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1 Einleitung

1

1.1

Einleitung

Das melanozytare System der Haut

Die Haut ist das grofdte Organ des Menschen und erflllt eine Vielzahl von

Funktionen. Sie besteht aus drei Schichten:

1)

Zu oberst kommt die Epidermis, ein mehrschichtig verhornendes
Plattenepithel. Der basale Teil der Epidermis bildet laufend neue Zellen,
die innerhalb von drei Wochen an die Oberflache wandern. Dabei
differenzieren sie sich und werden schlieRlich an der Oberflache als
Hornschuppen (Korneozyten) abgestol’en. Die Epidermis besteht zu
90% aus Keratinozyten, enthalt jedoch auch Melanozyten, Merkel-Zellen
und Langerhans-Zellen.

Die Dermis (Lederhaut, Korium), die sich an die Epidermis anschlieft,
besteht aus Bindegewebe und liegt der Subcutis auf. Die Dermis lasst
sich in zwei Schichten aufteilen, in das Stratum papillare und in das
Stratum retikulare. Diese beiden Schichten unterscheiden sich in der
Anordnung und der Dichte der Bindegewebsfasern voneinander. In der
oberen Dermis (Stratum papillare) sind die Kollagenfasern lockerer
gewebt als in der tiefen Epidermis (Stratum retikulare). Die Dermis dient
der Stabilisierung der Haut, der Regulierung des Hautturgors und hat
wichtige Funktionen bei der immunologischen Abwehr. Zwischen den
Maschen des Fasernetzes liegen Immunzellen (Fibroblasten, Mastzellen,
Makrophagen und Lymphozyten), die Haut versorgende Gefalle und
Nerven.

Die Subkutis (Unterhaut) besteht aus lockerem Bindegewebe und
lappchenartig aufgebautem Fettgewebe, das die Haut verschieblich mit
den darunter gelegenen Strukturen (z.B. Faszien, Muskulatur) verbindet.
Adnexorgane (Anhangsgebilde) wie Haare, WNagel, Talg- und
Schweilldrusen befinden sich ebenfalls in der Subkutis, obwohl sie
epidermaler Herkunft sind (Fritsch, 1998; Rassner, 2002; Junqueira et
al., 1996).
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Die Haut erfiillt Sinnesfunktionen sowie Kontakt- und Schutzfunktionen (Fritsch,
1998; Rassner, 2002). Sie bietet Schutz vor mechanischer Belastung,
Austrocknung, Hitze und Kalte, gegenuber Mikroorganismen und vor der
Melaninpigmentierung durch UV-Strahlung.

Das Pigment Melanin wird von Melanozyten produziert und st
hauptverantwortlich flr die Eigenfarbe der Haut. Die Melanozyten sind
neuroektodermaler Herkunft. Sie liegen physiologischerweise im Stratum
basale der Epidermis bzw. des Haarfollikels und synthetisieren Melanin auf
verschiedene Stimuli (z.B. UV-Licht). Auferhalb der Haut findet man
Melanozyten in der Aderhaut des Auges, in einigen mukésen Membranen und
in den Hirnhauten. Die Vorlaufer der Melanozyten entstehen in der Neuralleiste,
wandern als Melanoblasten in die embryonale Dermis und lagern sich
schliel3lich in die Epidermis ein.

Die Melanozyten besitzen einen runden Zellleib und etwa 10-20 dendritische
Auslaufer, durch die sie mit etwa 30 Keratinozyten in Kontakt stehen. Die
Biosynthese des Melanins lauft in speziellen Zellorganellen, den Melanosomen
ab. Hier wird Tyrosin zum Polymerisationsprodukt Melanin umgewandelt.
Melanin kommt in den zwei Hauptformen Eumelanin und Phaomelanin vor.
Eumelanin ist ein braunes bis schwarzes, Phaomelanin ein gelb-rotes Pigment.
Melanozyten kdnnen beide Formen bilden. Valverde et al. konnten 1995 einen
Rezeptor MC1R (melanocortin-1 receptor) identifizieren, der mal3geblich an der
Determinierung des Hauttyps beteiligt ist. Genetische Variationen des MC1R-
Gens sind bei Menschen mit rotem Haar und/oder heller Haut haufig. Bindet der
Ligand Melanozyten-stimulierendes Hormon (MSH) an seinen Rezeptor MC1,
wird cAMP Uberexprimiert und induziert dadurch die
Melanozytendifferenzierung sowie die Eumelaninbildung (Busca et al., 2000).
Bei Menschen mit rotem Haar und/oder heller Haut besteht eine geringe
Tyrosinase-Enzymaktivitdt oder es fehlt das MSH. Dadurch wird verstarkt
Phaomelanin und weniger Eumelanin gebildet (Burchill et al., 1988; Burchill et
al.,, 1986). Das Verhaltnis der beiden Melanintypen zueinander legt unsere
Haut- und Haarfarbe fest. In stark pigmentierter Haut uberwiegt das Eumelanin

gegenuber dem Phaomelanin (Jimbow et al., 1993). Palmer et al. konnten 2000
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bei MC1R-Variationen durch die Verminderung der Eumelaninproduktion
zeigen, dass ein erhohtes Risiko besteht, am malignen Melanom zu erkranken
(Palmer et al., 2000; Kennedy et al., 2001).

Die reifen Melaningranula wandern in die Fortsatze der Melanozyten. Sie
gelangen von dort in die angrenzenden Keratinozyten. Bei UV-Exposition wird
in ruhenden Melanozyten zunachst die Tyrosinase heraufreguliert und mit der
Melaninsynthese begonnen. Die Anzahl der Melanosomen und deren Reifegrad
steigt an. Sie wandern in die Dendriten, wo der Pigmenttransfer stattfindet.
Gleichzeitig werden die Zellen grofRer und die Dendriten zahlreicher. Die
Melanozyten werden durch den UV-Stimulus zur Proliferation angeregt.

Neben der Stimulierung durch UV-Licht bewirken auch Hormone
(melanozytenstimulierendes Hormon - MSH, Androgene, Gestagene),
Neuropeptide, Entzindungsmediatoren und bFGF eine Steigerung der
Proliferation von Melanozyten (Junqueira et al., 1996; Fritsch, 1998; Rassner,
2002).

Wahrend das maligne Melanom eine Neoplasie von Melanozyten darstellt,
konnen melanozytare Navi, bzw. Navuszellnavi, als benigne Neoplasie der
Melanozyten betrachtet werden (Elder et al., 1993). Navuszellnavi zeigen sich
klinisch als runde, kleine, gut abgegrenzte, flache Lasionen von rotlich-brauner
bis schwarzer Farbe. Sie bestehen aus zu Nestern zusammengeballten
Navuszellen. Diese Pigmentzellen unterscheiden sich von normalen
Melanozyten durch folgende Merkmale. Navuszellen liegen im Gegensatz zu
Melanozyten in der Junktionszone und in der Dermis. Sie haben die Fahigkeit
weitgehend verloren, Melanin zu produzieren. Histologisch kann man die
Navuszellnavi - je nach Lage der Navuszellnester - in Junktionsnavi (in der
unteren Epidermis), Compoundnavi (in der tiefen Epidermis und intradermal)
und dermale Navi unterscheiden (Fritsch, 1998). Es wird angenommen, dass
Navuszellen das Produkt defekter Melanoblasten sind, die gemeinsam mit den
normalen Melanoblasten die Haut besiedeln. Die Proliferation in utero flhrt zur
Bildung von kongenitalen Navuszellndavi. Den weitaus grofleren Anteil stellen
die erworbenen Navi dar, die im Laufe der Jahre auftreten und sich langsam

durch peripheres Wachstum vergroRern. Eine Sonderform unter den
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Navuszellnavi nehmen atypische (dysplastische) Navi ein. Sie sind meist grolier
als 5 mm mit unregelmalliger Begrenzung und Pigmentierung. Sie
manifestieren sich meist um das 20. Lebensjahr und sind spontan
ruckbildungsfahig. Alle Navuszellnavi mussen als potentielle Vorlauferlasionen
des Melanoms betrachtet werden, wobei kongenitale und atypische Navi ein
héheres Entartungsrisiko besitzen. Der Ubergang zum Melanom ist jedoch,

gemessen an der Haufigkeit der Navuszellnavi, sehr selten.

1.2 Entwicklung und Progression des malignen Melanoms

In einem gesunden Organismus stehen spezialisierte Zellen in einem
Gleichgewicht aus Proliferation und Zelltod. Dabei liefern die sogenannten
Stammzellen Nachkommen, die frihere Generationen ersetzen. Wird dieses
Gleichgewicht zerstort, kommt es zur unkontrollierten Proliferation von Zellen
und damit zur Tumorentstehung. Wahrend Zellen eines benignen Tumors ihre
ursprunglichen Grenzen respektieren, wachsen Zellen eines malignen Tumors
invasiv, d.h. in benachbarte Gewebe und Strukturen ein. Durch die Fahigkeit
maligner Tumore Metastasen Uber Blut- und Lymphbahnen abzusiedeln,
werden auch entfernte Organe befallen.

Die Inzidenz und die Mortalitat des malignen Melanoms haben in den letzten
drei Jahrzehnten stark zugenommen. Wahrend die Inzidenz in den siebziger
Jahren noch etwa 3 pro 100.000 Einwohner betrug, treten heute allein in
Deutschland pro Jahr und 100.000 Einwohner 10 bis 12 neue Melanome auf
(Garbe et al., 1991). Unter allen malignen Neubildungen weist das maligne
Melanom neben dem Lungenkrebs bei Frauen den starksten Anstieg der
Inzidenz auf (Rigel, 1997; Herlyn, 1993). Seit den 50er Jahren steigt die
Mortalitdt am malignen Melanom in Deutschland um 3% jahrlich an (Garbe et
al., 1986). Dies alles verdeutlicht die Sonderstellung des malignen Melanoms,
wobei sich die Situation in Zukunft noch verscharfen wird, da zunehmend
jungere Menschen betroffen sind (Karlsson et al.,1998). Somit zahlt das

maligne Melanom inzwischen zu den zwolIf haufigsten Krebserkrankungen der
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EU (Esteve, 1993; Jemal et al., 2001; Marrett et al., 2001; Mansson-Brahme et
al., 2002).

Clark und Elder lieferten ein Modell fur die stufenweise Progression des
malignen Melanoms (Abb. 1). Dabei wird die Entstehung eines
metastasierenden Melanoms als einen Prozess beschrieben, der
wahrscheinlich Uber funf Stadien der Tumorprogression verlauft, die
histologisch voneinander unterscheidbar sind (Clark, Jr. et al., 1991a; Clark, Jr.
et al., 1991b; Elder et al., 1993).

Aus reifen gutartigen Melanozyten bilden sich gewodhnliche Navi, die sich
wiederum weiter zu atypischen Navi entwickeln konnen. Dabei werden
melanozytare Navi als gutartige Neoplasien von Melanozyten bewertet. Danach
verlauft die Progression Uber Melanome in situ (Melanozyten ohne
Invasionspotential, aber mit deutlichen Dysplasiezeichen) und RGP-Melanomen
(Radial Growth Phase), die noch keine Moglichkeit zur Metastasierung
besitzen. Der kritische Schritt bei der Melanomprogression ist der Ubergang
vom RGP-Melanom zum VGP(vertical growth phase)-Melanom, da hier die
Fahigkeit zur Metastasierung erworben wird. RGP-Melanome zeichnen sich
dadurch aus, dass sie nicht in die Dermis einwandern (Herlyn et al., 1987a). Am
Ende des Progressionsprozesses stehen VGP-Melanome (Vertical Growth
Phase), die aggregieren kdnnen, ein fokales Wachstum aufweisen und fahig
sind, in die Dermis einzuwandern und zu metastasieren. An letzter Stelle des
Progressionsprozesses steht schliel3lich das metastasierende Melanom.

Die Tumorprogression muss jedoch nicht linear verlaufen. Es konnen auch
Stadien Ubersprungen werden. So kann ein Melanom auch ohne seine direkte
Vorlauferlasion beispielsweise direkt aus Melanozyten oder einem Navus
entstehen (Clark, Jr. et al., 1984; Lopansri und Mihm, Jr., 1979). Umgekehrt ist
auch ein Stillstand der Progression mdoglich, so dass nicht jedes Melanom
notwendigerweise die komplette Entwicklung bis hin zur Metastasierung

durchlaufen muss.
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Normale Haut Lasionen

Abb. 1:  Entwicklung und Progression des malignen Melanoms nach dem
Modell von Clark und Elder. RGP: Radial Growth Phase. VGP:
Vertical Growth Phase

Die Hauptmerkmale des malignen Melanoms ist eine tieforaune bis schwarze
Farbe mit unterschiedlicher Pigmentierung, asymmetrische Konfiguration und
unregelmalige Begrenzung. Diese UnregelmaRigkeiten sprechen fur die
Existenz mehrerer Klone mit verschiedenen Charakteristika. Histologisch lassen

sich invasive Primarmelanome in folgende Subtypen einteilen:

1) Die haufigste Variante des Melanoms ist das superfiziell spreitende
Melanom (SSM). Es kommt in jeder Altersstufe vor und zeigt die grofite
morphologische Vielfalt. Der Ubergang von der horizontalen
Wachstumsphase in die vertikale erfolgt nach Monaten bis Jahren und

zeichnet sich durch das Auftreten von Knoten aus.
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2) Beim nodularen malignen Melanom (NMM) handelt es sich um die
aggressivste Variante des Melanoms, da ein fast ausschlieldlich

vertikales und schnelles Wachstum einsetzt.

3) Das Lentigo-maligna-Melanom (LMM) entsteht auf dem Boden eines in
situ Melanoms, der Lentigo maligna, deren Wachstumsrichtung zunachst
ausschlieBlich radial erfolgt. Nach Jahren bis Jahrzehnten geht die
Lentigo maligna in ein Lentigo-maligna-Melanom mit vertikalem
Wachstum Uber. Die spate Metastasierung beschrankt sich meist nur auf

die regionaren Lymphknoten, wodurch sich eine gute Prognose ergibt.

4) Eine relativ schlechte Prognose hat dagegen das Akral-lentiginése
Melanom (ALM), da die radiale Wachstumsphase schneller einsetzt und
eine schnellere Metastasierung erfolgt. Seiner Lokalisation an

Handflachen und Ful3sohlen gibt dieser Form den Namen.

Neben den vier histologischen Hauptformen kommen noch seltenere
Formen wie das Melanom der Aderhaut oder der Schleimhaute vor (Fritsch,
1998).

Far die Einteilung der Stadien und der Prognose ist die Eindringtiefe nach Clark
(Abb. 2) und die Tumordicke nach Breslow (Abb. 3) entscheidend. Mit Hilfe des
Invasionslevels nach Clark wird die Invasionstiefe des Melanoms relativ in
Bezug auf die Hautschichten angegeben. Mit der Tumordicke nach Breslow

wird das Tiefenwachstum absolut in Millimetern bestimmt.
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Invasionslevel:

Epidermis
— Basalmembran

Stratum papillare

Abb. 2:  Schichten der Haut und Invasionslevel nach Clark

<+—Epidermis

Maximaler vertikaler
Tumordurchmesser
nach Breslow

<+—Stratum papillare

<+—Stratum reticulare

é

<“—Subcutis

Abb. 3:  Tumordicke nach Breslow
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Die Ausbreitungsdiagnostik orientiert sich an der TNM-Klassifikation (nach der
AJCC 2001). Dabei werden die Tumordicke, der Befall von Lymphknoten (N)

und Fernmetastasen (M) erfasst (Tab. 1):

Priméarer Tumor (T) Lymphknoten (N)
e TO Kein Primartumor e N1 1 LKS
e pTis Melanoma in situ a Mikrometastase
(Clark Level 1) b Makrometastase
e T1 Melanom <1,0 mm o N2 2-3LKS
a ohne Ulzeration, a Mikrometastase
Clark II/111 b Makrometastase
b mit Ulzeration oder c In-transit/Satelliten
Clark IV/V ohne  metastatische
e T2 Melanom 1,01 — 2,0 LKS
mm e N3 4 oder mehr LKS oder
a ohne Ulzeration verbackene  Knoten
mit Ulzeration oder In-transit-MTS
o T3 Melanom 2,01 — 4,0 oder Satelliten-MTS
mm mit LKS-MTS
ohne Ulzeration
mit Ulzeration
o T2 Melanom <4 mm
ohne Ulzeration
mit Ulzeration
o pTX Primartumor nicht
beurteilbar

Fernmetastasen (M)
e M1a Fern-MTS (LKS oder subkutan), LDH normal
e M1b Lungen-MTS, LDH normal
e M1c Alle anderen viszeralen MTS bei normalem LDH oder jede

Fernmetastase mit erhohtem LDH

Tab. 1:  Staging-Einteilung fur kutane Melanome nach AJCC 2001
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Neben der immer noch gultigen UICC-Klassifikation finden sich noch weitere

gebrauchliche Klassifikationen,

wie von der American Joint Committee on

Cancer (AJCC, 1998) oder der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft

(DDG, 1994). Wobei die neue Klassifikation des American Joint Committee on

Cancer von 2001 prognostisch relevante Faktoren berlcksichtigt, wie zum

Beispiel die Ulzeration des Tumors oder die Wertung von Mikrometastasen, um

auf diese Weise den Patienten bestmdglich in seinem Risikoprofil zu erfassen
(Balch et al., 2001a; Merkel et al., 2002).

UICC 1997 AJCC 1998 DDG 1994
Stadium | pT1 NO MO | Stadium | pT1 NO MO | Stadium IA  pT1 NO MO
(<0,75 (<0,75 (<0,75
mm, mm, mm)
Level II) Level II)
pT2 NO MO pT2 NO MO | Stadium 1B pT2 NO MO
(>0,75- (>0,75- (>0,76-1,5
1,5 mm, 1,5 mm, mm)
Level II1) Level
)
Stadium Il pT3a NO MO | Stadium Il pT3a NO MO | Stadium IIA  pT3 NO MO
(>1,5-3 (>1,5-3 (>1,51-4
mm, mm, mm)
Level VI) Level
V)
pT3a NO MO pT3a NO MO
(>3-4 (>3-4
mm, mm,
Level VI) Level
\)]
Stadium Ill  pT4a NO MO pT4a NO MO | Stadium IIB  pT4 NO MO
(>4 mm, (>4 (>4 mm)
Level V) mm,
Level
V)
pT4b NO MO pT4b NO MO | Stadium llIA  pTa NO MO
Jedes pT N2b MO | Stadium Il Jedes N2b MO pTb NO MO
pT
Jedes pT N1/N2 MO Jedes N1/N2a MO | Stadium IlIB  Jedes pT N1/N2 MO
pT
Stadium IV Jedes pT Jedes M1 |StadiumIV Jedes  Jedes M1 | Stadium IV~ Jedes pT Jedes M1
N alb pT N a/b N a/b

Tab. 2:  Klinische Stadieneinteilung des Melanoms
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Der Prozess der Metastasierung verlauft in mehreren aufeinanderfolgenden
Schritten. Verschiedene Risikofaktoren wie das Invasionslevel, die Tumordicke
und die je nach Geschlecht prozentual unterschiedlich verteilte
Tumorlokalisation bestimmen den Ablauf der Metastasierung entscheidend mit.
Dabei scheint die Lokalisation des Primartumors (unglnstige Prognose
insbesondere flr oberen Stamm, Oberarme, Hals) der wichtigste Faktor zu sein
(Meier et al., 2002). Die Nahrstoffversorgung durch Diffusion ist nur bis zu einer
bestimmten Dicke des Primartumors, meist etwa zwei Millimeter, gewahrleistet.
Wachst der Tumor dartber hinaus, mussen zur Tumorversorgung induziert
durch diverse Angiogenesefaktoren neue Blutgefalle gebildet werden. Weiteres
Wachstum ermdglicht die Invasion der Melanomzellen in die Blut- bzw.
Lymphbahnen. Die Verteilung der malignen Zellen in das umliegende Gewebe
oder ferner gelegene Organe wird durch die Interaktion der Tumorzellen mit den
Blutzellen ermdglicht. Das maligne Melanom metastasiert hauptsachlich in
Lunge, Gehirn und Leber (Meier et al., 2002). Dies geschieht durch
Extravasation der Tumorzellen aus dem Kapillarbett des Zielorgans, ihre
Migration ins Parenchymgewebe und anschlielende dortige Proliferation.
Entkommen die Tumorzellen dem Angriff des Immunsystems, wird wiederum
die Angiogenese eingeleitet. Der Sekundartumor kann an seinem neuen
Absiedlungsort weiter wachsen (Fidler et al., 1998).

Die Entwicklung von Metastasen senkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten in drastischer Weise. Nach Ausbildung von Lymphknotenmetastasen
sinkt die 10-Jahres-Uberlebensrate auf 19%, bei Fernmetastasen liegt sie sogar
nur noch bei 3% (Orfanos et al., 1994). Eine frihzeitige Exzision des
Primartumors steigert die Uberlebensrate entscheidend, solange seine
Tumordicke unter einem Millimeter vorliegt. Die 10-Jahres-Uberlebensrate
betragt bei diesen Patienten immerhin 90% (Orfanos et al., 1994). Das
Metastasierungsmuster ist jedoch nicht einheitlich. Bei 50 % der Patienten
kommt es zunachst zur Metastasierung in die regionaren Lymphknoten, 20%
bilden primar Satellitenmetastasen aus. 30 % der Patienten bilden ohne
vorangehende lymphatische Metastasierung direkt hamatogene

Fernmetastasen (Meier et al., 2002, Leiter et al., 2004a).
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Abbildung 4 =zeigt die einzelnen Stufen vom Primarmelanom bis zur

Melanommetastase nach Fiedler et al., 1998.

Primdr-Melanom Neovaskularisation Gefil-lnvasion Embaolisation

Adhasion an Arretierung in
Gefilwinden Crganen

'
)
\, " Aufbau einer . i Wachstum von Sekundér-
Mikroumgebung = Proliferation ' Tumaren [Metastasen)

Goefalaustritt Transpart

Abb. 4. Der Metastasierungsprozess des malignen Melanoms (nach Fidler,
1998)

Als Risikofaktoren fur die Melanomentstehung gelten verschiedenen
pradisponierende Faktoren. Das UV-Licht ist dabei der wichtigste Faktor.
Schwach pigmentierte Personen und Menschen mit hoher
Sonnenlichtexposition (Crombie, 1979) weisen ebenso ein hdheres
Melanomrisiko auf, als Menschen mit vielen Navi (Gallagher et al., 1990).
Ebenso wichtig erscheinen Sonnenbrande in der Kindheit (Bauer und Garbe,
2003; Bauer und Garbe, 2004; Wiecker et al., 2003). Zahlreiche Studien
untersuchten den Zusammenhang zwischen Melanomentstehung und UV-
Belastung. Durch UV-Licht, vor allem durch UV-B Strahlung mit einer
Wellenlange von 290 bis 320 nm, werden Veranderungen in der Haut
verursacht, die eine Erhdhung der genetischen Instabilitat (DNA-Schaden),
Hemmung des endogenen Anti-Oxidationssystems (Fuchs und Packer, 1990),

Veranderung der Expression von Proto-Onkogenen und
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Tumorsuppressorgenen  (Ronai et al,, 1988), Modulation  von
Wachstumsfaktoren (Libow et al., 1988) und Suppression der zellvermittelten
Immunantwort (Noonan et al., 1988) zur Folge haben.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor fur die Entwicklung eines malignen
Melanoms sind neben physikalischen Merkmalen wie helle Haare, Augen und
Haut die erbliche Pradisposition (Czajkowski et al., 2004) sowie die Anzahl von
atypischen Navi (Titus-Ernstoff et al., 2005).

Bei ca. 10% der Melanome besteht eine familiare Haufung (Clark et al., 1978).
Durch Kopplungsanalysen konnten Hinweise gefunden werden, dass in einigen
Familien ein potentielles Melanomgen auf dem kurzen Arm von Chromosom 1
(1p36), in andern Familie auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 (9p21) liegen
konnte (Bale et al.,, 1989; Cannon-Albright et al., 1992). Gene, die auf
Chromosom 9p21 liegen, sollen weiterhin flr die Pradisposition fir das
FAMMM-Syndrom (familial atypical multiple mole syndrome) verantwortlich sein
(Slade et al., 1995). In den folgenden Jahren wurden einige Kandidatengene
wie p15, p16 und p14ARF isoliert, die sich auf Chromosom 9p21 befinden und

bei Melanomen und familidaren Melanompatienten haufig nicht funktionell sind.

1.3 Molekulare Veranderungen im malignen Melanom

Es wird allgemein angenommen, dass ein einzelner Gendefekt nicht fir eine
maligne Transformation von Melanozyten ausreicht. Das maligne Melanom
scheint eher ein genetisch heterogener Tumor zu sein, da es sowohl Hinweise
fur die Heterogenitat in der malignen Transformation von Melanozyten gibt, als
auch bei der folgenden Entdifferenzierung von Melanomzellen in den
verschiedenen Metastasen des gleichen Patienten (Happle et al., 1982). Dies
bedeutet, dass einerseits mehrere Gene an der Pathogenese beteiligt sind, und
andererseits die einzelnen Gendefekte nicht zwingend fur die Tumorinitiation
notwendig sind. Als alleiniger Verursacher des malignen Melanoms konnte
jedoch keines der uber 100 identifizierten Gene gelten. Die meisten der
untersuchten Gene sind zwar auf verschiedene Weise in die Entwicklung und
Progression des Tumors involviert, aber kein einzelnes Gen ist fur die

Entstehung eines Tumors verantwortlich (Herlyn, 1993). Im Folgenden werden
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nun die wichtigsten Gene genannt, die in der Entwicklung des malignen

Melanoms eine wichtige Rolle spielen.

1.3.1  Molekiile im malignen Transformationsprozess

Signaltransduktionswege und deren Komponenten
Bei der Melanomentstehung sind vier Signaltransduktionswege von Bedeutung:

Src-Kinase-Weg

Pl-3-Kinase- Weg

RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweg

Wnt-p-Catenin-Tcf Signalweg
Verschiedene Studien zeigen, dass die Familie der Src-Tyrosin-Kinasen
(cytoplasmic tyrosin kinases) eine entscheidende Rolle in Integrin-vermittelten
Prozessen, wie z.B. bei der Zellmigration spielt (Huang et al., 2003). Dartber
hinaus fordert Src die Zellproliferation und -adhasion und hemmt die
Zelldifferenzierung (Niu et al., 2002; Huang et al., 2003).
Der PI-3-Kinase-Signaltransduktionsweg (phosphatidylinositol-3-kinase, lipid
kinase) reguliert in Zellen die Beweglichkeit (Motilitat), die Proliferation, das
Uberleben sowie den intrazellularen Transport. Die PI-3-Kinase liegt in vielen
transformierten Zellen konstitutiv aktiviert vor (Bedogni et al., 2004). Essentiell
beim PI-3-Kinase-Signalweg ist die Aktivierung von Akt, einer Serin/Threonin-
Proteinkinase (Diehl et al., 1998; Shiojima und Walsh, 2002; Vivanco und
Sawyers, 2002). Aktiviertes Akt phosphoryliert nachfolgend Bad und unterdruckt
so dessen pro-apoptotische Funktion. Des Weiteren wird das anti-apoptotisch
wirkende Bcl-X_ freigesetzt. Bcl-X_ bildet nun Heterodimere mit dem pro-
apoptotisch wirkenden Bax und setzt die apoptotische Funktion von Bax auf
diese Weise aulder Kraft. So resultiert die Aktivierung der PI-3-Kinase-Kaskade
letztlich im Uberleben von Zellen (Blume-Jensen et al., 1998). Es scheint
allerdings, dass dieser Signaltransduktionsweg hauptsachlich in der
Keimzellentwicklung eine Rolle spielt und die Melanozytenentwicklung von
diesem Signalweg unabhangig ist (Blume-Jensen et al., 2000).
Der RAS-RAF-MEK-ERK-Signaltransduktionsweg spielt eine zentrale Rolle in

der Regulation des Uberlebens und des Wachstums von Zellen, dariiber hinaus
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im Zellzyklus und der Zelldifferenzierung (Lewis et al., 1998; Pearson et al.,
2001). Ras, ein kleines G-Protein, welches in der Zellmembran verankert ist
und an Signalubertragungen von Tyrosinkinasen mitwirkt (Polsky und Cordon-
Cardo, 2003), ist in aktivierter Form wiederum in der Lage, den PI-3-Kinase-
Signalweg (s. oben) oder die Proteinkinase RAF zu aktivieren. Verschiedene
Versuche mit transgenen Mausen konnten nachweisen, dass RAS fir die
Melanomentstehung bedeutungsvoll ist (Broome et al., 1999; Chin et al., 1997;
Chin et al., 1999). In Melanomzellen konnte die Expression der Onkogene N
(neuroblastoma)-ras, K (Kirsten)-ras und H (Harvey)-ras nachgewiesen werden
(Bos, 1989).

Das durch RAS aktivierte RAF stimuliert die MEK-Kinasen MEK 1 und MEK 2
(mitogen activated ERK-activating kinases), welche nachfolgend ERK 1 und
ERK 2 (extracellular signal-regulated kinases) aktivieren und damit eine Reihe
von Signalen auslésen koénnen, wie etwa die Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren (Smalley, 2003).

Die RAF-Isoform B-RAF liegt in 60 bis 70 % der malignen Melanome sowie in
80 % der Navi mutiert vor (Davies et al., 2002; Wellbrock et al., 2004). Meist
handelt es sich dabei um eine einzelne Punktmutation, die zu einem Austausch
von Valin gegen Glutaminsaure an Position 599 (V599E) innerhalb der
Kinasedomane von Exon 15 fuhrt (Pollock et al., 2003). B-RAF Mutationen
konnten in nur 10% radial wachsender Melanome gefunden werden,
wohingegen 70% vertikal und metastatischer Melanomzellen fir diese B-RAF
Mutationen positiv getestet wurden (Dong et al., 2003). Inzwischen liegen
jedoch auch Studien vor, deren Ergebnisse einen weitaus geringeren
Zusammenhang zwischen der B-RAF-Mutation und dem malignen Melanom
vermuten lassen (Yazdi et al., 2003).

Festzuhalten bleibt, dass die B-RAF-Aktivierung zwar nicht die alleinige
Komponente bei der Melanozytentransformation sein kann, da der
Mutationsanteil in Navi hoch ist. Jedoch kdnnte sie ein Initiationsschritt in der
Transformationskaskade sein.

Der Wnt-B-Catenin-Tcf Signalweg scheint ein sehr wichtiger Faktor bei der

Entwicklung von vielen weiteren Tumoren, einschlieBlich Kolorektal-, Ovarial-
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und Prostata-Karzinom zu sein. Bei Hauttumoren von Mausen konnte 3-Catenin
und eine Vermehrung von B-Catenin-Tcf abhangigen Genen (c-myc und c-jun)

festgestellt werden (Bhatia und Spiegelman, 2005).

Wachstumsfaktoren

Schon sehr frGh wurden Wachstumsfaktoren, ihre Rezeptoren und die
nachgeschalteten  Signalketten fur einen wichtigen Faktor in der
Tumortransformation gehalten. Die unkontrollierte Uberexpression eines
Wachstumsfaktors, durch die autokrine Stimulation oder den Verlust von
Abschaltmechanismen in der Signalkette, konnte ein Grund fur unkontrolliertes
Wachstum von Zellen sein. Verschiedene Wachstumsfaktoren stimulieren die
Neubildung von Tumorstroma und BlutgefaRen. Sie sind damit mafigeblich an
der Metastasierung beteiligt.

Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktorrezeptoren wurden intensiv in der
melanozytaren Entwicklung untersucht (Bennett und Chang, 1990; Halaban,
1993 a und b; Rodeck, 1993; Shih und Herlyn, 1994). Normale Zellen sind flr
die Produktion von Wachstumsfaktoren auf exogene Stimuli angewiesen.
Melanomzellen hingegen konnen diese unabhangig in in-vitro Kulturen
herstellen (Rodeck und Herlyn, 1991).

Zu diesen Wachstumsfaktoren gehoéren, der schon sehr frih gefundene
Wachstumsfaktor TGF-a (transforming growth faktor a). Dieser Faktor wurde in
den meisten Melanomzelllinien gefunden, konnte aber nur in normalen
Melanozyten nach UV-Stimulation nachgewiesen werden (Marquardt und
Todaro, 1982; Ellen et al., 1988). TGF-a scheint weiterhin eine Homologie zu
EGF (epidermal growth factor) zu besitzen und kann an seinen EGF-Rezeptor
binden (Shih und Herlyn, 1994). Umstritten ist noch die Funktion von TGF-3,.
Einerseits zeigt sich eine zunehmende Expression von TGF-fB, in Navi, RGP-
Melanomen, VGP-Melanomen und Metastasen (Schmid et al.,, 1995).
Andererseits ist die Expression in metastasierenden und primaren Melanomen
uneinheitlich (Van Belle et al., 1996; Reed et al., 1994).

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von TGF-a mit der des EGF-

Rezeptors (epidermal growth factor) korreliert. Die Expression dieses Faktors in
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Melanomen Kkorreliert in situ wiederum mit der Tumorprogression (Real et al.,
1986; Elder et al., 1989; Ahern et al., 1993). Wahrscheinlich korreliert die
Expression von TGF-B mit der Invasion und Metastasierung des Melanoms
(Berking et al., 2001b).

Einen weiteren Wachstumsfaktor stellt der bFGF (basic fibroblast growth factor)
dar, der die Angiogenese induziert und durch proteolytische Enzyme die
Ausbreitung in das umliegende Gewebe fordern kann (Montesano et al., 1986;
Streit und Detmar, 2003). Die bFGF-Expression korreliert mit der
Melanomprogression. Der Wachstumsfaktor wird von Fibroblasten sowie von
Keratinozyten, dartber hinaus von nahezu allen Melanomzellen, allerdings nicht
von Melanozyten, exprimiert (Reed et al., 1994; Wang und Becker, 1997; Meier
et al., 2000). Dieser Faktor kann zudem Melanomzellen in vitro autokrin
stimulieren (Krasagakis et al., 1993; Halaban et al., 1993b). Dadurch sind
Melanomzellen in der Lage, durch die eigene Produktion von bFGF auch ohne
exogen zugefuhrte Wachstumsfaktoren zu proliferieren.

Untersuchungen Uber die Wirkung von UVB-Strahlen, welche in der Haut DNA-
Schaden verursachen, und die Uberexpression von bFGF in Melanozyten
legten dar, dass bFGF ohne UV-Strahlung zur Hyperpigmentierung der Haut
sowie zur Induktion der Melanozytenproliferation fihrt, wahrend es bei
zusatzlicher UVB-Bestrahlung zu einer Transformation der Melanozyten kam
(Berking et al., 2001a). Sind neben bFGF noch die Wachstumsfaktoren SCF
(stem cell factor) sowie ET-3 (endothelin-3) exprimiert, kann sich ein Melanozyt
unter UVB-Belastung innerhalb von nur vier Wochen zu einer Melanomzelle
transformieren (Berking et al., 2004).

Einen weiteren wichtigen Peptidwachstumsfaktor stellt VEGF (vascular
endothelial growth factor) dar. Dieser ist ein wichtiger Mediator fur tumor-
assoziierte Angiogenese und Metastasierung (Detmar, 2000). In Versuchen mit
AP-2a-transfizierten Zellen konnte gezeigt werden, dass die Tumorprogression
durch Verminderung des VEGF in Prostata-Karzinomzellen reduziert wurde
(Ruiz et al., 2004). Weiter wird vermutet, dass es Melanomzellen gelingt, durch
eine  Uberproduktion von VEGF (Uber den MAPK und PI3K-

Signaltransduktionsweg zu wachsen und zu Uberleben (Graells et al., 2004).
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Eine weitere wichtige Rolle scheint c-Kit zu spielen, eine
Transmembrantyrosinkinase, die den Rezeptor von SCF (stem cell factor)
kodiert. Die Expression von c-Kit wird in Melanomen im Vergleich zu normalen
Melanozyten herunter reguliert (Natali et al., 1992). Durch diese
Herunterregulierung des Rezeptors in Melanomen kann SCF nicht mehr binden
und die Zelle kann so der Apoptose entkommen (Huang et al., 1998). Der
Grund fur die geringe Expression von c-Kit in Melanomen ist der
Expressionsverlust des Transkriptionsfaktors AP-2a. (siehe Kapitel 1.4.).

Ein weiterer Wachstumsfaktor auf Melanomzellen ist Thrombin. Thrombin
aktiviert den Thrombinrezeptor PAR-1 (protease-activated receptor-1)
(Maragoudakis et al., 2000). Eine vermehrte Expression von PAR-1 konnte in
mehreren menschlichen Karzinomzellen nachgewiesen werden, z.B. im Kolon-
Karzinom (Wojtukiewicz et al., 1995), Mamma-Karzinom (Henrikson et al.,
1999) und Pankreas-Karzinom (Rudroff et al., 1998). Tellez et al. konnten 2003
zeigen, dass eine verminderte AP-2-Expression in einer Uberexpression von

PAR-1 resultiert und mit der Tumorprogression im malignen Melanom korreliert.

Zelladhasionsmolekiile und Proteasen

Zelladhasionsmolekile sind Rezeptoren der Zelloberflache, die die Bindung von
Zellen an andere Zellen oder die extrazellulare Matrix vermitteln. Im malignen
Melanom wurden zahlreiche Molekule identifiziert, die an der Zellmatrix oder
Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind.

Die grofte Gruppe der Zelladhasionsmolekille bilden die Integrine. Sie sind
Heterodimere und bestehen je aus einer a- und einer p-Kette. Sie bilden so
transmembrane Glycoproteinrezeptoren (Hemler et al., 1990; Springer, 1990a;
Springer, 1990b; Larson und Springer, 1990; Hynes, 1992). Die verschiedenen
Integrin-Untereinheiten binden spezifisch an Molekule der extrazellularen Matrix
(ECM) (Arnaout et a., 2002). Ihre Aufgabe besteht darin, Adhasionen von Zellen
mit der ECM oder anderen Zellen zu vermitteln. Die Expression der Subklasse
der Bs-Integrine korreliert in vivo mit der Progression des Melanoms, der
Tumordicke, dem Invasionspotential und der Metastasierung (Albelda et al.,
1990; Herlyn et al.,, 1990a und b, Felding-Habermann et al., 2002; Li et al.,
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2002; Meier et al., 2003). Es konnte auch mehrfach bestatigt werden, dass sich
das Expressionsmuster der verschiedenen Integrine mit der Tumorprogression
verandert (Schadendorf et al., 1993; Natali et al., 1993; Puerschel et al., 1996).

Insbesondere der kritische Punkt der Transformation des RGP-Melanoms zum
VGP-Melanom ist durch eine ansteigende  [s-Integrin-Expression
gekennzeichnet. Sturm et al. vermuteten 2002, dass diese Transformation
durch Bs-Integrin-induzierten Osteonectin/SPARC-Aktivierung verursacht wird.
Des Weiteren kdonnte das Invasionspotential Uber die Aktivierung von MT1-
MMP (membrane type 1-MMP) und MMP2 (matrix metalloproteinase 2) durch
Bs-Integrin erhéht werden (Hofmann et al., 2000).

Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass Intergin a durch den MEK1
vermittelten Signaltransduktionsweg p53 inaktivieren kann (Bao und Strombald,
2004).

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich das Expressionsmuster der
Integrine mit der Tumorprogression verandert und so zum invasiven Potential

des Tumors beitragen konnte.

Zu der Familie der Transmembranglykoproteine gehdéren Cadherine, die an der
Kalzium-abhangigen Zell-Zell-Adhasion beteiligt sind. Sie steuern die
Zellerkennung, Motilitat, Gewebsintegritat und Homoostase der gesunden Haut.
Am besten untersucht sind bislang E-Cadherin und N-Cadherin.

E-Cadherin wird in der gesunden Haut auf der Oberflache aller epidermaler
Zellen exprimiert, einschliel3lich Melanozyten, Langerhanszellen sowie
Keratinozyten, den wichtigsten Interaktionspartnern der Melanozyten (Hsu et
al., 2000).

Durch  E-Cadherin  wird es den Keratinozyten ermdoglicht, die
Melanozytenproliferation und die Expression von Zelloberflachenmolektlen auf
Melanozyten zu kontrollieren, sowie das Gleichgewicht zwischen Keratinozyten
und Melanozyten zu regulieren (Hsu et al., 2000; Valyi-Nagy et al., 1993; Shih
et al., 1994).

N-Cadherin wird von den mesenchymalen Fibroblasten und Endothelzellen

exprimiert. Wahrend der Melanomprogression kommt es einerseits zu einem
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allmahlichen Verlust der E-Cadherin-Expression, andererseits zu einer
allmahlichen Zunahme der N-Cadherin-Expression (Li und Herlyn, 2000;
McGary et al., 2002). Durch eine vermehrte Expression von N-Cadherin wird es
den Melanomzellen erleichtert, benachbarte Melanomzellen, Fibroblasten und
GefalRendothelzellen zu verketten. Damit wird die Bildung von
Tumorzellnestern, die Invasion in die Dermis sowie die Intra- und Extravasation
gefordert. N-Cadherin  verleiht den Melanomzellen dadurch neue
Adhasionseigenschaften (Li et al., 2001).

Dasselbe wird durch die Herunterregulierung von E-Cadherin erreicht. Dieser
Verlust der Kommunikation zwischen Keratinozyten und Melanozyten ist fir die
Melanomentstehung von zentraler Bedeutung (Hsu et al., 2000; Tamura, 1997).
Ursache des Expressionsverlustes von E-Cadherin bei der malignen
Transformation von Melanozyten sind vermutlich zwei Mechanismen: Zum
einen die Methylierung des Promotors von E-Cadherin. Zum anderen die
Expression des Transkripionsfaktors SNAIL (Tsutsumida et al., 2004). Eine
Uberexpression von SNAIL unterdriickt die E-Cadherin-Expression. So kann
das Metastasierungspotential von Melanomzellen erhéht werden (Poser et al.,
2001). Desweiteren ist bekannt, dass der Wachstumsfaktor TGF- (tumor
growth factor) eine autokrine Herunterregulierung von E-Cadherin vermitteln
kann (Janji et al., 1999). Insgesamt wurde bestatigt, dass eine veranderte
Expression der Cadherine eine gestorte Zellinteraktion verursacht und somit

geeignete Bedingungen fur Tumorwachstum und -invasion geschaffen werden.

Bei der Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhasion spielt f-Catenin eine wichtige
Rolle. Es verknlpft die Signallbertragung zwischen E-Cadherin und dem
Aktinzytoskelett sowie den Tyrosinkinasen der Wachstumsfaktoren einerseits
und der Wnt-Signalkaskade andererseits (Worm et al., 2004; Weeraratna et al.,
2002; Kemler, 1993; Gumbiner und Yamada, 1995; Mareel et al., 1997; Yap et
al., 1997; Brown und Moon, 1998).

Die Interaktionen von B-Catenin, den Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef, sowie

dem APC-Gen koénnen die Melanomentstehung und -Progression fordern
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(Worm et al., 2004) B-Catenin aktiviert durch Bindung die Transkriptionsfaktoren
Tcf und Lef (Korinek et al., 1997).

Die Bindung des APC-Proteins an B-Catenin kann zu einer intrazellularen
Abnahme der p-Catenin-Konzentration flhren. Dadurch werden die
Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef wieder freigesetzt und liegen somit inaktiv
vor (Korinek et al., 1997). Desweiteren konnen Mutationen im B-Catenin-Gen
die Funktion so stark verandern, dass es nicht mehr zu inhibieren ist (Morin et
al., 1997).

Zhang und Hersey zeigten 1999, dass eine a-Catenin-Expression mit einem
hoheren Grad an Invasions- und Metastasierungsfahigkeit von Melanomzellen

verbunden ist.

Weitere Adhasionsmolekule, das bei der Melanomentstehung eine wichtige
Rolle spielen konnten, sind die CAMs (Cell adhesion molecules). Dazu gehoéren
MelCAM, L1-CAM und ALCAM.

Ahnlich wie ICAM-1 ist auch MUC18 (auch bekannt unter MelCAM — melanoma
cell adhesion molecule, CD146). Es ist ein Zell-Zell-Adhasionsmolekul der
Immunglobulin-Familie (Johnson, 1992; Shih et al., 1997), das schon sehr frih
als Marker fur die Tumorprogression beim Melanom identifiziert werden konnte
(Lehmann et al., 1989). Physiologisch findet sich MelICAM in Endothelzellen, in
glatten Muskelzellen (Sers et al., 1993) und in Immunzellen, beispielsweise in
aktivierten T-Lymphozyten (Li und Herlyn, 2000; Pickl et al., 1997). Es wird mit
zunehmender Progression des Tumors starker exprimiert (Johnson et al., 1989,
Johnson, 1992; Collins und White, 1995; Johnson et al., 1993). Die Expression
von MelCAM Kkorreliert in Melanomzellen mit dem Wachstums- und dem
Metastasierungspotential (Luca et al., 1993; Xie et al., 1997). Als Ursache der
Hochregulation  von MelCAM  gilt der  Expressionsverlust des
Transkriptionsfaktors AP-2a. (Jean et al., 1998a). Die MelCAM-Expression wird
auch durch aktiviertes AKT verstarkt und weist auf eine Regulation von
MelCAM durch den AKT-Signalweg hin (Li et al., 2002; Woods et al., 2001). In
Versuchen an Nacktmausen ist es gelungen, MelCAM durch spezifische

Antikorper zu blockieren und so das Tumorwachstum und die Metastasierung
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zu inhibieren (Mills et al., 2002). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
MelCAM durch seine Zellinteraktionen melanozytaren Zellen die Fahigkeit zur
Tumorinitiation verleiht.

Das Adhasionsmolekul L1-CAM ist ein Transmembranglykoprotein und wird in
einigen  Tumoren Uberexprimiert, wie etwa in Lungenkarzinomen,
Rhabdomyosarkomen, Melanomen und Neuroblastomen (Katayama et al.,
1997; Pancook et al., 1997; Nolte et al., 1999; Kobayashi et al., 1992; Fogel et
al., 2003). Beim malignen Melanom wird eine erhodhte L1-Expression in
Primarmelanomen sowie in Hautmetastasen beobachtet. In
Lymphknotenmetastasen hingegen ist die L1-Expression herunterreguliert
(Fogel et al., 2003). Die Interaktion von L1-CAM mit seinem Liganden moduliert
moglicherweise die transendotheliale Zellmigration beim malignen Melanom
(Thies et al., 2002). Uber die genaue Funktion von L1-CAM im Zusammenhang
mit der Invasion, der Metastasierung sowie der melanozytaren Transformation
liegen jedoch noch keine Kenntnisse vor.

Activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM), ein weiteres Mitglied der
Immunglobulin-Familie, vermittelt homotypische und heterotypische Zell-Zell-
Interaktionen (van Kempen et al., 2004; Swart, 2002; Degen et al., 1998;
Bowen et al.,, 1995). ALCAM spielt eine Rolle in der Progression sowohl des
Melanoms, als auch Fibrosakrom und Prostata-Karzinom (Degen et al., 1998;
van Kempen et al., 2000; Choi et al., 2000; Kristiansen et al., 2003). Zusatzlich
korreliert die ALCAM-Expression mit dem invasiven Wachstum des Melanoms
und wird als prognostischer Marker diskutiert (Degen et al., 1998; van Kempen
et al., 2000).

Zu den verschiedenen Enzymen, die an der Passage von Tumorzellen durch
die extrazellulare Matrix beteiligt sind, gehort unter anderem Plasminogen-
Aktivator und Plasminogen (Muller et al., 1995). Dazu gehoren auch die Matrix-
Metalloproteinasen MMP, die durch ihre Fahigkeit extrazellulare Matrix zu
degradieren, sowie Angiogenese und damit Metastasierung auslésen, eine
wichtige Rolle bei der Invasion spielen. MMPs werden durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Zell-Matrix- und Zell-Zell-Interaktionen, sowie durch

Hormone und Onkogene aktiviert. Konstitutiv werden sie Ublicherweise nicht in
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der Haut exprimiert (Birkedal-Hansen et al., 1993; Westermarck und Kahari,
1999). MMPs stehen mit TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) im
Gleichgewicht und werden von ihnen inhibiert (Kahari und Saarialho-Kere,
1997; Raza und Cornelius, 2000). Wird das Gleichgewicht zu Gunsten der
MMPs verschoben, kommt es zur Proteolyse der Basalmembran (Henriet et al.,
1999). Durch diese proteolytischen Fahigkeiten wird die Migration von Tumor-
und Endothelzellen in angrenzendes Gewebe erleichtert. Weiter werden
Wachstumsfaktoren, wie VEGF und bFGF freigesetzt, die ihrerseits eine
gesteigerte Angiogenese induzieren (Karelina et al., 2000; Murphy et al., 1999;
Blood und Zetter, 1990). Durch die Inaktivierung der CREB/ATF-1 Funktion in
metastatischen Melanomzellen, das in einer Herunterregulierung von MMP-2
und MCAM/MUC18 resultiert, wird das metastatische Potential von
Melanomzellen in vivo gesenkt (Leslie und Bar-Eli, 2005).

In immunhistochemischen Untersuchungen beim Mamma-Karzinom konnte
eine Korrelation mit der Expression von MMP-2 und MMP-9 mit der Expression

von AP-2 und HER2 nachgewiesen werden (Pellikainen et al., 2004).

Tumorspezifische Antigene

Neben den schon erwahnten Antigenen MelCAM und L1-CAM, die beide als
Tumormarker eingesetzt werden, gibt es weitere wichtige Melanom-assoziierte
Antigene. Dazu gehdéren Antigene der Genfamilien MAGE, BAGE und GAGE.
Sie sind haufig in einer Vielzahl von Tumoren (Melanom, Lungenkarzinom,
Sarkom, Blasenkarzinom) exprimiert. Sie zeigen aul3er in Testis und Plazenta
keine Expression in normalem Gewebe. Sie sind damit zwar nicht
melanomspezifisch, aber es hat sich gezeigt, dass mehr als 60% aller
Melanompatienten eines der Antigene MAGE, BAGE oder GAGE besitzen
(Boon und van der Bruggen, 1996; van der Bruggen et al., 1991; Gaugler et al.,
1994; van den Eynde et al., 1995; van Pel et al.,1995).

Zu den sogenannten Differenzierungsantigenen zahlen Tyrosinase, Melan-
A/MART-1 und gp100/Pmel-17. Sie werden sowohl auf Melanozyten als auch
auf Melanomzellen prasentiert und wie MAGE, BAGE und GAGE von
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zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt (Brichard et al., 1993; Brichard et al.,
1996; Bakker et al., 1999; Sensi et al., 1995).

Onkogene und Tumorsuppressorgene

Onkogene sind Gene, die die Zellproliferation aktiv fordern. Die normalen
nichtmutierten Formen bezeichnet man korrekt als Protoonkogene. Sie nehmen
eine wichtige Aufgabe im Rahmen der Signaltransduktion und des
Zellwachstums wahr. Die mutierten Formen, die Onkogene, sind Ubermalig
oder unangemessen aktiv.

Zu den Onkogenen zahlt die ras Gen Superfamilie, im besonderen N-ras, K-ras
und H-ras, die fur die bei der Signaltransduktion beteiligten G-Proteine
kodieren. Eine Expression von ras-Onkogenen konnte nur in Melanomzellen,
jedoch nicht in Zellen normaler oder dysplastischer Navi nachgewiesen werden
(Albino et al., 1992). Bislang konnte jedoch nicht erwiesen werden, dass ras-
Mutationen als isolierte genetische Veranderung eine maligne Transformation
auslosen konnen. Sie kdnnen aber zu unkontrollierten Wachstumsimpulsen fur
die Zellen und damit zu einem pramalignen Phanotyp flhren.

Viele weitere Onkogene wie die Transkriptionsfaktoren c-myc, c-fos und c-jun,
die die Expression der HLA-Klasse | regulieren, wurden auf ihren Einfluss bei
der Tumorentstehung untersucht (Bennett, 1993).

Ebenfalls zu den Onkogenen zahlt die Transmembrantyrosinkinase c-Kit.
Dieses kodiert fur den Rezeptor von SCF (stem cell factor) und kann in den
meisten Melanomzelllinien nicht detektiert werden (Natali et al., 1992).
Mutationen im c-Kit Gen fluhren aulRerdem zum Krankheitsbild des
Piebaldismus (Fleischman et al., 1991).

Das bcl-2 (B-cell leucemia/lymphoma 2) Onkogen ist in der Lage, den
programmierten Zelltod, die Apoptose, zu blockieren und dadurch die
Vermehrung der Tumorzellen zu fordern. Ramsay et al. (1995) konnte in allen
39 untersuchten benignen Navi bcl-2 Expression nachweisen. In primaren
Melanomen war das Protein noch in 67% exprimiert, wahrend bei 54% der

Melanommetastasen das Protein nachweisbar war.
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Im Gegensatz zu den Onkogenen, die in der Tumorentwicklung und
Progression uberexprimiert werden, werden die sogenannten
Tumorsuppressorgene bei der Tumorgenese inaktiviert und konnen ihre
eigentliche Funktion, die Hemmung der Zellproliferation, nicht mehr
wahrnehmen.

Zu diesen Tumorsuppressorgenen zahlt man das Gen p16, das wegen seiner
chromosomalen Lokalisation in 9p21 zu den Kandidatengenen fur das familiare
Melanom zahlt (Hussussian et al., 1994, Cannon-Albright et al., 1992). Das
Genprodukt von p16 inhibiert das Protein CDK4 (,cyclin dependent kinase 4)
und nimmt somit Einfluss auf den Ubergang der Zellen aus der G1-Phase in die
Synthesephase. Das Fehlen von p16 Protein durch eine Deletion des Gens
oder durch die Expression von Mutanten und damit inaktivierten Proteinspezies
kénnen somit ein abnormes Zellwachstum zur Folge haben. Eine Inaktivierung
des p16 Gens konnte in mehreren Tumorzelllinien (Melanom,
Pankreaskarzinom, Gliom) nachgewiesen werden (Gruis et al., 1995). Es
scheint, dass vor allem in spateren Stadien der Melanomprogression der
Verlust von p16 eine wichtige Rolle flr die Entwicklung des metastatischen
Potentials des Tumors spielt. Ebenso wie das Fehlen des p16 Proteins
bewirkt eine bestimmte Mutation von CDK4 Uber eine Hemmung der Bindung
von p16 an CDK4 ein abnormes Zellwachstum (Wolfel et al., 1995). Das
Tumorsuppressorgen p15, auch als CDKN2B bekannt, weist eine 93%-ige
Sequenzhomologie zu p16 auf und ist als Inhibitor von CDK4 (Zyklin-abhangige
Kinase) tatig. Eine gemeinsame Deletion von p15 und p16 in Tumorzelllinien ist
haufig zu beobachten, die Deletion von p15 ohne p16 jedoch nie (Walker et al.,
1998).

Ein weiteres Gen, das eine Suppression von Tumoren durch Wachstumsstop in
der G1-Phase des Zellzyklus oder durch Einleitung der Apoptose bewirken
kann, ist das Tumorsuppressorgen p53. Analysen von p53 Mutationsstudien im
malignen Melanom ergaben sehr unterschiedliche Expressionsergebnisse von
mutiertem p53 Protein von 28% bis 85% (Kanoko et al., 1996; Streck et al.,
1991). P53 Mutationen, die zu einer hoheren Zahl in malignen Melanomen im

Gegensatz zu dysplastischen Navi vorliegen, scheinen eher in spaten
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Progressionsstadien aufzutreten und kdénnten somit als Marker fir die
Tumorprogression dienen (Kanoko et al., 1996; Vogt et al., 1997; Albino, 1992).
Weiterhin induziert p53 Apoptose in Zellen mit defekter DNA durch Induktion
verschiedener mitochondrialer Proteine wie Bax (Bcl-2-associated X protein),
Noxa und PUMA (p53-upregulated modulator of apoptosis) (Henry et al.,
2002). p53 steht darlber hinaus noch mit anderen Molekilen der Apoptose in
Interaktion (Kim et al., 2002). Nach Induktion von PUMA kommt es zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ und zur Aktivierung von Procaspase 9 (Wu und
Deng, 2002). Exogene PUMA-Expression verursacht in menschlichen

Melanomzelllinien den apoptotischen Zelltod (Karst et al., 2005).

Transkriptionsfaktoren

Die Rolle von Transkriptionsgenen und die Entdeckung von
Transkripitonsgfaktoren, die Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose
kontrollieren, hat entscheidend zum Verstandnis der Tumorentwicklung
beigetragen. Zu den DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren, die bei der
Entwicklung und Progression des Melanoms eine wichtige Rolle spielen,
gehéren AP-2a (activating protein 2 «), AP-1 (activating protein 1), CREB
(camp-responsive element binding protein), MITF (Microphthalmia-associated
transcription factor), PAXs (paired box), SKI (ski-related novel gene), Snail.
Transkriptionsfaktoren, die durch Protein-Protein-Bindungen bei der Melanom-
entstehung mitwirken, sind SKI, pB-Catenin und CtBP (C-terminal binding
protein).

Die AP-1-Familie besteht aus verschiedenen Transkriptionsfaktoren, dazu
gehéren c-jun und c-fos. Uber AP-1 kann ein Gene mda-7 (melanoma
differentiation-associated gen, IL-24) reguliert werden, das als negativer
Regulator bei der Melanomprogression wirkt (Madireddi et al., 2000; Jiang et
al., 1995).

MITF  (Microphthalmia-associated transcription  factor) scheint ein
entscheidendes Schlusselelement im Zelluberleben, als auch bei der

Proteinexpression in Melanozyten zu sein. MITF-Expression konnte in normalen
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Melanozyten ebenso nachgewiesen werden, wie auch in allen Melanomstadien
(Goding, 2000; Nyormoi und Bar-Eli, 2003).

Die Regulierung von MITF findet Uber zwei Signalkaskaden statt. Zum einen
kommt es durch das Hormon o-MSH zu erhdhten cAMP-Spiegeln, das zur
Aktivierung des in Melanomzellen anti-apoptotisch wirkenden
Transkriptionsfaktors CREB flhrt (Jean et al., 1998b). Dies resultiert in der
MITF-Transkriptionsaktivierung, die auch noch nach 24 Stunden nachweisbar
ist (Bertolotto et al., 1998; Busca und Ballotti, 2000).

Zweitens kann eine Aktivierung von MITF uber SCF/c-kit stattfinden. Dabei
triggert die c-kit-Stimulation die MAPK (mitogen-activated protein kinase)-
vermittelte Phosphorylierung von MITF. Diese ist mit dem Andocken des
Transkriptionaktivators p300/CBP assoziiert und fuhrt zur kurzzeitigen, etwa
zwei Stunden anhaltenden MITF-Transkriptionsaktivierung (Hemesath et al.,
1998; Sato et al., 1997; Wu und Hammer, 2000; Xu et al., 2000). MITF scheint
ebenfalls ein Zielgen des Wnt Signaltransduktionsweges zu sein (Widlund et al.,
2002).

Durch die MITF-Aktivierung werden nachfolgend zum einen die fur die
Pigmentierung verantwortlichen Gene Tyr (Tyrosinase), TRP-1 und DCT, zum
anderen das anti-apoptotische BCL-2-Gen hochreguliert (Nyormoi und Bar-Eli,
2003). McGill et al. konnten 2002 zeigen, dass durch MITF die Bcl-2-Expression
reguliert und damit das Zelluberleben moduliert wird. Die MITF-Blockade ware
somit ein denkbarer Therapieansatz beim malignen Melanom.

Es hat sich gezeigt, je hoher ein Transkriptionsfaktor in der Entwicklung zum
malignen Melanom steht, desto mehr Einfluss kann er auf verschiedene
Zielgene nehmen. Im Verstandnis Uber die Rolle und Regulation von

Transkriptionsfaktoren liegt der Schlussel fur kiinftige Therapiemaoglichkeiten.

1.4 Transkriptionsfaktor AP-2a

Der Transkriptionsfaktor AP-2a (activator protein 2), ein 52kDa DNA-bindendes
Protein, wurde zum ersten mal aus HelLa Zellen isoliert (Mitchell et al., 1987;
Williams et al., 1988). Ein Transkriptionsfaktor wird fur die korrekte Bindung der

RNA-Polymerasen an die DNA bendtigt. Dazu bindet er an eine
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Promotorfrequenz direkt neben einem Gen, um die RNA-Polymerase, die das
Gen transkribieren soll, anschlieRend an die richtige Stelle zu bringen und zu
leiten. AP-2o0 wird in epidermalen Zellen und in Zellen der Neuralleiste
transkribiert. Uber AP-20. wird weiter berichtet, in der Regulation verschiedener
Gene involviert zu sein, wie p21/WAF-1 (Zeng et al., 1997), c-Kit (Bar-Eli,1997;
Huang et al., 1998), MelCAM /MUC18 (Sers et al., 1993; Jean et al., 1998a),
Typ IV Kollagenase (Huhtala et al., 1990), c-MYC (Imagawa et al., 1987;
Gaubatz et al., 1995), c-erbB-2 (Bosher et al., 1995), E-Cadherin (Hennig et al.,
1995; Hennig et al., 1996) und Cytokeratin Gene (Leask et al., 1991; Snape et
al., 1991), um nur einige zu nennen. Darlber hinaus kontrolliert AP-2a die
Transkription von verschiedenen Genen, die mit der Embryogenese,
Zelldifferenzierung, Karzinom-Wachstum und -Progression in Verbindung
stehen. AP-2a ist ein aullerst wichtiger Regulator in der Entwicklung der
Saugetiere. So zeigten AP-2a Knockout Mause multiple Neuralrohrdefekte,
sowie kndocherne und Bauchwanddefekte (Zhang et al., 1996).

Funktionale AP-2a Bindungsstellen wurden in den Enhancer Regionen viraler
und zellularer Gene mit einer gemeinsamen Kernerkennungssequenz, 5°-
GCCNNNGGC-3’ identifiziert (Williams et al., 1988). Die Aufgabe dieser
Enhancer ist es, eine von Promotoren aus gestartete Transkription zusatzlich zu
verstarken. Die DNA-Bindungsdomane befindet sich in der c-terminalen Halfte
des 52 kDa grol3en AP-2a-Proteins. AP-2a wird von einem Gen, das auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 in der Nahe des HLA Lokus lokalisiert ist,
kodiert 6p24 - p22.3 (Gaynor et al., 1991; Mitchell et al., 1987) und besteht aus
7 Exons verteilt auf 18 kb (Bauer et al., 1994).

AP-2a reagiert wie die meisten Transkriptionsfaktoren als Homodimer mit der
DNA als Helix-Turn-Helix-Motiv (Williams und Tjian, 1991).

Buettner et al. konnte 1993 zeigen, dass zwei unterschiedlich gesplicte mMRNAs
von dem AP-20-Gen transkribiert wurden. Diese kodieren zwei verschiedene
Proteine: AP-2aA und AP-2aB. Dabei ist das AP-20A Protein identisch mit dem
52 kDa AP-20A Protein, das aus Hela-Zellen isoliert wurde. Das AP-20B
Protein besitzt die Aktivierungsdomane von AP-2a und einen Teil der DNA-

Bindungsdomane. Es fehlt jedoch die fir DNA-Bindung wichtige
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Dimerisationsdomane. Transfektionsexperimente deuten darauf hin, dass AP-
2aB ein potenter Inhibitor der Transaktivierung von AP-2aA ist. Dabei
interagiert AP-2aB mit AP-20A und verhindert dadurch die Bindung von AP-
20A mit der DNA. Transfektionsversuche konnten weiter zeigen, dass das AP-

20A Protein den eigenen Promotor aktivieren kann (Bauer et al., 1994).

Zwei weitere mit AP-2a verwandten Gene wurden zunachst kloniert, AP-2f3
(Moser et al., 1995) und AP-2y (Oulad-Abdelghani et al., 1996; Chazaud et al.,
1996) und auf den Chromosomen 6p12-21.1 und 20q13.2 lokalisiert
(Williamson et al., 1996). Diese Transkriptionsfaktoren wurden bei
Untersuchungen der AP-2a-Expression bei Xenophus Embryonen entdeckt
(Winning et al., 1991). Takahashi et al. konnten 2000 immunhistochemisch
belegen, dass AP-2a nur in den Basalzellen der Epidermis exprimiert wurde.
Wohingegen AP-2y in den Nuklei von Basal-, Spindelzellen und Granulozyten
nachgewiesen werden konnte.

Ein weiteres Mitglied der AP-2-Genfamilie, AP-25, konnte aus
Mausegehirnzellen identifiziert werden.

2003 gelang es einen weiteren AP-2-Transkriptionsfaktor, das AP-2¢ zu
identifizieren (Tummala et al., 2003). Das menschliche AP-2¢ Gen wurde auf
dem Chromosom 1p42 lokalisiert, enthalt 7 Exons. Menschliche AP-2e mRNA
wurde in der Haut nachgewiesen, sowie in Kerationozyten-Kulturen. In-situ
Hybridisierung und Immunhistochemie konnten AP-2¢ nur im Neuralen
Gewebe, insbesondere im Mittel- und Hinterhirn sowie dem Hypothalamus und
im Bereich des Bulbus olfactorius nachweisen. Wang et al. leiteten 2004 daraus
ab, dass AP-2¢ eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Geruchsorgans

einnimmt.

Alle AP-2 Proteine besitzen eine dem AP-2a sehr &hnliche Struktur mit
ahnlicher C-terminaler DNA-Bindungsbereich und Dimerisations-Domane.
Unterschiedlich ist jedoch meist die N-terminale Aktivierungsdomane, die

unterschiedliche Effekte bewirken.
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1.4.1 Genetische Veranderungen von AP-2a in Tumoren

Die Beziehung zwischen AP-2a und dem Zellwachstum sowie der
Karzinogenese werden durch zahlreiche Untersuchungen untermauert. Um
einige Beispiele zu nennen: Die Aktivierung von RAS und c-erB2 durch AP-2a
(Bosher et al., 1995), die Uberexpression von AP-2a in einigen Karzinomen
(Gilbertson et al., 1997) und die Regulation von AP-2a durch Phorbol Ester
(Luscher et al., 1989), zyklisches Adenosinmonophosphat, Proteinkinase C
(

Imagawa et al., 1987) und Retinsaure (Wanner et al., 1996).

Beim Ovarial-Karzinom konnte eine verminderte AP-2o-Expression aufgezeigt
werden, die mit der Uberlebensrate korreliert (Anttila et al., 2000). Dabei
korrelierte eine reduzierte cytoplasmatische AP-2a-Expression mit hoher

malignem Potential.

Die Expression von AP-2a scheint ebenso eine wichtige Rolle bei dem Mamma-
Karzinom zu spielen. AP-2a reguliert die Transkription von neuralen und
epidermalen Genen und steht in Verbindung mit der Uberexpression von c-
erbB-2 in menschlichen Mamma-Karzinomzelllinien (Byrne et al., 1993).

Dabei korrelieren hohe Level von AP-2a. und AP-2y mit der Uberexpression des
Proto-Onkogens c-erbB-2. Der Promoter des c-erbB-2-Genes enthalt
Bindungsstellen fur AP-2a (Bosher et al., 1995). Auf der anderen Seite wurden
immunhistochemische  Untersuchungen  durchgefuhrt, die auf eine
Tumorsuppressorrolle von AP-2a. bei invasiv wachsendem Brustkrebs
schlieen lassen (Gee et al., 1999). Dabei wurde AP-2a. nahezu ausschliel3lich
in den Nuklei der Krebszellen nachgewiesen. Bei Untersuchungen zur AP-2a
und AP-2y Expression in Mamma-Karzinomzellen zeigte sich eine bessere
Prognose von AP-2a exprimierenden Tumoren. AP-2y hatte hingegen keinen
Einfluss auf die Uberlebensrate (Friedrichs et al., 2005). Weitere
Untersuchungen zeigten, dass bei einer Uberexpression des HER-2 Rezeptors
eine verstarkte Genamplifikation und eine verstarkte Expression von AP-2a

nachgewiesen werden konnte (Pellikainen et al., 2004).
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Ropponen et al. (2001) fuhrten AP-2a-Expressionsuntersuchungen bei
kolorektalen Adenomen und Adenokarzinomen durch. Dabei wurde AP-2a
meist im Cytoplasma nachgewiesen, wohingegen AP-2f und AP-2y nur im
Cytoplasma der Tumorzellen exprimiert wurden. Die Ergebnisse zeigten eine
geringere cytoplasmatische AP-2a-Expression bei Dukes B und C Tumoren,
dass entspricht organUberschreitendem Wachstum des Tumors mit
Metastasierung. Zusatzlich wurden hier niedrige AP-2y-Expressionen in
hochmalignen kolorektalen Karzinomen nachgewiesen.

AP-2 Proteinexpression konnte auch beim Nierenzellkarzinom nachgewiesen
werden. Dabei wurde eine unterschiedliche Expression der drei Isoformen a,
und y festgestellt. AP-2p-Expression konnte nur in den frGhen Stadien des
Nierenzellkarzinoms nachgewiesen werden (Oya et al., 2004).

Es scheint, als spiele AP-2a auch beim Prostata-Karzinom eine entscheidende
Rolle. Indem AP-2a mit Transkriptions-Aktivator Sp3 des endothelial growth
factor (VEGF), der ein angiogenetischer Faktor bei der Entwicklung des
Prostata-Karzinoms ist, einen Komplex bildet, sinkt die Expression von VEGF.
(Ruiz et al., 2004).

1.4.2 Genetische Veranderungen von AP-20. im malignen
Melanom

Flr eine mdgliche Rolle von AP-2a als Tumorsuppressorgen sprechen
zahlreiche Studien Uber das maligne Melanom. Dabei spielt AP-2a eine
wichtige Rolle bei der Regulierung zweier wichtiger Gene, die mit der
Tumorgenese und -Progression beim malignen Melanom in Verbindung
stehen: das Proto-Onkogen c-Kit und das Adhasionsmolekil MelCAM/MUC18
(Didier et al., 1998; Huang et al., 1998).

Das Proto-Onkogen c-Kit codiert einen transmembran Tyrosinkinase Protein-
Rezeptor. Die Expression von c-Kit nimmt im Verlauf des Tumorwachstums und
der Invasion von Melanomzellen ab. Dazu korreliert der Verlust der c-Kit
Expression in hochmetastatischen Melanomzelllinien mit dem Verlust der AP-

2a-Expression. Untersuchungen des c-Kit-Promotors zeigten drei funktionelle
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AP-2a-Bindungsstellen. Interessanterweise unterdrickte eine Re-Expression
von AP-2a in AP-2a-negativen Melanomzelllinien die Tumorgenitat und das
metastatische Potential in Nacktmausen (Huang et al., 1998). Die Autoren
dieser Studien schlie3en daraus, dass c-Kit in Melanomzellen, verursacht durch
einen Verlust der AP-2a-Aktivitat, heruntergeregelt wird und der Verlust des c-
Kit-Rezeptors malignen Melanomzellen erlauben koénnten, der SCF/c-Kit
vermittelten Apoptose zu entfliehen.

Das Adhasionsmolekual MelCAM/MUC18 ist ein 113kDa Zelloberflachen
Glykoprotein, das durch eine Uberexpression in Primarmelanomen und
metastatischen Melanomzellen entdeckt wurde (Lehmann et al., 1989).
MCAM/MUC18 spielt eine entscheidende Rolle bei Zell zu Zell- und Zell zu
Matrix-Interaktionen, die wichtig fur die Invasion und Metastasierung sind.
Wenn die Expression von AP-2q verloren geht, kommt es zum Anstieg von
MelCAM/MUC18 und zu einer Zunahme des Tumorwachstums und der
Metastasierung von menschlichen Melanomzelllinien in Nacktmausen (Didier et
al.,, 1998). Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Promotor von
MCAM/MUC18 vier Bindungsstellen fir AP-2a besitzt, die die Promotoraktivitat
unterdricken und die endogenen Proteinlevel herunter regulieren. Bei der Re-
Expression von AP-2a in hochmetastatischen Melanomzelllinien zeigte sich
eine Verminderung der Tumorgenitat und des metastatischen Potentials bei
Nacktmausen. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass in

Melanomzellen die Expression von MCAM/MUC18 durch AP-2a reguliert wird.

Zu zahlreichen weiteren Genen, die bei der Progression des Melanoms eine
Rolle spielen und von AP-2a reguliert werden, gehort p21. Bei einer
Uberexpression von AP-20. konnte man eine Aktivierung von p21 (WAF1)
nachweisen, das zu einer Hemmung der DNA-Synthese und des
Karzinomzellwachstums fuhrte (Karjalainen et al., 1998).

In dieser Studie konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die AP-2a Expression
wahrend der Melanomprogression herunterreguliert wird. Die Autoren sagen mit
einer niedrigen AP-2a Expression eine niedrige Uberlebenschance eines

Melanoms in Phase | voraus.
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Der Verlust der AP-2a. Expression steht in signifikanter Korrelation mit niedriger
p21 Expression, hoher Tumordicke, hohem Clark-Level, hoher TMN-Kategorie
und einer hohen Anzahl von Ruickfallen und mannlichem Geschlecht, wobei der
signifikanteste Marker die Tumor-Dicke war (Karjalainen et al., 1998).

AP-2a Expression konnte nur in radial wachsenden Zelllinien gefunden werden,
wobei kein Nachweis einer Expression in metastatischen Zelllinien gefunden
werden konnte (Bar-Eli et al., 1997).

Bar-Eli et al. konnten 2001 zeigen, dass die Re-Expression von AP-2a. in AP-
2a-negativen Zellen ihre Tumorgenitdt und das metastatische Potential in
Nacktmausen unterdrickt. Moglich ist dies vermutlich durch die
Transaktivierung von c-Kit und SCF-induzierte Apoptose (Huang et al., 1998).
Bei Transfektionsversuchen mit der dominant-negativen Form des AP-2a
Genes, AP-20B, in AP-2a positiven primaren Melanomzellen konnte eine
Zunahme des Tumorwachstums nachgewiesen werden (Gershenwald et al.,
2001). Der Verlust von AP-2 flhrt weiterhin zu einer erhdhten MMP-2-
Expression und —Aktivitat (Gershenwald et al., 2001).

Da MMP-2 mindestens eine Bindungsstelle fur AP-2 aufweist, ist eine
Regulierung des MMP-2-Gens durch AP-2 maglich. Dies wurde erklaren, dass
ein Verlust der AP-2a-Expression die Melanomprogression fordern kdnnte (Bar-
Eli, 2001; Frisch und Morisaki, 1990; Qin et al., 1999; Somasundaram et al.,
1996).

In zahlreichen Studien konnten bei Genen Bindungsstellen fur AP-2a
nachgewiesen werden, die bei der Apoptose (c-KIT, Bcl-2, FAS/QAPO-1), der
Zelladhasion (MelCAM, E-cadherin), der Tumorzellinvasion und Angiogenese
(MMP-2, PAI-1, VEGF, PAR-1) und im Zellzyklus (HER-2, p21/WAF-1) eine
Rolle spielen (van den Oord et al., 1994; Cowley und Smith, 1996;
Descheemaeker et al., 1992, Gille et al., 1997; Silins et al., 1997; Tellez und
Bar-Eli, 2003; Natali et al., 1995; Jiang et al.,1995; Vidal et al., 1995).

Alle diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Gen, das AP-2a

kodiert, ein Tumorsupperssor im primaren Melanom sein kénnte (Bar-Eli, 2001).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Es konnte gezeigt werden, dass es wahrend der Melanomprogression zu einem
Verlust von AP-2a-Expression kommt. Dieser Verlust bewirkt einerseits in
metastatischen Melanomzelllinien eine Uberexpression von MelCAM/MUC18
und MMP-2 und andererseits einen Verlust von c-KIT Expression. Bisherige
Arbeiten haben nur eine kleine Anzahl verschiedener Zelllinien untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu untersuchen in wie weit die
Expression von AP-2a Protein und RNA bei der Tumorprogression von radial
wachsenden, Uber vertikal wachsenden bis hin zu metastatischen
Melanomzelllinien verloren geht.

Inaktivierung von AP-2a im malignen Melanom durch Transfektion von AP-2a-
negativen Zellen mit der dominant-negativen Form von AP-2a, AP-20B, tragt
zur Melanomprogression bei.

Durch Expressionsanalysen von AP-20A zu AP-2aB auf Protein und RNA-
Ebene konnte man die Beziehung der beiden Genprodukte darstellen.
Interessant war dabei, ob der Verlust der AP-2a Expression in vertikal
wachsenden und metastatischen Melanomzelllinien mit dem metastatischen
Potential korreliert.

Eine Frage, die diese Arbeit beantworten sollte, war auch, ob die AP-2a
Expression mit der Expression der oben genannten Gene korreliert, besonders
mit der Expression von c-Kit.

Diese Arbeit sollte zum einen eine Vielfalt an Zelllinien, von Melanozyten Uber
Navi, RGP- und VGP-Melanomen bis hin zu Metastasen, sowie einer Reihe von
anderen Tumorzelllinien untersuchen. Zum anderen sollte durch die
Expressionsuntersuchung der verschiedenen Zelllinien auf RNA-, DNA- sowie
auf Proteinebene und letztlich auch in Nativgeweben, in intakten Zellen aus der
Zellkultur und Hautrekonstrukten Erkenntnisse gewonnen werden, ob und an
welcher Stelle der Melanomprogression die Expression von AP-2a verloren
geht und ob dies mit der Melanomprogression assoziiert werden kann.

Zum Abschluss der Arbeit galt es zu untersuchen, wie sich die Expression von
AP-2a in Hautrekonstrukten mit Melanozyten oder mit radial wachsenden

Zelllinien, und in verschiedenen Melanom- und Metastasengeweben verhalt.
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2 Material und Methoden
2.1 Molekularbiologische Methoden
211 RNA-Isolierung

2.1.1.1 Herstellung RNase freier Losungen und
Arbeitsmaterialien

RNasen sind aulderst stabile Enzyme, die fast Uberall vorhanden sind. Kommen
RNasen mit RNA in Berthrung, fuhrt das zu einem raschen Abbau der RNA.
Deshalb ist beim Umgang mit RNA auf eine moglichst RNase freie Umgebung
bzw. eine effiziente RNase Inhibition zu achten. Hierzu zahlen saubere,
autoklavierte Gefalle und sterile, wenn moglich RNase frei deklarierte
Plastikgefalle. Ebenso mussen verwendete Losungen, die mit RNA in
Berihrung kommen, entweder mit 0,1% (v/v) DEPC behandelt worden sein
oder mit DEPC behandeltem Wasser angesetzt werden. Inkubiert man
Ldsungen mit 0,1% DEPC Uber Nacht, werden RNasen zerstort. Da das DEPC
jedoch auch Nukleinsauren zerstért, muss es vor dem Einsatz durch
Autoklavieren wieder entfernt werden. DEPC zerfallt beim Autoklavieren in CO;
und Ethanol.

Gelkammern, Kamme oder Ruhrfische, die man alle nicht autoklavieren kann,
werden mit 1% (v/v) SDS-Lésung in DEPC-Wasser behandelt und
anschliel3end gut mit DEPC-Wasser abgewaschen.

Aulerdem werden beim Arbeiten mit RNA stets Handschuhe getragen, die
haufig gewechselt werden mussen. Bei der RNA-Praparation wird, wenn nicht

anders verlangt, immer auf Eis gearbeitet und bei 4°C zentrifugiert.

2.1.1.2 RNA-Isolierung
Fir die Isolierung der Gesamt-RNA wurde das RNA-Clean™ System (AGS,

Heidelberg) verwendet. Die Isolierung von RNA aus Zelllinien wurde wie folgt

vorgenommen:
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1.) Die Zellen wurden zunachst mit PBS gewaschen und adharend
wachsende Zellen wurden mit EDTA/Trypsin (Seromed, Berlin) abgeldst.

2.) Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und in einer
Neubauerzahlkammer ausgezahlt. Pro 10° Zellen wurden 200 pl RNA-
Clean (Guanidinium-Thiocyanat-Phenol-Mix) fur die Lyse verwendet.
Durch Guanidinium-Thiocyanat werden Zellbestandteile zerstort und frei
werdende RNasen inhibiert.

3.) Durch die nun folgende Phenol-Chloroform Extraktion und die
funfminltige Inkubation auf Eis, sammelt sich die RNA in der wassrigen
Phase, wahrend die DNA in der organischen Phase und der Interphase
verbleibt.

4.) Durch Zentrifugation bei 13000 rpm in einer Mikrozentrifuge (Biofuge 13,
Heraeus) fir 5 min bei 4°C kommt es zur Trennung der organischen von
der wassrigen RNA-haltigen Phase, die in ein frisches 1,5 ml
Eppendorfgefaly tberfuhrt wird. DNA und Proteine verbleiben in der
Interphase und der Phenol-Chloroform-Phase zurick.

5.) Nach der Extraktion mit Phenol-Chloroform (1:1) und Chloroform wurde
die RNA mit Isopropanol auf Eis fur 15 min gefallt.

6.) Durch anschlielRende Zentrifugation bei 13000 rpm fur 15 min bei 4°C
erhalt man das RNA-Pellet. Fur die weitere Verwendung der RNA muss
diese entsalzt werden.

7.) Dazu wird das Pellet zweimal mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem
letzten Zentrifugieren wird das Pellet im Thermoblock bei 37°C fur ca. 5
min getrocknet und in 25-50 ul TE-Puffer aufgenommen. Die Lagerung

der RNA erfolgt bis zur weiteren Verwendung bei —80°C.

21.1.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Mit Hilfe eines Spektrometers (Genesys 5, Spectronic) kann die Konzentration

einer gewonnenen RNA oder DNA bestimmt werden. Nukleinsauren weisen ein

Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm auf. Eine Absorption
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von 1 entspricht bei 260 nm einer Konzentration von 40 ug/ml an RNA. Die

Konzentration von RNA ermittelt man mit folgender Formel:

C (ug/ml) = OD x Verd. x 40

Die Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann man durch die Bestimmung
des Absorptionsmaximums aromatischer Aminosauren bei 280 nm ermitteln.
Uber den Quotienten 260/280 nm kann man eine Aussage Uber den Grad der
Reinheit der RNA treffen. Dabei gilt eine RNA mit einem Quotienten von 1,9-2,0
als sehr rein. Unterhalb dieser Werte liegt eine Verunreinigung durch Proteine
oder Phenolreste vor. Die optische Dichte wird in Quarzkluvetten gemessen. Die
RNA wird vor der Messung 1:100 verdunnt. Als Nullwertabgleich wird reiner TE-

Puffer verwendet.

21.2 Northern-Blot

2.1.2.1 RNA-Gel

Von verschiedenen Zelllinien wurden jeweils 10 ug RNA in 20 ul Probenpuffer
geldst (20 mM MOPS; 5 mM NaAcetat; 1 mM EDTA, pH 8,0; 6% Formaldehyd;
50% Formamid).

Anschlielend wurden die Proben mit 2 pl Gelladepuffer vermischt (50%
Glyzerin; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol)
und far 15 min bei 65°C denaturiert.

Die Proben wurden dann auf ein denaturierendes Agarosegel aufgetragen (20
mM MOPS; 5mM NaAcetat; 1 mM EDTA, pH 8,0; 6% Formaldehyd; 1%
Agarose). Fur alle Losungen wurde DEPC-H,0 verwendet.

Die RNA wurde nach einem Vorlauf von 5 min bei 100 Volt und 400 mAmpere
uber Nacht (15 Stunden) bei 25 Volt in MOPS-Puffer (20 mM MOPS; 5 mM
NaAcetat; 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgetrennt. Beim Vorlauf wurde der Laufpuffer
nur bis zum Gelrand eingefullt, danach wurde das Gel mit Puffer vollig bedeckt.

Nach photographischer Dokumentation der Lademengen wurde das Gel

anschlief3end fur 30 min in 20xSSC gewaschen. Die RNA-Molekile werden auf
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Grund von Kapillarkraften aus dem Gel auf eine Nylonmembran (Roch,
Mannheim) gezogen. Der Transfer der negativ geladenen RNA wird durch die
positiv geladene Nylonmembran zusatzlich erleichtert. Nach Befeuchten der
Nylonmembran in 20xSSC wurde sie vorsichtig auf das Gel abgerollt. Zwei
aufgelegte und angefeuchtete Whatman-Papiere sorgen fir die notwendige
Kapillarkraft. Geblottet wurde tber Nacht in 20xSSC.

Am folgenden Tag wurde die Membran entfernt und durch UV-Licht fixiert (120
mJ, UV-Stratalinker, Stratagene, Amsterdam, Niederlande). Zur Uberprifung,
ob ein vollstandiger Transfer der RNA stattgefunden hat, wird das Gel nach
Inkubation in Ethidiumbromid nochmals photographiert.

AnschlieRend konnte die Membran in eine Hybridisierung eingesetzt werden.

Gewicht

500 g

rockene

Papierhancticher
/3 trockene Whatman-Papiere
rylon-tambran 3'Whatman-Papiere in 10 x S5C
Frizchhalttefalie als getrankt

Ahbdichtung
Anarosegel
Gelzchltten alz
Uritetlage —I | Bricke aus Whatman-Pagpier in 10 x
r S50 getrankt
Wianne mit 10 x55C

Abb. 5: Aufbau des Northern-Blots
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2.1.2.2 Herstellung einer Digoxigenin-markierten AP-20A-

Sonde

Zur Herstellung der AP-2aA spezifischen Gensonde wurde eine Gelelution des
PCR-Produktes nach Verdau einer Midipraparation durchgefuhrt. Um die
Hybridisierungsprodukte zu detektieren, werden zur Sondenherstellung dNTPs
verwendet, bei denen ATP durch Digoxigenin markiertes UTP ersetzt wurde.
Dabei kann das eingesetzte Klenow-Enzym (MBI Fermentas, St.Leon-Rot)
neue digoxigenin-markierte DNA-Strange synthetisieren, wenn man ihr als
Matrize einzelne DNA-Strange und beliebige Hexanukleotidprimer anbietet. Da
die Hexanukleotide aus samtlichen Sequenzkombinationen bestehen, binden
die Primer zufallig an die DNA-Matrize und die gesamte DNA wird einheitlich

markiert.

De- und Renaturierung in Gegenwart einer
Mischung beliebiger Hexanucleotide

i Klenow-Fragment der DNA-Polymerase

dATP, dCTP -
dGTR, dTTP
5 — ? markiertes
S'W 5 Nucleotid
' B :
T T tTT tr tr tt? ,

g IR H NI
Abb. 6: DNA-Markierung durch Digoxigenin (nach T.Strachan, A.P. Read,

Molekulare Humangenetik)

Etwa 1-10 pl des Eluates, was ca. 100-200 ng entsprach, wurden zusammen
mit 1 ug Hexamerprimern in 50 mM Tris-HCL (pH 8,0), 5 mM MgCl; und 1 mM
DTT fur 7 min bei 100°C denaturiert.

Danach wurde die Sonde fur 2 min auf Eis abgekuhlt und nach Zugabe von 100
uM dATP, 100 uM dCTP, 100 uM dGTP, 65 uM dTTP und 35 uM DIG-dUTP
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(DIG DNA Labeling MIX, ROCH, Mannheim) und 3 Units Klenow-Enzym (MBI
Fermentas, St.Leon-Rot) fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 1 ul 0,5 M EDTA abgestoppt.

Zuletzt wurde die Sonde uber den Qiaquick PCR-Purification Kit (Qiagen,
Hilden) gereinigt und auf ihre Markierung Uberpruft.

Um eine hohere Menge an DIG-markierter DNA zu erhalten, kam ein DIG DNA
Labeling KIT (Roch, Mannheim) zum Einsatz. Damit wurden 1500 ng DNA bei
95°C fur 10 min denaturiert.

Auf Eis wurde dann zu der denaturierten Probe 2 pl Hexanucleotide Mix, 2 ul
dNTP Labeling Mix und 1 ul Klenow-Enzym dazugegeben und Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Nach 18 Stunden wurde die Reaktion mit 2 ul 0,2 M EDTA, pH
8,0 gestoppt.

2.1.2.3 Herstellung einer 28S-0Oligo-Sonde
Zur Herstellung der 28S-Oligo-Sonde wurde der DIG Oligonucleotide 3°-End

Labeling Kit (Boehringer, Mannheim) verwendet. Dazu wurden 5 pmol (ca. 65
ng) des Oligos ( 30 mer) mit 4 ul Tailing-Puffer, 4 ul CoCl, (25 mM), 1 ul DIG-
ddUTP (1 mM) und 50 Units Terminale Transferase flir 15 min bei 37°C
inkubiert und mit 4 M LiCl und Ethanol gefallt.

2.1.2.4 Herstellung einer B-Actin-Sonde

Dazu wurde B-Actin mittels PCR amplifiziert und das PCR-Produkt aus dem Gel
eluiert. Zur Herstellung der B-Actin-Sonde wurde ebenfalls der DIG DNA

Labeling Kit (Roch, Mannheim) verwendet. Die Vorgehensweise wird in Kapitel
2.1.2.2 beschrieben.

Allerdings wurde die B-Actin-Sonde Uber Sephadex G 50 Saulen gereinigt.
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2.1.2.5 Northern-Blot Hybridisierung und Detektion

Die Membran wurde mit bereits vorgewarmter Prahybridisierungslosung (2x
Denhardt’s Lésung, 5xSSC, 0,5% SDS, 50 pg/ml Lachs-Sperma-DNA) fur 2
Stunden bei 65°C im Wasserbad prahybridisiert. Die Sonden wurden bei der
ersten Verwendung fur 7 min bei 100°C im Wasserbad denaturiert, ab der
zweiten Verwendung dann nur noch bei 70°C denaturiert.

Im Anschluss daran wurden die Sonden im Hybridisierungspuffer (2x
Denhardt’s Ldsung, 5xSSC, 0,5% SDS, 50 pg/ml Lachs-Sperma-DNA)
zugegeben und Uber Nacht flr ca. 16 Stunden bei 65°C hybridisiert. FlUr das
Waschen der Membran wurden unterschiedliche Stringenzbedingungen
getestet. Dabei spielen die Hybridisierungs-Temperatur und die
Salzkonzentration der Wasch-Losung eine Rolle. Eine hohe Stringenz ergibt
sich aus hoher Temperatur und niedriger lonenstarke. Diese Bedingung flhrt zu
einer erhohten Spezifitdt und Erniedrigung des Hintergrundes. Wahlt man eine
niedrige Stringenz erhoht sich der Hintergrund und die Hybridisierung wird
unspezifischer. Variiert wurden die Hybridisierungs-Temperatur (68°C, 65°C,
60°C, 50°C) und die Salzkonzentrationen ( 2x; 1x; 0,5x SSC + 0,1% SDS).

Die Membranen wurden zweimal 15 min bei jeweils der gleichen Stringenz und
anschlieend fur 1 min in Maleinsaure-Puffer gewaschen.

Blockiert wurde fur zweimal 15 min in 2x Blockierungs-Puffer (mit Maleinsaure
verdunnt).

Darauf folgt eine Inkubation fir 45 min mit dem Digoxigenin spezifischen
Antikorper, der 1:10000 in 2x Blockierungs-Puffer verdinnt wurde.

Nachdem die Membranen zweimal 15 min in Maleinsaure gewaschen wurden,
mussten sie fiir ca. 3 min mit Aquilibrierungspuffer pH 9,5, dem pH-Optimum
der alkalischen Phosphatase, inkubiert werden.

Die Zugabe von CDP-STAR™  Substrat (1:100-Verdiinnung in
Aquilibrierungspuffer, Roche, Mannheim) fur 10 min fihrt zur
Dephosphorylierung des Substrates durch die alkalische Phosphatase zur
Emittierung von Licht bei einer Wellenlange von 466 nm. Der Nachweis der

Lichtemission erfolgt durch Auflegen eines Films (Kodak X-OMAT
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chemiluminiszenter Film). Um ein Austrocknen der Membranen zu verhindern,

mussten diese luftdicht in einen Plastikbeutel eingeschweil3t werden.

21.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit einer Polymerase-Ketten-Reaktion kann man die DNA-Sequenz von AP-
20A aus verschiedenen Zelllinien schnell vervielfaltigen. Zwei Oligonukleotid-
Primern, die bei Bindung an die komplementaren Sequenzen der DNA die
gesuchte DNA-Region einrahmen, konnen mit Hilfe der DNA-Polymerase und
den vier Desoxynuleotidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und dTTP die
Synthese neuer DNA-Strange starten. Dabei sind die neuen DNA-Strange
komplementar zu den einzelnen DNA-Strangen der gesuchten Sequenz von
AP-20A.

2.1.3.1 Verwendete Primer

Die Primer wurden zu je 100pmol/ul aliquotiert und in einer Konzentration von

20 pmol/ul in die PCR eingesetzt.

Primer fur die Amplifizierung des GAPDH-Housekeeping-Gens:

GAPDH-Forward-Primer: 5-GAC AAC AGC CTC AAG CTC ATC-3°
GAPDH-Reverse-Primer: 5-GAC GGC AGG TCA GGT CCA CCA-3
GAPDH-Forward-Primer (nested): 5-AAT CGG TCC TGC ACC ACC -3

GAPDH-Reverse-Primer (nested): 5-ATG CCAGTG AGC TTC CCG -&

Primer der Sequenzierung:
T7 Forward-Primer: 5 -TAATACGACTCACTATAGGG-3"
BGH Reverse-Primer: 5-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3

Primer fur die Amplifizierung von AP-20A:
AP-20A-Forward-Primer: 5 -CGATCCATGAAAATGCTTTGG-3
AP-20A-Reverse-Primer: 5 -GAGAGCCTCACTTTCTGTGC-3"
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Primer fUr die Amplifizierung von AP-2aB:
AP-20B-Forward-Primer: 5-GCGAATCCACTTGCTAACTAGAAG-3
AP-2aB-Reverse-Primer: 5-GGAGGTGTAACTTTATGGTAGAGG-3'

2.1.3.2 Reverse Transkription der RNA

Bei der reversen Transkription der mRNA in cDNA mit degenerierten
verankerten Oligo(dT)-Primern, handelt es sich um eine Einstrang-Synthese.
Das bedeutet, dass man am Ende ein cDNA-RNA-Hybrid erhalt. Dies geschieht
durch die Umkehrung der Transkription, bei der die Sequenzabfolge der mMRNA
durch das Enzym Reverse Transkriptase (SUPERSCRIPT ™ RNase H-) in die
komplementare DNA umgeschrieben wird. Welcher Abschnitt der mRNA revers
transkribiert wird, hangt von dem verwendeten Forward-Primern ab, die sich
durch die verankerte Base am Oligo(dT)-Ende voneinander unterscheiden. Um
degenerierte Primer handelt es sich, da die Basen nach der Verankerungsbase
aus einem Gemisch der drei Basen A, G und C bestehen. Fur die cDNA-
Synthese wurden in einem 40 ul Ansatz zu 3000 ng RNA 5x Erst-Strang Puffer,
2,5mMDTT, 2 mM dNTP und 0,2 ung Hexamer-Primer gegeben und auf 39,5 pnl
mit DEPC-Wasser aufgefullt.

Es folgte 10 min Denaturierung der mRNA bei 70°C im Thermoblock.
Anschlie®end kam der Ansatz fir 3 min auf Eis. Die Erststrangsynthese beginnt
nach der Zugabe von 0,5 ul Reverse Transkriptase bei 42°C und ist nach einer
Stunde abgeschlossen.

Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte bei 70°C fur 15 min bis zur weiteren
Verwendung wurde die cDNA bei —20°C aufbewahrt.

2.1.3.3 Amplifizierung von AP-20A und AP-2aB

Eine Semiquantitative RT-PCR mit RNA verschiedener Zelllinien wurde
durchgefuhrt, um die verschiedenen Expressionsprofile von AP-20A und AP-

20.B sensitiver darzustellen.
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Alle PCR-Reaktionen wurden in einem Peltier Thermal Cycler 200 (MJ
Research Inc., Watertown, MA, USA) durchgefliihrt. Die Reaktionsansatze fur
die PCR-Verfahren hatten jeweils ein Volumen von 50 pl.

Da die Amplifikation von AP-2aA und AP-2aB unter Standardbedingungen nicht
gelang, kam Taq DNA Polymerase und Q-Solution (Qiagen) zum Einsatz. Dabei
nimmt Q-Solution Einfluss auf das Schmelzverhalten der DNA. Zu 5 pl 10x
Qiagen PCR Puffer, 10 ul 5x Q-Solution und 20 mM dNTP Mix wurden jeweils
die entsprechenden 3'-und 5'-Primer zur Amplifizierung von AP-20A und AP-
20B hinzugeflgt. Danach wurde 2,5 Units Tag-DNA Polymerase zum Ansatz
gegeben und das Volumen unter Berlcksichtigung der noch fehlenden cDNA
mit HPLC-Wasser auf 45 ul aufgefillt. Die Zugabe von 5 ul cDNA erfolgte nach
einem Hotstart bei 85°C.

Die Denaturierung der DNA wird bei 94°C fur 45 sec durchgefuhrt. Die Bindung
der Primer an die cDNA fand, nach mehrfacher Austestung, bei einer
Annealing-Temperatur von 58°C bei der Amplifikation von AP-2aA und von
62°C bei der Amplifikation von AP-20B statt. Diese Temperaturen wurden
jeweils fr 1 min 30 sec gehalten.

Die Elongation erfolgte bei 72°C flir 2 min. Die Schritte ab der Denaturierung
wurden in 40 Zyklen wiederholt, wobei jeweils nach dem 25., 30., 35. und 40.
Zyklus nach Abschluss der Elongations-Phase je 10 ul der Reaktion

entnommen wurden.

2.1.3.4 Semiquantitative PCR

Zum Vergleich wurde die cDNA einer GAPDH-PCR unterworfen. Die
Amplifikation von GAPDH sollte, da GAPDH ein sogenanntes Haushaltsgen
darstellt, stets moglich sein. Falls keine Amplifikation moglich ist, so muss von
Inhibitoren,  Verunreinigungen oder von zu geringen DNA-Mengen
ausgegangen werden. Die Amplifikation wurde mit Tag-Polymerase und den
spezifischen GAPDH-Primern durchgefuhrt. Dabei wurde die
Denaturierungstemperatur bei 96°C fur 1 min, die Annealing-Temperatur bei

54°C fur 1 min und die Elongations-Temperatur bei 72°C fur 20 sec festgesetzt.



2.1 Molekularbiologische Methoden 45

Wie auch schon bei den AP-20-PCRs wurde nach dem 20., 25., 30. und 35.
Zyklus je 10 pl enthommen.

Um Kontaminationen und falsch-negative Ergebnisse auszuschliel3en, wurden
bei jeder Versuchsreihe eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgemessen.
Far die Kontrollansatze galten die gleichen Bedingungen und Reagenzien wie
fur die PCR-Ansatze der Ubrigen Zelllinien. Die Negativkontrolle bestand bei
allen PCRs aus HPLC-Wasser. Die Positivkontrolle bestand aus cDNA von der
Zelllinie SBCL2, die wiederholt bei der Amplifikation von AP-2aA, AP-20B und
GAPDH positiv war.

2.1.3.5 Detektion der PCR-Produkte durch Agarosegel-
Elektrophorese

Bei der Agarosegel-Elektrophorese handelt es sich um ein Verfahren,
Nukleinsaure-Gemische auf Grund ihrer Gro3e zu trennen. Die durch ihre
Phosphatgruppen negative Gesamtladung von Nukleinsauren lassen sie bei
angelegter Spannung in einem elektrischen Feld zur Anode wandern, wobei die
Geschwindigkeit eines DNA-Fragments proportional zum Logarithmus seiner
Molmasse ist. Je hoher prozentig das Gel ist, desto besser werden kleine
Fragmente aufgetrennt. Daher wahlt man die Gelkonzentration entsprechend
der Lange der zu erwartenden Fragmente. Die Proben der GAPDH-PCR
wurden demnach auf 2%-igen Agarosegelen auf getrennt, die Proben der AP-
20-PCR auf 1%-igen Agarosegelen.

Die berechnete Agarose-Menge in Gramm wurde in 1x TBE-Puffer eingewogen
und unter Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach dem Abkuhlen des noch
flussigen Gels auf ca. 60°C wird das Gel in eine Gel-Kammer (Easy Cast, AGS)
gegossen und der Kamm fur die Aussparung von Gel-Taschen gesetzt. Nach
dem Erstarren konnte das Gel beladen werden. Um wahrend des Gellaufs die
Lauf-Geschwindigkeit abzuschatzen, wurden die Proben vor dem Laden des
Gels in 1x Ladepuffer verdinnt. Der verwendete Ladepuffer enthielt die
Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol. Dieses verhalt sich im Agarosegel

beim Gellauf wie ein Fragment einer Lange von 4 kb, Bromphenolblau wie ein
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Fragment einer Lange von 300 bp. Zur Abschatzung der Gréflke und Menge der
Nukleinsaure-Fragmente wurden Marker, die ebenfalls in 1x Ladepuffer
verdunnt wurden, mit auf das Gel aufgetragen. Bei den mit GAPDH- und AP-
2aB-Proben beladenen Gelen wurde ein 100 bp Leiter (GeneRuIerT"’I 100 bp
DNA Ladder, MBI Fermentas) verwendet. Bei den Gelen mit den Ap-20A-
Proben wurde ein 1 kb Leiter (1 kb DNA Ladder, GIBCO BRL®, Life
Technologies) benutzt.

Der Gel-Lauf findet je nach Agarose-Konzentration unter einer Spannung
zwischen 100-120 Volt statt, als Lauf-Puffer diente 1x TBE.

Der Nachweis der DNA erfolgte nach dem Gel-Lauf mit 0,5 pg/mi
Ethidiumbromid-L6sung in 1x TBE.

Nach einer 20-30 minutigen Entwicklungszeit, in der das Ethidiumbromid an die
DNA binden konnte, konnte man das Ergebnis unter UV-Licht mit einer
Wellenlange von 312 nm sichtbar machen. Mittels einer Videokamera konnte
das Ergebnis dokumentiert werden.

Die PCR-Produkte des Haushaltsgens GAPDH zeigten dabei eine Bande bei
247 bp. Das PCR-Produkt von AP-2aA hatte eine Grolle von 1333 bp,
wohingegen das PCR-Teilprodukt von AP-2a.B eine Grol3e von 223 bp ergab.

2.1.3.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um einzelne DNA-Fragmente aus einem Agarose-Gel zu isolieren, muss man
eine Gelelution durchfihren. Fur die Elution der AP-20A DNA aus dem
Agarosegel wurde der QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) benutzt.
Dazu musste zunachst die entsprechende Bande aus dem Agarosegel
ausgeschnitten werden. Dies geschah unter einer Handlampe bei 366 nm. Die
Transilluminator-Lampe ware mit 312 nm zu energiereich und kdnnte somit zur
Zerstorung der DNA flhren.

Das so ausgeschnittene Gelstluck wurde nach Gewichtsermittlung unter Zugabe
von 3 Volumen Puffer QG fur 10 min bei 50°C geldst.

Um die DNA an die Membran der QIAquick-Saule zu binden, wurde das

verflussigte Gelstick Uber die Saule gegeben und bei 13000 rpm in der
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Mikrozentrifuge fir 1 min zentrifugiert. Die Durchlauf-Fraktion wurde verworfen.
Durch Zugabe von 750 ul PE-Puffer wurde die gebundene DNA gewaschen und
erneut zentrifugiert.

Um die DNA von der Membran abzulésen, wurde sie mit 30 ul 10 mM Tris-HCL
pH 8,0 eluiert. Zur Mengen- und Qualitatsabschatzung der Gelelution wurde
ein geringer Teil der Eluate (5 ul) auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen
(siehe Kapitel 2.1.3.5).

2.1.4 Klonierung von AP-20A cDNA in Plasmide

Plasmidvektoren sind zirkulare doppelstrangige DNA-Molekule, die sich in
Bakterien vermehren koénnen. Sie weisen einen Polylinker auf, der Uber
mehrere Erkennungsstellen flir Restriktionsenzyme verfugt. Wird ein Vektor mit
einem dieser Restriktionsenzymen geschnitten, entstehen zwei freie
Vektorenden, mit denen ein zu klonierendes DNA-Fragment durch Ligation
verbunden werden kann. Bei diesem Vorgang kann nur ein einziges
doppelstangiges DNA-Fragment in den Vektor aufgenommen werden. Die so
erstellten Rekombinanten werden dann in Bakterienzellen vermehrt, so dass
jede Bakterienkolonie einen Klon reprasentiert, der eine bestimmte

Rekombinante aufweist.

2.1.4.1 Verwendete Vektoren und Klonierungsschema von AP-
20A cDNA

Genotypisierung der verwendeten Bakterienstamme:

INVaF F'end A1 recA1 hsdR17 (r, my’) SupE44 thi-1
gyrA96 relA1 $80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 A
TOP10F": F{lacl® Tn10(Tet?)mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

$80lacZAM15 AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG
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Vektoren:

Alol 189

Adel 222
Bsahl 225

Pdil 328

Pdml 264

Hin1l 2582\
Begl 2562

Scal Tatl 2524 . /SsmFl 457

Gsul 213
Ecodll 2113_—

Eam1105l 2041
~..Sapl 1030

AR, BspLU111, Xeel 1153

Abb. 7:  Vektor pBluescript Il SK+. Darstellung des zirkuldren Vektors mit
Schnittstellen

WH13/pUC s equencing primer (-20), 17-mer T7 pomoter WIKIFEEHmiUHSlZHl’

57 GTAALAC GACGGC CAG TGA ATT GTAATACGACTC ACT ATA GGG CGA ATT
37 CATT TTGCTGCCGGTC ACT TAACAT TAT GCT GAGTGATAT CCC GCT TAA
LacZ «—Val Val Ala Lew Ser Asn Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Asn

vl
Ecoli0al Himell o Feos2l [sal ol
@B3Acoes! T il Ot 1261 750
ol gyl ol il Bunsl  ppgn  Feosl _ ERL pg Gl gy Bl ol Wil BN Sucl

66 TAC C6G GCC CCC CCTCGA GGT CGACGG TAT CGATAA GCT TGA TAT CGAATT CCT GCAGCC CGG GGG ATC CAC TAG TTC TAG AGC GGC CBC CAC CGC GGTGGAGCT Cea
CCCATG GCC C66 GEG GGRBCT CCA 50T GCC ATA GCTATT CGAACT ATA GCT TAR GGA CGT UGG GCC CCC TAG GT6 ATC ARG ATC TCG CCG GCG BTG GCG CCACCT CGAGET
Pro Val Pro Gly Gly Arg Ser Thr Ser Pro Mle Ser Leu Ser Ser lle Ser Asn Arg Cys Gly Pro Pro Asp Val Leu Glu Leu Ala Ala Ala Val Ala Thr Ser Ser T

GCT TTT GTT CCCTTT AGT GAG GGT TAA TTC CGA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
CGA AAR CALGGG ARATCACTC CCAATT ARG GCT CGAACC GCATTAGTA CCAGTATCG ACAAAGGAC 57

 e—— ——————
T3 laEeplonstar T3 pomoter W13 /UC reverse sequenzing primer (26}, 17- mer
Ser lys Asn Gly lys Thr Leu Thr Leu Glu Ser Ser Pro Thr lle Met Thr Met

Abb. 8: Vektor pBluescript Il SK+. Darstellung der Sequenz des Polylinkers
mit Schnittstellen
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T7 promoteripriming site "\‘ "“""I’E'l F‘ni!el‘ H.inlu:llll
638 |TARTACSACT CACTATLASCO AGACCCALRSC TAGCTASOAT TTARACTTLA
LTTAETGCTGA GTEATATCCC| TCTGGETTCG ACCEATCOGCA AATTTGAATT

E-:‘n'.‘iﬂ | F‘Slfl .':_-:‘iliﬂ W leﬂil .“Jt‘i'fl
688 CCTTGSAGTT) PCR Product PAACCCS RATTOTECLRS ATATCCACCL CACTEEOZCC
CGALCCTCAES TTCGEC TTAARGRCITC TATACGTCGT GTCACCGCOG
Xhol  Xbal Apal  Pmel® BGH reverse priming site

T34 CGCTCEAGTC TAGAGGGECCC GTTTAAARCCC GCTGATCAQC CTCSACTGTE CCTTCTA
GOSAGCTCAS ATCTCCCEGE CARATTTEEE CGACTAGTOGC CGRGCTEACAC GGAAGAT

N /

Abb. 9: TA-Vektor pCR®3.1-Uni von Invitrogen. Darstellung des zirkularen
Vektors und der Sequenz des Polylinkers mit Schnittstellen

2.1.4.2 Klonierung von AP-20A in pBluescript Il SK Vektor

Die cDNA von AP-20A wurde zuerst mit Hilfe eines selbst hergestellten T/A-
Vektors und dem TA-Cloning Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande) kloniert. Dieser
Vektor wurde nach dem Protokoll von Hadjeb und Berkowitz (1996) wie folgt
hergestellt:

1.) Damit der Vektor nicht mit sich selbst ligiert werden konnte, wurde er mit
einem Tymidin-Uberhang versehen. Dafiir mussten die Vektoren
zunachst linerarisiert werden: 10 ug Vektor pBluescript ® 1 sK
(Statagene, Heidelberg) wurde fur zwei Stunden bei 37°C mit 20 Units
Eco32l (EcoRV) in Puffer R (MBI, Fermentas, St.Leon-Rot) inkubiert.
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2.) AnschlieBend wurden die Vektoren mit einem T-Uberhang versehen. In
einem 100 pl-Ansatz wurde der linearisierte Vektor mit 2 mM dTTP und 5
Units Taq Polymerase (Pharmacia) in 10 mM Tria.HCI (pH 9,0), 1,5 mM
MgCl; und 50 mm KCI fur 2 Stunden bei 72°C inkubiert.

3.) Daraufhin  folgte eine  Phenol-Chloroform-Extraktion mit einer
anschliellenden Ethanol-Fallung mit 3 M NaAcetat. Die Vektor-DNA
wurde in 44 ul H,O resuspendiert.

4.) Um nun Vektoren ohne Uberhang ausselektieren zu kénnen, wurde die
Vektor-DNA einer Eigenligation unterworfen. Vektoren ohne Uberhang
wurden dabei mit sich selbst ligieren. Dazu wurde die Vektor-DNA in
einem 50 pl-Ansatz zusammen mit 4 Units T4 DNA Ligase ( Invitrogen,
Leek, Niederlande) in 6 mM Tris-HCI (pH 7,5), 6 mM MgCl,, 5 mM NacCl,
100 pyg/ml BSA, 7 mM B-Mercaptoethanol, 100 yM ATP, 2 mM DTT und
1 mM Spermidin Uber Nacht bei 14°C inkubiert.

5.) AnschlieBend wurde das Produkt zur Abschatzung auf ein 1%-iges
Agarosegel aufgetragen. Linearisierte Vektoren mit Uberhang (ca. 3 kb)
konnten von den zirkularisierten Vektoren (diese laufen im Gel sehr
langsam) und dem restlichen unverdauten Vektor (supercoiled lauft sehr

schnell im Gel bei ca. 2 kb) Uber eine Gelelution separiert werden.

Um die cDNA von AP-2aA mit mdglichst hoher Effizienz in die linearisierten
Vektoren zu klonieren, mussten an die 3'-Enden der cDNA ein Adenin-
Uberhang angehangt werden. Dazu wurde die cDNA mit Tag-Polymerase, PCR
Puffer und 2 mM dATP in einem 100 pl-Ansatz fur 2 Stunden bei 72°C inkubiert.
Nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion und einer Ethanolfallung mit 3 M
NaAcetat wurde das PCR-Produkt in 10 pl H>O resuspendiert und auf ein 1%-
iges Agarosegel zur Abschatzung der Menge aufgetragen.

Zur Ligation der cDNA von AP-2aA mit dem Vektor wurde 6 yl PCR-Produktes
(aus SBCL2 amplifiziert) zusammen mit 0,6 pl eluiertem Vektor und 4 Units T4
DNA Ligase (Invitrogen, Leek, Niederlande) flr 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Zur Uberpriifung der Ligation wurden sowohl die Ligations-Ansétze als auch

reine Vektor-DNA transformiert.
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Die Hitzeschock-Transformation in kompetente INVaF" E.Coli Zellen wurde wie
folgt durchgeflhrt:

1.) Mehrere Aliquots hitzeschockkompetenter Zellen wurden vorsichtig auf
Eis aufgetaut und nach Zugabe von 2 ul 0,5 M B-Mercaptoethanol fur
kurze Zeit auf Eis inkubiert.

2.) Danach wurde die DNA hinzugefigt (2 upl Vektor allein und 2 pl
Vektor+Insert) und fur weitere 30 min auf Eis inkubiert.

3.) Anschlie3end wurden die Zellen einem Hitzeschock fur genau 30 sec bei
42°C im Thermoblock ausgesetzt und fur 2 min in Eis wieder abgekuhlt.

4.) Es folgte eine Inkubationsphase nach Zugabe von je 250 pl SOC-
Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 2
mM Glucose, 10 mM MgCl,) fur 1 Stunde im Schuttelinkubator bei 225
rom und bei 37°C. In dieser Zeit erhielten die Bakterien die Mdglichkeit,
die Ampicillin-Resistenz zu entwickeln, die ihnen durch Transfektion mit
pBluescript Il SK verliehen wurde.

5.) Die Ansatze wurden auf Agarplatten mit LB-Medium (1% NaCl, 1%
Tryptone {Applichem}, 0,5% Hefe-Extrakt {Applichem}, 1,5% Agar und 50
Mg/ ml Ampicillin) in je 50 pl und 200 ul ausplattiert und bei 37°C Uber
Nacht inkubiert.

Da die Klonierung in pBluescript® Il SK Vektor (Stratagene, Heidelberg) nicht
erfolgreich war, wurde die Klonierung in pCR® 3.1 Vektor (Invitrogen,

Niederlande) versucht.

2.1.4.3 Klonierung von AP-20A in pCR® 3.1-Uni Vektor

Bei der Ligation in den Vektor pCR 3.1- Uni mit dem eukaryontischen TA
Cloning Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande) nutzte man aus, dass die Tag-
Polymerase wahrend der PCR meist ein einzelnes Desoxyadenosin an das 3'-
Ende der PCR-Produkte anhangt. Der linearisierte Vektor des Kits weist einen
einzelnen Desoxythymidin-Rest am 3’-Ende auf. Um die direkte Ligation des

PCR-Produktes zu erreichen, musste der Forward PCR Primer vor der
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Amplifikation phosphoryliert werden. Der phosphorylierte Forward Primer und
der unphosphorylierte Reverse Primer ergaben bei der Amplifikation ein PCR-
Produkt, das nur am Forward 5 -Ende phosphoryliert war. Eine Ligation war nur

dann maoglich, wenn das Insert in der korrekten Orientierung vorliegt.

Chemically or Enzymatically Added

@y
_Forward Primer |- OH —»

5!
3 L]

3l
5!

<€— OH—{ Reverse Primer:.

Abb. 10: Schema der PCR mit phosphoryliertem Forward Primer

Direction of Chemically or Enzymatically Added
Transcription

., POy
!

Left Arm OH

Vector Right Arm

Vector
Abb. 11: Ligations-Reaktion mit dem selektiv phosphorylierten PCR Produkt

Zur Phosphorylierung des Forward PCR Primers wurde in einem 10 ul-Ansatz
100 pmol/pl AP-2aA-3"-Primer mit 10x Kinase-Puffer (500 mM Tris-HCI, pH7,5;
100 mM MgCl;; 50 mM DTT; 1 mM Spermidin), 10 mM ATP und TA
Polynucleotid Kinase (10 Units/pl) bei 37°C fir 40 min inkubiert.

Die Kinase wurde danach bei 94°C fur 5 min inaktiviert. Der so hergestellte

Primer wurde anschliel3end sofort in die PCR mit Q-Solution eingesetzt.
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Nach 35 Zyklen pausierte man die PCR bei 72°C, um 0,5 uyl Tag-Polymerase
(Amersham) hinzuzuftigen.

Durch eine anschlieBende 10 mindtige Inkubation bei 72°C wurde
sichergestellt, dass die gesamte DNA mit einem 3'-A-Uberhang versehen war.
Aus dieser Reaktion wurde ebenfalls ein geringer Teil enthommen, um die
Effizienz abzuschatzen.

In die Ligation wurden ca. 15 ng des PCR-Produktes eingesetzt und uber Nacht
bei 15°C inkubiert.

Fir die Hitzeschock-Transformation wurden One Shot® TOP10F Zellen
eingesetzt. Die Transformation verlief wie unter Kapitel 2.1.4.2. beschrieben.

Auf Agarplatten mit Ampicillin wurde je 20 pl, 50 pl und 200 pl ausplattiert.

21.5 Gewinnung von Plasmid-DNA

In dieser Arbeit kamen zur Gewinnung von Plasmid-DNA die Midipraparation
zur Isolierung grolRerer Mengen DNA und die Minipraparation zur Isolierung
kleinerer Mengen DNA zum Einsatz. Da nur die Klonierung von AP-20A in den
pCR 3.1 Vektor zum Erfolg gefuhrt hat, wurden Mini- und Midipraparationen nur
mit Klonen dieses Versuches durchgefuhrt. Beide Methoden beruhen auf dem

Prinzip der alkalischen Lyse von Birnboim und Doly (1979).

2.1.5.1 Minipraparation

FUr die Analyse gepickter Klone auf Inserts dienen Minipraparationen als
Ausgangsmaterial. Zu diesem Zweck ist die Praparation kleinerer Mengen
Plasmid-DNA ausreichend. Mit je einer gepickten Kolonie der transformierten
Zellen wurden 1 ml LB-Ampicillin-Medium beimpft und Uber Nacht im
Schuttelinkubator bebritet. Um das Medium am nachsten Tag abnehmen zu
kénnen, wurden die Eppendorf-Tubes 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert, das
Pellet wurde anschlie3end in 150 pl Lyse-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris-
HCI pH 8, 10 mM EDTA) resuspendiert.
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Durch Zugabe von 300 pl einer 0,2 M NaOH-1%SDS-Lésung wurde die
Bakterien-Suspension wahrend einer Inkubationszeit von 5 min auf Eis lysiert.

Die Neutralisation erfolgte durch 225 pul einer 3 M K-Acetat in 5% Essigsaure-
Ldsung fur 15 min auf Eis. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm fur 3 min wurde
der Uberstand mit 400 pl Isopropanol geféllt. Das Pellet erhielt man nach einer
Inkubation flr 5 min bei Raumtemperatur durch erneute Zentrifugation flr 3 min
bei 13000 rpm und wurde nach dem Trocknen in 40 pl TE-Puffer pH 8 mit 0,2%

RNase aufgenommen.

2.1.5.2 Midipraparation

Mit einer gepickten Kolonie der transformierten Zellen wurden 200 ml LB-
Ampicillin-Medium beimpft und Uber Nacht bebritet. Die Midipraparation
erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse, bei dem die Bakterienzelle
durch Zugabe von NaOH/ SDS aufgeschlossen wurde. Die 200 ml der Uber-
Nacht-Kultur wurden auf vier 50 ml Falkon-Rohrchen verteilt und fur 5 min bei
6000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die
Pellets in je 1 ml Lyse-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM
EDTA) resuspendiert und in ein gemeinsames Gefal tUberfihrt. Nach Zugabe
von 10 ml einer 0,2 M NaOH-1% SDS-Lésung und vorsichtigem Mischen
wurden die Bakterien wahrend einer 5 minutigen Inkubation auf Eis lysiert.

Zur Neutralisation wurden 7,5 ml einer 3 M K-Acetat in Essigsaure-Losung
zugegeben und fur 15 min auf Eis inkubiert. Dieser Schritt diente der
Denaturierung der Proteine. Nach der Zentrifugation fir 5 min bei 6000 rpm
wurden die Uberstdnde durch ein Gaze-Netz filtriert, um nicht-pelletierte
Proteine und Zell-Bestandteile zurick zu halten. Anschliellend wurde mit 0,6
Vol. Isopropanol prazipitiert. Durch das Zentrifugieren bei 4°C und 6000 rpm
entstanden Pellets, die sich aus genomischer und Plasmid-DNA
zusammensetzten. Die getrockneten Pellets wurden danach in je 2 ml TE-
Puffer resuspendiert. Es folgte eine Fallung mit 2 ml 4 M LiCl-Lésung, um
genomische DNA und hochmolekulare RNA von der Plasmid-DNA

abzutrennen.
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Nach einer funfminlitigen Inkubation auf Eis und einer anschlieRenden
Zentrifugation mit 6000 rpm bei 4°C, lagen die verschiedenen Bestandteile
getrennt vor. Diese sind genomische DNA und RNA als Pellet und die Plasmid-
DNA im Uberstand. Die Uberstande wurden nun bei -20°C fiir mindestens 15
min in 10 ml 100%-igem Ethanol gefallt. Nach der Pelletierung wurde einmal mit
5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert.

Nach dem Lufttrocknen der Pellets wurden sie in je 500 pl TE-Puffer
aufgenommen. Durch die Verunreinigungen der Plasmid-Praparationen mit
nieder-molekularer RNA war ein RNase-Verdau ndétig. Hierfur wurden je 5 pl
RNase (10 Units/pl, Boehringer Mannheim) mit den Ansatzen fiur 30 min bei
37°C inkubiert.

Durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat war es nach der Phenol-
Chloroform-Extraktion maoglich, die Plasmid-DNA mit 0,6 Vol. Isopropanol zu
fallen. Die Inkubationszeit nach Zugabe von lIsopropanol betrug 5 min bei
Raumtemperatur, anschlieBend wurde 3 min bei 13000 rpm in einer
Mikrozentrifuge zentrifugiert.

Zuletzt wurden die Pellets einmal in 70%-igem Ethanol gewaschen, repelletiert
und nach dem Trocknen bei 37°C in je 300 ul TE-Puffer gelést. Die
Bestimmung der Konzentrationen von der Plasmid-DNA erfolgte photometrisch,

wie es unter Kapitel 2.1.1.3. beschrieben wurde.

2.1.5.3 Analytischer Restriktionsverdau

Um die Plasmid-DNA zu schneiden, wurden Restriktionsenzyme verwendet. Im
Gegensatz zu  anderen DNasen  schneiden Restriktionsenzyme
sequenzspezifisch. Die hier verwendeten Restriktionsenzyme zeichnen sich
dadurch aus, dass ihre Erkennungsstelle auf der DNA identisch mit der
Schnittstelle ist. Restriktionsenzyme spalten ausschliellich doppelstrangige
DNA, je nach Enzym entstehen dabei entweder glatte Enden (z.B. Eco32l) oder
uberhangende Enden (z.B. EcoRI). Die Aktivitat der Restriktionsenzyme wird in
Units angegeben, wobei 1 Unit Enzym unter optimalen Reaktionsbedingungen

1 ug DNA in 1 Stunde schneiden kann.
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Um zu Uberprifen, ob die Plasmid-DNA das korrekte Insert enthalt, wurden
mehrere Restriktionsverdaue zur Analyse durchgefihrt. Zum analytischen
Verdau sind geringe Mengen an DNA ausreichend. Da nur die Klonierung in
den pCR 3.1% Vektor ausreichend gelang und man bei diesem Verfahren, wie
unter Kapitel 2.1.4.3. beschrieben wird, das gesamte, nicht mehr aufgereinigte
PCR-Produkt eingesetzt hatte, war mit einer grolRen Menge an nicht
vollstandigen Inserts oder Primerresten zu rechnen.

Alle verwendeten Restriktionsenzyme und Puffer stammten von MBI
Frementas, ST.Leon-Rot. Zunachst wurden fur einen analytischen Verdau zur
Uberprifung der Plasmidpraparationen des Vektors pCR 3.1 Uber die
Minipraparation die Enzyme Hindlll und Eco32l (EcoRV) verwendet. Diese
beiden Enzyme weisen beide je eine Schnittstelle im Vektor pCR 3.1 auf,
schneiden jedoch nicht im Insert. Durch den Verdau mit diesen beiden
Enzymen wurde der Vektor, der nach der Plasmidpraparation zirkularisiert
vorlag, linearisiert und das Insert herausgeschnitten. Die einzelnen Verdaue der
verschiedenen Minipraparationen wurden zur Uberprifung der GroRen im
Agarosegel aufgetragen.

In einem 20 pl-Ansatz wurden 5 pl Plasmid-DNA mit 10 Units Eco32l und 10
Units Hindlll unter Zugabe von 2 pl Puffer R* (10 mM Tris-HCI pH 8,5; 10 mM
MgCl,; 100 mM KCI; 0,1 mg/ml BSA) verdaut. Die Inkubation erfolgte Uber 2
Stunden bei 37°C im Thermoblock, die Auswertung in einem 1%-igem
Agarosegel. Dabei wurde der gesamte Reaktionsansatz in das Gel geladen.
Minipraparationen, die nach dem ersten Verdau die richtigen GroRen zeigten,
wurden mittels anschlieBenden Verdau-Reaktionen unter Verwendung weiterer

Enzyme auf das erwinschte Insert untersucht.

21.6 Sequenzierung

Klone die sich beim Screening als differentiell bestatigt haben, wurden mit Hilfe
des BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits (Perkin Elmer, Foster City, CA,
USA) sequenziert. In die Sequenzreaktion in einem 20 pl-Ansatz

(Strangabbruchverfahren nach Sanger et al.,1977) wurden je 90 ng DNA, 3,2
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pM AP-2aA-Forward-, AP-2aA-Reverse-, T7 Forward- und BGH Reverse-
Primer und 4 pl des ABI PRISM™ BigDye™ Terminator Cycle Sequenzing
Ready Reaction Mix eingesetzt (beinhaltet das Enzym AmpliTag® und
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide). Es wurden 25 Zyklen durchgefihrt
mit 96°C fur 30 sec, 50°C fur 15 sec und 60°C fur 4 min, wobei die Aufheiz- und
AbkUhlphasen auf 0,9°C pro Sekunde eingestellt wurden.

Anschlieend wurde die DNA Uber Centri-Sep-Columns (Princeton Separations,
USA\) gereinigt und in einer Speed Vac®Plus (SC 110A Savent) getrocknet.

Der letzte Schritt, die Sequenzierung der DNA in einem ABI 373 DNA
Sequencer (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA), wurde freundlicherweise von
der Abteilung medizinische Virologie durchgefuhrt. Die sich daraus ergebenden
Sequenzen wurden mit der bekannten Sequenz von AP-20A in der Genbank

verglichen.

2.2 Proteinanalytische Methoden

2.21 Western-Blot Analyse

Far den Transfer von Proteinen auf eine PVDF-Membran kam fur diese Arbeit
die Technik des Western-Blots zur Anwendung. Als Positiv-Kontrolle dienten in
allen Western-Blots nukleare Extrakte von HELA-Zellen (Santa Cruz, CA, USA).

2.2.1.1 Herstellung von Zellysaten

Zellysate aller vorhandenen Zelllinien wurden nach Inkubation der Zellen fir 30
min in 1,2 ml Lysepuffer mit Proteaseinhibitoren (PBS mit 0,5% Triton X-100, 5
mM EDTA, 0,1 mM PMSF, 10 pM Pepstatin A, 10 uM Leupeptin, 25 pg/mi
Aprotinin) hergestellt.

Die Zellysate wurden von den Kernen durch Zentrifugation bei 12000 rpm in
einer Eppendorfzentrifuge fur 20 min bei 4°C abgetrennt.

Die Konzentration der so gewonnenen Proteine wurde mit Hilfe des Bio-Rad
Protein Assays (Precision Protein Standards, Bio-Rad, Muinchen) im

Spektrometer (Genesis 5, Spectronic) bestimmt.
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Proteine weisen dabei ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 595
nm auf. Um abzuschatzen zu kénnen, wie hoch der Proteingehalt in den
einzelnen Lysaten war, mussten immer Standardwerte gemessen werden, die
eine Eichgerade ergaben. In den Western-Blot wurden jeweils 30 pg Protein

eingesetzt. Bis zur weitern Verwendung wurden die Lysate bei —20°C gelagert.

2.21.2 Herstellung von nuklearen Extrakten

Die Zellen wurden zunachst mit 300l eines 0,5%-igem Nonidet p-40 Puffer (10
mM HEPES pH 7,9; 15 mM KCI; 2 mM MgCl,; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT;
1ug/ml Pepstatin A; 1ug/ml Aprotinin; 1ug/ml Leupeptin; 1 mM PMSF) fur 15
min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 10000 rpm fur 5 min bei 4°C
wurden die Pellets wieder mit 300 ul resuspendiert (20 mM EPES pH 7,9; 0,4
mM NaCL; 10 mM KCI; 2 mM MgCly; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 1ug/ml Pepstatin
A; 1ug/ml Aprotinin; 1ug/ml Leupeptin; 1 mM PMSF).

2.2.1.3 Western-Blot Analyse mit AP-2aA spezifischen
Antikorpern

Sowohl Zellysate, als auch nukleare Extrakte wurden auf 10%-ige SDS-
Polyacrylamidgele aufgetragen, wie von Laemmli beschrieben (Laemmli et al.,
1970). Die Proteine trennten sich in diesem Polyacrylamidgel nach ihrer Grol3e
auf. Nach der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurden die Proteine auf
PVDF-Membranen (PVDF Western Blotting Membran, Boehringer, Mannheim)
uber 3 Stunden mit Hilfe eines Tris-Glycin-Puffers transferriert, der 20%
Methanol und 0,04% SDS enthielt (Trans Blot Cell Apparat, Bio-Rad, Minchen).
AnschlieRend wurden die Blots in einer 10% Milchpulver-0,1% Tween 20-PBS-
Lésung fur mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur blockiert.

Zur Austestung kamen zwei verschiedene AP-2aA spezifischen Antikorper, C-
18 polyklonaler Kaninchen Antikdrper und C-17 polyklonaler Ziege Antikorper
(beide Santa Cruz, CA, USA). Da sich der C-18 Antikorper, der gegen das

Peptid, das in Verbindung mit den Aminosauren 420-437 am Carboxy-Terminus
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steht, gerichtet ist, als effektiver erwies, wird im folgendem nur dieser weiter
beschrieben.

Uber Nacht erfolgte dann die Inkubation bei 4°C mit dem Anti-AP-20A
Antikorper (Polyklonaler Kaninchen Antikorper, C-18, Santa Cruz, CA, USA). Es
wurden Konzentrationen von 1:200 bis 1:500 ausgetestet.

Am nachsten Tag wurden die Blots nach dreimaligem Waschen in PBS mit dem
biotinilierten Sekundarantikorper, einem Ziege-Anti-Kaninchen  Antikorper
(DAKO, Hamburg), fur 1 Stunde und 30 min inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt folgte die Inkubation mit Streptavidin-
Alkalische-Phosphatase in einer Verdiinnung von 1:1000 ebenfalls fir 1 Stunde
30 min. Fir die Detektion wurde CDP-Star™ als ein chemilumineszentes
Substrat benutzt, wie es vom Hersteller empfohlen wird (Roche, Mannheim).
Durch Schwarzung eines aufgelegten Rontgenfiims (Kodak X-OMAT AR, XAR-

5) fur einige Sekunden bis Minuten, wurden die Signale sichtbar gemacht.

YV VNN NZaN

Wanne mit Transferpuffer
Plastikgitter

Plastikfilter

Plastikfilter
Whatman-Papier in
Transferpuffer getrankt

Whatman-Papier in

Transferpuffer getrankt

/

T [~ Polyacrylgei

Nylonmembra
n

Abb. 12: Aufbau des Western-Blots zum Transfer von Proteinen aus einem

Polyacrylamidgel auf einen Nylonmembran

2.2.1.4 Western-Blot Analyse mit AP-20A und AP-20B
spezifischen Antikorpern

Fir die Austestung eines weiteren Antikdrpers, der sowohl AP-20A als auch
AP-2aB erkennen sollte, wurden nur nukleare Extrakte eingesetzt. Dieser
Antikorper sollte auf Grund seiner Bindungsstelle an ein rekombinantes Protein

binden, dass in Verbindung mit den Aminosauren 130-209 innerhalb der
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internen Region von beiden Formen von AP-2a steht. Das Vorgehen war fast
identisch, mit dem wie unter Kapitel 2.2.1.3 beschrieben wird, aber mit
folgenden Unterschieden. Die Blockierung der Blots erfolgte in 10%
Milchpulver-0,1% Tween 20-PBS-L6sung fur 2 Stunden 30 min.

Die Blots wurden danach mit dem Erstantikorper (Polyklonaler Kaninchen
Antikérper, H-79, Santa Cruz, CA, USA) in einer Verdlinnung von 1:200 Uber
Nacht inkubiert. Der Sekundarantikorper war ebenfalls ein Ziege-Anti-
Kaninchen Antikorper (DAKO, Hamburg). Das weitere Vorgehen entsprach der

unter Kapitel 2.2.1.3.beschriebenen Vorgehensweise.

2.2.1.5 Western-Blot mit B-Actin Antikorpern

Zum Vergleich wurden die gesamten Zellysate und nuklearen Extrakte mit
einem weiteren Antikdrper gegen B-Actin behandelt. Jedes Lysat und nukleares
Extrakt sollte sich mit B-Actin anfarben lassen, da B-Actin ahnlich wie GAPDH
ein Haushaltsgen darstellt. Als B-Actin-Antikorper wurden zwei verschiedene
Antikorper ausgetestet, ein [-19 polyklonaler Ziege Antikdrper und ein C-2
monoklonaler Maus Antikorper (beide Santa Cruz, USA). Da sich der
monoklonale Maus Antikorper als der Effizientere erwies, wird nachfolgend nur
dieser Antikorper weiter betrachtet. Der monoklonale Antikorper hatte zusatzlich
den Vorteil, dass er parallel zu den AP-2a Antikorpern eingesetzt werden
konnte, d.h. man musste die Blots nicht erst abwaschen, sondern man konnte
gleichzeitig mit AP-2a und B-Actin Antikérpern hybridisieren. Das hatte den
Vorteil, dass kaum Protein abgewaschen wurde und die Expressionen besser
vergleichbar waren.

Zusatzlich zu dem Verfahren, wie unter Kapitel 2.2.1.3. beschrieben, wurde zur
uber Nachtinkubation der monoklonale C-2 [(-Actin Antikérper in einer
Verdinnung von 1.100 dazugegeben. Der entsprechende Sekundarantikorper

war ein Ziege Anti-Maus-Antikorper (DAKO, Hamburg).
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2.2.1.6 Semiquantitative Auswertung des Western-Blots

Die Auswertung der Western-Blots erfolgte durch den Vergleich der
Expressionen von AP-2a und B-Actin. Dazu wurden die Fotographien der Blots
digitalisiert und mit Hilfe des Computerprogramms Molecular Analyst ® /PC UV
Gel Documentation (BIO-RAD, CA, USA) ausgewertet.

2.3 Histologische Methoden

2.3.1  Immunhistologie

Mit Hilfe der Immunhistologie ist es moglich die Lokalisation eines
Genproduktes innerhalb des Gewebes, den Zelltyp und die Lokalisation
innerhalb der Zelle zu bestimmen.

Bei dem Nachweis von AP-2aA in verschiedenen Geweben war vor allem die
Lokalisation innerhalb der Zellen und die Expressionsunterschiede zwischen

einzelnen Geweben interessant.

2.3.1.1 Verwendete Schnitte und Schneidetechnik

Fir alle immunhistologischen Farbungen wurden 5 pm vertikale in Formalin
fixierte Paraffinschnitte verwendet. Die Gewebeproben wurden zunachst in
Hamatoxylin und Eosin gefarbt und histologisch typisiert. Bei den Schnitten
handelte es sich jeweils um funf melanozytare Navi, superfiziell spreitende
Melanome, nodulare maligne Melanome und Metastasen verschiedener Art. Da
die Schnitte verschiedenen Vorbehandlungen unterzogen werden mussten, war
es notig, Polylysin- und Silan-beschichtete Objekttrager zu verwenden. Zu
Beginn der immunhistologischen Farbungen wurden alle Schnitte in Xylol und
Ethanol dehydriert.
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2.3.1.2 Immunhistologische Farbung von Paraffinschnitten

Nach dem Entparaffinisierungsvorgang wurden die Schnitte kurz in PBS
gewaschen, bevor sie fur 3 min in einem Dampfkochtopf mit 10 mM Citrat-
Puffer (pH 6.0) gekocht wurden.

Nach dem Abkuhlen und nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Schnitte fur 5 min mit einer 5%-igen Wasserstoffperoxyd-Ldsung inkubiert, um
die endogene Peroxidase zu blockieren.

AnschlieRend wurde zwei Mal fur 3 min mit destilliertem Wasser und zwei Mal
fur 5 min mit PBS gewaschen. Um nichtspezifische Bindungen zu vermeiden,
wurde fur 30 min mit einem 1,5%-igen normalem Ziegen-Serum blockiert.

Dann wurden die Schnitte fur eine weitere Stunde mit dem Erstantikdrper C-18
(Santa Cruz, CA, USA) mit einer Verdinnung von 1:2500 inkubiert.

Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS, folgte eine Inkubation flr 30 min
mit einer 1:300 Verdinnung eines biotinilierten Anti-Kaninchen Antikorpers
(DAKO, Hamburg).

Anschlieend wurden die Schnitte mit dem Vectastain ABC-AP System (Vektor,
Burlingame, USA) behandelt, mit Neufuchsin entwickelt und mit Heamatoxylin
gegengefarbt.

Als Negativkontrolle wurden alle Schnitte nur mit dem Zweitantikérper inkubiert

und anschlieRend wie oben beschrieben detektiert.

2.3.1.3 Austestung der immunhistologischen Farbungen

Neben der Austestung verschiedener Antikorper und Konzentrationen wurden
mehrere Vorbehandlungen gepruft. Zuerst wurden verschiedene Antikorper
getestet, C-18 und C-17 (beide Santa Cruz, CA, USA), die beide gegen ein
Peptid des Carboxy-Terminus von AP-2a gerichtet sind. Fir die Inkubation mit
dem Erstantikbrper wurden die Konzentrationen des C-18 Antikérpers von
1:1000 bis 1:4000 und des C-17 Antikorpers 1:500 bis 1:3500 variiert. Da man
davon ausging, dass sich AP-2a0A meist im Nukleus befand, mussten zusatzlich

Verfahren getestet werden, die eine Kernfarbung erlaubten. Dazu wurde die
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Vorbehandlung mit Proteinase K, Kochen mit Citratpuffer oder

Demaskierlosung im Dampfkochtopf und in der Mikrowelle getestet.

2.3.2 Konfokale Laserscanningmikroskopie

FUr die Immunfluoreszenz wurden die Paraffin-Schnitte in Xylol und Ethanol
dehydriert und zunachst mit einem polyklonalen Anti-AP-2aA-Antikorper (C18,
Santa Cruz, CA, USA) in einer Verdinnung von 1:2500 inkubiert.

Anschlieend wurden sie fur 1 Stunde mit einer 1:500 Verdlinnung eines Esel
Anti-Kaninchen Antikérpers gefarbt, der an den Farbstoff Cy5 (Dianova,
Hamburg) gekoppelt ist. Um eine bessere morphologische Auflosung der
Tumor- und nicht-Tumor-Zellen zu erhalten, wurden die Tumorzellen mit einem
gegen Melan A gerichteten Antikorper (Dianova, Hamburg) gefarbt, der
wiederum mit einem Esel Anti-Maus Antikorper, gekoppelt an den Farbstoff Cy3
(Dianova, Hamburg), detektiert wurde. Die Kerne wurden mit dem Kernfarbstoff
YOPRO (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) gefarbt.

Die Schnitte wurden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanningmikroskops
(Leica TCS SP, Leica Microsystems, Bensheim) mit einer 250-fachen

OriginalvergroRerung analysiert.

24 Programme zur Auswertung

Zur Auswertung der Semiquantitativen PCR und der verschiedenen Western-
Blots wurde ein Programm von BIO-RAD, Molecular Analyst® /PC UV Gel

Documentation (Version 1.5) verwendet.
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3 Ergebnisse
3.1 Expressionsanalyse von AP-2a auf RNA-Ebene

3.1.1  Amplifikation und Klonierung von AP-2aA

Mit einer Polymerase-Ketten-Reaktion kann man die DNA-Sequenz von AP-
20A aus verschiedenen Zelllinien schnell vervielfaltigen. Zwei Oligonukleotid-
Primern, die bei Bindung an die komplementaren Sequenzen der DNA die
gesuchte DNA-Region einrahmen, konnen mit Hilfe der DNA-Polymerase und
den vier Desoxynuleotidtriphosphaten dATP, dCTP, dGTP und dTTP die
Synthese neuer DNA-Strange starten. Dabei sind die neuen DNA-Strange
komplementar zu den einzelnen DNA-Strangen der gesuchten Sequenz von
AP-20A. Um AP-20A zu amplifizieren, wurden die in Kapitel 2.1.3.1
beschriebenen Primer verwendet. Um die direkte Ligation des PCR-Produktes
in der korrekten Orientierung in den Vektor pCR 3.1 zu erreichen, musste der
Forward PCR Primer vor der Amplifikation phosphoryliert werden.

Dazu wurde der AP-20A-5-Primer zunachst mit 10 mM ATP und T4
Polynucleotid Kinase inkubiert und anschlief3end in die PCR mit SBCL2 c-DNA
eingesetzt.

Nach 35 Zyklen wurde die PCR bei 72°C gestoppt und TAQ-Polymerase
(Amersham) fiir das Anfligen von Adenosin-Uberhangen fiir 10 min dazugefiigt.
Auch hier wurde ein kleiner Teil des PCR-Produktes mit dem phosphoryliertem
5°-Ende zur Abschatzung der Effizienz auf ein 1%-iges Gel aufgetragen. Dabei
zeigte sich eine klare Bande bei 1400 bp.

Der phosphorylierte Forward Primer und der unphosphorylierte Reverse Primer
ergab bei der Amplifikation ein PCR-Produkt, das nur am Forward 5-Ende
phosphoryliert war. Dies war notwendig, damit bei der Ligation das Insert in der

korrekten Orientierung in den Vektor eingebaut werden konnte.
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Abb. 13: Schema der PCR mit phosphoryliertem Forward Primer
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Abb. 14: Ligations-Reaktion mit dem selektiv phosphorylierten PCR Produkt

Far die Klonierung von AP-20A cDNA erfolgte die Ligation in den Vektor pCR
3.1- Uni mit dem eukaryotischen TA Cloning Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande).
Mit diesen Ligationsansatzen wurden One Shot® TOP10F ‘Zellen transformiert.
Der Vektor pCR 3.1-Uni weist in seiner linearisierten Form ein einzelnen
Desoxythymidin-Rest am 3'-Ende auf. Uber den Desoxyadenosin-Uberhang
des PCR-Produktes am 3'-Ende kann das AP-20A PCR-Produkt aus SBCL2 in
den Vektor ligiert werden. Um die direkte Ligation des PCR-Produktes in der
exakten Orientierung in dem Vektor zu erreichen, war die Phosphorylierung des
Forward PCR Primer vor der Amplifikation notwendig, wie oben beschrieben.
FUr die Ligation wurde ca. 15 ng AP-20A-PCR-Produkt eingesetzt. Nach
Transformation der Ligationsprodukte von Vektor und AP-2aA-PCR-Produkt

und als Negativkontrolle Vektor und PCR-Negativ-Kontrolle, wurden wieder je
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20 pl, 50 pl und 200 ul auf LB-Medium-Platten aufgebracht und Uber Nacht
inkubiert. Dabei zeigte sich nach Inkubation eine gro3e Anzahl an Kolonien. Die
Effizienz der Transformation lag bei 2,11 x 10° und 3,88 x 10°. Wohingegen der
Negativkontrolle keine Kolonien wuchsen.

Fir die nun anschlieBende Untersuchung der Bakterien aus den
Transformationen des TA-Klonierungs-Systems wurden aus dem Ansatz mit
AP-20A 36 beliebige Kolonien gepickt und auf das Vorhandensein von Inserts
uberpruft. Von den gepickten Klonen wurden, wie unter Kapitel 2.1.5.1.
beschrieben, 1 ml Bakterienkulturen angelegt und die Vektor-DNA nach
Anzucht Uber Nacht Uber die Methode der Mini-DNA-Praparation isoliert.

Es folgte nun ein analytischer Verdau mit den Restriktionsenzymen HindlIl und
Eco32l (EcoRV). Diese beiden Enzyyme weisen beide je eine Schnittstelle im
Polylinker des Vektors pCR 3.1 auf, schneiden jedoch nicht im Insert. Da man
bei diesem Verfahren das nicht mehr aufgereinigte PCR-Produkt eingesetzt
hatte, konnte man mit einer groRen Anzahl an nicht vollstandigen Inserts und
oder Primerresten rechnen, das auch die Anzahl der gewachsenen Kolonien
der PCR-Negativ-Kontrolle erklart. Die Auswertungen erfolgten im Agarosegel.

Als Kontrolle wurden jeweils zwei unverdaute Minipraparationen aufgetragen.
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Abb. 15: Ergebnis der Klonierung und des Verdaus von 36 Minipraparationen
mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Eco32| (EcoRV). Die mit
dem weilken Pfeil gekennzeichneten Banden haben die Grolle des
AP-2aA-Produkt (AP-2aA plus ca. 30 bp Reste des Polylinkers = ca.
1362 bp).

Nach dem Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Eco32I
(EcoRV) zeigten sich vier (Kolonie 3,5,12 und 36) von insgesamt 36 Kolonien,
die eventuell das gesuchte Insert mit einer Gréfze von 1362 bp enthielten.

Von den Kolonien Nr. 3 und 12, die am wahrscheinlichsten das gesuchte Insert
mit dem gesamten PCR-Produkt von AP-20A enthalten, wurden wie unter

Kapitel 2.1.5.2 beschriebenen Midipraparationen angefertigt.
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Bei der photometrischen Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA wurde
ein Quotient der ODs 260/280 von 1,901 und 1,903 ermittelt. Diese Werte

weisen auf einen Grad hoher Reinheit bei der DNA-Praparation hin.

Um nun genauer die Identitat des klonierten Inserts zu untersuchen, wurden

mehrere Restriktionsverdaue mit verschiedenen Enzymen durchgefluhrt, die alle

entweder nur im Polylinker oder noch im AP-2aA schneiden sollten. Tabelle 3

zeigt die verschiedenen Enzyme mit ihren Schneidepositionen und die zu

erwartenden Fragmente.

Ansatz- | Restriktions- | PCR-Produkt von AP-2a.A Vektor pCR 3.1 Grolie der
Nummer | enzym Fragmente
Anzahl der Position der | Anzahl der Position der
Schnittstellen | Schnittstellen | Schnittstellen | Schnittstellen
a BamHI 1 425 6,3 kb
b Hindlll 1 687(Polylinker) 6,3 kb
c EcoRI 1 704(Polylinker) 6,3 kb
d Ncol 1 1285 3 386 735 bp,
2561 1,3 kb
3258 1,3 kb
2,9 kb
e Pstl 2 896 1 713(Polylinker) 139 bp
1258 362 bp
5,8 kb
f BamHI + 1 425 386 bp
Hindlll 1 687(Polylinker) | 5,9 kb
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g EcoRI + 1 704(Polylinker) | 103 bp
Neol 1 1285 3 386 735 bp

2561 1,2 kb

3258 1,3 kb

2,9 kb

h Hindlll + 1 687(Polylinker) | 1,3 kb
EcoR| 1 704(Polylinker) | 5,0 kb

i Hindlll + 1 687(Polylinker) | 1,3 kb
EcoRV 1 716(Polylinker) | 4,9 kb

i EcoRV 1 716(Polylinker) | 6,3 kb

Tab. 3: Restriktionsenzyme mit Schneidepositionen im PCR-Produkt und im
Vektor pCR 3.1 und die beim Restriktionsverdau entstehenden

Fragmente
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TT7 promoterpriming site Hiad 1l

638 |TRATACGACT CACTATAGSG AGACCCARGT TGGCTAGCST TTAALCTTAR
ATTATGCTGA GTGATATCCC| TCTGEETTCE ACCGATCGCA AATTTGAATT

Ba:‘nHI F‘sltl F‘.'T"tl I'Iflliiﬂl EzoR | Pstl EooRW

I I I
688 CCTTESASTT PCR Product PA\ACCCS ARATTCTECAGS ATATCCAGCR CACTGEOEGC
CGARCCTCREN TTCGEC TTAAGRCOTC TATASGTCGT GTCACCGCCG
BEH reverse priming site

T34 CGCTCGAGTC TAGAGGICCC GTTTAALACCC GCTGATCAZC CTCGACTGETE CCTTCTA
GOGAGCTCAS ATCTCCCGGE CARATTTCEGS CEACTAGTS GASCTIEACAC GGAAGAT

AN /

Abb. 16: Restriktionsenzyme mit Schneidepositionen im PCR-Produkt und im
Vektor pCR 3.1

Die beiden Klone wurden nach dem analytischen Restriktionsverdau wiederum
auf ein 1%-iges Gel aufgetragen. Da bei den Ansatzen mit EcoRI (Ansatz c, g,
und h) nicht der spezifische EcoRI-Puffer, sondern der Puffer R+, verwendet
wurde, kdnnten die zusatzlichen Banden durch die zusatzliche Star-Aktivitat

bedingt sein. Abbildung 17 zeigt das Ergebnis dieses Restriktionsverdaues.
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Abb. 17: Restriktionsverdau von Kolonie 3 und Kolonie 12 mit folgenden
Enzymen (a: BamHlI, b: Hindlll, c: EcoRI, d: Ncol, e: Pstl, F: BamHI +
+Hindll, g: EcoRI + +Ncol, h: Hindll + EcoRI, i: Hindll + EcoRlI, j:
EcoRV)

Wie in der Abbildung 17 gezeigt wird, kdnnten beide Klone das gesuchte Insert
enthalten, da jeweils sich die erwarteten Banden zeigten.

Wie bereits erwahnt, wurde bei den Ansatzen mit EcoRI (Ansatz c, g, und h)
nicht der spezifische EcoRI-Puffer, sondern der Puffer R+, verwendet. Deshalb
sind zusatzlichen Banden bei ¢ und h durch die zusatzliche Star-Aktivitat
bedingt. Um nun sicherzustellen, dass die Klone das gesamte AP-20A
enthalten, wurden mit Hilfe des BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits

eine Sequenzierung durchgefuhrt. In die Sequenzreaktion in einem 20 pl-



72 3 Ergebnisse

Ansatz wurden je 90 ng DNA, AP-2aA-Forward-, AP-20A-Reverse-, T7
Forward- und BGH Reverse- Primer und 4 pl des ABI PRISM™ BigDye™
Terminator Cycle Sequenzing Ready Reaction Mix eingesetzt (dieses beinhaltet
das Enzym AmpliTaq® und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide).

Da die Sequenzierung jeweils nach ca. 400 bis 520 bp zu ungenau wurde,

mussten folgende zusatzliche Forward und Reverse-Primer konstruiert werden:

AP-2aA-C-Forward TGGATCCTCGCAGGGACTACA
AP-20A-D-Reverse GATCGGAATGTTGTCGGTTGA

Diese Primer synthetisieren ein 621bp groles Segment aus AP-20A von
Position 423 bis 1044.

Bei der Sequenzierung konnte nachgewiesen werden, dass das DNA-Produkt
aus Klon 3 lickenlos mit der Sequenz von AP-2aA Ubereinstimmt. Das DNA-
Produkt aus Klon 12 wies vor allen Dingen im Mittleren Abschnitt einige

Abweichungen von der AP-20A-Sequenz auf.
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AP-2aA-A-Forward

GAATTCCGGCTCTCTGGGTGAGAGACCGAGAGGGGCATATCCGTTCACGCCGATCCATGAAAATGCTTTGGAAATTGACGGATAA

*Proteinanfang
TATCAAGTACGAGGACTGCGAGGACCGTCACGACGGCACCAGCAACGGGACGGCACGGTTGCCCCAGCTGGGCACTGTAGGTCA
ATCTCCCTACACGAGCGCCCCGCCGCTGTCCCACACCCCCAATGCCGACTTCCAGCCCCCATACTTCCCCCCACCCTACCAGCCT
ATCTACCCCCAGTCGCAAGATCCTTACTCCCACGTCAACGACCCCTACAGCCTGAACCCCCTGCACGCCCAGCCGCAGCCGCAGC
ACCCAGGCTGGCCCGGCCAGAGGCAGAGCCAGGAGTCTGGGCTCCTGCACACGCACCGGGGGCTGCCTCACCAGCTGTCGGGC

AP-2aA-C-Forward
CTGGATCCTCGCAGGGACTkAGGCGGCACGAGGACCTCCTGCACGGCCCACACGCGCTCAGCTCAGGACTCGGAGACCTCTC

GATCCACTCCTTACCTCACGCCATCGAGGAGGTCCCGCATGTAGAAGACCCGGGTATTAACATCCCAGATCAAACTGTAATTAAGA

AAGGCCCCGTGTCCCTGTCCAAGTCCAACAGCAATGCCGTCTCCGCCATCCCTATTAACAAGGACAACCTCTTCGGCGGCGTGGT

GAACCCCAACGAAGTCTTCTGTTCAGTTCCGGGTCGCCTCTCGCTCCTCAGCTCCACCTCGAAGTACAAGGTCACGGTGGCGGAA

GTGCAGCGGCGGCTCTCACCACCCGAGTGTCTCAACGCGTCGCTGCTGGGCGGAGTGCTCCGGAGGGCGAAGTCTAAAAATGGA

GGAAGATCTTTAAGAGAAAAACTGGACAAAATAGGATTAAATCTGCCTGCAGGGAGACGTAAAGCTGCCAACGTTACCCTGCTCAC

ATCACTAGTAGAGGGAGAAGCTGTCCACCTAGCCAGGGACTTTGGGTACGTGTGCGAAACCGAATTTCCTGCCAAAGCAGTAGCT
AP-2aA-D-Reverse

GAATTTCTCAACCGACAACATTCCGATCCCAATGAGCAAGTGACAAGAAAAAACATGCTCCTGGCTACAAAACAGATATGCAAAGA

GTTCACCGACCTGCTGGCTCAGGACCGATCTCCCCTGGGGAACTCACGGCCCAACCCCATCCTGGAGCCCGGCATCCAGAGCTG

CTTGACCCACTTCAACCTCATCTCCCACGGCTTCGGCAGCCCCGCGGTGTGTGCCGCGGTCACGGCCCTGCAGAACTATCTCACC

GAGGCCCTCAAGGCCATGGACAAAATGTACCTCAGCAACAACCCCAACAGCCACACGGACAACAACGCCAAAAGCAGTGACAAAG
AP-2aA-B-Reverse

AGGAGAAGCACAGAAAGTGAGGCTCTCCTCCCGCCCCGCCCCTCCCACGCCTCACCAGCCCCCCGCGCGCCCACCCTCCGGLG
’ | "Proteinende
GGTGACAGCTCCGGGATCAGCAACCCTTCCTGCTGCTGCTACTGCTGCTGCTGCTGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCTGCCCTTGG

GTCCCCCCGAGTCTCCGGGACTGCCCTCTCGACTGTCAGTGGGGCAGCCTCTCCGACTCTGCACCGCCTCGACCTCCCCACCCG

CTCCCACACCCCTGTGCCCCCGGAATTC

Abb.18: Sequenz von AP-20A (Klon 3) mit den zur Sequenzierung

verwendeten Primern und Proteinanfang und -ende
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Das aus Klon 3 synthetisierte AP-20A wurde weiterverwendet, um eine
spezifische Sonde flir die Northern-Blot-Hybridisierung herzustellen. Dieses
Plasmid kann man zusatzlich einsetzen, um weitere Zelllinien zu transfizieren
damit diese AP-20A Uberexprimieren. Das Verhalten der so veranderten Zellen
konnte man in Hautrekonstrukten und Immunhistochemischen Farbungen

weiter untersuchen.

3.1.2 Expressionsanalyse von AP-20A auf RNA-Ebene in

verschiedenen Tumorzelllinien

Zunachst wurde das Expressionsprofil von AP-20A mit Hilfe eines Northern
Blots und einer AP-20A-spezifischen Sonde analysiert.

Es wurde pro Zelllinie 10 ng RNA eingesetzt. Abbildung 19 zeigt, dass die bis
auf die Zelllinie WM1552 durchgehend intakt ist. Dabei ist zum einen das
Vorhandensein und zum anderen die deutliche Trennung der 28 S- und 18 S-
Fraktion der Beleg fir die RNA-Qualitat.
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Abb. 19: RNA-Gel zum Qualitatsnachweis der RNA. Die 18 S-Bande ist bei
1,8 kb, die 28 S-Bande bei 4,7 kb zu sehen.

Nach dem Qualitatsnachweis der RNA wurde diese auf eine Membran
geblottet. Danach wurde mit einer 28 S-Sonde zum Nachweis des
Vorhandenseins der RNA und anschlieRend mit der Digoxigen (DIG)-markierten
Sonde gegen AP-2a hybridisiert.

Daraufhin versuchte man eine DIG-markierte AP-2aA Sonde aus Plasmid-DNA
herzustellen, die durch die Midipraparation (siehe Kapitel 3.1.1) gewonnen
wurde. Hierzu wurden die beiden am vielversprechendsten Midipraparationen
mit folgenden Enzymen Hindlll und EcoRV fir 2 Stunden 45 min im

Thermoblock bei 37°C inkubiert und danach auf einem Agarosegel aufgetrennt.
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Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und durch das QlAquick
Gel Extraction Kit geldst. Mit dem Eluat wurde wie unter Kapitel 2.1.2.2 weiter

verfahren.

Zur Sensibilitatstestung der so markierten Probe wurden danach auf eine
Membran verschiedene Konzentrationen der verdauten Midipraparationen
aufgebracht und mit der Sonde hybridisiert.

Abb. 20 zeigt die Ergebnisse des Northern Blots einiger ausgewabhlter Zelllinien.
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Abb. 20: Ergebnisse des Northern-Blots einiger Zelllinien A Hybridisierung mit
der AP-20A spezifischen Sonde und B Hybridisierung mit der B-Actin

spezifischen Sonde
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Um einen systematischen Fehler bei der Durchfliihrung des Northern Blots
auszuschlielfen und um sicher zu gehen, dass die transferierten Membranen
die RNA der verschiedenen Zelllinien enthalt, wurden zusatzlich
Hybridisierungen mit 28S rRNA durchgeflhrt. Da die Hybridisierung mit 28S
rRNA mehrfach gelang, konnte man davon ausgehen, dass die Integritat der
geladenen RNA gesichert war. Die Hybridisierung der 28S rRNA hatte, ebenso
wie die eigens dafur hergestellte B-Actin DIG-markierte DNA, dariber hinaus
als Standard fur die quantitative Auswertung der Signale durch die spezifische

Gensonde von AP-20A gedient.

3.1.3 Semiquantitative RT-PCR von AP-2aA und AP-2aB in

verschiedenen Zelllinien

Buettner et al. konnten 1993 zeigen, dass zwei unterschiedlich gesplicte
MmRNAs von dem AP-2-Gen transkribiert wurden. Diese kodieren zwei
verschiedene Proteine: AP-20A und AP-2aB. Dabei ist das AP-20A Protein
identisch mit dem 52 kDa AP-2aA Protein, das aus HelLa-Zellen isoliert wurde.
Das AP-2aB Protein besitzt die Aktivierungsdomane von AP-20A und einen Teil
der DNA-Bindungsdomane. Es fehlt jedoch die fir DNA-Bindung wichtige
Dimerisationsdomane. Transfektionsexperimente deuten darauf hin, dass AP-
2aB ein potenter Inhibitor der Transaktivierung von AP-20A ist. Dabei interagiert
AP-2aB mit AP-20A und verhindert dadurch die Bindung von AP-2aA mit der
DNA. Transfektionsversuche konnten weiter zeigen, dass das AP-2aA Protein
den eigenen Promotor aktivieren kann (Bauer et al., 1994).

Nach der Extraktion von Gesamt-RNA wurde anschlieRend die RNA einiger
Zelllinien fur die PCR in cDNA umgeschrieben. Der Vorteil der Verwendung von
Zellen aus der Zellkultur liegt darin, dass zum einen das Material nicht so stark
begrenzt ist und zum anderen qualitativ gute RNA auf einfache Art isoliert
werden kann. Die Qualitat der RNA wurde mit Hilfe des Photometers bestimmt.
Dazu wurde der Quotient der Extinktionswerte bei 260 nm sowie 280 nm
gebildet. Je niedriger dieser Quotient ist, desto verunreinigter ist die RNA mit

Proteinen. Ein Quotienten von Uber 1,8 ist anzustreben. Die Ratio aus den
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Extinktionswerten bei 260 nm und 280 nm, d.h. die Reinheit, lag in der
vorliegenden Arbeit zwischen 1,972 und 2,154.
Die RNA-Extinktionswerte und Ratios sind nachfolgend in Tabelle 4 aufgelistet.

Zelllinie RNA- Reinheit
Konzentration Ratio

(ng/pl) 260/280
SBCL2 2660 2,111
WM3211 944 2,070
IGR39 1572 2,113
WM35 1696 2,109
WM1552 1176 2,130
WM115 3988 2,121
WM793 2368 2,085
WM451-LU 3392 2,131
WM1205-LU 2700 2,090
SK13 2168 2,117
SK19 2220 2,063
SK28 4752 2,084
M5 2500 2,140
MEWO 2876 2,090
WM852 2192 2,116
WM1491 488 2,000
FM 1404 1,972
CH3-CL 2376 2,084
HT29 6648 2,136
Sw480 2912 2,116
Colo205 2660 2,131
T24 3436 2,116
MCF7 5824 2,154

Tab. 4: RNA-Extinktionswerte

In der vorliegenden Arbeit wurde AP-2a cDNA von Melanonzelllinien,
Metastasenzelllinien und andere Karzinomzelllinien uber AP-2aA und AP-20B
spezifische Primer, wie in Kapitel 2.1.3.1 beschrieben wurde, und als Kontrolle
das Haushaltsgen GAPDH amplifiziert. Damit wurde mit den AP-2a0A Forward
und Reverse-Primern ein 1333 bp grosses cDNA-Stick von AP-20A
synthetisiert.
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Diese Transkription beinhaltet damit Proteinanfang und -ende. Bei AP-20B
wurden die Primer so gewahlt, dass ein 223 bp grosses Stick von AP-2aB
synthetisiert wurde. Dieses Teilstuck liegt am Ende der AP-20B
Nukleotidsequenz und ist damit in dem Teil, der sich von AP-20A unterscheidet.

Das PCR-Produkt des Haushalts-Gens GAPDH besitzt eine GrofRe von 247 bp.

Abbildung 21 zeigt die cDNA von AP-20A und AP-20B und die zur

Amplifizierung verwendeten Primer.

AP-20A Forward- AP-20A
Primer Reverse-Primer
— «—
1 bp 1376 bo
AP-2a0B Forward- AP-20B Reverse-
Primer Primer

<+

1bp 942 bp 1160 bp

Abb. 21: Schematische Darstellung der Aminosauresequenz von AP-20A und
AP-20B. Die grauen Flachen zeigen, dass AP-20A und AP-2aB die
ersten 941 bp gemeinsam haben. Das hier amplifizierte PCR-
Produkt von AP-2aB (223 bp) wird durch die gepunktete Flache

beschrieben.

Tabelle 5 zeigt die verschieden Zelllinien, die mit Hilfe der RT-PCR auf AP-2aA-

und AP-2aB-Expression untersucht wurden.
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Tumor/Gewebeart Zelllinie Referenz
Melanomzellen Radial wachsend SBCL2 Meier et al., 2000
(RGP) WM3211 Meier et al., 2000
IGR39 Aubert et al., 1980
WM35 Meier et al., 2000
WM1552 Meier et al., 2000
Vertikal wachsend WM115 Meier et al., 2000
(VGP) WM793 Meier et al., 2000
Hochaggressiv WM451-LU Meier et al., 2000
WM1205-LU Meier et al., 2000
Metastatische Melanomzellen SK13 Carey et al., 1976
SK19 Carey et al., 1976
SK28 Carey et al., 1976

M5 Levya et al, 1983

MEWO Carey et al., 1976
G361 Reeds et al., 1978
WM852 Meier et al, 2000
Navuszellen WM1491 Meier et al, 2000
Melanozytenzellen FM Meier et al., 2003
Bronchial-Carcinom CH3-CL DKFZ Heidelberg
Colon-Carcinom HT29 Didier et al., 1996
SW480 Fogh et al., 1977
Colo205 Semple et al., 1978
Blasen-Carcinom T24 O'Toole et al., 1972
Mamma-Carcinom MCF7 Sugarman et al., 1985

Ubersicht tiber die mit Hilfe der RT-PCR auf AP-20A- und AP-2aB-

Expression untersuchten Zelllinien

Tab. 5:

Als Marker dienten bei der Amplifikation von GAPDH und AP-20B ein 100 bp
Leiter (MBI-Fermentas, St. Leon-Rot). Bei den Agarosegelen, die mit den PCR-
Produkt von AP-20A beladen wurden, diente ein 1000 bp Leiter (GibcoBRL,
Life-Technologies) als Marker. Zur Auswertung der Semiquantitativen PCR
wurde ein Programm von BIO-RAD, Molecular Analyst®PC UV Gel
Documentation (Version 1.5) verwendet. Damit wurden die Banden bei je 25,

30, 35, 40 Zyklen einzeln gemessen. Als Standard fur die semiquantitative
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Auswertung und als Kontrolle fur die Integritat der geladenen cDNA diente das
Haushaltsgen GAPDH.

Mit den Werten, die das BIO-RAD-Programm lieferte, wurden Ratios gebildet,
d.h. der Quotient aus AP-2aA bzw. AP-2aB und GAPDH:

Expression von AP-2cA bzw. AP -2aB
Expression von GAPDH

Der hochste Wert entsprach dann der starksten Expression und wurde dem
relativen Wert 10 zugeordnet, damit waren die Expressionsstarken
verschiedener Gele vergleichbar. Die nun folgenden Darstellungen sollen das
Ergebnis der Auswertung der PCR mit dem BIO-RAD, Molecular Analyst®
zeigen.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse aus einigen RT-PCRs mit AP-2aA und AP-

2aB spezifischen Primern sowie die GAPDH-PCRs als Kontrolle.

WM3211
WM35
WM1552
WM115
WM793
WM451
WN1205
Marker

N
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1400 bp

B 300bp

<+— 300 bp

Abb. 22: Semiquantitative RT- PCR radialer, vertikaler und hochaggressiver
Melanomzelllinien. Dargestellt sind RT-PCR Analysen mit AP-2aA-
(A) und AP-2aB- (B) spezifischen Primern bzw. GAPDH-Primern (C)
als Kontrolle nach 25, 30, 35 und 40 PCR-Zyklen (von links nach
rechts)
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Abb. 23: Vergleich der PCR-Expression von AP-2aA und AP-20B in radialen,

vertikalen und hochaggressiven Melanomzelllinien und Melanozyten

Betrachtet man zunachst einmal die Expression von AP-20A und B in den
radial-, vertikalwachsenden und den hochaggressiven Melanomzelllinien, fallt
auf, dass AP-20B in all diesen Zelllinien etwas mehr als AP-2aA exprimiert
wird.

Bei der radialwachsenden Zelllinie WM3211 wurde im Vergleich zu allen
anderen Zelllinien die grolite Expression von AP-2aB nachgewiesen. Auffallig
ist weiterhin eine zu den metastatischen Melanomzelllinien héhere Expression
von beiden AP-2a Formen.

Die Melanozyten FM zeigen erwartungsgemal die starkste Expression von AP-
20A im Vergleich zu allen anderen Zelllinien und eine dazu relativ geringe AP-

20B —Expression.
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Abb. 24: Semiquantitative = RT-PCR  metastatischer = Melanomzelllinien
Dargestellt sind RT-PCR Analysen mit AP-20A- (A) und AP-20B- (B)

spezifischen Primern bzw. GAPDH-Primern (C) als Kontrolle.
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Abb. 25: Vergleich der PCR-Expression von AP-20.A und AP-20B in

metastatischen Melanonzelllinien
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Die metastatischen Melanomzelllinien zeigen ein sehr uneinheitliches Bild bei
der Expression von AP-20A und B. Dabei fallt der starkste Unterschied in der

Expression von AP-2aA und AP-2aB bei der Zelllinie MEWO auf.

Vergleicht man die Expressionen von AP-20A und AP-2aB der meisten
Melanomzelllinien mit den ubrigen Zelllinien, erkennt man eine starkere

Expression insbesondere von AP-20A.
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Abb. 26: Semiquantitative RT-PCR von Melanozyten-, Navuszelllinie und
weiteren Tumorzelllinien. Dargestellt sind RT-PCR Analysen mit AP-
20A- (A) und AP-20B- (B) spezifischen Primern bzw. GAPDH-
Primern (C) als Kontrolle nach 25, 30, 35 und 40 PCR-Zyklen (von

links nach rechts).
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Abb. 27: Vergleich der PCR-Expression von AP-2aA und AP-20B in

Navuszellen und weiteren Tumorzelllinien

Die Navuszelllinie WM1491-1 zeigt hingegen eine relativ geringe AP-2a.A- und
eine im Vergleich dazu eine sehr starke AP-2aB-Expression.

Die Ubrigen Tumorzelllinien zeigen wiederum eine etwas unterschiedliche
Expression von den beiden AP-2-Formen. Bis auf die Zelllinie CH3LC des
Bronchialkarzinoms, bei dem die Expression von AP-2aA fast doppelt so stark
ist, als die von AP-2aB, werden AP-20A und AP-2aB in einem relativ geringen
Mal3 exprimiert. Dabei zeigen die drei Kolonkarzinom—Zelllinien (HT29, SW480,

Colo205) ein fast identisches Bild der Expression.
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3.2 Expressionsanalyse von AP-2a auf Proteinebene

3.21 Western-Blot Analyse von AP-2aA

AP-20A-Protein kontrolliert als Transkriptionsfaktor zahlreiche Gene der
Embryogenese, der Zelldifferenzierung, des Karzinomwachstums und der
Progression. In dieser Arbeit wurde durch Western Blot Analysen untersucht,
wie viel Protein in verschiedenen Zelllinien gebildet wird.

Hierzu wurde zunachst einmal nur die Proteinexpression von AP-2aA in den zu
Verfugung stehenden Zelllinien betrachtet. Dazu wurden aus allen uns zur
Verfligung stehenden Zelllinien nukleare Extrakte und Zellysate tUber SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese aufgetrennt.

Da sich nach mehreren Literaturangaben AP-2a.A im Kern befinden soll, wurden
zur proteinanalytischen Bestimmung der AP-2aA Expression nach mehreren
Vergleichen zwischen nuklearen Extrakten und Zellysaten die hier aufgefiihrte
Western Blot Analysen mit nuklearen Extrakten durchgefuhrt.

Nach der Austestung der Konzentration des Erstantikorpers C-18, wurde eine
Konzentration von 1:500 weiter verwendet, da hier die besten Ergebnisse erzielt
wurden. Dieser Antikorper ist gegen das Peptid gerichtet, das in Verbindung mit
den Aminosauren 420-437 am Carboxy-Terminus steht, und sollte somit nur
AP-20A binden.

Als Positiv-Kontrolle dienten nukleare Extrakte der HelLa-Zellen (Santa Cruz,
CA, USA). Die nun folgenden Darstellungen zeigen das Ergebnis der
Auswertung der PCR mit dem BIO-RAD, Molecular Analyst®.

Zum Vergleich der AP-2-Expressionsstarke wurden die Western Blot
Membranen mit dem Antikérper C-2 (monoklonaler Maus Antikdrper) gegen B-
Actin, einem Haushaltsgen, hybridisiert. Der monoklonale Antikorper hatte
zusatzlich den Vorteil, dass er parallel zu den AP-2aA Antikdrpern eingesetzt
werden konnte, d.h. man musste die Blots nicht erst abwaschen, sondern man
konnte gleichzeitig mit AP-2a und B-Actin Antikdrpern hybridisieren. Dieser
Vorteil lag darin, dass kaum Protein abgewaschen wurde und damit die

Expressionen besser vergleichbar waren.
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Abb. 28: Western Blot mit AP-20A Antikorper (C-18) und B-Actin Antikorper
(C-2) gefarbt von vertikal, radial wachsenden und hochaggressiven

Zelllinien

Die Auswertung wurde wiederum mit Hilfe des BIO-RAD Programms
durchgefuhrt und der Quotient aus der Expression von AP-2a0A und B-Actin
gebildet. Der hochste Wert wurde als starkste Expression mit 10 angegeben
(Ermittlung der relativen Werte wie unter Kapitel 3.1.3).

Es wurden mindestens jeweils funf Western Blot Analysen der verschiedenen
Gele durchgefuhrt. Die Groe der Balken stellt die gemessenen Mittelwerte, die
Fehlerindikatoren die maximale Abweichung vom Mittelwert, der einzelnen

Zelllinien dar.

Bei den metastatischen Melanomzelllinien wurde eine weitere Zelllinie G361,
die ebenfalls eine metastatische Melanomzelllinie darstellt, untersucht.
Zu den verschiedenen Tumorzelllinie kamen eine Retinoblastomzelllinie Y79

und eine Zelllinie eines B-Zell-Lymphoms Raij hinzu.
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Expressionsstarke
rel. Einheiten

Abb. 29: Vergleich der Protein-Expression von AP-2aA in radialen, vertikalen

und hochaggressiven Melanomzelllinien und Melanozyten.

Betrachtet man nun die Expression bei vertikal-, radialwachsenden und
hochaggressiven  Melanomzelllinien:  Die  AP-2aA  Expression  der
radialwachsenden Zelllinien (SBCL2, WM3211, IGR39, WM35 und WM1552) ist
im Vergleich mit der Expression der vertikalwachsenden Zelllinien (WM115 und
WM793) nur etwa halb so grof3. Bei den hochaggressiven Zelllinien WM451 und
WM1205 nimmt die Expression von AP-2aA im Vergleich zu den beiden

vertikalwachsenden Melanomzelllinien etwa um 1/3 ab.
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Abb. 30: Western Blot von AP-2aA (C-18) und B-Actin Antikorper (C-2) gefarbt

in metastatischen Melanomzelllinien

Bei den metastatischen Melanomzelllinien zeigte sich, wie bei der PCR-
Expression, eine sehr unterschiedliche AP-2aA-Proteinexpression. Insgesamt
gesehen liegt die Expression jedoch leicht unter der Expression der

radialwachsenden Melanomzelllinien.

Expressionsstarke
rel. Einheiten

Abb. 31: Vergleich der Protein-Expression von AP-20A in metastatischen

Melanomzelllinien
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Das konnte eine Reduktion der AP-2aA-Expression in hdher metastatischen
Zelllinien bedeuten. Man kann zusatzlich innerhalb der einzelnen Zelllinien,
besonders bei den Zelllinien von SK13, SK19, SK28 und G361, grofRe
Expressionsunterschiede feststellen.

WM1491
Y79

CH3LC

Raij

HT29

SW480

Colo205
T24

AP-20A — 52 kDa
B-Actin— 45 kDa

Abb. 32: Western Blot von AP-2aA (C-18) und B-Actin Antikérper (C-2) gefarbt

in Navuszellen und weiteren Tumorzelllinien

Expressionsstarke
rel. Einheiten

Abb. 33: Vergleich der Protein-Expression von AP-2aA in Navuszellen und

weiteren Tumorzelllinien

Beim Vergleich von der Navuszelllinie WM1491-1 und den Melanozyten FM fallt

ein nahezu identischer Wert in der Expressionsstarke auf (WM1491-1 mit dem
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rel. Wert 1,27 und mit der max. Abweichung von 0,69; FM mit dem rel. Wert
1,21 und der max. Abweichung von 0,13).

Die anderen Tumorzelllinien zeigten wiederum sehr unterschiedliche Werte in
der Expression. Die drei Kolonkarzinom-Zelllinien (HT29, SW480 und Colo205)
zeigten aber wieder ahnliche Protein-Expressionen von AP-2aA mit geringen
Abweichungen vom Mittelwert.

Die starkste AP-20A-Protein Expression in dieser Versuchsreihe zeigte
mehrfach die Retinoblastomzelllinie Y79. Diese Zelllinie fiel jedoch auch durch
sehr unterschiedliche Expressionsstarken auf, was hier durch den groflen
Fehlerindikator dargestellt wurde. Vermutlich wurden diese Unterschiede durch
unterschiedliche Protein-Extraktion bei der Herstellung der nuklearen Extrakte
verursacht.

Zu dieser Untersuchung der AP-20A-Protein-Expression kann man
abschlie3end sagen, dass ein gewisser Abfall der AP-2aA-Expression von den

vertikalwachsenden bis zu den metastatischen Melanomzelllinien erkennbar ist.

3.2.2 Vergleichende Western-Blot-Untersuchung zur
Expression von AP-20A und AP-2aB

Um nun die Protein-Expression von AP-2a0A und AP-2aB zu untersuchen,
wurden Western-Blot Analysen mit dem H-79 Antikorper durchgefuhrt. Dieser
ist gegen beide Proteinformen von AP-2a gerichtet (Polyklonaler Kaninchen
Antikorper, H-79, Santa Cruz, CA, USA). Dieser Antikorper sollte auf Grund
seiner Bindungsstelle an ein rekombinantes Protein binden, dass in Verbindung
mit den Aminosauren 130-209 innerhalb der internen Region von beiden
Formen von AP-2a steht.

Dazu wurden die Western Blot Membranen, wie unter Kapitel 2.2.1.4
beschrieben, mit dem Erstantikdrper (Polyklonaler Kaninchen Antikorper, H-79,
Santa Cruz, CA, USA) in einer Verdinnung von 1:200 Uber Nacht inkubiert. Da
dieser Antikorper gegen beide Formen von AP-2a gerichtet ist, konnte man die
Membranen nicht zusatzlich mit dem Antikdrper gegen B-Actin hybridisieren.

Deshalb wurden parallel zu den Westen-Blot Membranen, die mit dem
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Antikérper H-79 hybridisiert wurden, Membranen angefertigt, die nur mit dem
Antikérper gegen B-Actin (C-2 monoklonaler Maus Antikérper, Santa Cruz,
USA) hybridisiert wurden.

Der Antikorper H-79 sollte somit ungehindert von B-Actin an AP-20.A bei 50 kDa
und an AP-2aB bei 43 kDa binden konnen.

Bei der Auswertung wurde wie auch bei der Einzelauswertung ein Quotient
zwischen AP-20A bzw. AP-2aB und p-Actin gebildet und die starkste
Expression mit 10 angegeben (Ermittlung der relativen Werte wie unter Kapitel
3.1.3 beschrieben).

Es wurden mindestens jeweils drei Western Blot Analysen der verschiedenen
Gele durchgefihrt, die die Sicherheit der Werte garantieren sollten. Aus diesen
wurden dann die Mittelwerte gebildet, die durch die GréRe der Balken
dargestellt wird.

FUr diesen Vergleich der Proteinexpressionen wurden wieder die oben
genannten radial-, vertikalwachsenden und verschiedenen metastatischen

Melanomzelllinien untersucht.
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Abb. 34: Vergleich der Protein-Expression von AP-2aA und AP-2aB mit dem

Antikorper H-79 in radialen, vertikalen Melanonzelllinien
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Zunachst fallen sehr starke Unterschiede in der AP-2aA und AP-2a0B
Expression auf. Dieser Unterschied wird besonders deutlich bei der Zelllinie
SBCL2, bei der nur eine sehr geringe Expression von AP-2a.B und die starkste
Expression von AP-2aA gemessen wurde.

Die radial wachsende Melanomzelllinie WM35 zeigt als einzige der radial
wachsenden Zelllinien eine fast doppelt so starke Expression der AP-2aB Form,
wie der AP-20A Form. Eine sehr geringe Expression beider AP-2o. Formen
zeigten hingegen die beiden vertikalwachsenden Melanomzelllinien WM115
und WM793 (siehe Abb. 34).

B AP-20A bei 50 kDa
AP-20B bei 43 kDa
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Abb. 35: Vergleich der Protein-Expression von AP-20A und AP-2aB mit dem

Antikorper H-79 in metastatischen Melanonzelllinien

Auch bei den metastatischen Melanomzelllinien sind die Unterschiede zwischen
den beiden AP-2a Formen sehr grof3 (siehe Abb. 35). Der grof3te Unterschied
zwischen den beiden Formen liegt bei der Zelllinie SK19. Bei dieser Zelllinie

konnte beinahe keine Expression von AP-2aB gemessen werden.
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Bei den Zelllinien WM852 und M5 besteht ebenfalls ein relativ groflier
Unterschied. Am geringsten fallt der Unterschied zwischen den beiden AP-2a
Formen bei den Zelllinien IGR39, SK28 und G361 aus. Bei diesen drei Zelllinien
uberwiegt auch die AP-2aA Expression uber die Expression der AP-2aB.

Nur bei den Zelllinien MEWO und SK13 Uberwiegt die Expression von AP-2a.B
uber die AP-20A Form.

3.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Mit Hilfe der Immunhistologie ist es mdglich die Lokalisation eines
Genproduktes innerhalb des Gewebes, den Zelltyp und die Lokalisation
innerhalb der Zelle zu bestimmen.

Bei dem Nachweis von AP-20A in verschiedenen Geweben war vor allem die
Lokalisation innerhalb der Zellen und die Expressionsunterschiede zwischen

einzelnen Geweben interessant.

3.3.1  Immunhistologischer Nachweis von AP-2a im
Melanomgewebe

Zum Nachweis von AP-2a0-Protein in  menschlicher Haut kam die
Immunhistologie zur Anwendung. Karjalainen et al. konnten 1998 eine AP-2a
Proteinexpression sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma von
Melanomzellen nachweisen.

Die Lokalisation des Transkriptionsfaktors scheint dabei von der Position des
Zellzykluses oder des Phosphorylierungsstatus abhangig zu sein (Karin und
Hunter, 1995). Die cytoplasmatische Expression koénnte dabei den
Transkriptionsfaktor in einer latenten Form reprasentieren, die bereit ist in den
Nukleus transportiert zu werden. Aus diesem Grund war es sehr interessant, wo
sich AP-2a Protein in verschiedenen Geweben nachweisen liel3.

Nach Austestung mehrerer Vorbehandlungsschritte wurden ebenfalls
verschiedene Antikorper mit unterschiedlichen Konzentrationen ausgetestet. Da
man davon ausging, dass sich AP-20A meist im Nukleus befand, mussten

Verfahren zur Vorbehandlung der Schnitte getestet werden, die eine
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Kernfarbung erlaubten. Die Vorbehandlung mit Proteinase K und das Kochen
der Paraffinschnitte mit Demaskierlosung im Dampfkochtopf und in der
Mikrowelle ergaben nur unbefriedigende Ergebnisse.

Wohingegen das Kochen der Schnitte mit Citratpuffer im Dampfkochtopf gute
Ergebnisse erzielte. Die Ermittlung der besten Konzentration der beiden
Erstantikorper gestaltete sich etwas schwierig.

Dazu wurden die Konzentrationen des C-18 Antikdrpers von 1:1000 bis 1:4000
und des C-17 Antikorpers 1:500 bis 1:3500 variiert. Die weiter verwendete
Konzentration von C-18 betrug 1:2500. Paraffinschnitte von Navi-, SSM-, NMM-
und Metastasengewebe wurden zunachst mit einem 1,5%-igen normalem
Ziegen-Serum blockiert und danach mit dem Erstantikorper C-18 gefarbt. Als
Zweitantikorper diente ein biotinilierter Anti-Kaninchen Antikorper.

Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uber die hier untersuchten Paraffinschnitte.

Praparat- .
Einteilung Nummer Diagnose Befunder

Stark pigmentierter, lentigindser, dysplastischer
N3vus 19719/00 . . . G.M.
melanozytarer Navus vom Junktionstyp

Lentigindser  melanozytarer ~ N&vus  vom

19721/00 G.M.
Compoundtyp
Congenitaler  melanozytarer  Navus  vom
19866/00 C.G.
Compoundtyp
1978/97 Compound-Navus H.B.
4644/99 Kongenitaler melanozytarer Navus C.G.
19833/00 Dermaler melanozytarer Navus G.M.

Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
SSM 12833/01 G.M.
Clark Level lll, Breslow TD 0,35mm

Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
12705/01 G.M.
Clark Level Ill, Breslow TD 0,54mm

Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
11995/01 G.M.
Clark Level IV, Breslow TD 0,94mm

Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
19563/00 G.M.
Clark Level IV, Breslow TD 0,92mm

Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
19023/00 C.G.
Clark Level IV, Breslow TD 1,8mm
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Superfiziell spreitendes malignes Melanom,
19226/00 G.M.
Clark Level IV, Breslow TD 0,83mm

Nodulares malignes Melanom, Clark Level Ill,
NMM 12027/98 ) G.L.
beginnend Level IV, Breslow TD 1,35mm

Nodulares malignes Melanom, Clark Level IV,
12545/01 G.M.
Breslow TD 1,85mm

Noduldres malignes Melanom, Clark Level 1V,
16692/98 G.L.
Breslow TD 3,1mm

Noduldres malignes Melanom, Clark Level V,
12840/98 Breslow TD 10mm, mit kleiner | G.L.

Satellitenmetastase

Nodulares malignes Melanom, Clark Level V,
10687/99 G.L.
Breslow TD 11mm

Nodulares malignes Melanom, Clark Level V,
1799/99 Breslow TD 14 mm, zwei subkutane|G.L.
Satellitenmetastasen

8990/01 Kutane Metastase eines malignen Melanoms C.s.
Metastasen

11890/01 Grolte dermale/subkutant Melanommetastase G.M.

11295/01 Knotige Melanommetastase in der Subkutis G.M.

2295/01 Subkutane Melanommetastase G.M.

1390/01 Metastase eines malignen Melanoms C.G.

1391/01 Metastase eines malignen Melanoms C.G.

Tab. 6: Ubersicht tber die verwendeten Gewebeblécke und die Diagnosen

Es wurden jeweils sechs verschiedene Paraffinschnitte von den
unterschiedlichen Geweben angefarbt. Aus Grinden der Ubersichtlichkeit
wurden aus den gesamten gefarbten Schnitten je einer fur die Ubrigen
reprasentativ dargestellt.

Zellen, die AP-2a exprimieren, wurden durch die Farbung rot angefarbt. Die
Zellkerne wurden mit Heamatoxylin gegengefarbt. Wie in den unten
aufgefuhrten Schnitten zu erkennen ist, zeigten die Navuszellen eine deutliche
rote Farbung des Nukleus, d.h. sie exprimieren AP-2a zu circa 80%. Bei den
superfiziell spreitenden Melanomen zeigte sich eine deutlich schwachere

Kernfarbung, die Farbung des Cytoplasmas mit AP-2a war deutlich starker.
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Diese Tendenz trat bei den Nodularen Melanomen deutlicher hervor. Hier
wurden nahezu alle Melanomzellen im Cytoplasma positiv. Die Kerne waren nur
zu circa 50% positiv fur AP-2a.

Leider farbten sich die Paraffin-Schnitte aus Metastasen nur sehr gering an, so
dass eine Beurteilung der Kern-Plasmarelation erschwert wurde. Bei den
Metastasen-Schnitten musste eine langere Farbedauer eingehalten werden.
Dabei zeigte sich ebenfalls ein Uberwiegen des positiven Cytoplasmas, circa
70% positives Cytoplasma. Auf Grund der langeren Farbedauer war davon
auszugehen, dass insgesamt weniger AP-2a in den metastatischen Zellen

exprimiert wird.
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Abb. 36: Immunhistologie von Paraffinschnitten menschlicher Haut von
exzidierten Navus (A), SSM (B), NMM (C) und Metastase (D)
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3.3.2 Nachweis von AP-2a in Melanomgewebe uber
Konfokale Laserscanningmikroskopie

Zur Bestatigung der immunhistologischen Farbungen in Hinsicht auf die
Lokalisation von AP-2a im Gewebe und auf die Expressionsstarke, wurde die
konfokale Laserscanningmikroskopie benutzt. Dazu wurden Paraffinschnitte
von menschlicher Haut zunachst mit dem polyklonalen Anti-AP-2aA-Antikorper
C18 gefarbt und anschlieBend mit einem Esel Anti-Kaninchen Antikorper
fluoreszent markiert, der an den Farbstoff Cy5 gekoppelt ist.

Um eine bessere morphologische Auflésung der Tumor- und nicht-Tumor-
Zellen zu erhalten, wurden die Tumorzellen mit einem gegen Melan A
gerichteten Antikorper gefarbt, der wiederum mit einem Esel Anti-Maus
Antikorper detektiert wurde, und an den der Farbstoff Cy3 gekoppelt ist. Ebenso
wurden die Kerne mit dem Kernfarbstoff YOPRO gefarbt.

Uber die konfokale Laserscanningmikroskopie konnte noch deutlicher gezeigt
werden, was bei den immunhistologischen Farbungen schon vermutet wurde.
Diese Tests zeigten bei Navi AP-20A positive Zellkerne und negatives
Cytoplasma (Abb. 37 (A)).

Bei superfiziell spreitenden Melanomen waren ebenfalls nahezu alle Melan A
exprimierenden Zellen im Zellkern fir AP-20A positiv und beginnend gering
auch im Cytoplasma (Abb.37 (B)).

Bei nodularen malignen Melanomen wurde AP-20A ebenso stark im Kern, als
auch im Cytoplasma nachgewiesen (Abb. 37 (C)).

Eindeutig wiesen metastatische Zellen nur noch eine AP-20A Expression im
Cytoplasma auf (Abb. 37 (D)).

Aus Grinden der Ubersicht werden auch hier nur ausgewahlte

immunhistologischen Farbungen dargestellt.



3.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen 99

Abb. 37: Konfokale Laserscanningmikroskopie von Paraffinschnitten
menschlicher Haut von exzidierten Navus (A), SSM (B), NMM (C)
und Metastase (D). AP-2a-positive Zellen sind blau und Melan A-
positive Zellen rot gefarbt. Zellkerne sind mit dem Kernfarbstoff
YOPRO grun gefarbt. Die OriginalvergroRerung ist 800fach. AP-2a
Expression (blau) ergibt mit Hilfe von YOPRO (grin) durch

Kolokaisation blau-grun.

Bei den Navuszellen stellte sich die AP-2a-Expression nahezu nur in den
Zellkernen dar, das durch die Blaufarbung hervorgehoben wurde. Die
dargestellten superfiziell spreitenden Melanomzellen verhielten sich ahnlich
(Ausschnitt B der Abbildung 37).
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Die Expression von AP-2a in Nodularen Melanomen war nicht mehr streng auf
die Kerne beschrankt, wie Ausschnitt C der Abbildung 37 zeigt. Die Blaufarbung
ist hier im Vergleich zu den Navuszellen deutlich schwacher und kann auch in
geringem Malde im Cytoplasma nachgewiesen werden.

Bei den metastatischen Zellen konnte AP-2a nahezu nur noch im Cytoplasma
nachgewiesen werden. Eine Kernfarbung war in den untersuchten Schnitten
nicht von der Hintergrundfarbung abzugrenzen.

Zusatzlich zu diesen Paraffinschnitten wurden Schnitte von folgenden

Hautrekonstrukten gefarbt:

Bezeichnung Inhalt

Wistar TSR 26-2 SBCL2 + B3/Ad5

Wistar TSR 26-3 Negativ-Kontrolle

TSR 49-1 Melanozyten + bFGF/Ad5
TSR 49-6 Negativ-Kontrolle

Tab.7: Verwendete Hautrekonstrukte

Die Farbung der Hautrekonstrukte gestaltete sich sehr schwierig, da die
Schnitte meist der Vorbehandlung nicht standhielten und es nur eine geringe
Anzahl an anzufarbenden Zellen gab. Nach einigen Versuchen konnten
folgende Bilder festgehalten werden (siehe Abb. 38).

Dabei farbte sich die Epidermis in allen Rekonstrukt-Versuchen diffus mit AP-2a
an. Eine Expression von AP-2a in den SBCL2-Zellen war nur im Zellkern
nachweisbar. Bei den Melanozyten farbte sich das Cytoplasma eher diffus mit
AP-2a an.
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Abb. 38: Konfokale Laserscanningmikroskopie von Paraffinschnitten von
Hautrekonstrukten mit SBCL2 (TSR 26-2) und Melanozyten (TSR 49-
1) geimpften Zellen. AP-2a-positive Zellen sind blau und Melan A-
positive Zellen rot gefarbt. Zellkerne sind mit dem Kernfarbstoff
YOPRO grin gefarbt. Die Originalvergrof3erung ist 800-fach. AP-2a
Expression (blau) ergibt mit Hilfe von YOPRO (grin) durch
Kolokaisation blau-grun.

Es wurde ein weiterer objektiverer Nachweis fur die AP-2a Expression in
melanozytaren Zellen erbracht. Durch eine Expressionsanalyse verschiedener
Schnitte kann man nachweisen, dass die Expressionsstarke in melanozytaren
Zellen starker ist als in nicht melaninhaltigen Zellen.

Dazu wurde ein bereits gefarbter Paraffinschnitt eines Superfiziell Spreitenden
Melanoms herangezogen.

Zunachst wurde eine moglichst reprasentative Linie durch den Schnitt gezogen.
Dabei galt es darauf zu achten, dass man ausreichend Zellkerne durch die Linie
anschneidet. Entlang dieser Linie konnte dann eine Expressions-Analyse
erstellt werden.

Beim unten aufgeflihrten Beispiel wurde eine Linie von Punkt A nach Punkt B
gezogen (siehe Abb. 39). Betrachtet man nun die dazugehoérige Expressions-
Analyse von A nach B, erkennt man klar eine Intensitatsabnahme der AP-2a-

Expression (blau). Am Beginn der Expressions-Linie wurden stark Melan A
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positive Zellen angefarbt. Die einzelnen Expressionsspitzen von AP-2a (blau)
und YOPRO als Kernfarbung (griin) verlaufen bis auf deutliche Unterschiede in
der Expressionsstarke gleichartig. AP-2a wird in nicht melaninhaltigen Zellen
nur halb so stark exprimiert (am Ende der Expressionsstrecke), wie in

melanozytaren Zellen (zu Beginn der Expressionsstrecke).

Abb. 39: Konfokale Immunfluoreszenz eines Superfiziell Spreitenden
Melanoms in der Expressionsprofil-Analyse. Die rote Linie gibt die
Messstrecke von A nach B an. AP-2aA-positive Zellen sind blau und
Melan-A-positive Zellen sind rot gefarbt. Zellkerne sind mit dem
Kernfarbstoff YOPRO grun gefarbt. Die Originalvergrof3erung ist 60
fach.
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Abb. 40: Expressions-Analyse der unter Abb. 39 gezeigten Konfokalen

Immunfluoreszenz eines Superfiziell Spreitenden Melanoms.

Diese Intensitatsanalyse beweist deutlich, dass die AP-2a Expression starker in
melaninhaltigen Zellen vertreten war und im superfiziell Spreitenden Melanom
noch auf den Zellkern beschrankt ist.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von AP-2a in der Entwicklung und
der Progression des malignen Melanoms untersucht.

In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von AP-
2a in  metastatischen Melanomzellen  eine  Verminderung  und
Herunterregulierung von c-Kit, MCAM/MUC18 und MMP-2 Genen verursacht.
Zusatzlich sind zahlreiche Gene in der Progression des malignen Melanoms
involviert, wie z.B. E-Cadherin, p21, HER-2, BCL-2, PAR-1 und insulin like
growth factor.

Es zeigte sich, dass die Expression von AP-2a einen bedeutenden Anteil bei
der Entstehung und Entwicklung zum malignen Melanom einnimmt. AuRerdem
wurde nachgewiesen, dass AP-2a mit mehreren Genen in Verbindung steht.
Diese spielen eine Rolle bei der Proliferation, der Zell-Zyklus Regulation, der
Apoptose, der Adhasion und der Invasion.

Aus diesem Grund war eine Untersuchung der AP-2a Expression auf RNA und
Proteinebene von Bedeutung und interessant.

Die erwartete Herunterregulierung von AP-2a beim Ubergang von radial
wachsenden zu vertikalwachsenden bis hin zu  metastatischen
Melanomzelllinien konnte nicht beobachtet werden. Dies trifft sowohl fur die
Untersuchungen auf RNA-Ebenen als auch fur die Untersuchungen auf
Proteinebene zu.

Eine Herunterregulierung von AP-2aA konnte jedoch eindeutig in vivo
nachgewiesen werden. In situ konnte mit Hilfe von Immunhistologie und
konfokaler Laserscanningmikroskopie eine deutliche Herunterregulierung der
AP-2a Expression im Verlauf der Melanomprogression beobachtet werden.
Dabei war eine Verschiebung der Lokalisation des AP-2a Proteins zu
beobachten. Wahrend bei Navuszellen und Primarmelanomen AP-2a vermehrt
im Kern nachweisbar war, fand sich das AP-2a Protein im malignen Melanom
und insbesondere in metastatischen Zellen vorwiegend im Cytoplasma. In

metastatischen Melanomzellen war AP-2a nahezu nicht mehr nachweisbar.
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Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass durch den Expressionsverlust von

AP-2a die Invasionsfahigkeit der Melanomzellen ansteigt.

4.2 Expressionsprofii von AP-20A und AP-2aB in
verschiedenen Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden vier RGP (Radial Growth Phase), zwei VGP
(Vertical Growth Phase), zwei hochaggressive Melanomzelllinien mit einer
Navuszelllinie, primare Melanozyten und weiteren Karzinomzelllinien
verglichen.

Buettner et al. gelang es (1993), ein alternativ gesplictes Protein von AP-2a,
AP-2aB, zu klonieren. AP-2aB verhalt sich dominant-negativ zu AP-2dA.
Transfektionsversuche mit AP-2aB in AP-2a0A positiven Zellen konnten ein
gesteigertes Tumorwachstum in vivo nachweisen (Gershenwald et al., 2001). In
der vorliegenden Arbeit wurden die Splice-Formen AP-20A und AP-20B mit
Hilfe von RT-PCR und Western Blots untersucht. Geht man von zahlreichen
Publikationen aus, sollte man in Zelllinien mit hoher AP-2aA-Expression eine
geringe Expression von AP-2aB vorfinden. Dieses Verhaltnis konnte nicht
nachgewiesen werden. Es ergab sich hinsichtlich der AP-2a-Expression eine
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Western-Blots und denen der PCR-
Analyse. Wahrend die Ergebnisse bei den radial -und vertikalwachsenden
Melanomzelllinien sehr unterschiedlich sind, zeigten die meisten metastatischen
Melanomzelllinien jedoch eine geringflugig starkere Expression der AP-2aA-
Form, das man sowohl auf Protein- als auch auf DNA-Ebene nachweisen kann.
Es konnte in einigen Studien am Beispiel von nur wenigen Zelllinien
experimentell nachgewiesen werden, dass durch den Ubergang der
Melanomzelle von der radial- hinuber zu der vertikalwachsenden Phase ein
Verlust der AP-2a Expression stattfindet (Bar-Eli, 1997). Eine verminderte AP-
2aA Expression wurde bei der malignen Transformation und Tumorprogression
des malignen Melanoms beobachtet (Karjalainen et al., 1998). Die dominant-
negative Form AP-2aB steigert durch Aktivierung von MMP-2 die Invasion und
das Tumorwachstum in vivo (Bar-Eli, 2001; Gershenwald et al., 2001; Bar-Eli,

1999). Klinische Studien konnten eine Korrelation zwischen dem Verlust von
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AP-2a Expression und der Tumorprogression von malignen Melanomen im
Stadium | nachweisen (Karjalainen et al., 1998). Jean et al. (1998) konnten in
nicht metastatischen Zelllinien (SB-2 und Hel-889) eine AP-2a RNA Expression
nachweisen. Wohingegen metastatische Zelllinien wie A375P, A3759M und
WM-266u negativ fur AP-2a waren.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit sind vermutlich aus folgenden Griinden
unterschiedlich zu den bereits publizierten Ergebnissen.

Dabei wurden die Primer fur AP-20A so gewahlt, dass ein circa 1,4 kb grosses
cDNA Stuck synthetisiert wurde. Mit den Primern flir AP-2aB konnte ein 300 bp
grosses Fragment von AP-20B synthetisiert werden, dass sich seinen 3’-Ende
von AP-20A unterscheidet. Die Synthetisierung eines 300 bp grof’en cDNA
Fragmentes war sicher einfacher als die Synthetisierung des vollen Lange
Klons von AP-20A. Um die Expression von AP-20A und AP-2aB besser
vergleichen zu kdnnen, sollten nahezu gleich grole Fragmente synthetisiert
werden. Eine Untersuchung zur Expressionsstarke ist bisher ebenfalls nicht
erfolgt.

Um nun die Expression von AP-20A und AP-2aB auf Proteinebene zu
vergleichen, wurden Western Blot Analysen durchgeflihrt. Das alternativ
gesplicte AP-2aB Protein unterscheidet sich in seinem C-Terminus von AP-20A
und verhalt sich als dominat-negativer Modulator von AP-20A (Buettner et al.,
1993).

In dieser Arbeit kommen zwei unterschiedliche Antikdrper gegen AP-2a zum
Einsatz. Der C-18 Antikorper sollte nur die AP-20A Form erkennen.
Wohingegen H-79 beide Formen erkennen sollte. Dieser Antikorper bindet mit
seiner Bindungsstelle ein rekombinantes Protein, dass in der inneren Region
von beiden Formen von AP-2a vorkommt.

In den vorliegenden Ergebnissen konnte die AP-20A Expression auch in
metastatischen Melanomzelllinien nachgewiesen werden. Dieses widerspricht
einigen Publikationen (Huang et al., 1998). Die AP-20A Expression wird durch
die beiden verschiedenen Antikorper unterschiedlich in den einzelnen Zelllinien
gemessen. Ein Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnte ein

verscheiden starkes Bindungsverhalten an die beiden AP-2a Formen sein.
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Auch die Auswertung gestaltete sich schwierig, da die beiden Banden bei 50
kDa fur AP-20A und 43 kDa fir AP-2aB sehr eng beieinander lagen und sich
teils gegenseitig Uberstrahlten. Dieses konnte oft nicht durch das
Scanprogramm von BIO-RAD kompensiert werden. Sicher ist jedoch, dass auf
Grund der Ergebnisse dieser Arbeit, man nicht von einer konstanten
Runterregulierung von AP-20A beim Ubergang von radialwachsenden Zelllinien
uber vertikalwachsenden Zelllinien bis hin zu metastatischen Zelllinien
ausgehen kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden neben den Pigmentzellen und diversen
Melanomzelllinien auch eine Reihe anderer Tumorzelllinien auf die AP-20A und
AP-2aB-Expression hin untersucht, wie etwa einige Kolonkarzinom-Zelllinien,
ein  Mammakarzinom, ein Blasenkarzinom, ein Retinoblastom sowie ein
Pleuramesotheliom. Dabei zeigte sich, dass eine geringe RNA- und Protein-
Expression von AP-20dA und AP-2aB in den Kolonkarzinom-Zelllinien
nachgewiesen werden konnte.

Uber Northern-Blot Analysen konnte die RNA Expression von AP-2a einiger
Zelllinien untersucht werden. Die Northern Blot Membranen sind mit einer 28S-
Sonde und mit einer B-Actin-Sonde hybridisiert worden, um die Integritat der
RNA und die Menge der geladenen RNA zu verifizieren. In den durchgefihrten
Northern-Blot Analysen zeigte sich eine Abnahme der AP-2a-Expression von
der radialwachsenden zur vertikal wachsenden bis hin zu metastatischen
Melanomzelllinie. Dies entspricht auch einer Untersuchung von Karjalainen et
al. (2000). Dabei konnte AP-2a mRNA auch in Tumorgewebe festgestellt
werden, obwohl in dem jeweiligen Melanom eine reduzierte AP-2a
Proteinexpression nachgewiesen wurde. Deshalb wird vermutet, dass die
MmRNA und die Protein-Expression entkoppelt werden kann. Dieses kann
verschiedene Grinde haben. Zum einen kénnte die AP-2a mRNA durch post-
transkriptionelle Prozesse des mRNA-Transkripts oder durch spezifische RNA-
Interaktionen nicht adaquat translatiert werden (Day und Tuite, 1998; Kleijn et
al., 1998). Zum anderen konnten AP-2aB oder Inhibitoren der Translation
(Wang et al.,, 1997; Liu und Redmond, 1998) als Translationsrepressoren

wirken.
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4.3 Vergleich der Expression von AP-2a in
Melanomzelllinien und in situ Melanompraparaten

Die Expressionen von AP-20A Protein konnte Uber Immunhistologie in Navi,
SSM, NMM, Metastasen und Hautrekonstrukten nachgewiesen werden.

Wenn man davon ausgeht, dass die cytoplasmatische Form des
Transkiptionsfaktors AP-2dA in seiner latenten, d.h. der inaktiven Form darstellt,
musste bei hochmetastatischen Zellen AP-2aA vermehrt im Cytoplasma und
damit verringert im Kern nachgewiesen werden kdnnen.

Bei einfachen Melanozyten, die noch nicht in den malignen
Transformationsprozess eingetreten sind, musste demnach AP-20A meist im
Nukleus, und damit in der aktiven Form vorhanden sein.

Diese Hypothese konnte durch die immunhistologischen Versuche dieser Arbeit
bestatigt werden. Die Kern-Plasma Relation von AP-2aA verschiebt sich zu
Gunsten des Plasmas, je weiter die Zellen im malignen Transformationsprozess
vorangeschritten waren.

Karjalainen et al. konnten 1998 eine AP-2a Proteinexpression sowohl im
Nukleus als auch im Cytoplasma von Melanomzellen nachweisen. Wobei in
Tumorzellen eine weitaus geringere AP-2a Expression im Vergleich zu
normaler Epidermis nachgewiesen werden konnte. Zusatzlich konnte bei
ansteigender Tumordicke, hoéherem Clark Level und pT-Stadium eine
verminderte Expression von AP-2a festgestellt werden. Daraus kann man
ableiten, dass eine Verminderung der AP-2a Expression in Verbindung mit der
malignen Transformation und der Tumorprogression bei malignen Melanomen
im Stadium | steht. Nukleare und cytoplasmatische Expression von AP-2a
konnte nicht nur in malignen Melanomen, sondern auch in Gewebe von Ovarial-
Karzinomen (Anttila et al., 2000), Kolorektalen Karzinomen (Ropponen et al.,
2001) und in Medulloblastomgewebe (Gilbertson et al., 1997) nachgewiesen
werden. Verminderte nukleare AP-2a Expression konnte beim Mamma-
Karzinom mit einer schlechteren Prognose in Verbindung gebracht werden
(Gee et al., 1999). Immunhistologisch konnten Ropponen et al. in Kolorektalen
Karzinomen eine verminderte Expression von AP-2a im Cytoplasma bei weit

fortgeschrittenen Tumoren nachweisen.
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In einer grofien Studie zum Mamma-Karzinom wurde die Expression von AP-2a
und HERZ2 immunhistochemisch untersucht. Dabei ergab sich eine schlechte
Prognose bei Patientinnen, die HERZ2-positiv und AP-2a-negativ getestet
wurden, wohingegen Patientinnen mit HER2-negativen und AP-2a-positiven
Karzinomen eine langere Uberlebensrate zeigten (Pellikainen et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse der Immunhistologischen
Untersuchungen zur AP-20A Expression zusatzlich durch die konfokale
Laserscanningmikroskopie bestatigt werden. Es konnte eindrucklich an Navus-,
superfiziell spreitendem, nodularem Melanom- und Metastasengewebe
nachgewiesen werden, dass AP-2a sowohl im Nukleus als auch im Cytoplasma
exprimiert wird. Die AP-2a Expression nimmt jedoch im Vergleich zu den
Navuszellen stetig ab und kann in den metastatischen Zellen nahezu nur noch
im Cytoplasma nachgewiesen werden. Auch in Untersuchungen von
Hautrekonstrukten mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie konnte AP-2a
im Nukleus von SBCI2 Zellen nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen
sollten zeigen, wie sich AP-2a-negative Zellen nach Transfektion mit AP-2a in
Hautrekonstrukten verhalten. Der mit der Melanomprogression korrelierende
Expressionsverlust von AP-2a wurde von Woenckhaus et al. (2003) in
starkstem Mal3e in den dermalen Schichten von Primarmelanomen gefunden.
Es ist bekannt, dass AP-2a aulder c-Kit auch MUC18, E-Cadherin, MMP-2
sowie p21 reguliert und beim Tumorwachstum und der Metastasierung so eine
Rolle spielt (Bar-Eli, 2001; Jean et al., 1998a). Ein Verlust von AP-2a I6st eine
Uberexpression von MelCAM/MUC18, MMP-2 und PAR-1 (Tellez und Bar-Eli,
2003) aus. Eine verminderte AP-2a Expression korreliert wiederum mit einer
geringen p21/WAF1, E-Cadherin und c-Kit Expression (Baldi et al., 2001).
Aulerdem konnte festgestellt werden, dass bei c-Kit-positiven Melanomzellen
durch den c-Kit-Liganden SCF Apoptose getriggert werden konnte. Der Verlust
der c-Kit-Rezeptorexpression in Melanomzellen fihrt wahrscheinlich dazu, dass
sich die Melanomzellen der SCF/c-kit-vermittelten Apoptose entziehen. Dies
konnte das Tumorwachstum und letztlich die Metastasierung erleichtern (Huang
et al., 1996b). Ein Hinweis hierfur findet sich in der von Takahashi et al. (1995)

durchgefuhrten immunhistologischen Studie, in welcher eine c-Kit-Expression in
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epidermalen Navuszellen und SCF-Expressionen in dermalen Komponenten
von Navi gezeigt wurde. Wohingegen bei Melanomen in nur einer von flnf
Melanomzelllinien SCF und in keiner Melanomzelllinie c-Kit nachgewiesen
werden konnte (Takahashi et al., 1995). Dieser Expressionsverlust der beiden
Faktoren in Melanomzelllinien kdnnte maoglicherweise zum Tumorwachstum

beitragen.

4.4 AP-2a als mogliche molekulare Zielstruktur bei der
Melanomtherapie?

Da die Inzidenz und hohe Mortalitatsraten des malignen Melanoms in den
letzten Jahren stetig zugenommen haben, ist eine fruhzeitige Erkennung und
Exzision der wichtigste Faktor bei der Behandlung des malignen Melanoms.
Neben der operativen Therapie haben die postoperative adjuvante
Chemotherapie, Immuntherapie, Radiotherapie und die biologische Therapie
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Insbesondere immunologische Ansatze,
wie die Tumorvaccine und adjuvante Therapie mit Interferon-a, wurden
erfolgversprechend bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom eingesetzt. Es
bestehen bereits verschiedene Versuchsansatze, die Chemotherapie mit
biologischer Therapie, wie z.B. Interleukin-2, Interferon-y und Interferon-a, zu
kombinieren (Lugovic et al., 2005). Uber einen rekombinantes Adenovirus Ad-
AP2, der funktionales AP-2a exprimiert, konnte bereits der Zellzyklus in der G1-
Phase gestoppt werden. Das Tumorwachstum verschiedener Karzinomzelllinien
konnte durch Induktion von Apoptose gestoppt werden. Zusatzlich zeigten die
Karzinomzelllinien eine erhéhte Chemosensibilitat auf Chemotherapeutika wie
Adriamycin und Cisplatin (Wajapeyee und Kumaravel, 2003).

Der wichtigste prognostische Faktor beziiglich der Uberlebensrate beim
malignen Melanom ist nach klinischen Studien die Tumordicke nach Breslow,
gefolgt von dem Ergebnis der Sentinel-Lymphknotenbiopsie (Moehrle et al.,
2004).

Nicht nur beim malignen Melanom hat AP-2a eine prognostische Funktion.

Exprimieren Mamma-Karzinomzellen AP-2a und sind sie negativ fir HER2
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bedeutet das Studien zu Folge eine bessere Prognose und langer
Uberlebenszeit (Friedrichs et al., 2004; Pellikainen et al., 2004).

4.5 Perspektive

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von AP-2a auf RNA und
Proteinebene untersucht. Insbesondere wurde auf die beiden Splice-Formen
von AP-2a naher eingegangen. Diesbezuglich sind noch genauere
Untersuchungen notig.

Bei mehreren Neoplasien wird AP-2a als potentielle therapeutische Zielstruktur
in Betracht gezogen. In Studien konnte durch Infektion von Karzinomzelllinien
mit einem rekombinanten Adenovirus eine erhdhte Chemosensibilitat erreicht
werden (Wajapeyee und Kumaravel, 2003). Der Einsatz von Adenoviren,
insbesondere von Ad-AP2, sollte als therapeutische Option allein oder in
Kombination mit Chemotherapie weiter untersucht werden. Effekte von
Transfektionsversuchen mit AP-20A transfizierten Zellen sollten weiter in
Hautrekonstrukten erfasst werden.

In Verbindung mit c-Kit ware ein Apoptoseassay im Hautrekonstrukt und in
Monolayerkultur interessant.

In weiteren Untersuchungen kdnnte man mit AP-2aA oder AP-2aB transfizierten
Zellen eine Korrelation zwischen c-Kit oder MUC-18 Uber Western Blot
Analysen untersuchen. Neben weiteren Erkenntnissen auf diesem Gebiet wird
die ldentifizierung durch weitere aktivierte Signalwege vermittelt durch AP-2a
madglicherweise alternative Zielstrukturen aufzeigen kdénnen.

Die verfugbaren Daten zeigten insgesamt, dass die Entstehung sowie die
Progression des malignen Melanoms durch das komplexe Zusammenspiel
vieler Faktoren und Signalwege gesteuert werden, die noch nicht ausreichend
verstanden sind. Neue Einblicke in diese Mechanismen werden ndtig sein, um
Erfolge in der Melanomtherapie erzielen zu kdnnen. Neue Erkenntnisse auf
diesem Gebiet sind dringend erforderlich, denn die bislang verfugbaren
Therapien konnten trotz allen Bemuhungen beim Stadium IV-Melanom nur eine

10-Jahres-Uberlebensrate von unter 1% erzielen.
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Der Transkriptionsfaktor AP-2a spielt eine entscheidende Rolle bei der
Regulation der Expression von verschiedenen Genen, die fur das Wachstum
und die Progression des malignen Melanoms wichtig sind.

In bislang verfugbaren Arbeiten uber AP-2a wurde der Schwerpunkt
groftenteils auf einzelne Funktionen von AP-2a gelegt oder es wurde nur eine
kleine Anzahl an unterschiedlichen Tumorzelllinien untersucht.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung eines umfassenden
Expressionsprofils von AP-2a. Die AP-2a-Expression wurde einerseits durch
die Untersuchung einer Vielfalt an Zelllinien analysiert, die von Melanozyten
uber Navi, Melanome mit radialen und vertikalen Wachstum hinweg bis hin zu
Melanommetastasen und einigen anderen Tumorzelllinien sowie Nativgewebe
und Hautrekonstrukte reichte. Andererseits wurde die Expressionsuntersuchung
der Zelllinien auf verschiedenen Ebenen durchgefuhrt, dass bedeutet auf DNA-,
RNA- und Proteinebene. Hierzu wurden die Methoden der PCR, des Northern
Blottings, des Western Blottings, der Immunhistologie und der konfokalen
Laserscanningmikroskopie angewandt.

Vor dem Hintergrund der bislang verfugbaren Daten sollte anhand dieser
Zelllinien- und Methodenvielfalt untersucht werden, ob ein Zusammenhang
zwischen der AP-2a-Expression und der Progression des malignen Melanoms
hergestellt werden kann. Von zentralem Interesse war hier die Frage, ob und zu
welchem Zeitpunkt der Melanomprogression die Expression von AP-2a verloren
geht. Zusatzlich wurden die beiden unterschiedlichen Formen von AP-2a, AP-
2aA und AP-2aB, verglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine eindeutige Herunterregulierung von AP-
20A auf DNA-Ebene beim Ubergang von radial zu vertikal wachsenden und
metastatischen Melanomzelllinien jedoch nicht gefunden werden. Mit Hilfe der
proteinchemischen Methode des Western Blots konnten diese Ergebnisse
ebenfalls bestatigt werden.

Weiter wurde untersucht, wie die alternative Splice-Form AP-2aB in den

verschiedenen Zelllinien exprimiert wurde. Dabei konnte keine Korrelation
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zwischen der Expression von AP-2aA und AP-2aB festgestellt werden. In allen
untersuchten Zelllinien konnte sowohl auf Protein-, als auch auf DNA—Ebene
eine Expression von beiden AP-2a Formen nachgewiesen werden.

In  situ konnte mit Hilfe von Immunhistologie und konfokaler
Laserscanningmikroskopie eine deutliche Herunterregulation der AP-2a
Expression im Verlauf der Melanomprogression beobachtet werden. Dabei fiel
eine Verschiebung der Lokalisation des AP-2a Proteins auf. Wahrend bei
Navuszellen und Primarmelanomen AP-2a vermehrt im Kern nachweisbar war,
fand sich das AP-2a Protein im malignen Melanom und insbesondere in
metastatischen Zellen vorwiegend im Cytoplasma. In metastatischen
Melanomzellen war AP-2a nahezu nicht mehr nachweisbar. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass durch den Expressionsverlust von AP-2a die
Invasionsfahigkeit der Melanomzellen ansteigt.

Es konnte zudem noch gezeigt werden, dass Untersuchungen, die nur von
Zelllinien ausgehen, moglicherweise ein artifizielles Ergebnis ergeben. Eine
Herunterregulierung der AP-2a-Expression konnte aber eindeutig in vivo
nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der Methode der PCR gelang es einen volle Lange Klon von AP-20A
zu amplifizieren und anschlielend in einen Vektor zu ligieren. Dieses Plasmid
konnte man einsetzen, um weitere Zelllinien zu transfizieren damit diese AP-2a
Uberexprimieren. Das Verhalten der so veranderten Zellen kann man dann
weiter in Hautrekonstrukten und immunhistochemischen Farbungen weiter

untersuchen.

AbschlieBend kann man sagen, dass AP-2a eine Schllsselrolle bei der
Regulation verschiedener Gene einnimmt, die im Tumorwachstum und bei der
Metastasierung eine Rolle spielen. Es besteht eine negative Korrelation
zwischen der Progression des malignen Melanoms und der Expression von AP-
2a Protein in vivo. Letztendlich ist die Regulation von AP-2aA und die Rolle, die
es bei der Tumorentstehung und Progression einnimmt, nicht eindeutig geklart

und sollte in zukunftigen Studien weiter untersucht werden.
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