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EINLEITUNG

1 Das maligne Melanom

1.1 Definition des malignen Melanoms

Das maligne Melanom ist ein Hauttumor, der aus pigmentbildenden Zellen der Haut,
den Melanozyten, hervorgeht. Es manifestiert sich tberwiegend in der Haut, kommt
jedoch auch am Auge (Bindehaut, Iris, Ziliarkorper, Aderhaut), an den Hirnhauten und
an Schleimhduten verschiedener Lokalisation vor. Die meisten Melanome setzen ihre
Pigmentbildung fort, so dass der Tumor an seiner schwarzen, unregelmafigen
Oberflache auf der Haut auffallt. Es treten jedoch auch amelanotische Formen auf. Im
Vergleich zur Tumormasse besteht beim Melanom eine frihe Tendenz zur
Metastasierung und damit eine unglnstige Prognose, so dass das maligne Melanom

fur etwa 90% der Mortalitat an Hautkrebs verantwortlich ist.’

1.2 Inzidenz des malignen Melanoms

Schatzungen der International Agency for Research on Cancer (IARC) mit der
Datenbank Globocan 2002 zufolge, kommt es jahrlich weltweit zu ca. 160.000 neuen
Melanomerkrankungen.? In Deutschland erkranken jéhrlich etwa 14.900 Menschen an
einem malignen Melanom der Haut, darunter ca. 8.400 Frauen und ca. 6.500 Manner.?
Damit macht diese Tumorart in Deutschland etwa 3% (Frauen 4,1%, Manner 2,8%)
aller malignen Neoplasien (ohne Bericksichtigung der nichtmelanozytaren
Hauttumoren) aus und verursacht ca. 1% der Krebstodesfille.® Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei vergleichsweise niedrigen 63 Jahren bei Mannern und bei
etwa 57 Jahren bei Frauen. Relevante Erkrankungsraten treten bereits ab dem 20.
Lebensjahr auf.?

Im europaischen Vergleich liegen die Erkrankungsraten am malignen Melanom in
Deutschland an dritter beziehungsweise vierter Stelle fir Manner beziehungsweise
Frauen. Innerhalb Europas aber auch in Deutschland zeichnet sich ein Nord-Sud-
Gefalle ab mit hdheren Inzidenzen im Norden.* Deutlich niedrigere Erkrankungsraten
weisen die Mittelmeerlander mit einer tUberwiegend dunkelhdutigen Bevolkerung und
einem traditionell anderen Sonnenverhalten auf. Die hdchsten Inzidenzraten weltweit
werden aus Australien/ Neuseeland mit 37,7 (Manner) beziehungsweise 29,4 (Frauen)
Diagnosen pro 100.000 und Jahr gemeldet. Die niedrigsten Raten treten in Landern
Asiens und Afrikas auf und damit in Regionen mit Uberwiegend nicht-weil3hautiger

Bevolkerung.?
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Die Haufigkeit des diagnostizierten malignen Melanoms ist in den letzten 30 Jahren
stark angestiegen. Seit den 1980er Jahren haben sich die Erkrankungsraten mehr als
verdreifacht.> Bei der Mortalitat hingegen war seit den 1970er Jahren keine
wesentlichen Veranderungen festzustellen. Sowohl die erhohte Aufklarung der
Bevolkerung als auch die Sensibilisierung der Arzteschaft kénnten die Ursache dafiir
sein, dass in den letzten Jahren maligne Melanome in frilheren und damit prognostisch

gunstigeren Stadien haufiger diagnostiziert wurden.

1.3 Risikofaktoren fir die Melanomentstehung

Die Risikofaktoren fir das maligne Melanom lassen sich nach dem aktuellen
Kentnissstand in konstitutionelle Risikofaktoren und Risikofaktoren aus der Umwelt
gliedern.® Zu den konstitutionellen Risikofaktoren gehéren ein heller Hauttyp mit
Sonnenbrandempfindlichkeit, die Neigung zu Sommersprossen sowie das Aufweisen
einer grossen Anzahl erworbener (kongenital) und dysplastischer Navuszellnavi.® Ein
weiterer entscheidender Risikofaktor ist das Auftreten von Melanomen in der Familie.
Die Tatsache, dass etwa 10% aller Melanome familiar gehauft auftreten (Syndrom der
dysplastischen Navi), die in bis zu 30% auf Mutationen unter anderem im p16/CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)” —~Gen zuriickgefiihrt werden,® ° unterstreicht die
herausragende Bedeutung der genetischen Komponente bei der Melanomentstehung.
Als wichtigster Melanom-Risikofaktor der Umwelt gilt die ultraviolette (UV-)Strahlung.
Hierbei scheint eine intensive, akut-intermittierende Sonnenexposition eine bedeutende
Rolle zu spielen. Dies erklart das vermehrte Auftreten des malignen Melanoms nach
haufigen Sonnenbranden, insbesondere im Kindesalter.'® Dabei wird fiir das maligne
Melanom insbesondere die energiedrmere, bis in die Dermis eindringende UVA (320-
400 nm) verantwortlich gemacht, die indirekt Uber reaktive Sauerstoffspezies DNA-

Schaden verursacht.®

1.4 Klassifikation des malignen Melanoms

Klinisch und histopathologisch lassen sich vier verschiedene Melanomtypen
unterscheiden. Die am haufigsten vorkommende Form ist das superfiziell spreitende
Melanom (SSM; Héaufigkeit: 75%'"). Das SSM beginnt mit einer intraepidermalen
horizontalen Ausbreitungsphase und imponiert zunachst als Fleck, entwickelt sich dann
invasiv flach erhaben, haufig mit farblicher Vielfalt, hellen Regressionszonen und
sekundér knotigen Anteilen.”> Am haufigsten kommt das SSM am Riicken, an der
Brust und an den Extremitaten vor. Betroffen sind meistens Menschen ab dem 50.
Lebensjahr. Wird das SSM frih, also mit geringer Tumordicke erkannt, bestehen gute

Heilungschancen.
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Das knotige (primar noduldre) Melanom (NM; Haufigkeit:15%"") entsteht wie das SSM
in gesunder Haut oder geht aus einem Navuszellnavus hervor. Es imponiert als primar
knotiger, Uberwiegend schwarzbrauner, haufig erosiv-blutiger Tumor, der praktisch
ausschlieflich von einer vertikalen Wachstumsphase gepragt ist.” Das NM tritt
bevorzugt am Rucken, auf der Brust sowie an den Extremitaten auf. Das Alter der
Betroffenen liegt durchschnittlich bei 55 Jahren. Ein weiterer Melanomtyp ist das
Lentigo-maligna-Melanom (LMM). Die Vorstufe hiervon ist die Lentigo maligna (In-situ-
Melanom). Sie entsteht infolge einer chronischen UV-Lichtexposition und tritt nahezu
ausschlieBlich im Gesichtsbereich alterer Patienten auf. Die Lentigo maligna ist
charakterisiert durch einen flachen, unregelmaRig gefarbten, braun bis schwarz
pigmentierten Flecken. Sie kann Jahre bis Jahrzehnte bestehen und schlieilich in eine
bosartige Wachstumsform (bergehen, das LMM (Haufigkeit: 5%''). Der bei
dunkelhautigen Bevolkerungsgruppen am haufigsten auftretende Melanom-Typ ist das
akrolentiginése Melanom (ALM; Haufigkeit: 5%'"). ,Akren” steht dabei fiir Kérperenden,
vor allem die Enden der Gliedmalen (i.e.S. Finger- und Zehenendglieder). Das ALM
tritt vorwiegend an den Phalangen, Handinnenflachen und Ful3sohlen oder subungual
auf und wird aufgrund dieser diagnostisch haufig unzuganglichen Lokalisation und des
nicht immer typischen klinischen Erscheinungsbildes oft erst spat erkannt.™

Einige weitere Typen des malignen Melanoms sind nicht klassifizierbar oder
reprasentieren Mischformen. Diese machen etwa 5% aller Melanome aus. Zu
klinischen Sonderformen zahlen beispielsweise amelanotische Melanome, sowie

Schleimhaut- oder andere extrakutane Melanome.

1.5 Pathogenese des malignen Melanoms

Die Initiation und Progression des malignen Melanoms wurde erstmals anhand von
histopathologischen Verdnderungen an einem 5-Stufen-Modell von Clark et al.*
beschrieben:

(1) Der ersten Stufe des Clark Modells entspricht der angeborene (kongenitale),
benigne Navus, welcher durch Proliferation von strukturell normalen Melanozyten
gebildet wird. Histologisch lassen sich dabei Nester von Melanozyten entlang der
Basalmembran erkennen. (2) Es folgt das Stadium des dysplastischen (atypischen)
Navus. Dieser kann entweder aus einem benignen Navus oder auf bis dahin
unauffalliger Haut entstehen. Histopathologische Kriterien eines dysplastischen Navus
sind neben Zellasymmetrie, Polymorphie und nukledrer Atypien, ein vermehrtes
Auftreten von Mitosen sowie eine abnormale, intraepidermale Proliferation
melanozytéarer Zellen.” (3) Den néchsten Schritt bildet die radiale Wachstumsphase
(radial growth phase, RGP). In diesem Stadium breiten sich die transformierten

Melanozyten in horizontaler Richtung aus. |Ihre Proliferation bleibt jedoch in situ auf die
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Epidermis beschrankt. (4) Dieser Phase folgt die vertikale Wachstumsphase (vertical
growth phase, VGP), bei welcher eine Ausdehnung der transformierten Melanozyten in
die Dermis erfolgt. Die Progression des primaren Melanoms von RGP in VGP geht mit
einer dramatischen Reduktion der Therapieoptionen, sowie der Heilungs- und
Uberlebensraten einher. (5) Auf der letzten Stufe der Melanomentwicklung steht das
metastasierende Melanom, welches das Potential erlangt hat, sich sowohl auf dem

Blut- als auch auf dem Lymphweg im Korper zu verbreiten.

f/;- Y Kf’-_ '“\\
[ Melanozyt | —+ benigner |

\ Naevus
4 ~_
|

Abb. 1: Das 5-Stufen-Modell nach Clark et al.™

Das Modell nach Clark et al. impliziert, dass das Melanom in der Regel vom benignen Naevus
ausgehend, in einer Sequenz von mehreren Transformationsschritten entsteht. Allerdings
entwickeln sich nur etwa 35% aller Melanome aus Naevi. Ansonsten kann sich das Melanom

auch direkt aus Melanozyten entwickeln. Verandert nach Herlyn et al., 1998."°

Einer der wichtigsten prognostischen Faktoren primarer Melanome richtet sich dabei
nach der Eindringtiefe, welche in den Klassifikationen nach Clark'* (Eindringtiefe relativ
zu anatomischen Strukturen = relative Eindringtiefe) beziehungsweise nach Breslow'’
(Tumordicke relativ zum Stratum granulosum (=oberste Schicht der Epidermis) =
absolute Eindringtiefe) berticksichtigt wird. Bei einer Eindringtiefe von weniger als 1
mm liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) zwischen 91 und 95%. Diese nimmt mit
zunehmender Tumordicke ab. Bei einer Tumordicke gréRer als 4 mm liegt sie zwischen
58% und 59%. Das Vorhandensein einer histologisch erkennbaren Ulzeration
verschlechtert die Uberlebensrate dabei erheblich.'® Eine kurative Behandlung durch
operatives Entfernen des Melanoms ist vor allem bei friihen Stadien des Primartumors
(Primarius) mit einer geringen Tumordicke gut moglich. Fortgeschrittene Tumore
hingegen zeigen sich gegenuber konventioneller Chemo- oder Radiotherapie als sehr
resistent. Bei vorliegenden Lymphknotenmetastasen unterliegt die 5-JUR einer
groReren Variation. Liegt eine einzige Mikrometastase des regionalen Lymphknotens
vor und ein nichtulzerierter Primarius, so betragt die 5-JUR etwa 67%. Bei einem
ulzerierten Primarius und 2-3 Makrometastasen in den regionaren Lymphknoten liegt
diese nun mehr bei 24%. Entscheidend fur die Prognose im Stadium IV ist neben der
FernmetastasengroRe und -anzahl, die Art des Organbefalls sowie der LDH-

Serumwert.”® Hierbei sinkt die 5-JUR auf < 9%. Selten wurde (iber spontane
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Remissionen des malignen Melanoms, selbst im metastasierten Erkrankungsstadium,

berichtet.'®

1.6 Molekulare Grundlagen der Melanomentstehung

Neuere Studien haben gezeigt, dass die histologischen Veranderungen, die wahrend
der Melanomentstehung oder -progression auftreten, mit einer Reihe von genetischen
Verdnderungen, welche im Verlauf sequentiell akkumulieren, assoziiert sind.?® (zur
Ubersicht 2"). Ein Teil der genetischen Veranderungen kann dabei bereits in den
Keimzellen vorliegen, wodurch sich die haufig zu beobachtenden familidren Haufungen
des Melanoms erkléren lassen.” Etwa 10% aller Melanome treten familiar bedingt auf.
Andere spezifische Genmutationen werden dagegen eher mit der Entstehung von
sporadisch auftretenden Melanomen in Zusammenhang gebracht.?*%

Welche Gene dabei verandert sind, wird deutlich, wenn verschiedene Aspekte der
Tumorentwicklung zunachst einzeln betrachtet werden. Unkontrollierte Proliferation
und Uberleben koénnen auf Defekte in der Reaktion auf Wachstumsfaktoren und
Zytokine zurlckzufuhren sein, was zu einem autonomen und von exogenen Stimuli
unabhangigen Zellwachstum fihrt und/ oder die Zelle gegenliber pro-apoptotischen
Stimuli unempfanglich macht. Veranderte Signaltransduktionen als Folge von
fehlerhaften Produkten diverser Gene und/ oder eine deregulierte Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren konnen ebenfalls eine ungehemmte Proliferation oder
vermehrtes Uberleben der Zellen bedingen. Bei Genmutationen kénnen solche, die mit
der Expression von Onkogenen (gain of function mutations; Gene, die bei einer
Fehlfunktion das maligne Zellwachstum stimulieren kdénnen) oder aber der
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (/oss of function mutations; Gene, die bei
intakter Funktion das maligne Wachstum von Zellen unterdriicken) einhergehen,
unterschieden werden. %%

Damit es schliellich zur Metastasierung der Melanomzellen kommt, missen weitere
Faktoren, die bei der Migration von Zellen, dem Adhasionsverhalten und der Invasion
(Matrixdegradation) von Bedeutung sind, ebenfalls verandert sein.

Im Folgenden wird auf einige wichtige Aspekte der Melanomentstehung und -
progression  naher  eingegangen. Diese = umfassen  &duBere  Faktoren
(Wachstumsfaktoren, Zytokine, Chemokine), die die Melanomzellen beeinflussen,
Signalwege, die aulere Reize weiterleiten, sowie veranderte
Zelladhasionseigenschaften und Matrixdegradation durch Proteasen als

Voraussetzung fur Invasion und Metastasierung der entarteten Zellen.
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1.6.1 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Melanomzellen sezernieren viele Wachstumsfaktoren und Zytokine, welche Uber
autokrine und parakrine Wirkung eine autonome Kontrolle ihres Wachstums und
Proliferation verursachen. Fur die Entfaltung der Wirkung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen, die sich im Tumormilieu befinden, exprimieren Melanomzellen wiederum
Wachstums- und Zytokin-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflaiche.”” Melanomzellen kénnen
auch auf Faktoren reagieren, die von Nachbarzellen sezerniert werden.

Zu den autokrinen Wachstumsfaktoren zahlen unter anderem bFGF (basic fibroblast
growth factor), MGSA/GRO (melanoma growth stimulatory activity/ growth regulated
protein), 1L-8 (Interleukin-8), IL-6, IL-10 und PDGF (platelet derived growth factor)-A
und —B.% Parakrine Wachstumsfaktoren und Zytokine sind PDGF, EGF (epidermal
growth factor), TGF (transforming growth factor) -a, TGF-B, IL-1 sowie VEGF (vascular
endothelial growth factor). Diese wirken stimulierend auf die Umgebungszellen der
Melanomzellen, wie beispielsweise auf Endothelzellen, Monozyten, Lymphozyten,
Keratinozyten und Fibroblasten und regen diese zur Produktion weiterer
tumorrelevanter Faktoren an.?® Zu den biologischen Auswirkungen der parakrinen
Wachstumsfaktoren zahlen ferner Angiogenese, Stromaumbau, Aktivierung
proteolytischer Enzyme sowie Veranderung der Immunantwort. Einige
Wachstumsfaktoren, die zunachst eine inhibierende Funktion auf Melanozyten
austben, koénnen spater in entarteten Melanomzellen schliel3lich eine
wachstumsstimulierende Funktion erlangen. Zu diesen Faktoren gehdren IL-1, IL-6,
TGF-R und Interferon.

1.6.2 Chemokine

Chemokine gehdéren zu einer Gruppe kleiner, chemotaktischer Proteine mit einem
Molekulargewicht von 8-11 kDa, welche entsprechend der Lokalisation ihrer Cystein-
Reste am N-Terminus in 4 Familien gegliedert werden: C-, CC-, CXC- und CX;C-
Familie.** Die CC- und CXC-Familien reprasentieren dabei die Mehrzahl derzeit
bekannter Chemokine. Die Rezeptoren, an die Chemokine binden, gehdren zur Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Chemokine waren zunachst fur ihre
Funktion bekannt, Uber einen gesteigerten zytoskeletalen Umbau eine gerichtete
Migration (Chemotaxis) von Neutrophilen auszuldsen. Damit wurde ihnen eine wichtige
Rolle bei Immun- und Entziindungsreaktionen zugeschrieben.*' Weitere Studien haben
gezeigt, dass Chemokine durch Bindung an ihre jeweiligen Rezeptoren und
nachfolgende Transduktion des Signals Uber diverse Signalkaskaden ins Zellinnere
und durch Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren auch wichtige Prozesse

bei der Entstehung und Metastasierung von Tumoren, unter anderem auch beim
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malignen Melanom, beeinflussen kénnen.**** Zu den bisher untersuchten Wirkungen
der Chemokine am Melanom gehéren neben melanozytarer Transformation®® und
Wachstumsférderung™®, die Férderung der Resistenz gegeniiber Apoptose® sowie die
Hemmung der natiirlichen Anti-Tumor- Immunabwehr®’. Weiterhin férdern Chemokine

die GefaReinsprossung (Angiogenese) ins Tumorgewebe, (zur Ubersicht 3%

), ein
Prozess, von dem Tumoren hinsichtlich ihres Wachstums, Uberlebens, der Invasion
und Metastasierung stark abhangen.

Eines der bisher am intensivsten untersuchten Chemokine ist das Interleukin-8 (IL-
8/CXCL8). IL-8 wurde erstmals 1987 nach Aufreinigung aus dem Uberstand LPS-
stimulierter humaner Monozyten als chemotaktischer Faktor fir Neutrophile
beschrieben®. Dieses wird von leukozytdren und nicht-leukozytiren Zellen, darunter
Endothelzellen*® gebildet. Da das Endothel an der GefaR-/ Gewebe-Grenze die
Extravasation leukozytarer Zellen vermittelt, kommt der endothelialen Expression von
IL-8 besondere Bedeutung zu.

Diverse neuere Studien haben gezeigt, dass IL-8 beim Melanom invasiver (VGP) und
metastatischer Wachstumsstadien haufig dauerhaft exprimiert wird*' und eine Reihe
von verschiedenen Funktionen ausiibt.*> So stimuliert IL-8 im Melanom neben

344 und Proliferation®® die Migrationsfahigkeit der Tumorzellen*® und durch

Wachstum
die Induktion der Chemotaxis von Endothelzellen auch die Angiogenese.** %" Die
Induktion der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2) durch IL-8, welche den Abbau der
extrazellularen Matrix bewirkt (siehe unten) und damit Zellmigration und -invasion
fordert, fuhrt zu einer weiteren Steigerung des metastatischen Potentials in

Melanomzellen** 48

und ist ferner mit der Progression von der radiaren in die vertikale
Wachstumsphase assoziiert.*?

Die Expression von IL-8/ CXCL8 steht unter der Kontrolle der Transkriptionsfaktoren
Nuklearer Faktor-kappaB (NFkB), CCAAT-Verstarker bindendes Protein-3 (C/ EBP-B)

und Aktivatorprotein-1 (AP-1).%°

1.6.3 Proteinasen

Die Degradation der extrazellularen Matrix (ECM) spielt in einer Reihe von
physiologischen und pathologischen Prozessen so z.B. im Rahmen des
Gewebsumbaus und der Zellmigration, aber auch bei der Tumorzellinvasion bis hin zur
Metastasierung eine entscheidende Rolle.®' Die bekanntesten Vertreter, die an diesem
Prozess malgeblich beteiligt sind, sind Proteasen des Urokinase-Plasminogen-
Aktivator (uPA)-Systems und die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs).

uPA wird als inaktive Vorstufe sezerniert und durch Bindung an seinen spezifischen
Rezeptor (UPAR) auf uPAR-exprimierenden Zellen aktiviert. In seiner aktiven Form

bindet uPA Plasminogen und uberflhrt dieses in seinen aktive Form, das Plasmin.
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Plasmin degradiert die ECM dann entweder direkt oder Uber die Aktivierung von
MMPs.*? Auf diese Weise erleichtert es die Migration und die Extravasation, sowie den
Prozess der metastatischen Absiedlung von Tumorzellen. uPA wird im Melanom unter
anderem durch Zytokine wie IFN-y oder TNF-o reguliert.®> Ein weiterer wichtiger
Induktor von uPA im Melanom ist der Transkriptionsfaktor NFkB (siehe unten).*

MMPs spielen auch bei der physiologischen Degradation der ECM eine wichtige Rolle.
Sie bilden eine grofte Familie von Endopeptidasen, die derzeit ca. 22 Mitglieder
umfasst und in funf Untergruppen unterteilt wird. Die 1. Guppe besteht aus
interstitiellen Kollagenasen. Dazu zahlen unter anderem MMP-1, MMP-8 und MMP-13.
Die 2. Gruppe umfasst Gelatinasen MMP-2 (Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B),
welche insbesondere Kollagen, Gelatin und Elastin der Basalmembran abbauen
kénnen. Stromelysine, zu welchen MMP-3, MMP-10 und MMP-11 gehdren, bilden die
3. Gruppe. Die 4. Gruppe enthalt MMPs vom Membran-Typ (MT-MMPs), die eine
transmembrane Doméane enthalten und ebenfalls die ECM abbauen kénnen. Weiterhin
existiert eine 5. Gruppe von MMPs, die sich keiner der vorangegangenen Gruppen
zuordnen lassen. Dazu zahlen MMP-19, MMP-20 und MMP-23.

Im Melanom werden hauptsachlich MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13 und MT1-MMP
exprimiert.”® lhre erhdhte Sekretion durch Melanomzellen, durch umgebende
Fibroblasten® oder durch tumorassoziierte Makrophagen (TAMs)>, ist mit einer
erhohten Metastasierungstendenz von Melanomzellen sowie einer schlechteren
Prognose assoziiert.*®

Zu den Faktoren, die die Expression von MMP-Genen regulieren, zadhlen neben
Wachstumsfaktoren, Hormonen und Interleukinen wie IL-1, IL-6 sowie TNF-«, auch der
Transkriptionsfaktor NFkB.>

1.6.4 Adhasionsmolekiile im Melanom

Am Beginn des Metastasierungsprozesses steht eine Veranderung der Adhasion von
Tumorzellen, welche ihre Interaktion mit der ECM und den Nachbarzellen betrifft. Hier
Ubernehmen Adhasionsmolekiile (sog. cellular adhesion molecules; CAMs) eine
Schlusselfunktion. Veranderungen im CAM-Profil gehen oft mit einer veranderten Zell-
Zell-Interaktion und einem Wechsel zu neuen Interaktionen einher - zwei Schritte, die
sich auch am Beginn eines jeden Metastasierungsprozesses finden. Die Mehrzahl der
Adhasionsmoleklle gehort einer der drei Genfamilien an: Integrine, Immunglobulin-
Familie und Cadherine. Einzelne Mitglieder aus jeder dieser Familien sind bislang
wiederholt mit der Melanommetastasierung in Zusammenhang gebracht worden. Diese

werden im Folgenden exemplarisch vorgestellt.
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1.6.4.1 Integrine

Integrine gehdren zur Gruppe der Membranproteine. Sie vermitteln Kontakte zwischen
den Zellen und der ECM, indem sie kurze Peptidsequenzen der ECM-Komponenten
wie Fibronektin, Laminin und Kollagen erkennen und an diese binden.®® Intrazellular
sind Integrine an Aktinfilamente gekoppelt. Damit haben sie die Mdglichkeit der
Einflussnahme auf Umbauprozesse des Zytoskeletts, was wiederum Voraussetzung flr
die Migration einer Zelle ist. Fokale Adhasionskontakte der Zelle, die Uber Integrine
stattfinden, beeinflussen aber auch Uber Aktivierung bestimmter intrazellularer
Signalwege, wie z.B. des Ras-Raf-MAPK-ERK-Signalweges, Proliferation und

Uberleben beziehungsweise Apoptose einer Zelle.®’

1.6.4.2 Immunglobulin-Familie

Die Immunglobulin-Familie ist eine weitere Gruppe an Transmembran-Glykoproteinen,
zu der Zelladhasions-Moleklle wie z.B. ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1),
ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1) und Mel-CAM/ MUC18 (melanocytic cell adhesion molecule) zahlen.

Eines der bisher sehr gut untersuchten CAMs im kutanen Melanom ist Mel-CAM (zur
Ubersicht®). Neben seiner Funktion als Adh&sionsmolekill ist es auch an diversen
intrazelluldren Signalwegen beteiligt. Wahrend Mel-CAM kaum in benignen Navi
vorkommt, steigt seine Expression in Primarmelanomen mit zunehmender
Tumordicke®® und wird in (iber 80% der metastatischen Lasionen exprimiert.®* Eine
Reihe von Studien haben bisher gezeigt, dass Mel-CAM/ MUC18 in Melanomzellen
neben Wachstum und Proliferation®® auch die Invasion und Metastasierung unter

anderem Uber die Induktion von MMP-2 fordert.%® 7

1.6.4.3 Cadherine

Ein wichtiges Beispiel flr eine Gruppe von Zellmembranmolekilen, die fir den
Zusammenhalt zwischen Zellen sorgt, ist die Superfamilie der Cadherine. Als
Transmembran-Glykoproteine stellen sie den Kontakt zwischen zwei Zellen durch eine
Ca’*-abhangige Bindung her. Zu den bekanntesten unter ihnen zéhlen die
E-(epithelial), N-(neural), P-(placental), R-(retinal) und VE-(vasculoendothelial)
Cadherine. Intrazellular sind sie Gber einen Molekllkomplex, welcher unter anderem [3-
Catenin enthalt, mit dem Aktinzytoskelett verbunden. Neben seiner interzellularen
Adhasionsfunktion, ist das E-Cadherin auch an der Aktivierung multipler intrazellularer
Signalwege beteiligt. Einer der bekanntesten unter diesen ist der 3-Catenin/ ELF/ TCF
(lymphoid enhancer factor/ T-cell factor)-Signalweg (sog. Wnt-Signalweg).

Im malignen Melanom geht, wie mehrere Studien bisher gezeigt haben, die

Progression von der RGP zu invasiven und metastatischen Phasen mit einer
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verminderten  E-Cadherin-Expression  einher.  Stattdessen  exprimieren die
transfomierten Zellen vermehrt N-Cadherin. Dies fuhrt zu ihrer Befreiung aus der
Bindung mit E-Cadherin exprimierenden Keratinozyten und beginstigt damit eine
Invasion in die Dermis, die unter anderem N-Cadherin exprimierende Fibroblasten
enthalt.?® ®® Aber auch bei der transendothelialen Migration der Melanomzellen spielt
der Wechsel der E-Cadherin- zu N-Cadherin-Expression sowie die Aktivierung des

Whnt-Signalwegs eine entscheidende Rolle.”

1.6.5 Wichtige Signalwege im malignen Melanom

Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie eine Reihe anderer dulderer Einflusse fuhren
Uber Rezeptoren auf der Zelloberflache zur Aktivierung von Signalwegen, die Uber
Transkriptionsfaktoren die Expression bestimmter Gene beeinflussen und damit eine
Antwort auf den dufleren Einfluss auslésen. Genmutationen kénnen zur Dysregulation
wichtiger Signalwege fiihren, welche in normalen Zellen Zellwachstum und Uberleben
kontrollieren, in dysreguliertem Zustand aber Uber die Induktion von unkontrollierter
Proliferation oder Resistenz gegenulber pro-apoptotischen Reizen, entscheidend zur
Entstehung oder Progression eines Tumors beitragen koénnen. Zwei dieser
Signalwege, die sich im malignen Melanom haufig dysreguliert finden, werden im

Folgenden naher beschrieben.

1.6.5.1 Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg

Der Ras/Raf/MEK (MAP-ERK-kinase)! ERK (extracellular signal regulated kinase)/
MAP  (mitogen-activated  protein)-Kinase-Signalweg, der  wegen seiner
wachstumsférdernden Funktion bisher oft mit Tumorentwicklung in Zusammenhang
gebracht wurde, findet sich auch im malignen Melanom haufig vermehrt aktiviert

(schematische Darstellung des Signalwegs in Abbildung 2).”" ™

In gesunden
Melanozyten kann dieser Signalweg uUber Wachstumsfaktoren wie bFGF oder
Hepatozytenwachstumsfaktor (hepatocyte growth factor, HGF) aktiviert werden, fuhrt
normalerweise jedoch nur zu einer schwachen und transienten Aktivierung von ERK.
Genmutationen oberhalb dieser Signalkaskade, die in bestimmten Tumoren mit hoher
Haufigkeit auftreten, kdnnen hingegen eine bestandige Aktivierung dieser Kinasen
bewirken.

So liegt beispielsweise N-Ras in 15 - 30% der Melanome mutiert vor. Ein mutiertes B-
Raf, das Ras-Signale an MEK koppelt, findet sich sogar in bis zu 70% aller
Melanome.”” ™ Durch sog. gain-of-function-Mutationen dieser Gene wird eine
bestandige Stimulierung von ERK aufrechterhalten, was die Proliferation und das

Uberleben der Zellen fordert. Zielmolekile von ERK sind unter anderen
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Transkriptionsfaktoren MITF (microphthalmia-associated transcription factor)’* und
NFkB,” sowie Zellzyklusmediatoren Cyklin D17® und p16INK4a.””

Es sei noch erwahnt, dass sich B-Raf-Mutationen sowohl in benignen Navi als auch in
primdren und metastatischen Melanomen in einer &hnlichen Haufigkeit finden.”
Bemerkenswerterweise verbleiben die meisten Navi ein Leben lang im Zellzyklusarrest
und entwickeln sich nur selten zum Melanom. Dies ist moglicherweise auf eine in
benignen Navi oft zur gleichen Zeit vorliegende Hochregulation der Zellzyklus-
hemmenden Kinase-4a (p16 INK4a) zurlickzuflihren, ein Tumorsuppressor, welcher in

spateren Stadien des Melanoms ebenfalls haufig mutiert vorkommt.”
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Abb. 2: Ras/ Raf/ MEK/ ERK- und PI3K/ PKB/ Akt-Signalwege.

Abklrzungen: GPCR: G-Protein gekoppelter Rezeptor; PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat; PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase;
PTEN: Phosphatase and tensin homologue; PKB/ Akt: Proteinkinase B; BAD: Bcl-2-antagonist
of cell death; RTK: Rezeptor-Tyrosinkinase; CDK: Cyclin-dependent kinase; MEK 1/ 2: MAP-
ERK-Kinase; ERK 1/ 2: Extracellular-signal regulated kinase; MITF: Microphthalmia-associated

transcription factor.

1.6.5.2 PI3K/Akt-Signalweg

Ein weiterer Signalweg, der im Melanom in Bezug auf Zellwachstum, -proliferation und
-Uberleben eine wichtige Rolle spielt, ist der Phosphatidylinositol3-Kinase (PI3K)-Akt-
Signalweg (siehe Abbildung 2). Phosphoinositide sind Membranlipide, die durch
Hyperphosphorylierung mittels PI3-Kinasen in Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
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(PIP3) umgewandelt werden. lhre Aktivierung erfolgt durch Integrine, Komponenten der
ECM wie z.B. Fibronektin und Wachstumsfaktoren wie IGF (insulin-like growth factor) -
1 oder HGF. Das aktivierte PIP; fuhrt wiederum zur Aktivierung der Proteinkinase B,
auch Akt genannt. Eine erhdhte Akt-Aktivitat hat beispielsweise Uber die Inaktivierung
von BAD eine anti-apoptotische Wirkung. Akt kann auch Kinasen wie Cyclin D1, -3,
und CDK 4 induzieren, welche wiederum die Zellzyklusprogression fordern und damit
auch die Proliferation von Tumorzellen. Weitere Zielmolekile von Akt sind
Transkriptionsfaktoren, zu welchen unter anderem NFkB™ und AP-1 zahlen.

Ein wichtiges Molekdl, das die Aktivierung von PIP; hemmt, ist PTEN (phosphatase
and tensin homologue). Es handelt sich hierbei um einen Tumorsuppressor, der in 10-
15% der sporadischen Melanome mutiert vorliegt.** Funktionelle Studien haben
gezeigt, dass eine ektope PTEN-Expression in PTEN-defizienten Melanomzellen, die
Akt-Aktivitat reduzierte und damit Wachstum und Metastasierung hemmte sowie

Apoptose induzierte.*

2 Transkriptionsfaktoren im malignen Melanom

Wahrend genetische Veranderungen in frilhen Stadien der Melanomentwicklung
auftreten, ist die Progression des Melanoms hin zu metastatischen Formen
Uberwiegend  durch  die  dysregulierte  Expression einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren bedingt.?” Zu den wichtigen, bislang in mehreren Studien
charakterisierten Transkriptionsfaktoren gehdéren unter anderem CREB/ATF-1 (cCAMP-
responsive element (CRE)-binding protein/ activating transcription factor-1)¥, AP-1
(activation protein-1)®®, AP-2 alpha (activating enhancer binding protein-2alpha)®,
LEF/TCF (lymphoid encancer factor/ T-cell facton)®, MITF® und STAT (signal
transducers and activators of transcription)¥’ (zur Ubersicht®’). Ein weiterer
Transkriptionsfaktor, der sogenannte Nukledre Faktor-kappaB (NFkB), dessen wichtige
Bedeutung bei der Immunabwehr sowie bei Entzindungen und Infektionen inzwischen
unumstritten ist und dessen Einfluss auch auf die Entwicklung einiger Tumoren
nachgewiesen werden konnte, wurde im Zusammenhang mit dem malignen Melanom
bislang kaum untersucht.

Nach einer kurzen Einfuhrung in die allgemeinen Grundlagen der transkriptionellen

Genregulation soll dieser Transkriptionsfaktor im Folgenden naher beleuchtet werden.

2.1 Aligemeine Grundlagen der transkriptionellen Genregulation

Die Moglichkeit der gesteuerten Genexpression in eukaryontischen Zellen ist eine
wichtige Voraussetzung dafir, dass ausdifferenzierte Zellen trotz gleicher genetischer

Ausstattung durch die Synthese einer bestimmten Auswahl und Menge an
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verschiedenen Proteinen ihre charakteristischen Eigenschaften und spezialisierte
Funktionen erhalten.

Die transkriptionelle Genregulation wird im Wesentlichen von der regulatorischen
Region eines Genes bestimmt, die die Anweisung fur die raumlich und zeitlich korrekte
Expression der kodierten Gene enthalt. Dieser Bereich enthalt konservierte DNA-
Sequenzmotive, an die regulatorische Proteine, sogenannte Transkriptionsfaktoren
binden. Die an diese DNA-Elemente gebundenen Transkriptionsfaktoren steuern die
Aktivitdt der RNA-Polymerase Il und damit die mRNA-Synthese (Transkription). Es
werden zwei Arten von Sequenzmotiven unterschieden: Promotor und Enhancer/
Silencer-Elemente. Der Promotor liegt dabei meist im 5°-Bereich des ersten Exons
eines Gens. Hier bindet unter Beteiligung weiterer allgemeiner Transkriptionsfaktoren
die RNA-Polymerase Il an die DNA und beginnt mit der mRNA-Synthese. Zu den
Promotorsequenzelementen gehoéren die TATA-Box, CAAT-Box und GC-Box. Die
Zusammenlagerung der allgemeinen Transkriptionsfaktoren, die von der RNA-
Polymerase Il erkannt werden, beginnt an der TATA-Box. Die an die CAAT-Box- und
die GC-Box-bindenden Transkriptionsfaktoren werden mit der Ablesefrequenz des
Gens durch die RNA-Polymerase Il in Zusammenhang gebracht.

Nahezu alle eukaryontischen Promotoren bendtigen zusatzliche spezifische
Transkriptionsfaktoren,  welche die = Zusammenlagerung der allgemeinen
Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase unterstiitzen. DNA-Sequenzen, an
die spezifische Transkriptionsfaktoren binden, werden Enhancer (Verstarkerelemente
der Transkription) oder Silencer (negativ regulatorische Elemente) genannt. Im
Gegensatz zur Position der Promotersequenz, kdnnen Enhancer/ Silencer bis zu
mehrere tausend Basen vor oder hinter dem Gen liegen. lhnen kommt bei der
Bestimmung der Transkriptionsrate eines Gens eine wichtige Bedeutung zu.
Entsprechend existieren spezielle Transkriptionsfaktoren, die als transkriptionale
Aktivatoren fungieren, und solche, die die Funktion von transkriptionalen Repressoren
haben. Transkriptionsfaktoren kénnen entweder zellspezifisch oder aber ubiquitar in
allen Zelltypen vorkommen. Weiterhin gibt es Transkriptionsfaktoren, die standig
(konstitutiv) aktiviert sind. Andere hingegen liegen lediglich zeitlich begrenzt (transient),

als Reaktion auf bestimmte Stimuli, in ihrer aktivierten Form vor.

2.2 Der Transkriptionsfaktor NFkB

Der Nukleare Faktor-kappa B (NFkB) wurde 1986 zuerst von Sen und Baltimore als ein
Transkriptionsfaktor an einer charakteristischen DNA-Region, dem Immunglobulin-
kappa-Leichtketten-Enhancer, in reifen B-Lymphozyten der Maus beschrieben.?®

Weitere  Analysen ergaben, dass NFkB ein ubiquitdr vorkommender
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Transkriptionsfaktor ist, der als Genschalter und zentraler Koordinator der

menschlichen Immunantwort fungiert.®

2.2.1 Struktur von NFkB

Die Bezeichnung NFxB ist eine Sammelbezeichnung fir eine Familie von
Signalproteinen, die auch als Rel-Familie bekannt sind. In Saugetieren existieren funf
bekannte Untereinheiten der NFkB/ Rel-Proteine: p65 (Rel A), Rel B, c-Rel, p50/p105
(NFkB1) und p52/p100 (NFkB2).*° lhre Struktur ist in Abbildung 3 schematisch
dargestellt. Die funf Untereinheiten sind strukturell verwandt, denn sie alle enthalten
eine etwa 300 Aminosauren (AS) umfassende N-terminale Domane, die als ,REL

homology domain“ (RHD) bezeichnet wird.

Rel-Homologie-Domane (RHD)

—
& . p65 (Rel A) I =
S | oRel e
&
3 { Reis —————
@ v
E p105/p50 (NFxB1) 7
Z L proops2(NFiB2) SRR

'|_r_
repetitive Ankyrin-reiche Doménen

Abb. 3: Die Rel/NFkB-Proteinfamilie.
Modifiziert nach Baldwin AS Jr.,1996.°"

Innerhalb der RHD befinden sich neben der Dimerisierungsregion, die Bindungsregion
fur den spezifischen Inhibitor (IkB), die nukledre Lokalisationssequenz sowie die
Bindestelle fiir spezielle DNA-Sequenzen (sog. ,kB-sites®).””** Eine Sonderstellung
innerhalb dieser Familie nehmen NFkB1 (p105/p50) und NFkB2 (p100/p52) ein. Diese
besitzen an ihren C-Termini mehrere Kopien Ankyrin-reicher Domanen, welche fir das
Inhibitormolekdl von NFkB, das IkB, kodieren, so dass diese NFkB-Proteine zugleich
zur Familie der IkB-Proteine zahlen (siehe unten). Nach einer ubiquitinvermittelten
limitierten Proteolyse des C-Terminus hinter der RHD (siehe Pfeile in Abbildung 3),
entstehen aus den Vorlauferproteinen p105/p50 und p100/p52 die aktiven, zur DNA-
Bindung beféhigten Formen p50 beziehungsweise p52, wobei die Ziffern das
Molekulargewicht angeben.®*

NFkB tritt beim Menschen als Homo- oder Heterodimer auf. Am haufigsten findet man

t 929 daneben

NFkB, das aus den Untereinheiten p50/p65 zusammengesetzt is
existieren auch Homo- beziehungsweise Heterodimere, welche die Untereinheiten

c-Rel, RelB oder p52 beinhalten kdnnen.
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Rel A, RelB und cRel besitzen in ihren C-terminalen Halften transkriptionsaktivierende
Domanen (TADs), welche sie dazu befahigt, kotranskriptionale Regulatoren und die
basale Transkriptionsmaschinerie an ihren Zielgenen zu rekrutieren.”” Die
Untereinheiten p50 und p52 besitzen hingegen keine TADs. lhnen fehlt das
transaktivierende Potential, es sei denn, sie sind mit einem die TADs enthaltenden
NFkB-Mitglied assoziiert.*®

2.2.2 Aktivierung von NFkB

Die Aktivierung von NFkB wird posttranskriptionell reguliert. Das bedeutet, dass es in
der Zelle bereits als Protein vorliegt und fur seine Aktivierung nicht neu synthetisiert
werden muss. Folglich kann man zwei Formen von NFKB unterscheiden: eine inaktive
Form, die sich im Cytoplasma befindet, und eine aktivierte Form, die in den Zellkern
translozieren kann, um dort ihre transkriptionsfordernde oder -hemmende Wirkung zu
entfalten. In Antikérper-produzierenden B-Zellen sowie aktivierten T-Zellen und
Makrophagen ist NFKB dauerhaft aktiviert.® In den meisten anderen Zelltypen wird das
NFkB hingegen in seiner inaktiven Form im Zytoplasma zuriickgehalten, bedingt durch
die direkte Bindung an eines seiner Inhibitorproteine IkB.

Die Aktivierung der zytoplasmatischen Form von NFkB erfolgt im Allgemeinen durch
die Stimulation der Zelle mit pathogenen Signalen (zur Ubersicht %°). Es stellte sich
heraus, dass NFkB ein pluripotenter Aktivierungsfaktor einer zellularen Antwort auf
Veranderungen in der Umwelt ist.' Die Stimuli, die NFkB aktivieren kdnnen, reichen
von infektiosen Agentien (Viren, Bakterien, Parasiten und ihre Produkte) Uber
biochemische Reize und zelluldre Botenstoffe wie proinflammatorische Zytokine (TNF-
a, IL-1B, EGF), Hormone oder Wachstumsfaktoren® '°' bis hin zu physikalischem
(ionisierende Strahlung, UV-Licht) und chemischem Stress (chemotherapeutische
Substanzen).'0% 103

Die Einwirkung dieser Stimuli auf die Zelle erfolgt Uber verschiedene Rezeptoren, die
unter anderem den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR)-, den Toll-like Rezeptor
(TLR)- und den Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R)-Superfamilien angehéren.’® Nach
Bindung eines spezifischen Liganden an seinen Rezeptor, rekrutiert dieser auf
cytoplasmatischer Seite entsprechende Kinasen, die als sogenannte Ankerproteine
weitere Kinasen aktivieren koénnen. Damit wird ein bestimmter Signalweg
eingeschlagen. Je nach Stimulus kdnnen der Aktivierung von NFkB verschiedene
Signalwege vorgeschaltet sein. Dazu zdhlen insbesondere der MAPK, der PI3K/ Akt-
und der NFkB-inducing kinase (NIK)-Signalweg. Sie alle konvergieren in der
Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes (IKK), der aus drei Komponenten

zusammengesetzt ist: die Ser/ Thr-Kinasen IkB-Kinase-a (IKKa) und IkB-Kinase-.
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(IKKp) als katalytische Einheiten und die regulatorische Einheit IKKy, welche auch als
NFkB essential modifier (NEMO) bezeichnet wird (siehe Abbildung 4).

Extrazellulares
Signal

%

Il

= Adapterproteine

Cytoplasma KK IKKR

IKK Komplex c_—w: MEMOAKKy

1B — —=(F(F) Phosphorylierung

MNF«B-Dimer Ubiguitinierung
und Degradisrung

von k8

'
—COC

<, degradiertes
< B

Mukledre Translokation A
Nukleus von NFxB und

Aktivierung von NFxB-Zielgenean
Abb. 4: Schematische Darstellung der NFkB-Aktivierung
Als Antwort auf ein extrazelluldres Signal wird nach einer Reihe von Phosphorylierungsschritten
an verschiedenen Ankerproteinen mit Kinasenfunktion der IKK-Komplex aktiviert. Dieser fihrt
Uber die Phosphorylierung von IkB zur Ubiquitinierung und Degradierung des NFkB-
Inhibitormolekils. Dies hat eine Freisetzung und Aktivierung von NFkB zur Folge. Das
freigesetzte NFkB-Dimer wandert in den Nukleus und nimmt dort durch Bindung an NFkB-
Konsensussequenzmotive im Promotorbereich bestimmter Gene Einfluss auf die

Gentranskription. Verandert nach A Israel, 2000."%°

Der aktivierte IKK-Komplex katalysiert die Phosphorylierung des Inhibitormolekuls kB
an Ser32 und Ser36 bei IkBa beziehungsweise von Ser19 und Ser23 bei 1kBp und
fuhrt damit zu dessen Poly-Ubiquitinierung und anschlieRender Degradation durch das
26S-Proteasom.’® 1%

Damit ist die nukledre Lokalisationssequenz von NFkB nicht langer maskiert, sodass
das auf diese Weise aktivierte NFkB-Dimer nun in den Nukleus transloziert, wo es

seine Wirkung auf die Transkription seiner Zielgene entfaltet.
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2.2.3 Regulation von NFkB

Die Aktivierung von NFkB in gesunden Zellen ist ein zeitlich limitierter Prozess, der
insbesondere durch einen negativen Feedback-Mechanismus reguliert wird. Dies
basiert auf der Tatsache, dass aktiviertes NFkB in der Lage ist, mit zeitlicher
Verzégerung die Expression seines eigenen Inhibitors IkBa (siehe unten) zu
induzieren.”” Neu synthetisiertes IkBo. wandert in den Zellkern, wo es aktiviertes NFkB
aus seiner DNA-Bindung I6st und dieses in der Folge wieder ins Cytoplasma zurtck
transportiert.' Ahnlich wie bei NFkB, besteht die IkB-Familie bei Saugetieren aus 7
IkB-Proteinen: IkBa, IkBf und IkBe als wichtigste Vertreter und Bcl-3, IkBC sowie die C-
terminalen Enden von p100 (NFkB2; IkBd) und p105 (NFkB1; IkBy). Alle IkB-Proteine
zeichnen sich durch Wiederholungen von Ankyrin-Domanen aus. Mit Ausnahme von
Bcl-3 interagieren diese inhibitorischen Proteine Uber ihre Ankyrin-Domanen mit der
RH-Domane der NFkB-Proteine, maskieren damit ihre nukleare Lokalisationssequenz
und verhindern so ihre Translokation in den Nukleus. Das IkB-verwandte Protein Bcl-3
kommt nukledr vor und funktioniert, anders als die uUbrigen IkB-Proteine, als
transkriptioneller Cofaktor.” IkB-a enthalt zudem im Gegensatz zu anderen IkBs eine
nukledre Export-Sequenz (NES) und ist damit in der Lage, NFkB-Dimere aus dem
Zellkern zuriick ins Cytoplasma zu transportieren.'®® 1%

IkB-Proteine besitzen unterschiedliche Affinitdten zu den verschiedenen Rel-Proteinen.
So bedeckt IkB-a ausschlieBlich die NLS von p65, wahrend IkB-f als ein
cytoplasmatisches Protein die NLS sowohl von p65 als auch von p50, c-Rel und Rel B

blockieren kann.''% 1

2.2.4 Signalwege der NFkB-Aktivierung

Der oben beschriebene Mechanismus der NFkB-Aktivierung, der auch als der
klassische Signalweg bezeichnet wird, hangt im Wesentlichen vom IkB-Kinase-
Komplex ab. Dieser ist beim klassischen Signalweg aus den beiden katalytischen
Einheiten IKK-a und IKK-3 (Ser/ Thr-Kinasen), sowie der regulatorische Einheit IKK-y,
auch NFkB essential modulator (NEMO) genannt, zusammengesetzt. Im Rahmen
dieses Signalweges werden vorwiegend p65-haltige Dimere aktiviert, insbesondere
das am haufigsten vorkommende p65/p50-Dimer.'*

Daneben existiert ein alternativer NFkB-Signalweg. Dieser wird durch spezifische
extrazellulare Liganden wie LPS, BAFF und das latente Membranprotein-1 des
Epstein-Barr-Virus Uber die Bindung an CD40- oder Lymphotoxin-3-Rezeptor,
aktiviert."”* Bei diesem Signalweg wird der p100-RelB Komplex im Rahmen der
posttranslationalen Modifikation zur aktiven Form p52-Rel B prozessiert.""> Dies

geschieht (iber die NFkB-induzierende-Kinase (NIK),"" deren Substrat ein IKK-a-
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Homodimer ist.""? "'* IKK-B und NEMO haben keinen Einfluss auf die Aktivierung von
p52-Dimeren durch NIK, was darauf hindeutet, dass NIK-aktiviertes IKK-a nicht
Bestandteil des IKK-Komplexes ist."'® Auch hangt dieser Signalweg im Gegensatz zum
klassischen Signalweg nicht unmittelbar mit dem angeborenen Immunsystem oder mit
Entzlindungsprozessen zusammen, sondern spielt vielmehr bei der Entwicklung der

sekundéren Lymphorgane und der B-Zell-Reifung eine Rolle."

Proinflammatorische Proteine

TMNFa, IL-16,Chemokine LTR
PAMPs, \iren CcD40L
M
I |
Cc I
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IKK Mk (KRR IKKo | KK
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Protecsomale @_1_0_0)—@@3 szess;egng von
ﬂ Degradation 4' P
-Z_PB% von IkB Al
NFiB - (F

-
P52 )
Aktivierung v o
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Transkription Praoliferation lymphoider Organe

Abb. 5: Schematische Darstellung des klassischen und des alternativen Signalweges
der NFkB-Aktivierung.

Aktivierung und Translokation verschiedener NFxB-Dimere nach Stimulierung einer Zelle durch
die jeweiligen Liganden. Abklrzungen: LTR: Lymphotoxin 3, PAMPs: pathogen associated
molecular patterns (hoch konservierte Bestandteile von Erregern). Modifiziert nach Richmond et
al., 2006.*

Die transkriptionelle Aktivitat von NFkB wird zum Teil auch durch eine Reihe von post-
translationalen Modifikationen der NFkB-Untereinheiten reguliert. Diese Modifikationen
kénnen im Zytoplasma oder im Kern Uber Interaktionen mit anderen Proteinen, so z.B.
anderen Transkriptionsfaktoren oder Coaktivatoren erfolgen (Ubersicht in ''*). Sie
kénnen sowohl die Translokation des NFkB-Komplexes in den Kern als auch sein
Transaktivierungspotential beeinflussen. Letzteres kann dabei gesteigert, aber auch

gemindert werden.

2.2.5 Wirkung von NFkB
NFkB bindet im Nukleus an DNA-Bindestellen mit der Sequenz 5 GGGRNNYYCC3" (R

= Purin, Y = Pyrimidin, N = R oder Y),?' den sog. kB-sites, die sich in Promotoren und
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Enhancern bestimmter Gene befinden, und initiiert damit die Transkription dieser
Gene. Einzelne Dimere kénnen mit unterschiedlich hoher Affinitdt und Spezifitdt auch
an von dieser Sequenz gering abweichende DNA-Sequenzen binden, wodurch ein
Netzwerk an unterschiedlichen Aktivierungsmustern der Zielgene erreicht wird.""

Der Vielfalt an Stimuli, die NFkB aktivieren kénnen, steht eine nicht minder grol3e
Anzahl an Genen gegeniiber, die durch NFkB reguliert werden.""’

Die bisher bekannten Funktionen von NFkB werden im Folgenden naher betrachtet.

2.2.6 Rolle von NFkB im Immunsystem und bei Entziindungen

Diverse Studien an Knockout-Mausen haben entscheidend dazu beigetragen,
verschiedene Funktionen der einzelnen Mitglieder der NFkB-Familie zu
analysieren."'®'%

Dabei stellte sich heraus, dass einige NFkB-Proteine eine zentrale Bedeutung in der
angeborenen und erworbenen Immunabwehr haben (zur Ubersicht '*'). So zeigten
p50-defiziente Mause neben einer gestorten B-Zellproliferation nach Stimulation mit
bestimmten Mitogenen, welche auf einen Zellzyklus-Block in der G1-Phase
zuriickzufiihren war, eine erhohte Mitogen-induzierte Apoptoserate.’? Dies weist
darauf hin, dass p50 sowohl fiir das Uberleben, als auch fiir die Aktivierung der B-
Zellen notwendig ist. RelB hingegen spielt bei der Entwicklung und Differenzierung
dendritischer Zellen eine wichtige Rolle. Das Fehlen von Rel B in Mausen resultierte in
einer verminderten Antigenprasentation, was mit einer ineffizienten Vernichtung
autoreaktiver Thymozyten und T-Zellen korrelierte.'”® Weiterhin stellte man fest, dass
reife Lymphozyten und Makrophagen in c-Rel-defizienten Mausen eine Reihe
aktivierungsassoziierter Defekte aufweisen, welche die B- und T-Zellproliferation, den
Isotyp-Switch und die Produktion verschiedener Zytokine sowie immunmodulatorischer
Molekiile betreffen.'?? 124125

Das Fehlen von p52 verursacht primar Stérungen in Organen der Hamatopoese und
Immunitat, welche sich in der Folge auf Immunzellen auswirken. Sowohl die
perifollikuldare Zone der Milz, in der die Regulation der Zellmigration wahrend der
Immunreaktion ablauft, als auch die B-Zell-Follikel der Lymphknoten zeigen in p52-
Knockout-Mausen eine veranderte Morphologie. Dies resultiert in einer gestorten
Antigenprasentation durch akzessorische Zellen, zu welchen auch dendritische Zellen
gehoren.'?

Neben seiner Rolle im Immunsystem, ist NFkB einer der wichtigsten Regulatoren der
Expression proinflammatorischer Gene, welche fir entziindliche Prozesse und Akute-
Phase-Reaktionen relevant sind. Dazu zahlen insbesondere proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a, IL-1, IL-6, Chemokine wie IL-8, immunregulatorische

Oberflachenmolekiile sowie Zelladhasionsmolekiile.’
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Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht (iber die Rolle von NFkB bei der Immunantwort sowie

im Rahmen von Akute-Phase- oder Entziindungsreaktionen.

Inflammatorische Bakterien

; “iren

. ‘_,__bc""’—" \h Proliferation
Inflammatorische

Zytokine
THFx

IL-1

IL-2

IL-5 Immunregulatorische
IL-5 Oberflachenmolekille
IL-5& MHC-|

MIE-1 MHC-1I

MIP-2

~

M-CSF
GM-CSF

Chemotaxis
BACE-1

Adhisionsmolekile
IS AM

WICAM

E-Selektin

Abb. 6: Rolle von NFkB bei der Inmunantwort und Entziindungreaktionen

Aktivierung von NFkB durch verschiedene Stimuli fiihrt zur Hochregulation von Genen, die eine
wichtige Bedeutung bei immunologischen und entziindlichen Reaktionen haben. Abkirzungen:
MHC-I/lIl: Major histocompatibility complex I/Il; MIP-1/2: Macrophage inflammatory protein-1/2;
MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1, M-CSF: Macrophage colony stimulating factor,;

GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor.

Dabei weist die Expression der jeweiligen NFkB-Proteine eine Orts- und
Stimulusspezifitat auf. Diese Spezifitdt wird durch die Expressionsmuster anderer
regulatorischer Moleklle erhdht, zu welchen neben anderen Transkriptionsfaktoren,
Oberflachenrezeptoren fiir proinflammatorische Zytokine sowie diverse IKK- und IkB-
Isotypen zahlen. Diese Besonderheiten zusammen mit Variationen an den NFkB-DNA-
Bindungsstellen, welche mit bestimmten NFkB-Hetero- und Homodimeren interagieren,
ermoglichen es den Zellen, auf die Umgebung zur richtigen Zeit mit der Aktivierung
korrekter Gene zu reagieren.

So erfolgt beispielsweise die Aktivierung der IL-1-induzierten Kollagenase-Expression
in  Synoviozyten primar durch p50-Homodimere Uuber ihre Bindung an die
entsprechende kB-Bindungsstelle der DNA.'"? Fir die volle Auspragung der
Kollagenase-Expression wird beispielsweise bei der Kollagenase-3 (MMP13) aulder
NFkB ein weiterer Transkriptionsfaktor, AP-1, benétigt, dessen Aktivierung nach IL-1-
Stimulation durch einen zweiten Signalweg erfolgt.

Bei Entzindungsprozessen erfolgt neben der Expression proinflammatorischer
Zytokine auch die Rekrutierung von Granulozyten, Monozyten sowie T-Lymphozyten

aus dem Kreislauf an den Ort der Entziindung.'® Eine wichtige Voraussetzung hierfiir
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ist die Expression von Adhasionsmolekilen wie z.B. VCAM-1, ICAM-1 und E-Selektin
an den Endothelgefallen des Entzindungsortes, die die Anheftung der
Entzindungszellen an das Endothel sowie ihre Transmigration ins Gewebe erleichtern.
Die Aktivierung von NFkB fuhrt zu einer vermehrten Expression dieser
Adhasionsmolekile und die Hemmung von NFkB reduziert die Leukozytenadhasion
und Transmigration.'®

Dem Schutzmechanismus, der in normalen Zellen mit einer induzierbaren, jedoch stets
transienten Aktivierung von NFkB einhergeht, steht eine dauerhafte Aktivierung von
NFkB gegenuber, die durch diverse molekulare Veranderungen bedingt sein kann. In
diesem Fall befindet sich NFKB permanent aktiviert im Zellkern, was eine dysregulierte
Zielgenexpression zur Folge hat.

Eine lokale, bestandig erhohte Aktivierung von NFkB wurde in diversen

Entziindungserkrankungen nachgewiesen (siehe Tabelle 1).

Rheumatoide Arthritis Han et al. 1998™"
Atherosklerose Monaco et al. 2004'*
Multiple Sklerose Bonetti et al. 1999'%
Asthma Hart et al. 1998
Entziindliche Darmerkrankungen Neurath et al. 1998'%°
Helicobacter pylori-assoziierte Gastritis Van Den Brink et al. 2000

Tab. 1: NFkB-Aktivierung in Entziindungserkrankungen

Weitere funktionelle Studien an Tiermodellen konnten die kausale Bedeutung von
NFkB in einer Reihe von entzindlichen Erkrankungen belegen. So flhrte die selektive
NFkB-Aktivierung in Ratten durch intra-artikuldaren Transfer eines IKK-R-Gens zur
Synoviaentziindung und klinischen Zeichen einer Arthritis.”®” Die NFkB-vermittelte
Induktion von proinflammatorischen Zytokinen in den Nierenglomeruli von Ratten hatte
die Entwicklung einer experimentellen Glomerulonephritis zur Folge.*® Eine andere
Studie stellte an Mausmodellen mit einer entztindlichen Colitis, eine vermehrte NFkB-
Aktivierung im Kolonepithel fest, welche von einer erhdhten TNF-a und IL-1R3-
Expression begleitet war."® Weiterhin zeigte sich bei p50-Knockout-Mausmodellen mit
allergischem Asthma eine reduzierte eosinophile Reaktion der Atemwege, die mit einer
verminderten Produktion von Zytokinen wie IL-5, MIP-1a und MIP-13 einherging,
welche wiederum fir die Rekrutierung von Lymphozyten und Monozyten an den
Entziindungsort verantwortlich gemacht werden. Ahnliche Ergebnisse brachte auch

eine weitere Studie an c-Rel-Knockout-Méusen hervor.™® Alle diese Beobachtungen
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untermauern die These, dass NFkB in akuten und chronischen Entzindungen eine

wichtige Rolle spielt.

2.2.7 NFkKB in Tumoren

Ein Zusammenhang zwischen Entziindung und Tumoren wurde bereits lange Zeit vor
der Entdeckung von NFkB angenommen. Auch wenn Virchow bereits im 19.
Jahrhundert vermutete, dass chronische Entzindungsprozesse zur Entstehung von
Malignitaten beitragen kdénnten, war das eigentliche Verbindungsglied zwischen
Entziindung und Tumoren bis vor einigen Jahren nicht bekannt."" "2 Dass 15-20%
aller durch Tumorerkrankungen verursachten Todesfdlle im Zusammenhang mit
Infektionen und Entziindungen stehen, konnte die Arbeitsgruppe um H Kupper im Jahr
2000 demonstrieren.** So haben eine Reihe epidemiologischer Studien bisher gezeigt,
dass chronische Infektionen mit dem Hepatitis B Virus (HBV) und Hepatitis C Virus
(HCV) den groBlten Risikofaktor fir die Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms
(HCC) darstellen.™ Auch eine chronische Infektion mit Helicobacter pylori ist als

t.'4° Ebenso

Hauptursache fir die Entstehung von Magenkarzinomen anerkann
erhdhen chronisch inflammatorische Darmerkrankungen wie z.B. Colitis ulcerosa das
Risiko, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln, um etwa 1% pro Jahr."*® Dabei nimmt
man an, dass chronische Inflammation im Laufe der Zeit umfangreiche DNA-Schaden
induziert, die schlieRlich zur Entwicklung von Tumoren fuhren. '’

Angesichts der aus epidemiologischen Studien hervorgehenden Korrelationen, stellt
sich die Frage nach der Kausalitat, in wieweit ein chronisches Entziindungsgeschehen
zur Tumorentstehung oder -progression beitragt. Um diese Frage zu beantworten,
sollte man sich die zelluldren Prozesse vor Augen flhren, die zur Entstehung einer
Neoplasie und ihrer Progression beitragen. Hanahan und Weinberg fassten diese
zusammen als Selbstgenugsamkeit an Wachstumssignalen, Nichtansprechbarkeit
gegenuber wachstumshemmenden und pro-apoptotischen Signalen,
uneingeschranktes Replikationspotential, Gewebsinvasion, Metastasierung und eine
fortwahrende Aktivierung der Angiogenese.'*®

Wie verschiedene Arbeitsgruppen in den vergangenen Jahren gezeigt haben, tragt
NFkB im Rahmen einer Entzindung Uber Induktion bestimmter Zielgene zu vielen

tumorrelevanten Prozessen bei (sieche Abbildung 7). %
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Abb. 7: NFkB-Aktivierung, Interaktion zwischen Entziindungszellen und maligne

transformierten Zellen und Mechanismen, durch welche dauerhaft aktiviertes NFkB die

Tumorentwicklung und —progression férdert.
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Abkurzungen: TRAF 1/2: Tumor necrosis factor receptor-associated factor; cFLIP: Cellular

FLICE-inhibitory protein; |1AP 1/2: Inhibitor of apoptosis protein; CDK: Cyclin-dependent kinase;
Verandert nach M Karin, 2006'* und Aggarwal et al.,2008."%2

Eine erhdhte Aktivierung von NFkB wurde bislang in verschiedenen Tumorarten durch

zahlreiche Studien nachgewiesen (siehe Tabelle 2).

Tumoren Referenzen

Akute lymphatische Leukamie
Burkitt Lymphom

Kolorektales Karzinom
Hodgkin Lymphom
Mammakarzinom
Mantelzelllymphom

Multiples Myelom

Lungenkarzinom

Kordes et al. 2000"’
Rath 2005'%

Lind et al. 2001
Bargou et al. 1997
Cogswell et al. 2000"%°
Shishodia et al. 2005'®

Feinman et al. 2004"%

Baby et al. 2007
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Tumoren Referenzen

Ovarialkarzinom Dejardin et al. 1999">°
Pankreaskarzinom Wang et al. 1999
Prostatakarzinom Suh et al. 2002
Schilddriisenkarzinom Visconti et al. 1987'%

Tab. 2: Dauerhafte NFkB-Aktivierung in humanen Zelllinien
Modifiziert nach Sethi et al., 2008."%

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie NFkB von seinen (blichen
Regulationsmechanismen entkoppelt werden kann, und was schlieldlich mit der
Entstehung von Tumoren in Zusammenhang stehen kann. Zum Beispiel fihrt das
Geflugel-Onkovirus REV-T zur dauerhaften Expression von aktivem v-REL-
Onkoprotein, welches Lymphome und Leukamien mit rascher Progressionstendenz

verursacht.'®®

Andere Studien zeigten, dass das Onkoprotein Tax des humanen T-Zell-
Leukamie Virus (HTLV)-1 direkt mit dem IKK-Komplex interagiert und diesen dauerhaft
aktiviert, was wiederum zur Aktivierung der beiden wichtigen NFkB-Signalwege fiihrt."®*
Aber auch bei anderen Onkoproteinen konnte eine direkte Beteiligung an der NFkB-
Aktivierung durch verschiedene Mechanismen nachgewiesen werden."®®
Tumor-assoziierte chromosomale Translokationen, Deletionen und Mutationen konnen
ebenfalls zu einer Beeintrachtigung der Gene fiuhren, welche NFkB- und IkB-Proteine
kodieren, was in einer Entkopplung des NFkB von seinen Regulatoren und damit in
seiner bestandigen Aktivierung resultiert. Aber auch auto- und parakrine Wirkungen
inflammatorischer Zytokine, bedingt beispielsweise durch chronische Infektionen oder
Entziindungen, sowie Mutationen in Genen vorgeschalteter Signalmolekile kdnnen die
Aktivitdt des IKK-Komplexes stimulieren, was ebenfalls zu einer dauerhaften NFkB-
Aktivierung fiihrt."®® Immer mehr Studien weisen darauf hin, dass in Tumoren haufig
auftretende Genmutationen, wie z.B. Mutationen von N-Ras, B-Raf, PTEN oder p16
INK4a (siehe oben), direkt oder indirekt an der NFkB-Aktivierung beteiligt sind
(Ubersicht in *, siehe auch Abbildung 8).

Die Beziehung zwischen einigen haufigen Genmutationen und der Aktivierung von

NFkB sind am Beispiel des malignen Melanoms in Abbildung 8 dargestellit.
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Abb. 8: Genmutationen im malignen Melanom und NFkB-Aktivierung

Genmutationen, die haufig beim malignen Melanom auftreten, sind eingerahmt. Diese
Mutationen sind direkt oder indirekt an der Induktion der NFkB-Aktivierung beteiligt.
Durchgehende, rote Pfeile zeigen eine direkte positive Regulation, unterbrochene Pfeile stehen

fiir eine indirekte positive Regulation. Modifiziert nach Ueda und Richmond, 2006.%

Zum Verstandnis, an welchen der oben genannten Prozesse des malignen Phanotyps
NFkB involviert ist, haben In-vitro- und In-vivo-Funktionsstudien, in welchen NFkB
gehemmt wurde, beigetragen.

So wurde bislang mehrfach gezeigt, dass NFkB ein wichtiger Induktor einer Reihe von

anti-apoptotischen Genen ist (Ubersicht in ')

. Zu diesen Genen zahlen beispielsweise
c-FLIP (Hemmung von Caspase-8),'®® clAP1 und clAP2 (Hemmung von Caspase-3
und Caspase-9),"® das anti-apoptotische Bcl2-Protein Bcl-x, '® sowie TRAF1 und
TRAF2."°

Andere Studien zeigten, dass viele Gene, die die Zellproliferation steuern, von NFkB
reguliert werden. Zu diesen zahlen neben Wachstumsfaktoren wie TNF-a, IL-13 und
IL-6"® auch bestimmte Zellzyklus-Regulationsproteine wie etwa Cyclin D1, welches
beim Ubergang von der G1- in die S-Phase eine wichtige Rolle spielt."" Auch PGE2
kann in einigen Tumorzellen die Proliferation stimulieren. Die Synthese von COX-2,
welches die PGE2-Produktion kontrolliert, wird dabei durch aktiviertes NFkB
reguliert."”? Aus anderen Studien ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren wie EGF und
PDGF ebenfalls die Proliferation von Tumorzellen iiber NFkB induzieren kénnen."”
Einige Proteasen wie z.B. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) und die Serin-Protease
Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA) (siehe Proteasen beim Melanom), die die
Migrations- und Invasionsfahigkeit von Tumorzellen durch ECM-Degradation férdern
(sieche oben), werden ebenfalls durch NFkB reguliert.®® ' So berichtete die

Arbeitsgruppe um Novak, dass der transkriptionellen Aktivierung des uPA-Gens durch
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IL-1 und TNF-a, die Induktion der NFkB-Aktivitat sowie der Abbau seines Repressor-
Molekuls IkB vorausgeht. Sie identifizierten ferner eine NFkB-Konsensussequenz im
uPA-Promotor, liber die RelA die uPA-Expression direkt aktivieren kann."

Der Umbau der ECM durch Proteasen kann darUber hinaus durch Veranderungen der
Bioverfugbarkeit von pro-angiogenen Faktoren wie VEGF, bFGF und TGF-B die
Angiogenese fordern - ein Prozess, der fur Tumorzellwachstum sowie -metastasierung

von entscheidender Bedeutung ist (zur Ubersicht '"°)

. Daneben gibt es direkt an der

Angiogenese beteiligte Faktoren wie beispielsweise die Chemokine MCP-1 und IL-8,
welche unter der transkriptionellen Regulation von NFkB stehen.'® So zeigte die
Arbeitsgruppe um Yu, dass eine Assoziation zwischen der erhéhten Expression von
NFkB, VEGF sowie einer erhohten GefalRdichte in humanem kolorektalen Karzinom
besteht.”” Funktionelle In-vivo- und In-vitro-Daten hierzu kamen aus der Arbeitsgruppe
von Pollet, die zeigten, dass NFkB an der endothelialen Einsprossung beteiligt ist.'”

Die Beteiligung von NFkB bei der Metastasierung von Tumorzellen wurde in weiteren
Studien nachgewiesen. Die Fahigkeit GefalRwande zu penetrieren, wird durch
spezifische Molekile ermdglicht, die in Endothelzellen der Blutgefalie als Antwort auf
eine Reihe von Signalen durch Entzindungszellen exprimiert werden. Zu diesen
Molekilen gehdren die Adhasionsmolekile ICAM-1, ELAM-1 und VCAM-1. Die

Expression dieser Molekiile wird unter anderem durch NFkB reguliert.'”

Neben den oben erwdhnten Erkenntnissen zu Struktur, Aktivierung und Regulation von
NFkB sowie seiner bisher sehr gut untersuchten Rolle bei akuten und chronischen
Entzindungen wie auch bei diversen verschiedenen Tumoren, ist das Wissen um die
Funktion von NFkB im malignen Melanom unvollsténdig. Die vorliegende Arbeit diente
dazu, einerseits NFkB beim malignen Melanom zu charakterisieren und andererseits
seine Rolle bei der Melanomentstehung und -progression anhand von funktionellen

Analysen zu ermitteln.
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1 Materialien

1.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid 29:1.............cccccuvneeeee Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Ammoniumpersulfat (APS).......ccccoooeviiiiiinnnnnn. Amresco (Ohio, USA)
Antifadelosung...........eeveeeiiiiiiiiiiiiiie DAKO (Carpinteria, USA)
Blocking-Reagent ..., Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Bromphenolblau ..............ccoooeii Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Chloroform ... Sigma (St. Louis, MO, USA)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)..............ccceeen. Sigma (St. Louis, MO, USA)

Disodium 3-(4-methoxyspiro (1,2 dioxetane-. Roche Diagnostics (Mannheim, D)
2,2'-(5'-Chloro) Tricyclodecan)-4-yl)
Phenylphosphat (CSPD)-Substrat

Ethanol ..., Merck (Darmstadt, D)
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure (EDTA)....... Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Isopropanol 100%..........uuueemmmmmmmmmnnnnninnnninnnnnns Sigma (St. Louis, MO, USA)
Lipofectamine RNAIMAX Reagent................. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Oligofectamine Reagent ............ccccovvvvvvveeen. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
OptiMEM Medium ........cccccceeiiiiiiee e, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Tris-Borat-EDTA (TBE) -Pulver...................... Amresco (Ohio, USA)

Trizol Reagent ........cooovvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee Invitrogen (Carlsbad,CA, USA)
Tetramethylenethylendiamin (TEMED) .......... Amresco (Ohio, USA)

1.2 Radioaktive Chemikalien

[B2P]-Y-ATP ... Amersham Biosciences (Freiburg, D)
1.3 Enzyme

T4-Polynukleotidkinase...........cccccccvvvvvviiinnnnnn. New England Biolabs (Schwalbach, D)
Proteinase K., Sigma-Aldrich (Steinheim, D)

Expand Reverse Transkriptase...................... Roche (Basel, CH)

Recombinant RNasin Ribonuclease .............. Promega (Madison, WI, USA)
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1.4 Biologisches Material

1.4.1 Humane Melanomzellen

Die verwendeten Melanomzelllinien wurden von Prof. M. Herlyn (Wistar Institute,
Philadelphia, PA, USA) bezogen. Die Zellen wurden urspringlich aus Primartumoren
oder Metastasen isoliert (siehe Tabelle). Die Einteilung der Primartumoren erfolgte
nach histopathologischen Kriterien in radial growth phase (RGP), vertical growth phase
(VGP), invasiv und metastatisch. Zu den meisten der verwendeten Zelllinien liegen
ebenfalls Informationen zu klinischem Stadium, Invasionstiefe und Ort des
Primartumors beziehungsweise der Metastasierung vor. Die Stadieneinteilung erfolgte

entsprechend der AJCC Klassifikation. Die Eindringtiefe (ET) des Primartumors wurde

gemaR der Klassifikation nach Clark angegeben.

Histo- Zelllinie |AJCC Clark Level/ | Mutation |Lokalisation
patholo- Stadium/ ET (mm)
gisches klinische
Stadium Klassi-
fikation
RGP WM35 1/ SSM 11/0,69 B-Raf Kopfhaut/ Nacken
(V599E)
WM3208 |n.v. n.v. n.v. Gesass
WM3211 |1/ n.v. n.v. n.v. Fussgelenk
SbCl2 n.v. n.v. n.v. n.v.
VGP WM1366 ([n.v. n.v. n.v. n.v.
WM278 |2/ NM n.v. B-Raf n.v.
(V599E)
Invasiv WM793 1/ SSM n.v. B-Raf n.v.
(V599E)
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Histo- Zelllinie |AJCC Clark Level/ | Mutation |Lokalisation
patholo- Stadium/ ET (mm)
gisches klinische
Stadium Klassi-
fikation
Metastatisch [WM239A [n.v. 11/2,24 n.v. Leisten-
lymphknoten,
Beinhaut-
metastase
WM9 n.v. n.v. n.v. Lymphknoten,
Axilla
WM1158 |2/SSM /2,75 n.v. Lymphknoten
451Lu n.v. n.v. n.v. Lunge
1205Lu n.v. n.v. n.v. Lunge
WM1232 |n.v. n.v. n.v. n.v.

Tab. 3: Aufstellung der verwendeten humanen Melanomzelllinien
Abkurzungen: SSM: Superfiziell spreitendes Melanom; NM: primar nodulares Melanom; n.v.:

Information nicht verfiigbar.

1.4.2 Humane Melanozyten

Die Melanozyten wurden aus der Epidermis humaner Vorhaut isoliert. In der
vorliegenden Arbeit wurden 3 verschiedene Melanozytenlinien zwischen Passage (p) 4
und 9 verwendet: HM9 (p7-9), HM47 (p5-7), HM84 (p4-6).

1.5 Materialien fur die Zellkultur

Antibiotic-/ antimyotic solution........................ Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

PDFGF .. R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)

Bovines Serum Albumin (BSA) .........cccvvveeen. New England Biolabs (Ipswitch, MA,
USA)

Calciumchlorid ... Sigma (Carlsbad, CA, USA)

CholeratoXin .........ccoeevveeiiiiiiiieeeee e, Sigma (Carlsbad, Ca, USA)
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Dulbecco’s modified eagle’s medium ............ Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
(DMEM)

Endothelin-3 (ET-3) ..ccooovviiiii Merck (Darmstadt, D)

Fotales Kalberserum (FKS).......c.oooooiviiiinnnnnnn. PAA Laboratories GmbH (Cdlbe, D)
Hanks gepufferte Salzlosung (HBSS) ............ Life Technologies (Karlsruhe, D)
INSUIIN oo e, Sigma (St. Louis, MO, USA)
L-Glutamin.......cccooeeeeiiiiiccc e, PAA Laboratories GmbH (Cdlbe, D)
L-15 Leibovitz-Medium.............cc.coeevriiinnnnnnnnn. PAA Laboratories GmbH (Cdlbe, D)
Matrigel MatriX ............cccoooiiiiiiien i, BD Biosciences (Bedford, USA)
MCDB 153 ..., Sigma (St. Louis, MO; USA)

Penicillin ..., Life Technologies (Karlsruhe, D)
Stammzellfaktor (SCF)........cccoviiiiiiiiiiiinnnnn. R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)
Trypsin-EDTA ..o Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

1.6 Zellkulturmedien, Medienzusatze, Puffer und Losungen

Folgende Medien wurden fur die Zellkultur verwendet:
Vollmedium far Melanomzellkultur ~ 80% MCDB 153

20% L-15 Leibovitz-Medium

Insulin 1ug/ul

2 M Calciumchlorid

2% FKS

0,1% BSA
Melanozytenmedium 87% MCDB 153

2% FKS

10% cheliertes FKS

2 mmol/l L-Glutamin

20 pmol/l Choleratoxin

150 pmol/l bFGF

100 nmol/l ET3

10 ng/ml SCF

Fur Invasionsanalysen verwendete Medien:
Serumhaltiges Vollmedium 80% MCDB 153
20% L-15 Leibovitz-Medium
Insulin 1 ug/pl
2 M Calciumchlorid
2% FKS
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Serumfreies Medium

Lésungen und Puffer fir den EMSA:

Ammoniumpersulfat (APS)

CSH (5x)

CSH-Puffer (1x)

Laufpuffer
Natives Polyacrylamidgel (4%)

TBE-Puffer (5x)

TEN-Puffer (5x)

5x Ficoll-Puffer

10x-Bindepuffer

Blotting-Puffer

Maleinsaurepuffer

0,1% BSA

80% MCDB 153

20% L-15 Leibovitz-Medium
Insulin 1 pg/ul

2 M Calciumchlorid

0,1% BSA

100 mg APS-Feststoff
900 ul Aqua bidest

250 mM Tris; pH 7,4
1,25 M NaCl
5mMEDTA

H,O

200 pl CSH (5x)

150 pl Complete Inhibitor Stock (7x)
10 pl TritonX 100 10%-Stock

10 pl 0,5 M Na-vanadat

10 yl 10 mM EGTA

100 pl 0,5M NaF

520 pl Aqua bidest ad 1 ml

0,5-fach TBE

4% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
5-fach TBE

in Aqua dest.

APS 10%

TEMED

22,5 mM Tris-Borat
0,5 mM EDTA
pH 8,0

1 M Tris

0,5 M EDTA
0,5 M NaCl
Aqua bidest

20% Ficoll 400 (Sigma)
100 mM HEPES pH 7,6
300 mM KCI

10 MM DTT

0,1 mM PMSF

Aqua bidest

50% Glycerin
5 mM EDTA
0,25% Nonidet P40

0,25-fach TBE

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
0,3% Tween 20
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pH 7,5

Blockierungspuffer Blocking stock solution (1:10)
Maleinsaurepuffer

Detektionspuffer 0,1 M Tris-HCI
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
pH 9,5

CSPD-L6sung CSPD-Stock 1:100 verdinnt mit
Detektionspuffer

1.7 Antikorper

Bezeichnung Herkunft Eingesetzte

Konzentration

Anti-NFkB p65 (polyklonales |EMSA Santa Cruz Biotechnology 1:250
Kaninchen-IgG, 2 ug/ ml) INC. (Santa Cruz, CA, USA)

Anti-NFkB p50 (polyklonales |EMSA Santa Cruz Biotechnology 1:250

Kaninchen-IgG, 2 pg/ ml) INC. (Santa Cruz, CA, USA)

Anti NFkB p65 (polyklonales |WB Santa Cruz Biotechnology 1:200
Kaninchen 1gG, 200 pg/ ml) INC. (Santa Cruz, CA, USA)
Anti-NFkB p50 (polyklonales |WB Santa Cruz Biotechnology 1:200
Kaninchen 1gG, 200 pg/ ml) INC. (Santa Cruz, CA, USA)

Ziege Anti-Kaninchen IgG, WB Cell Signaling Technology, 1:2.000
HRP-konjugierter INC. (Danvers, MA, USA)
Zweitantikorper (2mg/ ml)

Maus Anti-B-Actin WB Sigma St. Louis, MO, USA) | 1:4.000
monoklonaler Antikdrper (2mg/

ml)

Pferd Anti-Maus-1gG, HRP- WB Cell Signaling Technology, 1:5.000
konjugierter Zweitantikorper INC. (Danvers, MA, USA)

(2mg/ ml)

Tab. 4: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Antikérper
Abkurzungen: EMSA: Electrophoretic mobility shift assay; WB: Western-Blot.

1.8 Oligonukleotide

Die eingesetzten Decoy-Oligonukleotide wiesen eine NFkB-Bindungssequenz fur alle
Untereinheiten von NFkB auf. Als Kontrollen wurden Oligonukleotide mit einer
unspezifischen Sequenz verwendet. Zur Erhéhung der Oligonukleotid-Stabilitat
innerhalb der Zelle, waren die verwendeten Oligonukleotide entweder an den 3°-Enden
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Uber ein Kohlenstoffatom mit Digoxigenin (DIG) modifiziert oder sie hatten ein
Phosphorothioat (PTO)-modifiziertes Rlckgrat. Alle Decoy Oligonukleotide wurden
Uber MWG-Biotech (Ebersberg, D) bezogen.

1.8.1 Decoy-Oligonukleotide mit NFkB-Bindungsmotiv

Bezeichnung | Modifikation Sequenz [F I ‘
dcNFkB-fw DIG 3’ AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC
dcNFkB-rw DIG 3’ GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT
dcNFkBO1fw |PTO CCTTGAAGGGATTTCCCTCC

dcNFkBO1rw  |PTO GGAGGGAAATCCCTTCAAGG

Tab. 5: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten NFkB-Decoy-Oligonukleotide

1.8.2 Kontroll-Decoy-Oligonukleotide

Bezeichnung I Modifikation Sequenz [F I ‘
CO01kB-fw DIG 3’ AGTTGAGCGCTCTTGAGCAGGC

CO01kB-rw DIG 3’ GCCTGCTCAAGAGCGCTCAACT
dcCTRLO1fw  |PTO TTGCCGTACCTGACTTAGCC

dcCTRLO1rw  |PTO GGCTAAGTCAGGTACGGCAA

Tab. 6: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Kontroll-Decoy-Oligonukleotide

1.8.3 Si-RNA
Die siRNA wurde von MWG-Biotech (Ebersberg, D) bezogen.
Bezeichnung |Typ Sequenz [F ‘
p65 Sense GCCCUAUCCCUUUACGUCA
Antisense UGACGUAAAGGGAUAGGGC
CO3 Sense GCGCAUUCCAGCUUACGUATT
Antisense UACGUAAGCUGGAAUGCGC
CO4 Sense GCGCUAUCCAGCUUACGUA
Antisense UACGUAAGCUGGAUAGCGC

Tab. 7: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten siRNA
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Sie wurden mit 3"-Uberhdngen hergestellt, die aus zwei Uracilnukleotiden in DNA-Bindung
bestanden (dUdU).

1.8.4 Primer und Sonden fiir die Echtzeit-PCR

1.8.4.1 Primer fiir die SYBR Green | basierte Echtzeit-PCR

Alle Primer wurden von MWG-Biotech (Ebersberg, D) erworben.

Bezeichnung ‘ Typ ‘ Sequenz [F I ‘
65p0288fw forward CTGCCGGGATGGCTTCTAT

65p0378rw reverse CCGCTTCTTCACACACTGGAT

8IL0220f forward ACTCCAAACCTTTCCACCC

8ILO379r reverse AAAAACTTCTCCACAAACCTC
HPRT-P1f-517fw forward GACTTTGCTTTCCTTGGTCA
HPRT-P1r-739rw reverse GGCTTTGTATTTTGCTTTTCC

Tab. 8: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer fiir SYBR Green | PCR

1.8.4.2 Primer und Sonden fiir die Sonden-basierte Echtzeit-PCR

Bezeichnung ‘ Typ ‘ Sequenz [F D ‘

IL-8

Primer forward AGACAGCAGAGCACACAAGC
reverse CACAGTGAGATGGTTCCTTCC

Sonde GCCAGGAA

IL-1R

Primer forward CTGTCCTGCGTGTTGAAAGA
reverse TTGGGTAATTTTTGGGATCTACA

Sonde AGCTGGAG

HPRT

Primer forward TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
reverse CGAGCAAGACGTTCAGTCCT

Sonde GCTGAGGA

Tab. 9: Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer und Sonden fiir die
Sonden-PCR
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Die verwendeten Sonden waren LNA-modifiziert und entstammten dem Universal Probe

Library-System der Firma Roche.

1.9 Materialien fur Transfektionsversuche

Lipofectamine RNAIMAX Reagent................. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
Oligofectamine Reagent .............ccccvvveeen. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
OptiMEM Medium .........ccccceeiiiiiee e Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

1.10 Materialien fiir ELISA

Dithiothreitol (DTT)

Protease Inhibitor Cocktail
Complete Lysis Buffer

Binding Buffer 10x Wash Buffer
10x Antibody Binding Buffer
Developing Solution

Stop Solution

96-well Microtiter-Platte

Die aufgelisteten Materialien waren in den von Actif Motive (Rixensart, B) bezogenen
Kits TransAM NFkB p65 Transkription Factor Assay Kit und TransAM NFkB p50

Transkription Factor Assay Kit enthalten.

1.11 Materialien fiir Western-Blot

Aqua ad injectabilia.............cccccvmeieiniiiiiininnnns Delta Select (Pfullingen, D)

Bovines Serum Albumin (BSA) ...................... New England Biolabs (lpswitch, MA,
USA)

ECL Plus Western Blotting Detection............. Amersham Biosciences (Little Chalfont,
Reagents UK)

Ethylene glycol bis(2-aminoethylether)- ......... Sigma (St. Louis, MO, USA)

N,N,N',N'-tetraessigsaure (EGTA)

Hyperfilm ECL.......coooiiiii, Amersham Biosciences (Little Chalfont,
UK)

Methanol..........coooeeeiiiii, Merck (Darmstadt, D)

Natriumchlorid..........coooeeeeiii, Sigma (St. Louis, MO, USA)

Natriumfluorid ... Sigma (St. Louis, MO, USA)

Natriumvanadat ... Sigma (St. Louis, MO, USA)

NuPage Antioxidant...............cccooeeeeieeeeeeeee. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
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NuPage 4-12% Bis Tris Gel 1-200 kDa........... Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
NuPage LDS Sample Buffer ...............ccoeee. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
NuPage MES SDS Running Buffer ................ Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
NuPage Transfer Buffer..............cccoooeeeeeeee. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
PBS Medium.........ccoiiiiieiiiiiiiieee e, Apotheke Innenstadt Uni Minchen
Protease Inhibitor Cocktail Tablet .................. Roche (Basel, Schweiz)
Complete, Mini, EDTA-free .........cccovvvveeeee... Roche (Basel, Schweiz)

PVDF Filterpapier Sandwich.......................... Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
See Blue Plus 2 Prestained Standard............. Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)
TS oo Serva (Heidelberg, D)
Tris-Borat......ccoooooiiiiiiic Sigma-Aldrich (Steinheim, D)
Triton X-100......ccoiiiiice e, Sigma (St. Louis, MO, USA)
TWEEN 20 ...iiuiiiiiiiiieecce e Sigma (St. Louis, MO, USA)
Western Blocking Solution.................ccoeveneei. Roche (Basel, CH)

Dig Wash and Block Buffer Set...................... Roche Diagnostics (Mannheim, D)
FRS FAA Laboratories GmbH (Cdlbe, D)
Mounting Medium ..., Dako (Hamburg, D)

Objekttrager Falcon Culture Slide 4 ChamberBecton Dickinson Labware
...................................................................... (Franklin Lakes, NY, USA)
Paraformaldehyd ... Sigma (St. Louis, MO, USA)
Trton X 100, Sigma (St. Louis, MO, USA)

1.13 Materialien fiir die Reverse Transkription

Desoxyribonukleosid-Triphosphate................. Roche (Basel, CH)

(dNTPs)

DT e Roche (Basel, CH)

Expand Reverse Transkriptase..................... Roche (Basel, CH)

First strand buffer.............cccccceeeeiinicciiiennn. Roche (Basel, CH)
Recombinant RNasin Ribonuclease .............. Promega (Madison, WI, USA)

1.14 Kommerzielle Komplettsysteme

BCA Protein Assay Kit .........cccccoiiiiiiiiinnnnnnn. Pierce (Rockford, IL, USA)
Diff-Quick-Farbekit ... Medion Diagnostics (Didingen, CH)
Dig Wash and Block Buffer Set...................... Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Expand Reverse Transkriptase..................... Roche (Basel, CH)

Light Cycler Tag Man Master .............ccccce..... Roche (Basel, CH)
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LightCycler FastStart DNA Plus SYBR ......... Roche (Basel, CH)

Green |

TransAM NFkB p65, Transkription Factor......Active Motif (Rixensart, B)
Assay Kit

TransAM NFkB p50, Transkription Factor...... Active Motif (Rixensart, B)
Assay Kit

1.15 Einwegartikel

Serologische Kunststoffpipetten 5, 10, 25 ml .Greiner (Frickenhausen, D)
Serologische Kunststoffreaktionsgefalle ....... Eppendorf (Hamburg, D)
(1,5 ml; 2ml)

Serologische Kunststoffreaktionsgefalle ....... Falcon (Heidelberg, D)

(15 ml; 50 ml)

Filterpapier MM .............oooviiiiiiiiieeeeeeen, Whatman (Maidsone, UK)
Nylonmembran, positiv geladen..................... Roche Diagnostics (Mannheim, D)
Objekttrager......cccooeviiiiiiiiiiciii e Schubert und Weiss (Minchen, D)
Pasteurpipetten...........cccovveiiiiini e, Brand (Wertheim, D)

PCR Mikroreaktionsgefalle (0,5 ml)............... Peglab (Erlangen, D)
Pipettenspitzen (gestopft) ..., Peglab (Erlangen, D)

(10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000ul)

Roéntgenfilm (Hyperfilm ECL) ..., Amersham (Braunschweig, D)
Sterilfilter (0,2 ym; 0,45 pm).....coovvvvvvviiennnn. Schleicher & Schuell (Dassel, D)
Transwell Inserts ........coovvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, BD Biosciences (Bedford, USA)
Zellkulturflaschen (Flache 75 cm?)................. Nunc (Wiesbaden, D)
Zellkulturlochplatten (6-; 24-Well)................... Nunc (Wiesbaden, D)

ZellSChaber ..., Costar (Bodenheim, D)

1.16 Gerate

Axiovert 25 MIKrOSKOP..........uuueeemreemrieiiiinininnns Zeiss (Jena, D)
CO,—Inkubator (Heracell) ...........ccccevvvvveeeen. Heraeus (Hanau, D)
ELISA-Reader........ooiiiiiiiiiiiiiiieeee MWG Biotech (Ebersberg, D)
Elektrophoresekammern und Zubehor .......... Biorad (Munchen, D)
Entwicklungsgerat X-Omat..............ccccveeeeenn. Kodak (Rochester, NY, USA)
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop) ................. Zeiss (Jena, D)
Gefrierschranke:

m30°%C i Bosch (Stuttgart, D)
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280°C e Hierhammer Kaltetechnik (Minchen, D)
PCR Gerat Lightcycler ..., Roche (Basel, CH)

Photometer (SmartSpec 3000)....................... Bio-Rad (Minchen, D)

Schwenker (SWIip-KL2) ..o, Buhler (Hechingen, D)

Sterilwerkbank (Herasafe).............cccccccee. Heraeus (Hanau, D)

Tischzentrifuge (5415C).......ccccovviieiiiiieeniinn, Eppendorf (Hamburg, D)
Tischzentrifuge, gekuhlt (5415R) ................... Eppendorf (Hamburg, D)
UV-Crosslinker.........c.ccooviviiiiiiieiieeeeeeeeeiiin, Amersham (Braunschweig, D)

VOorteX GENIC 2., Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Zentrifuge, mitteltourig, gekuhlt (RC5B) ......... Sorvall (Bad Homburg, D)
Zentrifugenrotoren (F16/250; SS34) .............. Sorvall (Bad Homburg, D)

1.17 Software

LightCycler Software Version 5.32.................. Roche Diagnostics (Mannheim, D)
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2 Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
Mit Hilfe des Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) kann die Aktivierung von

NFkB untersucht werden.

Dazu werden zunachst Kernextrakte mit doppelstrangigen Oligonukleotiden inkubiert.
Die Oligonukleotide weisen dabei eine Bindungsstelle auf, an die alle NFkB-
Untereinheiten binden kdnnen (sog. NFkB-Konsensussequenz). Damit wird aktiviertes
NFkB statt an die Kern-DNA an die doppelstrangigen Oligonukleotide gebunden.
AnschlieRend wird das Reaktionsgemisch auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
Dabei zeigen die entstandenen DNA-Protein-Komplexe aufgrund ihres hdheren
Molekulargewichts gegeniiber der ungebundenen Sonde ein langsameres
Wanderungsverhalten im Gel. Dies ergibt, je nach Molekulargewicht, retardierte
Banden, welche im Anschluss autoradiographisch visualisiert werden.

Das Prinzip der Gelretardation ist in Abbildung 9 veranschaulicht.
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Zellkern
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Abb. 9: Schematische Darstellung des Gelretardationsexperimentes

Kernextrakte werden mit radioaktiv markierten doppelstrangigen Oligonukleotiden inkubiert, die
eine Bindungssequenz fur den Transkriptionsfaktor NFkB besitzen. Das Reaktionsgemisch wird
anschlielend elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel autoradiographiert. Die gebildeten

Protein/ DNA-Komplexe zeigten im Polyacrylamid-Gel gegeniber freier, nicht gebundener DNA

ein langsameres Wanderungsverhalten. Modifiziert nach Knippers 199518

21141 Herstellung doppelstriangiger Oligonukleotide

Doppelstrangige Oligonukleotide, welche eine Konsensussequenz fir NFKB oder eine
unspezifische Sequenz enthielten, wurden aus komplementaren, einzelstrangigen
Oligonukleotiden (Materialienteil 1.8.1, 1.8.2) von jeweils 20 bis 22 bp Lange,
synthetisiert. Da Oligonukleotide in der Regel rasch durch Endo- und Exonukleasen in
der Zelle abgebaut werden, kénnen sie zum Schutz gegen Abbau modifiziert und damit
stabilisiert werden. Damit wird die Effizienz der Oligonukleotide erhéht, da sich diese
folglich Uber einen langeren Zeitraum und in héheren Konzentrationen in der Zelle
befinden.

Eine solche Stabilisierung ist durch den Einsatz chemisch modifizierter
Internukleosidbindungen madglich. Zur Stabilititserhéhung waren die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide entweder am 3°-Ende an Digoxigenin

(DIG) gebunden oder sie enthielten ein Phosphorothioat (PTO)-modifiziertes Ruckgrat.
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Die kommerziell bezogenen einzelstrangigen Oligonukleotide (ODNs) wurden zunachst
in entsprechender Menge Wasser (Endkonzentration von 100 pM) 15 min bei
Raumtemperatur geldst. FUr die Aneinanderlagerung der einzelstrdngigen ODNs
(=Annealing) wurden jeweils 40 pl der einzelstrangigen ODNs mit 20 pl 5x TEN-Puffer
gemischt (Endkonzentration 40 yM). Das Reaktionsgemisch wurde 10 min bei 95° C
inkubiert, anschlielend langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt und auf Eis gelagert.
Fur die Verwendung der Oligonukleotide in Gelretardationsexperimenten, wurden diese
auf 1:1.000 verdunnt.

Dazu wurden 40 pl der sense und der antisense Oligonukleotide in einer Konzentration
von 100 yM in 20 pl 5 x TEN-Puffer gemischt und fir 10 min auf 95° C erhitzt. Beim
langsamen Abkihlen auf Raumtemperatur um etwa 1° C pro Minute erfolgte die
Anlagerung (Annealing) der komplementaren Strange. Die Lagerung der Proben
erfolgte bei -20° C.

21.1.2 Herstellung der DNA-Sonden fiir Gelretardations-Assays
Die radioaktive Markierung der doppelstrangigen Oligonukleotide (dsODNs) am 5°OH-

Ende erfolgte mit dem Betastrahler **P in Form von y-(**P)-markiertem ATP. Der
Transfer von **P vom ATP-Molekiil an die 5°-Enden des Oligonukleotids erfolgte durch
das Enzym T4-Polynukleotidkinase.

Der Markierungsansatz (50 ul) wurde auf Eis hergestellt und bestand aus folgenden

Komponenten:

e 2 pl dsNFkB-Oligonukleotide
e 2 pl T4-Polynukleotid-Kinase
e 5l 10x Kinasepuffer

e 5uly- (**P)-dATP

e 36yl H,O

Dieser Ansatz wurde 30 min bei 37° C in einem 1,5 ml Reaktionsgefal® inkubiert und
anschlieend mit Hilfe einer Gelfiltrationssaule zur Aufreinigung 4 min bei 5.000 Upm

abzentrifugiert.

2113 Durchfiihrung der Gelretardations-Experimente

Der EMSA wurde mit Zellkernextrakten aus Melanomzellen und Melanozyten
durchgefuhrt. Dazu wurde 10 pg Zellkernproteinextrakt in einem eisgekihlten
Reaktionsansatz von 25 ul Volumen eingesetzt. Der Ansatz enthielt auRerdem 1 pl v-
(**P) markiertes Oligonukleotid, 2 ul BSA (1 ug/ul), 2 ul Puffer D+, 4 pl 5x Ficoll Puffer,
4 yl HO und 2 pl poly dl/dC-Polymere (1 ug/ul). Letztere dienten zum Abfangen
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unspezifisch an Konsensus-DNA bindender Proteine. Wahrend der 30-minutigen
Inkubation bei Raumtemperatur sollte die Bildung der DNA/ Protein-Komplexe
stattfinden. Zum Spezifitatsnachweis der DNA/ NFkB-Bindung wurde vor Zugabe der
radioaktiven Sonde, ein identisches, nicht radioaktiv markiertes, doppelstrangiges
Oligonukleotid in 300-fachem Uberschuss hinzupipettiert.

Fir die Elektrophorese wurde ein nicht-denaturierendes 4%-iges Polyacrylamid-Gel
verwendet. Zur Herstellung des Gels wurden 48 ml Aqua dest. in einem
Erlenmeyerkolben vorgelegt und unter stdndigem Ruhren 6 ml 40% Acrylamid, 6 ml 5-
fach TBE-Puffer und 400 pl APS 10% als Radikalstarter sowie 40 pyl TEMED als
Radikalstabilisator hinzugegeben. Das Gel wurde zwischen zwei 14x15 cm grolde
Glasplatten mit 1 mm dicken Abstandhaltern gegossen und ein geeigneter Kamm
eingesetzt. Nach Polymerisieren der Gelldsung wurden Abstandhalter und Kamm
entfernt und die Taschen mit Wasser ausgesplilt. Die Gelplatten wurden senkrecht in
eine Elektrophorese-Apparatur gespannt und die beiden Kammern der Apparatur
wurden mit 0,5-fachem TBE-Puffer befillt. Zunachst wurde in die dulRerste Geltasche
der Marker Bromphenolblau aufgetragen. Nachdem dieser bei einer Spannung von 100
Volt 1 cm weit gelaufen war, wurden die restlichen Geltaschen mit den
Reaktionsansatzen beladen. Die Auftrennung im Gel erfolgte bei einer Spannung von
200 V bis die Markenbande 10 cm gelaufen war. Das Gel wurde auf einem 3MM
Whatman-Papier fixiert und fur 60 min bei 80° C unter Vakuum getrocknet. Danach
wurde es in einer Kassette mit einem Roéntgenfilm bei -80° C flir 24 h exponiert und mit

Hilfe eines Kodak XAR-5 Films autoradiographiert.

2114 Supershift-Experimente

Zur Identifikation bestimmter Untereinheiten von NFkB wurden Supershift-Experimente
durchgeflihrt. Dabei sollte die Zugabe von Antikdérpern und ihre Bindung an eine
bestimmte Untereinheit von NFkB die zusatzliche Retardierung des entsprechenden
DNA-Protein-Komplexes einen sogenannten “supershift” der Bande bewirken.

Bei Bindung des Antikorpers direkt an die DNA-bindende Domane der NFkB-
Untereinheit kann es auch zu einer Aufhebung der DNA-Protein-Interaktion kommen.
Zwei Stunden vor Zugabe der radioaktiv markierten Sonde wurden jeweils 2 pl einer
Antikorperldsung in einer Konzentration von 100 pg/ml mit den Zellkernproteinen
inkubiert.

Es wurden polyklonale IgG-Kaninchenantikérper gegen die NFkB-Untereinheiten p50
und p65 eingesetzt (siehe Materialienteil 1.7).
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2.2 Praparative und analytische Methoden fur Nukleinsauren

2.2.1 DNA-Aufreinigung durch Phenolextraktion und DNA-Fallung fir

Stabilitatsuntersuchungen

Sobald Oligonukleotide in die Zellen aufgenommen werden, kénnen diese durch Exo-
beziehungsweise Endonukleasen abgebaut werden. Um die Stabilitat der
Oligonukleotide innerhalb der transfizierten Zellen zu untersuchen, wurden diese zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Transfektion aus den Zellen isoliert und
anschliefend Uber die Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) analysiert. Die
Auftrennung der DNA mittels PAGE erfolgte aufgrund der unterschiedlichen Ladung,
wobei kiirzere ODNs beziehungsweise ihre Fragmente weiter wandern als langere.

Die verwendeten dsODNs waren am Ruickgrat mit Phosphothioat (PTO) modifiziert
sowie am 3'-Ende mit Digoxigenin (DIG) markiert.

Fur Stabilitdtsanalysen wurden Zellen in 3,5 cm Zellkulturschalen bei einer
Ausgangszellzahl von 50.000 kultiviert. 24 h, 48 h beziehungsweise 72 h nach
Transfektion mit den dsODNs wurden die Zellen geerntet und pelletiert.

Zur Abtrennung der an der Zelloberflache verbliebenen Oligonukleotide, wurden die
Pellets zunachst mit 0,5 M NaCl und 0,2 M Essigsaure fur 10 min bei 4° C inkubiert.
Diesem folgte ein dreimaliges Waschen in PBS. Zur Zelllyse wurden die Pellets in 200
pl PBS aufgenommen und mit 200 pl Lysepuffer AL (DNeasy Q-Kit) sowie 20 pl
Protease K (10 mg/ml) versetzt. Nach kraftigem Mischen, wurde der Ansatz 10 min
lang bei 70° C im Heizblock inkubiert.

Fir die Aufreinigung der DNA wurde das proteinhaltige Gesamtzelllysat mit gleichem
Volumen einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung (25:24:1) versehen. Die
Phasentrennung wurde durch Mischung und Zentrifugation (5 min, 14.000 Upm, 4° C)
beschleunigt, wobei Proteine denaturiert wurden und wegen ihrer teilweise
hydrophoben Seitenketten in der Interphase zwischen phenolischer und wassriger
Phase verblieben. Nach Abnahme der oberen, hydrophilen und DNA-haltigen Phase,
wurde diese zur Phenolentfernung mit gleichen Volumen Chloroform versehen und
erneut zentrifugiert. Darauf folgte die Ethanolfallung. Hierbei wurde die obere, wassrige
Nukleinsdurephase erneut abgenommen wund mit 1/10 Volumen 4 M
Lithiumchloridlésung sowie mit 2,5-fachem Volumen 70% Ethanol versetzt und durch
Zentrifugation (30 min, 14.000 Upm, 4° C) ausgefallt und pelletiert. Die Pellets wurden
unter dem Abzug 15 min luftgetrocknet und daraufhin in 10 pyl H,O aufgeldst. Die
Aufbewahrung der Nukleinsaurepellets bis zur elektrophoretischen Analyse erfolgte bei
-80° C.
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Die Auftrennung der dsODNs mittels PAGE erfolgte analog zum EMSA in einem 16%-
igen Polyacrylamidgel. Es wurde die absolute DNA-Menge der kultivierten Zellen nach
24 h, 48 h und 72 h analysiert. Eine Normalisierung bezuglich der Zellzahl wurde dabei
nicht durchgefuhrt.

2.2.2 RNA-Isolation mit Trizol

Zur RNA-Extraktion wurden etwa 100.000 Zellen in einer 3,5 cm? groRRen
Zellkulturschale (etwa 80% konfluent) zweimal mit HBSS gewaschen. Anschlief3end
wurde 1 ml Trizol direkt auf den Zellrasen pipettiert und durch Schwenken gleichmalRig
verteilt. Wahrend der 5-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Lyse der
Zellen. Das zahflussige Lysat wurde mit dem Schaber vom Boden geldst, zum Rand
gestrichen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® gegeben. Dieses wurde bis zur
Weiterverwendung bei -70° C gelagert.

Nach einem ca. 5-minitigen Auftauen bei Raumtemperatur wurde zu den Trizol-
Lysaten 200 pl Chloroform gegeben. Die Reaktionsgefalte wurden nun kraftig von
Hand geschuttelt und 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Entmischung der
Phasen wurde durch Zentrifugation (15 min, 14.000 Upm, 4° C) beschleunigt und
fuhrte zur Bildung einer unteren roten Phenol/Chloroform-haltigen Phase mit DNA und
Protein sowie einer oberen farblosen wassrigen Phase mit RNA. Die wassrige Phase
wurde vorsichtig abgenommen (ca. 400 ul) und in ein neues Gefald Gberflhrt. Zur RNA-
Fallung wurde zur abgenommenen RNA-haltigen Phase gleiches Volumen Isopropanol
100% zugegeben. Nach kraftigem Mischen und einer 10-minutigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die RNA abzentrifugiert (15 min, 14.000 Upm, 4° C). Der
Uberstand wurde vorsichtig dekantiert. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit jeweils 1 ml
eiskaltem 70%igem Ethanol 15 min bei 14.000 Upm und 4° C gewaschen. Es folgte die
Abnahme des Uberstandes sowie die Trocknung des Pellets unter dem Abzug 5-10
min. Anschlieend wurde die RNA in 30 ul DEPC - behandeltem Wasser bei 4° C Gber
2-3 h gel6st. Durch die Behandlung mit DEPC war dieses Wasser RNAse-inaktiviert
und diente damit der Vorbeugung einer Kontamination mit RNAsen. Wahrend des
Lésungsvorgangs wurde die RNA alle 30 min gevortext und schlief3lich Gber Nacht bei
- 70° C gelagert.

2.2.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Gemal dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Konzentration einer Losung direkt
proportional zu ihrer Extinktion beziehungsweise Absorption. Diese Relation macht
man sich bei der spektralphotometrischen Quantifizierung von wassrigen

Nukleinsdurelésungen zunutze.
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Von einer 1:20 Verdunnung der gereinigten RNA wurde im Photometer die Absorption
bei 260 nm (entspricht dem Absorptionsmaximum der Nukleinsauren) bestimmt. Die

Messung erfolgte in Quarzkivetten. Einer OD,g von 1 entspricht 40 ug/ml RNA.

2.2.4 Synthese der cDNA durch Reverse Transkription

Wahrend der reversen Transkription wurde von einer RNA-Matrize ausgehend,
einzelstrangige copy-DNA (cDNA) erzeugt. Fur die Reverse Transkription wurde das
Expand Reverse Transkriptase Kit der Firma Roche verwendet . Die Synthese der
komplementaren cDNA erfolgt in 5°-3°-Richtung und bendtigt fur die Initiation einen
Primer. Als Primer wurden Poly-(dT).s-Oligos eingesetzt, Oligomere von 15 Nukleotid-
Lange, die an die Polyadenylierungssequenz (Poly-(A)-Kette) am 3’-Ende der RNA
binden.

Zur Primerhybridisierung wurde 1 ug der gewonnenen RNA mit DEPC-Wasser ad 8,5
Ml verdinnt und mit 2 ul Oligo-dT-Primern gemischt. Der Ansatz wurde 10 min bei 65°

C inkubiert und daraufhin sofort auf Eis gelagert.

Bei einem Endvolumen von 10,5 ul der mit Primern versehenen RNA, wurde nun der
Ansatz fur die reverse Transkription auf Eis pipettiert. Dieser setzte sich aus folgenden

Reagenzien zusammen:

e 10,5 pul RNA

o 4 ul Expand Reverse Transkriptase Puffer
e 2ul100 mMDTT

e 2 uldNTP [10 mM]

e 0,5yl RNasin

1 ul Expand Reverse Transkriptase

Die Umschreibung erfolgte bei 42° C bei einer Dauer von 60 min. Die cDNA wurde
anschliefend mit DEPC-Wasser im Verhaltnis von 1:3 verdinnt und bei -80° C

gelagert.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2251 Allgemeines Prinzip der PCR

Das Verfahren der PCR ermdoglicht es, einen definierten DNA-Abschnitt
sequenzspezifisch zu vervielfaltigen. Die definierte, zu amplifizierende cDNA-Matrize
wird hierbei auch als Template-DNA bezeichnet. Die Reaktion erfolgt mit Hilfe einer

thermostabilen DNA-Polymerase und zweier sequenzspezifischer Oligonukleotid-
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Primer, die den Enden der Template-DNA homolog sind. Es werden bei der
Amplifikation immer wieder drei Schritte durchlaufen, die jeweils allein durch die Wahl
der Temperatur gesteuert werden konnen: (1.) Durch Erhitzen werden die beiden
Strange der Matrizen-DNA aufgeschmolzen, indem Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den komplementaren Basenpaaren geldst werden (Denaturierung). (2.)
Durch Senken der Temperatur erfolgt die spezifische Anlagerung der
Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige Template-DNA (Anlagerung). (3.) Durch
die Erhéhung der Temperatur auf das Temperaturoptimum der DNA-Polymerase
werden die Primer schlielllich verlangert (Elongation). Das so synthetisierte DNA-Stiick
kann bei Wiederholung dieser drei Reaktionsschritte (Zyklus) als Matrize fiir einen
neuen Primer dienen. Dies flhrt zu einer exponentiellen Anreicherung des DNA-
Abschnittes mit jedem weiteren Zyklus, wodurch aus einer sehr kleinen Menge
vorgegebener DNA, grolie Mengen einer beliebigen DNA-Sequenz hergestellt werden

koénnen, die anschlielend weiter analysiert werden kénnen.

2.2.5.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die PCR wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um eine quantitative Aussage Uber die
MRNA-Expression bestimmter Gene treffen zu kénnen. Mittels der konventionellen
PCR ist eine Quantifizierung nur maoglich, solange sich die PCR-Reaktion in der
exponentiellen Phase der Amplifikation befindet. In der Plateauphase der PCR-
Reaktion lasst sich ein urspringlicher Mengenunterschied der entsprechenden DNA-
Matrize oft nicht mehr feststellen, da die Plateauphase bei jeder PCR-Reaktion
unterschiedlich schnell erreicht wird und deshalb nur sehr schwer Uberprift werden
kann. Dazu misste man nach jedem PCR-Zyklus eine Probe aus der Reaktion
entfernen und zur Quantifizierung die PCR-Fragmente gelelektrophoretisch auftrennen,
ohne dabei die Bedingungen der PCR-Reaktion zu beeinflussen. Diese Uberpriifung
wird Uberflissig, wenn die amplifiziete DNA-Menge wahrend der PCR im
Reaktionsansatz analysiert werden kann. Dies ist mittels der Echtzeit-PCR in einem
LightCycler Gerat (Firma Roche) maglich.

Das LightCycler Gerat besteht im Wesentlichen aus einem PCR-Gerat mit einer
optischen Einheit, mir welcher eine fluoreszenzbasierte Detektion der PCR-Produkte
maglich ist."®’

Vor Beginn der PCR-Reaktion wird zu jeder Probe der Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green hinzugeflgt, welcher sich nur in doppelstrangige DNA einlagern kann. Nach
jeder Elongationsphase werden sich in Glaskapillaren befindende Proben mit einem
Laser zur Abgabe von Fluoreszenz angeregt. In DNA eingelagertes SYBR Green
emittiert in der Folge, proportional zur amplifizieten DNA-Menge, ein

Fluoreszenzsignal, @ welches  Uber ein  System aus  Spiegeln  und
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wellenlangenspezifischen Leitern an ein Fluorimeter weitergeleitet wird. Dort erfolgt
dann die Umwandlung des optischen Signals in ein elektrisches Signal, welches zum
PC weitergeleitet wird.

Der Anstieg der gemessenen Fluoreszenz mit jedem PCR-Zyklus steht in direktem
Verhaltnis zur Produktkopienzahl-Akkumulation. Sie wird direkt im PCR-
Reaktionsgefald gemessen. Mit geeigneten Referenzproben, deren Kopienzahl bekannt
ist, kann schlieBlich auf die Ausgangsmenge der zu untersuchenden cDNA
zurtickgeschlossen werden.

Um quantitative Aussagen der mRNA-Expression eines bestimmten Gens zu erhalten,
wird die gemessene Kopienzahl auf die Transkriptzahl eines sogenannten
Referenzgens bezogen, welches in jeder Probe zusatzlich mitbestimmt wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Referenzgen das Gen fir die Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) verwendet. HPRT wird in den meisten Zellen nicht
reguliert und kann so als Referenz (iber die eingesetzte cDNA dienen.

Durch die MitfGhrung einer Verdlnnungsreihe bekannter Ausgangskonzentration,
wurde fur jedes Gen eine Standardkurve erstellt, aus deren Linearitdt Aussagen Uber
die Amplifikationseffizienz getroffen werden konnten. DarUber hinaus wurde stets eine

Probe mit H,O anstelle der cDNA als Negativkontrolle mitgefuhrt.
2.2.5.2.1 Detektion der PCR-Produkte mittels SYBR Green |

Die Visualisierung des Amplikons erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit zwei
verschiedenen Fluoreszenz-Detektionssystemen: dem nicht sequenzspezifischen
SYBR Green |-System oder dem Sonden-PCR-System, welches sequenzspezifisch ist.
Bei SYBR Green | handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der die Eigenschaft
besitzt, in doppelstrangige DNA zu interkalieren. Liegt der Farbstoff frei in Lésung vor,
liegt keine oder nur sehr geringe Fluoreszenz vor. Erst durch Interkalierung des
Farbstoffs in die kleine Furche der dsDNA bei der Elongation am Ende eines PCR-
Zyklus, steigt das Fluoreszenzsignal um ein Vielfaches. Die messbare Fluoreszenz ist
damit direkt proportional zur vorhandenen doppelstrangigen DNA."®

Da sich das SYBR Green | jedoch nicht nur in das korrekte PCR-Produkt sondern auch
in Artefakte einlagern kann (so z.B. in Primerdimere), ist eine klare Differenzierung
zwischen Artefakt und Zielfragment notwendig. Diesem Umstand wirkt man mit der
Schmelzpunktanalyse des Produkts entgegen, die am Ende der PCR durchgefiihrt
wird. Hier geht man von der Tatsache aus, dass jedem doppelstrangigen DNA-
Fragment eine charakteristische Schmelztemperatur (T,,) zugeordnet werden kann.
Dazu wird das PCR-Reaktionsgemisch in 1° C Temperaturschritten bis zu einer
Endtemperatur von 95° C erhitzt und dabei kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen.

Wird die fur das Produkt spezifische T,, erreicht, denaturiert der Doppelstrang. Es
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kommt es zu einem steilen Abfall der Fluoreszenz (Peak), da der interkalierende
Farbstoff von der einzelstrangigen DNA dissoziiert. Im LightCycler wird die
Schmelzkurve als negative Steigung der Fluoreszenzkurve (1. Ableitung) dargestellt,
sodass der Peak der Schmelzkurve der Temperatur entspricht, bei der der starkste
Intensitatsabfall der Fluoreszenz stattfindet. Werden mehr als eine T, registriert,
mussen neben dem spezifischen Produkt Artefakte vorliegen. Zwar erhoht dies die
Spezifitdt des Verfahrens, andererseits ist eine Quantifizierung nur ohne Artefakte
maglich.

Zur Durchflhrung der SYBR Green I-PCR wurden pro Ansatz 1 pl Primer forward [10
MM], 1 ul Primer reverse [10 uM], 4 ul Fast Start Master SYBR Green | und 8 ul steriles
H,O als Master Mix vorbereitet. Zu jeweils 14 ul des Master Mix wurden 6 ul der

Template-cDNA in einem 1,5 ml Reaktionsgefaly pipettiert. Vorgekihlte Glaskapillaren

wurden mit dem Reaktionsgemisch befullt und nach Zentrifugation Uber 30 sec bei
1.000 Upm in das LightCycler Instrument Uberfuhrt.

Die Bedingungen der PCR-Prozedur sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Programmschritt ’Zyklen Segment Temperatur(°C) |Zeit
Prainkubation 1 95 15 min
Amplifikation 40 Denaturierung 95 15 sec
Anlagerung 50" 25 sec?
Verlangerung 72 15 sec
Schmelzkurve 1 Denaturierung 95 30 sec
Anlagerung 50 1 sec
Schmelzen 95 0 sec
Kdhlen 1 30 10 min

Tab. 10: PCR-Protokoll SYBR Green | (exemplarisch fiir das HPRT-Gen)
! 55° C fiir das IL-8-Gen;
% 12 sec fiir das IL-8-Gen

Die Auswertung der Experimente erfolgte mit der LightCycler Software Version 5.32
der Firma Roche.
22522 Detektion der PCR-Produkte mittels Hybridisierungs-Sonden

Das Prinzip der Sonden-PCR beruht darauf, dass zur PCR-Reaktion eine Sonde mit

einer zum amplifizierenden Fragment komplementaren Sequenz gegeben wird. In der
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vorliegenden Arbeit wurde die sogenannte Double-Dye-Sonde verwendet. Sie zeichnet
sich durch zwei Fluorochrome aus. Fluorophor 1, ein Reporterfluorochrom befindet sich
am 5°-Ende, Fluorophor 2, ein Quencher (engl.: to quench = I6schen) am 3’-Ende der
Sonde. Zusatzlich ist das 3" Ende phosphoryliert , wodurch verhindert wird, dass die
Sonde bei der Elongation als Primer fungiert. Solange die Sonde intakt ist, ist die
Emission gering, da fast die gesamte Lichtenergie des Reporters aufgrund der
raumlichen Nahe zum Quencher von diesem aufgenommen wird (Fluorescence
Resonance Energie Transfer, FRET).'"®® Wahrend der Elongationsphase wird die
Sonde infolge der 5°-3"Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase degradiert. Dadurch
ist die Nahe zwischen Reporterfluorochrom und Quencher aufgehoben und es kommt
zur Fluoreszenz. Die Fluoreszenz ist dabei proportional zur wachsender Menge der
amplifizierten DNA.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten spezifischen Sonden sowie die Sequenzen
der Primer fur das entsprechende Gen wurden mit Hilfe der Software unter
http://www.universalprobelibrary.com zusammengestellt und von der Firma Roche
bezogen. Die Sonden waren LNA (locked nucleic acid)-modifiziert. LNAs sind
Nukleinsduren in welchen der Zuckeranteil chemisch modifiziert ist. Es handelt sich
hierbei um eine bicyclische Furanoseeinheit, die in einer RNA-&hnlichen
Zuckerkonformation fixiert (locked) ist. LNAs binden mit besonders hoher Affinitat an
DNA, was eine hohe Schmelztemperatur zur Folge hat. Die eingesetzten LNA-Sonden
wiesen bei einer Lange von 9 Nukleotiden eine dhnliche Hybridisierungstemperatur wie
die unmodifizierten, etwa 20-25 Nukleotide langen Primer auf. LNA-Sonden binden
aufgrund ihrer Kurze relativ oft im Genom, dadurch ist die Analyse aller menschlichen
Gene mit einem System von etwa 100 verschiedenen Sonden maoglich. Durch das
Zusammenspiel der spezifischen Primer mit der Sonde ist aber eine hohe Spezifitat der

Reaktion gewéhrleistet.'®


http://www.universalprobelibrary.com/
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Abb. 10: Schematische Darstellung der eingesetzten Sonden-PCR

Bei den Double-Dye-Sonden befinden sich zwei verschiedene Fluorochrome auf einer Sonde.
Der Reporter befindet sich am 5°-Ende, der Quencher am 3’-Ende. Ist die Sonde intakt, ist die
Fluoreszenz des Reporters sehr gering, da fast die gesamte Lichtenergie vom Quencher
absorbiert wird. Wahrend der Elongationsphase tritt die Polymerase auf die Sonde und
hydrolysiert diese. Die nicht mehr bestehende raumliche Nahe zwischen Quencher und

Reporter fuhrt zu einer Fluoreszenz, die proportional zur Menge des PCR-Produkts ist.

Fir die Reaktion wurde pro Ansatz ein Reaktionsgemisch vorbereitet, der wie folgt

zusammengesetzt war:

e 0,2 ul forward Primer [200 nM]
e 0,2 ul reverse Primer [200 nM]
e 0,1 ul Sonde [100 nM]

e 45ulH0

e 2,0 pl 5x Mastermix

Zu jeweils 7 yl des PCR-Reaktionsgemisches wurden 3 pl cDNA gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde in vorgeklhlte Glaskapillaren pipettiert und bei 1.000 Upm flr
30 sec herunterzentrifugiert. Die ReaktionsgefalRe wurden anschlieRend in das
LightCycler-Gerat Ubergefihrt. Das PCR-Protokoll ist in Tabelle 11 dargestellt.
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Programmschritt | Zyklen Segment Temperatur (°C) |Zeit (sec)

Prainkubation 1 95 600

Amplifikation 40 Denaturierung |95 10
Anlagerung 60 30
Verlangerung 72 1

Tab. 11: PCR-Protokoll der Sonden-PCR

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Bestimmung der Konzentration von Gesamtzell- und Kernproteinen

Proteinkonzentrationen wurden unter Verwendung des BCA-Protein-Assay-Kits der
Firma Pierce bestimmt. Diese basiert auf der Reduktion von zweiwertigem Kupfer zu
einwertigem Kupfer (Biuret Reaktion) durch Proteine. Das einwertige Kupfer bildet mit
Bicinchromsaure (BCA) einen violett gefarbten Komplex, der photometrisch
quantifiziert werden kann.

Vor dem Versuch wurde zunachst eine BCA-haltige Losung (Reagent A) mit einer
Kupfer(ll)-haltigen Losung (Reagent B) im Verhaltnis 50:1 gemischt. Zu 1 ml dieser
Mischung wurden 10 pl Gesamtproteinldsung beziehungsweise 5 pl Kernproteinlésung
gegeben und etwa 20 min bei Raumtemperatur sowie anschlieend 10 min bei 37° C
inkubiert. Durch photometrische Messung bei einer Wellenlange von 562 nm wurde die
Absorption bestimmt und, anhand der Absorption einer Verdlinnungsreihe mit BSA,

quantifiziert.

2.3.2 Enzyme-linked Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die Analyse aktiver p50- beziehungsweise p65-Untereinheiten von NFkB erfolgten
Uber ELISA (solid-phase-sandwich enzyme-linked immunosorbent assay). Der Boden
der fUr die Analysen zur Verfigung stehenden 96-well-Microtiter-Platte war dabei mit
immobilisierten,  doppelstrangigen  Oligonukleotiden  beschichtet, welche eine
Konsensussequenz fur NFKB (5-GGGACTTTCC-3") enthielten. In einem ersten Schritt
wurde jeweils 10 pg Zellkernprotein in die Wells gegeben, das zuvor mit Complete
Lysis Buffer ad 20 pl verdunnt wurde. Als Positivkontrolle wurde der vom Hersteller
mitgelieferte Kernproteinextrakt der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji verwendet. Ein
weiteres Well diente der Bestimmung unspezifischer Farbung. Dieses enthielt lediglich
Complete Lysis Buffer ohne Protein.

Wahrend 1 h Inkubation bindet aktiviertes NFkB spezifisch an die immobilisierten,

doppelstrangigen Konsensus-Oligonukleotide der Microtiterplatte. Nicht gebundenes
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Protein wurde in drei Waschschritten, bei welchen jedes Well mit 200 pl Waschpuffer
gewaschen wurde, entfernt. Die Detektion der an die immobilisierten DNA-Sequenzen
gebundenen NFkB-Untereinheiten erfolgte mit Antikorpern gegen p50 oder p65
(1:1.000 Verdunnung in 1x Antibody Binding Buffer). Nach einer Inkubationszeit von 1
h bei Raumtemperatur und 3 weiteren Waschschritten (siehe oben), wurde ein zweiter,
HRP (horseradish peroxidase)-gekoppelter Antikorper (1:1.000 Verdinnung in 1x
Antibody Binding Buffer) hinzugegeben, worauf eine weitere Inkubation von 1 h folgte.
Dem folgten vier weitere Waschschritte (siehe oben). Nach Zugabe von 100 pl
Entwicklungslésung zu jedem Well wurde die Mikrotiterplatte unter Lichtausschluss 10
min inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul Stopp-Ldsung beendet
und am ELISA-Reader quantitativ Uber den Vergleich mit der Positivkontrolle

ausgewertet. Die Proben wurden in Dreifachansatzen analysiert.

2.3.3 Western-Blot-Analysen

Die Western-Blot-Analyse ist eine Kombination aus Polyacrylamid-Gelelektrophorese,
in der die elektrophoretische Auftrennung eines Proteingemisches entsprechend der
ProteingréRe erfolgt (siehe Methodenteil 2.1.1, EMSA), und Immundetektion mit
Antikérpern gegen das zu untersuchende Protein. Die Immundetektion erfolgt in zwei
Stufen: Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nylonmembran (Blotting) bindet ein
spezifischer Primarantikbrper an das Protein. Durch die Zugabe eines zweiten,
enzymgekoppelten Antikdrpers, wird das Protein in einer Chemilumineszenzreaktion
visualisiert.

Fur die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden pro Ansatz 10 ug Proteinlysat mit 6 pl
NuPage 4x LDS Sample Buffer, 2,4 yl NuPage Reducing Agent und H,O auf ein
Volumen von 24 pl verdiinnt und fir 10 min bei 70° C auf einem Heizblock denaturiert.
Die Auftrennung der Proteine erfolgte im Xcell SureLock Mini-Cell-System der Firma
Invitrogen auf einem NuPage Bis-Tris 4-12%-igen Polyacrylamid-Gel. Das Gel wurde in
eine Vertikalapparatur eingesetzt, woraufhin die inneren und duf3eren Kammern dieser
Apparatur mit Laufpuffer befillt wurden. Pro Geltasche wurden jeweils 20 pl des
Reaktionsgemisches eingesetzt. Als Marker wurden 15 pl des SeeBluePlus2
Prestained Standard verwendet. Der Gellauf erfolgte 1 h bei 150 V.

Zur Vorbereitung des Blots wurde die Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran in Methanol
100% 30 sec angefeuchtet. Darauf wurde diese 2 min in H,O gewaschen und 15 min in
Transferpuffer eingeweicht. Blotting-Pads und Filterpapier wurden vor Gebrauch
ebenfalls kurz in Transferpuffer getrankt und wie folgt luftblasenfrei in die Blotting-
Apparatur geklemmt: Kathode (-) - Blotting Pads-Filterpapier - Membran - Gel -
Membran - Filterpapier - Blotting Pads - Anode (+). Die Blotting-Apparatur wurde mit
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Transferpuffer und die duRere Kammer zur Kihlung mit Aqua ad injectabilia befullt. Der
Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine erfolgte 1 h bei 30 V.

Die auf die PVDF-Membran transferierten Proteine wurden kurz mit Waschpuffer
gewaschen und 30 min in Blockierungs-Losung unter standigem Schutteln bei
Raumtemperatur inkubiert, um so unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Die
Inkubation mit dem spezifischen Primarantikdrper in entsprechender Verdinnung
(siehe Materialien 1.7) erfolgte in 20 ml Blockierungs-Lésung Uber Nacht bei 4° C.
Nach dem Verwerfen der Antikorperlésung wurde die Membran drei Mal fir jeweils 10
min gewaschen und erneut in Blockierungs-L6sung fir 30 min inkubiert. Die Inkubation
mit dem HRP-konjugierten Sekundarantikérper in entsprechender Verdiinnung in 20 ml
Blockierungs-Loésung erfolgte 1 h bei Raumtemperatur. Nach dem Entfernen der
Antikorper-Losung wurde die Membran erneut dreimal 10 min gewaschen.

Zur Detektion der HRP-gekoppelten Antikorper wurde die Membran mit 2 ml ECL Plus
Western Blotting Detection Reagent (Reagent A und B im Verhaltnis von 40:1) 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Exposition erfolgte an einem Entwicklungsgerat der
Firma Kodak mit Hyperfiim ECL bei einer Belichtungsdauer zwischen 1 sec und 10

min.
2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung von humanen Melanomzellen und Melanozyten

Die Zellkultur erfolgte im Brutschrank bei 37° C und 5% COj-Partialdruck in
wasserdampfgesattigter Atmosphare. Samtliche Experimente mit Zellen wurden
ausschlieBlich unter sterilen Bedingungen unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt.
Die Kultivierung humaner Melanomzellen sowie humaner Melanozyten erfolgte jeweils
nach dem gleichen Prinzip. Lediglich das jeweils verwendete Kulturmedium (siehe
Materialteil 1.6), das Waschmedium sowie das Medium zum Abstoppen nach dem
Trypsinieren unterschieden sich.

Zum Splitten wurden die Melanomzellen zunachst mit HBSS/ PBS und die
Melanozyten mit einem Medium aus HBSS, L-15 Leibovitz-Medium und DMEM
gewaschen. Dann wurden sie mit einer 0,05%-igen Trypsin- oder 0,02%-igen EDTA-
Loésung bei 37° C fur 5 min abgeldst. Zur Inaktivierung des Trypsins beziehungsweise
der EDTA wurden die Zellen mit Medium mit 10-15% FKS versetzt. Das Aussetzen der
Zellen in neue Zellkulturflaschen erfolgte mit frischem Medium in einer Verdinnung von

1:10 bis 1:20. Fir die Experimente wurde eine Konfluenz von 90% nicht Gberschritten.
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2.4.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen in DMEM mit 15% FKS und 10% DMSO gebracht,
das auf Eis gekuhlt wurde. In diesem Medium wurden die Zellen zunachst in einem
Styroporbehalter bei -80° C eingefroren. Nach 24 h erfolgte ihre Uberflhrung in
flissigen Stickstoff.

Zellen, die wieder in Kultur genommen werden sollten, wurden bei 37° C 5 min
aufgetaut. Da DMSO fiur die Zellen toxisch ist, wurden sie unmittelbar nach dem
Auftauen in ihr entsprechendes Kulturmedium aufgenommen. Am folgenden Tag

erfolgte ein Mediumwechsel.

2.4.3 lIsolierung von Proteinen

Nach Absaugen des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS oder HBSS,
wurden die Zellen nach Zusatz von 4 ml PBS mit 0,02 % EDTA fir 5 min bei 37° C
inkubiert. Das EDTA wurde mit gleichem Volumen DMEM/ 10% FKS neutralisiert,
woraufhin die Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefaly gebracht wurde. Die Zellen
wurden 5 min lang bei Raumtemperatur zentrifugiert, in 1 ml PBS aufgenommen und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefall Uberflhrt. Es erfolgte ein zweimaliges Waschen mit PBS
und eine Zentrifugation tUber 3 min bei 4° C und 2.000 Upm. Nach Abnahme des
Uberstandes mit einer Pasteurpipette wurde das Zellpellet bei -80°C gelagert.

Mehrere Zellpellets wurden in einem Arbeitsgang in jeweils 200 pl frisch hergestelltem
1x CSH-Puffer resuspendiert und zur Lyse 20 min auf Eis gelagert. Es folgte eine
Zentrifugation fur 20 min bei 4° C und 13.000 Upm, welche eine Sedimentation der
Cytoplasma- und Kernmembranen bewirkte. Der proteinhaltige Uberstand wurde

abgenommen und bei -80° C eingefroren.

2.4.4 Isolierung von Zellkernproteinen

Fur eine moglichst hohe Ausbeute der Kernproteinextraktion wurden die Zellen bis zu
einer 90%-igen Konfluenz kultiviert. Die Extraktion der Kernextrakte erfolgte mit dem
Nuclear Extract Kit von Active Motif. Dazu wurden die Zellen einmal in kalter,
Phosphataseinhibitoren-haltiger PBS-Lésung gewaschen, mit einem Zellschaber nach
Zugabe von 3 ml kalter PBS-Lésung abgelést und 5 min bei 4° C und 500 Upm
pelletiert. Zur Osmolyse der Zellen wurde das Pellet in 500 pl hypotonem Puffer (im Kit
enthalten) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 25 ul
Detergent und unter kraftigem Mischen fur 10 sec kam es zum Aufschluss der
Zytoplasmamembran. Durch Zentrifugation bei 4° C und 13.000 Upm Uber 30 sec
wurden Zellkerne und Cytosolfraktion getrennt. Der Uberstand mit cytoplasmatischem

Protein wurde abgenommen und in einem Reaktionsgefald bei -80° C eingefroren. Das
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Kernpellet wurde in 50 ul des zuvor nach Anweisung des Kits hergestellten Complete-
Lysepuffers aufgenommen und durch 10 min Vortexen resuspendiert. Nach Zugabe
von DTT und eines Proteinaseinhibitors wurden die Zellkerne uber 30 min auf einer
sich bewegenden Plattform auf Eis lysiert. Die Zellkernmembranen wurden durch 30
sec Vortexen aufgebrochen und anschlief3end bei 4° C und 13.000 Upm Uber 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei -80° C

eingefroren.

2.4.5 Transfektion von Oligonukleotiden

Transfektionen an Melanomzellen erfolgten mit doppelstrangigen Oligonukleotiden
(dsODNSs) und small-interfering-RNA (siRNA). Zur Transfektion von dsODNs wurde
das Transfektionsreagenz Oligofectamine verwendet. Transfektionen von siRNA
erfolgten mit Oligofectamine oder mit Lipofectamine RNAIMAX.

Beide Reagentien funktionieren nach dem Prinzip, dass kationische Lipide negativ
geladene DNA binden und mit diesen Komplexe bilden. Die Aufnahme der
Oligonukleotide Uber negativ geladene Strukturen auf der Zelloberflache in die Zellen

wird somit erleichtert.

2451 Transfektion mit Oligofectamine

Am Tag vor der Transfektion wurden 100.000 Zellen in 3 cm-Schalen mit 2 ml
Vollmedium ausgesetzt. Die Transfektion erfolgte bei 50% Konfluenz.

Zur Transfektion wurden entsprechende Mengen (siehe Transfektionsschemata unten)
Oligofectamine mit dem OptiMEM-Medium versehen und bei Raumtemperatur 10 min
inkubiert. In einem zweiten Reaktionsgefa® wurde die entsprechende Menge
Oligonukleotid mit dem OptiMEM-Medium verdinnt. Anschlie®end wurde das
Oligofectamine/ OptiIMEM-Gemisch tropfenweise zur Oligonukleotid-Verdinnung
hinzugefugt, vorsichtig gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um der
Liposomenbildung Zeit zu geben.

In der Zwischenzeit wurden die Zellen nach einmaligem Waschen mit 2 ml HBSS, in
neue 3 cm-Schalen ausgesetzt und mit entsprechender Menge Vollmedium versetzt.
Es folgte die tropfenweise Zugabe der DNA/ Liposomenmischung auf ein Endvolumen
von 1 ml. Die Endkonzentration der Decoy-Oligonukleotide betrug 0,5 M, 1 yM und 2
MM, die der siRNA 60 nM.

Es folgte die Inkubation der transfizierten Zellen bei 37° C. Fur Matrigel Analysen
wurden die Zellen nach 72 h retransfiziert und nach weiterer Inkubation Uber 72 h im

Brutschrank fir den Invasionsassay verwendet (Methodenteil 2.4.7).
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Transfektionsschema fir Decoy-Oligonukleotide:

¢ 8 ul Oligofectamine + 37 yl OptiMEM (Vg: 45ul) -> 10 min Inkubation bei RT

e 50 pl Decoy-ODNs [40 nM] + 205 pl OptiMEM (Vg: 255 pl)

e Oligofectamine/ OptiMEM zur Decoy-ODN-Verdinnung zugeben

e Zu den Zellen 700 pl Vollmedium geben, danach 300 ul Transfektionsreagenz

hinzufigen (Ve 1 ml).

Transfektionsschema fur siRNA:

e 6 ul Oligofectamine + 24 yl OptiMEM (Vg: 30 pl) -> 10 min Inkubation bei RT

e 12 pl siRNA [20 yM] + 88 pl OptiMEM (VE: 100 pl)

¢ Oligofectamine/ OptiMEM zur siRNA-Verdlinnung zugeben

e Zu den Zellen 700 pl Vollmedium geben, danach 300 ul Transfektionsreagenz

hinzufagen (Ve. 1 ml).

2452 Transfektion mit Lipofectamine RNAIMAX

Fir Transfektionen mit Lipofectamine RNAIMAX wurden 50.000 Zellen ein Tag vor der
Transfektion in 3 cm-Schalen mit 2 ml Vollmedium ausgesetzt. Die Transfektion
erfolgte bei etwa 40% Konfluenz.

Zur Transfektion wurden entsprechende Mengen siRNA mit dem OptiMEM-Medium
verdlnnt (Transfektionsschema siehe unten). Parallel dazu wurde in einem zweiten
Reaktionsgefald Lipofectamine RNAIMAX mit dem OptiMEM-Medium komplexiert. Die
beiden Ldsungen wurden vorsichtig gemischt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 ml HBSS gewaschen und mit 1,25 ml Vollmedium
Uberschichtet, worauf die siRNA/ Liposomenmischung hinzupipettiert wurde. Die
siRNA-Endkonzentration betrug 30 nM bei einem Endvolumen von 1,5 ml. Die
Inkubation erfolgte bei 37° C.

Transfektionsschema fiir siRNA mit Lipofectamine RNAIMAX:

e 1,25 uyl RNAIMAX +125 ul OptiMEM (Ve: 126,25 pl)

e 1,5 ul siRNA [20uM] + 125 pl OptiMEM (Ve: 126,5 pl)

¢ RNAiIMAX-Verdiinnung zu siRNA-Verdiinnung geben

e 15 min bei RT zur Komplexbildung inkubieren

e Zu den Zellen 1250 pl Vollmedium geben, danach 250 pl Transfektionsreagenz

zugeben (Ve 1,5 ml).
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2.4.6 Immunfluoreszenzanalysen

Fir Immunfluoreszenzanalysen wurde das sogenannte Chamber-Slide-System
verwendet. Es handelt sich hierbei um Objekttrager, welche an ihrer Oberflache bereits
mit einer Kammerstruktur versehen sind, so dass Zellkultivierung direkt auf dem
Objekttrager stattfinden kann.

Pro Kammer des Chamber-Slide-Systems wurden 50.000 Zellen ausgesetzt und in 1
ml Vollmedium kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen bei etwa 70% Konfluenz
analog zu dem unter 2.4.5.1 beschriebenen Prinzip der Transfektion mit
Fluoreszenzeinisothiocyanat (FITC)-markierten ODNs transfiziert. Nach 24 h
Inkubation bei 37° C wurden Kammern und Kunststoffstege von dem darunter
liegenden Objekttrager entfernt. Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt und die
Zellen auf dem Obijekttrager zweimal mit 1x PBS gewaschen. Zur Konservierung
wurden einige Tropfen Antifade-Eindecklésung auf den Objekttrager aufgetragen. Die
Zellen wurden mit einem Deckglaschen abgedeckt, welches mit Nagellack abgedichtet
wurde. Die Auswertung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer

Anregungswellenlange von 485 nm.

2.4.7 Matrigel Invasions-Assay

Die Fahigkeit eines Tumors, Metastasen zu bilden, setzt voraus, dass die Tumorzellen
in der Lage sind, die Basalmembran zu infiltrieren und zu durchwachsen. Diesen
Prozess bezeichnet man als Invasion. Der Matrigel Invasions Assay bietet die
Moglichkeit, die Invasion verschiedener Tumorzellen in vitro zu untersuchen.

Es handelt sich bei dieser Methode um ein Zwei-Kammer Kultur-System, bei dem die
Kammern durch eine porése Membran, die mit einer klinstlichen extrazellularen Matrix
beschichtetet ist, getrennt sind [Transwell Inserts (BD Biosciences), Durchmesser 6,4
mm, 8 um PorengréfRe, PET-Membran]. Der Aufbau und das Prinzip des Matrigel
Invasions-Assays ist in Abbildung 11 schematisch verdeutlicht.

Das Matrigel (BD, Bedford) stellt eine Rekonstruktion der Basalmembran dar. Diese
kinstliche Basalmembran wird aus dem Engelbrecht-Holm-Swarm- (EHS) Maustumor
gewonnen und besteht im Wesentlichen aus den Proteinen Kollagen Typ IV, Laminin,
Heparansulfatproteoglykan (HSPG) und Entactin (Nidogen).

Das Funktionsprinzip des Assays beruht auf der chemotaktischen Migration der
Tumorzellen durch das Matrigel, welche durch einen Serum-Konzentrationsgradienten
(obere Kammer serumfrei, untere Kammer serumhaltig) ausgelést wird. Die
Auswertung erfolgt durch Auszahlen der durch das Matrigel an die Unterseite der

Membran migrierten Zellen unter dem Lichtmikroskop.
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Abb. 11: Schematische Darstellung des Matrigel Invasionsassays

A: Zu Beginn des Experiments werden 50.000 Zellen in die obere Kammer auf die mit Matrigel
beschichtete porése Membran ausgesetzt. Wahrend das Medium in der oberen Kammer
serumfrei ist, enthalt das Medium der auReren Kammer 2% FKS, welches als Chemoattraktans
fungiert. B: Nach einer Inkubation von 72 h wandern die invasiven Zellen durch die Matrigel-
Schicht auf die Unterseite der Membran. Beide Kammern enthalten ein Transfektionsgemisch
mit siRNA.

Ein 50 pl-Aliquot des Matrigels wurde mit kaltem PBS im Verhaltnis von 1:13 verdinnt
und moglichst rasch sowie luftblasenfrei auf den Filter der Inserts pipettiert. Nach
Einsetzen der Inserts in eine 24-Well-Platte folgte eine Inkubation bei 37° C fur 3 h.
Das gelierte Gel wurde anschlieRend unter der Sterilbank bei leicht gedffnetem
Plattendeckel Uber Nacht getrocknet. Am folgenden Tag wurde das Gel mit 200 pl
serumfreien Medium 2 h unter der Sterilbank rehydriert. 1,5 h vor Ende der
Rehydrierung wurden die Zellen, welche zuvor in Kultur zweimal mit siRNA transfiziert
wurden (Methodenteil 1.4.5.1), mit 1 ml HBSS oder PBS gewaschen, mit 500 yl PBS/
EDTA abgeldst und 3 min bei 4° C und 2.000 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
1 ml serumfreien Medium resuspendiert und zweimal tber 3 min bei 4° C und 2.000
Upm gewaschen. Nach Auszahlung in der Neubauer-Zdhlkammer wurden 50.000
Zellen in 250 pl serumfreien Medium in die obere Kammer gegeben. Die aullere
Kammer wurde mit 609 ul serumhaltigem Vollmedium befillt. Die innere Kammer
wurde hingegen mit serumfreiem Medium auf ein Endvolumen von 300 pl gefillt, so
dass das Volumen der inneren und der duf3eren Kammer insgesamt dem in einer 3
cm-Schale und damit den Bedingungen der anderen Transfektionsversuche entsprach.
Parallel wurde der Transfektionsansatz vorbereitet (Methodenteil 1.4.5.1). Das
Transfektionsgemisch mit einer siRNA-Konzentration von 60 nM und einem
Endvolumen von 130 pl, wurde entsprechend dem Volumenverhaltnis der Medien in
den Kammern auf die innere (39 pl) und die duRere Kammer (91 pl) verteilt. Es folgte
eine Inkubation der Ansatze Uber 72 h im Brutschrank. Die Experimente wurden

abgestoppt, indem die Inserts aus den Wells herausgenommen wurden und das
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Matrigel mit der gedrehten Spitze eines Zellstofftuches vorsichtig mehrmals
ausgewischt wurde.

Damit wurden die Zellen insgesamt dreimal transfiziert (zweimal in Kultur, einmal im
Matrigel). Der zeitliche Abstand zwischen den Transfektionen betrug jeweils 72 h.

Nach dem Abstoppen des Experiments wurden die Inserts einer Farbereihe zugeflihrt,
die mit dem Diff-Quick-Farbeset durchgeflhrt wurde. Die Prozedur bestand aus dem
Eintauchen der Inserts zunachst in eine Fixierlésung, danach in zwei unterschiedliche
Farbelésungen (Eosin, Thiazin) und abschliefend in zwei mit destilliertem Wasser
geflllten Behalter. Die Inkubationszeit der einzelnen Inserts betrug jeweils zehnmal 1
sec, wobei zwischendurch die Uberschissige Flissigkeit immer wieder seitlich mit
Papier abgesaugt wurde. Nach Abschluss der Farbereihe wurden die Inserts an der
Luft getrocknet.

Die quantitative Auswertung erfolgte mikroskopisch. Aus der Anzahl der Zellen von drei

Gesichtsfeldern wurde von je drei Inserts der Mittelwert gebildet.

2.5 Statistische Analysen

Die statistische Untersuchung der DNA-Bindungsaktivitat von p65 wurde durch einen
t-Test unter Verwendung der SPSS Software PASW statistics 17 durchgefuhrt. Als
signifikant ( ) gelten Werte p < 0,05. Als nicht signifikant (n.s.) gelten Werte p > 0,05.
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ZIELSETZUNG

Der Transkriptionsfaktor NFkB reguliert die Expression einer Vielzahl von Genen.
Aktiviertes NFkB fihrt zu einer vermehrten Synthese von proinflammatorischen
Zytokinen und hat damit eine wichtige Funktion im Rahmen der Immunantwort.
Daruber hinaus ist NFkB auch in einer Reihe von Tumoren einschlief3lich des malignen
Melanoms vermehrt aktiviert."® Vergleichende Studien an anderen Tumoren haben
gezeigt, dass NFkB an der Regulation der Apoptose, der Angiogenese sowie der
Invasion beteiligt ist und damit die Tumorentstehung und -progression beeinflusst.
Beim Melanom ist die funktionelle Bedeutung der erhéhten NFkB-Aktivitat bislang nicht
bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivierung von NFkB in Melanomzelllinien aus Tumoren
verschiedener Progressionsstadien zu charakterisieren. Anschlielend sollte in
funktionellen Analysen die biologische Rolle von NFkB im malignen Melanom ermittelt

werden.
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ERGEBNISSE

1 Charakterisierung der NFkB-Aktivierung

1.1 Analyse der NFkB-Aktivierung uber EMSA

Die Aktivierung von NFkB in Melanomzellen wurde zunachst tber den Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA) analysiert. Dazu wurden Nuklearextrakte von humanen
Melanomzellen  unterschiedlicher Progressionsstadien sowie von humanen
Melanozyten mit einer Sonde, welche eine Konsensussequenz fur NFkB enthielt,
(Methodenteil 2.1.1), inkubiert und anschlielfend elektrophoretisch im Polyacrylamid-
Gel aufgetrennt (siehe Abbildung 12).
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Abb. 12: Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

EMSA mit Nuklearextrakten aus Melanomzellen nicht-invasiver, invasiver und metastatischer
Progressionsstadien und aus humanen Melanozyten (HM9). Die gebildeten DNA-Protein-
Komplexe zwischen aktiviertem NFkB-Dimer und der DNA-Sonde zeigten im Polyacrylamid-Gel
ein retardiertes Wanderungsverhalten. Nuklearextrakt der Melanozytenzellen HM9 stammte aus
zwei aufeinanderfolgenden Passagen wahrend der Zellkultivierung (p10, p8). 15 ug
Nuklearextrakt wurde jeweils mit 2p_markiertem doppelstrangigen Oligonukleotid inkubiert,
welches die NFkB-Konsensussequenz enthielt. Spezifische Bindungskomplexe sind mit einem

Pfeil markiert, wahrend der Stern die unspezifischen Bindungskomplexe kennzeichnet.

Spezifisch an die Konsensussequenz der Sonde gebundenes NFkB wurde als DNA-
Protein-Komplex im Polyacrylamid-Gel retardiert. Die EMSA-Untersuchungen ergaben
eine deutliche Zunahme der NFkB-Bindungsaktivitat in invasiven und metastatischen
Melanomzelllinien gegenliber normalen humanen Melanozyten. Die Bindungsaktivitat
von NFkB in den untersuchten nicht-invasiven Zelllinien war dabei vergleichbar mit der

in normalen Melanozyten. Eine Ausnahme stellte die SbCI-2-Zelllinie dar, deren
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Signalintensitat eine genauso starke Auspragung aufwies, wie diejenige der invasiven
oder metastatischen Zelllinien.

Bei den sechs von neun Melanomzelllinien, die eine vermehrte Bindungsaktivitat des
NFkB zeigten, konnten zwei, bei einigen Zelllinien auch drei spezifische Banden
beobachtet werden. Die Bildung der Protein/ DNA-Komplexe konnte spezifisch
gehemmt werden. Dies erfolgte durch ein im 300-fachen Uberschuss zugegebenes,
nicht markiertes Oligonukleotid mit Konsensussequenz (Kompetitor; siehe Abbildung
13, Spalten 1). Die Zugabe eines Oligonukleotids mit einer fir das NFkB irrelevanten
Sequenz, flihrte im Gegensatz dazu nur zu einer unvollstindigen kompetitiven
Aufhebung der zwei beziehungsweise drei langsamer migrierenden Banden
(Ergebnisse nicht gezeigt). Die am schnellsten migrierende Bande blieb hingegen
weiterhin erhalten und wurde so als unspezifisch identifiziert.

Die genauere Charakterisierung der an die DNA-Sonde gebundenen NFkB-

Untereinheiten wurde in Supershift-Analysen (siehe unten) durchgefihrt.

1.2 Identifikation der NFkB-Untereinheiten

Um aktives NFkB genauer zu charakterisieren, wurden Supershift-Experimente
durchgefthrt. Hierzu wurden die Nuklearextrakte vor Zugabe der Sonde, jeweils mit
Antikérpern gegen die Untereinheit p50 und p65 inkubiert (Methodenteil 2.1.1.4). Bei
Vorhandensein der entsprechenden Transkriptionsfaktor-Untereinheit, wiirde es durch
Bindung des Antikdrpers an den DNA/ Protein-Komplex zu einer zusatzlichen
Retardierung des nun ein groReres Molekulargewicht aufweisenden Komplexes im Gel
kommen. Interagiert der Antikdrper an der spezifischen Bindestelle zwischen Sonde
und Transkriptionsfaktor-Untereinheit, so kénnte dies auch eine Abschwachung des
DNA/ Protein-Komplexes und damit ein Verschwinden der entsprechenden Bande zur
Folge haben.

Abbildung 13 zeigt Supershift-Analysen der Zelllinien WM793 und WM9.



Ergebnisse 70

A B
1 2 & 4 1 2 3 4
g g
3 g
o W o
g = 8 % ¢ = H B

<— p50 Supershift
-— pb5
<— p50

<— p50 Supershift
-— pb5

-— p50

<— freies ODN

WM 793 wmMmo

Abb. 13: Supershift und Kompetitionsanalysen mit Nuklearextrakten aus den
Melanomzelllinien WM793 (invasiv) und WM9 (metastatisch)

Abkurzungen: ODN: Oligonukleotid; NE: Nuklearextrakt. 15 ug Nuklearextrakt wurde jeweils mit
einem *’P-markierten, doppelstrangigen Oligonukleotid inkubiert, das die Konsensussequenz
fur NFkB enthielt. Spezifische Bindungskomplexe sind mit einem Pfeil markiert. Spalte 2 zeigt
einen Reaktionsansatz, bei welchem Nuklearextrakt der Zelllinie WM793 (links) bzw. WM9
(rechts) mit einem *p_markierten NFkB-Oligonukleotid inkubiert wurde. Die Zugabe eines nicht
markierten, ansonsten identischen Oligonukleotides zum Reaktionsansatz in 300-fachem
Uberschuss (Spalte 1) als Kompetitor fiihrte zu einer Aufhebung der spezifischen Banden. Fiir
Supershift-Analysen wurden die Nuklearextrakte vor Zugabe der Sonde mit Antikbrpern gegen

p50 (Spalten 3) bzw. gegen p65 (Spalten 4) inkubiert.

Prainkubation der Nuklearextrakte mit dem Antikorper gegen die p50-Untereinheit
resultierte in einem Supershift der unteren, spezifischen Bande in beiden Ansatzen
(Abbildung 13).

Prainkubation mit dem Antikbrper gegen p65 hingegen flihrte bei beiden
Reaktionsansatzen zur Aufhebung der oberen (Abbildung 13) beziehungsweise
mittleren spezifischen Bande (Ergebnisse nicht dargestellt). Darlber hinaus lie® sich
bei Verwendung von anti-p65- beziehungsweise anti-p50-Antikdrpern eine leichte

Abschwachung der p50 beziehungsweise der p65 Bande feststellen.
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1.3 Analyse der NFkB-Aktivierung uber ELISA

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die transaktivierende Aktivitat von NFxB
von der Zusammensetzung des Dimers abhangt. Wahrend das Homodimer p50/p50
auf die Genexpression inhibitorisch wirken kann, hat das Heterodimer p65/p50 auf
seine Zielgene eine aktivierende Wirkung."®®

Weitere Untersuchungen bezlglich dieser beiden Untereinheiten von NFkB erfolgten
Uber ELISA. Als Erstes wurde die DNA-Bindungsaktivitat von p50 untersucht
(Abbildung 14). Das dabei verwendete Gesamtzellprotein wurde zunachst mit den auf
der Mikrotiterplatte immobilisierten, doppelstrangigen, die NFkB-Konsensussequenz
enthaltenden Oligonukleotiden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von
Antikoérpern gegen p50.

In Abbildung 14 sind die relativen Werte der p50-Untereinheit aus verschiedenen

Melanomzelllinien versus Melanozyten dargestellt.
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Abb. 14: DNA-Bindungsaktivitiat von p50 in Melanomzelllinien unterschiedlicher
Progressionsstadien versus Melanozyten

ELISA-Analysen wurden mit 10 yg Gesamtzellprotein pro Ansatz durchgefiihrt. Nach Bildung
von DNA-Protein-Komplexen mit den immobilisierten doppelstrangen Oligonukleotiden erfolgte
die Inkubation mit einem Antikérper gegen die p50-Untereinheit. Dieser wurde mit Hilfe eines
zweiten Antikorpers in einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Als Positivkontrolle wurde ein vom
Hersteller mitgelieferter Kernproteinextrakt der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Raji verwendet. Die
optische Dichte der einzelnen Messungen wurde mit der optischen Dichte des Raiji-
Nuklearextraktes normalisiert, um Unterschiede der verschiedenen Experimente auszugleichen.
Dargestellt sind Mittelwerte aus drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten mit

Standardabweichungen.
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Es zeigte sich bei diesen Analysen, dass hinsichtlich der DNA-Bindungsfahigkeit von
p50 kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Melanomzelllinien
gegenuber Melanozyten besteht.

Analog dazu wurde die DNA-Bindungsaktivitat von p65 untersucht (Abbildung 15).
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Abb. 15: DNA-Bindungsaktivitidt von p65 in Melanomzellen unterschiedlicher
Progressionsstadien versus Melanozyten

ELISA-Analysen von p65 erfolgten analog zu den Analysen der p50-Untereinheit. Dargestellt
sind Mittelwerte aus drei voneinander unabhangig durchgefihrten Experimenten mit
Standardabweichungen. Signifikante Unterschiede der DNA-Bindungsaktivitdt von p65 (p <
0,05) zu den Melanozyten HM47 und HM84 sind mit einem Sternchen gekennzeichnet. Als nicht
signifikant (n.s.) gelten Werte p > 0,05).

Von den 13 untersuchten Melanomzelllinien zeigte sich bei 10 Melanomzelllinien eine
signifikante Erhéhung der DNA-Bindungsaktivitdt von p65 (mit Sternchen
gekennzeichnet) gegentber der p65-Bindungsaktivitdt der Melanozyten HM47 und
HM84. Diese war in den Zelllinien invasiver Progressionsstadien am deutlichsten
ausgepragt. Die p65-Bindungsaktivitat bei HM9 war im Vergleich zu HM47 und HM84
auffallig hoch. Im EMSA war diese jedoch nicht feststellbar. Daher wurde HM9 nicht als
Referenz zur Signifikanzberechnung verwendet.

Insgesamt konnte mit den EMSA-Untersuchungen gezeigt werden, dass die p65-
Untereinheit von NFkB in 10 von 13 untersuchten Melanomzelllinien eine signifikant
erhohte DNA-Bindungsaktivitat von p65 gegenuber den Melanozytenzelllinien HM47
und HM84 aufwies. Die DNA-Bindungsaktivitat von p65 war in den invasiven Zelllinien

am starksten ausgepragt (Abbildung 15). Eine deutliche Dysregulation von p50 konnte
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in Melanomzellen gegenuber Melanozyten hingegen nicht festgestellt werden
(Abbildung 14).

2 Inhibition von NFkB fur funktionelle Analysen

Um die biologische Bedeutung von NFkB im malignen Melanom zu untersuchen, sollte
NFkB gehemmt werden. Zwei Verfahren kamen hierbei zur Anwendung.

Zum einen wurden doppelstradngige Oligonukleotide eingesetzt, die eine
Konsensussequenz fur NFkB aufweisen und auch als Cis-Element-Decoys oder NFkB-
Decoy-Oligonukleotide bezeichnet werden. Durch Bindung an den Transkriptionsfaktor
kdnnen sie seine transaktivierende Aktivitdt an der DNA kompetitiv inhibieren, was
bereits in mehreren Studien als ein wirkungsvolles Verfahren zur Inhibition der NFkB-
Aktivitit beschrieben wurde.'®” 188

Zum anderen wurde NFkB Uber den Mechanismus der RNA-Interferenz gehemmt.
Uber sogenannte small interfering RNA (siRNA) erfolgt eine sequenzspezifische
Geninhibition von p65 (zur Ubersicht '°).

Die nachfolgenden Inhibitionsstudien und funktionellen Analysen wurden an den
Melanomzelllinien 1205Lu und WM239A durchgefiihrt. Mit der Zelllinie 1205Lu bestand
im Labor die bislang grofite Erfahrung und sie war auch durch andere Arbeitsgruppen
bereits sehr gut charakterisiert. Die Transfektionen von DNA-Oligonukleotiden und
siRNA-Oligonukleotiden waren bei dieser Zelllinie bereits gut etabliert. Ferner gab es
Vorstudien bezlglich der Eignung dieser Zelllinie fir Invasionsassays.

Bei den Melanozytenlinien HM47 und HM84 lag die DNA-Bindungsaktivitat der p65-
Untereinheit von NFkB bei 0,036 relativen Einheiten (HM47) und 0,051 relativen
Einheiten (HM84), nur bei HM9 war diese hoch (0,124 rel. Einheiten). Im Vergleich zu
den Melanozyten (HM9; HM47, HM84; Mittelwert: 0,070 rel. Einheiten) war die p65-
Aktivierung bei 1205Lu (0,137 rel. Einheiten) fast doppelt so hoch. Auch in den EMSA-
Untersuchungen zeigte sich eine erhdhte Aktivitat von NFkB in 1205Lu im Vergleich zu
den Melanozyten (HM9; Abb. 12), die im ELISA eine hohe Aktivierung aufwiesen.
Somit erschien die Verwendung dieser Zelllinie fur weitere Analysen gerechtfertigt.
Dartuber hinaus wurde fur die folgenden Experimente die Zellinie WMZ239A
ausgewahlt, weil sie eine besonders hohe NFkB-Aktivierung im ELISA zeigte (0,437
rel. Einheiten, Abb. 15).

2.1 Etablierung der Transfektionsbedingungen fir Decoy-
Oligonukleotide

Zunachst wurden Bedingungen fur eine effektive Transfektion der doppelstrangigen

NFkB-Decoy-Oligonukleotide (Decoy-ODNs) in Melanomzellen etabliert.
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Dazu wurden Zellen der Linie 1205Lu zunachst mit Decoy-Oligonukleotiden transfiziert,
die an ihrem 5°-Ende mit dem Fluorochrom FITC markiert waren und daruber hinaus
ein  Phosphorothioat-modifiziertes Ruckgrat (Methodenteil 2.4.6) aufwiesen.
Anschlielend wurde ihre Aufnahme in die Zellen mittels Immunfluoreszenz untersucht
(siehe Abbildung 16).

6 ul Oligofectamine

| 12 pl Oligofectamine |
200x 500x

Abb. 16: Aufnahme von Decoy-Oligonukleotiden in 1205Lu Melanomzellen in der
Fluoreszenzmikroskopie (200- und 500- fache VergréRerung)

Transfektionen von 1205Lu Zellen erfolgten mit Decoy-Oligonukleotiden in einer Konzentration
von 1 puM. Als Transfektionsmittel wurde Oligofectamine verwendet. Nach 24 h wurden die
Zellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht. Transfektionen, die mit 12 pl
Oligofectamine durchgefuhrt wurden (untere Bildreihe), zeigen eine hohere intrazellulare
Aufnahme der Decoy-Oligonukleotide als Transfektionen mit 6 pl Oligofectamine (obere
Bildreihe). Die Aufnahmen rechts zeigen den jeweiligen Ansatz in einer hdheren Vergréferung,
um die Lokalisation der aufgenommenen Decoy-Oligonukleotide innerhalb der Zellen zu

veranschaulichen.

In Abbildung 16 dargestellt sind 1205 Lu Melanomzellen, die eine zelluldre und

nukledre Anreicherung des Fluorochroms FITC zeigen. Die nukledre Aufnahme und



Ergebnisse 75

Anreicherung der Oligonukleotide nimmt bei gleicher Menge Oligonukleotid (1 uM) und
der doppelten Menge an Oligofectamine (12 ul) weiter zu, bis schliel3lich bei Mengen
von 24 yl zytotoxische Effekte auftraten (nicht dargestellt).

Die Tatsache, dass Oligonukleotide in den Zellkern gelangen, ist Voraussetzung fur
einen Effekt an dem aktiven, in den Zellkern translokalisierten Transkriptionsfaktor
NFkB.

2.2 Stabilitatsuntersuchungen der Decoy-Oligonukleotide

Stabilitatsuntersuchungen der Decoy-ODNs in Zellen (Methodenteil 2.2.1) 24 h, 48 h
und 72 h nach Transfektion erfolgten Uber die Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(PAGE, siehe Abbildung 17).

NFkB Decoy-ODNs Kontroll-ODNs
0,25 0,125 0,06 0,06 0,125 0,25
omol pmol pmol 24N 48h 72h 24h 48h 72h oo s oo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12

Abb. 17: Stabilititsanalyse der in die Zellen aufgenommenen dsDecoy-ODNs zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transfektion

In den Reihen 1-3 und 10-12 wurden Oligonukleotide mit NFkB-Konsensussequenz oder
Kontroll-Oligonukleotide in Mengen von 0,25, 0,125 und 0,06 pmol aufgetragen. Reihen 4-9
zeigen DNA-Extraktionen 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion mit dsDecoy-ODNs (Reihen 4-
6) und mit Kontroll-ODNs (Reihen 7-9) in 1205Lu. Die Konzentration der transfizierten ODNs
betrug 1 uM. Alle ODNs waren am 3’-Ende mit DIG markiert. Als Transfektionsmittel wurde
Oligofectamine verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der doppelstrangigen DNA

erfolgte in einem 16%-igen Polyacrylamidgel.

24 h nach Transfektion der Zellen mit dsDecoy-ODNs oder Kontroll-ODNs stellten sich
die ODNs bei der Auftrennung im Gel als Bande dar, deren Breite 0,06 pmol an pur
eingesetztem Decoy-ODN entspricht. Diese Bande zeigte sich 48 h nach Transfektion
unverandert. 72 h nach Transfektion nahm die Intensitat der Bande um das Doppelte
zu, was mit einer Menge von 0,125 pmol an aufgetragenen Decoy-ODNs vergleichbar
ist. Die Zunahme des Oligonukleotids lasst sich dadurch erklaren, dass bei der
Durchfiihrung dieser Experimente die absolute DNA-Menge der kultivierten Zellen nach

3 d analysiert wurde, ohne dass zuvor eine Normalisierung bezuglich der Zellzahl
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durchgefiihrt wurde. Dies erschien gerechtfertigt, da die Untersuchung der
Oligonukleotid-Stabilitdt anhand des Auftretens von Degradationsprodukten erfolgte.
Die Zellzahl war dementsprechend nach 3 d deutlich héher als nach 24 h oder 48 h.
Die Zunahme der DNA am 3. Tag kann moglicherweise dadurch erklart werden, dass
durch die in der Zwischenzeit stattgefundene Vermehrung der Zellen und die fehlenden
zwischenzeitlichen Waschschritte mehr Zellen transfiziert wurden und damit mehr
Oligonukleotide im untersuchten Zelllysat vorlag.

Das Auftreten von degradierten Oligonukleotiden in Form von schneller migrierenden
Banden wurde nicht beobachtet. Insgesamt schien die Stabilitdit der Decoy-ODNs

ausreichend.

2.3 Effektivitat der Inhibition von NFkB mit Decoy-Oligonukleotiden

Nachdem eine erfolgreiche Aufnahme sowie eine ausreichend lange Stabilitat der
Decoy-Oligonukleotide in den transfizierten Zellen gezeigt werden konnten, wurde ihre
Wirkung auf NFkB analysiert.

Dazu wurde die Expression von IL-8, das bekanntermaRen von NFkB reguliert wird'®,
Uber Echtzeit-PCR untersucht (siehe Abbildung 18).
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Abb. 18: Wirkung von NFkB-Decoy-Oligonukleotiden auf die Expression des NFkB-
Zielgens IL-8 in Melanomzellen

Transfektionen mit Digoxigenin (DIG)-markierten Decoy- bzw. Kontroll-Oligonukleotiden
erfolgten an Zellen der metastatischen Melanomzelllinie 1205Lu in einer Konzentration von 1
und 2 uyM. 72 h nach Transfektion mit Decoy- bzw. Kontroll-Oligonukleotiden wurde die RNA
prapariert und Uber Echtzeit-PCR analysiert. Die dargestellte Menge an IL-8 mRNA wurde mit
der Anzahl der Transkripte des nicht regulierten Housekeeping-Gens HPRT normalisiert.
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Echtzeit-PCR-Analysen zeigten bei DIG-markierten NFkB-Decoy-ODNs im Vergleich
zu Kontroll-ODNs keine Reduktion der IL-8 mRNA. Auch die Steigerung der
Oligonukleotid Konzentration auf 2 puM resultierte in keiner Hemmung gegenuber
Kontrollen.

Daraufhin wurden phosphorothioat-modifizierte Decoy-ODNs zur Hemmung von NFkB
analysiert, die auch in anderen Studien zur NFkB-Inhibition gefiihrt haben.'®' Sie
wurden in den Zelllinien 1205Lu und WM239A untersucht, wobei die Analyse Uber die

Expression von IL-8 erfolgte (siehe Abbildung 19).
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Abb. 19: Wirkung Phosphorothioat (PTO) -modifizierter Decoy-Oligonukleotide auf IL-8-
Expression in Melanomzellen

Transfektionen mit PTO-Decoy- bzw. Kontroll-Oligonukleotiden erfolgten an den metastatischen
Melanomzelllinien 1205Lu und WM239A in Konzentrationen von 0,5, 1 und 2 uM. Praparation
der RNA und Echtzeit-PCR-Analysen erfolgten 72 h nach der Transfektion. Die dargestellte
Menge an IL-8 mRNA wurde mit der Anzahl der Transkripte des nicht regulierten

Housekeeping-Gens HPRT normalisiert.

Die Wirkung der PTO-modifizierten Decoy-ODNs auf die IL-8-Expression zeigte in der
Zelllinie WM239A im Vergleich zu Kontroll-Oligonukleotiden keine Hemmung. In der
Zelllinie 1205Lu wurde nur bei Konzentrationen der Decoy-ODNs von 2 pM eine
geringgradige Hemmung der IL-8-Expression beobachtet.

Damit konnte mit Decoy-ODNs trotz effizienter Transfektion und ausreichender
Stabilitdt der Oligonukleotide keine signifikante Hemmung von NFkB nachgewiesen

werden.
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2.4 Inhibition von NFkB liber RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz ist ein Mechanismus, der eine posttranskriptionelle Inhibition der
Genexpression induziert. Er kann durch19-23 Nukleotide lange, doppelstrangige
siRNAs getriggert werden, was zu einer Inhibition von Genen mit homologer Sequenz
fuhrt. Die Einschleusung synthetisch hergestellter siRNAs (small interfering RNA) in
kultivierte Zellen kann dabei mit Hilfe liposomaler Transfektion erfolgen.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, zeigt die p65-Untereinheit von NFkB in Melanomzellen
unterschiedlicher Progressionsstadien, insbesondere in der invasiven Phase, eine
starke Aktivierung im Vergleich zu Melanozyten.

Die in dieser Arbeit eingesetzte siRNA wurde daher so gestaltet, dass sie zur
Hemmung von p65 fuhrt.

Als Kontrolle wurde eine siRNA verwendet, deren Sequenz keine Homologien zum

menschlichen Genom aufwies (CO4).

2.41 Hemmung der p65-Untereinheit mittels siRNA auf mMRNA-Ebene

Zunachst wurde untersucht, inwieweit p65-spezifische siRNA die Expression des p65-
Proteins beeinflusst.

48 h nach Transfektion der Zellen mit p65 siRNA oder Kontroll-siRNA erfolgte die RNA-
Extraktion. Nach der reversen Transkription der isolierten RNA, folgte die Analyse lber
Echtzeit-PCR (Abbildung 20).
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Abb. 20: p65 mRNA-Expression 48 h nach Transfektion mit p65 siRNA
Quantitative RT-PCR-Analyse der p65-Untereinheit in den metastatischen Melanomzelllinien

1205Lu und WM239A. Als Transfektionsreagenz wurde Oligofectamine verwendet. Die Zellen
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wurden entweder mit p65 siRNA (p65) oder mit Kontroll-siRNA (CO4) transfiziert. Die
Konzentration der siRNA betrug 60 nM. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung

aus drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten.

P65 mRNA war in Ansatzen der mit p65 siRNA behandelten Zelllinie 1205Lu 48 h nach
Transfektion im Vergleich zu den Kontrollen um 69% reduziert. Dieser Unterschied
betrug bei WM239A-Zellen etwa 32%.

In weiteren Versuchen wurde 72 h nach der ersten Transfektion erneut transfiziert und

72 h spéter erneut die p65-Expression gemessen (Abbildung 21).
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Abb. 21: p65 mRNA-Expression 6 Tage nach zweimaliger Transfektion mit p65 siRNA

Quantitative RT-PCR-Analysen in den Melanomzelllinien 1205Lu und WM239A. 72 h nach der
ersten Transfektion wurden die Zellen retransfiziert und 72 h danach die RNA analysiert. P65
siRNA-transfizierte Zellen (p65) wurden mit Kontroll-siRNA—transfizierten Zellen (CO4)
verglichen. Die Transfektionen erfolgten in einer Konzentration von 60 nM. Dargestellt sind

Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangig durchgefuhrten Experimenten.

Nach 6 Tagen war die p65 mRNA in der Zelllinie 1205Lu um 76% und in WM239A-
Zellen um 48% gegenilber den Kontrollen reduziert. Die Effizienz der siRNA nahm also

nach 6 Tagen und zweimaliger Transfektion zu.

2.4.2 Hemmung der p65-Untereinheit auf Protein-Ebene

Die Inhibition von p65 auf Proteinebene wurde Uber Western-Blot-Analysen untersucht.
Hierzu wurden 3 Tage und 6 Tage nach Transfektion der 1205Lu Zellen mit p65 siRNA
oder Kontroll-siRNA Gesamtproteinextrakte isoliert und im Western-Blot analysiert
(Abbildung 22). Um den gleichen Proteingehalt der einzelnen Banden zu tberprufen,

wurde das konstant exprimierte R-Aktin analysiert (Ladekontrolle).
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Abb. 22: Analyse der p65-Protein-Expression in Melanomzellen liber Western-Blot 3 Tage
und 6 Tage nach Transfektion mit p65 siRNA

1205Lu Melanomzellen wurden mit p65 siRNA (p65) oder Kontroll-siRNA (CO4) transfiziert und
3 Tage und 6 Tage nach der ersten Transfektion auf p65-Protein untersucht. Eine
Retransfektion erfolgte nach 3 Tagen. In einem weiteren Ansatz (Oli) wurden die Zellen nur mit
dem Transfektionsreagens behandelt. Transfektionen erfolgten jeweils mit 6 pl Oligofectamine
und einer siRNA-Konzentration von 240 nM. Pro Ansatz wurden 10 ug Proteinlysat eingesetzt.
Als Primarantikdrper diente ein gegen p65 gerichtetes IgG vom Kaninchen (1:200); als
Sekundarantikdrper wurde ein anti-Kaninchen IgG von der Ziege (1:1.000) verwendet. Die
Detektion von R-Aktin (interner Standard) diente als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein

reprasentatives Ergebnis von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung mittels siRNA bereits nach 3 Tagen zu
einer deutlichen Reduktion der Menge an p65-Protein in 1205Lu-Zellen flhrte. Nach 6
Tagen lie3 sich eine weitere Reduktion des p65-Proteins um mehr als 50%

nachweisen.

2.4.3 Expression von NFkB-Zielgenen nach Inhibition der p65-Untereinheit

2431 IL-8-Expression

Nachdem eine effiziente Hemmung von p65 auf mRNA- und Proteinebene
demonstriert werden konnte, wurde der Einfluss der p65-Inhibition auf die Expression
von Zielgenen von NFkB anhand von IL-8 untersucht.

Es wurden zwei verschiedene Transfektionsmittel, Oligofectamine und RNAiMax,
verwendet und die siRNAs in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Bei der
Verwendung von Oligofectamine ergab die siRNA-Konzentration von 60 nM eine
vergleichbare Effizienz wie 240 nM, so dass in den folgenden Versuchen siRNAs in

einer Konzentration von 60 nM eingesetzt wurden.
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Der Effekt der p65-Hemmung mittels siRNA auf die Expression von IL-8 in 1205Lu
Melanomzellen ist in Abbildung 23 dargestellt.
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Abb. 23: RT-PCR-Analysen der IL-8-Expression in 1205Lu Melanomzellen 6 Tage nach
Transfektion mit p65 siRNA

Nach Transfektion der Zellen mit p65 siRNA (p65), Kontroll-siRNA (CO4, CO3) oder der Zugabe
des Transfektionsmittels alleine (keine RNA) erfolgte nach 72 h eine Retransfektion. Fur
Transfektionen mit Oligofectamine wurde siRNA in Konzentrationen von 60 nM, fur
Transfektionen mit RNAiMax wurde siRNA in Konzentrationen von 20 nM eingesetzt. 72 h nach
Retransfektion erfolgte die RNA-Extraktion und Analyse der IL-8 Expression mit Hilfe der RT-
PCR. Die IL-8 mRNA wurde mit der mRNA des dauerhaft exprimierten Gens HPRT normalisiert.
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangig durchgefihrten

Experimenten.

6 Tage nach Transfektion mit p65 siRNA zeigte sich eine sehr starke Reduktion der
IL-8 mRNA-Expression gegenuber den Kontrollansatzen.

Unter Verwendung von Oligofectamine und einer siRNA-Konzentration von 60 nM war
die Menge an IL-8-mRNA um ca. 97% im Vergleich zu den Kontrollen CO4 reduziert
und um etwa 95% im Vergleich zu den Kontrollen CO3. Unter Verwendung von
RNAiIMax betrug die Reduktion von IL-8-mRNA bei einer siRNA-Konzentration von 20
nM gegenuber den Kontrollen (CO4) etwa 98%. Beim Vergleich mit Ansatzen ohne
siRNA zeigte es sich, dass beide Kontroll-siRNAs (CO3, CO4) auf die IL-8-mRNA eine
induzierende Wirkung hatten. Trotzdem war die IL-8-Expression bei p65-Hemmung

auch gegenuber unbehandelten Zellen deutlich reduziert (95%).
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Der Effekt der p65-Hemmung auf das NFkB-Zielgen IL-8 mittels siRNA ist darlber
hinaus auch an der Zellinie WM239A untersucht worden. Dabei wurde als
Transfektionsmittel Oligofectamine verwendet und siRNA-Konzentrationen von 60 nM
eingesetzt. Hierbei zeigte sich eine Reduktion der IL-8-mRNA-Expression in p65-
gehemmten WM239A-Zellen gegenuber Kontrollen (CO4) um 79% (Ergebnisse nicht
gezeigt).

24.3.2 IL-1R-Expression

Die Expression eines weiteren Zielgens von NFkB, IL-1R,"%? wurde analog zu IL-8 nach
Inhibition von p65 mittels siRNA untersucht (Abbildung 24).
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Abb. 24: IL-1R mRNA-Expression in 1205Lu-Melanomzellen 6 Tage nach Transfektion mit
p65 siRNA

Transfektionen und RT-PCR-Analysen erfolgten analog zu den Bedingungen und Analysen von
IL-8 (siehe Abb. 23). Die IL-13-mRNA wurde mit der mRNA des bestandig exprimierten HPRT-
Gens normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhangig

durchgefiihrten Experimenten.

RT-PCR-Analysen des IL-13-Gens zeigten ebenfalls eine starke Reduktion der IL-113-
MRNA nach Transfektion mit p65 siRNA im Vergleich zu den Kontrollen.
Unter Verwendung des Transfektionsmittels Oligofectamine war die IL-1R3-mRNA im

Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen um 93% reduziert.
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Unter Verwendung von RNAiIMax war IL-13-mRNA um etwa 98% reduziert im
Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen.

Analog zu den IL-8-Expressionsanalysen fiel auch hier auf, dass die IL-13-Expression
in Ansatzen mit unspezifischer siRNA deutlich héher war als in Ansatzen ohne siRNA.
Dennoch war auch hier die IL-1B3-Expression nach p65-Hemmung gegenlber
unbehandelten  Zellen deutlich reduziert (65% bei Verwendung des

Transfektionsmittels Oligofectamine; 83% bei Verwendung von RNAiMax).

3 Biologische Aktivitat von NFkB

Durch Hemmung von p65 mittels RNA-Interferenz wurde eine geeignete Methode
etabliert, um aktiviertes NFkB in Melanomzellen zu inhibieren. Nun sollte Uber
Funktionsanalysen die Frage geklart werden, welche biologische Funktion NFkB in

Melanomzellen hat.

3.1 Analysen von Apoptose und Zellproliferation

Zahlreiche Studien haben bislang gezeigt, dass NFkB durch Induktion anti-
apoptotischer Gene die Apoptose verhindern kann.'®*'%® Ebenso kann eine vermehrte
NF«B-Aktivierung Uber die Dysregulation von Zellzyklus-Regulationsproteinen wie
Cyclin D1 und Cyclin-abhangige Kinase 2 (CDK2) eine proliferationsfordernde Wirkung
auf Zellen haben."" 1%

In dieser Arbeit wurden daher die Apoptoserate und Proliferationsfahigkeit von
Melanomzellen nach Hemmung von NFkB mittels RNA-Interferenz wie oben
beschrieben untersucht. Die Studien erfolgten an den Zelllinien 1205Lu, WM35 und
WM239A. Als Transfektionsreagenz wurde Oligofectamine verwendet. Zellen wurden
dabei alle 72 h retransfiziert und alle 6 Tage auf zwei T-75 Kulturflaschen unter
Mediumwechsel gesplittet.

Auch nach 18 Tagen zeigten sich in Ansatzen, die mit p65-spezifischer siRNA inkubiert
wurden, im Vergleich zu den Kontrollen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Proliferationsrate.

In weiteren Experimenten wurde durch Zugabe der proapoptotischen Substanz
Staurosporin  (STS) zum Kulturmedium die Empfindlichkeit der Melanomzellen
gegenuber einer Apoptoseinduktion unter p65-Hemmung untersucht. Unterschiedliche,
subletale Konzentrationen von STS (0 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM) zeigten aber
keine Unterschiede in der Apoptoserate zwischen p65-gehemmten Zellen und den
Kontrollzellen.

Die Untersuchungen ergaben insgesamt, dass p65 beim malignen Melanom keine

wichtige Rolle fiir das Uberleben und die Zellproliferation spielt.
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3.2 Invasionsanalysen

Die Beteiligung des durch NFkB regulierten Chemokins IL-8 an den metastatischen
Eigenschaften unterschiedlicher Tumoren wurde bisher von mehreren Studien
bestatigt.*® 1972

Neben einer erhdhten IL-8-Expression, ist in metastatischen Melanomzellen vermehrt
die ebenfalls durch NFkB regulierte Typ Il Metalloproteinase (MMP-2) nachgewiesen
worden, welche Uber Matrixdegradation die Invasion des Wirtsstromas durch
Tumorzellen begiinstigt.*?

Der Einfluss von p65 auf das Invasionsverhalten von Melanomzellen wurde Gber den
Matrigel-Invasions-Assay analysiert (siehe Abbildung 25). Die Studien erfolgten mit den
metastatischen Zelllinien 1205Lu und WM239A, welche vor Einsatz ins Matrigel
zweimal mit p65 siRNA beziehungsweise mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Mit
dem Einsatz der Zellen ins Matrigel erfolgte eine weitere Transfektion der Zellen mit
siRNA.

Abbildung 25 zeigt mikroskopische Aufnahmen von der Unterseite der
Transwellmembran mit durch das Matrigel und die Membran migrierten

Melanomzellen.
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Abb. 25: Invasionsverhalten der metastatischen Melanomzelllinie 1205Lu durch ein
Matrigel nach 72 Stunden

Gezeigt sind je drei reprasentative Ansatze von 1205Lu Melanomzellen, welche mit p65 siRNA,
Kontroll-siRNA oder mit dem Transfektionsmittel alleine (keine siRNA) transfiziert wurden
(siRNA-Konzentration 60 nM). Sie demonstrieren die Invasion der Zellen durch die kunstliche

Basalmembran. Nach zweimaliger Transfektion mit p65-, Kontroll-siRNA beziehungsweise nur
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Transfektionsmittel Oligofectamine im Abstand von 72 h wurde unmittelbar vor dem Einbringen
der Zellen ins Matrigel eine weitere Transfektion durchgefiihrt. Nach 72 h erfolgte die
Auszahlung der an die Unterseite der Membran durchgewanderten Zellen (200-fache

VergroéRerung).

Die Wanderung der Zellen durch das Matrigel und die Transwellmembran war nach 72
h in den p65-gehemmten Melanomzellen im Vergleich zu den beiden Kontrollansatzen
deutlich reduziert.

Die Auszahlung der durch das Matrigel gewanderten Zellen ist in Abbildung 26
dargestellt.
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Abb. 26: Auswertung des Invasions-Assays

Die quantitative Auswertung der Matrigel-Invasions-Assays ergab einen deutlichen Unterschied
im Invasionsverhalten von 1205 Lu Melanomzellen, die mit p65 siRNA behandelt wurden im
Gegensatz zu den Kontrollen CO4 beziehungsweise Ansatzen, in welchen nur
Transfektionsmittel verwendet wurde (keine siRNA). Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen der Auszahlungen aus drei unabhangig durchgefihrten Experimenten.

Der Unterschied der Invasivitdt nach p65-Hemmung im Vergleich zu den Kontrollen
CO4 betrug 63%. Im Vergleich zu Ansatzen mit ausschlieBlicher Verwendung von
Oligofectamine betrug der Unterschied in der Anzahl der transmigrierten Zellen 71%.

Die im Rahmen des Invasionsassays im Matrigel eingesetzten Zellen der Linie
WM239A wanderten nicht durch die Transwellmembran und waren damit flr weitere

Invasionsanalysen ungeeignet.
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Abb. 27: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse

1 Charakterisierung der NFkB-Aktivierung

1.1 Charakterisierung der NFkB-Aktivierung uber EMSA

EMSA-Analysen an Nuklearextrakten aus Melanomzelllinien unterschiedlicher
Progressionsstufen zeigten eine deutliche Zunahme der NFkB-Bindungsaktivitat
insbesondere in invasiven und metastatischen Melanomzelllinien gegentber normalen
humanen Melanozyten.

Bei sechs von neun Melanomzelllinien, die im EMSA eine vermehrte Signalintensitat

der an das NFkB gebundenen Sonde zeigten, konnten zwei und in einigen
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Melanomzelllinien drei spezifische Banden beobachtet werden, was auf das Vorliegen
unterschiedlicher Untereinheiten von NFkB hindeutet.

Diese Analysen erlauben zwar eine vergleichende qualitative Aussage Uber die
Bindungsaktivitat von NFkB, jedoch kénnen daraus noch keine Ruckschlisse auf die
genaue Zusammensetzung des bindenden Transkriptionsfaktors gezogen werden.
NFkB ist ein Dimer, das aus einer ganzen Reihe von strukturell verwandten Molekulen
gebildet werden kann. Zur NFkB-Familie gehdren neben p50 (NFkB1) und p65/ RelA
auch c-Rel, RelB und p52.95 Die zwischen diesen Untereinheiten bestehenden
Kombinationsmadglichkeiten schlieRen eine Reihe theoretisch mdglicher Homo- und
Heterodimere ein, was in der Gelretardation zum Auftreten mehrerer Banden fihren
kann.

Einen Hinweis darauf, dass es sich bei der am schnellsten migrierenden Bande (siehe
Ergebnisteil 1.1, mit einem Stern markierte Bande) um eine unspezifische Bande
handelt, lieferten  Spezifitatskontrollen unter Verwendung von  Kontroll-
Oligonukleotiden, welche nur die Bildung der zwei beziehungsweise drei langsamer
migrierenden Banden verhinderten. Vor diesem Hintergrund kann davon ausgegangen
werden, dass es sich lediglich bei den zwei beziehungsweise drei langsamer
migrierenden Banden (siehe Ergebnisteil 1.1, mit einem Pfeil markierte Banden) um
eine der finf Untereinheiten von NFkB handelte.

Die zur genaueren Charakterisierung der bindenden Transkriptionsfaktoren
durchgeflhrten Supershift-Analysen mit Antikdrpern gegen p50 und p65 haben
gezeigt, dass es sich bei der oberen spezifischen Bande um einen p65-haltigen- und
bei der darunter gelegenen Bande um einen p50-haltigen NFkB-Komplex gehandelt
haben muss.

Aus diesen Befunden kann man schlieen, dass es sich bei den an die Sonden-DNA-
gebundenden NFkB-Komplexen zumindest zum Teil um p65/ p50-Dimere handeln
muss. Die Tatsache, dass beispielsweise der p50-Antikdrper nicht die gesamte
langsamer migrierende Bande shiften konnte, weilt darauf hin, dass hier neben p50/
p65-Dimeren entweder p65-Homodimere oder Komplexe aus p65 und einer anderen
NFkB-Untereinheit vorgelegen haben muassen. Analoges gilt fur die schneller
migrierende Bande beim Einsatz des p65-Antikdrpers.

Eine vermehrte Aktivierung von NFkB konnten andere Arbeitsgruppen bei anderen
Melanomzelllinien feststellen. Tabelle 12 gibt einen Uberblick (ber die bislang
untersuchten Melanomzelllinien, die eine erhdhte NFkB-Aktivitat gegenlber der

entsprechenden Referenzzelllinie zeigten.
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Melanomazelllinien Referenzzelllinien Referenzen

Hs294T ARPE Shattuck-Brandt et al. 1997%"
C81-46A Humane Melanozyten Meyskens et al. 1999%%2
C81-61

C83-2C

A375SM A375P Huang et al. 2000%*®
A375-C28 A375-C5

Tab. 12: Ubersicht iiber die bisher beziiglich der NFkB-Aktivitit analysierten
Melanomzelllinien

Bei den bisher untersuchten Melanomzelllinien handelte es sich ausschlie8lich um Zelllinien des
metastatischen Progressionsstadiums. In der Studie der Arbeitsgruppe um Huang handelte es
sich um den Vergleich der NFkB-Aktivitdt zwischen den hochgradig metastatischen Zelllinien
A375SM und A375-C28 gegenliber den niedriggradig metastatischen Zelllinien A375P und
A275-C5. Abkirzungen: ARPE: Normale retinale Pigmentepithelzellen.

Die bei einigen Melanomzelllinien aufgetretene, am langsamsten wandernde dritte
Bande wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht naher untersucht. Bei der Durchsicht der
Literatur fanden sich in anderen EMSA-Analysen zur NFkB-Aktivierung jedoch stets
nur zwei spezifische Banden.'®® 20" 204 205 E5 \wire in unserem Fall moglich, dass es
sich bei der dritten Bande um einen weiteren, fir die entsprechenden Zelllinien
relevanten NFkB-Komplex mit einer anderen Untereinheit handelt.

Supershift-Analysen hinsichtlich anderer Untereinheiten wie c-Rel (friher auch p75,
MG 75 kD) oder p52 an der Zelllinie Hs294T ergaben, dass die Aktivitat von c-Rel in
Melanomzellen entweder signifikant erniedrigt war oder kaum vorkam. Ferner wurde
gezeigt, dass p52 ebenfalls in nicht relevanten Mengen aktiviert vorlag.?" 2%

Es ist jedoch auch mdglich, dass die Diskrepanz zwischen unserem Befund und den
Ergebnissen anderer Studien hinsichtlich dieser dritten Bande in zelllinienspezifischen
Unterschieden begrindet liegt, was im Rahmen zukinftiger Studien geklart werden

musste.

1.2 Charakterisierung der NFkB-Aktivierung tiber ELISA

Bei der genaueren Charakterisierung von p50 und p65 mittels ELISA stellte sich
heraus, dass p65 im Gegensatz zu p50 die im Melanom entscheidende, aktivierte
Untereinheit des NFkB-Dimers ist. p65 zeigte im Gegensatz zu normalen humanen
Melanozyten in Melanomzelllinien nicht-invasiver, invasiver und metastatischer Phasen
eine erhohte DNA-Bindungsaktivitat. Diese war in invasiven Zelllinien besonders stark

ausgepragt und nahm bei metastatischen Zelllinien wieder ab (siehe Ergebnisteil 1.3,
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Abbildung 15). Hingegen fand sich p50 in allen untersuchten Melanomzelllinien etwa
auf dem gleichen Niveau aktiviert wie in Melanozyten (siehe Ergebnisteil 1.3,
Abbildung 14).

Die ELISA-Analysen der haufigsten Untereinheiten von NFkB, p65 und p50 erlaubten
anhand der semiquantitativen Daten eine deutliche Unterscheidung dieser
Untereinheiten in Bezug auf ihre jeweilige DNA-Bindungsfahigkeit.

Bei den Untersuchungen der DNA-Bindungsaktivitat von p65 in 3 verschiedenen
Melanozytenzelllinien zeigte sich bei HM9 im Vergleich zu HM47 und HM84 eine
auffallig hohe p65-Aktivitat (Mittelwert (MW) HM9: 0,124; versus MW HM47: 0,036 und
MW HMB84: 0,047). Dies stand im Gegensatz zu den Ergebnissen der EMSA-Analysen,
in welchen die Melanozyten HM9 keine Aktivitat zeigten (Abbildung 12). Eine mégliche
Ursache fur die auffallig hohen Werte von HM9 im ELISA koénnte eine bakterielle
Kontamination der Zellkultur gewesen sein, welche dann zu einer Aktivierung von
NFkB gefihrt hatte, zumal das verwendete Melanozytenmedium keine
Antibiotikazusatze enthielt. Aufgrund dieser widersprichlichen Messergebnisse wurde

HMO9 nicht als Referenz zur Signifikanzberechnung verwendet.

Die Aktivierung von NFkB in verschiedenen Zelltypen wurde bereits in einigen Studien
mittels der ELISA-Methode untersucht.?®?°® Studien, die die DNA-Bindungsaktivitat
verschiedener NFkB-Untereinheiten im Melanom charakterisiert haben, sind in der
Literatur hingegen bislang rar. Untersuchungen von Meyskens et al. Uber die NFkB-
Aktivierung in den Melanomzelllinien c81-46A, ¢81-61 und c¢83-2C, ermittelt Gber
EMSA und quantitative Laser-Densitometrie, zeigten zunachst eine etwa 4-fach
erhohte DNA-Bindungsaktivitat von NFkB in Melanomzellen im Gegensatz zu normalen
humanen Melanozyten.?*®> Spéter zeigte dieselbe Arbeitsgruppe Uber Western-Blot-
Analysen, dass in diesen drei Melanomzelllinien das cytoplasmatische p65-Protein 9-
fach und das p50-Protein 3-fach hdéher exprimiert wurde. Im Nukleus dieser
Melanomzellen wurde das p65-Protein 5-10-fach und das p50-Protein 7-fach erhdht
nachgewiesen.’® Da jedoch eine vermehrte Expression des NFkB-Proteins nicht
zwingend mit einer erhdhten DNA-Bindungsfahigkeit einhergeht, ist ein Vergleich der
Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nur

eingeschrankt moglich.

Die hohe DNA-Bindungsfahigkeit der p65-Untereinheit von NFkB in invasiven
Melanomzelllinien und der Ruckgang der Bindungsfahigkeit in metastatischen Zelllinien
konnte darauf zurickzufiihren sein, dass die fir den Invasionsprozess der VGP-
Melanomzellen relevante Aktivierung von p65 durch die unmittelbare Mikroumwelt
induziert wird, welche sich durch gewebs- und organzspezifische Zytokine auszeichnet,

wahrend bereits metastasierte Zelllinien diesem Aktivierungsmechanismus nicht mehr
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unterliegen. Bislang liegen keine weiteren Studien vor, in welchen die DNA-
Bindungsaktivitat von p65 in Melanomzelllinien invasiver und metastatischen

Progressionsstadien untersucht und verglichen worden ware.

2 NFkB-Inhibition

2.1 Hemmung von NFkB mittels Decoy-Oligonukleotiden

Trotz einer erfolgreichen Aufnahme in die Zellen und einer Uber 72 h hinaus
anhaltenden Stabilitat der Decoy-Oligonukleotide innerhalb der Zellen, konnte eine
Hemmung des NFkB-Zielgens IL-8 durch NFkB-Decoy-Oligonukleotide im Vergleich zu
Kontroll-Oligonukleotiden nicht festgestellt werden (siehe Ergebnisteil 2.2).

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Daten mehrerer Studien, die eine
effiziente  Hemmung von NFkB mittels Phosphorothioat-modifizierter Decoy-

209

Oligonukleotide in einer Reihe von Pathologien wie Glomerulonephritis,”~ rheumatoide

211 t212

Arthritis,?'® atopische Dermatitis?'’ oder Myokardinfarkt®*'? in ahnlichen Konzentrationen
demonstrierten. Die in diesen Studien verwendete Sequenz der Decoy-Oligonukleotide
entsprach dabei der Sequenz der in dieser Arbeit verwendeten Decoy-Oligonukleotide.
Ein in der Literatur beschriebenes mogliches Problem mit Decoy-Oligonukleotiden
besteht darin, dass doppelstrangige Kontroll-Oligonukleotide mit irrelevanter
Bindungssequenz dennoch eine hohe, unspezifische NFkB-Bindung aufweisen kénnen
und damit zu einer unerwinschten Hemmung der Zielgentranskription beitragen
kénnen.?" Dies kénnte den Decoy-ODN bedingten Hemmeffekt tiberdecken und passt
zur Beobachtung, dass die IL-8 Expression in Kontrollansatzen sogar niedriger war als

in den Decoy-Anséatzen (siehe Abbildungen 18, 19).

2.2 Hemmung von NFKB mittels siRNA

2.2.1 Effizienz der p65-Inhibition auf mRNA- und Protein-Ebene

Eine effiziente Hemmung von p65 wurde in der vorliegenden Arbeit mittels siRNA-
Interferenz erreicht. 48 h nach Transfektion der Zelllinien 1205Lu und WM239A mit
p65-siRNA zeigte sich eine Reduktion der p65-mRNA um 32% (WM239A)
beziehungsweise 69% (1205Lu). Nach einer zweiten Transfektion nahm die Hemmung
nach 6 Tagen um weitere 16% (WM239A) beziehungsweise 7% (1205Lu) zu.

Damit konnte auf mRNA-Ebene eine effiziente Hemmung der p65-Expression
nachgewiesen werden. Diese wurde ferner auf Proteinebene mittels Western-Blot-
Analysen demonstriert. Nach 3 Tagen zeigte sich hierbei eine deutliche Hemmung des

p65-Proteins, welche nach 6 Tagen noch um etwa das 2- bis 3-fache zunahm.
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Diese Befunde untermauern die effiziente und nachhaltig andauernde Hemmung von
p65 mittels siRNA in Zelllinien des malignen Melanoms.

Ahnliche Ergebnisse lieferte die Arbeitsgruppe um UN Verma,”™* die HCT116-Zellen
mit sSiRNA gegen p65 transfizierte und anschlieBend das p65-Protein nach 2, 4, 6, 8
und 10 Tagen analysierte. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit erfolgte in dieser
Studie die Transfektion lediglich einmal zu Beginn des Experiments. Nach 2 Tagen
zeigte sich die p65-Protein-Expression fast vollstandig gehemmt. Die Hemmung nahm
nach weiteren 2, 4 und 6 Tagen geringgradig zu. Am Tag 10 nach der Transfektion war
die p65-Proteinmenge schlielRlich mit der in den Kontrollansatzen vergleichbar. Diese
Ergebnisse wurden in der gleichen Studie durch NFkB-Luciferase-Reportergen-
Analysen bestatigt, welche 48 h nach Transfektion mit p65 siRNA eine 50%ige
Reduktion der NFkB-Aktivitat nachwiesen.

In einer anderen Arbeit wurde eine ahnlich hohe Effizienz der siRNA-vermittelten p65-
Hemmung in Pankreaskarzinomzellen demonstriert. Hierbei war nach 3 Tagen p65 auf

Proteinebene nicht mehr nachweisbar.?'®

2.2.2 Inhibition von NFkB-Zielgenen mittels siRNA

Die Effizienz der p65-Inhibition mittels siRNA wurde weiterhin anhand der verminderten
Expression von zwei NFkB-Zielgenen dargestellt. 6 Tage nach Transfektion mit siRNA
gegen p65 war die Expression von IL-8, insbesondere bei Verwendung des
Transfektionsmittels RNAiMax nahezu vollstindig gehemmt. Ahnliche Ergebnisse
lieferten RT-PCR-Analysen von IL-113.

Die Hemmung eines Proteins tber RNA-Interferenz bedeutet, dass dieses zunachst
auf mRNA-Ebene reduziert wird. Das bereits transkribierte Protein muss erst
weitgehend abgebaut werden, bevor die hemmende Wirkung auf die Genaktivierung
eintritt. Dies steht im Gegensatz zur Decoy-Strategie, die durch kompetitive Bindung
des Transkriptionsfaktors auf Proteinebene eine sofortige Hemmung der
Gentranskription zur Folge hat.

Die fast vollstandige Suppression von IL-8 und IL-1 demonstriert zum einen die hohe
Effizienz der p65-Hemmung mittels RNA-Interferenz. Zum anderen wird deutlich, dass
NFkB der entscheidende Regulator der IL-8- und IL-1R3-Expression beim malignen
Melanom ist.

Die beobachteten hoheren Mengen an IL-8-mRNA in Kontrollansatzen mit
unspezifischer siRNA im Vergleich zu Kontrollansdtzen mit Transfektionsreagenz
(RNAiMax) allein (Abbildung 23) sind wahrscheinlich durch eine unspezifische
Induktion von IL-8 durch die Kontroll-siRNA zu erklaren. Aus diesem Grund sind

weitere Analysen durchgeflhrt worden, in welchen eine andere Kontroll-siRNA (CO3)
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verwendet wurde. Diese Untersuchungen zeigten jedoch eine ahnlich ausgepragte IL-
8-Induktion durch die Kontroll-siRNA (CO3). Die IL-8-Induktion scheint damit eine
unspezifische Wirkung von siRNA auf NFkB-Zielgene zu sein. In dieser Arbeit wurde
auf die weitere Untersuchung dieser unspezifischen Wirkung von siRNA nicht weiter
eingegangen. Trotzdem war die |IL-8-Expression nach p65-Hemmung auch gegenuber
unbehandelten Zellen sehr deutlich reduziert (95%, Abb. 23). Analoge Ergebnisse
zeigten sich bei Untersuchungen von IL-18. Somit erschienen weitere Analysen der
Effekte einer p65-Hemmung sinnvoll.

Bei der Gegenlberstellung der beiden Transfektionsreagentien Oligofectamine und
RNAiMax wurden mit RNAiMax bei einer hheren Hemmeffizienz wesentlich niedrigere
siRNA-Mengen (2,75 pl statt 12 pl) bendétigt. Eine geringere Zelltoxizitat durch den
Einsatz niedrigerer siRNA-Mengen sowie 6konomische Aspekte sprechen demnach fir

die Verwendung von RNAiMax in zukiinftigen Experimenten.

2.2.3 Regulation der IL-8-Expression durch NFkB im malignen Melanom

In-vitro und In-vivo-Studien haben gezeigt, dass die vermehrte Expression von IL-8 in
humanen Melanomzellen mit ihrem Metastasierungspotential korreliert.*> ¢ 2'® Dabei
bewirkt eine vermehrte Expression von IL-8 in SB-2-Melanomzellen, wie die
Arbeitsgruppe um M Bar-Eli demonstriert hat, eine Zunahme ihres metastatischen
Potentials in nackten Mausen, was eine Beteiligung von IL-8 an der Invasion und
Metastasierung beim malignen Melanom nahelegt. Hierbei stellt sich jedoch weiterhin
die Frage nach dem Mechanismus, der zur Induktion von IL-8 fihrt. Die nahezu
vollstdndige Hemmung der IL-8-Expression durch den Einsatz von siRNA gegen die
p65-Untereinheit von NFkB im Rahmen dieser Arbeit zeigt, dass NFkB eine
entscheidende Rolle bei der Regulation von IL-8 spielt. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der Studie von C Kunsch und CA Rosen, die in ihren Untersuchungen
gezeigt haben, dass es RelA-Homodimere sind, welche die IL-8-Genexpression durch
Bindung an das kB-Element im IL-8-Promotor regulieren, wahrend p50/p50-
Homodimere und p65/p50-Heterodimere nicht an der IL-8-Regulation beteiligt waren.?"”
Eine weitere Studie von Huang et al. wies an metastatischen Melanomzellen nach,
dass die Bindung von NFkB an spezielle kB-Bindungsstellen im IL-8-Promotor fir eine
dauerhafte Aktivierung des IL-8-Promotors essentiell ist. Darlber hinaus zeigte diese
Studie, dass eine Hemmung von NFkB zu einer signifikanten Reduktion sowohl der IL-

8-Promotoraktivitét als auch der IL-8-Expression fiihrte.?'®
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3 NFkB-Funktionsanalysen

Die funktionellen Konsequenzen der p65-Hemmung wurden anhand von Proliferations-

und Invasionsanalysen naher beleuchtet.

3.1 Untersuchungen zur Apoptose und Proliferation

Die Hemmung von p65 in 1205Lu-, WM35- und WM239A-Zellen zeigte im Hinblick auf
die Apoptoserate gegeniber den Kontrollen keine signifikanten Unterschiede.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Studien mit anderen Zellen, in welchen die
Hemmung von p65 eine Apoptoseinduktion zur Folge hatte. So =zeigte die
Arbeitsgruppe um AS Baldwin an Embryofibroblasten aus p65”-Knockout-Mausen,
dass die fehlende Expression von p65 diese Zellen gegeniber TNF-bedingter

Apoptose sensibilisierte.'”

Weiterhin demonstrierte die Arbeitsgruppe um X Chen,
dass eine Uberexpression von p65 in Mausembryo-Fibroblasten die Apoptose
verhinderte, wahrend eine Hemmung von p65 zu einer vermehrten, durch Zytokine
induzierbaren Apoptose filhrte.?’® Analoge Untersuchungen in Bezug auf die c-Rel-
Untereinheit lieferten hinsichtlich der Apoptoseinduktion genau entgegengesetzte
Ergebnisse.?"

Eine weitere Studie wies durch Inhibition der IKKR-Kinase mittels des spezifischen
Inhibitors BMS-345541 in SK-Mel-5-Melanomzellen, neben einer starken Reduktion der
NFkB-Aktivitat, eine Apoptoseinduktion in vitro und in vivo nach. DarlUber hinaus
zeigten Funktionsuntersuchungen an den Melanomzelllinien SK-MEL-5 sowie A375
und Hs294T eine Inhibition der Zellproliferation.??°

Eine relativ neue Studie konnte diese Diskrepanz erklaren. Hier wurde die IKKMR-
Aktivitat in den Melanomzelllinien A375, Mel-2a, SK-Mel-23, Mel-HO, MeWo, MV3,
LOX, Brown und MMNH mit einem neuen Molekill, dem sog. Kinase-Inhibitor von
Nuclear Factor-kB (KINK-1) gehemmt. Neben einer signifikanten Inhibition der NFkB-
Aktivitat, fihrte die Hemmung mit KINK-1 auch zu einer reduzierten Expression NFkB-
regulierter Gene, welche eine wichtige Rolle in der Zellproliferation, Apoptose und der
Zytokinproduktion spielen. Diese indirekte Inhibition von NFkB zeigte kaum anti-
proliferative oder pro-apoptotische Wirkung. Erst nach kombinierter Behandlung der
Melanomzellen mit KINK-1 und dem Zytostatikum Doxorubicin kam es zu einer
signifikanten Inhibition der Proliferation sowie Apoptoseinduktion in vitro und in vivo.
Eine Apoptose konnte auch jeweils mit den cytotoxischen Substanzen Camptothecin
und Tamoxifen induziert werden.?’

Diese Daten werden von einer weiteren Studie gestutzt, die an der Kolonkarzinom-
Zelllinie HCT116 zeigte, dass die p65-Hemmung mittels siRNA erst nach Zugabe der

chemotherapeutischen Substanz Irinotecan eine Apoptose in diesen Zellen induzierte.
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In-vivo-Untersuchungen, bei welchen p65-gehemmte HCT116-Zellen subcutan in
Mause injiziert wurden, wiesen infolge reduzierten Wachstums der inokulierten
Tumoren auf einen proliferationshemmenden Effekt der p65-Hemmung. Diese Wirkung
wurde allerdings lediglich bei zuvor erfolgter intraperitonealer Injektion von Irinotecan
festgestellt, nicht jedoch bei Transfektionen von siRNA gegen p65 alleine.?™

Aus diesen Daten kann man schlie®en, dass in einigen Tumoren einschlie3lich des
Melanoms mehrere Mechanismen an der Auspragung eines Tumormerkmals beteiligt
sind und erst durch das kombinierte Angreifen verschiedener Proteine, die
beispielsweise die Apoptose in Melanomzellen verhindern beziehungsweise die

Proliferation fordern, eine effiziente antitumorale Wirkung erzielt werden kann.

3.2 Invasionsanalysen

Invasionsanalysen an 1205Lu-Zellen zeigten nach Hemmung von p65 mittels siRNA
eine deutliche Reduktion der Invasionsfahigkeit der Melanomzellen gegenilber den
Kontrollen.

Da siRNA mit unspezifischer Sequenz (CO3, CO4) auch eine induzierende Wirkung
auf NFkB zu haben schien, sind ferner Ansatze untersucht worden, in welchen nur das
Transfektionsmittel Oligofectamine verwendet wurde. Auch hier zeigte sich im
Gegensatz zu Ansatzen mit siRNA gegen p65 eine hdhere Anzahl an auf die
Membranunterseite durchgewanderten Zellen. Die hierbei hdéhere Anzahl an
transmigrierten Zellen gegenuber Ansatzen mit Kontroll-siRNA (CO4) st
moglicherweise auf das Fehlen der toxischen Wirkung bzw. die Zellmigration
hemmenden Wirkung (Off-Target-Effekt) von siRNA zurtckzufuhren.

Im Gegensatz zur Zellinie 1205Lu zeigten WM239A-Zellen unter gleichen
Bedingungen keine Wanderung durch die Transwellmembran. Dies steht im Gegensatz
zu Ergebnissen der Arbeitsgruppe um GF Oy?%, die den Einfluss des Proteins IGFBP-
3 (insulin-like growth factor binding protein 3) auf die Invasion der Melanomzelllinie
WM239A nach Hemmung von IGFBP-3 mittels spezifischer siRNA untersuchte. Die
dabei eingesetzte siRNA-Konzentration betrug 50 nM und war damit mit unseren
Arbeiten vergleichbar. Die Zellen wurden in der oben genannten Studie nur einmal
transfiziert und es erfolgte keine weitere siRNA-Transfektion vor dem Einsatz der
Zellen ins Matrigel. Damit hatte in unserer Arbeit moglicherweise das Vorhandensein
von siRNA im Matrigel eine unglinstige Wirkung auf die Migration dieser Zelllinie.

Zum anderen bestand auch ein Unterschied in der Zusammensetzung der
Kulturmedien, die in den beiden Kammern des Matrigelassays verwendet wurden. Fir
die innere Kammer wurde in der oben genannten Arbeit das Kulturmedium RPMI1640

mit 5% FKS eingesetzt, wahrend fur die dulere Kammer ein angereichertes Medium
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aus den Uberstanden von Fibroblasten mit 10% FKS verwendet wurde, welches als
Chemoattraktans wirken sollte. Dieser Konzentrationsgradient zwischen den
unterschiedlichen Medien war eventuell essentiell fur ein optimales Migrationsverhalten
der Zelllinie WM239A.

Die Rolle von NFkB bei der Invasion des malignen Melanoms wurde in der Literatur
bislang kaum untersucht. Indirekte Hinweise darauf lieferten Daten der Arbeitsgruppe
um Huang, die zeigten, dass die Hemmung der NFkB-Aktivitat die Entstehung von
Lungenmetastasen wesentlich und die Angiogenese um ca. 50-70% verhindern
kann.?®® Erst kiirzlich konnte eine andere publizierte Studie unsere Ergebnisse
weitestgehend bestatigen. Sie zeigte, dass das NDRG2-Gen durch Unterdriickung der
NFkB-Aktivitat entscheidend zur Reduktion des Invasionpotentials von B16F10-

Mausmelanomzellen beitragt.??*

4 Klinische Bedeutung und Ausblick

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB spielt eine wichtige Rolle in der
Pathogenese vieler Tumorarten, einschliellich des malignen Melanoms. Der
Nachweis, dass NFkB an der Invasion von Melanomzellen in der metastatischen
Progressionsphase entscheidend beteiligt ist, konnte bedeuten, dass dieser
Transkriptionsfaktor einen besonders glnstigen Angriffspunkt fir die Therapie von
fortgeschrittenen malignen Melanomen darstellt.

Alle Funktionsanalysen bezlglich der Invasion sind an der metastatischen Zelllinie
1205Lu durchgefiuihrt worden. Da zwischen verschiedenen Melanomen haufig eine
genetische Heterogenitdt besteht,”? waren Untersuchungen an weiteren
metastatischen Zelllinien sinnvoll, um die Rolle von NFkB bei der Invasion von
Melanomzellen im Allgemeinen besser beurteilen zu kénnen.

Im nachsten Schritt kdbnnten NFkB-Funktionsanalysen an zunehmend komplexeren
Systemen erfolgen. Hier wirden sich beispielsweise dreidimensionale
Hautrekonstrukte anbieten, mit Hilfe derer sich die natlrliche Umgebung der
Melanomzellen mit ihren Zellmatrix- und Zell-Zell-Interaktionen simulieren lieRe. Zudem
kénnten hiermit auch Zellkulturartefakte erheblich reduziert werden.?**

Diesen Experimenten konnten Langzeit-in-vivo-Untersuchungen folgen, indem die
Hautrekonstrukte auf immunodefiziente Mause transplantiert wirden. Dabei kdnnte
man die biologischen Eigenschaften von Melanomzellen, die zuvor mit siRNA gegen
p65 behandelt wurden, mit unbehandelten Melanomzellen vergleichen. Auch waren
Experimente mit intravendsen Injektionen von p65- beziehungsweise Kontroll-siRNA
nach erfolgreicher Transplantation von Melanomen in Hautrekonstrukten denkbar.

Histologische Analysen der Transplantat-Modelle sowie einiger typischer
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Metastasierungsorte kénnten weitere Aufschliisse bezilglich der Rolle von NFkB bei
der Tumorinvasion und Metastasierung liefern.

Eine mogliche Erweiterung dieser In-vivo-Experimente ware die Kombination der In-
vivo-siRNA-Gabe mit cytostatischen Agentien wie etwa Temozolomid, Cisplatin oder
Paclitaxel. Damit lieBe sich die durch Zytostatika haufig verursachte NFkB-Induktion
reduzieren und so mdglicherweise eine vermehrte Sensibilitdt der Zellen gegeniber
pro-apoptotischen Effekten von Chemotherapeutika erzielen.

Sollte die Weiterentwicklung der siRNA schlieBlich ihre Anwendung in klinischen
Studien moglich machen, sollten neben den antitumoralen auch immunologische
Konsequenzen p65-Hemmung geprft werden.

Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung ware dartber hinaus ein selektiver,
das heild3t auf hoher Affinitdt der siRNA basierender Effekt entscheidend fir ein

zuklinftiges Nebenwirkungsprofil.
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Zusammenfassung
Die wichtige Bedeutung des Transkriptionsfaktors NFkB (Nuclear Faktor-kappaB) bei

der Immunabwehr sowie bei Entzindungen und Infektionen ist bereits seit langem
bekannt. Auch in Tumoren wurde eine hohe NFkB-Aktivitdt beobachtet und eine
Beteiligung von NFkB an der molekularen Onkogenese dieser Tumoren kausal
nachgewiesen. Studien haben bisher gezeigt, dass NFkB in einigen Zelllinien des
malignen Melanoms dauerhaft aktiviert ist, die funktionelle Bedeutung von NFkB beim
malignen Melanom ist jedoch nicht bekannt. Im Rahmen dieser Dissertation sollte
neben der Charakterisierung der NFkB-Aktivierung in einer Reihe von
Melanomzelllinien aus Tumoren unterschiedlicher Progressionsstadien, ein Beitrag zur
funktionellen Bedeutung beim malignen Melanom erbracht werden.

Mittels EMSA (electrophoretic mobility shift assay) konnte gezeigt werden, dass NFkB
in Melanomzellen unterschiedlicher Progressionsstadien gegenuber normalen
humanen  Melanozyten aber auch gegenuber Melanomzellen  radialer
Wachstumsphase vermehrt aktiviert war. In weiteren Analysen mittels ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) wurden die NFkB-Untereinheiten p50 und p65
untersucht. Die p65-Untereinheit wies insbesondere in invasiven Zelllinien im Vergleich
zu humanen Melanozyten und Melanomzellen radialer Wachstumsphase eine
vermehrte  Bindungsaktivitdit auf. Demgegeniber bestand beziglich der
Bindungsaktivitat der p50-Untereinheit zwischen Melanomzellen und Melanozyten kein
Unterschied.

Fir funktionelle Analysen wurden NFkB-Inhibitionsstudien durchgefuhrt. Diese
erfolgten mittels transienter Transfektion der Melanomzellen mit kurzen
doppelstrangigen Oligonukleotiden, welche entweder durch direkte Bindung an den
Transkriptionsfaktor (Decoy-Oligonukleotide) oder durch Bindung sowie Degradation
seiner MRNA (siRNA, small interfering RNA) NFKB hemmen sollten.

Wahrend eine Inhibition von NFkB uber Decoy-Oligonukleotide nicht erfolgreich war,
wurde mittels RNA-Interferenz Uber eine flr p65-Untereinheit spezifische siRNA, eine
effiziente Hemmung auf mRNA-Ebene festgestellt. Die Verringerung des p65-Proteins
zeigte sich nach 3 Tagen deutlich und nahm nach 6 Tagen weiter zu. Es konnte mit
dieser Technik eine nahezu vollstandige Hemmung von NFkB-Zielgenen wie IL-8 und
IL-13 nachgewiesen werden, was darauf hinwies, dass NFkB ein wichtiger Regulator
dieser Gene beim malignen Melanom ist.

Weitere Studien von verschiedenen Melanomzellen (WM239A, 1205Lu und WM35)
ergaben weder eine veranderte Proliferationsrate noch eine vermehrte Apoptoserate

bei Hemmung von p65. Allerdings zeigten Invasionsuntersuchungen mittels eines
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Matrigel-Assays, dass p65-inhibierte Melanomzellen eine deutlich reduzierte Invasion
gegenuber den Kontrollen aufwiesen. Diese Daten legten nahe, dass NFkB eine
wichtige Rolle bei der Invasion des malignen Melanoms spielt. Daher kénnte NFkB
einen neuen Angriffspunkt fur die Therapie von fortgeschrittenen malignen Melanomen

darstellen.
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Verzeichnis der Abkurzungen und Akronyme

A Adenin

AJCC American Joint Comittee on Cancer

ALM Akrolentigindses Melanom

AP-1 Aktivator protein-1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséauren

ATP Adenosine triphosphate

BAD Bcl-2-antagonist of cell death

BAFF B-cell activating factor of the TNF family

BCA Bicinchoninic acid

bFGF Basic fibroblast growth factor

bp Basenpaar

BSA Bovines Serum Albumin

C Cytosin

ca* Calcium

CAMs Cellular adhesion molecules

cDNA Copy-Desoxyribonukleinsaure

CcoO Control oligonukleotide

CcoO, Kohlendioxid

COX-2 Cyclooxygenase-2

cpm Counts per minute

CSPD Disodium 3-(4-methoxyspiro (1,2 dioxetane-2,2'-(5'-
Chloro) Tricyclodecan)-4-yl) Phenylphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dFKS Dialysiertes fotales Kalberserum

DIG Digoxigenin

DMEM Dulbecco’s modified eagle's medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonucleoside-triphosphate

ds Double stranded

DTT Dithiothreitol

ECM Extracellular matrix

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

EGF Epidermal growth factor
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EGTA
EHS
ELAM-1
ELISA
EMSA
ET
ET-3
Fa.
FCS
FGF
FITC
FKS
FRET
G
GPCR
h
HBSS
HCI
HEPES

HGF
HM
HPRT
HRP
HSA
HSPG
IAP 1/ 2
ICAM-1
IFN-y
IgG

IkB
IKK

IL
IL-1R
i.p.

kb

KCI

Ethylene glycol tetraacetic acid
Engelbrecht-Holm-Swarm

Endothelial leukocyte adhesion molecule-1
Enzyme-linked immunosorbent assay
Electrophoretic mobility shift assay
Eindringtiefe

Endothelin-3

Firma

Fotales Kalberserum

Fibroblast growth factor
Fluorescein-Isothiocyanat

Foetales Kalberserum
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
Guanin

G-protein-coupled receptor

Stunde

Hanks gepufferte Salzlésung
Chlorwasserstoff

HEPES 2,4(2-Hydroxyethyl)1-piperazinyl-
Ethansulfonsaure

Hepatocyte growth factor

Humane Melanozyten
Hypoxanthine-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase
Horseradish peroxidase

Humanes Serum-Albumin
Heparansulfatproteoglykan

Inhibitor of apoptosis protein 1/ 2
Intercellular cell adhesion molecule-1
Interferon-y

Immunglobulin G

Inhibitor kappa-B

IkB-Kinase-Komplex

Interleukin

Interleukin-1-Rezeptor

intraperitoneal

Kilobasenpaar

Kaliumchlorid
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kDa
LDH
LMM
LNA

M
Mel-CAM/MUC 18
MG
MgCl,
MMP
Min
mRNA
Na
NaCl
n.v.
NEMO
NES
NFkB
NIK
NLS
NM
oD
ODN

Y
PAGE
PBS
PCR
PDGF
PGE2
PET-Membran
RHD
PMA
PMSF
PTEN
PTO
PVDF
RHD
RNA

Kilodalton

Laktatdehydrogenase
Lentigo-maligna-Melanom

Locked nucleic acid

Mol

Melanocytic cell adhesion molecule
Molekulargewicht
Magnesiumchlorid
Matrix-metalloproteinase

Minute (n)

Messenger-RNA

Natrium

Natriumchlorid

Information nicht verfligbar
NFkB-essential-modifier

Nukleare Exportsequenz

Nuklearer Faktor-kappa B
NFkB-inducing kinase

Nukleares Lokalisationssignal
Noduléres Melanom

Optical density

Oligonukleotid/ Oligodesoxynukleotid
Passage
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
Phosphate-buffered saline
Polymerase chain reaction

Platelet derived growth factor
Prostaglandin E2

Polyethylene terephthalate membrane
Rel homologie Domane
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatase and tensin homologue
Phosphorothioat

Polyvinyldifluorid
Rel-Homologie-Domane

Ribonukleinsaure
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RNase
RNasin
RGP
RT
RT-PCR
SCF
SDS
SEM
siRNA
SS
SSM
STS

T
TADs
TBE
TD
TEMED
TF
TGF
TEMED
TLR
7™
TNF-a
TNFR
TRAF
uPA
uPAR
Upm
URGP
uv

Vv
VCAM-1
VEGF
VGP
WwB

Ribonuklease

Ribonuclease inhibitor

Radial growth phase
Raumtemperatur

Real-time-PCR

Stem cell factor

Sodium dodecyilsulfate

Standard error of mean

Small interfering RNA

single stranded

Superfiziell spreitendes Melanom
Staurosporin

Thymin

Transkriptions aktivierende Domanen
Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tumordicke

N, N, N’, N’'-Tetramethyl-Ethylendiamin
Transkriptionsfaktor

Transforming growth factor
Tetramethylendiamin

Toll-like Rezeptor

7-transmembran

Tumor necrosis factor-a

Tumor necrosis factor receptor
Tumor necrosis factor receptor-associated factor
Urokinase-Plasminogen-Aktivator
Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor
Umdrehungen pro Minute
Unclassified radial growth phases
Ultraviolett

Volt

Vascular cell adhesion molecule-1
Vascular endothelial growth factor
Vertical growth phase

Western-Blot
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