Infiltration in die Netzschicht

Clark-Level V

Invasion in die Subcutis
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Ein weiteres gebrauchliches Klassifikationssystem fir das maligne Melanom stellt die Dicke

(Thickness, T) des Tumors dar. Dieses System wurde von dem US-amerikanischen Pathologen

Alexander Breslow 1970 beschrieben (Breslow 1970).

In der Melanom-Datenbank des American Joint Committee on Cancer (AJCC) wurden im Jahr 2009

die Primdrtumore und die 10jahrige Uberlebensrate von 27.639 Patienten anhand dieser

Klassifikation analysiert. Die GroReneinteilung des AJCC erfolgte jedoch nicht in der Breslow

Einteilung, sondern nach einer leicht veranderten GroRentabelle. Die Primartumore wurden anhand

ihrer Dicke in die folgenden vier Stufen eingeteilt:

T1:<1mm, T2:1,01-2.00 mm, T3: 2,01-3,00 mm und T4: > 3,01 mm.

Die 10jahrige Uberlebensrate betrug in der Stufe T1 92 %, in der StufeT2 80 %, in der Stufe T3 63 %

und in der Stufe T4 50 % fiir Patienten, die einen nicht-ulzerierenden Primartumor ohne Metastasen

hatten. Im Falle eines ulzerierenden Primartumors sinkt die Uberlebensrate erheblich. Die 5jihrige

Uberlebensrate eines Patienten mit einem T4 nicht-ulzerierendem Primartumor liegt bei 71 %,

wohingegen die Uberlebensrate bei einem T4 ulzerierendem Primartumor nur noch 53 % betrigt.

Bei Patienten mit einem metastasierenden Melanom wurde wie folgt klassifiziert:

Stufe M1la: der Patient hat eine Metastase in einer entfernten Hautregion, subkutanem
Gewebe oder in einem Lymphgefal und weist zusatzlich einen normalen
Laktat Dehydrogenase (LDH) Gehalt im Blut-Serum auf (Weide et al. 2012)

Stufe M1b: der Patient hat Metastasen in anderen Organen als der Haut (Lunge, Leber
usw.) oder eine Kombination aus Fernmetastasen in anderen Geweben und
zusatzlich noch in der Haut oder im subkutanen Gewebe, jedoch ebenfalls
mit einem normalen LDH-Wert

Stufe M1c bedeutet: der Patient hat eine Metastase in einem anderen Gewebe als der Haut in
Kombination mit einem erhéhten LDH-Wert

Die einjahrige Uberlebensrate von 7.972 analysierten Patienten der Stufe T4 ergab eine

Uberlebensrate von M1a 62 %, mit M1b 53 % und M1c 33 % (Balch et al. 2009).

Das friihe Erkennen und Entfernen eines Melanoms, insbesondere vor einer Metastasierung, ist die

einzig effektive Therapie die fir das Melanom existiert. Derzeit bleibt bei steigender Inzidenz die

Mortalitatsrate konstant, was dem verbesserten Gesundheitswesen in den Industrielandern, den

immer starker sensibilisierten Arzten und einer besseren Aufkldrung der Bevolkerung zu verdanken

ist. Jedoch kann es auch im Anfangsstadium der Erkrankung, selbst bei geringer Tumordicke zu

Fernmetastasen kommen und durch die hohe Resistenz gegeniber den konventionellen

Krebstherapien ist die Suche nach geeigneten Therapieansatzen von enormer Wichtigkeit.
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Im nachfolgenden Absatz werden daher die molekularen Ursachen des malignen Melanoms und

daraus resultierende mogliche Therapieansatze beschrieben.

4 MOLEKULARE URSACHEN DES MALIGNEN IMEELANOMS UND MOGLICHE THERAPIEANSATZE

Die molekularen Ursachen die zur Entstehung und Progression des malignen Melanoms beitragen,
sind sehr vielfdltig und betreffen nahezu alle Bereiche der Zellorganisation. Im Folgenden werden
einige Zellprozesse exemplarisch beschrieben, die die Komplexitdit der Melanomentstehung
verdeutlichen. Es werden Beispiele der Fehlregulation von Rezeptorproteinen, Signalwegen und

Transkriptionsfaktoren aufgezeigt.

4.1 FEHLREGULATION VON REZEPTORPROTEINEN

Rezeptorproteine interagieren in der Regel mit den fiir sie spezifischen Liganden nach dem Schliissel-
Schloss-Prinzip und initiieren durch diese Interaktion bestimmte Folgereaktionen.

In Tumorzellen sind diese Informationen haufig durch eine Expressionsdanderung der Rezeptoren
oder Liganden fehlgeleitet, was zu tumorspezifischen Zellanderungen fiihren kann.

Die 58 bekannten humanen Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) bilden die groRte Familie innerhalb der
Onkogene. Sie zeichnen sich durch einen homologen Aufbau aus, bestehend aus einer
intrazellluldren katalytischen Domane und einer extrazellluldren Liganden-bindenden Domane
(Schlessinger 2000). Innerhalb dieser Rezeptorfamilie dienen die folgenden vier RTKs als Beispiel zur
Verdeutlichung des Einflusses dieser Rezeptorfamilie auf das Melanom: KIT, epidermal growth factor
receptor (EGFR), vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) und c-Met (MET).

KIT, der Rezeptor fiir den Stammzellfaktor (stem cell factor, SCF) ist in Melanozyten ein wichtiger
Faktor fiir das Uberleben, die Migration, die Proliferation und die Differenzierung der Zellen (Carvajal
2013). Die KIT Expression in Melanomzellen ist im Vergleich zu Melanozyten reduziert, jedoch kann in
Patienten mit einem metastasierenden Melanom auch eine gesteigerte KIT Expression vorkommen.
Eine Phase Il Studie mit dem KIT Inhibitor Imatinib zeigte nur eine geringe klinische Wirksamkeit des
Inhibitors (Kim et al. 2008). EGFR hat Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation von
Melanomzellen und zeigt in diesen Zellen eine gesteigerte Expression im Vergleich zu Melanozyten
(Sparrow und Heenan 1999). Erlotinib, ein Inhibitor fiir den EGF-Rezeptor, konnte keine klinische
Wirksamkeit in einer Phase Il Studie nachgewiesen werden (Kwong et al. 2007). VEGFR ist in
Melanozyten, im Gegensatz zu Melanomzellen, bedingt durch die Abwesenheit des Liganden, nicht

aktiv. Der VEGFR Inhibitor Sunitinib bewirkt durch Inaktivierung des Akt/mTOR Signalweges bei
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Zellen, die Uber einen aktiven VEGFR verfligen, einen Stopp des Zellzyklus in der G1 Phase (Yeramian
etal. 2012).

Die RTK MET dient als Rezeptor fiir den hepatocyte growth factor (HGF) und hat Einfluss auf die
Zellteilungsrate und das invasive Potential von Tumorzellen. MET ist in Melanozyten und Melanom-
Primartumorzellen nur schwach exprimiert, jedoch steigt die MET-Expression in Melanommetastasen
stark an. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die MET Konzentration in der Progression des
malignen Melanoms wahrscheinlich eine Rolle spielt und verantwortlich ist flr eine gesteigerte
Zellmotilitat und ein gesteigertes invasives Potential (Migliore et al. 2008; Swoboda et al. 2012).

Der Rezeptor fiir den insulin-like growth factor 2 (IGF2), insulin-like growth factor 2 receptor (IGF2R),
ist verantwortlich fir die Regulation von mehreren wichtigen Zellprozessen, wie beispielsweise
Wachstum, Embryonalentwicklung, Differenzierung und Regulation des Metabolismus (Soares et al.
2010).

Integrine sind eine Familie von Zelladhesions-Rezeptoren, die als Heterodimere aus einer von 17
moglichen alpha- und einer von 8 modglichen beta-Untereinheiten bestehen. Derzeit sind 20
verschiedene Integrine bekannt und beschrieben, die u. a. Fibronektin, Vitronektin und verschiedene
weitere Matrixproteine binden und dadurch Zell-Matrix Adhesion und Zell-Zell Aggregation
ermoglichen kdonnen (Seftor 1998). Melanomzellen weisen im Vergleich zu Melanozyten eine viel
starkere Integrin B3 Expression auf, was in einem aggressiven Tumorwachstum, einer gesteigerten
Invasion und Metastasierung der Melanomzellen resultiert (Albelda et al. 1990).

Das Protein neurogenic locus notch homolog protein 4 (Notch4) ist ein evolutionar sehr konservierter
Transmembran-Rezeptor, der bei Ligandenbindung enzymatisch gespalten wird. Eine bei dieser
Enzymreaktion entstehende Notch Interzellulardoméne (NIC) rekrutiert einen transkriptionalen
Aktivatorkomplex im Nukleus, wodurch die Proliferation der Zelle und die Differenzierung reguliert
werden. In den Melanomzellen ist die Expression des Notch4 Rezeptors im Vergleich zu Melanozyten

sehr stark reprimiert (Costa et al. 2009).

4.2 FEHLREGULATION VON SIGNALWEGEN

Signalwege stellen das Bindeglied zwischen der Reizaufnahme an der duBeren Zellmembran und der
Genexpression im Zellkern dar. In vielen Tumoren wurden fehlregulierte Signalwege als
Tumormerkmale beschrieben, u.a. auch fur das Melanom.

Eine haufig im Melanom vorkommende Fehlregulation betrifft den mitogen-activated protein kinase
(MAPK) Signalweg RAF-RAS-MEK-ERK. In 70 % aller Melanome handelt es sich um eine onkogene
somatische Mutation in den Genen BRAF oder NRAS (Besaratinia und Tommasi 2014). Vor allem der

einzelne Basenaustausch (Thymidin zu Adenin an Nukleotid-Position 1799) des Codons 600 im BRAF
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Gen betrifft 92 % der Mutationen dieses Protoonkogens im humanen Melanom. Diese Mutation
alleine ist nicht ausreichend fiir die Entstehung des Melanoms, da auch ein benigner Navus sehr
haufig diese Mutation enthélt (Garnett und Marais 2004; Besaratinia und Tommasi 2014). In einem
Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass Mause mit einer BRAF®%F Mutation zwar eine benigne
melanozytare Hyperplasie entwickeln, aber es erfolgt keine Melanomentstehung in den Mausen bis
zu einem Lebensalter von 15 — 20 Monaten. Kommt es jedoch zusatzlich zu einem Verlust des Tumor-
Suppressors Phosphatase and Tensin homolog from chromosome 10 (PTEN), erkranken die Mause zu
100 % an einem Melanom (Dankort et al. 2009). Der zur Melanombehandlung zugelassene Serin-
Threonin-Kinase Inhibitor Vemurafenib ist spezifisch fiir das Onkoprotein BRAF®%€, Vemurafenib
fihrte in ersten klinischen Studien zu sehr hohen Tumorregressionen von bis zu 70 % (Chapman et al.
2011). Jedoch steigt mit zunehmender Behandlungsdauer die Wahrscheinlichkeit einer Resistenz-
Bildung deutlich an (Das Thakur et al. 2013). Darlber hinaus ist die Diagnostik der aktivierenden
Mutation zwingend noétig, da die Behandlung von Patienten ohne Mutation zu einem kiirzeren
Uberleben fiihrt und somit klar kontraindiziert ist. Die Uberlebensrate (overall survival, OS) der
Melanom-Patienten, die mit Vemurafenib behandelt wurden (OS = 13,6 Monate) ist im Vergleich mit
Dacarbazin (Zytostatikum) behandelten Melanom-Patienten (OS = 9,7 Monate) deutlich hoéher
(Keating, 2012).

Der PI3K-AKT-mTOR Signalweg ist ein weiterer Signalweg, der in die Melanomentstehung involviert
ist. Die Phosphatase PTEN ist verantwortlich fiir die Hemmung dieses Signalweges durch
Dephosphorylierung von signaliibertragenden Molekilen (Phosphatidylinositolphosphaten) die von
der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) gebildet werden. Eine Hemmung des Tumorsuppressors durch
Mutationen im PTEN Gen, konnten in 10 % — 15 % der Melanom-Primartumore identifiziert werden
(Tsao et al. 1998). Die Expression des Proteinkinase B Gens AKT korreliert mit der Progression des
Melanoms. Nur aktives AKT3, und nicht AKT1 und AKT2, wird wahrend der Progression bis zum
hochsten Level im fortgeschrittenen Stadium des metastasierenden Melanoms verstarkt exprimiert
(Stahl et al. 2004). Einige Studien konnten zeigen, dass eine Aktivierung von AKT3 als direkte Folge
einer gesteigerten Phosphorylierung und somit Inaktivierung von pro-apoptotischen Proteinen zu
einer Hemmung der Apoptose fiihrt (Ko und Fisher 2011).

Die Kinase mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) kann in zwei Komplexen vorliegen, mTOR
Komplex 1 (mTORC1) und mTOR Komplex 2 (mTORC2). Der aktive mTOR Komplex 1 fuhrt zur
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E) binding
protein-1) und S6K1 (protein S6 kinase 1). Der mTOR Komplex 2 stimuliert die AKT-Signalkaskade
durch eine Phosphorylierung von AKT (Molhoek et al. 2005). Die Inhibition von mTOR durch den

mTOR Inhibitor Rapamycin zeigt keine Effekte auf das Wachstum von Melanomzellen (Lasithiotakis et
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al. 2008). Auch in einer klinischen Studie der Phase Il wurde beobachtet, dass das Rapamycin
Analogon CCI-779 bei Patienten mit einem metastasierenden Melanom keine Wirkung zeigt
(Margolin et al. 2005). Rapamycin in Kombination mit dem RAF Inhibitor Sorafenib bewirkt jedoch
eine signifikante Wachstumshemmung von Melanomzellen (Lasithiotakis et al. 2008).

Das Tumorsuppressorgen INK4A des pl6™“A-cDK4/6-RB Signalweges inhibiert die Cyclin D1
abhangigen Kinasen CDK4 und CDK6, wodurch der Tumorsuppressor RB (Retinoblastoma Protein)
aktiviert wird (Halaban 2005). Eine Fehlregulation dieses Signalweges ist in 90 % der malignen
Melanome nachweisbar und steht daher im Fokus als moglicher Therapieansatz. Der Verlust der

6'NKA  proteinexpression wiahrend der Progression des Melanoms fihrt durch eine

pl
Phosphorylierung von RB zur direkten CDK Aktivierung, was eine Freisetzung des Proliferations-
fordernden Transkriptionsfaktors E2F zur Folge hat. In vorklinischen Studien konnte gezeigt werden,
dass eine Inhibition von CDK4 einen therapeutischen Nutzen fiir Patienten haben, deren CDK4
Anstieg auf einem Verlust von CDKN2A (p16'™**A) beruht. Bei Patienten mit einem Verlust von RB1

hingegen kommt es vermehrt zu Resistenzbildungen gegeniber dem Inhibitor (Sheppard und

McArthur 2013).

4.3 FEHLREGULATION VON TRANSKRIPTIONSFAKTOREN

Transkriptionsfaktoren spielen in der Entstehung und Progression des malignen Melanoms eine
groRe Rolle. Eine Verdnderung der Aktivitdit von Transkriptionsfaktoren in den Zellen kann zur
malignen Transformation fiihren. Im Folgenden sind einige Transkriptionsfaktoren aufgefiihrt, deren
Fehlregulation zur Tumorprogression und Metastasierung im malignen Melanom beitragen.

Der Transkriptionsfaktor MITF (Microphthalmie assoziierter Transkriptionsfaktor) ist bekannt als der
Hauptregulator von pigmentierten Zellen und gehort zu der Myc Familie der Helix-loop-helix-
Transkriptionsfaktoren. MITF ist fiir Entwicklung, Uberleben, Proliferation und Zellzyklus-Progression
von Melanozyten verantwortlich, da er die Expression wichtiger Gene der Melanogenese kontrolliert
(z.B. Tyrosinase (TYR), tyrosinase-related protein 1 (TYRP1), MLANA (Melan-A) und silver locus protein
homolog (SILV)) (Bell und Levy 2011). Die Expression von MITF ist in Melanomzellen nicht konstant.
Ca. 10 % - 20 % der Melanomzellen weisen eine Amplifikation der MITF Expression auf, die haufig in
Verbindung mit einer BRAF Mutation steht und die Proliferation und das Uberleben des Tumors
fordert. Im Verlauf der Progression kommt es jedoch zu einem Absinken der MITF Expression, was zu
einer verringerten Differenzierung und einer erhéhten Invasionsfahigkeit der Zellen fiihrt, wobei eine
MITF Repression Uber einen langeren Zeitraum Seneszenz induzieren kann (Hoek und Goding 2010;

Bell und Levy 2011).
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Snaill ist ein Transkriptionsfaktor und ein direkter Repressor der Expression des transmembranen
Glykoproteins E-Cadherin. E-Cadherin ist ein wichtiges Zelladhdsionsmolekdl fiir die ,,Melanozyten-
Keratinozyten-Kommunikation” und aufgrund der gesteigerten Snaill Expression stark reprimiert in
der Progression des Melanoms (Poser et al. 2001). Dies erleichtert es den Tumorzellen sich aus dem
engen Verband mit den Keratinozyten zu l6sen. Der veranderte Snaill Status flhrt zudem zu einer
Expressionsminderung des Tumorsuppressors CYLD (cylindromatosis), welcher die Proliferation und
Metastasierung unterdriickt (Massoumi et al. 2009).

Das Protein des Onkogens v-ski inhibiert den TGF-B Signalweg durch die Bindung des Smad Proteins,
welches fir die Signalweiterleitung in den Zellkern verantwortlich ist. Zudem kann SKI den Wnt
(wingless-type MMTV integration site family) und den B-Catenin Signalweg induzieren und die MITF
und Nr-CAM (neuronal cell adhesion molecule) Expression steigern. Durch diese
Signalwegseinbindung beeinflusst das SKI Protein die Proliferation, Kolonisierung und Migration
durch eine gesteigerte Expression im Melanom (Chen et al. 2003; Levati et al. 2011).

Hox (Homebox) Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die in der frlhen Embryogenese die
Zellidentitat, Wachstum, Differenzierung, Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktion steuern. Im Melanom
zeigen die beiden Hox Proteine Hox-C8 und Hox-B7 eine gesteigerte Expression gegeniber
Melanozyten, welche verantwortlich ist flr eine Erhohung des Metastasierungspotentials und eine
geringere Differenzierungsrate (Braig et al. 2010; Mueller und Bosserhoff 2011). Auch Hox-C13
zeichnet sich durch eine gesteigerte Expression im metastasierenden Melanom im Vergleich zu
Melanozyten oder Melanom Primartumorzellen aus und koénnte daher als Marker fiir die
Metastasierung verwendet werden (Cantile et al. 2012).

cJun ist ein wichtiger Regulator in der Progression des malignen Melanoms und ein Mitglied in der
Familie der AP-1 Transkriptionsfaktoren. Die Transkriptionsfaktoren dieser Familie (JUN, JDP,
FOS/FRA, ATF/CREB und MAF) sind als Regulatoren der Progression, Proliferation, Migration,
Invasion, Apoptose und Angiogenese im Melanom beschrieben. Die clun Aktivierung erfolgt durch
eine Phosphorylierung durch die clun N-terminale Kinase (JNK) oder durch die Kinasen ERK1, ERK2
oder GSK3B (Kappelmann et al. 2014).

Zu der Familie der AP-2 (activator protein-2) Transkriptionsfaktoren gehoéren AP2alpha, AP2beta,
AP2gamma und AP2delta. Sie sind an der Regulation vieler wichtiger Zellprozesse beteiligt, z.B.
Apoptose, Zellwachstum und Differenzierung wahrend der Embryogenese. AP2alpha ist als
Tumorsuppressor im Brustkrebs, Darmkrebs und im malignen Melanom beschrieben.
Zellkulturversuche zeigten bei einer Uberexpression von AP2alpha eine Hemmung der Zellteilung und
der Bildung stabiler Kolonien, wohingegen eine Verringerung der AP2alpha Konzentration zu einer

Steigerung des invasiven Potentials und der Tumorbildung fiihrt (McPherson et al. 2002).



| EINLEITUNG 15

RUNX3 (runt-related transcription factor 3) ist ein Tumorsuppressor, dessen genaue
Regulationsmechanismen noch weitestgehend unbekannt sind. Jedoch zeigt eine reduzierte RUNX3
Expression im Melanom durch Regulation der Proliferation, Apoptose und Metastasierung einen
Einfluss auf die Entwicklung und Progression des Tumors (Zhang et al. 2011).

Nach der Beschreibung der molekularen Ursachen des malignen Melanoms und den daraus
resultierenden moglichen Therapieansatzen, folgt im niachsten Abschnitt ein Uberblick tiber die Rolle

regulatorischer RNAs im malignen Melanom.

5 REGULATORISCHE RNAS IM MALIGNEN MELANOM

Eine Krebszelle weist im Allgemeinen immer eine unkontrollierte Vermehrung auf, die auf einer
sogenannte , Entartung” korpereigener Zellen basiert. Dies kann verschiedenste Ursachen haben, wie
z.B. eine Fehlregulation von Transkriptionsfaktoren, Signalkaskaden oder Rezeptoren (Véller et al.
2013; Luo et al. 2014). Derzeitige Therapieansdtze konzentrieren sich zumeist darauf, fehlregulierte
Proteine direkt zu beeinflussen und deren Fehlregulation aufzuheben (Shtivelman et al. 2014). Eine
Veranderung in der Expressionsstarke eines bestimmten Proteins kann auch durch regulatorische
RNAs verursacht werden. Regulatorische RNAs eignen sich aufgrund dieser Tatsache prinzipiell
ebenfalls als Krebstherapieansatz (Greenberg et al. 2014).

Regulatorische RNAs sind kleine RNA Molekiile, deren Information zumeist endogen im nicht
proteinkodierenden Genom der Zelle vorliegt. Die Bedeutung von kleinen RNA Molekiile ist seit ihrer
Entdeckung in den 1990er Jahren immer starker in den Fokus aktueller Untersuchungen gelangt. Die
drei moglichen Wege der post-translationalen Hemmung der Genexpression durch das RNA
interference (RNAI) System, zu welchem micro RNAs (miRNAs), small interfering RNAs (siRNAs) und
piwi-interacting RNAs (piRNAs) gehoren, haben ein gemeinsames Funktionsprinzip. Basis hierfir ist
ein Ribonukleotid-Protein-Komplex, der aus mindestens einem Mitglied der Argonaut Familie und
einer ca. 20-30 Nukleotiden langen, zur Ziel-RNA komplementéren, RNA besteht (Wilson und Doudna
2013). Dieser Komplex wird als RNA-induced silencing complex (RISC) bezeichnet, da er fiir die
Hemmung der Translation die entscheidende Struktur darstellt. Sowohl bei siRNAs, als auch bei
miRNAs, wird der RISC mit einer doppelstrangigen RNA beladen. Diese besteht Ublicherweise aus ca.
19 Watson-Crick-Basenpaaren mit einem Uberhang von zwei Nukleotiden am 3’Ende und jeweils
einer Phosphatgruppe am 5°Ende der RNA (Jackson und Standart 2007). Einer der beiden RNA-
Strange verlasst den RISC und wird im Anschluss direkt abgebaut. Der Strang, der den RISC verlasst
wird als passenger Strang bezeichnet, wahrend der guide Strang im RISC verbleibt und als Matrize fiir
die Ziel-RNA dient. Das menschliche Genom kodiert fiir mehr als tausend miRNAs (Griffiths-Jones et

al. 2008) und reguliert durch diese schatzungsweise 60 % der Proteinexpressionen (Friedman et al.
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2009). Dieser groRe Einfluss der miRNAs spiegelt sich auch in der miRNA basierten Modulation von
wesentlichen Zelleigenschaften, wie beispielsweise der Proliferation (Kappelmann et al. 2013),
Invasion (Muller und Bosserhoff 2008) oder Migration (Braig et al. 2010) wieder. Es ist daher auch
anzunehmen, dass miRNAs in der Progression des Melanoms eine tragende Rolle spielen. Im
nachsten Abschnitt erfolgt daher eine detaillierte Datstellung der miRNAs. Die Rolle der miRNAs in

der Progression des malignen Melanomswird hingegen in Kapitel 8 der Einleitung beschrieben.

6 MIRNA PROZESSIERUNG

Die miRNA Prozessierung ist ein genau regulierter und mehrschrittiger Prozess, dessen mogliche
Fehlregulation eine Rolle in der Progression des malignen Melanoms spielen kdnnte. Da diese
Thematik einen wesentlichen Teil der vorliegenden Arbeit ausmacht, werden im Folgenden die
miRNA Prozessierung inklusive ihrer Schllsselproteine vorgestellt.

MiRNAs sind kurze RNA Molekiile, die nicht fiir ein Protein kodierend sind. Sie entstehen
ausschliefllich durch endogene Transkription mit Hilfe der RNA-Polymerase Il. SiRNAs hingegen
kénnen zusatzlich zur endogenen Transkription auch durch virale Infektion oder andere exogene
Quellen in die Zelle gelangen (Watanabe et al. 2008; Carthew und Sontheimer 2009). Kodiert ein
eigenstandiges Gen die siRNA oder miRNA, wird dies als monocistronisch bezeichnet. Eine
polycistronische Kodierung liegt vor, wenn mehrere siRNAs oder miRNAs von einem Gen kodiert
werden. Eine weitere Moglichkeit der siRNA oder miRNA Kodierung im nicht proteinkodierenden
Genom besteht in den Introns eines Gentranskriptes, dies wird als intronisch bezeichnet (Filipowicz

et al. 2008).
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Abbildung I-3: Schematische Darstellung der Biogenese und der Funktion von miRNAs (verandert nach Krol et al. (2010)).
MiRNAs werden aus einem miRNA Primartranskript (pri-miRNA) prozessiert, welche durch die RNA-
Polymerase Il, entweder aus dem nicht proteinkodierenden Genom oder aus Introns von
proteinkodierenden Genen (Mirtrons), transkribiert werden. Der Mikroprozessorkomplex (Drosha, Pasha)
spaltet die pri-miRNA und generiert die pre-miRNA. Die pre-miRNA wird durch Exportin5 ins Zytoplasma
transportiert, wo Dicer die mature miRNA generiert. Ein Strang der maturen miRNA interagiert mit AGO2
und bindet partiell oder vollstédndig komplementdre Bereiche der Ziel-mRNA. Dies fiihrt zur Repression der
Proteintranslation oder zu einer Deadenylierung der mRNA.
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Die primary miRNA (pri-miRNA) ist das Primartranskript einer miRNA und ist aus bis zu 1.000
Nukleotiden aufgebaut. Der primaren Transkription folgt eine schrittweise Prozessierung des
Primartranskriptes bis zur maturen miRNA Uber eine Enzymkaskade (Abbildung I-3). Zuerst faltet sich
die pri-miRNA in einzelne oder in Cluster formierte Haarnadelstrukturen, welche sich durch einen
sequenzkomplementidren RNA Doppelstrang auszeichnen, der durch eine ca. 10 Nukleotide lange
distale Schlaufe verbunden ist (Saini et al. 2007). Diese RNA Haarnadelstrukturen dienen dem Enzym
Drosha, einer RNAse Ill, und DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR8), einem Protein mit
zwei doppelstrangige RNA bindenden Domanen (dsRBD), als Substrat. Dabei bilden sie zusammen
mit der RNA und den Helicasen p68 und p72 (Fukuda et al. 2007) den Mikroprozessorkomplex, der
die pri-miRNA in die precursor RNA (pre-miRNA) Uberfiihrt. Bei diesem Vorgang erkennt das Protein
DGCR8 den Ubergang der Haarnadelstruktur von der Einzelstrang- zur Doppelstrang-RNA und
positioniert Drosha an die fiir die hydrolytische Spaltung erforderliche richtige Stelle. AnschlieBend
spaltet Drosha den RNA-Doppelstrang ca. 11 Nukleotide entfernt von dem Ubergang von der
Einzelstrang- zur Doppelstrang-RNA. Die entstandene pre-miRNA weist eine Lange von ca. 65-70
Nukleotiden auf (Han et al. 2006).

Das Protein Exportin-5 transportiert in Anwesenheit des Kofaktors RanGTP die pre-miRNA aus dem
Kern in das Zytoplasma (Lund und Dahlberg 2006). Die Endoribonuklease Dicer ist dafir
verantwortlich, doppelstrangige RNA oder die pre-miRNA in RNA-Doppelstrange mit spezifischer
Lange zu schneiden. Dabei ist Dicer von dem Doppelstrang-RNA Bindeprotein (RBP; double-stranded
partners) transactivation-responsive (TAR) RBP abhangig (Chendrimada et al. 2005). Sinkt die Menge
an verfligbarem TRBP, fiuhrt dies zu einer Destabilisierung von Dicer und die pre-miRNA-
Prozessierung wird deutlich ineffektiver (Melo et al. 2009). Dicer ist ein ca. 200 kDa groRes Protein,
welches einen Multi-Domanen Aufbau hat, welcher Ahnlichkeiten zu Ribonucleasen Il zeigt. Die
Familie der RNase Il zeichnet sich dadurch aus, dass sie doppelstrangige RNA spalten kann, wobei ein
2 Nukleotide langer Uberhang am 3’Ende entsteht. Dicer ist fihig, die pre-miRNA in 20-24 Nukleotide
lange RNA Fragmente zu spalten und ist in das Beladen des RISCs involviert.

Dariiber hinaus gibt es die Moglichkeit einer Dicer unabhadngigen miRNA-Prozessierung. Dabei
Ubernimmt die katalytische Aktivitdt des Proteins Argonaut2 (AGO2) die Spaltung der RNA und
erzeugt ein Zwischenprodukt mit einem neuen 3’Ende, welches anschlieBend weiter degradiert wird.
Die Dicer unabhangige miRNA-Prozessierung wurde durch AGO2 knock-out Maus-Mutanten
entdeckt, welche homozygot fiir ein katalytisch inaktives AGO2 sind und kurz nach der Geburt durch
eine Andamie sterben. Dies wurde darauf zuriickgeflihrt, dass die miRNA-451, die fiir die Erythropoese

verantwortlich ist, in diesen Mutanten nicht mehr gebildet werden kann. Durch in vitro Versuche
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konnte die direkte Beladung von AGO2 mit der pre-miRNA-451 nachgewiesen werden (Cheloufi et al.
2010).

AGO2 kann ebenfalls zu den miRNA prozessierenden Proteinen gezahlt werden, da es nicht nur die
mature miRNA mit dem zu inhibierendem Gentranskript verbindet, sondern auch aktiv an der miRNA
Prozessierung teilnimmt. Dabei spaltet AGO2 die pre-miRNA 12 Nukleotide vom 3’Ende entfernt zu
einem Zwischenprodukt, welches als Ago2-cleaved precursor miRNA oder kurz ac-pre-miRNA
bezeichnet wird (Diederichs und Haber 2007). Die genaue Funktion dieses Prozessierungsschrittes ist
noch nicht abschlieBend geklart. Es wird spekuliert, dass es sich dabei entweder um einen
Selektionsmechanismus handelt, bei dem festgelegt wird, welcher der beiden RNA-Strange abgebaut
wird (passenger Strang) und welcher zur maturen miRNA (guide Strang) reift. Eventuell tragt die
Spaltung am 3’Ende auch dazu bei, die miRNA Duplexstruktur leichter aufzulésen. Grund hierfir ist
eine verringerte Annealingtemperatur und eine Verringerung der freien Energie der Duplexstruktur
nach der Aktivitat von Dicer (Diederichs und Haber 2007). Welcher der beiden RNA Strange die guide
RNA wird, also die RNA, die im RISC das Argonaut zur Ziel-mRNA fiihrt, ist iblicherweise der Strang,
der das thermodynamisch instabilere 5'Ende aufweist (Khvorova et al. 2003; Schwarz et al. 2003;

Frank et al. 2010).

7 DIE ARGONAUT PROTEINE

Die Argonaut (AGO) Proteine stellen eine direkte Verbindung zwischen dem zu regulierenden
Genexpressionstranskript und der kurzen sequenzkomplementaren regulatorischen RNA her.

Die Proteinfamilie erhielt ihren Namen 1998 von der Arbeitsgruppe Bohmert, da Arabidopsis thaliana
AGO1 knock-out Pflanzen einen Phanotyp zeigten, der stark an die tentakelartige Gestalt des
Tintenfisch Argonauta argo erinnert (Bohmert et al. 1998). AGO Proteine kommen in fast allen
Eukaryoten vor, wobei lhre absolute Konzentration auf 1,4 x 10° — 1,7 x 10° AGO Proteine pro Zelle,
sowohl im Menschen als auch in der Maus, geschatzt wird (Wang et al. 2012). Die einzig bisher
beschriebene Ausnahme stellt die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae dar, die keine AGO Proteine
besitzt und die ganzlich auf eine Genregulation durch miRNA verzichtet (Drinnenberg et al. 2009).

Die eukaryotischen Argonaut Proteine lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die eine Gruppe umfasst
Uberwiegend zytoplasmatischen AGO Proteine, welche mit miRNAs und siRNAs die Genexpression
post-transkriptional regulieren (Mallory und Vaucheret 2010; Meister 2013). Die zweite Gruppe
beschreibt die P-element-induced wimpy testes (PIWI) Proteine, welche an piRNAs binden und
vorrangig die Genregulation in Keimzellen beeinflussen (Luteijn und Ketting 2013; Ross et al. 2014).
Eine weitere Gruppe von AGO Proteinen, die WAGO Proteine, die die Keimzellgenexpression

regulieren, sind spezifisch fir den Fadenwurm C. elegans (Gu et al. 2009). Die Anzahl der Argonaut



| EINLEITUNG 20

Proteine innerhalb verschiedener Spezies ist sehr variabel, z.B. besitzt Drosophila melanogaster zwei
(AGO1 und AGO2) , Homo sapiens vier (AGO1-4), und Arabidopsis thaliana sogar zehn (AGO1-10)
(Mallory et al. 2008) Argonaut Proteine.

Auskunft tiber den Aufbau und die Domanenanordnung von vollstandigen Argonaut Proteinen geben
derzeit vier verschieden Kristallstrukturen. Aus humanem Argonaut2 (hAGO2) wurden bisher zwei
Srukturen veroffentlicht (Elkayam et al. 2012; Schirle und MacRae 2012). Eine dieser Strukturen ist in
Kombination mit miRNA-20a dargestellt (Abbildung 1-4) (Elkayam et al. 2012). Eine weitere
Kristallstruktur zeigt das humane Argonautl (hAGO1) mit gebundener miRNA-let7 (Faehnle et al.
2013). Die vierte bekannte Struktur wurde aus der Hefe Klyveromyces polysporus (KpAGO), ebenfalls
mit gebundener RNA, generiert (Nakanishi et al. 2012). Anhand der Strukturen ist zu erkennen, dass
der Multi Domanen Aufbau von Argonautl und Argonaut2 Ubereinstimmt und sich auch zwischen
den eukaryotischen und der prokaryotischen Struktur keine Unterschiede in Bezug auf die
Domaéanenanordnung zeigen. Dies lasst einen hohen Konservierungsgrad vermuten.

Der Argonaut Multi-Domanen-Aufbau besteht aus den vier globularen Domédnen Amino-terminal (N),
PAZ (PIWI-Argonaute-Zwille), MID (middle) und PIWI (P-element-induced wimpy testes), welche tber
die zwei Linker L1 und L2 miteinander verbunden sind (Schirle und MacRae 2012). Die PAZ Domane
erkennt und bindet den Uberhang aus 2 Nukleotiden am 3" Ende der zu prozessierenden miRNA
(Lingel et al. 2003; Ma et al. 2004) und das 5 Ende der RNA wird in der MID Doméne gebunden (Ma
et al. 2004; Frank et al. 2010). Die PIWI Domane ist einer RNase H strukturell sehr dhnlich und ist in
einigen AGO Proteinen befihigt, die RNA-Duplex in Gegenwart eines Mg?* lons zu spalten. Die
Funktion der N-terminalen Domane ist noch nicht ausreichend geklart, wobei sie sehr wahrscheinlich
die RNA-Duplex stiitzt (Kwak und Tomari 2012).

Zum Verstandnis der durch AGO Proteine regulierten Genexpression werden in den nachsten
Unterabschnitten die Zusammenstellung des RISCs, die Inhibition der Genexpression, Auswirkungen

der AGO Protein Modifikation und die Lokalisation der AGO Proteine beschrieben.
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Abbildung 1-4: Kristallstruktur von humanem AGO2 im Komplex mit miRNA-20a (verdandert nach Gurtan und Sharp
(2013)). AGO2 besitzt einen Multi-Doméane-Aufbau bestehend aus der Amino-terminal- (N, Rot), PAZ- (PIWI-
Argonaute-Zwille, Hellblau), MID- (middle, Lila) und PIWI- (Dunkelblau) Doméne. Die N- und die PAZ-
Domane sind Uber den Linker 1 (L1, Grau) und die PAZ- und die MID-Domane tber den Linker 2 (L2, Silber)
miteinander verbunden. Die gebundene miRNA-20a ist an ihren Enden dargestellt, wobei das 5'Ende an der
MID-Domane und das 3’Ende an der PAZ-Domane lokalisiert ist. Die Kristallstruktur (Protein Daten Bank
ID:4F3T) wurde von Elkayam et al. beschrieben (Elkayam et al. 2012).

7.1 ZUSAMMENSTELLUNG DES RISCs

Die Zusammenstellung des RISCs kann prinzipiell in zwei Schritte eingeteilt werden. Der erste Schritt
stellt die RISC Beladung dar. Dabei wird die miRNA-miRNA* Duplex an das entsprechende AGO
gebunden und der entstehende Komplex wird als pre-RISC bezeichnet. Der zweite Schritt
kennzeichnet die Strang Dissoziation oder Strang Entwindung, bei der die miRNA-miRNA* Duplex
Struktur aufgelost wird indem einer der beiden Strange den maturen RISC verldsst (Kawamata und
Tomari 2010).

Die Selektion, welcher der beiden Strdange als guide Strang fungiert und somit den RISC komplettiert
und welcher Strang als passenger Strang den RISC verlasst, erfolgt nicht zufallig. Ausschlaggebend
hierfiir ist die thermodynamische Stabilitdat der Duplex Enden. Diese asymmetrische Strang-Selektion
wird auch als die ,asymmetrische Regel” bezeichnet, bei der derjenige Strang als guide Strang
definiert wird, dessen 5°Ende auf der Seite der Doppelhelix lokalisiert ist, deren vier letzten

Basenpaare die geringere thermodynamische Stabilitat aufweisen (Schwarz et al. 2003).
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Die Aufnahme von regulatorischen RNAs in den RISC ist ohne Unterstlitzung von weiteren Proteinen
nur sehr eingeschrankt und ineffektiv moéglich. Untersuchungen zeigten, dass isoliertes humanes
Argonaut?2 einzelstrangige RNA binden kann, nicht jedoch Doppelstrang-RNA (Yoda et al. 2010). Alle
Proteine, die fiir einen funktionellen RISC notwendig sind, werden auch als pre-RISC oder als RISC
loading machinery bezeichnet. In humanen Zellen bilden Dicer und TRBP den minimalen Komplex der
notig ist, um den RISC zu beladen. Die Anzahl der minimal nétigen Proteine ist dabei von der Art des
Argonaut Proteins abhangig. Die Beladung des RISC ist ein energieabhangiger Prozess, bei dem die
Energie fir Konformationsanderungen im Argonaut aufgebracht werden muss, um diesen zur
Aufnahme von doppelstrangiger RNA zu befidhigen (Yoda et al. 2010).

Ein weiteres Protein, welches maRgeblich den RISC unterstitzt, ist die Endonuklease C3PO. Dieses
Protein hat einen asymmetrischen Aufbau aus sechs Translin und zwei TRAX Untereinheiten und ist
befahigt RNA zu spalten. C3PO aktiviert den RISC durch die Degradation des passenger Strangs (Ye et
al. 2011).

7.2 INHIBITION DER GENEXPRESSION DURCH DIE ARGONAUT PROTEINE ODER DEREN INTERAKTIONSPARTNER

Die molekularen Mechanismen der Genexpressionsregulation durch miRNAs sind derzeit noch nicht
vollstandig bekannt. Dabei ist vor allem vollig ungeklart, welchen Nutzen die Zelle durch die
Spezialisierung des RNA-spaltenden AGO2 hat und worin sich die tibrigen drei verschiedenen AGO
Proteine unterscheiden. Auffallig ist, dass mit Ausnahme des letalen AGO2 knock-out Mausmodells,
die knock-out Mausmodelle der AGO1, AGO3 und AGO4 keine phanotypischen Auffalligkeiten zeigen
(Wang et al. 2012).

Die Inhibierung der Expression durch den RISC kann auf zwei verschiedenen Wegen geschehen. In
den meisten Fallen bendtigt eine miRNA nur eine kurze (Nukleotidposition 2 — 7 der miRNA), als
seed-Sequenz bezeichnete komplementire Ubereinstimmung zur mRNA, um die Translation zu
unterbinden (Bartel 2009). Bei einer vollstdndigen Watson Crick Basenpaarung zwischen der guide
RNA und der Ziel-mRNA kann AGO2 selektiv die mRNA hydrolytisch spalten und somit die Translation
des Gentranskriptes inhibieren. Dabei entstehen aus der mRNA zwei Fragmente. Ein 5°Fragment,
welches eine freie 3"Hydroxylgruppe tragt, und ein 3’Fragment, welches eine 5°Phosphatgruppe
besitzt (Martinez und Tuschl 2004; Schwarz et al. 2004). Die selektive Spaltung der mRNA erfolgt
dabei an der Position, die sich direkt gegeniiber zwischen der guide RNA Nukleotidposition 10 und 11
befindet (Liu et al. 2004; Tolia und Joshua-Tor 2007; Elkayam et al. 2012).

Alle Argonaut Proteine, die liber die Fahigkeit verfigen RNA zu spalten, haben eine strukturelle
Ahnlichkeit zur RNase H. Diese zeichnet sich durch ein Asp-Asp-Glu/Asp (D-D-E/D) Motiv aus, welches

zweiwertige Metall lonen fiir die Katalyse binden und bereitstellen kann (Nowotny et al. 2005). Die
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PIWI Doméne zeigt ein sehr dhnliches Motiv bestehend aus Asp-Glu-Asp-His/Asp (D-E-D-H/D),
welches fir die RNA Spaltung verantwortlich ist (Miyoshi et al. 2005; Nakanishi et al. 2012). Das D-E-
D-H/D Motiv ist zwar essentiell fiir Argonaut um RNA zu katalytisch zu spalten, jedoch ist es alleine
nicht dafiir ausreichend. Das humane AGO3 enthalt beispielsweise, genau wie das zur RNA Hydrolyse
fahige AGO2 das D-E-D-H/D Motiv, ist jedoch im Gegensatz dazu nicht in der Lage RNA zu spalten.
Mitverantwortlich hierfir ist die N-terminale Domane der Argonaut Proteine, da bei spezifischen
Bindungen von Interaktionspartnern Konformationsdanderungen ausgelost werden, die flr eine
hydrolytische Aktivitdt sorgen (Hauptmann et al. 2013).

Sind die Sequenzen der beiden RNA Strange jedoch nicht vollstandig komplementéar, bendtigen die
Argonaut Proteine Interaktionspartner zur Genexpressionsunterdriickung, wie z.B. die GW182
Proteine. Die Familie der GW182 Proteine ist nach ihrem Molekulargewicht von 182 kDa und dem
haufig wiederholenden Auftreten der Aminosauren Glycin (G) und Tryptophan (W) im N-Terminus

benannt.

AAAAAAAAAAAA

translational repression
&
mRNA decay

Abbildung 1-5: Mechanismus des GW182 basierten Inhibition des Gentranskripts (verdndert nach Pfaff und Meister
(2013)). Die mature miRNA fihrt das AGO Protein zu der sequenzkomplementiaren mRNA. Die GW182
Proteine werden von AGO rekrutiert und sind fir alle folgenden Prozesse der Genexpressionshemmung
verantwortlich. Sie ermoglichen die Interaktion von poly(A)-Bindeproteinen (PABPC1) und den
Deadenylasen PAN2/3 oder CCR4/NOT. Aufgrund der Deadenylierung der mRNA kommt es anschlieRend zur
Entfernung der 5'Kappe der mRNA durch DCAP1/2 und zuletzt zur vollstdndigen Degradation durch die 5'-
3’Exonuklease XRN1.

Es konnte bereits eine Interaktion der humanen GW182 Isoformen TNRC6A, TNRC6B und TNRC6C mit
allen vier Argonaut Proteinen (AGO1-AGO4) nachgewiesen werden (Lazzaretti et al. 2009). Dabei
erfolgt die AGO Bindung Uber die G-W-Wiederholungen, die auch als AGO-Hook (AGO-Haken)
bezeichnet werden. Das C-terminale Ende wird als silencing Domane bezeichnet, da sie AGO
unabhangig befahigt ist die mRNA zu spalten (Zipprich et al. 2009). Die silencing Domane enthélt zwei
Bindestellen fiir das zytoplasmatische poly(A)-Bindeprotein (PABPC), eine fiir eine direkte PABPC

Bindung Uber ein PABPC-Interaktionsmotiv 2 (PAM2) und ein weiteres indirektes PABPC Bindemotiv
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naher am C-Terminus. Zudem sind Tryptophan-Motive bestehend aus G/S/TW oder WG/S/T am C-
und N- Terminus der GW182 Proteine verantwortlich fiir die Bindung von CCR4-Not oder PAN2-
PAN3. Diese Komplexe sind fiir die Deadenylierung der mRNA zustandig (Abbildung I-5) (Chekulaeva
etal. 2011).

7.3 ARGONAUT MODIFIKATIONEN UND DEREN AUSWIRKUNGEN

Wie die meisten Proteine kénnen AGOs auch post-transkriptional modifiziert werden. Eine Ubersicht

Uber bisher beschriebene Modifikationen sind in Abbildung I-6 zu sehen.

Poly(ADP-ribose) MAPK

Hydroxylase polymerase E3 ligases signalling Kinases

. /—\ = y

( c-paHn) @13 eg. TRIM71 /\F\
\.\_7// \_;/ _;_,/ k//

OH poly(ADP) \;,‘K} Ubiquitil? & Phosphorylation

Argonaute Argonauté ArgonaLE\ Argonaute‘
T T T T
Argonaute Relief of miRNA Argonaute Argonaute Small RNA
stability repression on stress stability localization  binding

Abbildung 1-6: Posttranslationale Modifikationen der Argonaut Proteine (verdndert nach Meister (2013)). Durch die Typ |
Collagen prolyl-4-hydroxylase (C-P4H(l)) kdonnen die Argonaut Proteine hydroxyliert werden, was die
Argonaut Stabilitat erhoht. Zu einer Stabilitatserhohung kommt es ebenfalls durch eine Poly-Ubiquitinierung
durch die E3 Ligase Trim71. Auch eine poly(ADP-Ribose)-Modifikation von AGO durch die Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase PARP13 ist moglich und tragt zu einer verstarkten miRNA Repression bei zellularem Stress bei.
Phosphorylierungen von AGO2 sind fiir die richtige Lokalisation und fiir ein effizientes Binden der miRNA an
AGO erforderlich.

Eine Hydroxylierung von AGO2 am Prolin 700 (P700) erhoht dessen Stabilitdt. Durch in vitro
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass AGO2 und AGO4 durch die C-P4H(l) Hydroxylase etwas
effizienter hydroxyliert werden kénnen als AGO1 und AGO3 (Qi et al. 2008).

Poly(ADP-Ribose) ist ein Makromolekil im Nukleus, welches fur die Regulation der Transkription, von
Chromosomenstrukturen und von Reparaturmechanismen nach DNA Schadigungen verwendet wird.
Durch Stress in der Zelle kommt es zu einer vermehrten Bildung von Stress Granula im Zytoplasma
der Zelle. Dabei kann auch eine vermehrte Anzahl von poly(ADP-Ribose)-modifizierten AGO1 bis
AGO4 Proteinen nachgewiesen werden, deren Funktion in der erleichterten mRNA Repression liegt

(Leung et al. 2011).
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Trim71 oder das homologe lin-41 sind E3 Ligasen, die fir die Ubiquitinierung von AGO verantwortlich
sind. Uberexpression oder Hemmung von [lin-41 fiihrt zu einer zu LIN41 inversen AGO2
Konzentration, was auf eine Regulation des AGO Umsatzes schlieBen lasst. Durch ihren starken
Einfluss auf AGO kann lin-41 als Inhibitor des miRNA Systems fungieren (Rybak et al. 2009).

Durch Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass eine Substitutionsmutation des
phosphorylierbaren Serins 387 im AGO2 zu Alanin zu einer Verminderung der AGO2 Konzentration
an den processing bodies (P-bodies) fiihrt und somit flr die AGO2 Lokalisation verantwortlich ist
(Rudel und Meister 2008). Durch Auslibung von Stress auf Zellen kommt es lber den p38 MAPK
Signalweg zu einer Steigerung der AGO2 Phosphorylierung (Zeng et al. 2008).

7.4 P-BODIES

Die P-Bodies (mRNA processing bodies) oder GW-Bodies sind abgegrenzte zytoplasmatische
Aggregate in eukaryotischen Zellen, die nicht von einer Lipid-Doppelmembran begrenzt sind und
einen Durchmesser von 100-300 nm aufweisen (Yang et al. 2004). Sie wurden 1997 von Bashkirov et
al. erstmalig im Zusammenhang mit der 5'-3"Exonuklease XRN1 beschrieben (Bashkirov et al. 1997).
Heute ist bekannt, dass P-Bodies neben den AGO Proteinen noch eine Vielzahl an weiteren Proteinen
enthalten, die an mehreren mRNA basieren Prozessen beteiligt sind, z.B. miRNA bindende Proteine
(elF4E), Inhibierung der Translation (Rck/p54, elF4ET, and CPEB1), Deadenylierung der mRNA (Cafl
and Ccrd), Entfernung der 5°Cap-Struktur der mRNA (Dcp1/2 and Lsm1-7), mRNA 5°-3'Degradation
(Xrn1), und miRNA induzierter Abbau der mRNA (AGO1-4 und GW182) (Eulalio et al. 2007; Zheng et
al. 2011).

Die AGO2 Konzentration ist in den P-Bodies um das 10fache héher als im restlichen Zytoplasma. Wird
jedoch in die AGO2 Konzentrationsbestimmung das Volumen der P-Bodies und des Zytoplasmas mit
einkalkuliert, befinden sich weniger als 1 % aller AGO2 Proteine in den P-Bodies (Leung und Sharp
2013). Fir ihre Funktion der Genexpressionsunterdriickung sind die Argonaut Proteine nicht auf eine
Lokalisation in den P-Bodies angewiesen, daher wird die Funktion der P-Bodies im Zusammenhang
mit dem RNAIi-System noch kontrovers diskutiert (Jakymiw et al. 2007; Leung und Sharp 2013). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass GW182 (GW182A1, Aminosdure 1-498) und AGO2 (PIWI
Domdne, Aminosaure 482-869) Mutanten die Formierung der P-Bodies erheblich reduzieren
(Jakymiw et al. 2005).

Um die Rolle der AGO Proteine im malignen Melanom zu verstehen, ist es von Bedeutung das
Regulationsnetzwerk der miRNAs im malignen Melanom zu charakterisieren. Im letzten Abschnitt der

Einleitung wird daher die Rolle der miRNAs in der Progression des malignen Melanoms beschrieben.
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8 MIRNAS IN DER PROGRESSION DES MALIGNEN MELANOMS

Fiir die Transformation von Melanozyten sind vor allem Mutationen verantwortlich, die entweder
Gene aktivieren die die Tumorbildung fordern (Onkogene), oder aber Gene inaktivieren, die die
Tumorbildung unterdriicken (Tumorsuppressorgene). Diese Mutationen koénnen rein zufillig
auftreten oder durch dullere Einfllsse induziert werden. Der einzig derzeit bekannte Umwelteinfluss,
der fir eine erhohte Mutationsrate im Melanom nachgewiesen wurde, ist die Strahlenbelastung
durch UV Licht. Jedoch ist der Zusammenhang von UV Licht zum Melanom sehr komplex und
scheinbar durch weitere Faktoren beeinflusst. So zeigen z.B. Menschen die im Freien arbeiten eine
niedrigere Inzidenz fir eine Melanomerkrankung, als Menschen die in einem Gebaude arbeiten (Glud
und Gniadecki 2013). Einer dieser beeinflussenden Faktoren kénnten miRNAs darstellen, deren
Fehlregulation im malignen Melanom (Kunz 2013; Véller et al. 2013), aber auch in anderen Tumoren
(Finch et al. 2014; Serpico et al. 2014), nachgewiesen wurden. Dabei kénnen diese fehlregulierten
miRNAs die Expression von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen in erheblichem MaRe
beeinflussen und so ebenfalls fiir eine Melanozytentransformation verantwortlich sein. Die durch die
miRNAs fehlregulierten Schlisselproteine sind beispielsweise fiir die Zellkommunikation
(Rezeptorproteine), die Reizweiterleitung (Signalwegproteine) oder fir die Genexpression
(Transkriptionsfaktoren) verantwortlich (Abbildung I-7).

Der aktuelle Wissensstand zur Verflechtung von melanomrelevanten miRNAs und ihren Zielgenen
wurde in einer zusammenfassenden Studie begleitend zu dieser Arbeit veroffentlicht (Voller et al.
2013). Einige Beispiele aus dieser Studie zeigen die miRNA basierte Fehlregulation von
melanomrelevanten Schlisselproteinen und deren phanotypischen Auswirkungen auf die

Melanomzelle auf.

8.1 MIRNAS ALS REGULATOREN VON REZEPTORPROTEINEN

Die miRNA-211 ist in Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten stark exprimiert. Dies hat zur
Folge, dass mehrere dadurch direkt regulierte Rezeptoren im Melanom nur eine schwache
Expression zeigen. Hierzu zdhlen der Rezeptor KIT, insulin-like growth factor 2 rezeptor (IGF2R) und
transforming growth factor 8 rezeptor 2 (TGFBR2) (Igoucheva und Alexeev 2009). Die starke miRNA-
211 Expression steigert das invasive Potential der Melanomzellen (Levy et al. 2010). Die Ursache fir
die starke Integrin B3 Expression im Melanom ist begriindet durch die schwache Expression der
Integrin B3 regulierenden miRNA-let7a (Muller und Bosserhoff 2008). Der hepatocyte growth factor
(HGF) Rezeptor c-MET ist im Melanom ebenfalls stark exprimiert aufgrund der geringen

Konzentration von mehreren c-MET regulierenden miRNAs. Dazu gehoren die miRNAs miRNA-34b,
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miRNA-34c und miRNA-199a* (Migliore et al. 2008). Die geringe Expression des Rezeptors Notch4 ist
eine direkte Konsequenz der im Melanom hochregulierten miRNA-302a (Costa et al. 2009). Die
miRNA Regulation ist jedoch nicht nur auf die Rezeptoren begrenzt, sondern kann auch die Liganden
der Rezeptoren betreffen. miRNA-34a reguliert ULBP2, einen Liganden der natiirlichen Killerzellen
(NK, natural killer cells) und der zytotoxischen T-Lymphozyten Immunrezeptoren NKG2L. In den
Melanozyten ist die miRNA-34a starker exprimiert als im Melanom, was einen Zellzyklusarrest und

eine vermehrte Apoptose zur Folge hat (Heinemann et al. 2012).

8.2 MIRNAS ALS REGULATOREN VON SIGNALWEGPROTEINEN

Viele Signalwege werden durch fehlregulierte miRNAs im Melanom beeinflusst. Ein Zielgen der
miRNA-let-7 ist die 3'UTR des Gentranskripts vom Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
(KRAS). KRAS gehort mit HRAS und NRAS zur Familie der RAS Proteine, welche an den Signalwegen
MEK/ERK (mitogen-activated protein kinase / extracellular regulated kinase), PI3K
(phosphatidylinositide 3-kinase) und RalGDS (Ral guanine nucleotide dissociation stimulator) beteiligt
sind. Die geringe miRNA-let-7a Expression im Melanom verursacht eine Fehlregulation von KRAS. Die
Anderung der KRAS Konzentration hat einen Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung und den
Zelltod. Gleichzeitig ist KRAS ein Onkogen, welches sehr haufig von Mutationen betroffen ist die vor
allem in der miRNA-let7 Binderegion lokalisiert sind. Aus diesem Grund kommt es nicht bei allen
KRAS-Varianten zu einer Regulation durch die miRNA-let7 (Kundu et al. 2012).

Cyclin D1 ist ein direktes Zielgen der miRNA-193b, welche im metastasierenden Melanom eine
starkere Expression zeigt als im benignen Navus (Chen et al. 2010). Eine weitere Cyclin D1
regulierende miRNA ist die miRNA-let-7b, die ebenfalls im Melanom stark reduziert vorliegt.
Uberexpressionsversuche dieser miRNAs fiihrten zu einer verringerten Proliferation und zu einem
Zellzyklusstopp in der G1 Phase. Diese Phanomene wurden auch fir einen Cyclin D1 Verlust
beschrieben (Schultz et al. 2008).

Ein Tumorsuppressor des PI3K/AKT Signalweges ist PTEN (Carracedo und Pandolfi 2008), welches im
Melanom reduziert vorliegt. Verantwortlich fiir die PTEN Reduktion sind die miRNAs miRNA-25,
miRNA-92a, miRNA-181a und miRNA-200b. Diese zeigen alle eine verstarkte Expression in
Melanomzelllinien und fordern die Progression und Metastasierung des Melanoms (Karreth et al.
2011).

Der Cyclin-abhingige Kinase-Inhibitor p27“P* wird direkt durch die miRNA-211 reguliert. Aufgrund
der starken Expressionserhthung der miRNA-211 im Melanom ist die p27*! Expression reduziert. In
Folge einer Verringerung der miRNA-211 Abundanz kommt es in Melanomzellen zu einem

Wachstumsstopp. Die Repression der miRNA-211 kann durch eine Behandlung der Zellen mit
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Interferon (IFN) erreicht werden. Dieses induziert die Typ | 3°-5’Exoribonuklease hPNPase®'¢3>

(humane Phosphorylase), welche spezifische mRNAs und kleine regulatorische RNAs, wie die miRNA-

211, degradiert (Das et al. 2010).

8.3 MIRNAS ALS REGULATOREN VON TRANSKRIPTIONSFAKTOREN

Der Transkriptionsfaktor MITF wird durch mehrere miRNAs reguliert. Im Melanom weisen die beiden
MITF regulierenden miRNAs, miRNA-148 und miRNA-182, eine gesteigerte Expression auf,
wohingegen die MITF regulierende miRNA-137 in ihrer Expression reduziert ist (Bemis et al. 2008;
Haflidadottir et al. 2010; Voller et al. 2013). MITF kontrolliert unter anderem die Expression der
mMiRNA-211. Das Zielgen der miRNA-211 ist der Transkriptionsfaktor BRN2 (auch bezeichnet als
NOCT3 oder POU3F2), der fiir die MITF Expression verantwortlich ist. Die miRNA-211 basierte
Steigerung der BRN2 Expression ist daher Ursache der MITF Repression und fihrt zu einem
gesteigerten metastatischen Potential der Melanomzellen (Boyle et al. 2011; Berlin et al. 2012).

Auch die FOX03 Expression ist, analog der MITF Expression, von der miRNA-182 abhangig (Segura et
al. 2009). Die miRNA-9 reguliert den Transkriptionsfaktor Snaill indirekt durch die Bindung an die
3’UTR des Transkriptionsfaktors NF«B1 (nuclear factor kappa light-chain-enhancer of activated B-
cells) welcher Snail reguliert (Liu et al. 2012). Somit ist die im Melanom schwach exprimierte miRNA-
9 Ursache der gesteigerten Snail Expression. Auch die miRNA-155 weist eine schwéachere Expression
in Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten auf und verursacht eine Expressionssteigerung des
Transkriptionsfaktors SKI. Die miRNA-155 reguliert SKI durch direktes Binden in der 3’"UTR (Levati et
al.,, 2011). Die beiden Transkriptionsfaktoren HOX-C8 und HOX-B7 sind durch die miRNA-196a
reguliert und zeigen im Melanom eine gesteigerte Expression gegenliber Melanozyten (Braig et al.
2010; Mueller und Bosserhoff 2011).

Die Transkriptionsfaktoren E2F1, E2F3 und E2F5 aus der E2F-Familie haben Cyclin A, Cyclin E, c-Myc,
SIRT1 (sirtuin 1) und RB (Retinoblastoma Protein) als Zielgene. E2F1 und E2F5 werden durch die
mMiRNA-205 und E2F3 durch die miRNA-203 reguliert. Die Expression dieser miRNAs ist im Melanom
stark reduziert und diese zeigen daher eine Tumorsuppressorfunktion (Noguchi et al. 2012). Die
miRNA-205 reguliert zusatzlich noch AKT, welches die Proliferation beeinflusst und die Apoptose
durch eine Inaktivierung von pro-apoptotischen Faktoren wie BAD (BCL2-associated agonist of cell
death) und Caspase-9 inhibiert (Dar et al. 2011).

Zu der Familie der AP2 Transkriptionsfaktoren gehoért das TEAP2C, welches durch die miRNA-214
direkt reguliert wird. Wahrend der Progression des Melanoms nimmt die TEAP2C Expression ab und

es kommt zu einem Anstieg des malignen Potentials der Zelle (Penna et al. 2011).
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Die RUNX3 Reduktion ist Folge einer gesteigerten miRNA-532 Expression, die den
Transkriptionsfaktor direkt reguliert (Kitago et al. 2009).

Die cJun Expression wird von miRNA-125b durch eine Bindung in der kodierenden Sequenz (CDS) der
cJun mRNA reguliert. Die gesteigerte cJun Expression im Melanom wird durch den Verlust der
miRNA-125b Expression verursacht (Kappelmann et al. 2013).

Die miRNA-137 bindet an die 3’"UTR von CtBP1 (C-terminales—Bindeprotein 1). Dieses Protein ist ein
transkriptionaler Korepressor von Tumorsuppressorgenen wie E-Cadherin, BAX (BCL2-assoziirtes X
Protein), PTEN und p53. Die Progression des Melanoms wird gefordert durch die erhdhte Expression
der Tumorsuppressorgene, was unter anderem an der erniedrigten miRNA-137 Expression liegt

(Deng et al. 2011).
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Abbildung I-7: MiRNAs die im malignen Melanom fiir eine Fehlregulation ihrer Zielgene verantwortlich sind (verdndert
nach Véller et al. (2013)). Netzwerk von Rezeptoren, Signalwegen und Transkriptionsfaktoren, die durch
miRNAs im Melanom reguliert werden. MiRNAs die im Melanom stdrker exprimiert werden als in
Melanozyten sind griin dargestellt; bei den rot dargestellten miRNAs ist die Expression in den Melanozyten

starker.
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I ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Das Verstandnis Uber die veranderten molekularen Prozesse in Krebszellen ist der erste Schritt auf
der Suche nach neuen Therapieansatzen. MiRNAs erflillen eine wichtige Aufgabe bei der Steuerung
grundlegender biologischer Prozesse wie Entwicklung, Zelldifferenzierung, Proliferation und
Apoptose. In den letzten Jahren entwickelte sich die Erkenntnis, dass miRNAs auch an der Entstehung
menschlicher Krankheiten wie Krebs oder Stoffwechselstorungen beteiligt sind. Auch in Bezug auf
das maligne Melanom haben viele Studien einen Zusammenhang zwischen der Progression des
Tumors und der Fehlregulation von miRNAs gezeigt. Es wurde dabei jedoch zumeist eine vermehrte
oder verminderte miRNA Expression auf Basis einer veranderten miRNA Transkription als Ursache fiir
die Modulation der Zielgene angenommen.

Ziel dieser Arbeit war es, die miRNA Prozessierung als mogliche Ursache fir die fehlerhafte miRNA
Expression im Melanom zu untersuchen und gegebenenfalls Konsequenzen fiir die Krebszelle
genauer zu charakterisieren. Dabei wurde der Schwerpunkt auf die Argonaut (AGO) Proteine gelegt,
da diese Proteine das zentrale Element in der miRNA Prozessierung darstellen. Die generelle
Funktion der AGO Proteine in der miRNA Prozessierung ist weitestgehend beschrieben, jedoch wurde
noch in keiner veroffentlichten Studie eine spezifische Modulation der AGO Proteine im malignen

Melanom nachgewiesen.
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1 DIE GENEXPRESSION DER ARGONAUT PROTEINE

Viele Proteine sind fiir die Prozessierung von kurzen, regulatorischen RNAs verantwortlich, wie
2.B. Drosha, Pasha oder Dicer (Wilson und Doudna 2013; Devasthanam und Tomasi 2014). Eine
Gruppe von Prozessierungsproteinen stellt jedoch das direkte Bindeglied zwischen den maturen
miRNAs, den piRNAs oder den siRNAs mit dem zu regulierenden Gentranskript dar: die Proteine
der Argonaut Familie. Um zu analysieren, ob die miRNA Prozessierungsproteine im malignen
Melanom evtl. einer Fehlregulation unterliegen, wurde zunachst die Expression der AGO Proteine

bestimmt.

1.1.1 DIiE GENEXPRESSION DER ARGONAUT PROTEINE IM MALIGNEN MIEELANOM UND ANDEREN TUMOREN

Abbildung Ill-1 zeigt die relative Genexpression der vier Argonaut Proteine (AGO1-AGO4) in
Melanozyten von drei verschiedenen Spendern, Melanomzelllinien aus Primartumor (Mel Ei, Mel
Ho und Mel Wei) bzw. Metastasen (Mel Ju, Mel Im, SkMel28 und Hmb2) und anderen ,nicht-
Melanom® Tumorzelllinien. Als ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien wurden SW1353 (humane
Chondrosarkom Zelllinie), Jurkat (humane Leukdmie Zelllinie), CaCo2 (humane Colon
Adenokarzinom Zelllinie), MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7, humane Brust Karzinom
Zelllinie), PLC (humane Hepatom Zelllinie), Hep3b (humane Hepatom Zelllinie), HepG2 (humane
Hepatom Zelllinie) und Hela (humane Zervixkarzinom Zelllinie) ausgewahilt.

Generell ist die AGO mRNA Expression in den Melanomzelllinien der Expressionsstarke der drei
analysierten NHEMs entsprechend. Auch die Zelllinien SW1353 und Hela weisen eine AGO
Genexpression auf, die mit der Expression der Melanomzellen vergleichbar ist. Die anderen
,hicht-Melanom” Tumorzelllinien hingegen, zeigen eine sehr heterogene AGO Genexpression.

Die AGO1 Genexpression ist in allen Zelllinien mit Ausnahme von PLC, die eine flinffache AGO1

Expressionserhohung bezogen auf NHEM | aufweist, sehr einheitlich.
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Abbildung 11I-1: Die Genexpression der vier AGO Proteine im Melanom und anderen ,nicht-Melanom” Tumoren.
Dargestellt sind die relativen Genexpressionen von (A) AGO1, (B) AGO2, (C) AGO3 und (D) AGO4 in
NHEMs von drei verschiedenen Spendern, in Melanomzelllinien aus Primartumoren (Mel Ei, Mel Ho und
Mel Wei) und Metastasen (Mel Ju, Mel Im, SkMel28 und Hmb2) und in verschiedenen ,nicht-Melanom*
Tumorzelllinien (SW1353, Jurkat, CaCo2, MCF7, PLC, Hep3b, HepG2 und Hela).

CaCo2 und Hep3b besitzen eine sehr starke AGO2 Expressionserhéhung (50- bzw. 6- fache AGO2
Expressionsstarke bezogen auf NHEM 1), die Melanomzelllinie Mel Ju hingegen zeigt nur eine
leichte AGO2 Expressionserhohung (vierfache AGO2 Expressionsstarke bezogen auf NHEM [) im
Vergleich zu den anderen Melanomzelllinien. Die starkste AGO3 Expression demonstriert CaCo2
mit einer 70-fachen Expressionserhéhung im Vergleich zu NHEM I. Auch die Zelllinien Hep3b und
MCF7 weisen eine gesteigerte AGO3 Expression auf (20- bzw. 19-fache AGO3 Expressionsstarke
bezogen auf NHEM I), die jedoch nicht so hoch ausfillt wie bei CaCo2. Im starken Kontrast dazu
zeigt die Zelllinie HepG2 keine AGO3 Genexpression. Die AGO4 Expression der NHEMs der drei
verschiedenen Spender ist nicht einheitlich und weist beispielsweise bei Spender Ill eine um das

10-fach héhere AGO4 Expression auf als bei Spender |. Auch bei der AGO4 Genexpression zeigt
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CaCo2 eine erhebliche Expressionssteigerung (40-fache AGO4 Expressionsstarke bezogen auf

NHEM I) im Vergleich zu den anderen Zelllinien.
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Abbildung 111-2: Die Genexpressionsverteilung der vier Argonaut Proteine im Melanom und anderen Tumoren. (A)
Prozentuale AGO mRNA Verteilung in NHEMs von drei verschiedenen Spendern, in Melanomzelllinien
aus Primartumoren (Mel Ei, Mel Ho und Mel Wei) und Metastasen (Mel Ju, Mel Im, SkMel28 und Hmb2)
und in verschiedenen ,nicht-Melanom*” Tumorzelllinien (SW1353, Jurkat, CaCo2, MCF7, PLC, Hep3b,
HepG2 und Hela). (B) Gesamte AGO mRNA Expression in den ,,nicht-Melanom” Tumorzelllinien CaCo2,
HepG2, SW1353, MCF7 und Hela und in NHEM von Spender | sowie in den Melanomzelllinien Mel Ju,
Mel Im, Mel Wei, Mel Ei und Mel Ho.

In  Abbildung lI-2 ist ersichtlich, dass mit Ausnahme von SkMel28 die AGO
Genexpressionsverteilung auf die vier AGOs in den Melanomzelllinien sehr vergleichbar ausfallt.
Auf AGO1 entfallen 37 % bis 52 %, auf AGO2 19 % bis 26 %, auf AGO3 9 % bis 19 % und auf AGO4
12 % bis 24 %. In der Zelllinie SkMel28 ist die AGO1 mRNA Expression mit 74 % im Vergleich zu
den anderen Melanomzelllinien deutlich erhdht.

In der AGO Genexpressionsverteilung der NHEMs entfallen 27 % bis 51 % auf AGO1, 23 % bis 30 %
auf AGO2, 5% bis 6 % auf AGO3 und 6 % bis 37 % auf AGOA4. Eine groRe Varianz ist in der
Verteilung von AGO1 und AGO4 erkennbar, wohingegen die AGO2 und AGO3 Verteilung sehr
konstant zwischen den NHEMs der verschiedenen Spender ist.

Die ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien zeigen kein einheitliches Verteilungsmuster. CaCo2
beispielsweise zeigt einen 70 %igen Genexpressionsanteil von AGO2, wohingegen PLC einen
65 %igen Anteil von AGO1 aufweist. Im Gegensatz zu MCF7, die den hochsten AGO3
Genexpressionsanteil von ca. 40 % hat, zeigt HepG2 keine AGO3 Genexpression.

In Abbildung llI-2 ist die Gesamtmenge an relativer AGO mRNA Expression von einigen Zelllinien
dargestellt. Mit Ausnahme von CaCo2 weisen alle Zelllinien eine homogene Gesamtmenge an

relativer AGO mRNA Expression auf. Im Vergleich zu allen anderen Zelllinien ist die AGO mRNA
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Expression der CaCo2 Zelllinie erheblich gesteigert (27-fache AGO mRNA Expressionsstarke
bezogen auf NHEM I). HepG2 und SW1353 besitzen eine vergleichbare AGO mRNA Expression wie
die Melanomzelllinien Mel Wei und Mel Ho als auch die NHEMs des Spenders |. Dagegen ist die
relative AGO mRNA Expression in MCF7 und Hela Zellen und in den Melanomzelllinien Mel Ju,

Mel Im und Mel Ei leicht erhoht.

1.1.2 DiE GENEXPRESSION DER ARGONAUT PROTEINE IM GESUNDEN GEWEBE

Die Analyse der jeweiligen AGO Genexpressionen ergab in den Melanomzelllinien ein
weitestgehend einheitliches Verteilungsbild, wohingegen die Verteilung in den ,nicht-Melanom*”
Tumorzelllinien eine sehr heterogene AGO Verteilung zeigt (siehe 1.1.1). Daher stellt sich die
Frage, wie sich die relative mRNA Expression und die prozentuale Verteilung der AGOs in
gesunden Geweben in Bezug auf NHEMs darstellen.

In Abbildung 1lI-3 sind die relativen Genexpressionen von AGO1 bis AGO4 in den gesunden
Geweben der Haut, Herz, Niere, Knochenmark, Darm, Thymus, Uterus, Trachea, Muskel, Leber,
fetaler Leber, Hirn und fetalem Hirn im Vergleich zu Melanozyten aus drei verschiedenen
Spendern dargestellt. Es ist eine gesteigerte Expression aller AGOs im Gewebe vom fetalen Hirn
und der Trachea und eine vergleichbare Expression in den Geweben von Herz, Darm und Muskel
bezogen auf die Melanozyten erkennbar. Die Haut, die neben den Melanozyten noch andere
Zelltypen beinhaltet, zeigt ebenfalls keine Anderung der Genexpression aller AGOs gegeniiber den
NHEMs. Herz und Niere weisen zudem eine moderat hohere AGO1 Expression (1,5 fach bzw. 2,9
fach bezogen auf NHEM 1), fetale Leber eine hohere AGO2 Expression (7 fach bezogen auf NHEM
I) und Thymus, Uterus und Hirn eine erhohte AGO3 Expression (14 fach, 20 fach und 20 fach
bezogen auf NHEM 1) im Vergleich zu NHEMs auf.
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Abbildung 11I-3: Genexpressionsanalysen der vier AGOs in gesunden Geweben im Vergleich zu Melanozyten.
Dargestellt sind die relativen (A) AGO1, (B) AGO2, (C) AGO3 und (D) AGO4 Genexpressionen in den
gesunden Geweben Haut, Herz, Niere, Knochenmark, Darm, Thymus, Uterus, Trachea, Muskel, Leber,
fetaler Leber, Hirn und fetalem Hirn im Vergleich zu Melanozyten aus drei verschiedenen Spendern.

Die zur Genexpression zugehorige prozentualen Verteilung der Argonaut Genexpressions-
Haufigkeiten ist in Abbildung IlI-4 dargestellt. Die AGO Genexpressionsverteilung in den NHEMs
von verschiedenen Spendern wurde bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben (siehe 1.1.1).
AGO1 ist das am starksten vertretende AGO in den Geweben von NHEMs, Haut, Herz, Niere, Darm
und Hirn, wohingegen die AGO2 mRNA Expression in den Geweben von Thymus, Muskel,
Knochenmark und fetaler Leber prominenter ist. Mit der Ausnahme von Herz, Leber und Haut,
welche im Vergleich zu den NHEMs eine gleich starke AGO3 mRNA Expression besitzen, zeigen die
anderen Gewebe eine deutliche Variation in der AGO3 Expressionsverteilung, die zwischen 8,6 %

und 25 % liegt. Einen hohen AGO4 Anteil haben die Gewebe aus fetalem Hirn, Muskel, Leber,
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Haut und Knochenmark, der zwischen 17 % und 28 % liegt. Die librigen Gewebe hingegen

kommen lediglich auf einen AGO4 Anteil zwischen 7 % und 12 %.
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Abbildung IlI-4: Genexpressionsverteilung der vier AGOs in gesunden Geweben im Vergleich zu Melanozyten.
Prozentuale mRNA Genexpressionsverteilung der vier AGOs pro Gewebe in den gesunden Geweben
Haut, Herz, Niere, Knochenmark, Darm, Thymus, Uterus, Trachea, Muskel, Leber, fetaler Leber, Hirn und
fetalem Hirn im Vergleich zu Melanozyten aus drei verschiedenen Spendern.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Kapitels, dass jedes Gewebe und auch die
verschiedenen Tumore ein individuelles mMRNA Expressionsmuster fiir AGO1 bis AGO4 aufweist.
Jedoch hat sich keine generelle Auffalligkeit beim Vergleich der jeweiligen AGO mRNA
Expressionen zwischen den Melanozyten, den verschiedenen Tumorzelllinien und den gesunden
Geweben gezeigt. Zusammenfassend ist die AGO1 und AGO2 mRNA Expression in allen

untersuchten Geweben etwas starker als die mRNA Expression von AGO3 und AGO4.
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2 DIE PROTEINEXPRESSION DER ARGONAUT PROTEINE IM MELANOM

Im Folgenden wurde die Proteinexpression der Argonaut Proteine analysiert, da die mRNA

Expression der Melanomzelllinien im Vergleich zu den Melanozyten keine Auffélligkeiten zeigten.
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Abbildung 111-5: Die Proteinexpression von AGO1 im Melanom. (A) AGO1 Western Blot Analyse mit zugehoriger (B)
AGO1 Western Blot Quantifikation zur Bestimmung der AGO1 Proteinexpression in NHEMs aus Passage
4 und 6 und Melanomzelllinien aus Primartumor (Mel Wei, Mel Ei und Mel Ho) und Metastasen (Mel Ju
und Mel Im). Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet.

In den Melanozyten konnte sowohl in Passage 4 (P4) als auch in Passage 6 (P6) eine gleich starke
AGO1 Proteinexpression beobachtet werden (siehe Abbildung IlI-5). Die Melanomzelllinien
hingegen lassen eine geringfligige Verringerung der AGO1 Proteinexpression gegeniiber den
Melanozyten erkennen. Die Metastasenzelllinien Mel Ju und Mel Im weisen eine etwas starkere
AGO1 Reduktion gegeniiber den Melanozyten auf als Mel Ho und Mel Wei. Die Melanom
Primartumorzelllinie Mel Ei zeigt eine den NHEMSs entsprechende AGO1 Proteinexpression.
Zusammenfassend ergaben sich fiir AGO1 auf sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene keine
signifikanten Expressionsunterschiede zwischen gesunden Melanozyten und Melanomzellen.

Bei der Analyse der AGO2 Proteinexpression konnte, im Gegensatz zur AGO1l
Expressionsbestimmung, ein deutlicher Unterschied zwischen den Melanozyten und den
Melanomzelllinien nachgewiesen werden. In Abbildung IlI-6 A und B ist anhand eines AGO2
Western Blot und der AGO2 Western Blot Quantifikation ersichtlich, dass sowohl die
Primartumorzelllinien als auch die Metastasenzelllinien eine signifikant geringere AGO2
Proteinexpression aufweisen als Melanozyten in den Passagen 4 und 6. Dabei ist auch deutlich zu
erkennen, dass die Metastasenzelllinien Mel Ju und Mel Im eine starkere AGO2 Reduktion

vorweisen als die Primartumorzelllinien Mel Ei und Mel Juso.
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Abbildung 111-6: Die AGO2 Proteinexpression im Melanom (verdndert nach Véller et al. (2013)). (A) AGO2 Western
Blot Analysen mit zugehoriger (B) AGO2 Western Blot Quantifikation von Melanomzelllinien aus
Primartumor (Mel Ei und Mel Juso) und Metastasen (Mel Ju und Mel Im) im Vergleich zu den
Melanozyten aus Passage 4 und 6. (C) AGO2 Western Blot Analysen mit zugehériger (D) AGO2 Western
Blot Quantifikation von Melanomgewebeproben aus Primartumoren (TB62, TB69, TB71, TB93) und
Metastasen (TB31 und TB90) im Vergleich zu Melanozyten der Passage 4 und CaCo2 als ,nicht-
Melanom“  Tumorzelllinie.  Aktin  wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet.
*P<0,05,**P<0,01,***P<0,001, ns=nicht signifikant

Auch die AGO2 Western Blot Analyse (Abbildung I11I-6 C) und AGO2 Western Blot Quantifikation
(siehe Abbildung IlI-6 D) der Gewebeproben von Melanom Primadrtumoren und Metastasen zeigen
eine starke AGO2 Reduktion im Vergleich zu Melanozyten der Passage 4 und der exemplarisch
verwendeten ,nicht-Melanom” Tumorzelllinie CaCo2. Jedoch zeigen die Gewebeproben aus
Metastasengewebe keine starkere AGO2 Reduktion als die Primartumorgewebe, wie dies bei den
Melanomzelllinien der Fall ist. In der AGO2 Western Blot Quantifikation wurden jeweils die beiden
ersichtlichen Banden quantifiziert und zu einem Wert zusammengefasst. Fir eine genaue
Charakterisierung des AGO2 Bandenmusters siehe Kapitel 4.

Zur Verifikation der durch Western Blot Analysen detektierten AGO2 Reduktion im Melanom

wurde eine quantitative AGO2 Immunfluoreszenz Analyse durchgefiihrt.
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Abbildung IlI-7: AGO2 Immunfluoreszenz Analysen von Melanozyten und Melanomzelllinien (verandert nach Voller et
al. (2013)). (A) Die AGO2 Immunfluoreszenz Farbungen zeigen eine starke AGO2 Expression in NHEMs.
Die Melanom Primartumorzelllinien Mel Ei und Mel Juso zeigen eine deutlich reduzierte Farbung ebenso
wie die Melanom Metastasenzelllinien Mel Ju und Mel Im. (B) Die Immunfluoreszenz Quantifizierung
zeigt, dass alle AGO2 Reduktionen im Melanom signifikant sind. Zudem ist erkennbar, dass die
Metastasenzelllinien eine starkere Reduktion des AGO2 Niveaus gegeniiber den Melanozyten aufweisen
als die Primartumorzelllinien. *P<0,05,**P<0,01,***P<0,001

Die mit dieser Analyse erhaltenen Ergebnisse bestatigen die starke AGO2 Reduktion in
Melanomzellen im Vergleich zu den Melanozyten (siehe Abbildung IlI-7 A). Die Melanozyten
zeigen eine starke AGO2 Farbung. Im Vergleich dazu ist die AGO2 Farbung in den
Melanomzelllinien erheblich schwacher. Dieses Ergebnis gibt auch die die Quantifizierung der
AGO2 Immunfluoreszenz in Abbildung IlI-7 B wieder. Im Vergleich zu den Melanozyten weisen alle
Melanomzelllinien eine signifikante Reduktion der AGO2 Proteinexpression auf. In den
Metastasenzelllinien Mel Ju und Mel Im ist die AGO2 Reduktion starker als in den

Primartumorzelllinien.
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Abbildung 111-8: Proteinexpression von AGO3 und AGO4 im Melanom. (A) AGO3 und (C) AGO4 Western Blot Analysen
von AGO3 bzw. AGO4 Co-Immunoprezipitationen aus Mel Ju Zellen zum Test des jeweiligen Antikorpers.
(B) AGO3 und (D) AGO4 Western Blot Analysen von Melanozyten in verschiedenen Passagen und
Melanomzelllinien aus Primartumor und Metastasen. Es ist keine AGO3 bzw. AGO4 Expression
erkennbar. Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet.

Die AGO3 und AGO4 Western Blot Analyse ist fiir die Bestimmung der AGO3 und AGO4
Proteinexpression nicht ausreichend sensitiv genug. Sowohl in Melanozyten als auch in
Melanomzellen zeigten die AGO3 und AGO4 Western Blot Analysen keine spezifische
Proteinbande (siehe Abbildung IlI-8 B und D). Die verwendeten Antikdrper sind jedoch prinzipiell
fiir eine Western Blot Analyse verwendbar. Dies wurde durch eine AGO3 und AGO4 Western Blot
Analyse einer Positivkontrolle sichergestellt (vgl. Abbildung 1lI-8 A und C). Als Positivkontrolle
wurden AGO3 bzw. AGO4 Co-Immunoprazipitationen aus Mel Ju Zellen verwendet. Eine geringere
Proteinexpression von AGO3 und AGO4 gegenliber AGO1 und AGO2 war aufgrund der geringeren
MRNA Expressionen von AGO3 und AGO4 im Vergleich zu AGO1 und AGO2 zu erwarten, auch

wenn ein direkter Vergleich aufgrund unterschiedlicher Antikorper Affinitaten nicht zulassig ist.
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3 DIE FEHLREGULIERTE AGO2 EXPRESSION IST SPEZIFISCH FUR DAS MELANOM

Die Feststellung, dass die AGO2 Proteinexpression in Melanomzellen reprimiert ist, fihrt zu der
Fragestellung, ob die AGO2 Reduktion auch auf andere ,nicht-Melanom” Tumore zutreffend ist,
oder ob es sich dabei um ein melanomspezifisches Phanomen handelt. Zur Beantwortung dieser
Fragestellungen wurden durch Western Blot Analysen die Proteinexpressionen von AGO1 und

AGO2 in Melanomzellen und in ,nicht-Melanom® Tumorzelllinien bestimmt.
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Abbildung 11I-9: AGO1 Proteinexpression in Melanomzelllinien und in verschiedenen ,nicht-Melanom“

Tumorzelllinien. (A) Die AGO1 Western Blot Analyse mit zugehoriger (B) AGO1 Western Blot
Quantifikation zeigt, dass die durchschnittliche AGO1 Expression in den ,nicht-Melanom“
Tumorzelllinien CaCo2, SW1353, MCF7, Hela, und HepG2 etwas starker ist als die durchschnittliche
AGO1 Expression in den Melanomzelllinien aus Primartumor (Mel Wei, Mel Ho und Mel Ei) und
Metastasen (Mel Ju und Mel Im). Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet.

Die ,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien CaCo2, SW1353, MCF7, Hela und HepG2 zeigen eine
einheitliche AGO1 Proteinexpression (siehe Abbildung 111-9). Die Zelllinie MCF7 (4,6 fach bezogen
auf Mel Ju) und SW1353 (3,7 fach bezogen auf Mel Ju) haben eine geringfligig starkere AGO1
Proteinexpression als die Zelllinien Hela (3,5 fach bezogen auf Mel Ju) und HepG2 (2,7 fach
bezogen auf Mel Ju). Die Zelllinie CaCo2 hat die schwichste AGO1 Proteinexpression aller
analysierter ,nicht-Melanom* Zelllinien (2,2 fach bezogen auf Mel Ju). Bei einem Vergleich der
durchschnittlichen AGO1 Proteinexpression der ,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien mit den
durchschnittlichen Proteinexpressionen der Melanomzelllinien ist erkennbar, dass die
Proteinexpression der ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien etwas starker ist (1,6 fache AGO1
Proteinexpression) als in den Melanomzelllinien. Diese schwache Reduktion der AGO1

Proteinexpression in den ,,nicht-Melanom” Tumorzelllinien ist jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 111-10: Vergleich der AGO2 Proteinexpression in Melanomzellen mit der in ,nicht-Melanom*
Tumorzelllinien (verdndert nach Véller et al. (2013)). Die (A) AGO2 Western Blot Analyse mit
zugehoriger (B) AGO2 Western Blot Quantifikation zeigt, dass die AGO2 Proteinexpression in den ,nicht-
Melanom” Tumorzelllinien PLC, Hep3b, MCF7, CaCo2, SW1353 und Hela deutlich starker ist als in den
Melanozyten der Passage 4 und 6. Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet. (C) Die AGO2
Immunfluoreszenz Analyse zeigt, dass die AGO2 Proteinexpression in Melanozyten der von den ,,nicht-
Melanom” Tumorzelllinien PLC, MCF7, CaCo2 und HepG2 gleicht, jedoch deutlich starker ist als in den
Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im.

Der Vergleich der AGO2 Proteinexpression in Melanozyten, Melanomzelllinien und anderen
yhicht-Melanom® Tumorzelllinien ist in Abbildung IlI-10 dargestellt. Die AGO2 Western Blot
Analyse mit der zugehorigen AGO2 Western Blot Quantifikation liefert das Ergebnis, dass die
AGO2 Expression in den sechs ,nicht-Melanom® Tumorzelllinien PLC (3,5 fach bezogen auf
NHEM), Hep3b (2,1 fach bezogen auf NHEM), MCF7 (2,9 fach bezogen auf NHEM), CaCo2 (2,3 fach
bezogen auf NHEM), SW1353 (1,3 fach bezogen auf NHEM) und Hela (2,2 fach bezogen auf
NHEM) jeweils deutlich starker ist als in NHEMs. Zur Verifikation der AGO2 Western Blot Analyse
wurde eine AGO2 Immunfluoreszenz Analyse durchgefiihrt. In dieser wurde zusatzlich zu den
Melanozyten und den ,nicht-Melanom* Tumorzelllinien noch die Melanomzelllinien Mel Ju und
Mel Im verwendet. Die AGO2 Immunfluoreszenz Analyse zeigt eine starke und einheitliche AGO2
Proteinexpression in den Melanozyten und in den ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien PLC, MCF7,
CaCo2 und HepG2. Im Gegensatz zu der AGO2 Western Blot Analyse wurde kein Unterschied in

der AGO2 Proteinexpressionsstarke zwischen den NHEMs und den ,nicht-Melanom”
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Tumorzelllinien festgestellt. Jedoch ist eine starke Reduktion der AGO2 Proteinexpression in den
Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im im Vergleich zu NHEMs und den ,nicht-Melanom”
Tumorzelllinien erkennbar.

Durch die Methodik der AGO-affinity purification by peptide (AGO-APP) kann neben der absoluten
Argonaut Proteinkonzentration einer Zelllinie auch der prozentuale Anteil der einzelnen AGO
Proteine bestimmt werden. In Abbildung IlI-11 A ist die prozentuale AGO Proteinverteilung in den
yhicht-Melanom® Tumorzelllinien CaCo2, HepG2, SW1353, MCF7 und Hela, sowie in den
Melanomzelllinien Mel Ju, Mel Im, Mel Wei, Mel Ei und Mel Ho dargestellt.

Die Verteilung der Proteinexpression von AGO2 und AGO4 ist in den Melanomzelllinien sehr
einheitlich, dabei entfallen zwischen 47 % bis 55 % auf AGO2 und zwischen 7 % und 10 % auf
AGO4. Die Verteilung der Proteinexpression von AGO1 und AGO3 zeigt hingegen eine leichte
Variation, die flir AGO1 26 % bis 40 % und fiir AGO3 15 % bis 25 % betragt. Interessanterweise ist
die AGO Verteilung der beiden Metastasenzelllinien Mel Im und Mel Ju fiir alle vier jeweiligen
AGO Proteine sehr einheitlich.

Im Vergleich zu den Melanomzelllinien weist die Verteilung der AGO Proteinexpression in den
yhicht-Melanom® Tumorzelllinien gréRere Variationen auf. Beispielsweise zeigt die AGO
Expressionsverteilung in HepG2 und CaCo2 sehr starke Expressionswerte fiir das AGO2 von 82 %
bzw. 85 % AGO2 Anteil. Der AGO2 Anteil von SW1353 (39 %), MCF7 (38 %) und Hela (49 %) ist
deutlich geringer als von HepG2 und CaCo2 und entspricht eher dem AGO2 Anteil der
Melanomzelllinien. Auch die Verteilung von AGO1 und AGO3 zeigt erhebliche Unterschiede
zwischen HepG2 und CaCo2 (9 % bis 16 % AGO1 Anteil; 1 % bis 6 % AGO3 Anteil) im Vergleich zu
SW1353, MCF7 und Hela (16 % bis 28 % AGO1 Anteil; 30 % bis 44 % AGO3 Anteil). Der
Proteinexpressionsanteil von AGO4 ist der geringste innerhalb aller ,nicht-Melanom”
Tumorzelllinien und liegt zwischen 0,3 % bis 4 % AGO4 Anteil.

Ein Vergleich der prozentualen AGO mRNA Expressionsverteilung (siehe Abbildung IlI-1) mit der
prozentualen AGO Proteinexpressionsverteilung (vgl. Abbildung 11I-11) verdeutlicht, dass die AGO
Proteine einer post-transkriptionalen Regulation unterliegen. Beispielsweise zeigt AGO4 eine sehr
starke Diskrepanz zwischen der mMRNA Expression und der Proteinexpression in den
Melanomzelllinien Mel Ei (20 % Gen- und 2,9 % Proteinexpression = -85 %), Mel Wei (24 % Gen-
und 3 % Proteinexpression = -88 %) und Mel Im (22 % Gen- und 3 % Proteinexpression = -86 %)
und in den ,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien HepG2 (24 % Gen- und 1,5 % Proteinexpression = -

94 %) und SW1353 (18 % Gen- und 3,9 % Proteinexpression = -78 %).
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Abbildung 1lI-11: AGO-affinity purification by peptide (AGO-APP) zur Bestimmung der Verteilung und Konzentration
der vier AGO Proteine in Melanozyten und anderen ,,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien. (A) Prozentuale
Verteilung und (B) absolute Konzentration der vier AGO Proteine in den ,nicht-Melanom”
Tumorzelllinien CaCo2, HepG2, SW1353, und Hela im Vergleich zu den Melanomzelllinien Mel Ju, Mel
Im, Mel Wei, Mel Ei und Mel Ho. (C) Vergleich der durchschnittlichen AGO Expression der analysierten
Melanomzelllinien mit den ,,nicht-Melanom* Tumorzelllinien.

In Abbildung IlI-11 B ist die Gesamtmenge der AGO Proteinexpression einer Zelllinie in fmol AGO
Peptid pro mg Zelllysat (RIPA) dargestellt. Es ist auffallig, dass die Melanomzelllinien sehr geringe
AGO Konzentrationen im Vergleich zu den ,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien aufweisen. Die
Gesamtmenge an AGO Protein liegt fur die Melanomzelllinien zwischen 5 und 20 fmol AGO Peptid
pro mg RIPA. Bei den ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien weist die Zelllinie HepG2 die geringste

AGO Gesamtproteinkonzentration auf, mit einer Konzentration von 34 fmol AGO Peptid pro mg
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RIPA. Die Hela Zellen hingegen haben die hochste AGO Gesamtkonzentration von (iber 50 fmol
AGO Peptid pro mg RIPA.

Generell ist keine Korrelation zwischen der AGO Gesamtkonzentration und dem Ursprung der
Zellen erkennbar, d.h. es gibt keinen Unterschied zwischen den Primartumorzelllinien (Mel Ho,
Mel Wei und Mel Ei) und den Metastasenzelllinien (Mel Im und Mel Ju).

In Abbildung 1lI-11 C ist der Vergleich der durchschnittlichen AGO Gesamtproteinmengen der
Melanomzelllinien mit den ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien dargestellt. Dabei ist erkennbar,
dass die durchschnittlichen Konzentration jedes der vier AGO Proteine im Melanom geringer ist
als die jeweilige durchschnittlichen AGO Konzentration in den ,nicht-Melanom® Tumorzelllinien.
Jedoch ist nur die Reduktion von AGO2 in den Melanomzelllinien gegenlber den ,nicht-

Melanom” Tumorzelllinien signifikant.

4 ANALYSE DER AGO2 WESTERN BLOT BANDEN

In allen Quantifikationen der AGO2 Western Blot Analysen wurde jeweils die Menge an
Gesamtprotein bestimmt. Hierflir wurde die Signalstarke der im AGO2 Western Blot auftretenden
charakteristischen Doppelbande (Abbildung IlI-12 A), bestehend aus einer kleinere Bande bei ca.
100 kDa und einer grofReren Bande bei ca. 120 kDa, mit dem Programm Image J vermessen und zu
einem AGO2 Expressionswert addiert.

Um sicher zu stellen, dass es sich bei beiden Banden jeweils um ein spezifisches Antikorpersignal
flir AGO2 handelt und nicht um ein anderes Argonaut (AGO1, AGO3 oder AGO4) oder ganzlich
anderes Protein, wurde eine massenspektrometrische Untersuchung durchgefihrt.

Die theoretisch berechnete ProteingrofRe von AGO2 wurde mit dem online Programm Protparam
(http://web.expasy.org/protparam) durchgefiihrt und ergab eine GréRe von 97,2 kDa, welches
der kleineren AGO2 Bande entsprechen wiirde.

Fir die massenspektrometrischen Analysen wurde eine Silberfarbung eines SDS-Gels mit einer
anti-AGO2 Co-IP aus der Melanomzelllinie Mel Ju angefertigt. Die beiden zur Untersuchung
verwendeten Banden sind in Abbildung 11I-12 B durch einen Pfeil (blauer Pfeil = gréRere Bande;
roter Pfeil = kleinere Bande) markiert.

Die durch die massenspektrometrischen Analysen gewonnen Ergebnisse sind in Abbildung 111-12 C
aufgefiihrt. Die 8 bzw. 5 identifizierten Peptide der groReren bzw. kleineren Bande haben eine
ausreichend groRRe Sequenzabdeckung (9 % Sequenzabdeckung groRere Bande bzw. 4 %
Sequenzabdeckung kleinere Bande) fiir die sichere Feststellung, dass in beiden Banden AGO2
enthalten ist. Die AGO2 Aminosduresequenz mit den identifizierten Peptidsequenzen aus der

massenspektrometrischen  Untersuchung ist in Abbildung 1lI-12 D dargestellt. Die
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Sequenzabdeckung stellt zudem sicher, dass es sich bei der kleineren AGO2 Bande nicht um die
um ein Exon verkirzte AGO2 Isoform 2 handeln kann, da ein identifiziertes Peptid aus der
kleineren Bande den Sequenzbereich des fehlenden Exons am C-Terminus der AGO2

Transkriptvariante 2 abdeckt.

C
Bande GroRere Kleinere
s
g Protein Accession QOUKV8 Q9UKV8
—
Mascot Score 311 122
Anzahl der Peptide 8 5
. Py _4 Sequenzabdeckung 9% 4%
. - ——

1 MYSGAGPALA PPAPPPPIQG YAFKPPPRPD FGTSGRTIKL QANFFEMDIP
51 KIDIYHYELD IKPEKCPRRV NREIVEHMVQ HFKTQIFGDR KPVFDGRKNL
101 YTAMPLPIGR| DKVELEVTLP GEGKDRIFKV SIKWVSCVSL QALHDALSGR
151 LPSVPFETIQ ALDVVMRHLP SMRYTPVGRS FFTASEGCSN PLGGGREVWF
201 GFHQSVRPSL WKMMLNIDVS ATAFYKAQPV IEFVCEVLDF KSIEEQQKPL
251 TDSQRVKFTK EIKGLKVEIT HCGQMKRKYR VCNVTRRPAS HQTFPLQQES
301 GQTVECTVAQ YFKDRHKLVL RYPHLPCLQV GQEQKHTYLP LEVCNIVAGQ
351 RCIKKLTDNQ TSTMIRATAR SAPDRQEEIS KLMRSASENT DPYVREFGIM
401 VKDEMTDVTG RVLQPPSILY GGRNKAIATP VQGVWDMRNK QFHTGIEIKV
451 WAIACFAPQR QCTEVHLKSF TEQLRKISRD AGMPIQGQPC FCKYAQGADS
501 VEPMFRHLKN TYAGLQLVVV ILPGKTPVYA EVKRVGDTVL GMATQCVQMK
551 NVQRTTPQTL SNLCLKINVK LGGVNNILLP QGRPPVFQQP VIFLGADVTH
601 PPAGDGKKPS IAAVVGSMDA HPNRYCATVR VQQHRQEIQ DLAAMVRELL
651 IQFYKSTRFK PTRIIFYRDG VSEGQFQQVL HHELLAIREA CIKLEKDYQP
701 GITFIVVQKR HHTRLFCTDK NERVGKSGNI PAGTTVDTKI THPTEFDFYL
751 CSHAGIQGTS RPSHYHVLWD DNRFSSDELQ ILTYQLCHTY VRCTRSVSIP
801 APAYYAHLVA FRARYHLVDK EHDSAEGSHT SGQSNGRDHQ ALAKAVQVHQ
851 DTLRTMYFA

Abbildung 11I-12: Analyse des AGO2 Western Blot Bandenmusters (verdndert nach Voller et al. (2013)). (A) AGO2
Western Blot und (B) SDS-Page Silberfarbung nach einer AGO2 Co-Immunoprazipitation aus Mel Ju
Zellen. Die beiden Banden die zur massenspektrometrischen Untersuchung ausgewahlt wurden sind
durch einen Pfeil markiert. (C) Die massenspektrometrische Analyse identifizierte 8 bzw. 5
Peptidsequenzen aus AGO2 und erreichte dabei eine 9 bzw. 4 prozentige Sequenzabdeckung fir die
groRere bzw. kleinere AGO2 Bande. (D) Aminosduresequenz von AGO2 mit den markierten AGO2
Peptidsequenzen die durch die massenspektrometrischen Analysen identifizierten wurden. Die Peptide
aus der massenspektrometrischen Analyse der groBeren AGO2 Bande sind blau markiert, die der
kleineren AGO2 Bande rot.
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5 DiE SIRNA EFFEKTIVITAT IN VERSCHIEDENEN ZELLTYPEN

Der Einfluss von regulatorischen RNAs auf die Entstehung und Progression von Tumoren ist in
vielen Studien belegt worden (Serpico et al. 2013; Marin et al. 2014; Zagryazhskaya und
Zhivotovsky 2014). Dies gilt auch fir das maligne Melanom (Kunz 2013; Voller et al. 2013). Bei
Auswertungen von miRNA Expressionsprofil Analysen ist auffallig, dass in ,nicht-Melanom*“
Tumoren die miRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zu den Spiegeln von gesunden Geweben
erniedrigt sind (Wang et al. 2012; Zhao et al. 2012). Beim malignen Melanom ist jedoch ein
gegenteiliger Effekt erkennbar, da die deutliche Mehrheit der miRNAs ist beim Abgleich mit
Melanozyten starker exprimiert ist (Mueller et al. 2009). Diese Erkenntnis fihrte zu der
Uberlegung, ob die Hemmung der Translation durch eine regulatorische RNA z.B. einer siRNA in
unterschiedlichen Geweben verschieden stark ausgepragt ist. Zur Klarung dieser Fragestellung
wurden zwei verschiedene siRNAs, eine inhibierend fir den Transkriptionsfaktor clun (siehe
Abbildung IlI-13 A) und eine inhibierend fiir NRAS (Abbildung IlI-13 B), auf ihre Auswirkung in den

»hicht-Melanom® Zelllinien HEK und HelLa im Vergleich zu den Melanomzelllinien Mel Ju und Mel

Im analysiert.
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Abbildung 11I-13: Erhohte siRNA Effektivitdt in ,,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien im Vergleich zu Melanomzelllinien
(verdandert nach Véller et al. (2013)). Inhibition von (A) cJun oder (B) NRAS, 24 Stunden nach
Transfektion von si-cJun oder si-NRAS in die ,nicht-Melanom® Zelllinien HEK und Hela oder in die
Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im. Statistisch wurde der Durchschnitt der ,nicht-Melanom*
Zelllinien und der Melanomzelllinien durch einen t-Test ausgewertet. ¥*P<0,05

Fiir beide Modellproteine ist in Abbildung IlI-13 erkennbar, dass die Hemmung der Genexpression

durch die siRNAs in den ,nicht-Melanom® Zelllinien signifikant starker ausfallt als in den
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Melanomzelllinien. Das bedeutet, dass die Effektivitat der siRNAs in den analysierten Zelllinien
nicht gleich groB ist. Daraus ergibt sich die Fragestellung, wodurch die unterschiedliche siRNA
Effektivitat hervorgerufen wird. Eine Erklarung konnte in einer zellspezifischen Veranderung von
Proteinen liegen, die essentiell fiir die generelle Funktionalitdt von siRNAs sind. Somit kdnnte
auch die bereits in dieser Arbeit festgestellte Reduktion der AGO2 Konzentration in

Melanomzellen Ursache der geringeren Effektivitat von regulatorischen RNAs sein.

6 EINFLUSS VON AGO2 AUF DIE EFFEKTIVITAT VON REGULATORISCHEN RNAS

6.1 REEXPRESSION VON AGO2 IN MELANOMZELLEN

Obwohl festgestellt werden konnte, dass AGO2 im Melanom stark reduziert vorliegt, gibt es
keinen Beweis, dass AGO2 auch ursachlich fir die geringere siRNA Effektivitdt verantwortlich ist.
In dem folgenden Versuchsabschnitt wird daher versucht die Frage zu beantwortet, ob und
gegebenenfalls welchen Einfluss die Menge an verfligbarem AGO2 auf die Funktionalitat von
regulatorischen RNAs hat.

Die Fehlregulation von AGO2 in Melanomzellen ist ein posttranskriptionales Phanomen, d.h. nach
einer AGO2 mRNA Expression auf gleichem Niveau wie in NHEMs erfolgt eine gehemmte AGO2
Translation. Daher muss zunachst Uberprift werden, ob sich die AGO2 Konzentration durch eine
plasmidbasierte AGO2 Proteinexpression generell erhohen ldsst. Hierzu wurden steigende
Plasmidkonzentrationen des AGO2 Expressionsplasmids pAGO2 in Mel Ju Zellen transfiziert und
die Proteinexpression in Western Blot Analysen im Vergleich zu den mit pIRES
kontrollbehandelten Mel Ju Zellen untersucht (Abbildung 111-14).

Die Versuchsergebnisse belegen, dass eine Reexpression von AGO2 durch eine transiente
Transfektion von pAGO2 in Melanomzellen méglich ist. Dabei erreichen die Mel Ju Zellen eine ca.
3,5 fache Erhohung der AGO2 Proteinexpression durch die Transfektion von 2 ug pAGO?2. Dies ist
ausreichend um die festgestellte AGO2 Reduktion der Mel Ju Zellen gegeniliber den NHEMs
auszugleichen (Abbildung III-6). Die Zunahme des Plasmid-basierten AGO2 ist in der AGO2
Western Blot Analyse deutlich vom endogenen AGO2 zu unterscheiden. Die Unterscheidung ist
moglich, da eine Modifikation in Form eines N-terminalen HA- und Flag-Tags an das rekombinante
AGO?2 erfolgt. Der errechnete Groflenunterschied zwischen dem endogenen und exogenen AGO2

betragt, bedingt durch die Protein-Affinitat-Tags, ca. 5,1 kDa.
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Abbildung 11I-14: Reexpression von AGO2 in die Melanomzelllinie Mel Ju (verdndet nach Voéller et al. (2013)). (A)
Western Blot Analyse zur Bestdtigung der AGO2 Reexpression bei steigenden pAGO2
Plasmidkonzentrationen von 0,5pg, 1ug und 2pug im Vergleich zu den mit 2pug PpIRES
kontrollbehandelten Mel Ju Zellen. Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle verwendet. (B) AGO2
Western Blot Quantifikation zur Bestimmung des Expressionsniveaus nach Reexpression von Mel Ju
Zellen wie in (A) beschrieben. Bei einer Transfektion von 2 ug pAGO2 in Mel Ju Zellen wird das
Expressionsniveau von NHEM Zellen erreicht, was einer Expressionssteigerung um das 3,5 fache

entspricht.

Ein Vergleich der Exprimierbarkeit von AGO1 und AGO2 zeigt jedoch sehr deutlich (Abbildung
I11-15), dass die Expression von AGO1 bei gleicher Plasmidkonzentration in Melanomzellen ein
hoheres Expressionsniveau erreicht als dies bei AGO2 der Fall ist. Dies kdnnte ein Hinweis sein,
dass die Expression von AGO2 einer posttranskriptionalen Regulation unterliegt, die die

Expression von AGO1 nicht beeinflusst.
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Abbildung 11I-15: Vergleich der Exprimierbarkeit von AGO1 und AGO2 in Melanomzellen. (A) AGO1 und (B) AGO2
Western Blot Analyse zum Vergleich der Exprimierbarkeit der beiden AGO Proteine. Dabei wurde AGO1
bzw. AGO2 mit steigenden Plasmidkonzentrationen (0 pg, 0,25ug 0,5 ug) von pAGO1 bzw. pAGO?2 in die
Melanomzelllinie Mel Ju transient transfiziert.
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6.2 ANALYSE VON AGO2 AUF DIE TRANSFEKTIONSEFFIZIENZ VON RNAS

Fiir die Bestimmung des Einflusses von AGO2 auf regulatorische RNAs in Melanomzellen ist es
notig, sowohl AGO2 als auch kleine RNA Molekiile gleichzeitig transient zu Transfizieren. Daher ist
es wichtig auszuschlieBen, dass die Reexpression von pAGO2 nicht die prinzipielle
Transfizierbarkeit von RNAs beeinflusst. Um diese mogliche Beeinflussung zu analysieren, wurden
die Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im jeweils mit 2 ug pIRES oder 2 ug pAGO?2 transfiziert und
der Transfektionserfolg mittels AGO2 Western Blot (berprift (Abbildung 1lI-16 A). AnschlieRend
wurde ein Oligonukleotid (si-GLO), das an einen Fluoreszenzfarbstoff DY547 (Absorption
557 nm/Emission 570 nm) gekoppelt ist, ebenfalls in die mit pAGO2 und pIRES behandelten Zellen

transfiziert.
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Abbildung 111-16: Einfluss der AGO2 Reexpression auf die Transfektionseffizienz von siRNAs (verdndert nach Voller et
al. (2013)). (A) AGO2 Western Blot zur Bestatigung der AGO2 Reexpression mit 2 ug pAGO2 im Vergleich
zu pIRES kontrollbehandelten Mel Ju und Mel Im Zellen. Aktin wurde als Western Blot Ladekontrolle
verwendet. (B) Quantitative Mengenbestimmung der transfizierten si-GLO in Mel Im und Mel Ju Zellen
in Abhangigkeit von einer AGO2 Reexpression. Es ist keine Korrelation bezlglich der AGO2 Reexpression
und der Aufnahmefahigkeit von Melanomzellen erkennbar. P=ns

Uber die gemessene Fluoreszenzintensitit der Mel Ju und Mel Im Zellen kann durch einen
Abgleich mit einer Standardkurve welche die Fluoreszenz definierter si-GLO Konzentrationen
beinhaltet die Konzentration der transfizierten si-GLO quantitativ bestimmt werden. Es zeigt sich,
dass die Reexpression von AGO2 in Melanomzellen keinen Einfluss auf die Transfektion von
kurzen RNA Molekiilen hat (Abbildung 111-16 B). Somit ist sichergestellt, dass eine Beeinflussung

der Transfektionseffizienz durch eine Modulation des AGO2 Spiegels ausgeschlossen ist.
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6.3 AUSWIRKUNG DER AGO2 MODULATION AUF DIE FUNKTION VON SIRNAs

Der folgende Versuchsteil soll Aufschluss dariiber geben, ob die melanomspezifische Reduktion
von AGO2 eine Auswirkung auf die Effektivitdt von regulatorischen RNAs hat. Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurde der Transkriptionsfaktor cJun als Modellprotein verwendet, da
er im Melanom eine sehr hohe Expressionsrate aufweist. Diese starke clJun Expression ist
zurlickzufiihren auf eine melanomspezifisch schwache miRNA-125b Expression. Die miRNA-125b
bindet direkt in der kodierenden Sequenz von cJun und wirkt daher als deren Negativregulator
(Kappelmann et al. 2013). Die Uberexpression von clun im Melanom und die Regulation durch
eine miRNA machen cJun ein ideales Modellprotein zur Beantwortung dieser Fragestellung.
Zunachst wurden Mel Ju Zellen, die eine geringere AGO2 Proteinkonzentration aufweisen als
ander Melanomzellen mit 2 ug pAGO2 oder mit 2 pg Kontrollplasmid pIRES transfiziert und 48
Stunden inkubiert, bevor der Reexpressionserfolg durch eine AGO2 Western Blot Analyse
Uberprift wurde. AnschlieRend wurden die Zellen zusatzlich mit verschiedenen Konzentrationen
(2, 4, 7,5, 15 und 30 pmol) einer cJun regulierender siRNA (si-clun) oder 15 pmol einer
unspezifischen siRNA als Kontrolle, behandelt (Abbildung 111-17).

Die signifikante Zunahme der siRNA Effektivitat ist in Abbildung IlI-17 A deutlich daran zu
erkennen, dass sich nach der AGO2 Reexpression im Vergleich zu den kontrollbehandelten Mel Ju
Zellen die Hemmung von cJun um 70 % pro pmol transfizierter si-clun ansteigt.

In der Abbildung IlI-17 B ist die Inhibition von cJun in Mel Ju Zellen in Abhangigkeit von
verschiedenen siRNA Konzentrationen dargestellt. Die Grafik zeigt, dass in AGO2
reexprimierenden Mel Ju Zellen die si-cJun Effektivitat im Vergleich zu pIRES kontrollbehandelten
Zellen deutlich zunimmt. Dies trifft auf alle getesteten si-cJun Konzentrationen zu. Lediglich bei 4
pmol si-cJun transfizierten Mel Ju Zellen ist der Anstieg der si-cJun Effektivitat zwar erkennbar,
jedoch nicht signifikant. In den Mel Ju Zellen, die mit einer si-Kontrolle (si-ctrl.) transfiziert wurden
ist ebenfalls ein geringer aber signifikanter Anstieg der cJun Inhibition nach der Reexpression von
AGO2 im Vergleich zu kontrolbehandelten Zellen erkennbar. Dieses Phanomen ist erklarbar durch
eine AGO2 basierte Effektivitdtssteigerung von endogenen miRNAs die clJun regulieren,

beispielsweise die miRNA-125b.
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Abbildung 111-17: Die Menge an verfiigbarem AGO2 ist fiir die siRNA Effektivitat entscheidend (verandert nach Voller
et al. (2013)). (A) cJun gRT-PCR Analyse von Mel Ju Zellen, die mit 2 ug pIRES (Kontrolle) oder 2 pg
PAGO2 und jeweils einer si-cJun behandelt wurden. Die Darstellung zeigt die cJun Inhibierung pro pmol
transfizierter si-cJun und belegt eine 70 %ige Effektivitatssteigerung der si-cJun nach AGO2
Reexpression. (B) cJun gRT-PCR und (C) cJun Western Blot Analysen zeigen einen signifikanten Anstieg
der cJun Inhibition nach Transfektion von 2 ug pAGO2 im Vergleich zu kontrollbehandelten (2 pg pIRES)
Mel Ju Zellen bei einer konzentrationsabhangigen si-cJun Behandlung (2, 4, 7,5, 15 und 30 pmol si-clun
und 15 pmol si-ctrl.) Tubulin diente als Western Blot Ladungskontrolle. *P<0,05,**P<0,01, ns=nicht
signifikant

Die deutlichen Effekte der gesteigerten si-cJun Effektivitat auf die cJun mRNA Expression nach
einer AGO2 Reexpression in Melanomzellen wurde durch eine Analyse der cJun Proteinexpression
Uberprift und bestatigt. Hierfiir wurde ein identischer Versuchsaufbau gewahlt, bei dem nach
einer AGO2 Reexpression im Vergleich zu pIRES kontrollbehandelten Mel Ju Zellen eine
Behandlung mit steigenden si-cJun Konzentrationen erfolgte. Zur Detektion der clun
Proteinexpression wurde eine clun Western Blot Analyse mit anschlieBender Quantifikation
durchgefihrt (Abbildung 111-17 C). Dabei ist ebenfalls erkennbar, dass die clun Proteinexpression

starker durch si-cJun inhibiert wird wenn in die Melanomzellen zuvor AGO2 reexprimiert wurde.

6.4 AUSWIRKUNGEN DER AGO2 MODULATION AUF ZU PROZESSIERENDE REGULATORISCHE RNAS

Im vorherigen Versuchsteil (siehe 6.3) dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine

Reexpression von AGO2 in Melanomzellen zu einer gesteigerten Effektivitdt von siRNAs fiihrt.
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siRNAs unterscheiden sich von miRNAs dadurch, dass sie nicht durch eine Enzymkaskade
prozessiert werden miissen. Die Argonaut Proteine werden, genau wie beispielsweise Drosha und
DICER, zu den miRNA prozessierenden Proteinen gezahlt, da sie die pre-miRNA zu einer AGO2-
cleaved precursor miRNA (ac-pre-miRNA) prozessiert (Diederichs und Haber 2007). Aufgrund
dessen ergibt sich die Fragestellung, ob die siRNA Ergebnisse auf zu prozessierende regulatorische

RNAs Ubertragbar sind.
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Abbildung 111-18: Die AGO2 Expression ist fiir die sShRNA Funktionalitdt entscheidend (verandert nach Voéller et al.
(2013)). (A) gRT-PCR Analyse zur Bestimmung der sh-cJun Effektivitdt in der Melanomzelllinie Mel Ju die
mit 2 ug pIRES (Kontrolle) oder 2 pug pAGO2 transfiziert wurden. Analysiert wurde die Hemmung von
cJun pro pg transfizierte sh-clun. (B) cJun Western Blot und (C) cJun Western Blot Quantifikation von
Mel Ju Zellen, die mit 2 pug pIRES oder 2 pg pAGO2 und jeweils entweder mit 2 pg sh-cJun oder 2 pg sh-
ctrl. transfiziert wurden. Tubulin diente als Ladungskontrolle. *P<0,05,**P<0,01

Hierzu wurde eine noch zu prozessierende short hairpin RNA, die clun (sh-clun) reguliert, als
Modelsystem verwendet. Es zeigt sich, dass nach einer AGO2 Reexpression die sh-cJun basierte
cJun Inhibition im Vergleich zu den mit pIRES kontrollbehandelten Mel Ju Zellen um das vierfache
ansteigt (Abbildung 111-18 A). Auch in der clun Western Blot Analyse (Abbildung 111-18 B) und der
zugehorigen Quantifikation (Abbildung 111-18 C) ist deutlich erkennbar, dass die Effektivitat der sh-
cJun nach der AGO2 Reexpression stark zunimmt. In den pIRES kontrollbehandelten Zellen betragt

die cJun Expressionsreduktion 30 %. Nach der Transfektion von 2 ug pAGO?2 steigt die Inhibition
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von clun auf ca. 60 %. Dies entspricht einer Verdopplung der cJun Effektivitdit nach der

Reexpression von AGO2 in die Melanomzelllinie Mel Ju.

7 DER AGO2 INTERAKTIONSPARTNER GW182

Die Erkenntnis, dass sich die Reduktion von AGO2 im Melanom auf die Effektivitat von siRNAs und
miRNAs auswirkt fiihrt zu der Frage, ob auch AGO2 Interaktionspartner durch die AGO2 Reduktion
beeinflusst werden. Die fur die Inhibierung der Translation wichtigsten AGO Interaktionspartner
sind die Proteine der GW182 Proteinfamilie. Diese sind nach ihrer ,Rekrutierung” durch eines der
vier AGO Proteine fir alle weiteren Prozesse der Translationshemmung verantwortlich. Im
Folgenden wurde die Expression des GW182 Proteins TNRC6A untersucht.

Die Expressionsanalyse in Abbildung 1lI-19 A zeigt, dass die TNRC6A Expression in den
Melanozyten mit zunehmender Passage leicht ansteigt. In den Melanomzelllinien weisen lediglich
Mel Ei und SkMel28 eine etwas geringere TNRC6A Expression auf, alle anderen getesteten
Melanomzelllinien zeigen ein den NHEMSs entsprechendes Expressionsniveau. Auch die ,nicht-
Melanom® Tumorzelllinien weisen keine Auffalligkeiten in der Expressionsstarke auf. Eine
Ausnahme bildet die Zelllinie Hep3b, die als einzige eine um das 3,5 fach gesteigerte Expression
des GW182 Proteins zeigt. Generell ist keine Korrelation zwischen der AGO2 Konzentration einer
Zelllinie und ihrer TNRC6A mRNA Expression erkennbar.

Auch eine experimentelle Anderung der AGO Konzentration durch eine AGO2 Reexpression in die
Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im hat keinen Einfluss auf die Expression der GW182

Proteinvarianten TNRC6A, TNRC6B und TNRC6C (Abbildung 11I-19 B-D).
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Abbildung I1I-19: Die Expression des GW182 Proteins TNRC6 in NHEMs, Melanomzelllinien und anderen ,nicht-
Melanom*“ Tumorzelllinien. A) Expressionsanalyse von TNRC6A in den Melanozyten in den Passagen 4, 5
und 6, in den Melanomzelllinien Mel Ei, Mel Juso, Mel Ho, Mel Wei, Mel Ju, Mel Im, SkMel28 und Hmb2
sowie in den ,nicht-Melanom“ Tumorzelllinien HepG2, Hela, CaCo2, PLC, Jurkat, SW1353 und MCF7. (B-
D) cDNA Array zum Expressionsvergleich der drei TNRC6 Varianten (B) TNRC6A, (C) TNRC6B und (D)
TNRC6C nach AGO2 Reexpression (2 ug pAGO2) im Vergleich zu kontrollbehandelten (2 pg pIRES) Mel Ju
und Mel Im Zellen. Es ist keine signifikante Expressionsanderung der drei TNRC6 Varianten durch eine
AGO2 Reexpression erkennbar.

8 AGO2 REDUKTION DURCH PROTEASOMABBAU

Die maligne Transformation von Zellen zu Tumorzellen kann unter anderem durch einen
fehlregulierten Proteinabbau verursacht werden. Das Proteasom-System kann durch einen
gestorten Proteinabbau von Schliisselenzymen der Zellorganisation zu einem erheblichen Anteil
zu den charakteristischen Tumormerkmalen beitragen. Diese sind beispielsweise fir die
Proliferation, Differenzierung, Apoptose oder die Zellzyklus-Progression verantwortlich (Johnson
2014). Auch im Melanom werden verschiedene Proteasominhibitoren auf ihren mdglichen

Therapie-Einsatz getestet (Shahshahan et al. 2011). Daher kénnte auch die auf Proteinebene
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stattfindende AGO2 Reduktion im Melanom durch eine Fehlregulation des Proteasomsystems
verursacht werden.

Der Abbau von Proteinen durch das Proteasom erfolgt nicht zufillig, sondern ist ein sehr
proteinspezifischer und stark reglementierter Prozess. Dabei wird das Protein, welches durch das
Proteasom degradiert werden soll, zum Beispiel durch eine Anlagerung von Ubiquitin-Proteinen
fir den Abbau markiert. Diese Markierung durch Ubiquitin erfolgt lber eine Enzymkaskade
(Hanzelmann et al. 2012), bei der letztendlich das Ubiquitin tiber eine zielproteinspezifische Ligase
(E3) mit dem zu degradierenden Protein verknipft wird. Die spezifische E3 Ligase flir AGO2 ist
lineage variant 41 (LIN41) oder das orthologe tripartite motif 71 (TRIM71) (Rybak et al. 2009).
Eine gesteigerte Expression von TRIM71 im Melanom und damit einhergehend ein gesteigerter
AGO2 Abbau kénnte eine mogliche Erklarung fir die AGO2 Reduktion darstellen.

Um diese Theorie zu lberprifen, wurde die Expression von TRIM71 in Melanozyten der Passage
4, 5 und 6, in verschiedenen Melanomzelllinien aus Primartumor und Metastasen und in ,,nicht-
Melanom® Tumorzelllinien bestimmt.

In Abbildung IlI-20 A ist die relative TRIM71 Expression bezogen auf NHEMSs in Passage 4
dargestellt. Es zeigt sich, dass die TRIM71 mRNA Expression in den Melanozyten mit steigender
Passagenzahl zunimmt. Jedoch ist keine Erhdhung der Trim71 mRNA Expression in den
Melanomzelllinien im Vergleich zu den Melanozyten erkennbar. Dies ware zu erwarten gewesen,
wenn ein gesteigerter Proteinabbau basierend auf einer gesteigerten AGO2 Ubiquitinierung fir
die AGO2 Reduktion in Melanomzellen verantwortlich ware. Zudem ist kein Unterschied zwischen
den Primdrtumoren und Metastasen ersichtlich, was eine Begriindung fur die steigende AGO2
Reduktion in der Tumorgenese hatte darstellen kénnen. Auch in den ,nicht-Melanom” Tumoren
ist die TRIM71 Expression stark variierend. Beispielsweise zeigen Hela, CaCo2, SW1353 und MCF7
eine geringe TRIM71 Expression, wohingegen die Expression in PLC und Jurkat Zelllinien sehr stark
gesteigert ist.

Eine weitere Analyse dient dazu den Einfluss des Proteasom-Systems auf AGO2 zu untersuchen.
Dabei wurde das Proteasom-System durch den Proteasom-Inhibitor MG132 inhibiert und
anschlieRend die Exprimierbarkeit von AGO2 analysiert. Die AGO2 Western Blot Analyse in
Abbildung 11I-20 B zeigt, dass es in Abwesenheit des Proteasominhibitors zu einem erwarteten
Anstieg der AGO2 Expression bei Transfektion steigender pAGO2 Plasmidkonzentrationen in Mel
Ju Zellen kommt. Als Versuchskontrolle wurde B-Catenin verwendet, welches an der
Signaltransduktion im Wnt-Signalweg beteiligt ist und lGiber das Proteasomsystem reguliert wird
(Zhou et al. 2008). Die B-Catenin Western Blot Analyse zeigt keinen Expressionsanstieg bei

Transfektionen mit steigenden pAGO2 Konzentrationen. Nach Zugabe des MG132 Inhibitors ist in
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der AGO2 Western Blot Analyse erkennbar, dass es zu keiner weiteren Steigerung der AGO2
Expression bei gleicher pAGO2 Konzentration im Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen
kommt. Dass die experimentelle Inhibition des Proteasoms durch den Proteasominhibitor
erfolgreich war, ist an der ansteigenden B-Catenin Proteinexpression gut zu erkennen. Somit kann

das Proteasom-System als AGO2 regulierende Struktur im Melanom ausgeschlossen werden.
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Abbildung I111-20: Die AGO2 Reduktion im Melanom erfolgt nicht {iber das Proteasom-System. (A) Die Expression von
TRIM71 wurde in Melanozyten in den Passagen 4, 5 und 6, in den Melanomzelllinien Mel Ei, Mel Juso,
Mel Ho, Mel Wei, Mel Ju, Mel Im, SkMel28 und Hmb2 sowie in den ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien
Hela, CaCo2, PLC, Jurkat, SW1353 und MCF7 bestimmt. Die TRIM71 Expressionsanalyse ergab, dass
keine Zunahme der Trim71 Expression in Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten erkennbar ist.
Eine stark gesteigerte TRIM71 Expression zeigten die ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien PLC und Jurkat,
wohingegen Hela und MCF7 fast keine TRIM71 Expression aufweisen. (B) Die AGO2 Western Blot
Analysen zeigte keine starkere AGO2 Reexpression bei steigenden pAGO2 Plasmidkonzentrationen in
MG132 behandelten Mel Ju Zellen im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen. B-Catenin wurde als
Positivkontrolle fir die MG132 Behandlung von Melanomzellen verwendet und Aktin diente als
Ladungskontrolle.
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9 REGULIERUNG VON AGO2 DURCH MIRNAS

9.1 AGO2 UNTERLIEGT EINER REGULATION DURCH MIRNAS

Bei einem Vergleich der plasmidbasierten Expression von AGO1 und AGO?2 ist auffallig, dass bei
gleichen Plasmidkonzentrationen die Konzentrationserhohung von AGO1 erheblich starker ist als
von AGO?2. Dieses Phanomen ist durch eine posttranskriptionelle Regulation von AGO2 erklarbar,
die jedoch nicht AGO1 beeinflusst. Neben dem bereits analysierten fehlregulierten Proteinabbau
konnen prinzipiell eine Vielzahl an Regulationsmechanismen fiir eine spezifische AGO2 Regulation

in Frage kommen.

Mel Ju Mel Ju 32768 7 [ AGO1
‘ ‘ " ] = AGO2
IRES Transfekti AGO2 Transfekti 3 ] . AGO3
P ransrextion P ransrextion § ] *% 1 AGO4
‘ ‘ < 1024 A L
= ]
AGO1IP AGO1IP ) ]
D ns
>
$ $ :
RNA Isolation RNA Isolation S 324 ns ns
3 3 I
© 4
cDNA Array cDNA Array ]
¥ @ s
2 0 & 8 ¥ 8 ¥ °
o o o o
Analyse 2 2 3 2 5 ¢ % 2
o o o o
B
Mel Ju
Mel Ju/Mel Im B Vel Im

AGO1-/AGO2-/ctrl.-IP

3

RNA Isolation

3

AGO2 qRT-PCR

3

Analyse

3 ) m

AGO2 mRNA (%)

o N
Ctrl.-IP
AGO1-P | i
AGO2-IP
Input-IPs
Ctrl.-IP
AGO1-IP
AGO2-IP
Input-IPs

Abbildung 11I-21: Nachweis der AGO2 Regulation durch miRNAs. (A) Schematische Skizze Uber die
Versuchsdurchfiihrung, bei der eine AGO1 Immunoprazipitation von pIRES oder pAGO2 transfizierten
Mel Ju Zellen mit anschlieBender RNA Isolation durchgefiihrt wurde. Quantifiziert wurde die RNA durch
einen cDNA Array, bei dem die anschlieRende Datenanalyse zeigte, dass nach der AGO2 Reexpression
signifikant mehr AGO2 mRNA an den AGO1 RISC gebunden wurde im Vergleich zur Kontrolle. (B) AGO2
gRT-PCR nach AGO1 und AGO2 Co-Immunoprazipitation im Vergleich zu einer Co-immunoprazipitations-
Kontrolle (ctrl.-IP) fir einen AGO2 Abbaunachweis durch einen AGO1 oder AGO2 basierten RISC.
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Einen moglichen Hinweis auf AGO2 Regulation durch miRNAs zeigte ein Versuch, bei dem AGO2 in
der Melanomzelllinie Mel Ju reexprimiert wurde und nach einer AGO1 Immunoprazipitation die
an den RISC gebundene RNA durch eine cDNA Array Analyse quantifiziert wurde. Dabei war nach
der AGO2 Reexpression ein deutlicher Anstieg der an den AGO1 basierten RISC gebundenen AGO2
MRNA zu messen (Abbildung 11I-21 A). Die Genexpressionstranskripte der Ubrigen Argonaut
Proteine (AGO1, AGO3 und AGO4) konnten hingegen nicht nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
demonstriert die posttranskriptionale Hemmung von AGO2 durch miRNAs. Zur Verifikation der
AGO2 Regulation durch miRNAs wurden aus Mel Ju und Mel Im Proteinlysaten (RIPAs) eine
Kontroll- (ctrl.-IP), AGO1- (AGO1-IP) und AGO2- (AGO2-IP) Co-Immunoprezipitationen
durchgefihrt und die gebundenen mRNAs analysiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass das
AGO2 Gentranskript in Mel Ju Zellen zu 16 % assoziiert am AGO1 basierten RISC und zu 44 %
assoziiert am AGO2 basierten RISC vorliegt. In der Melanomzelllinie Mel Im sind ca. 17 % bzw.
19 % des AGO2 Gentranskriptes am AGO1 bzw. AGO2 basiertem RISC assoziiert (Abbildung
I11-21 B). Dieses Ergebnis bestatigt die Regulation von AGO2 durch miRNAs. Zudem konnte die
Regulation des AGO2 Gentranskriptes sowohl am AGO1 als auch am AGO2 basiertem RISC

nachgewiesen werden.

9.2 MEGLICHE AGO2 REGULIERENDE MIRNAS?

Durch das online verfiighare Computer-Programm miRWALK der Universitdt Heidelberg
(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html) wurden miRNAs, die zu einer
potentiellen Bindung an das AGO2 Gentranskript befahigt sind vorhergesagt. Dabei wurden nur
miRNAs beriicksichtigt, die eine Bindung in der kodierenden Region der AGO2 mRNA aufweisen,
und nicht in der 3’oder 5'UTR. Die Fokussierung der Suche nach der AGO2 regulierenden miRNA
auf den kodierenden Bereich der AGO2 mRNA ist begriindet durch die reprimierte Expression von
rekombinanten AGO2 in Melanomzellen. Das Expressionsplasmid, welches fir die AGO2
Reexpression in Melanomzellen verwendet wurde, enthalt ausschlieBlich die kodierende Sequenz
von AGO2. Somit kann die 3" und 5° UTR der AGO2 mRNA als Binderegion fir die AGO2
reprimierende miRNA im Melanom ausgeschlossen werden.

Zur Uberpriifung des Einflusses einer vorhergesagten miRNA auf AGO2 wurde die jeweilige miRNA
Bindestelle in dem pAGO2 Expressionskonstrukt durch zwei stumme Punkt-Mutationen so
verandert, dass die jeweiligen miRNAs nicht mehr binden kénnen. Anschlieend wurde eine AGO2
Reexpression durch die pAGO2-Mutationsplasmide in der Melanomzelllinie Mel Ju durchgefiihrt
und die Menge an exprimiertem AGO2 durch eine Western Blot Analyse mit zugehdriger

Quantifikation nach 24 Stunden bestimmt (Abbildung 111-22).
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Abbildung 111-22: Suche nach moglichen AGO2 regulierenden miRNAs. (A) AGO2 Western Blot Analyse mit zugehoriger
(B) AGO2 Western Blot Quantifikation der endogenen und exogenen AGO2 Proteinexpression.
Analysiert wurde die Expressionsstarke der verschiedenen AGO2-Mutationsplasmide (pMut) zur
Identifikation von AGO2 regulierenden miRNAs im Melanom. Bestimmt wurde der Status der AGO2
Expression in unbehandelten (kontr.), sowie mit pIRES oder pAGO2 transfizierten Mel Juso Zellen als
Referenz fiir die AGO2 Expression. Die Mengen an AGO2 der AGO2-Mutationsplasmid transfizierten Mel

Juso Zellen wurde ebenfalls bestimmt und zeigen eine leicht erhéhte AGO2 Expression bei den pMut-
612 transfizierten Zellen.

Im Vergleich zu den unbehandelten (kontr.) und den mit dem Leerplasmid (2 ug PpIRES)
transfizierten Mel Juso Zellen, ist die AGO2 Proteinexpression in den Zellen die mit 2 ug pAGO2
transfiziert wurden deutlich erhéht. Dies ist an der Zunahme der kleineren der beiden AGO2
Banden erkennbar, da das von dem Expressionskonstrukt translatierte AGO2 eine N-terminale
Flag- und NH-Modifikation aufweist. Trotzdem wurde die Gesamtmenge, bestehend aus exogener
und endogener AGO2 Proteinexpression, an AGO2 durch die AGO2 Western Blot Quantifikation
bestimmt. Es zeigt sich, dass fast alle mit 2 ug Mutationsplasmid transfizierten Mel Juso Zellen
einen AGO2 Status aufweisen, der dem AGO2 Status der mit 2 ug pAGO2 transfizierten Zellen
entspricht. Die AGO2 Proteinexpression der Zellen, die mit den Mutationsplasmiden pMut-22%*,
pMut-452 und pMut-346 transfiziert wurden, erreichen nicht das Expressionsniveau wie die
Zellen, die mit pAGO2 transfiziert wurden. Dies kdnnte durch eine Mutation im
Expressionsplasmid verursacht worden sein. Es wurden zwar alle gerichteten Mutagenesen
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mittels einer Sequenzierung Uberpriift, jedoch erfolgte keine vollstandige Sequenzierung der
Plasmide. Das AGO Mutationsplasmid der miRNA-612 (pMut-612) fihrt hingegen zu einer
gesteigerten AGO2 Expression. Dies lasst eine AGO2 Regulation durch die miRNA-612 vermuten,
die im Folgenden naher charakterisiert werden soll.

Fiir den Nachweis der AGO2 Regulation durch miRNA--612 wurden Melanomzellen mit einem
miR-612-Inhibitor behandelt, um die negative Regulation der miRNA zu unterbinden und die

Interaktion durch einen AGO2 Anstieg nachzuweisen. Die Versuchsergebnisse sind in Abbildung

I1I-23 A dargestellt.
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Abbildung 111-23: Nachweis der AGO2 Regulation durch miRNA--612. (A) AGO2 und (C) Flag-Western Blot Analysen mit
jeweils zugehdrigen Quantifikationen (B und D) zur Bestimmung der AGO2 Expression nach miRNA-612-
Inhibitor Behandlung im Melanom. Der AGO2 Status steigt bei miRNA-612-Inhibitor behandelten im
Vergleich zu kontrollbehandelten (ctrl. Inhibitor) Mel Juso Zellen nur geringfiigig an. Es ist keine AGO2
Expressionssteigerung nach 2 pg pAGO2 oder 2 ug pMut-612 Transfektion und nach miRNA-612-
Inhibitor Behandlung im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen detektierbar. Auch die plasmidbasierte
AGO2 Expression, welche durch die Flag Modifikation von der endogenen unterscheidbar ist, zeigt
keinen signifikanten Anstieg nach miRNA-612 Inhibitorbehandlung im Vergleich zu den
kontrollbehandelten Zellen.

Der AGO2 Western Blot (Abbildung 111-23 A) mit der zugehorigen AGO2 Western Blot

Quantifikationen (Abbildung IlI-23 B) zeigen, dass das AGO2 Expressionsniveau nach der
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Behandlung mit dem miRNA-612-Inhibitor in Mel Juso Zellen auf das 1,3 bzw. 1,7 fache der
kontrollbehandelten Zellen ansteigt. Auch nach einer pIRES Transfektion als Kontrollbehandlung
zur AGO2 Reexpression zeigt sich ein leichter Anstieg der AGO2 Expression nach der miRNA-612
Inhibitorbehandlung. Jedoch ist die miRNA-612 trotzdem nicht die Ursache fir die AGO2
Repression im Melanom. Dies ist daran zu erkennen, dass die Mel Juso Zellen nach einer
Behandlung mit einem miRNA-612-Inhibitor und einer vorheriger AGO2 Reexpression keine AGO2
Expressionssteigerung aufweisen im Vergleich zu AGO2-reexprimierten Zellen die mit einem
Kontrollinhibitor behandelt wurden. Zudem ist auch keine Steigerung der AGO2 Konzentration in
Zellen erkennbar, die mit dem Kontrollinhibitor und 2 pg pMut-612 behandelt wurden im
Vergleich zu Zellen die mit dem Kontrollinhibitor und 2 pg pAGO2 behandelt wurden.

Der Flag Western Blot (Abbildung I11-23 C) mit der zugehdrigen Flag Western Blot Quantifikation
(Abbildung IlI-23 D) analysiert ausschlieBlich die Plasmid-basierte AGO2 Proteinexpression, da das
endogene AGO2 keine Flag-Modifikation aufweist. Es zeigt sich, dass nach miRNA-612-
Inhibitorbehandlung die AGO2 Expression etwas hoher ist als in den Kontrollinhibitor behandelten
Zellen. Diese zeigen jedoch bei 2 ug pMut-612 Transfektion einen geringeren AGO?2 Status als die
mit pAGO2 transfizierten Zellen, was ebenfalls eine Regulation von AGO2 durch die miRNA-612

widerlegt.
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10 LOKALISATION DER ARGONAUT PROTEINE

Die Lokalisation von AGO2 beschrankt sich nicht nur auf das Zytoplasma. Einige Studien konnten
AGO2 bereits im Zellkern nachweisen (Rudel et al. 2008; Kim et al. 2011). Durch AGO2
Immunfluoreszenz Analysen wurde nun Gberprift, ob dies auch fiir das Melanom zutreffend ist,

oder ob sich aufgrund der bereits festgestellten AGO2 Reduktion im Melanom Unterschiede in der

AGO2 Lokalisation ergeben.
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Abbildung 111-24: Vergleich der AGO Lokalisation in Melanozyten und Melanomzellen. (A) AGO2 Immunfluorezenz
Farbungen einer Melanozyten und einer Mel Im Zelle zeigen neben der zytoplasmatischen AGO2
Expression auch ein AGO2 Expression im Zellkern. (B) AGO1 und AGO2 Western Blot Analysen von AGO1
bzw. AGO2 Co-Immunoprazipitationen aus getrennten Kern- und Zytoplasma-Fraktionen von Mel Im
Zellen zeigen dass AGO1 und AGO2 jeweils im Zytoplasma und Kern der Melanomzelle vorkommen.

Die AGO2 Immunfluoreszenz Farbungen in Abbildung IlI-24 A zeigen bei NHEM eine starke
Farbung im Zytoplasma und eine etwas schwachere im Zellkern. In den Mel Im Zellen ist das AGO2
ebenfalls in beiden Kompartimenten nachweisbar, wenn auch deutlich geringer als bei den
Melanozyten. Durch eine AGO1 und AGO2 Western Blot Analyse sollen beide Argonaut Proteine
im Zytoplasma als auch im Kern von Melanomzellen untersucht werden. Hierfir wurden
Kernpraparationen durchgefiihrt, bei denen die Kern-Fraktion von der Zytoplasma-Fraktion
getrennt wurde. AnschlieBend wurde aus jeder Fraktion eine AGOl1 und AGO2 Co-
Immunoprazipitation durchgefiihrt. In Abbildung 11I-24 B ist zu sehen dass AGO1 und AGO?2,

sowohl im Melanozyten als auch in der Melanomzelle im Zytoplasma als auch im Zellkern

vorkommen.
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11 ZELLULARE BEEINFLUSSUNG VON IVIELANOMZELLEN DURCH EINE MODULATION VON AGO2

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden, dass die AGO2 Reduktion einen
erheblichen Einfluss auf regulatorische RNAs auslibt. Daraus ergibt sich die Frage, welche
Konsequenzen fir die Melanomzelle daraus resultieren. Durch cDNA Array Analysen kdénnen die
Expressionen von sehr vielen Proteinen einer Zelllinie gleichzeitig bestimmt werden. Analysiert
wurden die Expressionprofile von Mel Ju und Mel Im Zellen nach der AGO2 Reexpression (2 pg
pAGO2) im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen (2 pg pIRES).

In Abbildung 1lI-25 A sind die Gene Ontology Terms (GO-Terms) der durch AGO2 signifikant in Mel
Im und Mel Ju Zellen regulierten Gene klassifiziert und in Abbildung IlI-25 B graphisch dargestellt.
In der Analyse wurden nur Proteine bericksichtigt, die nach der AGO2 Reexpression mindestens
eine Expressionsanderung um den doppelten Wert aufwiesen.

Die graphische Darstellung zeigt die zelluldren Prozesse, die durch die AGO2 Reexpression
betroffen sind und ihre Einbindung in das Netzwerk der Zelle. Der Farbcode gibt dabei wieder, wie
wahrscheinlich der jeweilige Prozess durch AGO2 beeinflusst wird, d.h. wie wahrscheinlich die
AGO2 regulierten Gene in den entsprechenden GO-Terms eingebunden sind.

Insgesamt wurden 2.034 Gene identifiziert, die sowohl in Mel Ju als auch in Mel Im Zellen durch
AGO?2 signifikant reguliert wurden. Der dabei verwendete cDNA Array (Affymetrix GeneChip®

Human Gene 2.0 ST Array) analysierte dabei insgesamt die Expression von 41.777 Genen.
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Abbildung 111-25: Genexpressionsanalysen zur Bestimmung des Einflusses der AGO2 Reduktion im Melanom. (A)
Aufstellung aller GO-Terms, die signifikant durch AGO2 regulierte Gene werden. Die durch AGO2
modulierten Gene wurden identifiziert, indem die Expressionsmuster von Mel Ju und Mel Im Zellen in
denen jeweils AGO2 reexprimiert wurde mit kontrollbehandelten Mel Ju und Mel Im Zellen verglichen
wurde. (B) Graphische Auswertung der AGO2 modulierten Zellprozesse.

12 AGO2 IST EIN REGULATOR FUR DIE MIGRATIONSFAHIGKEIT VON MELANOMZELLEN

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass eine fehlregulierte mIiRNA eine direkte
phanotypische Auswirkung auf die Zelle haben kann (Braig et al. 2010; Dynoodt et al. 2013;
Greenberg et al. 2014). Zudem erbrachte die Analyse des Expressionsprofils nach AGO2

Reexpression in Melanomzellen die Erkenntnis, dass auch Proteine, die fiir die Zellbewegung
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wichtig sind, durch AGO2 beeinflusst werden. In der Abbildung IlI-26 A sind diese durch AGO2
modulierte Proteine den entsprechenden GO-Terms fiir Zellbewegung (Migration, Zell-Motilitat,
Zell-Lokalisation und Zell-Bewegung) zugeteilt. Zusatzlich sind fur die Miggration in Abbildung
IlI-26 B die migrations-relevanten Proteine (ROCK1, CTHRC1 und CD44) mit ihren relativen
Expressionswerten in Abhangigkeit von AGO2 dargestellt. Daraufhin wurde untersucht, ob die
AGO2 Modulation in Melanomzellen tatsachlich eine phanotypische Auswirkung zur Folge hat. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung wurde durch Boyden Kammer Migrations Analysen das

migratorische Potential von Mel Ju Zellen in Abhangigkeit von AGO2 bestimmt.

A Zugehorigkeit zum GO (Gene Ontology)ist nicht bestéatigt
Zugehorigkeit zum GO (Gene Ontology)ist bestatigt

ANK3 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G)

MAPK8 mitogen-activated protein kinase 8

CAPZB  capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta
EFNB3  ephrin-B3

CALD1 caldesmon

UBC ubiquitin C

FEZ2 fasciculation and elongation protein zeta 2 (zygin Il)
CTHRC1 collagen triple helix repeat containing

ROCK1 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 1
CD44 CD44 molecule (Indian blood group)
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Abbildung 111-26: Eine Modulation von AGO2 beeinflusst die Migrationsfahigkeit von Zellen (verdndert nach Voller et
al. (2013)). (A) Aufstellung aller Gene, die bei der Reexpression von AGO2 in Melanomzellen reguliert
werden und zusétzlich eine Einstufung in Zellbewegungs relevante GO Terms (Gene Ontology Terms)
aufweisen. (B) Relative Genexpression der fiir die Zellbewegung relevanten Gene ROCK1, CTRC1 und
CDA44, die bei der AGO2 Reexpression (2 ug pIRES) im Vergleich zur Kontrolle (2 pug pIRES) sowohl in Mel
Ju als auch in Mel Im Zellen bestimmt wurden. (C) Boyden Kammer Analyse zur Bestimmung des
migratorischen Potentials nach 2 ug pIRES oder 2 pg pAGO2 Transfektion in Mel Ju Zellen. Die AGO2
Reexpression reduziert die Migrationsfahigkeit der Zellen signifikant. *P<0,05,**P<0,01,***P<0,001

Die Boyden Kammer Migrations Analyse in der Abbildung IlI-26 C zeigt, dass durch die AGO2
Reexpression das migratorische Potential der Melanomzelllinie im Vergleich zu den

kontrollbehandelten Zellen um ca. 20 % abnimmt.
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v DISKUSSION

1 DIE MIRNA PROZESSIERUNG IM MALIGNEN MELANOM

Viele Studien haben eine Fehlregulation von miRNAs als eine mogliche Ursache der malignen
Transformation in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen (Tokarz und Blasiak 2012; Zhang et
al. 2014). Auch im malignen Melanom sind miRNAs an der Entstehung und Progression des
Tumors beteiligt (Bennett et al. 2013; Kunz 2013).

Die Prozessierung der miRNAs ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem jede einzelne Reaktion genau
reguliert ist (Finnegan und Pasquinelli 2013). Schliisselenzyme bei der miRNA Prozessierung sind
die RNA Polymerase Il, Drosha und sein Kofaktor DGCR8, Exportin5, DICER, TARBP und die
Argonaut Proteine. Eine veranderte Genexpression einzelner Prozessierungsproteine wurde
bereits in verschiedenen Tumoren beschrieben (Kim et al. 2013; Zhang et al. 2014).

Auch in Bezug auf Hautkrebs haben einige Studien bereits Anderungen in der Genexpression von
miRNA prozessierenden Proteinen aufgezeigt. So konnte z.B. wahrend der Tumorentwicklung des
epithelialen Hautkrebses eine Veranderung der Genexpression einzelner Prozessierungsproteine,
wie DGCR8, PACT, TARBP, DICER und AGO2, aufgezeigt werden (Sand et al. 2012). Auch im
kutanen malignen Melanom wurde eine Genexpressionsanderung von TARBP2 und AGO1
wahrend der Tumorgenese beobachtet (Sand et al. 2012). In diese genannten Studie konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass die Genexpressionsraten der Prozessierungsproteine Dicer,
Drosha, DGCRS8, Exportin5, PACT, TARBP1 und AGO2 wahrend der Tumorgenese des kutanen
malignen Melanoms konstant bleiben. Auch wahrend der Progression des Melanoms kann es zu
einer Genexpressionsanderung von miRNA Prozessierungsproteinen kommen. Es konnte z.B.
nachgewiesen werden, dass sich die Dicer Konzentration wahrend der Progression des Tumors
andert. Dabei erfolgt eine Reduktion des im Zellkern befindlichen Droshas bei gleichzeitigem
Anstieg der zytoplasmatischen Drosha-Konzentration (Jafarnejad et al. 2013). Die hier
zusammengefassten  Studien  zeigen, dass die miRNA Prozessierungsproteine in
Hautkrebserkrankungen eine verdanderte Genexpression aufzeigen kénnen.

Bisher hat jedoch noch keine Studie die Rolle der AGOs im malignen Melanom beschrieben. Um
eine eventuelle Besonderheit der AGO Expression von Melanozyten aufzeigen zu kénnen, wurden
in dieser Dissertation zunachst die Genexpression der vier AGOs in Melanozyten im Vergleich zur
humanen Haut analysiert. Zusatzlich wurde die AGO Expression auch im Vergleich zu anderen
Geweben von gesunden Organen bestimmt. Die Genexpressionen der einzelnen AGOs zeigen in
den Melanozyten, sowohl im Vergleich zur Haut als auch zu den anderen Geweben, eine sehr

einheitliche Expression. Die Expressionsstdrke der einzelnen AGOs untereinander ist jedoch nicht
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homogen. Durch die Analyse der Genexpressionsverteilung der einzelnen AGOs konnte
festgestellt werden, dass AGO1 und AGO2 die am starksten vertretenen AGOs in den analysierten
Geweben darstellen. Zudem konnte am Beispiel von adulten und fetalen Leber und Hirn
Gewebeproben nachgewiesen werden, dass es wahrend der embryonalen Entwicklung zu einer
deutlichen Anderung in der AGO Genexpression kommen kann. Eine Erkldrung fiir dieses
Phanomen wurde nach dem jetzigen Stand in der Literatur noch nicht beschrieben. Es ist lediglich
bekannt, dass AGO2 im Vergleich zu den anderen AGOs in der Embryogenese essentiell ist (Liu et
al. 2004).

Auch der separate Vergleich der Expressionswerte der vier AGOs aus Melanozyten mit der
Expression in verschiedenen Melanomzelllinien zeigte ein einheitliches Expressionsbild fur jedes
AGO. Sand et al. postulierten eine Anderung der AGO1l Genexpresssion wahrend der
Tumorgenese des kutanen malignen Melanoms (Sand et al. 2012). In dieser Studie wurde ein
signifikanter Anstieg der AGO1 Genexpression vom melanozytdren Navus zur Metastase
festgestellt. Jedoch zeigte sich keine signifikante Anderung der AGO1 Genexpression zwischen
dem Primartumor und den Metastasen. Auch die AGO1 Genexpressionsanalyse der in dieser
Dissertation analysierten Melanomzelllinien zeigte keinen Unterschied zwischen den
Primartumorzelllinien und den Metastasenzelllinien, was in Ubereinstimmung zu den Ergebnissen
von Sand et al. ist. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden kultivierte NHEMs als
Referenz fiir benigne Melanozyten vermessen. In der Studie von Sand et al. wurden hingegen alle
Zellen aus melanozytdren Navi als Referenzgewebe der Tumorgenese verwendet. Diese Gewebe
enthalt neben Melanozyten auch andere Zelltypen der Haut, vorwiegend Keratinozyten. Durch die
verschiedenen Referenzen, NHEMs gegeniliber melanozytdarem Navi, sind die abweichenden
Ergebnisse beziiglich der Anderung der AGO1 Genexpression in der Tumorgenese méglicherweise
zu erklaren.

Die Genexpressionsanalysen der AGOs zeigen keinen differenzielle Expression in den NHEMs und
den Melanomzelllinien. Daher wurde die Proteinexpression der AGOs bestimmt. Es zeigte sich,
dass eine starke Diskrepanz zwischen der AGO Genexpression und der AGO Proteinexpression im
malignen Melanom existiert. Flir AGO2 konnte erstmalig in dieser Arbeit eine sehr starke und
signifikante Reduktion in allen analysierten Melanomzelllinien (Mel Ju, Mel Im, Mel Ei und Mel
Juso) gegeniber Melanozyten beobachtet werden. Diese Erkenntnis wurde sowohl durch
Western Blot als auch durch Immunfluoreszenz Analysen gewonnen. Zudem konnte festgestellt
werden, dass in den Metastasenzelllinien (Mel Ju und Mel Im) eine starkere Reduktion der AGO2

Konzentration vorliegt als in den Zelllinien aus Primartumoren (Mel Ei und Mel Juso).
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Die gewonnenen Zellkulturergebnisse wurden durch die Bestimmung der AGO2 Proteinexpression
in Gewebeproben von Melanompatienten verifiziert. Dabei war in allen analysierten
Gewebeproben eine starke und signifikante AGO2 Reduktion im Vergleich zu Melanozyten
erkennbar. Jedoch konnte in den Gewebeproben der Effekt der starkeren AGO2 Reduktion in
Metastasen gegeniber Primartumoren nicht bestatigt werden (Voller et al. 2013).

Trotz positiver AGO3 und AGO4 Western Blot Etablierung konnte die Expression dieser beiden
AGOs in Melanomzellen nicht bestimmt werden. Dies liegt daran, dass die Sensitivitdt der AGO3
und AGO4 Western Blot Analysen nicht ausreichend fiir die geringe AGO3 und AGO4
Proteinexpression ist. Dass die Expression von AGO3 und AGO4 weniger stark ausgepragt ist, als
von AGO1 und AGO2, konnte auch in einer anderen Studie bereits beobachtet werden (Valdmanis
et al. 2012). Wang et al. konnten zwar nachweisen, dass in der Haut AGO2 mit der 8,5 fachen und
AGO1 mit der 3,8 fachen Menge an miRNAs interagieren, als dies bei AGO3 der Fall ist. AGO4
wurde in dieser Studie hingegen nicht berlicksichtigt (Wang et al. 2012). Jedoch ist diese
Verteilung der miRNAs auf ein bestimmtes AGO Protein ausschlieBlich gepragt von der relativen
Haufigkeit der AGOs zueinander. Dies basiert darauf, dass die prinzipielle Zuteilung der miRNAs
auf die einzelnen AGO Proteine zufallig erfolgt, d.h. ohne miRNA spezifische AGO Praferenz (Liu et
al. 2004; Meister et al. 2004).

Zusatzlich zu Western Blot und Immunfluoreszenz Analysen kdnnen die absoluten Mengen der
jeweiligen AGO Proteine einer Zelllinie durch die massenspektrometrische AGO-daffinity
purification by peptides Methode exakt quantifiziert werden. Diese Methode war jedoch nicht
geeignet fir die Bestimmung des AGO Status von Melanozyten. Die Ursache liegt darin, dass die
erforderliche Zellzahl zum Erlangen der notwendigen Proteinmenge fiir die AGO-APP-Analyse nur
durch haufiges Passagieren der NHEMs erreicht werden kann. Jedoch zeigen NHEMs mit
zunehmender Kultivierungdauer verstarkt Tumoreigenschaften (Schiffner 2012). Fiir eine Analyse
der verschiedenen AGO Proteine in Melanomzellen ist die AGO-APP Methode jedoch bestens
geeignet. Die Quantifizierung ergab eine jeweilig einheitliche Verteilung der einzelnen AGOs
innerhalb der analysierten Melanomzelllinien. Dabei bestadtigte sich zudem, dass die
Konzentration von AGO1 und AGO2 sehr viel groRer ist als von AGO3 und AGO4. Aufgrund des
nicht moglichen direkten Abgleichs der AGO Proteinexpression der Tumorzelllinien mit den
Melanozyten, wurde der AGO Status der Melanomzelllinien mit anderen ,nicht-Melanom”
Tumorzelllinien verglichen. Dabei zeigte sich, dass alle Melanomzelllinien eine generelle
Reduktion der Gesamtproteinmenge an AGOs im Vergleich zu den ,nicht-Melanom”
Tumorzelllinien aufweisen. Eine signifikante Reduktion konnte jedoch nur fiir AGO2 beobachtet

werden.
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Die ,nicht-Melanom” Tumorzelllinien zeigen im Gegensatz zu den Melanomzelllinien keine
einheitlich gleiche Expressionsstarke der einzelnen AGO Proteine, was auf eine zellspezifische
AGO Expressionsverteilung hindeutet. Zhang et al. veroffentlichten eine Studie, in der sie eine
Reduktion der miRNA-99a nachweisen konnten, die ursachlich fiir eine Hochregulation von AGO2
im hepatozelluldren Karzinom (HCC) ist (Zhang et al. 2014). Die gesteigerte AGO2
Proteinexpression in den HCC Zelllinien Hep3b und HepG2 konnte in dieser Dissertation verifiziert
werden. Hep3b zeigte jedoch nur eine leichte und nicht signifikante Steigerung der AGO2
Genexpression und HepG2 sogar eine geringfligige Verringerung der AGO2 Genexpression. Die
Diskrepanz der Genexpression zur Proteinexpression von AGO2 lasst daher ebenfalls eine post-
transkriptionelle Regulation von AGO2 vermuten.

Alle vier humanen AGO Proteine sind zur Inhibition der Translation befdhigt. Die nicht
restriktionsfahigen AGO Proteine (AGO1, AGO3 und AGO4) kénnen die Translation jedoch nur
sterisch inhibieren. Flr eine Degradation des zu inhibierenden Gentranskriptes bendtigen diese
AGO Proteine Unterstiitzung von Interaktionspartnern. Diese Funktion ibernehmen die GW182
Proteine, die weitere Proteine rekrutieren und so befahigt sind die mRNA abzubauen. Zu den
GW182 Interaktionspartner zdhlen beispielsweise poly(A)-Bindeproteinen (PABPC1) und die
Deadenylasen PAN2/3 bzw. CCR4/NOT (Pfaff und Meister 2013). Eine Interaktion der GW182
Proteine wurde bereits mit allen vier humanen AGO Proteinen nachgewiesen (Meister et al. 2005;
Pfaff et al. 2013). In der Theorie kbnnte die melanomspezifische Reduktion des restriktionsaktiven
AGO2 Proteins daher durch eine gesteigerte GW182 Expression kompensiert werden. Diese
GW182 Expressionsteigerung kénnte dazu fihren, dass die zu inhibierende mRNA auch durch ein
nicht restriktionsfahiges AGO Protein schneller degradiert wird. Hierfir ware eine
Konzentrationssteigerung der daflir essentiellen GW182 Proteine nétig. Um diese Theorie zu
prifen, wurde die Expression des humanen GW182 Proteins trinucleotide repeat containing 6
(TNRC6A) analysiert. Es konnte jedoch kein TNRC6A Expressionsunterschied zwischen den NHEMs
und den Melanomzelllinien aus Primartumor und Metastasen nachgewiesen werden. Auch eine
experimentelle Modulation der AGO2 Konzentration in Melanomzellen hat keine Auswirkung auf
die Expression der TNRC6 Proteine (TNRC6 A-C). Somit kann ausgeschlossen werden, dass es zu
einer Kompensation der AGO2 Reduktion basierten verringerten mRNA-Restriktionsfahigkeit in
Melanomzellen kommt.

Eine weitere Funktion der GW182 Proteine ist der Transport der AGO Proteine aus dem
Zytoplasma in den Zellkern (Nishi et al. 2013). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten AGO2
Immunfluoreszenz-Farbungen zeigen, dass die Expression von AGO2 in Melanomzellen auch im

Zellkern nachgewiesen werden kann. Jedoch zeigt sich auch hier, analog dem Zytoplasma, eine
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Reduktion der AGO2 Expression. Durch AGO1l und AGO2 Co-Immunoprazipitationen aus
separierten Kernprotein- und Zytoplasmafraktionen konnten beide Proteine sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern nachweisen werden. Mit Hilfe dieser Analysemethode ist es
jedoch nicht moglich, die Mengenverhaltnisse zu quantifizieren, da die AGO1 und AGO2
Antikorper keine gleiche Bindungsaffinitat gegenliber ihren Zielproteinen aufweisen.

Im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde zusammenfassend festgestellt, dass es im Melanom,
bezogen auf Melanozyten und , nicht-Melanom” Tumorzelllinien, zu einer generellen Reduktion
der miRNA prozessierenden AGO Proteine kommt, wobei die starkste Reduktion auf das Protein

AGO2 entfallt.

2 URSACHE DER AGO REDUKTION IM MALIGNEN MELANOM

Ein zentrales Dogma der Molekularbiologie wurde 1958 von Francis Crick publiziert und
beschreibt den Weg der Prozessierung von der DNA (ber die RNA zum Protein. Dabei kann
sowohl der transkriptionale (DNA — RNA) als auch der translationale (RNA — Protein) Schritt
reguliert werden. Eine post-transkriptionale Regulation eines Proteins wiirde demnach durch eine
RNA basierte Analysemethode nicht nachweisbar sein.

Alle vier Argonaut-Gene haben sich aus einem gemeinsamen Ursprungsgen entwickelt (Sasaki et
al. 2003). Jedoch sind nur AGO1, AGO3 und AGO4 als im Tandem angeordnete Kopien auf dem
Chromosom 1p34.3 lokalisiert, wohingegen das Gen fiir AGO2 auf dem Chromosom 8q24.3
isoliert vorliegt (Valdmanis et al. 2012). Diese Besonderheit der getrennten Lokalisation der AGO
Proteine im Genom, kann jedoch als Ursache fiir die starke AGO2 Reduktion ausgeschlossen
werden. Da die Genexpression von AGO2 keinen Unterschied zwischen den Melanozyten und den
Melanomzellen erkennen ldsst, muss es sich bei der AGO2 Reduktion im Melanom um eine post-
transkriptionale Regulation handeln. Es kdnnten z.B. ein selektiver proteasomaler Proteinabbau
durch eine Ubiquitinierung oder Sumoylierung, eine Regulation durch miRNAs, eine selektive
Autophagie oder eine Glykosylierung in Frage kommen.

Es wurde bereits beschrieben, dass die E3 Ligase Trim71 fir die Ubiquitinierung von AGO2
verantwortlich ist und somit auch fir dessen Stabilitat (Rybak et al. 2009). Trim71 ist auch unter
dem Namen Lin-41 bekannt. Da der Zusammenhang zwischen Trim71 und der AGO2 Stabilitat
bereits hergestellt wurde, erfolgte im Rahmen dieser Dissertation zunachst die Untersuchung der
Trim71 Expression im Melanom. Die Analyse der Trim71 Expression in verschiedenen
Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten zeigte, dass diese in den Melanomzellen nicht
gesteigert vorliegt. Dies ware zu erwarten gewesen, wenn eine gesteigerte Ubiquitinierung fir die

AGO2 Reduktion im Melanom verantwortlich gewesen ware. Darliber hinaus zeigte sich kein
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Unterschied zwischen den Primdrtumor- und Metastasenzelllinien. Dies wdre ebenfalls zu
erwarten gewesen, wenn Trim71 die Ursache der AGO2 Reduktion im Melanom ware, da die
AGO2 Reduktion in den Metastasezelllinien starker ist als in den Primartumorzelllinien. Auch
konnte durch die Analyse der Trim71 Expression in verschiedenen ,nicht-Melanom“
Tumorzelllinien kein direkter Bezug zum AGO?2 Status der jeweiligen Zelllinie abgeleitet werden.
Im Leberzellkarzinom (HCC) wurde eine starke Trim71 (Lin-41) Expression und dazu invers
korrelierende AGO1 und AGO2 Expressionen festgestellt. Als direkte Konsequenz dieses
Phianomens wurde eine gesteigerte Tumorgenese beschrieben (Chen et al. 2013). Auch in dieser
Dissertation konnte eine hohe Trim71 Genexpression in den HCC Zelllinien HepG2 und Hep3b
nachgewiesen werden. Jedoch zeigten sich keine reduzierten AGO1 und AGO2 Expressionswerte
im Vergleich zu Melanozyten und anderen Tumorzelllinien. Da kein ungeschadigtes Lebergewebe
als Kontrolle fir die Lin-41 basierte AGO2 Reduktion in den HCC Zelllinien HepG2 und Hep3b in
dieser Arbeit verwendet wurde, kann die AGO2 Reduktion im HCC nicht verifiziert werden.

Um unabhangig von der Ubiquitinierung das Proteasom-System als denkbare Ursache fir die
AGO2 Reduktion zu analysieren, wurde der Proteasominhibitor MG132 beziiglich eines moglichen
Einflusses auf die AGO2 Expression untersucht. Nach dieser Behandlung war keine gesteigerte
AGO2 Expression nachweisbar. Somit konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass das
Proteasom nicht fiir die AGO2 Reduktion im malignen Melanom verantwortlich ist.

Nachdem das Proteasom System als Ursache der AGO2 Reduktion im Melanom ausgeschlossen
wurden, erfolgte eine Analyse weiterer posttranskriptionaler Regulationsmechanismen beziiglich
ihrem moglichen Einfluss auf AGO2. Da Schatzungen zufolge ca. 30 % aller Gene durch miRNAs
reguliert werden (Filipowicz et al. 2008), wurde der Fokus der Untersuchungen auf eine AGO2
Regulation durch miRNAs gelegt. Dass miRNA-Prozessierungsproteine selbst durch miRNAs
reguliert werden, wurde in verschiedenen Tumoren bereits nachgewiesen. Dicer wird z.B. durch
die miRNA-103 (Geng et al. 2014) und Drosha durch die miRNA-27b (Yuan et al. 2013) reguliert.
Der direkte Zusammenhang der AGO2 Expression mit zwei verschiedenen miRNAs, der miRNA-
99a (Zhang et al. 2014) und miRNA-100 (Wang et al. 2014), konnte ebenfalls bereits
nachgewiesen werden. Jedoch zeigen beide miRNAs keine verstarkte Expression im Melanom
(Mueller und Bosserhoff 2009) und kdnnen somit nicht fiir die melanomspezifische AGO2
Reduktion verantwortlich sein.

In dieser Dissertation konnte erstmalig der Nachweis erbracht werden, dass miRNAs fir die AGO2
Reduktion im Melanom verantwortlich sind. Dabei wurde durch eine AGO2 Co-
Immunoprazipitation mit anschlieBender Analyse der gebunden RNA festgestellt, dass das

Gentranskript von AGO2 in Melanomzellen am RISC assoziiert vorliegt. Diese Interaktion ist nur
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durch eine miRNA basierte Regulation von AGO2 erklarbar. Zudem steigt die Menge der AGO2
mMRNA am RISC nach einer AGO2 Reexpression in Melanomzellen an. Dies beweist ebenfalls die
miRNA basierte Regulation von AGO2 und dass dieser post-transkriptionale Mechanismus
verantwortlich ist fiir die generelle AGO2 Reduktion im Melanom.

Es konnte zudem die Binderegion, der fir die AGO2 Reduktion verantwortlichen miRNA, auf die
kodierende Region des AGO2 Gentranskriptes eingegrenzt werden. Dies ist moglich, da das bei
der AGO2 Reexpression verwendete Expressionsplasmid ausschlieRlich die kodierende Sequenz
von AGO2 beinhaltet. Nach der Transfektion des AGO2 Expressionsplasmids kommt es zu einem
Anstieg der AGO2 mRNA am RISC. Dies ist nur erklarbar, wenn die miRNA Repression in der
kodierenden Sequenz von AGO?2 erfolgt.

Fiir die Suche nach der AGO2 regulierenden miRNA wurden durch in silico Analysen miRNAs
ausgewahlt, die sich durch eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit einer Bindung an die AGO2 mRNA
auszeichnen. Dabei wurden nur miRNAs bericksichtigt, fir die eine Bindung in der kodierenden
Sequenz von AGO2 vorhergesagt wurde. AnschlieBend wurde fiir jede miRNA ein Reporterplasmid
zur Untersuchung der miRNA auf eine AGO2 Repression hergestellt. In den Reporterplasmiden
wurde die jeweils errechnete Bindesequenz einer miRNA in der AGO2 Expressionssequenz durch
zwei stumme Mutationen eliminiert. Die Analyse zur Bestimmung des Einflusses einer miRNA auf
die AGO2 Expression in Melanomzellen ergab, dass keine der analysierten miRNAs fiir die AGO2
Reduktion in Melanomzellen verantwortlich ist. Dies konnte entweder bedeuten, dass die
gesuchte miRNA nicht in der miRNA Auswahl enthalten war oder dass mehr als eine miRNA fiir die
AGO2 Reduktion verantwortlich ist. Fir eine Identifizierung von zwei miRNAs die zeitgleich fir die
Repression von AGO2 verantwortlich sind erhdht sich bei 13 potentiellen miRNAs die Anzahl der
notigen Reporterplasmide auf 156. Da dies einen erheblichen Arbeitsaufwand mit ungewissem
Ausgang bedeutet, muss fiir weitergehende Analysen nach alternativen Lésungswegen gesucht
werden.

Neue deep sequencing-Analysen von miRNA Expressionsprofilen aus Melanozyten und aus
Melanomzelllinien oder evtl. aus Melanomgeweben kdnnten helfen miRNAs zu identifizieren, die
in der Entstehung und Progression des Melanoms involviert sind. Dies konnte die Suche nach der

miRNA die fiir die AGO2 Reduktion im Melanom verantwortlich ist vereinfachen.

3 KONSEQUENZEN DER AGO2 REDUKTION FUR DAS MALIGNE IVIELANOM

Die festgestellte AGO2 Reduktion im Melanom fiihrte zu der Frage nach den daraus
resultierenden Konsequenzen fiir die Melanomzellen. Durch viele Expressionsanalysen wurden

die Expressionsprofile von miRNAs in den verschiedensten Krankheiten bestimmt (Magbool und



IV DISKUSSION

Hussain 2014). Dabei sind Krebserkrankungen wie das maligne Melanom nicht ausgenommen
worden (Calin und Croce 2006; Mueller et al. 2009). In den Expressionsprofilen von ,nicht-
Melanom” Tumoren wurde meist eine Verringerung der durchschnittlichen miRNA Expression
gezeigt (Lu et al. 2005). Das bedeutet, dass das generelle miRNA Expressionsniveau in den
Tumoren niedriger ist im Vergleich zu den jeweiligen gesunden Geweben. Dies konnte z.B. bei
Lungenkrebs (Yanaihara et al. 2006), Brustkrebs (Guo et al. 2013) oder dem Glioblastom (Visani et
al. 2014) nachgewiesen werden. Jedoch haben Studien, die das miRNA Expressionsprofil von
Melanomzellen im Vergleich zu normalen Melanozyten bestimmt haben (Mueller und Bosserhoff
2009; Caramuta et al. 2010; Philippidou et al. 2010; Nazarov et al. 2013), eine Hochregulation des
durchschnittlichen miRNA Expressionsniveaus nachgewiesen. Eine miRNA Expressionsanalyse von
sieben Melanomzelllinien zeigt z.B., dass 49 miRNAs signifikant starker exprimiert und lediglich 14
miRNAs signifikant weniger stark exprimiert waren als in Melanozyten (Mueller et al. 2009). Eine
mogliche Erklarung dieses Phdanomens kdnnte darin liegen, dass aus der Steigerung der miRNA
Genexpression in Kombination mit einer reduzierten Menge an AGO2 ein ,,Depot” von miRNAs in
der Melanomzelle entsteht. Dieses ,,miRNA-Depot” hatte fiir die Melanomzelle evtl. den Vorteil
schneller auf Umwelteinfllsse, wie beispielsweise bei der Invasion in andere Gewebe, reagieren
zu kénnen. Dies wiirde jedoch auch bedeuten, dass eine miRNA im Melanom eine geringere
Wirksamkeit aufweist als in anderen ,nicht-Melanom” Zellen aufgrund der geringeren
Verfligbarkeit von AGO2.

Die Theorie der geringeren Wirksamkeit von regulatorischen RNAs im Melanom wurde durch eine
weitere Beobachtung gestiitzt. Bei experimentellen Arbeiten mit siRNAs zum spezifischen Protein-
knock-down wurden in Melanomzellen im Vergleich zu anderen ,,nicht-Melanom” Tumorzelllinien
héhere siRNA-Dosen bendtigt. Um diese Erfahrungswerte zu quantifizieren wurde die Effektivitat
von regulatorischen RNAs an den Modellproteinen clun und NRAS bestimmt. Es zeigte sich, dass
in Melanomzellen die siRNAs beider Modellproteine signifikant geringere Repressionen der
Proteinexpression erzielten als in ,,nicht-Melanom* Tumorzelllinien. Somit konnte in dieser Arbeit
erstmalig eine geringere Effektivitdt von regulatorischen RNAs in Melanomzellen nachgewiesen
werden (Voller et al. 2013).

Um zu Uberprifen, ob die Ursache der geringeren Effektivitat von regulatorischen RNAs im
Melanom auf AGO2 zurickzufiihren ist, wurden si- und sh-RNAs auf ihre Wirksamzeit bei
gleichzeitiger Modulation der AGO2 Konzentration in Melanomzellen analysiert. Die Analyse
ergab, dass eine AGO2 Reexpression die Effizienz von si-RNAs um 20 % steigert im Vergleich zu
kontrollbehandelten Melanomzellen. Auch die Effizienz der noch zu prozessierenden sh-RNAs

steigerte sich signifikant nach einer Konzentrationserhohung von AGO2. Somit konnte in dieser
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Arbeit erstmalig belegt werden, dass die AGO2 Reduktion Ursache fiir die reduzierte Effektivitat
von siRNAs im Melanom ist (Voller et al. 2013).

Die AGO Reduktion im Melanom ist kein generelles Phanomen, d.h. es werden nicht alle vier
AGOs in gleichen Malien reduziert exprimiert. Im Gegensatz zu den AGOs 1, 3 und 4 erfahrt nur
AGO2 eine signifikante Reduktion. Diese selektive AGO Regulation erfolgt nicht zufallig, sondern
beruht auf einer post-transkriptionalen Regulation durch miRNAs. Es kann daher spekuliert
werden, dass die AGO2 Reduktion auch eine regulatorische Funktion fiir die Melanomzelle hat.
Diese Funktion ist jedoch nach derzeitigem Kenntnisstand noch vollstdndig unbekannt. Die
Spekulation wird auch dadurch gestiitzt, dass AGO2 eine Sonderstellung innerhalb der AGO
Proteinfamilie einnimmt. So ist AGO2 das einzige AGO, welches zu einer Restriktion der Ziel mRNA
befahigt ist (Hauptmann und Meister 2013). Zwei weitere Charakteristika von AGO2 verdeutlichen
die Sonderstellung von AGO2 innerhalb der AGO Proteinfamilie. Zum einen fiihrt nur der Verlust
von AGO2 zu einer Letalitdt von Mausembryonen, wohingegen der Verlust der anderen AGO
Proteine ohne phanotypische Effekte bleibt (Liu et al. 2004). Zum anderen hat AGO2 die Fahigkeit,
einen der beiden Strange der pre-miRNA zu schneiden und die entstehende ac-pre-miRNA erst im
Anschluss an DICER zu bergeben. Die genaue Funktion dieses zusatzlichen
Prozessierungsschrittes ist jedoch noch nicht abschlieBend geklart. Es wird vermutet, dass dieser
Schritt der Strang-Selektion dient oder dem leichteren Entlassen des passenger Strangs aus dem
RISC (Diederichs und Haber 2007).

Normalerweise sind miRNA basierte Effekte auf RNA-Ebene im Melanom weniger deutlich
detektierbar als dies auf Protein-Ebene der Fall ist. Ein Beispiel hierfir ist die direkte Regulation
des Transkriptionsfaktors cJun durch die miRNA-125b. Die miRNA-125b bindet in der kodierenden
Sequenz von clun, wobei die Inhibition der clun Translation nur durch Proteinanalysen
nachgewiesen werden kann (Kappelmann et al. 2013). Eine Ursache dieses Phanomens kdnnte die
geringe Menge an AGO2 im Melanom sein. Aufgrund der geringeren AGO2 Verfiigbarkeit in
Melanomzellen konnte die miRNA-125b Repression von clun vermehrt durch die nicht-
restriktionsfahigen AGOs 1, 3 und 4 vollzogen werden. Die Konsequenz ware, dass es nicht zu
einem sofortigen Abbau des clun Gentranskriptes kommt, wie es bei einer restriktionsfahigen
AGO2 basierten Inhibition der Fall gewesen ware. Durch die miRNA-125b Repression ohne Abbau
des Gentranskripts ist die cJun mRNA noch nachweisbar, obgleich die clun Proteinexpression
bereits durch ein nicht-restriktionsfahiges AGO inhibiert wurde.

Um die Auswirkung der geringen AGO2 Verfligbarkeit im Melanom naher zu charakterisieren,
wurde AGO2 in die Melanomzelllinien Mel Ju und Mel Im reexprimiert. Dabei wurde ein den

Melanozyten entsprechendes Niveau der AGO2 Expression erreicht. Die Analyse erfolgte durch
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einen cDNA Array durch den die Genexpression von ca. 40.000 Genen bestimmt wurde. Die cDNA-
Array Analyse ergab, dass ca. 2.000 Gene durch die AGO2 Modulation signifikant reguliert
werden. Ca. 30 % der humanen Gene werden post-transkriptional durch miRNAs reguliert (Lewis
et al. 2005). Das bedeutet, dass theoretisch 12.000 der 40.000 analysierten Gene einer miRNA
Regulation unterliegen. Da 2.000 Gene signifikant durch AGO reguliert wurden, ergibt sich daraus
eine Quote von ca. 16 %. Konsequenz der AGO2 Reexpression fiir die Melanomzellen ist daher,
dass in ca. 16 % der miRNA Regulationen eine direkte mRNA Degradation durch AGO2 erfolgt.
Diese waren vor der AGO2 Reexpression nicht detektierbar gewesen, da die Repression durch ein
nicht-restriktionsfahiges AGO erfolgte oder ganzlich ausblieb. Bei der Auswertung des cDNA
Arrays nach der AGO2 Modulation wurden jedoch nur die Gene beriicksichtigt, deren
Genexpression sich durch die AGO2 Reexpression mindestens um den doppelten Wert dnderten
und dies in beiden analysierten Zelllinien. Daher liegt die tatsdchliche Anzahl an Genen, die durch
eine Modulation von AGO2 beeinflusst werden, sehr wahrscheinlich deutlich Gber 16 %.

Die cDNA Analyse der AGO2 Reexpression in Melanomzellen zeigte, dass auch Gene durch AGO2
moduliert werden, die eine GO-term-Einstufung in Prozesse der Zellbewegung haben. Daher
wurde fir eine phanotypische Charakterisierung der AGO2 Reduktion das migratorische Potential
von Melanomzellen analysiert. Nach der AGO2 Reexpression zeigte sich eine Verminderung der
Migration von ca. 20 % im Vergleich zu den kontrollbehandelten Melanomzellen. Dieser
Zusammenhang der AGO2 Verfligbarkeit zur Migration im Melanom wurde erstmalig in dieser
Arbeit nachgewiesen. In anderen ,nicht-Melanom” Tumoren konnte ebenfalls beobachtet
werden, dass eine Anderung der AGO2 Konzentration Einfluss auf die Migration hat. Durch AGO2-
Uberexpressionsversuche in Endothel-Zellen aus der Nabelschnur (human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) konnte nachgewiesen werden, dass die Steigerung der AGO2
Konzentration die Migrationsfahigkeit der Zellen erhoht (Wu et al. 2014). In Prostata-Krebszellen
konnte eine Verringerung der Migrationsfahigkeit durch eine Erniedrigung der AGO2
Konzentration detektiert werden (Wang et al. 2014). Beide ,nicht-Melanom” Studien zeigen eine
Anderung des migratorischen Potentials durch AGO2, die nicht der Anderung in Melanomzellen
entspricht. Dies kann dadurch erklart werden, dass nicht AGO2 die Expression von
migrationsrelevanten Genen direkt beeinflusst, sondern das miRNA Expressionsprofil der
jeweiligen Zelle. Da das miRNA Expressionsprofil spezifisch fiir einen Zelltyp ist, kann sich daher
auch die Modulation der AGO2 Konzentration zelltypspezifisch auf migrationsrelevante Gene
auswirken.

Zusammenfassend betrachtet ist ersichtlich, dass die Konsequenzen der reduzierten AGO2

Reduktion fir die Melanomzelle sehr weitreichend sind. Dazu gehoért eine erhebliche
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Verringerung der Wirksamkeit von regulatorischen RNAs, die Modulation einer grolRen Anzahl von
miRNA regulierten Genen und die phanotypische Auswirkung auf das migratorische Potential der

Melanomzellen.

4 BEDEUTUNG DER AGO REDUKTION FUR EINE RNA BASIERTE THERAPIE FUR DAS MELANOM

Es gibt prinzipiell zwei Moglichkeiten wie regulierende RNAs in der Therapie verwendet werden
kénnen: 1) Zeichnet sich die fehlregulierte miRNA in der Tumorzelle dadurch aus, dass sie eine
starkere Expression zeigt als im gesunden Gewebe, kdnnen miRNA Antagonisten das miRNA
Transkript binden und durch das RNAi System eliminieren. 2) Ist die fehlregulierte miRNA in ihrer
Expression unterdriickt, konnen miRNA Mimics die reduziert exprimierte miRNA ersetzen und
konnen eine Wirkung als Tumorsuppressor haben (Bader et al. 2010).

Erste Studien konnten in vivo das therapeutische Potential von miRNA-221 und miRNA-222
bezlglich Melanomzellen nachweisen. Die Studien zeigten, dass die Reduktion der beiden miRNAs
durch antagomiRs (anti-miRs) das Tumorwachstum in Mausen reduziert (Felicetti et al. 2008). Es
konnte darliber hinaus gezeigt werden, dass miRNA-let-7 in der miRNA-Replacement-Therapie
verwendet werden kénnte. Die Transfektion von let-7a pre-miRNAs in Melanomzellen in vitro, hat
eine Reduktion des invasiven Potentials zur Folge (Kumar 2003; Muller und Bosserhoff 2008).

Die miRNA-Replacement-Therapie ist jedoch abhdngig von einem funktionierenden System zur
Translationsinhibition durch miRNAs und somit auch von den AGO Proteinen. Auch anti-miRs sind
auf AGOs angewiesen. Anti-miRs bendtigen diese jedoch nicht zur Eliminierung der miRNA,
sondern binden vorrangig an miRNAs die an den AGO Proteinen komplexiert vorliegen (Hogan et
al. 2014).

Die in dieser Dissertation nachgewiesene Reduktion der AGO2 Proteinmenge in Melanomzellen
hat Auswirkungen auf die Wirksamkeit einer miRNA-Replacement Therapie, ebenso wie auf eine
anti-miR Therapie. Diese Schlussfolgerung kann durch den Zusammenhang der geringeren AGO2
Verflgbarkeit und der daraus resultierenden geringeren Effektivitat von regulatorischen RNAs im
Melanom gezogen werden.

Jedes der vier humanen AGOs ist zur Inhibition der Translation befahigt. Jedoch ist die direkte
MRNA Degradation dem AGO2 vorbehalten (Meister et al. 2004). Diese direkte Degradation durch
AGO2 erfolgt immer dann, wenn die Seed-Sequenz der miRNA vollstandig komplementar zum
Gentranskript ist (Rand et al. 2005; Leuschner et al. 2006). Erstaunlicherweise erfolgt jedoch keine
sequenzbezogene Diskriminierung der miRNAs fiir ein spezielles AGO bei der miRNA-Beladung des
RISC (Meister et al. 2004). Somit ist die AGO2 Reduktion im Melanom vor allem fiir die mRNAs

relevant, die eine vollstdndige Komplementaritdat gegeniiber der miRNA aufweisen. Fir diese
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Gentranskripte wirde als Folge die Wahrscheinlichkeit steigen durch ein nicht-restriktionsaktives
AGO inhibiert zu werden, trotz vollstandiger Sequenziibereinstimmung zur miRNA. Dies lasst
schlussfolgern, dass die zellspezifische Haufigkeit der vier AGO Proteine eine Spezialisierung der
Zelle fur die miRNA basierte Degradation der Gentranskripte darstellt. Nach dem derzeitigen
Kenntnissstand ist dieser Ansatz jedoch nur eine Theorie und bedarf zur Bestatigung noch
intensiver Forschungsarbeit.

Neuere Studien zeigen, dass neben dem guide auch der passenger Strang einer miRNA Duplex in
den RISC eingebunden werden kann und dort aktiv ist. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden,
dass eine Modulation der thermodynamischen Stabilitdt der miRNA Duplex Enden zu einer
Anderung der guide und passenger Strang Festlegung fiihren kann. Jedoch ist dieses Phdnomen
bisher nur an AGO2 beobachtet worden, wohingegen AGO3 keine Anderung der Strang
Diskriminierung zulasst (Winter und Diederichs 2013). Der passenger Strang der von Winter et al.
analysierten miRNA-let7a weist dabei eine starke Pradferenz fiir eine Prozessierung durch AGO3
auf, wobei die molekularen Mechanismen dieser Selektion noch nicht vollstandig verstanden sind
(Winter und Diederichs 2013). Das Verstandnis fur die molekularen Mechanismen, sowohl bei der
Festlegung einer miRNA auf ein AGO bei der Beladung des RISC, als auch zur Festlegung des guide
und passenger Strangs, bedilirfen noch intensiver Forschungsarbeit. Hinsichtlich einer RNA
basierten Therapiemodalitat kénnte diese Forschung potentiell klinisch relevant werden.
Versuche und Studien mit 6rtlich dargereichten siRNAs, d.h. durch lokale Gabe z.B. durch eine
Inhalation flr das Zielorgan Lunge (Bitko et al. 2005) oder durch eine oberflachliche Anwendung
fiir einen Einsatz in der Region Haut (Geusens et al. 2009) sind vielversprechend, jedoch nicht
geeignet flr einen Therapieansatz gegen ein metastasierendes Melanom. Hierflr wéare nur ein
systemisch basierter siRNA Ansatz geeignet, da alle Metastasen in allen Regionen des Korpers
erreicht werden missten (Zimmermann et al. 2006). Ein solcher Ansatz kann nur funktionieren,
wenn die therapeutische RNA ihren Wirkungsort erreicht und dort auch effektiv funktioniert. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass aufgrund der AGO2 Reduktion in Melanomzellen die
Effektivitait von regulatorischen RNAs gesenkt ist. Flr die systemische Behandlung eines
Melanoms missten daher héhere Dosen der therapeutischen RNA verabreicht werden. Um die
Dosis der therapeutischen RNA in der Therapie so gering wie moglich zu halten ware es notig, die
Effektivitat der therapeutischen RNA in den Melanomzellen zu erhdéhen. Dies ware in der Theorie
machbar wenn durch eine Gentherapie die AGO2 Proteinmenge in den Melanomzellen wieder
gesteigert werden wiirde.

Bei der Gentherapie wird ein defektes oder inaktives Gen kompensiert, indem die fehlende

genetische Information des Gens in die Zelle therapeutisch eingebracht wird (Misra 2013). Dabei
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[asst sich zwischen dem ex vivo- und in vivo-Gentransfer unterscheiden. Der ex vivo-Gentransfer
zeichnet sich dadurch aus, dass die Zellbehandlung ausserhalb des Kérpers erfolgt und erst die
erfolgreich behandelten Zellen in den Kérper zurlickgegeben werden. Bei dem in vivo-Gentransfer
wird die Behandlung direkt im Kérper durchgefiihrt (Madeddu 2005). Fiir eine Gentherapie zur
Steigerung der AGO2 Konzentration im metastasierenden Melanom wiirde sich nur ein in vivo-
Gentransfer eignen um alle Metastasenzellen zu behandeln. Jedoch zeigen die Versuche der
AGO2 Reexpression im Zellkultursystem in dieser Dissertation, dass die AGO2 Proteinexpression
mit den verwendeten Methoden nur sehr eingeschrankt in einer Melanomzelle gesteigert werden
kann. Durch den Nachweis, dass miRNAs fiir die AGO2 Repression verantwortlich sind, kénnte
daher die Inhibition der AGO2 reprimierenden miRNA einen erfolgsversprechenderen Losungsweg
im Vergleich zur AGO2 Gentherapie darstellen. Dazu waren weitere Studien noétig um die miRNAs
zu identifizieren, die fur die AGO2 Reduktion in den Melanomzellen verantwortlich sind, und
somit im Anschluss eine effiziente RNA basierte Therapie fiir das Melanom zu ermdglichen.

Zusammenfassend betrachtet hat dieser Aspekt der Arbeit gezeigt, dass eine RNA basierte
Therapie prinzipiell eine Moglichkeit fiir eine systemische Behandlung eines metastasierenden
Melanoms darstellen kdnnte. Die in dieser Dissertation beschriebene Reduktion von AGO2 im
Melanom, mit einer darauf beruhenden gesenkten Effektivitat von regulatorischen RNAs, stellt fiir
eine RNA basierte Therapie jedoch noch eine groRe Hiirde dar. Durch weitere Studien konnte
diese Hiirde vielleicht genommen werden, z.B. durch die Identifikation der miRNAs die fiir die

AGO2 Reduktion verantwortlich sind.
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Transcriptase Kit,

Ready-Load™ 100bp und 1kb DNA

Ladder; Geneticin

Neuro Probe, Gaithersburg, USA

Polykarbonat-Membranen fiir
Boydenkammer (PorengroRRe 8um)

New England Biolabs, Ipswich, USA

Restriktionsendonukleasen, NEBuffer fur
Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase,
Antarktische Phosphatase, NEB 10-beta
Competent E.coli

PAA Laboratories GmbH, Dartmouth, USA

Trypsin

PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach

Fotales Kalberserum (FKS), Penicillin/
Streptomycin

Pierce/Peribo Science, Bonn

BCA Protein Assay Kit

PromocCell, Heidelberg

Melanocyte Growth Medium, Melanozyten

Qiagen, Hilden

HiSpeed™ Plasmid MIDI Kit, QlAquick®
Gel Extraction Kit, HiPerFect Transfection
Reagent, siRNAs

Roche Diagnostics, Mannheim

Taq®-DNA Polymerase, RNAse A,
LightCycler® Kapillaren, dN6 Primer,
Polynukleotid Kinase, LightCycler® 480 SYBR
Green | Master, Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

Roti® Loadl 4x denaturierend, reduzierend

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

alle nicht aufgefiihrten Chemikalien in
Pulverform in p.a. Qualitat, Acrylamid 40%
Losung, Bromphenolblau, BSA, Trypsin,
TEMED, Ampicillin (Amp), DMSO, SDS, DTT,
Tween-20, Oligonukleotide, Dulbeccos
Modified Eagle Medium (DMEM), Roswell Park
Memorial Institute Medium (RPMI-1640),
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Stratagene, Heidelberg

Epicurian Coli® XL2-Blue MRF’ Ultra-competent
Cells,

Takara Bio Inc., Shiga, Japan

SYBR® Premix Ex Tag™ (Perfect Real-time)
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Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Vectashield® Mounting Medium with DAPI
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VWR, Darmstadt

Kaiser’s Glycerin Gelatine,
Schnellfarbelésungen 1, 2, 3 fir
Boydenkammer, 96-Well Platten

fir BCA-Messungen, Lab-Tek™ Chamber
Slides

Whatman International Ltd., Maidstone,
England

Whatman 3MM Filterpapier, Nucleopore®
Track-Etch Membrane

Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
USA

2 LABORGERATE

Soweit nicht gesondert angegeben, waren alle aufgelisteten und fiir diese Arbeit verwendeten

Laborgerate als Ausstattung in der AG Bosserhoff der Molekularen Pathologie Regensburg

vorhanden.

Autoklaven
Tischautoklav Modell 2540 EL
Autoklav 2540 EK

BCIP/NBT Substrate Kit

Tuttnauer/Systec, Wettenberg, Germany

Brutschranke

Zellinkubatur CO2-Auto Zero
Begasungsbrutschrank BB6220
CO2-Inkubator HeraCell 240

Heraeus, Hanau, Germany

Fliissigchromatograph

Ultimate 3000 nano-HPLC-system

(Funktionelle Genomik, Biopark, Regensburg)

Dionex, Idstein, Germany

Gelelektrophoreseapparaturen

Wide Mini Sub® Cell GT

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Heiz- und Kiihlblocke

Thermomixer 5436
Thermomixer comfort

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Germany

Massenspektrometer (Funktionelle Genomik, Biopark, Regensburg)
Qstar XL Applied Biosystems, Darmstadt, Germany
Mikroskope

DM IL Type 090-135.001

Leica Microsystems CMS GmbH, Bensheim, Germany

Axiovert 10, Axiovert 200, Axio Imager

Zeiss, Jena, Germany
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Zeiss Z1 Fluoreszenzmikroskop

Spannungsgerate

Bio-Rad, Miinchen, Germany
PowerPac Basic, PowerPac HC

Electrophoresis Power Supply 1001,
GE Healthcare Life Science, Freiburg, Germany
Electrophoresis Power Supply 301

Sterilwerkbdnke

Heraeus, Hanau, Germany
LaminAir HB 2448, HeraSafe KS18

Thermocycler
Peltier Thermal Cycler PTC-200

MJ Research, Waltham, USA

LightCycler® Il
Roche Diagnostics, Mannheim
LightCycler® 480

Waagen
R160P, L2200S

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen
MiniSpin Plus, Centrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg, Germany

Biofuge 13, Biofuge 22R, Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau, Germany

Tischzentrifuge Kisker, Steinfurt

LC Carousel Centrifuge Roche Diagnostics, Mannheim

Sonstige Geradte

Nanodrop®ND-1000-UV/Vis Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Grmany

Spektralphotometer

Speedvac Concentrator SC 110 Savant, New York, USA
pH-Meter pH522 WTW, Weilheim, Germany
PRECELLYS® 24 Homogenisator Bertin Technologies, Sceaux, Frankreich

ELISA-Reader Emax,
MWG Biotech, Ebersberg
Geldokumentationssystem 2001i

3 BAKTERIEN

NEB 10-beta kompetente Escherichia coli (High Efficiency): Stamm K12, DH10R™-Derivat
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4 ZELLLINIEN

Name

Herkunft
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Melanozyten (NHEMs)

Normale humane epidermale Melanozyten

Mel Juso humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Ho humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Ei humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Wei humane Melanomzelllinie aus Primartumor

Mel Im humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase
Mel Ju humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase
SkMel 3 humane Melanomzelllinie aus Lymphknotenmetastase
SkMel 28 humane Melanomzelllinie aus Primartumor

HMB2 humane Melanomzelllinie aus Melanommetastase
SW1353 humane Chondrosarkom Zelllinie

Jurkat humane Leukdmie Zelllinie

CaCo2 humane Colon Adenokarzinom Zelllinie

MCF7 Michigan Cancer Foundation-7, humane Brust Karzinom Zelllinie
PLC humane Hepatom Zelllinie

Hep3b humane Hepatom Zelllinie

HepG2 humane Hepatom Zelllinie

Hela humane Zervixkarzinom Zelllinie

5 OLIGONUKLEOTIDE

Die Oligonukleotide wurden von den Firma Sigma-Aldrich
lyophilisiert geliefert. Durch Lésen der Oligonukleotide mit ddH20O nach den Herstellerangaben
wurde zunachst eine 100 uM Stammldsung hergestellt, die bei -20°C gelagert wurde. Ausgehend

von der Stammlosung wurde jeweils eine 20 uM Arbeitslosung der Oligonukleotide hergestellt

und fiir die PCR oder gRT-PCR verwendet.

(Minchen) synthetisiert und
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5.1 PRIMER FUR DIE GERICHTETE MIUTAGENESE
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Name Sequenz Besonderheit

miR-33*-rev 5'-GCC ACT TTT CCC AAC CCG C-3’ 5’phosphoryliert
miR-33*-fwd 5°-AAT ATT CCA GCA GGC ACG AC-3’ 5’phosphoryliert
miR-30b*-rev 5’-ATG GGG GTA GCG CAG AAC C-3° 5’phosphoryliert
miR-30b*-fwd 5-CTG CCATGT TTA CAA GTC G-3’ 5’phosphoryliert
miR-346-rev 5-GCC GCT CTC CTG CTG CAG C-3’ 5’phosphoryliert
miR-346-fwd 5’-CAA ACG GTG GAG TGC ACG G-3° 5’phosphoryliert

miR-519a/b/c-rev

5’-CGC ATC GTG TAA CGC CTG C-3°

5’phosphoryliert

miR-519a/b/c-fwd

5°- CTCTCAGGGCGGCTGCCCAG -3°

5’phosphoryliert

miR-653-rev 5’-AAA ACT TGC ACT TCG CAT C-3’ 5’phosphoryliert
miR-653-fwd 5°-AAT ACA GAT CCATACGTCC-3’ 5’phosphoryliert
miR-20a-rev 5-ATG CTG GAC CAT GTG TTC C-3° 5’phosphoryliert
miR-20a-fwd 5°-TTC AAA ACA CAG ATCTTT GG-3° 5’phosphoryliert
miR-22*-rev 5°-ATT CAG GTG CCG GAA CAT G-3° 5’phosphoryliert
miR-22*-fwd 5°-AAT ACG TAT GCG GGC CTG C-3° 5’phosphoryliert
miR-23a-rev 5°-GTT GCA GAC ACG GTACTT C-3° 5’phosphoryliert
miR-23a-fwd 5°-GTC ACC CGG CGG CCC GCC AG-3° 5’phosphoryliert
miR-30a-rev 5-GCA TGG GAG GTG GGG GTA G-3° 5’phosphoryliert
miR-30a-fwd 5°-TTG CAA GTC GGA CAG GAG C-3° 5’phosphoryliert
miR-93-rev 5-ATG CTG GAC CATGTG TTC C-3° 5’phosphoryliert
miR-93-fwd 5°-TTC AAA ACA CAG ATCTTT G-3° 5’phosphoryliert
miR-219-rev 5-ATC CGT TAATTT TTT AAT AC-3° 5’phosphoryliert
miR-219-fwd 5°-AAC CAG ACC TCA ACC ATG ATC-3° 5’phosphoryliert
miR-193a-rev 5°-CCCTTC AGA GACACCGTCG-3° 5’phosphoryliert
miR-193a-fwd 5°-CAATTC CAG CAG GTT CTCC-3° 5’phosphoryliert
miR-362-rev 5°-CTG GAT GGG GGG CGG CGG CG-3° 5’phosphoryliert
miR-362-fwd 5°-GGC TAT GCC TTCA AGCC TCC-3' 5’phosphoryliert
miR-370-rev 5-CGG AAT GTT TCC ACT TTT CC-3° 5’phosphoryliert
miR-370-fwd 5°-GCC GGC ACG ACT GTG GAC AC-3° 5’phosphoryliert
miR-372-rev 5-ATG CTG GAC CATGTG TTC C-3° 5’phosphoryliert
miR-372-fwd 5°-TTC AAA ACA CAG ATCTTT GG-3' 5’phosphoryliert
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miR-452*-rev 5°-TTG GAC GCA CTG CGT GGC CAT C-3° 5’phosphoryliert
miR-452*-fwd 5°-ATG AAG AAC GTG CAG AGG ACC-3° 5’phosphoryliert
miR-558-rev 5°-TTG CTC TGT GAA GGA CTT CAG-3° 5’phosphoryliert
miR-558-fwd 5°-CTG AGA AAG ATC TCG AGA GAC-3° 5’phosphoryliert
miR-602-rev 5°-CGG CGT CTT GCC GGG CAG G-3° 5’phosphoryliert
miR-602-fwd 5°-GTC TAC GCC GAG GTC AAG C-3° 5’phosphoryliert
miR-612-rev 5°-GAG CCG CCC TGA AAG TGC ATC-3° 5’phosphoryliert
miR-612-fwd 5'-CCG AGC GTC CCT TTT GAG ACG-3° 5’phosphoryliert
miR-653-rev 5°- AAAACTTGCACTTCGCATC -3° 5’phosphoryliert
miR-653-fwd 5°-AAT ACA GAT CCA TAC GTC CG-3° 5’phosphoryliert

5.2 PRIMER FUR QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (QRT-PCR)

Alle Primerpaare wurden so gewahlt, dass nach Mdglichkeit die optimale Annealingtemperatur

bei 60 °C liegt. Die Effizienz und die Messtemperatur wurden fiir jedes Primerpaar gesondert

bestimmt.

Gen Name der Primer (fwd/rev) Nukleotidsequenz (fwd/rev)

AGO1 AGO1-fwd 5’-TCG CCC TGC TAG CCA TCA GAC ATT-3’
AGO1-rev 5’-TAC AGC GCT GCC CAG CCA CAA-3’

AGO2 AGO2-for 5°-GTC TCT GAA GGC CAG TTC CA-3’
AGO2-rev 5°-ATA GAG GCC TCA CGG ATG G-3’

AGO3 AGO3-for 5°-ATG CAA TAT GAA ACC AGC CA-3°
AGO3-rev 5°-CTG CCA AGC AACTTG AGG TA-3’

AGO4 AGO4-fwd 5°-CTA GCC TGT TTCA GCC ACC TC-3’
AGO4-rev 5°-AAG GCT CAC AAC TGA CAC CC-3°

clun cJun-fwd 5°-TTC CTC CCG TCC GAG AGC GG-3’
clun-rev 5’-TCG GCG TGG TGG TGA TGT GC-3’

Aktin -Aktin-fwd 5’-CTA CGT CGC CCT GGA CTT CGA GC-3’
-Aktin-rev 5’-GAT GGA GCC GCC GAT CCA CAC GG-3’

NRAS NRAS-fwd 5’-ATG AGG ACA GGC GAA GGCT-3’
NRAS-rev 5°-TGA GTC CCATCA TCA CTG CTG-3’

TNRC6A TNRC6A-fwd 5°-GCT CGT GCA CTT TAC ACA CA-3’
TNRC6A-rev 5°-CTT CAC GAG GAT ACC GAG GC-3°
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Trim71 Trim71-fwd 5'-GAG CTG CTG TGG AAG GTA GAA-3’
Trim71-rev 5°-GGC CAG'TAG GAT GTC TAG CG-3

5.3 SIRNA, SHRNA UND MIRNA INHIBITOREN

Gen Herkunft

si-cJun (siGenome Smart pool) | Thermo Scientific Dharmacon, Lafayette, USA

si-NRAS (FlexiTube NRAS6) Quiagen, Venlo, Niederlande
sh-cJun (HuSH shRNA) OriGene, Rockville, USA
anti-miR-612 (Inhibitor) Ambion, Darmstadt, Deutschland
anti-miR-ctrl.(ctrl.-Inhibitor) Ambion, Darmstadt, Deutschland

6 VEKTOREN

Der pIRESneo Vektor (Clonetech, USA) ermdglicht unter Verwendung des Cytomegalovirus (CMV)
Promotors eine hohe, konstitutive Expression per Klonierung eingefligten Gensequenzen in

Saugetierzelllinien.

BamHl| (877}
lectl {254}

=ynth_int

plRESnen3
5260 bp

pBR322_origin

Apel [14EE)
IRES

Fmll (1854}
Xmal (1923)
Smal (1525}

Kbal {Z783)

Abbildung IV-1: Vektorkarte des Expressionsvektors pIRESneo.
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Name Besonderheit
pAGO1-IRES Plasmid Nr. 10820 (Addgenes, Cambridge, USA)
pAGO2-IRES Plasmid Nr. 10821 (Addgenes, Cambridge, USA)
pAGO3-IRES Plasmid Nr. 10823 (Addgenes, Cambridge, USA)
pAGO4-IRES Plasmid Nr. 10824 (Addgenes, Cambridge, USA)
pMut-93 pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-93 Bindesequenz ,,CACA(C/T)TT(T/C)"
pMut-23a pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-23a Bindesequenz ,GCAA(T/C)GT(G/C)A”
pMut-33* pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-33* Bindesequenz ,GTGG(A/C)AA(C/T)ATT
pMut-370 pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-370 Bindesequenz ,,CC(A/G)GC(A/C)GGC”
pMut-519 pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-519 Bindesequenz ,,GATGC(A/G)CT(T/C)T“
pMut-612 pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-612 Bindesequenz ,,CT(G/C)CC(C/G)AGC”
pMut-20a pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-20a Bindesequenz ,AGCA(C/T)TT(T/C)A“
pMut-602 pPAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-602 Bindesequenz ,,CGCC(C/G)GT(G/C)"
pMut-193 pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-193 Bindesequenz ,,AGG(C/G)CA(G/A)TT“
pMut-30b pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-30b Bindesequenz ,,CCA(C/T)CT(C/G)CCA“
pMut-22* pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-22* Bindesequenz ,,CTGAA(G/T)AA(C/T)“
pMut-452 pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in
der miR-452 Bindesequenz ,,GT(G/C)CA(G/A)ATGA"
pMut-346 pAGO2-IRES inklusive zweier stummer Mutationen in

der miR-346 Bindesequenz ,,GCGG(G/C)CA(G/A)AC”
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7 LOSUNGEN

7.1 MEDIEN ZUR ANZUCHT VON E.COLI UND HUMANEN ZELLKULTURZELLEN

Bezeichnung

Zusammensetzung
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Luria Bertani (LB) Medium

10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

+(zur Selektion Ampicillin (100 pg/ml))

LB-Medium in Petrischalen

LB-Medium
+15 g/l Agar

+(zur Selektion Ampicillin (100 pg/ml))

DMEM
(Dulbeccos Modified Eagle Medium)

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

RPMI
(entwickelt im Roswell Park Memorial

Institute)

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

Einfriermedium

10 % DMSO (10%)
30-40 % Panexin

50-60 % Kultivierungsmedium

Trypsin/EDTA-Losung

0,05 % Trypsin (w/v)
0,02 % EDTA (w/v)
ad PBS

7.2 LOSUNGEN FUR DIE AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Bezeichnung

Zusammensetzung

TAE (50x)

2 M Tris/Acetat pH 8,0
50 mM EDTA

DNA-Agarosegel

1-2 % (w/v) Agarose
geldst in TAE (1x)
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DNA-Gel-Ladepuffer (10x)

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

90

Ethidiumbromidlésung

0,04 % (w/v) in ddH20

7.3 LOSUNGEN FUR DNA MINI-PRAPARATION

Bezeichnung

Zusammensetzung

20 mM Glucose

Solution 1 25 mM Tris pH 8.0

10 mM EDTA

0,2 M NaOH
Solution 2

1 % SDS

60 % KOAc (5 M)
Solution 3

10% Eisessig

Ethanol/Natriumacetat-Lsg.

30 pl EtOH (100%)
1 ul NaOAc (3M)

7.4 LOSUNGEN FUR DIE IMMUNOPRAZIPITATION

Bezeichnung

Zusammensetzung

IP-Waschpuffer

50 mM Tris-HCI, pH 7.5
300 mM NacCl

5 mM Mg,Cl

0.05 % Nonidet P-40

IP-Lysepuffer

20 mM Tris-HCl pH 7.5
150 mM Nacl

0.5 % Nonidet P-40

2 mM EDTA

0.5 mM DTT

1 mM NaF
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7.5 LOSUNGEN FUR SDS-GELELEKTROPHORESE

Bezeichnung Zusammensetzung

25 mM Tris/HCl pH 8,5
SDS-PAGE-Laufpuffer 200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

31,25 % (v/v) Acrylamid:Bis 40 %
37,5 % (v/v) Tris pH 8,8 (1 M)
12,5%-Trenngel 0,1 % (v/v) SDS

0,05 % (v/v) APS

0,05 % (v/v) TEMED

10 % (v/v) Acrylamid:Bis 40 %
12 % (v/v) Tris pH 6,8 (1 M)
4%-Sammelgel 0,1 % (v/v) SDS

0,05 % (v/v) APS

0,05% (v/v) TEMED

7.6  LOSUNGEN FUR DIE AGO-AFFINITY PURIFICATION BY PEPTIDE (AGO-APP)

Bezeichnung Zusammensetzung

50 mM Tris pH7.5

150 mM Nacl

5mM EDTA

NET Puffer 0,5 % NP-40

10 % Glycerol

0,5mM DTT

1 mM 4-benzensulfonylfluorid (AEBSF)

50 mM Tris-HCl pH7.5
150 mM NacCl

1 mM EDTA

Cleavage Puffer
1 mM DTT

1 Unit PreSciession Protease “GE Healthcare Life

Science”
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7.7 LOSUNGEN FUR DIE KERN-PRAPARATION

Bezeichnung

Zusammensetzung

Puffer 1

10 mM Hepes pH 7,9
10 mM KCl

0,1 mM EDTA

0,1 mM EGTA
1MDTT

Puffer 2

7.8 LOSUNG FUR DEN WESTERN BLOT

Bezeichnung

20 mM Hepes pH 7,9
0,4 M NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA
1MDTT

Zusammensetzung

Blotpuffer

25 mM Tris-HCl pH 8.5
190 mM Glycin
10 % Methanol
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Vi METHODEN

1 ALLGEMEINE METHODEN

1.1 ARBEITEN MIT ESCHERICHIA ColI (E. coLi)

1.1.1 KULTIVIERUNG VON E. coLi

Escherichia coli wurde in Abhdngigkeit vom Verwendungszweck entweder auf festen Nahrboden
oder in flussigen Schiittelkulturen kultiviert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurde dem
Nahrmedium zusatzlich noch ein Antibiotikum (meist Ampicillin) zugesetzt. Ausplattiert wurden
die Bakterien mit Hilfe eines sterilen Trigalsky Spatels. Die Animpfung der Flussigkultur erfolgte
durch Picken eines Klons mit einer sterilen Pipette. Inkubiert wurden die Kulturen bei 37 °C im

Brutschrank oder im Falle der Flissigkulturen im Schuttler bei 250 U/min und 24 °C.

1.1.2 TRANSFORMATION IN E.coLI

Fiir die Transformation von Plasmid DNA in Bakterien wurden kompetente E. coli Kulturen
10 Minuten auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurden 1 pg bis 100 ng der Plasmid DNA zugegeben
und vorsichtig kurz geschwenkt um die Zellen mit dem Plasmid zu vermischen. Es folgte eine
Inkubation von 30 Minuten auf Eis bevor ein 30 Sekunden andauernder Hitzeschock bei 42 °C
appliziert wurde. Nach einer weiteren Inkubation auf Eis fir 5 Minuten wurde 1 ml LB Medium
(V7.1) zugegeben und die Zellen bei 37 °C fir 60 Minuten und Rotation (250 U/min) inkubiert.
100 pl wurden auf eine LB-Selektionsplatte mit einem sterilen Trigalsky Spatel ausplattiert und die

Platte wurde fiur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

1.1.3 ISOLIERUNG VON PLASMID DNA (MIiNI- UND MIDI-PRAPARATION)

Fiir eine DNA Mini-Praparation wurde eine 5 ml bzw. fiir eine DNA Midi-Praparation eine 50 ml
E. coli LB-Flussigkultur mit Selektionsantibiotika (V7.1) am Vortag der Prdparation angeimpft. Die
Midi-Praparation wurde mit den NucleoBond® Xtra Midi Kits von Macherey-Nagel nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt, die Plasmide mit 500 ul TE-Puffer eluiert und die
Plasmidkonzentration anschlieRend photometrisch bestimmt. Fir die Mini-Praparation wurden
aus der 5 ml Flissigkultur 1,2 ml entnommen und in einem 1,5 ml Reagiergefal bei 4000 U/min
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 100 pl Solution 1 (V7.3)
resuspendiert und 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden zur Zelllyse 200 ul Solution 2

(V7.3) zugegeben und durch vorsichtiges Schwenken gemischt. Es folgte zur Neutralisation der
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Probe eine Zugabe von 150 pl Solution 3 (V7.3) und eine weitere Inkubation auf Eis fiir 5 Minuten.
Die nicht |6slichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 13.000 U/min fiir 5 Minuten bei
4 °C abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues ReagiergefiR gegeben und die Plasmide durch
Zugabe von 900 ul 100 % Ethanol fur 10 Minuten auf Eis gefdllt. Durch Zentrifugation
(13.000 U/min, 10 Minuten, 4 °C) wurden die Plasmide pelletiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Durch Zugabe von 10 pl einer 4 %igen RNAse-
Losung und Inkubation fiir 20 Minuten bei 37 °C wurden unerwiinschte RNAs entfernt und das
Pellet gelost. Der Reinheitsgrad der mit dieser Methode erhaltenen Plasmid-DNA ist ausreichend
fir eine Transformation in E. coli (1.1.2) oder Transfektion in humane Zellen (1.2.4.1). Wurde die
Plasmid DNA fiir eine anschlieende Sequenzierung isoliert, musste eine weitere Aufarbeitung der
Plasmide erfolgen. Hierfir wurden 30 pul einer Ethanol/Natriumacetat-Losung (V7.3) zugegeben
und die DNA 30 Minuten auf Eis gefdllt. Die Plasmide wurden mit Hilfe der Zentrifuge
(13.000 U/min, 15 Minute, 4 °C) pelletiert und anschlieRend mit 20 pl einer 70 %igen Ethanol
Losung gewaschen. Nach einem erneuten Pelletieren der Plasmide (13.000 U/min, 15 Minuten,
4 °C) wurde das Pellet getrocknet und in 20 pl H,O gel6st. Die Langzeitlagerung der isolierten

Plasmide aus Mini- und Midi-Praparation erfolgte bei -20 °C.

1.2 ZELLKULTURMETHODEN

Alle Zellkulturtatigkeiten wurden bei Raumtemperatur (24 °C) und unter sterilen Bedingungen,
d.h. mit sterilen Arbeitsmaterialien, Handschuhen, Laborkittel und ausschlielRlich unter der

Sterilbank, durchgefihrt.

1.2.1 AUFTAUEN VON TIEFGEFRORENEN ZELLLINIEN

Die fiir diese Arbeit verwendeten Zelllinien wurden Langzeit gelagert entweder bei -80 ° C im
Tiefgefrierschrank oder bei ca -196 °C in der flissigen Phase eines Stickstofftanks. Um die
gefrorenen Zellen zu kultivieren wurden sie bei 37 °C im Wasserbad ziigig aufgetaut, mit 50 ml
Kultivierungsmedium gewaschen und anschlieBend in eine T25 cm? Zellkulturflasche tberfiihrt.
Nach 24 Stunden wurde das Medium durch neues vorgewdrmtes Medium ausgetauscht. Bei einer
Konfluenz von 70 % wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, durch Zugabe von 500 ul einer
Trypsin/EDTA-LGsung vom Flaschenboden vollstindig gelést und in 5 ml Zellkulturmedium
aufgenommen. Nach dem Pelletieren der Zellen durch eine 4 minltige Zentrifugation bei
1.200 U/min (300 g) wurden sie in 10 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in eine T75 cm?

Zellkulturflasche Gberfiihrt.
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1.2.2 KULTIVIERUNG VON HUMANEN ZELLEN

Alle humanen Zellkulturzellen wurden in ihren entsprechenden Kultivierungsmedien bei 37 °C und
5% CO, kultiviert. Es wurden zwei verschiedene Kultivierungsmedien verwendet, zum einen
DMEM mit 10 % (v/v) FKS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin fir alle Zelllinien mit Ausnahme
von Mel Juso, Mel Ju und Mel Ho, die zur Kultivierung RPMI Medium mit 10 % (v/v) FKS und 1 %
(v/v) Penicillin/Streptomycin benétigen. Passagiert wurden die adhdrenten Zellen nach
einmaligem Waschen mit PBS durch Zugabe einer Trypsin/EDTA Losung. Nachdem sich die Zellen
vollstandig vom Flaschenboden gelost hatten, wurde Kultivierungsmedium mit FKS zugegeben um
die Zellen aufzunehmen. Um das Trypsin zu entfernen wurde 4 Minuten bei 1.200 U/rpm (300 g)
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in Zellkulturmedium mit FKS
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellen 1:5 bis 1:10 mit Medium verdiinnt und in neuen

Zellkulturflaschen ausgesat. Das Zellkulturmedium wurde jeden dritten Tag erneuert.

1.2.3 EINFRIEREN VON ZELLLINIEN

Um Zellen Langzeit zu Lagern wurde zunachst das tiefgefrorene Einfriermedium im Kihlschrank
aufgetaut. Die Cryo-Rohrchen wurden beschriftet und in einem Kihlblock vorgekiihlt, bevor sie
mit 900 ul Einfriermedium gefiillt wurden. Die Zellen einer vollen T75 Zellkulturflasche wurden
einmal mit PBS gespilt und anschlieRend durch eine Trypsin/EDTA Losung vom Flaschenboden
gelost. Es folgte eine Zugabe von 10 ml des entsprechenden Zellkulturmediums mit FKS und eine 4
minUtige Zentrifugation bei 1.200 U/min (300g). Das Pellet wurde in 10 ml Zellkulturmedium mit
FKS aufgenommen und vollstandig resuspendiert. 900 pl der Zellsuspension wurden jeweils in die
mit Einfriermedium vorgekihlten Cryo-Réhrchen pipettiert, kurz geschiittelt um beide Medien zu
vermischen und eine Stunde bei -20 °C eingefroren. Fiir eine Lagerung liber mehrere Monate
wurden die Cryo-Roéhrchen anschlieBend auf -80 °C Uberfihrt oder fiir eine Langzeitlagerung in

flissigem Stickstoff aufbewahrt.

1.2.4 TRANSFEKTION HUMANER ZELLEN

1.2.4.1 TRANSFEKTION MIT PLASMIDEN

Die transiente Transfektion von Plasmiden in Saugetierzellen wurde mittels Lipofectamin LTX &
Plus Transfectionsreagenz von life technologie™ (Darmstadt) durchgefiihrt. Dabei wurden, falls
nicht anders vermerkt, 120.000 Zellen pro Well einer 6-Well Platte in 2 ml des entsprechenden

Zellkulturmediums ausgesat. Nachdem die Zellen adharent waren, jedoch friihestens 4 Stunden
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nach Aussaat, wurde zum Medium das Transfektionsreagenz zugegeben. Die Herstellung des

Transfektionsreagenzes erfolgte nach den Herstellerangaben.

1.2.4.2  TRANSFEKTION MIT KLEINEN RNA-MOLEKULEN (SIRNAS UND SHRNAS)

Die Transfektion humaner Zelllinien mit kleinen RNA Molekiilen (siRNAs und shRNA Molekiile)
erfolgte unter Verwendung des Lipofectamine® RNAIMAX Transfektionsreagenz von life
technologies™ (Darmstadt). Hierflr wurden 120.000 Zellen pro Well einer 6-Well Kulturplatte in
2,5 ml DMEM- oder RPMI-Medium ohne FKS ausgesat. Anschlieend wurden pro Well 30 pmol
der entsprechenden siRNA (20uM Stock-Lésung) in 250 ul DMEM oder RPMI ohne FKS gel6st. 5 pl
des RNAIMAX Transfektionsreagenzes wurden mit 245 ul DMEM oder RPMI ohne FKS ebenfalls
gemischt und anschlieBend zur siRNA-LOsung zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt,
10 Minutebei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend unter Schwenken zu den Zellen
pipettiert. Sofern nicht anders angegeben wurden die Zellen nach 24 oder 48 Stunden geerntet
und in Abhangigkeit vom Ziel des jeweiligen Versuches weiterverarbeitet. Alternativ konnte zu
diesem Zeitpunkt ein Wechsel des Mediums unter erneuter Zugabe von Transfektionsreagenzien

(Doppeltransfektion) durchgefiihrt werden.

1.2.5 MIGRATIONS ASSAY (BOYDEN-KAMMER)

Boyden-Kammern wurden im unteren Kompartiment mit 210 pl konditioniertem Medium gefillt.
Firr die Herstellung des konditionierten Mediums wurden konfluente Fibroblasten 24 Stunden in
Medium ohne FKS kultiviert. AnschlieBend wurden die Fibroblasten abzentrifugiert und der
Mediumiierstand in den Migrations-Assay eingesetzt. Uber das konditionierte Medium wurde ein
Polykarbonat Filter (Neuro Probe, Gaithersburg, USA) mit einer PorengroRe von 8 pm
luftblasenfrei aufgelegt und der Aufsatz der Boydenkammer aufgeschraubt. Fiir den Migrations
Assay erfolgte im Vorfeld eine Beschichtung des Filters mit Gelatine (siehe 1.2.6). Die zu
analysierenden Zellen wurden mit PBS gewaschen, durch Trypsin/EDTA gel6st, in
Zellkulturmedium ohne FKS aufgenommen und auf eine Zellzahl von 30.000 Zellen pro ml
eingestellt. AnschlieBend wurden 800 pl der Zellsuspendion in das obere Kompartiment der
Boydenkammer eingebracht und vier Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Es
folgte die Farbung der migrierten Zellen, wobei zuerst der Filter aus der Boydenkammer
genommen wurde. Die Oberseite des Filters wurde an einem feuchten Papiertuch abgewischt um
nicht migrierte Zellen zu entfernen. Nach Einspannen der Filter in einen Farberahmen wurden die

Zellen mittels Hemacolor Schnellfarbung (bestehend aus Fixierlésung, Eosin-Farbelésung und
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Thiazin-Farbelosung; Merck, Darmstadt) gefdrbt, mit Leitungswasser gespilt und mit der
Unterseite nach oben auf Objekttrager aufgelegt. AnschlieBend wurde die Anzahl der

gewanderten Zellen durch Auszahlen im Mikroskop bestimmt.

1.2.6 HERSTELLUNG VON GELATINE FILTERN

Die fur den Migrations Assays bendtigten Polykarbonat Filter mit einer Porengrofle von 8 um
mussten vor dem Versuch mit Gelatine beschichtet werden. Dies war notig, um eine verbesserte
Adhésion der Zellen zu erreichen. Die Filter wurden hierzu fiir 20 Minuten in 0,5% (v/v) Essigsaure
bei 50°C gewaschen. AnschlieBend wurde in einem Faltenfilter abfiltriert und zweimal mit
destilliertem Wasser gespllt. Dann wurden die Filter eine Stunde in einer Gelatine-Losung (5mg/I)

gekocht, erneut abfiltriert, einzeln auf Papier ausgelegt und eine Stunde bei 100°C getrocknet.

2 NUKLEINSAURE ARBEITEN

2.1 RNA-ISOLIERUNG AUS HUMANEN ZELLEN

Die RNA Isolierung aus humanen Zellen wurde mit einem Rneasy® Mini Kit der Firma Qiagen
(Hilden) durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 80% oder nach Erreichen der
Behandlungsdauer mit PBS gespult und anschlieRend mit einer Trypsin/EDTA Losung von der
Oberflache des KulturgefalRes abgeldst. Anschlieend wurden die Zellen durch eine Zentrifugation
bei 3.000 U/min fir 3 Minuten pelletiert. Das Zellpellet wurde in 350 ul RNA Lysepuffer
resuspendiert bzw. lysiert und wurde nach den Vorgaben des Herstellers aufgereinigt. Zur
Isolierung von RNA aus Gewebe wurden Gewebestiicke (ca. 0,05 g) in jeweils 700 pl Lysepuffer
mit einem Stab-Homogenisator (Xenox, Niersbach) aufgeschlossen und lber eine QIAShredder-
Saule (Qiagen) aufgereinigt. Aus dem Eluat wurde die RNA analog zur RNA Isolierung aus

kultivierten Zellen aufgereinigt. Die mit ddH,0 eluierte RNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2 REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA IN cDNA

Fiir die reverse Transkription wurden 500 ug RNA als Ausgangsmaterial der Reaktion eingestzt.
Zugegeben wurden 4 pul First Strand Buffer (5x), 2ul DTT (0,1M), 1l dNTP (10mM), 1ul dN6
Random Primer und auf ein Volumen von 10 ul mit H,O eingestellt. Zunadchst wurde fir 5 Minuten
auf 70°C erhitzt und nach Abkihlung auf ca. 50°C wurden 1 pl Superscript Il dazugegeben und der

Reaktionsmix bei 37°C fiir eine Stunde inkubiert. Zur Inaktivierung der Superscript Il wurde fur
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Probe fir 10 Minuten auf 70°C erhitzt. Die RNA wurde durch einen 30 minitige Restriktion mit

RnaseA bei 37°C entfernt.

2.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON DNA- UND RNA-LOSUNGEN

Die Konzentration von Nukleinsduren in Losung wurde durch eine photometrische Messung der
UV Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Fiir optische Dichten < 1 gilt dabei
naherungsweise folgender linearer Zusammenhang:

1 OD260nm Einheit = 50 pg/ml ds DNA (doppelstrangige DNA) oder 40 pug/ml RNA

Die Messung erfolgte an einem NanoDrop® ND-1000 UV/VISSpektralphotometer (Peglab,

Erlangen).

2.4 POLYMERASE KETTENREAKTION

Bei Amplifikationen fiir Klonierungen oder Mutagenesen wurde stets die Phusion High Fidelity
Polymerase verwendet, da sie liber eine Korrekturlesefunktion (proof-reading) verfiigt. Ein

Reaktionsansatz bestand aus den in Tabelle 1 aufgezeigten Reaktionskomponenten.

Tabelle 1 PCR Reaktionsansatz

Menge | Reaktionskomponente

5ul 10x PCR-Puffer

0,5 ul dNTP Mix (jedes Nukleotid 10 mM)

1,0 ul Primer forward (20 mM)

1,0 ul Primer reverse (20 mM)

<250 ng | Template-DNA

0,5 ul Phusion Polymerase (2 U/pl)

ad 50 ul | ddH20

Die PCR wurde in einem Thermocycler durchgefiihrt. Nach einer initialen Denaturierung bei 98°C
flir 30 s wurde der folgende Zyklus 32 Mal durchlaufen. Die Denaturierung der DNA wurde
ebenfalls bei 98°C fir 30s durchgefihrt. Es folgte das Annealen der Primer bei einer
primerspezifischen Annealingtemperatur fiir 20 s. Die Annealingtemperatur wurde so gewahlt,
dass sie 3°C liber der Schmelztemperatur des Primers mit der kleineren T, Temperatur lag. Die
Elongation, bei der die DNA Synthese erfolgt, wurde bei 72°C durchgefiihrt. Die Elongationszeit ist

dabei abhangig von der der Lange der zu synthetisierenden DNA und der Synthesegeschwindigkeit



VI METHODEN

der Polymerase (Phusion Polymerase benétigt 15 s bis 30 s pro 1kb). Mit einer finalen Elongation
von 5 Minutebei 72°C endet die PCR, wobei die Proben im Anschluss noch auf 4°C gekihlt

werden.

Tabelle 2 Programm der PCR

Stufe Temperatur | Zeit

Initiale Denaturierung | 98°C 30s
Denaturierung 98°C 5-10s
Annealing 45-72°C 10-30s
Elongation 72°C 15-30 s/1kb
Finale Elongation 72°C 5-10 min
Lagerung 4-10°C

2.5 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (QRT-PCR)

Um die Expressionsstarke eines spezifischen Gens zu messen und zu quantifizieren wurde eine
guantitative Real Time-PCR unter Verwendung des LightCycler® Il Systems (Roche Diagnostics,
Mannheim) angewendet.
Die qRT-PCR Reaktion wurde in einem 20 pl Ansatz nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt:
8,0 ul ddH20
0,5 ul Primer forward (20 uM)
0,5 ul Primer reverse (20 uM)
10 pl TaKaRa SYBR® Premix Ex Tag™
1,0 ul cDNA Template (10 ng/ul)

Der Versuchsansatz wurde dabei im LightCycler Il folgendem Programm unterzogen:

Initiale Denaturierung (1 Zyklus): 20°C/s auf 95°C, 30 sek

40 Zyklen: Denaturierung: 20°C/s auf 95°C, 10 sek
Annealing: 20°C/s auf 55-65°C, 10 sek
Elongation 20°C/s auf 72°C, 20 sek

Die Anzahl der Zyklen und die erforderliche optimale Annealingtemperatur wurden jeweils
experimentell fir jedes Primer-Paar spezifisch ermittelt. Eine Schmelzpunktanalyse sowie die

Analyse der entstandenen Produkte auf 2%igen Agarosegelen stellten die Spezifitat der Reaktion

99
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sicher. Die Quantifizierung der mRNA Expression erfolgte mit der zugehdrigen LightCycler I
Software nach Angaben des Herstellers, wobei zur Standardisierung B-Aktin als Referenzgen

genutzt wurde.

2.6 RESTRIKTION VON DNA MIT RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Die Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte in einem 10 pl Reaktionsansatz
bestehend aus 500 ng Plasmid-DNA , 5 Units Enzym (NEB, Ipswich, USA) und 1 ul des vom
Hersteller empfohlenen 10x Reaktionspuffers. Die Ansdtze wurden fir 1 Stunde bei optimaler
Reaktionstemperatur der jeweiligen Restriktionsendonuklease inkubiert und anschlieBend mittels

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.7 GERICHTETE MIUTAGENESE

Die Mutagenesen wurden nach dem Protokoll des Phusion Site-Directed Mutagenese Kits
(Thermo Scientific) durchgefiihrt. Dabei wurde zuerst mit 5'phosporylierten Primern, die die
Mutationssequenz beinhalten eine PCR (2.4) durchgefiihrt, bei der das zu mutierende Plasmid
vollstandig amplifiziert wurde. Anschlieend erfolgte die Ligation des linear vorliegenden PCR-
Produkts durch eine T4 DNA Ligase. Durch eine Restriktion mit dem Restriktionsenzym Dpnl (2.6)
wurde die nicht mutierte methylierte Template-DNA geschnitten bevor das Ligationsprodukt in

E.coli transformiert (1.1.2) wurde.

3 PROTEIN ARBEITEN

3.1 HERSTELLUNG VON GESAMTPROTEINEXTRAKTEN

Zur Extraktion der Proteine aus humanen Zellen wurden die konfluent wachsenden Zellen einmal
mit PBS gewaschen und durch eine Trypsin/EDTA Losung vom Flaschenboden geldst und in 1 ml
Zellkulturmedium mit FKS aufgenommen. Nach dem Pelettiern durch eine Zentrifugation der
Zellen bei 3.000 U/min fir 5 Minuten wurde das Zellpellet mit 1 ml PBS gewaschen bevor es in
200 pl RIPA Puffer resuspendiert und 15 Minuten bei 4°C und 850 U/min geschuttelt wurde.
Durch einen zweiten Zentrifugationsschritt (4°C, 10 min, 13.000 Upm (15.000 g)) konnten die im
Lysepuffer geldsten Proteine von den nicht |6slichen Zellbestandteilen (DNA, Zelldebris) getrennt

werden. Das Proteinextrakt wurde in neue ReaktionsgefalRe tGberfiihrt und bei -20°C gelagert.
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3.2 ISOLIERUNG VON PROTEINEN AUS ZELLKERN UND ZYTOPLASMA (KERN-PRAPARATION)

Um Proteindegradationen wahrend der Isolierung nach Mdglichkeit zu vermeiden, wurden alle
Schritte bei 4°C auf Eis ausgefiihrt. Zuerst wurde das Zellkulturmedium von den Zellen entfernt
und diese einmal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurde 1 ml PBS zugegeben und die Zellen mit
dem Zellschaber vom Flaschenboden mechanisch geldst und in ein Reagiergefal} Gberflihrt um die
Zellen bei einer 5 minttigen Zentrifugation bei 3.000 U/min zu pelletieren. Das Pellet wurde in
400 pl Puffer 1 resuspendiert und 15 min inkubiert, bevor 25 pl 10 % NP-40 zugegeben wurden.
Nach einer Zentrifugation bei 10.000 U/min fur eine Minute trennte sich die obere
zytoplasmatische Fraktion von der unteren Kernfraktion. Der Uberstand mit den Proteinen des
Zellzytoplasmas wurde separiert, der Proteingehalt mittels BCA (3.3) bestimmt und bei -80°C
gelagert. Das Kernpellet wurde mit 50 ul Puffer 2 (V7.7) resuspendiert und unter Schitteln (250
U/min) 15 Minuten inkubiert. Durch eine Zentrifugation bei 13.000 U/min fir 10 Minuten trennte
sich der Uberstand mit den Kernproteinen von den nicht |6slichen Bestandteilen. Ein Teil der
Kernfraktion wurde fiir einen BCA-Test separiert, der Rest in ein neues Reagiergefall Gberfihrt

und in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.3 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON GESAMT- UND KERNPROTEINEXTRAKTEN

Es wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce/Peribo Science, Bonn verwendet. Zu je 5 pl
Proteinlosung bzw. Mischung aus 1 ul Kernextrakt und 4 ul ddH,O wurden 200 pl alkalische BCA-
Kupfer(ll) Losung (50 Teile Lésung A mit einem Teil Losung B) in das Well einer 96-Well Platte
gegeben. Die Platte wurde 5-20 Minuten bis zur Entwicklung der violetten Farbung bei
Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. Die Messung der Absorbtion erfolgte bei
562 nm in einem ELISA-Reader (MWG Biotech, Ebersberg). Durch die parallele Quantifizierung
eines mitgeflihrten BSA (bovinen Serum Albumin)-Standards (ber drei Zehnerpotenzen konnte
aus der jeweiligen Absorbtion die Konzentration der Proteine berechnet werden. Fir jedes

Proteinextrakt erfolgte die Bestimmung der Konzentration in Doppelbestimmung.

3.4  SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Soweit nicht gesondert angegeben, wurden pro Gelspur 40 ug Gesamtproteinextrakt in 4x Roti-
Loadl Auftragspuffer fiir 5 Minuten bei 70°C inkubiert und anschliefend bei einer Stromstarke
von 0,8 mA/cm? Gelfliche auf 8 bis 12%igen Polyacrylamid (PAA) Gelen aufgetrennt. Zum

Abgleich des Molekulargewichtes wurde der Precision Plus Protein™ Standard Kaleidoscope™ mit
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aufgetragen. Die PAA-Prozentigkeit des Gels richtet sich nach der GrofSe des zu untersuchenden

Proteins und ist in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3. Zuordnung der Polyacrylamidprozentigkeit des SDS-Pages zur ProteingrofRe

Polyacrylamid (%) GroRe des Proteins (kDa)
15 10-43
12 12-60
10 20-80
7,5 36-94
5 57-212

3.5 SDS-PAGE COOMASSIE FARBUNG

Das Gel wurde fir 5 bis 20 Minuten in die Coomassie-Farbelosung eingelegt und leicht
geschwenkt. Anschliefend erfolgte die Entfarbung des Gels durch eine Entfarbelosung bis die

gewlinschte Bandenintensitat erreicht war.

3.6 SDS-PAGE SILBERFARBUNG

Durchgefiihrt wurde die Silberfarbung mit dem SilverQuest™ Silver Staining Kit von life
technologies™ nach den Herstellerangaben. Da die Silberfarbung deutlich sensitiver ist als die
Coomassie Farbung wurde sie immer dann verwendet, wenn die zu erwartenden Proteinbanden
sehr schwach ausgeprdgt waren. Das verwendete Kit ist zudem geeignet die erhaltenen

Proteinbanden durch eine massenspektrometrische Untersuchung zu analysieren.

3.7 IMMUNHISTOCHEMISCHE FARBUNGEN (IHC)

Fir die immunhistochemischen AGO2 Farbungen wurden zur Detektion des AGO2 Antikorpers
Fluoreszenzfarbstoff konjugierte Sekundarantikérper verwendet, somit handelt es sich hierbei um
eine Immunfluoreszenzmethode.

Es wurden 80.000 Zellen in eine 4 chamber cover slide in entsprechendes Nahrmedium ausgesat
und 24 Stunden inkubiert bis alle Zellen adhdrent waren. Anschlieend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und durch vorgekihltes Aceton bei -20°C fir 15 Minuten auf dem cover slide fixiert.
Nach einmaligem Waschen der fixierten Zellen mit PBS wurden sie mit einer Blockierungslosung

fir 1Stunde inkubiert. Nachdem Entfernen der Blockierungslosung wurde der AGO2
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Primarantikorper (11A9, (Rudel et al. 2008)) zugegeben und lber Nacht bei 4°C inkubiert. Durch
dreimaliges Splilen mit PBS wurde nichtgebundener Primarantikorper entfernt, bevor ein
Fluoresceinisothiocyanat Isomer | (FITC) gekoppelter Sekundarantikorper zugegeben und fir eine
Stunde in Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Dreimal wurde im Anschluss mit PBS
gewaschen und eine DAPI-L6sung zur Kernfarbung zugegeben bevor die Zellen mit einem
Deckglas moglichst luftblasenfrei abgedeckt wurden. Die Auswertung erfolgte an einem

Fluoreszenzmikroskop und anschlieBender Quantifizierung durch das Programm Image J.

3.8 WESTERN BLOT

Der Western Blot oder Immuno Blot ist eine Methode zur Proteinanalyse, die 1979 von W.N.
Burnette entwickelt wurde (Burnette 1981). Zu Beginn wurden die fertigen SDS-Gele fiir 15 min in
Blotpuffer (V7.8) &aquilibriert. Zeitgleich wurde die PVDF Membran zur Aktivierung erst in
Methanol fiir 5 min und anschliefend 5 min in Blotpuffer inkubiert. Alle Western Blot Analysen
wurden im ,semidry” Western Blot Verfahren mit einem Bio-Rad, Wide Mini Sub®Cell GT Blotter
durchgefihrt, dafir wurden die PVDF Membran mit dem SDS Gel zwischen zwei feuchte
Filterpapiere gespannt und 48 min bei 15V und 400 mA geblottet. Die Spannungsstarke und die
Dauer sind abhangig von der ProteingroRe des zu untersuchenden Proteins (die hier angegebenen
Werte beziehen sich auf AGO2 mit einer GrofRe von 97 kDa). Zur Reduktion unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Milchpulver/TBS-
Tween (0,1 %) abgesattigt und Gber Nacht bei 4°C oder fiir 2 Stunden bei RT mit dem spezifischen
Primar-Antikrper in spezifischer Verdiinnung in 5% BSA/TBST geschwenkt. Nach dreimaligem
Waschen mit TBST wurde die Membran fiir eine Stunde mit dem Sekundar-Antikdrper in 5%
Milchpulver/TBS-Tween (0,1 %) inkubiert. AbschlieRend wurde die Membran dreimal fur 10
Minuten mit TBS-Tween (0,1%) Puffer gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des ECL Plus

Western Blotting Detection Kits (GE-Healthcare, England).

3.9 IMMUNOPRAZIPITATION

Zunachst wurden 30 ul Protein-G-Sepharose-Beads (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)
dreimal mit PBS gewaschen bevor sie Gber Nacht bei 4°C unter Rotieren mit dem Antikorper
gekoppelt wurden. Die zu analysierenden Zellen (ca. 3 x 10°) wurden mit 200 pl IP-Lyse-Puffer
(V7.4) 20 Minuten auf Eis lysiert und nicht |6sliche Bestandteile anschlieBend bei 4°C fir
20 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert. Die fiir eine IP bendtigte Proteinmenge sollte mindestens

100 pg betragen und wurde mit IP-Waschpuffer (V7.4) auf ein Volumen von 300 ul eingestellt. Die
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an den Antikorper gekoppelten Beads wurden drei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen um
ungebundenen Antikérper zu entfernen. Das Zelllysat wurde nun zu den an die Beads
gebundenen Antikorpern gegeben und fir 3 Stunden bei 4°C unter Rotation inkubiert.
AbschlieBend wurden die Beads vier Mal mit eiskaltem IP-Waschpuffer gewaschen bevor die
prazipitierten Proteine durch Zugabe von 4x RotiLoadl und einer Inkubation bei 70°C fir
5 Minuten eluiert wurden. Analysiert wurde die IP (ber eine SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (3.4) gefolgt von einem Western Blot oder einer Silberfarbung.

3.10 AGO-APP (AGO-AFFINITY PURIFICATION BY PEPTIDES)

Die AGO-APP Methode wurde verwendet um Mengenverhiltnisse zwischen den vier humanen
Argonaut Proteinen in einer Probe zu ermitteln. Da es sich bei der AGO-APP um eine noch nicht
publizierte Methode handelt, wird an dieser Stelle nur das generelle Funktionsprinzip vorgestellt.
Die Methode beruht darauf, dass durch einen Protein pull-down mittels eines GST getaggten
Peptides, welches gleiche Bindungs-Affinitat zu jedem der vier verschiedenen humanen Argonaut
Proteinen aufweist, die Argonaue Proteine aus einer Probe konzentriert werden und anschlieRend
durch die Massenspektrometrie quantifiziert werden kénnen. Das verwendete Peptid enthalt
zusatzlich zum GST Tag noch eine Aminosduresequenz, die von einer PreScission Protease
spezifisch erkannt und geschnitten wird. Nachdem die Glutathion Sepharose 4 Fast Flow Beads
zweimal mit PBS gewaschen wurden, erfolgte eine Kopplung mit dem Peptid bei 4°C fiir 3 Stunden
unter Rotation. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von NET-puffer und einer Inkubation von
20 Minuten bei 4°C und anschlieRender Zentrifugation fir 20 Minuten bei 4°C und 15.000 g. Die
Beads mit dem gekoppelten Peptid wurde mit PBS gewaschen um ungebundenes Peptid zu
entfernen. Es folgte die Zugabe des Zelllysats zu den Beads und eine 3 stiindige Inkubation bei 4°C
unter Rotation. AnschlieRend wurde dreimal mit 1 ml NET Puffer gewaschen (1 min; 1.000 g; 4°C).
Nach der letzten Zentrifugation wurde 40 ul Lyse Puffer auf die Beads gegeben und bei 4°C liber
Nacht unter Rotation eluiert. Das Eluat wurde Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteinbanden Uber eine Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. Die Argonaut Bande bei einer
GroBe von 97 kDa wurde mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und bis zur
massenspektrometrischen Untersuchung bei -20°C in einem Reagiergefal} tiefgefroren. Die
massenspektrometrische Analyse wurde von Dr. Astrid Bruckmann (AG Meister, Universitat

Regensburg) durchgefiihrt.
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3.11 MASSENSPEKTROMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die massenspektrometrischen Untersuchungen der Argonaut Proteine wurden von
PD. Dr. Jorg Reinders in der Funktionellen Genomik Regensburg durchgefiihrt.
Die nach einer AGO2 Immunoprazipitation (3.9) aus Mel Ju Zellen nachweisbaren AGO2 Banden in
einer SDS-PAGE wurden durch eine Silberfarbung (3.6) gefarbt und mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die Gelbanden wurden nacheinander jeweils zweimal mit 50 ul 50 mM NH4HCO:s.
(Lésung 1) und anschlieBend mit 50 pl 25 mM NH4HCOs in 50% Acetonitril (LOsung 2) gewaschen.
Um Disulfidbindungen innerhalb der Proteine zu |6sen wurden die Gele fiir 30 Minuten bei 56°C in
10 mM DTT in Losung 1 inkubiert. Durch eine weitere 30 minitige Inkubation in 5mM
lodacetamid in Losung 1l wurden die Cysteine mit freien SH-Gruppen in das stabile S-
Carboxyamidomethylcystein Gberflhrt. Es folgte eine zweimalige Spilung der Proben mit Losung
1 und 2 und anschlieRender Trocknung in einer Vakuum Zentrifuge. Rehydriert wurden die
getrockneten Gelstlicke durch Zugabe von 6 pl einer Trypsin Losung die die Proteine bei 37°C tber
Nacht im Gel verdaute. Eluiert wurden die entstandenen Peptide mit 20 ul einer 5%igen
Ameisensdure. Die Analyse erfolgte durch eine FlUissigchromatographie mit einer
Massenspektrometrie Kopplung (nano-LC-MS/MS). Die gewonnenen Massenspektren wurden
durch das Programm Mascot Distiller (Version 2.4.2.0) mit der Uniprot-Datenbank durch den
Mascot Algorithmus (Version 2.2; Matrix Science LTD., London, UK) abgeglichen.
Die fiir eine Peptididentifikation verwendeten Parameter waren

1. Trypsin als Protease

2. maximal eine nicht geschnittene Trypsin Schnittstelle

3. S-Carboxyamidomethylcystein als Proteinmodifikation

4. die Oxidation von Methionin

5. nur doppelt und dreifach geladene lonen wurden zugelassen.
Zu einer positiven Proteinidentifizierung wurden nur Proteine zugelassen von denen mindestens
zwei unabhangige Peptide des Proteins mit zugehorigen signifikanten Massenspektren

identifiziert wurden.
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