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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom: Allgemeines und Epidemiologie

Es gibt verschiedene Arten von Tumoren, die unter dem Begriff ,,Hautkrebs*
zusammengefasst werden; diese sind in erster Linie Basalzellkarzinome (Basaliome),
Plattenepithelkarzinome (Spinaliome) und maligne Melanome. Das maligne Melanom, auch
schwarzer Hautkrebs genannt, ist der seltenste und zugleich bosartigste Hautkrebs. Diese
Tumoren sind bosartige Wucherungen der Melanozyten, der melaninbildenden Zellen der
Haut. Die Inzidenz des Melanoms, d.h. die Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr pro 100.000
Einwohner, variiert weltweit sehr stark und ist dramatisch angestiegen, schneller als bei
anderen Neoplasmen (11). So werden in Deutschland pro Jahr 12-14 neue Melanome pro
100.000 EW diagnostiziert, in den USA sind es 10-20 und in Australien sogar mehr als 50
(2,11 und www.melanom.net). Die Sterblichkeitsrate des Melanoms stieg allerdings nicht so
stark an, was vermutlich an der verbesserten Friitherkennung liegt. Das Melanom betrifft im
Gegensatz zu den meisten anderen Krebsarten auch junge Menschen. So sind 80 % der
Betroffenen in den USA zwischen 20 und 74 Jahre alt (11). Das Melanom-Risiko fiir Méanner
ist ca. 1,5 fach hoher als das der Frauen, frither galt fiir Minner ein doppeltes Risiko als fiir
Frauen. Die korperliche Ausbreitung der Primédrtumore ist allerdings geschlechtsspezifisch.

Bei Frauen treten 40 % aller Melanome an den Beinen und bei Ménnern am oberen Torso auf

(2).

1.2 Entstehung des Melanoms und Risikofaktoren fir die
Entstehung

Melanome entstehen aus maligne entarteten Melanozyten. In der Embryonalentwicklung
entstammen Melanozyten den Melanozyten-Vorlduferzellen, sogenannten Melanoblasten, aus
der Neuralleiste, welche im weiteren Verlauf in viele Gewebe, inklusive der Haut, einwandern
und zu Melanozyten differenzieren. In der Basalzellschicht der Epidermis (Stratum basale)
bilden sie dann dendritische Kontakte mit mehreren Keratinozyten aus, iiber welche sie das
Pigment Melanin in Form von Melanosomen an die Keratinozyten abgeben. Das Melanin
wird in den Keratinozyten gespeichert, es absorbiert dort die ultraviolette Strahlung und

verhindert die UV-induzierte Bildung freier Radikale durch Umwandlung der
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Strahlungsenergie in Wirme (3). Auf diese Weise schiitzen Melanozyten die Haut vor
Schiddigungen durch UV-Strahlung. Es gibt zwei chemisch verschiedene Formen des
Melanins, das braun-schwarze Eumelanin und das rotlich-gelbliche Phdomelanin, von denen
nur Eumelanin nennenswerte photo-protektive Eigenschaften besitzt. Haut- und Haarfarbe
eines Menschen wird bestimmt durch das Mischungsverhiltnis der beiden Melanintypen.
Paradoxerweise konnen Melanozyten genau durch das Agens, vor dem sie die Hautzellen
schiitzen sollen, ndmlich die UV-Strahlung, transformiert werden und es kann zur Entstehung
von malignen Melanomen kommen (1).

Die weltweit hochste Melanom-Inzidenz wurde in Queensland, Australien verzeichnet. Dort
wird durchschnittlich bei einem von 19 Minnern tiber 50 Jahren und einer von 25 Frauen im
selben Alter ein Melanom diagnostiziert (12). Diese Tatsache und die weltweit ansteigende
Inzidenz des Melanoms bestitigen die Annahme, dass sonnenabhingige ultraviolette
Strahlung ein bedeutendes Risiko fiir das Entstehen eines Melanoms darstellt. Tatsdchlich
geht man heute davon aus, dass UV-Strahlung der wichtigste Risikofaktor fiir die
Melanomentstehung ist (1). Dafiir sprechen weiterhin das hdufigere Auftreten von
Melanomen bei weillen Bevolkerungsgruppen und die niedrigere Inzidenz bei dunkelhédutigen
Populationen. Da weil3hdutige Personen einen geringeren Anteil an Eumelanin in der Haut
aufweisen, ist der Schutz vor UV-Schiden weniger stark ausgeprigt als bei dunkelhdutigen
Menschen und es kommt héufiger zur Schidigung und Entartung von Melanozyten. Als
Quelle ultravioletter Strahlung gelten natiirlich auch die ,kiinstlichen Sonnen* im Solarium.
Auch wenn immer wieder bestritten wird, dass regelméfige Solariumbesuche Hautkrebs
auslosen, zeigen mehrere Fall-Kontroll-Studien, dass eine lingere Expositionsdauer und ein
jiingeres Lebensalters bei der Erstexposition das Risiko des Solariumkunden, ein Melanom zu
entwickeln, deutlich erhohen (13).

Ein weiteres Risiko fiir die Entstehung maligner Melanome sind Muttermale, sogenannte
Nivi. Diese entstehen, wenn die normalerweise isoliert zwischen den Keratinozyten liegenden
Melanozyten proliferieren. Dies kann vor oder nach der Geburt passieren, und man
unterscheidet dann kongenitale (angeborene) und erworbene Niavi. 25% der Melanome
entstehen aus bereits existierenden Nivi (1). Fiir das Melanomrisiko ist die Anzahl, Grof3e
und Art des Muttermals ausschlaggebend. Eine besondere Form der Muttermale sind die
dysplastischen Nivi. Sie gelten als Vorstufe des Melanoms. Diese unterscheiden sich von
normalen ,.harmlosen* Muttermalen durch das Vorkommen von atypischen Zellen. Aullerdem
sind sie durch ungewohnliches Aussehen gekennzeichnet, was sich in unregelméfiger Form,

Farbe und groBer GroBe &duBert. Es gibt Familien, in denen sich das Auftreten von
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dysplastischen Névi und Melanomen hiuft. In solchen Féllen spricht man vom dysplastischen
Névus-Syndrom oder auch Melanom-Syndrom (14). Patienten mit diesem Syndrom haben ein
100 fach erhohtes Melanomrisiko, 50% dieser Menschen entwickeln bis zum 50. Lebensjahr
mindestens ein Melanom (15).

Neben ultravioletter Strahlung und dem Vorkommen von Muttermalen gibt es noch andere
Faktoren, die das Melanomrisiko erhohen. Dazu gehoren Immunsuppression des Patienten,
phédnotypische Charakteristika, wie helle Augenfarbe und Haarfarbe, Sommersprossen,
Sonnenempfindlichkeit der Haut und die Familiengeschichte hinsichtlich Melanomen. So
haben Patienten mit einem Melanom bei einem Verwandten ersten Grades ein zweifach
erhohtes Risiko, selbst ein Melanom zu entwickeln (1). 10% aller Melanome entstehen in
familidr vorbelasteten Patienten (16). In diesen Familien gibt es meist eine genetische
Préadisposition, hiufig verursacht durch Mutationen des CDKN2A-Gens, welches fiir zwei
Tumorsuppressorproteine pl6(INK4A) und pl4(ARF) kodiert. Seltener finden sich
Mutationen im CDK4-Gen (17, 18). Diese Proteine sind beteiligt an der Regulation des
Zellzyklus. CDK4 (cyclin dependent kinase 4) treibt den Zellzyklus an, indem es das
Retinoblastomaprotein (RB) phosphoryliert und damit E2F aktiviert (94). P16 bindet an
CDK4 und inhibiert deren Funktion, sodass es zum Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase
kommt (92). Das Produkt eines alternativen Leserahmens im CDKN2A-Gen ist pl14(ARF),
welches indirekt die Stabilisierung und Akkumulation des Tumorsuppressorproteins p53 in
der Zelle bewirkt (93). Mutationen, die die Tumorsuppressorproteine pl6 und pl14(ARF)
inaktivieren, bzw. das Onkogen CDK4 iiberaktivieren sind hiufig mit familiiren Melanomen
assoziiert.

Abbildung 1.1 zeigt schematisch die Entstehung eines Melanoms aus einem Melanozyten
oder Nivus bis hin zum metastasierenden Melanom. Die Melanozyten befinden sich in der
Dermis-Epidermis-Grenze der Haut. Durch ein transformierendes Ereignis beginnen sie, sich
unkontrolliert zu teilen. Zunichst wachsen sie noch innerhalb der Epidermis und breiten sich
in horizontaler Richtung aus. Diese Phase nennt man radiale Wachstumsphase (RGP = radial
growth phase). Sie kann Jahre bis Jahrzehnte andauern und ist mit einer relativ guten
Prognose fiir den Patienten verbunden, da die Zellen zu diesem Zeitpunkt i.d.R. noch keine
metastatischen Eigenschaften aufweisen (5). Die ndchste Phase der Melanomprogression
beginnt mit dem Durchbruch der Zellen durch die Basalmembran in die Dermis. Das
Wachstum erfolgt nun auch in vertikaler Richtung, weshalb man dann von der vertikalen
Wachstumsphase (VGP = vertical growth phase) spricht. Der Ubergang in diese Phase ist

assoziiert mit der Aneignung metastasierender Fahigkeiten der Zellen (5). Die 5-Jahres-
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Uberlebensrate von Patienten mit RGP-Melanom betriigt 100%, mit VGP-Melanom dagegen
nur 63,7% (19). Dadurch wird deutlich, wie kritisch dieser Schritt in der Progression des
Melanoms ist. Es folgt die weitere Entwicklung der Melanomzellen zu noch hoherer
Aggressivitit, die sich durch umfangreiche Vaskularisierung und Invasivitidt auszeichnet (4),

bis hin zum metastasierenden Melanom.

Normal Nevus RGP VGP Metastatic

Epldirmls

Dermis
e

“ Melanocyte . Melanoma cell <> Fibroblast
@ Keratinocyte csmma™® Cornified keratinocyte ——< Blood vessel

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Entstehung eines Melanoms. Quelle: Gaggioli and Sahai,
2007 (4)

1.3 Tumorstadien, Prognose und Therapie des Melanoms

Pathologisch werden Melanomerkrankungen in 4 Stadien eingeteilt. Stadium I und II
beinhalten lokalisierte Melanome ohne Lymphknotenmetastasen, die sich nur in der
Tumordicke und dem Auftreten oder Nicht-Auftreten von Wundenbildung (Ulzeration)
unterscheiden. Prognostisch bedeutet eine grolere Tumordicke und/oder Ulzeration eine
geringere Lebenserwartung fiir den Patienten. In Stadium III sind ein oder mehrere
Lymphknoten von Metastasen befallen oder es treten In-Transit-Metastasen oder Satelliten
auf. Dabei ist die Anzahl der betroffenen Lymphknoten bedeutend fiir die

Uberlebensvorhersage. Das Auftreten von Fernmetastasen, z.B. in der Lunge oder anderen
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inneren Organen, bewirkt die Hochstufung des Patienten in Stadium IV. In diesem Stadium
betriigt die 10-Jahres-Uberlebensrate nur noch maximal 16% und minimal 3%, was die
Aggressivitit des metastasierenden Melanoms verdeutlicht. In Tabelle 1.1 sind die
pathologischen Stadien des Melanoms zusammengefasst. Es werden auch die 10-Jahres-

Uberlebensraten fiir jedes Stadium aufgefiihrt.

Tabelle 1.1: Pathologische Stadien des Melanoms und Uberlebensraten (9, 10). (Tumordicke T1: < 1
mm, T2: 1,01-2 mm, T3: 2,01-4 mm, T4: >4 mm, Lymphknoten N1: 1 befallener LK, N2: 2-3
befallene LK, N3: > 4 befallene LK oder Kombinationen von In-Transit-Metastasen oder Satelliten

und befallenen LK)
Pathologisches | Tumordicke T Lymphknotenmetastasen | Fernmetastasen 10-Jahres-
Stadium N (befallene M Uberlebens-
Lymphknoten) rate (%)
0 Tis NO MO 100
1A T1a (keine Ulzeration) NO MO 88
IB T1b (Ulzeration) NO MO 83
T2a (keine Ulzeration) NO MO 79
A T2b (Ulzeration) NO MO 64
T3a (keine Ulzeration) NO MO 64
153 T3b (Ulzeration) NO MO 50
T4a (keine Ulzeration) NO MO 54
lic T4b (Ulzeration) NO MO 32
A T1-4a N1a (Mikrometastasen) MO 63
N2a (Mikrometastasen) MO 57
B T1-4b N1a (Mikrometastasen) MO 38
N2a (Mikrometastasen) MO 36
T1-4a N1b (Makrometastasen) MO 48
N2b (Makrometastasen) MO 39
T1-4a/b N2c (In-Transit- MO
Metastasen oder
Satelliten)
lic T1-4b N1b (Makrometastasen) MO 24
N2b (Makrometastasen) MO 15
Alle T N3 MO 18
v Alle T Alle N M1a (Metastasen 16

in Haut, Subcutis
oder Lymphknoten
M1b 3
(Lungenmetastase

n)

M1c (alle anderen 6
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Aus den 10-Jahres-Uberlebensraten der einzelnen Melanomstadien geht deutlich hervor, dass
mit dem Auftreten von Metastasen in Lymphknoten oder entfernten Organen die
Lebenserwartung des Patienten drastisch sinkt. Das ist auf das weitgehende Fehlschlagen
samtlicher gingiger Tumortherapien zuriickzufithren. Der Einsatz von Chemotherapeutika
wie Dacarbazin, biologisch aktiven Substanzen wie Interleukin 2 und Interferon o,

Bestrahlungstherapie und sogar Melanomimpfstoffen fiihrte zu keiner signifikanten
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Verlangerung der Lebensdauer von Patienten mit metastasiertem Melanom (6). Die
Entwicklung einer alternativen Therapie ist demnach erforderlich, die speziell die molekulare

Pathologie des metastasierenden Melanoms adressiert.

1.4 Metastasierung des malignen Melanoms

Das humane maligne Melanom ist ein aggressiv und invasiv wachsender Tumor, der durch
frihe Metastasierung und Resistenz gegeniiber Apoptose-auslosenden Agenzien wie
Chemotherapeutika oder Bestrahlung gekennzeichnet ist. Da die Therapie des Melanoms
insbesondere im Stadium der Metastasenbildung bis heute weitgehend erfolglos scheint, ist
die Aufkldarung der molekularen Prozesse, die zur Ausbildung des metastatischen Phinotyps
fiihren, von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung neuer, spezifischer Therapieansitze.
Metastasierung ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem sich Tumorzellen aus dem Primértumor
16sen, ins vaskuldre oder lymphatische Gefdsystem eindringen, dort iiberleben und wieder
aus den Gefdllen ausbrechen. An einer vom Primértumor entfernten Stelle mit fremder
physiologischer Umgebung siedeln sich die Tumorzellen wieder an und bilden einen
sekundédren Tumor aus. Dieser Prozess ist hoch selektiv (20), da die Tumorzellen einer Reihe
von Stresssituationen ausgesetzt werden, die Verdnderungen der Genexpression und
bestimmter Zelleigenschaften erfordern. Abbildung 1.2 zeigt den klassischen Ablauf der
Metastasierung.

Primary Malignant Vascularization

Neoplasm Invasien

Ealravasalion Adherence Arrest in Organs Transport

Estakblishment of a Turmor Call
Microenwironment ~ ™ Proliferation

e

Melastases

Abb. 1.2: Mechanismus der Metastasierung am Beispiel der hamatogenen Metastasierung in die Lunge
(nach Fidler, 20).
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Zundchst existiert ein primdrer Tumor, der progressiv wichst. Wenn Tumoren einen
Durchmesser von 2 mm iiberschreiten, benotigen sie zur ausreichenden Versorgung die
Ausbildung neuer Blutgefifie (21). Diesen Vorgang nennt man Neovaskularisierung oder
Angiogenese. Hierbei muss die Proliferation von Endothelzellen induziert werden, Bereiche
der extrazelluldren Matrix miissen verdaut werden und die Endothelzellen miissen in Richtung
Tumor migrieren (22). Dies wird durch Sekretion von Wachstumsfaktoren, sogenannten
angiogenetischen Faktoren, durch die Tumorzellen erreicht. Angiogenetische Faktoren sind
u.a. Mitglieder der fibroblast growth factor-Familie, vascular endothelial growth factor
(VEGF), transforming growth factor-o¢ (TGF-«), heparin-binding growth factor und
Angiogenin. Besteht erst ein kapillares Netzwerk innerhalb des Primértumors, kénnen sich
einzelne Zellen vom Tumor 16sen und in die Gefédlle eindringen.

Die Invasion der Tumorzellen ist wiederum eine Abfolge vieler Schritte (siehe Abb. 1.3).
Diese umfassen Adhision der Zellen an Endothel und ECM-Komponenten, Deadhésion von
Tumorzellen und Keratinozyten, Migration/Motilitdt der Tumorzellen, um die Basalmembran
zu iiberwinden und nicht zuletzt das Uberleben im Blutstrom. Die Interaktion von
Tumorzellen mit Endothelzellen wird u.a. durch die Expression des Adhésionsmolekiils
MCAM (melanoma cell adhesion molecule) auf der Zelloberfliche der Melanomzellen
vermittelt. MCAM wird in invasiven Melanomen oft iiberexprimiert (23). Die Adhision der
Tumorzellen an die extrazelluldre Matrix basiert auf der Interaktion zwischen Integrinen auf
der Oberfliche der Tumorzellen und Proteinen der ECM als Liganden der Integrine. Ein
besonders in Melanomen dominierendes Integrin ist der Vitronektin-Rezeptor, aw[3-Integrin
(24). Seine Liganden sind Vitronektin, Fibronektin und andere ECM-Proteine. Aber auch
Nicht-Integrin-ECM-Rezeptoren, wie z.B. CD44, sind offenbar an der Metastasierung von
Melanomen beteiligt (25). Um sich aus dem Tumorverband 16sen zu konnen, miissen einzelne
Tumorzellen die Zell-Zell-Verbindungen mit anderen Tumorzellen und umgebenden
Keratinozyten unterbrechen (Abb. 1.3A). Eine entscheidende Rolle in Melanomen spielt dabei
wahrscheinlich die Herunterregulation der Expression des Zelladhidsionsmolekiils E-Cadherin.
E-Cadherin vermittelt in Melanozyten die Interaktion mit Keratinozyten (26), die wichtig ist
fir die Kontrolle der Proliferation und Differenzierung der Melanozyten. Wird kein E-
Cadherin mehr exprimiert, 16sen sich die Zellen von Keratinozyten und gleichartigen Zellen
und es kommt u.a. zur verstirkten Expression von MCAM (27), was die Interaktion mit
Endothelzellen begiinstigt (Abb. 1.3B). In-vitro-Versuche ergaben, dass der Verlust der E-

Cadherin-Expression die Invasivitit von epithelialen Tumorzellen in dreidimensionalen
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Kollagen-Gelen erhoht (28). Haben die Tumorzellen nun Verbindung mit den Kapillaren
aufgenommen, miissen sie sich noch aktiv durch die extrazelluldre Matrix und Basalmembran
hindurch bewegen, um in den Kreislauf einzudringen. Dazu miissen ECM und
Basalmembranen proteolytisch verdaut werden, was zum groB3en Teil durch Matrix-Metallo-
Proteinasen (MMPs) geschieht, die von den Tumorzellen sezerniert werden (Abb. 1.3C).
Hinzu kommt die aktive Zellbewegung durch Kontraktion, welche der Reorganisation des
gesamten Zytoskeletts inklusive der Polymerisation von Aktinfilamenten bedarf. Die
Fahigkeit zur Invasion erfordert die Koordination vieler, unterschiedlicher Zellaktionen, was

die hohe Selektivitit dieses Prozesses noch einmal verdeutlicht.

Cadherine

. [ =3l <l =l =if =1l =1
Uberwindung der Endothelbarriere:
sezernierte MMPs verdauen ECM und

Basalmembranen. Durchtnitt in die
Blutgefiilie durch aktive Zellbewegung.

I =3 =3f =1f =i =3f =)f SuE.e) /% 7
Auflosung der Zell-Zell-Verbindungen (z,ﬁi'." } O /
E-Cadherin). stirkere Adhidsion an ECM. # | %
Basalmembran und Endothelzellen| ' .~ 8 I{l'_g_:A)'l _
(Adhisionsmolekiile) ftejl @ r o |

Abb. 1.3: Invasion von Tumorzellen ins Blutgefdsystem.A) Die Tumorzellen sind iiber intra- und
interspezifische Zell-Zell-Verbindungen im Tumor integriert, a) Cadherine vermitteln diese Zell-Zell-
Interaktionen. B) Durch verinderte Expression von Adhédsionsmolekiilen wie Integrinen und MCAM
(b) werden Tumorzell-Matrix-Interaktionen und Adhision an Endothelzellen unterstiitzt. C) Frei
zirkulierende Tumorzelle

Befinden sich die Tumorzellen im Blut- oder Lymphstrom, miissen sie lange genug
iberleben, um an einem anderen Organ anzudocken. Tatsdchlich sind aber weniger als 0,05%

der zirkulierenden Tumorzellen dazu in der Lage, Metastasen zu bilden (29). Griinde dafiir
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sind z.B. Zerstorung der Zellen durch Scherkrifte innerhalb der Gefidlle, Aggregation der
Zellen oder Zelltod durch den Verlust der Adhésion (Anoikis).

Der nichste Schritt der Metastasierung wird Extravasation genannt. Er beschreibt die
Adhidsion der Tumorzellen an Endothelzellen des Kapillarbetts, Bewegung durch die
Basalmembran und Adhédsion an die ECM im Zielorgan. Die zelluldren Prozesse hierbei
entsprechen in umgekehrter Reihenfolge denen der initialen Invasion.

Zum Schluss miissen die Tumorzellen in der neuen Umgebung iiberleben und sich teilen, um
Metastasen zu bilden. Dazu produzieren Melanomzellen autokrine Wachstumsfaktoren, z.B.

bFGF (basic fibroblast growth factor) (30) und Interleukin-8 (31).

1.5 Das Tumorsuppressorprotein p73

Das wohl bekannteste Tumorsuppressorgen mit einer zentralen Bedeutung bei der Entstehung
vieler Krebsarten ist p53. Dabei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der die
Expression vieler Zellzyklus- und Apoptosegene als Antwort auf genotoxische Schiden und
Stress reguliert (48, 49). Dieser Mechanismus der Checkpoint-Kontrolle sorgt dafiir, dass es
bei Schiden der DNA zum Arrest des Zellzyklus kommt und die Reparatur der DNA, bzw.
bei irreparablen Schiaden, der Tod der Zelle durch Apoptose eingeleitet werden kann. Kommt
es durch Mutationen im Gen p53 zum Verlust der Tumorsuppressorfunktion, fiihrt dies zur
unkontrollierten Teilung der Zellen und zur Apoptoseresistenz. Tatsdchlich ist das p53-Gen in
bis zu 50 % aller menschlichen Tumoren mutiert und damit nicht funktionsfahig (50). In p53-
negativen Zellen konnen sich DNA-Schidden in Form von Mutationen anhidufen. Dies kann
eine Instabilitit des Genoms zur Folge haben und damit zusitzlich zur Kanzerogenese
beitragen. Aufgrund dieser fundamentalen Bedeutung von p53 fiir die Zelle, hielt man dieses
Tumorsuppressorgen lange Zeit fiir einzigartig. Das &dnderte sich, als zwei neue p53-

verwandte Gene, p63 und p73 entdeckt wurden (51-53).

p53 N [CIAUPR] DED '] ob _[lc

TA PR SAM
63 N [[ZZIPR] DED [ oo [T7HZZTc

TA _ PR SAM
p73 N P2 ZIPR] DED To0 [ Teeet]

Abb. 1.4: Mitglieder der pS3-Genfamilie (Quelle: Melino, Laurenzi und Vousden, Review: p73:
Friend or Foe in Tumorigenesis, 2002)
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Diese drei bilden zusammen die p53-Genfamilie (Abbildung 1.4). p63 und p73 weisen
strukturelle Homologien zu pS53 auf Gen- und Proteinebene auf. So ist allen das
Vorhandensein einer N-terminalen Transaktivierungsdomine (TA), einer zentralen DNA-
Bindungs-Domiine und einer C-terminalen Oligomerisierungsdoméne (51) gemein. Zusitzlich
befinden sich am C-Terminus von p63 und p73 eine weitere Prolin-reiche Sequenz (PR) und
eine SAM-Region. Die SAM-Region enthilt ein steriles-alpha-Motiv, und spielt eine Rolle
bei Protein-Protein-Interaktionen (54).

Der Signalweg von p73 ist in Abbildung 1.5 dargestellt. Wie p53 wird p73 durch DNA-
Schiden aktiviert. Daran beteiligt ist u.a. ATM (ataxia telangiectasia mutated), welches die
Tyrosinkinase c-Abl nach Einwirkung von Cisplatin oder ionisierender Strahlung (55-57)
aktiviert, was dann wiederum zur Stabilisierung von p73 durch c-Abl fiihrt (58). Dariiber

hinaus kann p73 auch durch Onkogene, wie E2F1, c-Myc und E1A aktiviert werden (54, 58).

/
“_‘:>

Zellzyklusarrest

Apoptose

Abb. 1.5: p73-Signalweg nach Stiewe und Piitzer, p73 in apoptosis, Apoptosis (2001)

Im Bereich der DNA-Bindedomine liegt die Homologie zwischen p53 und p73 bei 63% (51),
was die Vermutung nahe legt, dass p73 die gleichen Zielpromotoren wie p53 aktivieren und
dementsprechend Zellzyklusarrest und Apoptose auslosen kann. Dies konnte schon
experimentell in Sdugerzellen bestitigt werden (51, 59, 60). Die Zielgene, die Zellzyklusarrest
| Waf1/Cip1

und Apoptose bewirken sind tatsidchlich zum groBen Teil p53-Targets, wie p2
Gadd45, 14-3-3c0, Bax, NOXA, PUMA u. v. m. (61, 62).

b

10



Einleitung

1.6 Die onkogenen Isoformen von p73 - ATAp73

Vieles deutete darauf hin, dass p73 ein ebenso potenter Tumorsuppressor ist wie pS3. Deshalb
tiberraschten die Ergebnisse von Knockout-Experimenten in Maéusen. Bekanntermal3en
entwickeln p53-defiziente Miuse multiple spontane Tumoren, p73-defiziente Tiere hingegen
zeigen keine Tumorneigung, weisen aber Entwicklungsdefekte auf, wie z.B. Fehlentwicklung
des Hippocampus oder Entwicklung eines Hydrocephalus (33). Ebenfalls erwartete man den
Funktionsverlust von p73 in Tumoren durch Mutationen des Gens wie es bei p53 der Fall ist.
Aber es wurden nur wenige tumor-assoziierte Mutationen im p73-Gen gefunden (63).
Stattdessen fand man erhohte p73-Level in Tumoren verglichen mit umgebendem normalem
Gewebe (63, 64). Das zerstorte das Bild von p73 als klassischen Tumorsuppressor und
erdffnete die mogliche Rolle von p73 als Onkogen.

Es stellte sich heraus, dass bestimmte Isoformen von p73 existieren, die offensichtlich eine
antagonistische Funktion zu p73 in der Zelle iibernehmen. Yang et al. (33) entdeckten in der
Maus eine p73-Variante, der die Transaktivierungdomine fehlt und die offensichtlich von
einem alternativen Promoter in Intron 3 transkribiert wird. Dieses Transkript wurde ANp73
genannt, da es einen verkiirzten N-Terminus ausweist. Aufgrund der fehlenden
Transaktivierungsdomine kann dieses Transkript zwar noch an Zielpromotoren binden, diese
aber nicht mehr aktivieren. Auf diese Weise kann ANp73 die transkriptionelle Aktivitdt von
p73 und p53 hemmen. Das entsprechende humane ANp73-Homolog wurde ebenfalls
nachgewiesen (65). Zusitzlich fand man in Ovarialtumoren eine N-terminal verkiirzte p73-
Isoform, der das Exon 2 fehlte, die nur in Krebszelllinien und invasiven Tumoren exprimiert
wurde (32). Diese entstand aber nicht durch Transkription vom alternativen AN-Promoter,
sondern durch Nutzung des TA-Promoters und anschlieBendes Spleilen. Insgesamt gibt es
drei bekannte N-terminale SpleiB3-Isoformen von p73 (Abbildung 1.6), die vom TA-Promoter
transkribiert werden: p73AExon2, p73AExon2/3 und ANp73 (66). Im weiteren werden sie als
ATAp73 bezeichnet, da allen das Fehlen der Transaktivierungsdoméne gemeinsam ist. Alle
diese p73-Varianten iiben einen dominant-negativen Effekt gegeniiber den Wildty-p73-und
pS3-Tumorsuppressorproteinen aus (66), wodurch deren Transaktivierungsfihigkeit und die

Induktion der p53/p73-vermittelten Apoptose gehemmt wird (67).

11
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Abb. 1.6: N- und C-terminale Spleif3varianten von p73. (Quelle: Stiewe et al., 2002: Transactivation-
deficient ATAp73 Acts as an Oncogene)

Die Hemmung von p73 kann auf zwei unterschiedliche Weisen ablaufen: (1) durch
kompetitive Bindung an die Zielpromotoren, d.h. ATAp73 blockiert den Promoter, indem es
bindet, aber keine Transaktivierung stattfindet, und (2) durch die Bildung
transaktivierungsdefizienter Hetero-Oligomere aus TAp73-und ATAp73-Monomeren (68).
Fir die Hemmung der pS3-Funktion durch ATAp73 trifft nur die erste Mdglichkeit - durch
Kompetition um die DNA-Bindungsstellen - zu, da ATAp73 nicht an Wildtyp-p53 binden
kann und es nicht zur Ausbildung von Hetero-Oligomeren mit ATAp73 und p53 (68) kommt.
Neben der Hemmung des p53/p73-Weges beeinflussen die ATAp73-Varianten auch den
zweiten grofen Tumorsuppressorsignalweg, den RB/E2F-Weg. Die Phosphorylierung des
Retinoblastomproteins durch ATAp73 bewirkt eine verstirkte E2F-Aktivitdt und treibt somit
die Tumorigenese voran (97). Durch diese Mechanismen iiben die N-terminal verkiirzten p73-
Varianten ihre anti-apoptotische Funktion aus.

In einer Vielzahl von Tumorzelllinien und Tumorgeweben wurde eine Erhohung der p73-
Isoformen auf RNA- und Proteinebene gefunden (66, 98). In Melanomen (69) und
hepatozelluldaren Karzinomen (70) konnten die verschiedenen ATAp73-Formen im
Tumorgewebe verglichen mit normalem Gewebe in erhohter Konzentration nachgewiesen
werden, im Fall des Melanoms fand man in Metastasen mehr ATAp73 im Vergleich zum

Primértumor (69). Dies deutet zusitzlich auf eine Rolle der N-terminalen Isoformen in der

12
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Tumorprogression hin. Weiterhin finden sich erhdhte Level von N-terminal verkiirzten p73-
Isoformen in folgenden Tumorarten: Lungenkrebs (102), Prostata-Karzinom (103), Non-
Hodgkins-Lymphom (104), Schilddriisenkarzinom (105, 106), Kolon-Karzinom und
Brustkrebs (78), Neuroblastom (107, 108) u. v. m. (101).

Die Uberexpression von ATAp73 in NIH3T3-Mausfibroblasten fithrte zu deren
Transformation, was sich in Koloniebildung der Zellen im Softagar und Tumorwachstum
nach Injektion der Zellen in Nacktmiusen (66) duBerte. Ahnliche Ergebnisse erzielten
Petrenko et al. 2003 (99), als es ihnen gelang, primédre embryonale Fibroblasten der Maus
durch ektope Expression von ANp73 zu immortalisieren und die Proliferation und das
Wachstum dieser Zellen im Softagar zu steigern. In vivo fiihrte die leberspezifische
Expression von ATAp73 in transgenen Mdiusen zu erhohter Hepatozyten-Proliferation und
Leberkarzinomen (100).

Neben den diversen N-terminal verkiirzten p73-Isoformen gibt es noch mindestens sieben
verschiedene C-terminale Transkriptvarianten. Uber das Schicksal einer Zelle entscheidet das

vorliegende Verhiltnis von pro-apoptotischen zu anti-apoptotischen p73-Isoformen.

1.7 p73 und Tumorprogression

Wie schon bereits erwihnt, findet sich in der Literatur die Assoziation von erhohter p73-
Expression und fortgeschrittener Tumorprogression. So gibt die Uberexpression von p73 in
hepatozelluldren Karzinomen einen Hinweis auf eine schlechte Prognose der Patienten (72)
und in Meningiomen auf fortgeschrittenes Tumorstadium (73). Auch fiir kolorektale
Karzinome konnte ein Zusammenhang zwischen p73-Status, hoherem Tumorstadium inkl.
Metastasierung und kiirzerer Uberlebenszeit der Patienten hergestellt werden (74). Weitere
Anzeichen fiir eine Beteilung von p73 wihrend der Metastasierung von Tumoren fand man in
Plattenepithelkarzinomen des Halses und Nackens, wo p73-Expression mit dem Auftreten
entfernter Metastasen korrelierte (75) und in kolorektalen Adenokarzinomen, in denen p73-
positive Tumoren im Vergleich zu p73-negativen Tumoren stéirker vaskularisiert waren (76).
Fir das humane maligne Melanom zeigten Zhang et al. (77) erhohte p73-Proteinlevel in
metastasierenden Melanomen aber nicht in Priméirtumoren.

In all diesen Arbeiten war aber nie die Rede von den o.g. onkogenen p73-Isoformen. Es
wurde allgemein die p73-Expression beschrieben, die vermutlich die Summe mehrerer pro-
und anti-apoptotischer p73-Isoformen darstellt. Nur in wenigen Arbeiten wurde konkret die

Rolle von ATAp73 in der Tumorprogression angesprochen. So konnte im Tumorgewebe von
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hepatozelluldren Karinomen verglichen mit gesundem Lebergewebe eine erhohte Aktivierung
des TA-Promoters und demzufolge ein Anstieg von TAp73 und ATAp73 nachgewiesen
werden (70). Ahnliches entdeckten Dominguez et al. (78) in Tumorgewebeproben von Kolon-
und Brustkrebspatienten. Sie assoziierten sogar die Hochregulation von ATAp73-Varianten
mit fortgeschrittenem pathologischem Stadium, Lymphknotenmetastasen und vaskulirer
Invasion.

Tuve et al. (69) untersuchten die Expression von TAp73 und den ATAp73-Isoformen in
Gewebeproben von humanen malignen Melanomen verschiedener Stadien. So wurden
gutartige melanozytdre Névi, primidre Melanome und Melanommetastasen hinsichtlich ihrer
Expressionslevel von p73AExon2, p73AExon2/3, AN’p73 und des Transkripts des
alternativen AN-Promoters ANp73 miteinander verglichen. Die Analyse erfolgte auf mRNA-
Ebene mittels Realtime-RT-PCR (siehe Abbildung 1.7).
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Abb. 1.7: Quantifizierung von p73 und E2F1-Transkripten in Melanomgeweben. N= melanozytirer
Névus, M= primires Melanom, MM= Melanommetastase

Das Ergebnis dieser Experimente war eine signifikante Erhohung der Transkripte des TA-
Promoters in Melanommetastasen verglichen mit Nédvi und Primédrtumoren. D.h. sowohl das
Volllingen-p73, TAp73, als auch die N-terminal verkiirzten Isoformen p73AExon2 und
p73AExon2/3 zeigten deutlich hohere mRNA-Level in den Metastasen. Insgesamt konnte

zwar keine Verschiebung des ATAp73/TAp73-Verhiltnisses auf mRNA-Ebene nachgewiesen
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werden, dennoch konnte die Konzentration von ATAp73-Transkripten hoher sein, z.B. durch
hohere Stabilitit der ATAp73-Proteine (68).

Diese Daten geben eindeutige Hinweise auf eine Beteiligung der transaktivierungsdefizienten
p73-Isoformen in der Melanomprogression. Der Schritt des Ubergangs vom priméren zum
metastasierenden Melanom ist kritisch und die Ursachen vielféltig. Das metastasierende
Melanom zeigt eine starke Resistenz gegeniiber systemischer Chemotherapie was eine sehr
schlechte Prognose fiir den Patienten zur Folge hat. Ein Grund fiir die extreme
Chemoresistenz der Melanome ist die hohe Resistenz gegeniiber dem Zelltod durch Apoptose,
v.a. im fortgeschrittenen Stadium der Melanomprogression (96). Die Apoptose-Resistenz
erweist sich im Verlauf der Metastasierung mehrfach als niitzlich, z.B. bei der Uberwindung
himodynamischer Scherkrifte, des Immunsystems, des Zelltods infolge der Auflésung von
Zell-Zell-Kontakten (Anoikis) und bei der Adaption an eine neue zellulire Umgebung (109).
Man kann daraus schlussfolgern, dass wihrend der Tumorigenese ein Selektionsdruck in
Richtung Apoptose-Resistenz auf die Zellen herrscht. Die Chemoresistenz wird im Melanom
u.a. durch Apoptose-Defekte vermittelt, die sich die Zellen wihrend der Tumorprogression
aneignen. Dazu zidhlen aktivierte anti-apoptotische Faktoren wie Survivin (110), Inaktivierung
von pro-apoptotischen Faktoren wie Apaf-1 (111) und die Verstirkung von
Uberlebenssignalen wie B-Raf (112). Ein Hauptsensor fiir apoptotische Stimuli, wie z.B.
Chemotherapeutika, ist das Tumorsuppressorprotein p53, dessen Funktion durch ATAp73
inhibiert wird (58). Demnach konnen dominant-negative ATAp73-Varianten bei der
Apoptose- und Chemoresistenz und bei der Melanomprogression bis hin zur Metastasierung
beteiligt sein.

Wenn dies der Fall ist, wiirde ein Therapieansatz auf der Basis von ATAp73-Inhibition
vermutlich zur Sensibilisierung der Primédrtumoren und der Metastasen gegeniiber

Chemotherapie und zur Verbesserung der Uberlebenschancen der Patienten beitragen.

1.8 Arbeitshypothese und Zielstellung

Basierend auf den o.g. Ergebnissen von Tuve et al. (69), sollte die Rolle von
transaktivierungsdefizienten ATAp73-Isoformen wéhrend der Tumorprogression des
malignen Melanoms aufgeklirt werden. Es wird postuliert, dass die Expression der ATAp73-
Isoformen in ursdchlichem Zusammenhang mit der Entstehung von Melanommetastasen

steht. Demnach wiirde die Expression dieser Transkripte in nicht metastasierenden
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Melanomzellen zur Entwicklung eines invasiveren Phinotyps fithren. Dazu wurden zwei nicht
metastasierende Melanomzelllinien dauerhaft mit einer ATAp73-Variante (p73AExon2/3[3)
transfiziert und die Auswirkungen der Langzeitexpression dieses Transkripts auf das in-vitro-
Verhalten der Zellen beobachtet. Der Schwerpunkt sollte auf Zelleigenschaften liegen, die
bedeutend sind fiir die fortschreitende Tumorprogression, wie Zellproliferation, Zelladhésion,
Zellmigration, Zellinvasion, Apoptose-Resistenz und Organisation des Zytoskeletts. Durch
die Microarray-Technik sollten die Genexpressionsmuster ATAp73-exprimierender, primér
nicht metastasierender Melanomzelllinien mit denen der parentalen, nicht metastasierenden
und der primir metastasierenden Zelllinien verglichen werden. Dies sollte Aufschliisse iiber
Signalwege geben, die zur Ausbildung des invasiveren Phénotyps fithren konnten und die
durch p73 bzw. ATAp73 reguliert werden. Auf diese Weise sollte ein komplexer Einblick in
die Funktionsweise der transaktivierungsdefizienten p73-Formen (ATAp73) und deren Rolle

bei der Melanomprogression gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

Es wurden vier Melanomzelllinien verwendet. Mel 3 (SK-Mel-19) und Mel 5 (SK-Mel-29)
sind nicht invasive Melanomzelllinien. Mel 9 (SK-Mel-103) und Mel 10 (SK-Mel-147) sind
aggressive Melanomzelllinien, die nach intravendser Injektion in Nacktmiuse experimentelle
Lungenmetastasen bilden. Alle Zelllinien wurden aus Melanommetastasen von Patienten
isoliert. Des Weiteren wurden von Mel 3 und Mel 5 abstammende stabile Zelllinien benutzt,

die die transaktivierungsdefiziente Isoform p73Aexon2/3f exprimieren.

2.1.2 Plasmide, Adenoviren

Zur Herstellung der ATAp73-exprimierenden stabilen Zelllinien wurde das Plasmid
pIRESpuro2p73d2/3beta (kloniert von Thorsten Stiewe) verwendet. Als Kontrolle wurden
Zelllinien benutzt, die den backbone-Vektor pIRESpuro2 (Clontech) stabil exprimieren. Der
Vektor enthilt eine internal ribosome entry site (IRES), die es ermoglicht, dass zwei offene
Leserahmen (ORF) von einer mRNA translatiert werden. Dabei handelt es sich zum einen um
den ORF fiir die Puromycinresistenz und zum anderen um das eingefiigte Fremdgen
(ATApP73).

Zur transienten Expression von ATAp73 wurde der Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren
durchgefiihrt. Dafiir kamen AdGFPATAp73, AdGFP, AdshGFP und Adshp73 zum Einsatz.
Alle sind adenovirale Erstgenerationsvektoren, deren Expression unter der Kontrolle des
CMV-Promoters steht. AAGFPATAp73 exprimiert die p73-Isoform p73AEx2/3f und GFP
(griin fluoreszierendes Protein) als zwei unabhingige Expressionskassetten (Stiewe et al.
2002). AdGFP wurde als Kontrollvektor verwendet, um eventuell auftretende GFP-vermittelte
Effekte auszuschlie3en.

Zur Hemmung der p73-Expression wurde Adshp73 (Buhlmann et al., 2008) verwendet, der
eine short hairpin RNA (shRNA) exprimiert, die die Expression von Genen mittels RNA-
Interferenz behindert. Der Kontrollvektor dafiir ist AdshGFP (Stanelle et al., 2005) zur
Inhibierung der GFP-Expression.

2.1.3 Antikorper
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Primire Antikorper Beschreibung Firma Anwendung
p73 (ER-15) Monoklonal (Maus), Becton Dickinson Western Blot
reagiert mit humanen Biosciences
p730/B Isoformen (AS 367- (Heidelberg)
380)
Aktin (C-11) Polyklonal (Ziege), reagiert Santa Cruz Western Blot
mit C-Terminus von Aktin  Biotechnology
(Heidelberg)
E-Cadherin Monoklonal (Maus), Santa Cruz Western Blot
Immunogen war die Biotechnology
humane Brustkrebszelllinie (Heidelberg)
T471
Vimentin (V9) Monoklonal (Maus) Santa Cruz Immunfluoreszenz
Biotechnology
(Heidelberg)
B-Catenin (clone 14) Monoklonal (Maus), Becton Dickinson Immunfluoreszenz
Immunogen AS 571-781 Biosciences
des murinen B-Catenins (Heidelberg)

Fiir Western Blots wurden Meerrettichperoxidase (‘horse radish peroxidase', HRP)-
gekoppelte Sekundirantikorper verwendet: sheep anti-mouse (Amersham Biosciences,
Freiburg) bzw. bovine anti-goat (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg). Fiir die

Immunfluoreszenzmikroskopie wurde anti-mouse-Alexa-Fluor 488 (Mobitec) eingesetzt.

2.1.4 Chemikalien, Puffer und Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden von folgenden
Firmen bezogen: Amersham Biosciences (Freiburg), Bio-Rad (Miinchen), Fermentas (St.
Leon-Rot), Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), PAA (Pasching, Osterreich), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen). Verwendete Puffer
und Losungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, nach Standardprotokollen hergestellt
(Sambrook et al., 1989). Restriktionsenzyme sowie DNA-modifizierende Enzyme wurden
von Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs (Frankfurt), Promega (Mannheim), Roche

(Mannheim) und Stratagene (Heidelberg) erworben.

2.1.5 Oligonukleotide

Fir die semiquantitative Analyse der Genexpression mittels RT-PCR wurde die aus der

mRNA gewonnene cDNA mit folgenden Primern (Metabion) amplifiziert.
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Gen

S100 calcium binding
protein A2

S100 calcium binding
protein A4
P73AExon2/3

Cadherinl, E-Cadherin
Matrix Metalloproteinase 8
SEMAG6A

CHL1

Estrogen-Receptor 2
Dipeptidyl Peptidase IV

chemokine (C-C motif)
ligand 20

ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1
secreted phosphoprotein 1
(osteopontin)

Flserpin peptidase inhibitor,
clade F, member 1= Pigment
epithelium-derived factor;
PEDF

carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion
molecule 1

ribosomal protein S9

chondroitin sulfate
proteoglycan 2 (versican)
Kollagen Typ XVIII

chemokine (C-C motif)
ligand 2
Vinculin

Integrin a6

transforming growth factor,
beta 2

ADAM metallopeptidase
domain 19

Primername

S100A2sense (neu)

S100A2antisense (neu)

S100A4_F:
S100A4_R:

ATAp73_sense
ATAp73_antisense
CDH1 sense
CDH1 antisense
MMP8sense
MMP8antisense:
SEMAGA_s
SEMAGA _as
CHL1 sense
CHL1 antisense
ESR2_sense:
ESR2_antisense:
DPP4_sense:
DPP4_antisense:
CCL20_sense:
CCL20_antisense:

ENTPDI1_s
ENTPDI1_as

SPPI1_s
SPP1_as
SerpinF1_s
SerpinF1_as

CEACAM1sense
CEACAM lantisense

S9_sense
S9_antisense
CSPG2sense
CSPG2antisense

COL18A1-s
COL18A1-as

CCL2_s

CCL2_as

Vinculin_F :
Vinculin_R :
Integrin_a6_sense:
Integrin_a6_antisense:
TGFB2_s

TGFB2_as

ADAMI19_F:
ADAMI19_R:

Sequenz (5°23")

TGGTCTGCCACAGATCCA
CCATGGCAGGAAGTCAAG

AACTTGGACAGCAACAGGGACAAC
TTGCTCAGCATCAAGCACGTGT

GGCTGCGACGGCTGCAGGCC
CAGGCGCCGGCGACATGG
GCTTTGACGCCGAGAGCTACA
TCCCAGGCGTAGACCAAGAAA
ATGTGACGGGGAAGCCAAATG
GGATTCCATTGGGTCCATCAA
TTCTCAGGCTGATTTTCCTTCCC
GGAGCCACCACACTTAAATGCTG
TAGATGCACCCGTGTTTG
AGCTTTGGCTGAACCCTA
ACACCTGGGCACCTTTCTCC
ACAAGGCGGTACCCACATCTC
GGCAGGAGCTGTGAATCCAAC
TCCCGATGACTTCCCAGGTG
TGCGGCGAATCAGAAGCA
AACCTCCAACCCCAGCAA

AGGCATTTACCTGACTGATTGCA
AGTAATCCAGCCATAGGCACCTTC

TGATGACCATGTGGACAGCCA
GGTCATCCAGCTGACTCGTTTC

TTACGAAGGCGAAGTCACCAAGTC
TGTGTCTGTGTCCCTCAGTACGAA

GCTGCACTGGTGCTAATGCC
ATGCACAGTCCGTGTCAGGG

GATCAGAAGGACCCACGGCGT
GAGACAATCCAGCAGCCCAGG
ACTGATGGCAGCACACTGCAA
CGGCTCCAACGATGATCATG

GTCCAGCTGAGCGCCAGG
CTGGCGCTGCCCTGAGTC
AGATGCAATCAATGCCCCAGTCAC
TAGCTGCAGATTCTTGGGTTGTGG

GACTCCAAACTGAACCAGGCCAAA
CTTCAGCCAAAGCACCTCGAATCT
CGAGACATCTTTGGGCGGTG
TCAGCAAAACCACGGCTCC
GCAGAAGGCGAATGGCTCTC
ATACGGGCATGCTCCAGCA

GAAAGCCCCGTGAGAGAAAAGCAT
AGCCACGAGGTAAAGCTCCACATA
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2.1.6 Kits

Name

ECL Plus Western Blotting Detection System

Effectene Transfection Reagent
Omniscript RT Kit

QIAamp DNA Mini Kit
RNase-Free DNase Set
RNeasy Mini Kit
HotMasterMix 2.5x

Luciferase Assay System

Nucleo-Bond

SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrate

TACS™ XTT Cell Proliferation Assay
BioArray™ HighYield™ RNA transcript

Firma

Amersham Biosciences (Freiburg)

Qiagen (Hilden)

Eppendorf (Hamburg) / 5 Prime (Hamburg)
Promega (Mannheim)

Macherey-Nagel (Diiren)

Pierce (Bonn)

Trevigen® (Gaithersburg, USA)

Jabeling kit Enzo (USA)

2.1.7 Gerate
Geritename Geriteart Hersteller
Axiovert 25 . . s
Axiovert 40 Mikroskop Carl Zeiss (Gottingen)
BioPhotometer Fotometer Eppendorf (Hamburg)

.. Renner GmbH
Celloshaker Schiittler (Dannstadt)
Centrifuge 5415C Zentrifuge
Centrifuge 5415R Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)
Curix 60 Filmentwicklungsmaschine AGFA Health Care
(Berlin)

FACSCalibur Durchflusszytometer BD (Heidelberg)
GS Gene-linker™ UV-Kammer
Hera Cell 240 CO,-Inkubator Heraeus (Osterode)
Hera Safe Sicherheitskabinett Kendro (Langenselbold)
1Cycler Thermozykler Bio-Rad (Miinchen)
Lumat LB 9507 Luminometer Berthold Technologies
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(Bad Wildbad)
Mastercycler gradient Thermocycler Eppendorf (Hamburg)
MicroCam 3.3 Digitalkamera dh? (Gr_elfensteln-
Beilstein)

. System fiir vertikale . .
Mini-PROTEAN 3 Gelelektrophorese Bio-Rad (Miinchen)
Multifuge 3L-R Zentrifuge Heraeus (Osterode)
MyCycler Thermozykler Bio-Rad (Miinchen)
S @feflow 1.2 Zellkultur-Werkbank Nunc (Wiesbaden)
Shaker TH15 Inkubationsschiittler Edmund Buehler

(Tiibingen)

Sonoplus Ultrasonic
Homogenizer HD3100

Sub-Cell GT System

Ultraschall-Homogenisator

System fiir horizontale Bio-Rad (Miinchen)

Gelelektrophorese
Thermo mixer comfort Thermomixer Eppendorf (Hamburg)
Trans-Blot SD System Blot-Kammer Bio-Rad (Miinchen)
UV-Dokumentation UV-Dokumentationsgerét ITF Labortechnik
(Wasserburg)
. . . Vilber Lourmat
UV-Tisch UV-Transilluminator (Eberhardzell)

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Arbeitstechniken

2.2.1.1 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die Bestimmung der DNA- bzw. RNA-Konzentration erfolgte photometrisch iiber die
Extinktion einer wissrigen Nukleinsdurelosung bei einer Wellenldnge von 260 nm. Dazu
wurden die Nukleinsduren 1:100 mit Wasser verdiinnt und in Quarzkiivetten tiberfiihrt. Eine
optische Dichte von 1 bei 260 nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw.
einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Um die Verunreinigung der Nukleinsduren mit
Protein abzuschitzen, wurde die Absorption bei 280 nm bestimmt und das Verhiltnis
A260/A280 berechnet. Liegt dieser Wert bei DNA-Proben zwischen 1,6-2,0 und bei RNA-

Proben zwischen 1,7-2,0 ist die Probe rein.

2.2.1.2 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit der Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Um die Transkriptmenge eines bestimmten Gens in verschiedenen
Zellproben miteinander zu vergleichen, wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben und

genspezifische Fragmente der cDNA amplifiziert.
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Fiir die Amplifikationsreaktion wurde der HotMasterMix der Firma Eppendorf bzw. 5 Prime
(Hamburg) verwendet. Dieser enthilt Tag-Polymerase, dNTPs, MgCl, und PCR-Puffer.
Der Standard-PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

cDNA-Template: 1l

HotMasterMix: 8 ul
Primer sense: 0,8 ul
Primer antisense: 0,8 ul
ddH,O0: ad 20 pl

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler als sogenannte "Touchdown-PCR" nach

folgendem Programm (Ty1 = Schmelztemperatur der Primer):

1) 95°C 5 min
2) 95°C 15 sek
3) Tm +2°C, (-0.5°C/Zyklus) 30 sek
4) 72°C, 1 min
5) 9x Schritte 2-4

6) 95°C, 15 sek
7) Tm -3°C, 30 sek Zyklen
8) 72°C, 1 min
9) 14-24x Schritte 6-8

10) 72°C, 7 min
11) 4°C 0

Um ein semi-quantitatives Resultat zu erhalten, wurde die niedrigste Anzahl an Zyklen
verwendet, die notig war, um ein deutliches Signal im linearen Bereich der Reaktion zu
erhalten.

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Gelelektrophorese iiberpriift.

2.2.1.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel in horizontalen Elektrophoresekammern
aufgetrennt. Es wurden bei einer Fragmentgrofe von 300-500 Bp ein 1,5%-iges Agarosegel
verwendet. Ein Agarosegel wurde aus 1x TAE-Puffer, Agarose und 0,2 pg/ml
Ethidiumbromid hergestellt. Zundchst wurden die in TAE geloste Agarose aufgekocht und
nach dem Abkiihlen auf etwa 50°C wurde das Ethidiumbromid zugefiigt. Dann wurde die
Losung in einen Gelschlitten gegossen. Nach der Polymerisation wurde das Gel in einer
Elektrophoresekammer mit 1XTAE iiberschichtet, die Proben aufgetragen und 30 bis 60 min

bei einer Spannung von 10-15 V/cm aufgetrennt. Die DNA wurde wihrend der
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Elektrophorese durch das Ethidiumbromid angefirbt und wurde anschlieBend durch UV-Licht

sichtbar gemacht.

50x TAE-Puffer : 2 M Tris/Acetat
150 mM EDTA pH 8,0

6x DNA-Probenpuffer:  0,03% (w/v) Bromphenolblau
0,03% (w/v) Xylencyanol FF
60% (v/v) Glycerin
60 mM EDTA
10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

2.2.2 RNA-Arbeitstechniken

2.2.2.1 RNA-Extraktion

Die RNA aus den Zelllinien wurde mit dem ,,RNeasy Mini Kit*“ der Firma QIAGEN isoliert.
Dazu wurden die Zellen zunichst mit einem Zellschaber von der KulturgefiBoberfliche
abgelost. Das Zellpellet wurde in RLT-Puffer mit f-Mercaptoethanol resuspendiert und zur
Homogenisierung auf eine QIA-Shredder-Saule der Firma QIAGEN gegeben. Die weitere
Bearbeitung der Proben erfolgte nach dem Protokoll ,Isolation der Gesamt-RNA aus
tierischen Zellen* aus dem Handbuch des ,,RNeasy Mini Kits*“. Dabei wurde zusitzlich die
genomische DNA durch den Einsatz des RNase-free DNase Set (Qiagen) entfernt, um das
PCR-Ergebnis nicht zu verfilschen. Im letzten Schritt der Aufreinigung wurde die RNA in 50
ul RNAse-freies Aqua bidest eluiert. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.2.2.2 Reverse Transkription

Die Herstellung von cDNA aus zuvor isolierter Gesamt-RNA erfolgte durch Reverse
Transkription mit dem Omniscript RT-Kit (Qiagen, Hilden). In einem 100 pl PCR-
Eppendorfgefil wurden je 2 ug RNA mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 12,5 pl
gebracht und mit je 7,5 ul Master Mix auf 20 ul aufgefiillt.

Der Master-Mix setzte sich wie folgt zusammen:
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2 ul 10x RT-Puffer

2 ul Oligo-dT-Primer (10 uM)

2 ul dNTP-Mix (5 mM)

I ul Reverse Transkriptase (4 U/ul)

0,5 ul RNasin (40 U/ul)
Der 20 pl-Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C im Thermocycler inkubiert, 5 Minuten bei
95°C denaturiert und anschlieBend mit 20 ul Aqua bidest auf ein Endvolumen von 40 pl

aufgefiillt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die cDNA-L&sungen bei —20°C aufbewahrt.

2.2.3 Protein-Arbeitstechniken

2.2.3.1 Proteinextraktion

Zur Gewinnung von Gesamtproteinextrakten aus kultivierten Zellen, wurden die Zellen mit
Zellschabern vom Kulturgefal gelost, im Medium resuspendiert und in der Zentrifuge fiir 10
Minuten bei 1000 rpm sedimentiert. Das Zellpellet wurde, abhiingig von der Anzahl der
Zellen, in 50-200 ul RIPA-Puffer mit 1x Proteaseinhibitor-Cocktail (PI) Complete Mini
(Roche) resuspendiert und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat
fir 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert, um die Zelltrimmer zu entfernen. Vom
Uberstand mit dem geldsten Protein wurde ein Aliquot fiir die Proteinkonzentrations-

Bestimmung abgenommen und der Rest bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HC1 pH 7,2
150 mM NaCl
0,1% (w/v) SDS
1% Na-Desoxycholat
1% Triton X-100

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration von Gesamtzellextrakten wurde mit Hilfe des Bradford-Assays
(Bio-Rad, Miinchen) bestimmt. Hierzu wurde 1 ul Proteinextrakt mit 99 ul PBS, 700 ul Aqua
dest und 200 pl 5x Bradford-Reagenz versetzt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die optische Dichte der Losung bei 595 nm mit einem
Photometer gemessen. Anhand einer BSA-Eichkurve mit bekannten Proteinkonzentrationen

wurde die Konzentration errechnet.
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2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese im
diskontinuierlichen Puffersystem unter denaturierenden Bedingungen. Die Zusammensetzung
und Herstellung der verwendeten Trenn- und Sammelgele erfolgte gemédfl Sambrook et al.
(1989). Eingesetzt wurden je nach Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine 7,5-
12,5%-ige Polyacrylamid-Gele. Die Protein-Proben (100-200 pg) wurden mit 1x Lane Marker
Non-Reducing Sample buffer (Pierce, Bonn) sowie mit DTT (Endkonzentration 100 mM)
gemischt und fiir 10 min bei 95°C denaturiert.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte im elektrischen Feld in einer MiniPROTEAN I
Kammer (Bio-Rad) bei einer konstanten Spannung von 100 V fiir 2-4 Stunden (abhingig vom

Molekulargewicht des nachzuweisenden Proteins).

5x SDS-Laufpuffer: 125 mM Tris
125 mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

Sammelgel:
H,O 6,4 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5 ml
10% SDS 100 ul
Acrylamid (40%) 1,0 ml
TEMED 11 pl
30% Ammoniumpersulfat 17 pl

Trenngel:

8% 10% 12%
H,O 5,4 ml 4,9 ml 4,4 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
10% SDS 100 pl 100 pl 100 pl
Acrylamid (40%) 2,0ml 2,5ml 3,0ml
TEMED 6 ul 6 ul 6 ul
30% Ammoniumpersulfat 17 ul 17 ul 17 ul
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2.2.3.4 Western-Blot und Immundetektion

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrocellulose-Membran
(Hybond ECL, Amersham, Freiburg) iibertragen. Dies geschah als semi-dry blotting-
Verfahren mit Hilfe der Trans Blot SD-Zelle (Bio-Rad, Miinchen). Es wurde 90 Minuten bei
1,25 mA/cm Membranfldche geblottet. AnschlieBend wurde die Membran fiir eine Stunde in
TBS mit 0,1% Tween-20 (TBST 0,1%) und 10% (w/v) Milchpulver blockiert. Die
Primérantikdrper wurden 1:200 bis 1:2000 in TBST 0,1% mit 5% (w/v) Milchpulver verdiinnt
und die Membran iiber Nacht bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Unspezifisch gebundene
Antikorper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran mit TBST 0,1% entfernt.
Danach wurde die Membran mit dem entsprechenden horse radish peroxidase (HRP)
gekoppelten Zweitantikorper fiir eine Stunde inkubiert. Es folgten weitere Waschschritte
(dreimal mit TBST 0,1%, zweimal mit TBST 0,2% und einmal mit TBS). Die
Chemilumineszenz des Zweitantikorpers wurde mit Hilfe des ECL Plus Western Blotting
Detection Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) detektiert. Die Chemolumineszenzfilme

(Amersham Biosciences) wurden im Curix 60 (AGFA Health Care, Deutschland) entwickelt.

5x Transferpuffer: 970 mM Glycin
125 mM Tris/HCl
pH 8,3

10x TBS-Puffer: 200 mM Tris
1,35 M Na(Cl
pH 7,6

2.2.4 Zellbiologische Arbeitstechniken
2.2.4.1 Zellkultur

Alle verwendeten Melanomzelllinien wurden in DMEM mit 10% hitzeinaktiviertem FBS
(fetal bovine serum) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Zellen wurden alle
7 Tage passagiert, Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage. Zum Passagieren wurde das
Kulturmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA-Losung
fiir 5 min bei 37°C und unter 5% CO;-Atmosphire inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in

frisches Medium aufgenommen und i1.d.R. 1:10 auf neue Kulturgefde gesplittet. Im
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Fliissigstickstoff gelagerte Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, abzentrifugiert,
das Zellpellet in 10 ml Medium aufgenommen und in Zellkulturschalen iiberfiihrt. Zur
Lagerung in Flissigstickstoff wurden die Zellen mit PBS gewaschen, durch Trypsin/EDTA
gelost und in Medium, erginzt mit 10% DMSO, resuspendiert. Dann wurden die Zellen in
speziellen Kryoboxen (Kiihlmittel Isopropanol) langsam bis auf —70°C heruntergekiihlt und

anschliefend in den Fliissigstickstoff tiberfiihrt.

2.2.4.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hidmatozytometers (nach Neubauer) bestimmt. Dabei
wurden 20 pl einer 10 ml Zellsuspension mit 70 ul PBS und 10 pl Trypanblau gemischt.
Davon wurden 10 pl auf ein Hidmatozytometer aufgetragen. Die vitalen Zellen, die den
Farbstoff Trypanblau nicht aufnehmen, wurden in der Zidhlkammer gezédhlt und die Anzahl
der Zellen pro ml mit folgender Formel berechnet:

Durchschnittliche Zellzahl x VD 5 x 10° = Zellen pro ml

2.2.4.3 Stabile Transfektion

Die nicht metastasierenden Melanomzelllinien Mel 3 und Mel 5 wurden mit dem
Expressionsplasmid pIRESpuro2-p73D2/3b bzw. fiir die Kontrolle mit pIRESpuro2 stabil
transfiziert. Dazu wurden 1x10° Zellen mit 5 ug des zuvor mit dem Restriktionsenzym X#ol
linearisierten, aufgereinigten Plasmids transfiziert. Die Transfektion erfolgte mit dem
Effectene Transfection Reagent Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Nach zwei
Tagen Inkubation wurden die Zellen von einer 6-cm-Platte auf zehn 10-cm-Kulturplatten
gesplittet und nach weiteren zwei Tagen wurde mit der Selektion auf Puromycin-Resistenz
begonnen. Dazu wurden dem Kulturmedium 0,25 pg/ml Puromycin zugefiigt. Die erfolgreich
transfizierten Zellen konnten somit iiberleben und die untransfizierten Zellen starben. Nach 3-
4 Wochen waren einzelne Kolonien (Klone) entstanden, die dann mit einer Pipettenspitze
vorsichtig in 24-Well-Platten {iberfithrt wurden. Die einzelnen Klone wurden unter

dauerhafter Puromycin-Gabe kultiviert, um die stabil transfizierten Zellen zu selektieren.

2.2.4.4 Transduktion von Zellen mit adenoviralen Vektoren

Um einen Gentransfer in die Melanomzelllinien mittels adenoviralen Vektoren durchfiihren
zu konnen, wurde fiir jede Zelllinie zunichst die entsprechende Infektionsmultiplizitidt (MOI)

bestimmt. Der MOI sagt aus, mit wie vielen Viruspartikeln eine Zelle erfolgreich zu 100%
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transduziert wird. Fiir die Transduktion wurden die Zellen vorher gezihlt. Dann wurde das
Kulturmedium entfernt und die Vektoren in kleinstem Volumen (ca. 5% des
Ausgangsvolumens) Kulturmedium auf die Zellen gegeben und fiir 30 Minuten bei 37°C

inkubiert. Danach wurde die Restmenge Medium zu den Zellen gegeben.

2.2.4.5 Colony formation Assay

Um das Wachstum der Zellen im Softagar zu analysieren, wurden 3x10* Zellen in 1 ml
2xDMEM mit 30% FBS resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit 1 ml 0,7%
Agarose (Invitrogen) gemischt. Diese Mischung wurde in 6-Well-Platten auf einen
Grundagar, der zu gleichen Anteilen aus 1% Agarose und 2xDMEM besteht, gegeben. Nach
drei-wochiger Inkubationszeit wurden die Kolonien, die aus mindestens drei Zellen bestanden

im Mikroskop betrachtet und gezéhlt. Die Versuche wurden als Doppelansatz durchgefiihrt.

2.2.4.6 In-vitro-Invasionsassay (Boyden-Chamber-Assay)

Die dreidimensionale Invasivitit der Melanomzelllinien wurde mit Hilfe eines modifizierten
Boyden-Chamber-Assays analysiert. Dazu wurden Polyethylen-Terephtalat-Membranen der
Firma BD (erhéltlich als cell culture inserts) mit 8 um grolen Membranporen mit Matrigel™
Basalmembran-Matrix (Fa. BD Biosciences) beschichtet. Das Matrigel™ wurde dazu 1:3 mit
kaltem, serumfreien Kulturmedium verdiinnt, die Endkonzentration betrug 3,1 mg/ml
Matrigel™. Abbildung 2.1 zeigt den Aufbau einer Boyden Chamber. Auf die beschichtete
Membran wurden die Zellen ausgebracht. Fiir ein 6-Well-Insert wurden i.d.R. 1x10° Zellen
ausgesit. Diese wurden zuvor trypsiniert, in serumfreies Medium aufgenommen und gezihlt.
In der oberen Hilfte der Boyden Chamber befindet sich serumfreies Medium, in die untere
Kammer wird serumhaltiges (10%) Kulturmedium eingefiillt, dieses dient als

Chemoattraktant fur die Zellen.
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Abb. 2.1 Aufbau einer Boyden Chamber

Die Zellen wurden in den Boyden Chambers fiir drei Tage bei 37°C inkubiert. Dann wurden
die Zellen auf der Oberseite der Membran vorsichtig mit einem Wattestibchen entfernt, und
die Zellen, die auf die andere Seite der Membran gewandert waren mit Methanol abs. fixiert
und mit DAPI (Fa. Roche) angefirbt. Pro Membran wurden fiinf Felder im Mikroskop
fotografiert und die Zellen ausgezihlt. Dabei wurden bei jeder Membran die gleichen

Bereiche analysiert (sieche Abbildung 2.2).

Membran

o

©
OO

Abb. 2.2 Die Auszihlung der Zellen auf den Membranen erfolgte immer nach dem gleichen Schema.
Es wurden immer fiinf Felder in dieser Anordnung ausgezihlt.
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2.2.4.7 In-vitro-Migrations-Assay (Scratch Assay)

Fir die Untersuchung der zweidimensionalen Migrationsfdhigkeit von Zellen, wurde der
Scratch-Assay, auch Wound-Healing-Assay genannt, eingesetzt. Dafiir wurden die Zellen in
6-Well-Platten ausgesit und bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. In die Monolayer
wurde mit einer sterilen Pipettenspitze eine Wunde gekratzt und die abgelosten Zellen mit
PBS abgespiilt. Die Einwanderung der Zellen in den Spalt wurde iiber mehrere Tage

dokumentiert. Die Experimente wurden als Doppelansatz durchgefiihrt.

2.2.4.8 Anoikis-Assay

Um zu testen, ob die Melanomzellen durch die ektope Expression von ATAp73 eine erhohte
Resistenz gegen Anoikis (=Zelltod durch Verlust von Zell-Matrix-Kontakten) entwickeln,
wurden die Zellen unter nicht adhirenten Bedingungen kultiviert. Dies wurde erreicht, indem
die Zellen auf polyHEMA-beschichteten 96-Well-Platten kultiviert wurden. PolyHEMA
(poly-2-hydroxyethylmethacrylate, Sigma, Germany) verhindert die Anheftung von Zellen an
den Boden des KulturgefiBBes. 96-Well-Platten wurden mit 50 ul einer PolyHEMA-Losung
(Endkonzentration 12 mg/ml, Stocklosung 60 mg/ml) beschichtet. Die Platten wurden iiber
Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und vor Gebrauch dreimal mit PBS gewaschen. Fiir das
Experiment wurden pro Well 4x10° Zellen ausgesiit und fiir ein bis drei Tage kultiviert.
Unbeschichtete Platten wurden als Kontrolle verwendet. AnschlieBend wurde die Vitalitédt der
Zellen mit Hilfe des XTT-Assays (Kit: TACS™ XTT Cell Proliferation Assay, Trevigen®)
bestimmt. Die Messung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
photometrische Bestimmung des umgesetzten XTT erfolgte nach vier Stunden im ELISA-
Reader bei einer Wellenldnge von 490 nm gegen den Referenzwert von 690 nm. Pro Probe

wurden fiinf Ansitze gefahren.

2.2.4.9 Zelladhésionsassay

Die Adhisionseffizienz der verschiedenen Zelllinien an die extrazelluliren Matrix-
Komponenten Laminin und Fibronektin wurde in vitro untersucht. Dazu wurden 24-Well-
Platten mit je 200 pl einer Lamininlosung (Fa. Sigma) mit einer Endkonzentration von 5
ug/ml, bzw. mit Fibronektin (Fa. BD Biosciences) mit einer Enkonzentration von 25 ug/ml
beschichtet. Unbeschichtete Kulturplatten wurden als Kontrolle verwendet. Pro Well wurden
1,3x10° Zellen ausgesit und fiir vier bis acht Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die
nicht angehefteten Zellen mit PBS abgewaschen und die adhidrenten Zellen in 10%

Formaldehyd fixiert und mit 0,1% Kristallviolett in 25% Methanol gefédrbt. Nach dreifachem
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Waschen der fixierten Zellen mit Aqua dest. wurden die Zellen mit 2% SDS lysiert. Dabei
wird der Farbstoff aus den Zellen ins Medium abgegeben. Die Farbintensitit, die mit der
Zellzahl korreliert, wurde im ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 595 nm bestimmt.

Alle Experimente wurden als Dreifachansatz durchgefiihrt.

2.2.4.10 Durchflusszytometrie-Analyse (Quantifizierung apoptotischer Zellen
durch Propidium-Iodidfarbung)

Die Zellen wurden zunichst mit Cisplatin (cDDP) oder Adriamycin (ADR) behandelt. Dazu
wurden dem Kulturmedium 7,5 pg/ml cDDP bzw. 1 pg/ml ADR zugesetzt. Die
Konzentrationen wurden in Vorexperimenten bestimmt, in denen ansteigende Zytostatika-
Konzentrationen hinsichtlich ihres apoptotischen Effekts getestet wurden. 24 bis 72 Stunden
nach Zugabe der Zytostatika wurden die Zellen geerntet. Dazu wurden die Zellen samt
Zellkulturiiberstand gesammelt und abzentrifugiert (10 min bei 4°C und 1200 rpm).
AnschlieBend wurde das Zellpellet mit eiskaltem PBS gewaschen und zentrifugiert (10 min
bei 4°C und 1200 rpm) und dann in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert. Nun wurden die Zellen
unter Vortexen mit 10 ml eiskaltem 70%-igen Ethanol fixiert und 24 Stunden bis 4 Wochen
bei —20°C gelagert. Die fixierten Zellen wurden zentrifugiert (10 min bei 4°C und 3000 rpm),
das Ethanol sorgfiltig abgenommen und das Pellet mit eiskaltem PBS gewaschen
(Zentrifugation jeweils 10 min bei 4°C und 3000 rpm). AnschlieBend wurden die Zellen in
500 pl PI-Firbelosung (1 mg/ml Propidiumiodid, 100 pg/ml RNase A in PBS) fiir mindestens
30 Minuten (dunkel, 4°C) inkubiert.

Das Prinzip dieser Apoptosemessung beruht auf der Firbung der Kern-DNA durch
Propidiumiodid. Fixierte apoptotische Zellkerne erscheinen im FACS als hypodiploider
DNA-Peak (Sub-Gl-Peak). Sie zeigen eine geringere Rotfluoreszenz aufgrund ihres
verminderten DNA-Gehalts, da fragmentierte DNA wihrend der Ethanol-Behandlung durch
die permeabilisierte Zellmembran austreten kann. Die FACS-Analyse wurde mit dem
FACSCalibur-Durchfluzytometer (Becton Dickinson, San Diego, USA) durchgefiihrt. Pro
Messung wurden die Daten von 10.000 Zellen erfasst und mit der CellQuest™ Software

(Becton Dickinson) ausgewertet.

2.2.4.11 Immunfluoreszenz

Fiir die Immunfirbung von Vimentin und B-Catenin wurden 4x10° Zellen auf Deckglidschen

in 6-Well-Platten ausgesidt. Die Deckgldschen waren zuvor fiir eine Stunde mit FBS
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beschichtet worden. Die Zellen konnten dann 48 Stunden im Brutschrank inkubieren. Dann
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in eiskaltem Aceton fiir eine Minute fixiert.
AnschlieBend wurden die Deckgldschen mit dem Primérantikorper iiber Nacht inkubiert. Die
Antikorper wurden 1:150 in PBS mit 1% BSA und 0,2% Triton X-100 verdiinnt. Danach
wurden die Deckgldschen dreimal je 5 Minuten mit PBS gewaschen und dann fiir eine Stunde
mit dem 1:1000 verdiinnten Sekundédrantikdrper (anti-mouse-Alexa-Fluor 488, Mobitec)
inkubiert. Die Zellkerne wurden mit Propidiumiodid (Endkonzentration 5 pg/ml, Sigma)
gegengefirbt. Zur Langzeiterhaltung der Fluoreszenz wurden die Deckgldschen mit einem
Eindeckmedium (Mobitec) iiberschichtet und auf Objekttriger iibertragen. Die
Dokumentation der gefirbten Zellen erfolgte durch konfokale laser scanning-Mikroskopie

(LSM 410, Carl Zeiss, Jena, Germany) unter Benutzung eines Argon-lonen-Lasers.

2.2.4.12 Aktinfarbung mit Phalloidin/TRITC

Fiir die Farbung des Aktin-Zytoskeletts wurde mit TRITC konjugiertes Phalloidin (Sigma)
verwendet, das an polymeres und oligomeres Aktin bindet. Die Behandlung der Zellen
erfolgte bis einschlieBlich der Fixierung mit Aceton wie bei der Immunfluoreszenz. Dann
wurden die Deckgldschen mit 1:100 in PBS verdiinntem Phalloidin/TRITC (Endkonzentration
10 pug/ml) inkubiert. Die weitere Behandlung der Proben und die Dokumentation erfolgte

dann wie in Abschnitt 2.2.4.11 erlédutert.

2.2.5 Oligonukleotid-Microarray Analyse

2.2.5.1 GeneChip®-Arrays/ GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 Array

Die Transkriptomanalyse wurde mit der GeneChip®-Technologie der Firma Affymetrix
(Santa Clara, USA) durchgefiihrt. High density Oligonukleotid-Microarrays, wie der
GeneChip®, ermdglichen eine gleichzeitige Expressionsanalyse von Tausenden von Genen.
Fiir diese Arbeit wurde der HG U133 Plus 2.0 GeneChip® Array verwendet. Dieser
beinhaltet 54.000 probesets und ermoglicht die Analyse von 47.000 Transkripten und
Transkriptvarianten bzw. von 38.500 humanen Genen. Die Oligonukleotidsonden werden in
situ auf dem Array synthetisiert. Eine Sonde (probe) besteht aus einer 25 Nukleotide langen

definierten Sequenz, die mit dem 3”-Ende des Trankriptes eines bestimmten Gens hybridisiert.
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Ein probeset setzt sich zusammen aus 11 Sonden fiir ein Transkript mit jeweils dazugehoriger

Negativkontrolle (mismatch probe).

2.2.5.2 cRNA-Priparation, Array-Hybridisierung und Datenprozessierung

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Zelllinien erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2.1
beschrieben. Es wurden fiir die Proben Mel5-ATAp73 versus MelS jeweils drei Replikate
hergestellt (d.h. drei Chips pro Probe) und fiir die Proben Mel3 und Mel5 versus Mel9 und
Mell0 jeweils zwei Replikate pro Probe. Die weiteren Schritte erfolgten in einer
Zusammenarbeit mit Dr. Dirk Koczan vom Institut fiir Immunologie, Universitdt Rostock.
Die in der Gesamt-RNA enthaltenen mRNAs wurden mit Hilfe eines T7-Oligo(dT)4-
Promotorprimers und des Enzyms SuperScript™ II reverse Transkriptase (Invitrogen, USA)
zunichst in einzelstringige cDNA umgeschrieben. Anschlieend wurde der komplementére
cDNA-Strang durch DNA-Polymerase I, DNA-Ligase und RNaseH synthetisiert. Die
Einfiihrung der T7-Promotersequenz in die cDNA ermdoglicht in einer sogenannten in vitro-
Transkriptionsreaktion mit Hilfe von T7-RNA-Polymerase (BioArray™ HighYield™ RNA
transcript labeling kit, Enzo, USA) die Umschreibung der cDNA in biotinylierte Antisense-
cRNA, die komplementir zu den auf dem Chip enthaltenen Sonden ist. Die Biotinylierung der
cRNA erfolgte dabei durch den Einsatz von biotinylierten UTP-Nukleotiden. Da jedes cDNA-
Molekiil viele Male abgeschrieben wird, kommt es in diesem Schritt zu einer linearen
Amplifizierung, wodurch erst geniigend Material fiir die Hybridisierung gewonnen wird. Die
Biotin-markierten cRNAs wurden nach Fragmentierung auf den Array hybridisiert
(Hybridisierungsofen: GeneChip® Hybridization Oven 640). Nach dem Auswaschen nicht-
komplementidrer cRNAs wurden die gebundenen komplementdren cRNAs mit Streptavidin-
Phycoerythrin und biotinyliertem anti-Streptavidin-Antikorper  gefirbt. Die
Fluoreszenzintensitit wurde in einem speziellen Laserscanner (GeneChip® Scanner 3000)
gemessen und quantifiziert.

Die Intensitit der Fluoreszenzsignale der probe cells wurde mit Hilfe der MAS5-Funktion der
Software  R/Bioconductor affy package (www.r-project.org/www.bioconductor.org)
berechnet. Mit diesem erfolgte auch die Hintergrund-Subtraktion. Die anschlieBende
Normalisierung aller Arrays bewirkt die uneingeschrinkte Vergleichbarkeit aller Arrays
miteinander, unabhidngig von individuellen technischen und experimentellen Parametern. Fiir
jedes probeset wird mit Hilfe der Fluoreszenzintensitit die Expressionshohe als absolutes

Signal berechnet. Zusitzlich zum absoluten Signalwert wird abhingig von bestimmten
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Schwellenwerten jedes probeset als present (d.h. exprimiert), marginal (d.h. gering
exprimiert) oder absent (d.h. nicht exprimiert) gekennzeichnet. Mit diesen Absolutwerten
wurden weitere statistische Berechnungen und letztlich die Vergleiche der Expressionsmuster

der verschiedenen Proben durchgefiihrt.

2.2.5.3 Auswertung der Array-Daten

Alle weiteren Berechnungen, d.h. die statistische Auswertung, Datenfilterung und Clustering
wurden mit Hilfe der Software GeneSpring GX 7.3.1 durchgefiihrt. Zunédchst wurden die
Arrays nochmals normalisiert. Dabei wurde zum einen per Chip iiber den Median aller
probesets normalisiert und zum anderen per Gen iiber den Median aller Arrays. Probesets, die
auf allen Arrays als absent galten, wurden dann herausgefiltert, um die Anzahl falsch-
positiver Gene zu reduzieren. Um differentiell exprimierte Gene zu bestimmen, wurden die
Arrays in Gruppen eingeteilt. Es wurden vier Gruppen gebildet, die in zwei zundchst
unabhingigen Analysen verglichen wurden (siehe Abb.2.3).
Analyse 1:
1) Mel5-ATAp73 (primir nicht metastasierende Zelllinie Mel5, die stabil ATAp73
exprimiert, je als Dreifachansatz)
2) Mel5-Kontrolle (primir nicht metastasierende Zelllinie Mel5 ohne ektope Expression
von ATAp73, je als Dreifachansatz)
Analyse 2:
3) Metastasierende Zelllinien (Mel9 und Mel10, je als Doppelansatz)
4) Nicht metastasierende Zelllinien (Mel3 und Mel3, je als Doppelansatz)

Dann erfolgte die statistische Auswertung mittels T-Test {iber die Gruppen. Gene mit einem
p-Wert < 0,05 und einer mindestens 2-fachen Expressionsdnderung wurden ausgewihlt. In
Analyse 1 wurden die Gene bestimmt, die in der nicht metastasierenden Zelllinie durch die
Expression von ATAp73 hoch— bzw. herunterreguliert wurden. In Analyse 2 wurden die Gene
identifiziert, die in metastasierenden Melanomzellen im Vergleich zu nicht metastasierenden
differentiell exprimiert werden. Nun wurde ein Kreuzvergleich zwischen beiden Analysen
durchgefiihrt und die Schnittmenge von probesets, die in beiden Analysen differentiell
reguliert werden, bestimmt. Aus dieser Schnittmenge wurden dann noch die Gene
herausgefiltert, die eine Funktion bei der Tumorinvasion ausiiben. Dies wurde erreicht, indem

nur Gene ausgesucht wurden, deren Funktionen unter den Begriffen Zellmotilitit,
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Zelladhidsion, Angiogenese, Aktin-Zytoskelett, Zellorganisation und Biogenese, EGFR-
Signalweg, TGFB-Signalweg oder Wnt-Rezeptor-Signalweg annotiert sind.

Analyse 1 Analyse 2

Mel 5-ATAP73 Metastasierend -
o T TR (Mel9 und Mel10) F

o Nicht
~Mel 5-Kontrolle -metastasierend
{Mel3 iind Mel5) .

Gene, die durch ATAp73 die in metastasierenden Zellen
reguliert werden hoth- bzw. runterreguliert sind

Gene, die in invasiven versus nicht invasiven Zellen differentiell reguliert
werden und deren Expression von ATAp73 beeinfluBt wird

Filtern der Gene nach
biologischer Funktion

Gene, die von ATAp73 reguliert werden und
an folgenden biologischen Prozessen
beteiligt sind:

Zellmotilitat, Zelladhdsion, Angiogenese, Aktin-
Zytoskelett, Zellorganisation und Biogenese, EGFR-
Signalweg, TGFB-Signalweg, Wnt-Rezeptor-Signalweg

Abb. 2.3 Schema fiir die Auswertung der Microarrays.

Auf diese Weise sollten aus den beiden Array-Analysen die Gene bestimmt werden, die die
Tumorprogression von Melanomzellen in Richtung Invasion und Metastasierung beeinflussen

und die durch ATAp73 reguliert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Exogene Expression von ATAp73 in nicht metastasierenden
humanen Melanom-Zelllinien

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss einer N-terminal verkiirzten Isoform des
Tumorsuppressors p73 auf zellulidre Prozesse, die wihrend der Tumorprogression in Richtung
Metastasenbildung von Bedeutung sind, zu untersuchen. Dazu sollte die Isoform
p73AExon2/3B (im weiteren als ATAp73 bezeichnet), der weite Bereiche der Exons 2 und 3
und damit die transkriptionelle Transaktivierungsdoméne des Proteins p73 fehlen, stabil in
humane Melanom-Zelllinien eingebracht werden. Es wurden Zelllinien ausgewihlt, die in
vivo nicht metastasieren. Diese wurden in fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von M.
Soengas genauer beschrieben (79). Es handelt sich dabei um die Zelllinien SK-Mel-19 und
SK-Mel-29, die aber im weiteren Verlauf Mel 3 und Mel 5 genannt werden. Als
Vergleichszelllinien dienten die metastasierenden Zelllinien SK-Mel-103 und SK-Mel-147
(weiterhin Mel 9 und Mel 10), die ebenfalls von Soengas et al. beschrieben worden sind. Alle
diese Zelllinien stammen von Melanommetastasen aus Patienten ab. Sie weisen jedoch stark
variierende Eigenschaften beziiglich ihres Verhaltens in vitro auf.

Zunichst wurden Mel 3 und Mel 5 mit dem Expressionsplasmid pIRESpuro2-p73AExon2/33
transfiziert und anschlieBend einzelne Klone unter Puromycin-Selektion isoliert. Die
Expression des Transgens wurde durch RT-PCR und Western Blot in einer Reihe von
Zellklonen (20 bis 30 Klone pro Zelllinie) getestet. Abbildung 3.1 zeigt die RNA (A)- und
Proteinbanden (B) jeweils zweier positiver Klone von Mel 3 und Mel 5. Dabei zeigen sich auf
Proteinebene durchaus Unterschiede in der Quantitdt der Genexpression. So bilden Klon 1
von Mel 3 und Klon 2 von Mel 5 deutlich mehr Protein als der jeweils andere Klon derselben
Zelllinie. Diese Klone wurden fiir die folgenden Experimente verwendet. Als Kontrolle
wurden Mel 3- und Mel 5- Klone benutzt, die mit dem leeren Expressionsplasmid
pIRESpuro2 transfiziert worden sind, und auf die gleiche Weise selektiert und kultiviert
wurden wie die ATAp73-exprimierenden Klone. Zusitzlich wurden alle weiteren
Experimente i.d.R. mit mindestens zwei Klonen durchgefiihrt, um unspezifische Effekte

ausschlieBen zu konnen.
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Abb.3.1: Expression des Transgens ATAp73 in den stabilen Zelllinien von Mel 3 und Mel 5 A) auf
RNA-Ebene durch RT-PCR nachgewiesen und B) als Proteinbanden im Western Blot.

3.2 Funktionelle Charakterisierung der ATAp73-exprimierenden
Zelllinien in vitro

Ausgangspunkt der Experimente war die Hypothese, dass ATAp73 das Wachstum von
Tumorzellen hinsichtlich Tumorinvasion und Metastasierung beeinflusst. Aus diesem Grunde
wurden mehrere Funktionsassays, die Zelleigenschaften wie substratunabhéngiges Wachstum,
Invasivitdt, Zellmigration, Zelladhdsion und Resistenz gegen Chemotherapeutika

charakterisieren, durchgefiihrt.

3.2.1 Soft-Agar-Assay

Die Fihigkeit, ohne Kontakt zu einem Substrat und anderen Zellen zu {iiberleben und zu
wachsen, wird nur Krebszellen zugeschrieben, d.h. ehemals normalen Korperzellen, die
maligne transformiert sind. Dies wird in vitro mit dem klassischen Soft-Agar-Assay
untersucht. Dieser liefert einen Hinweis auf eine erhohte Proliferationsrate. Dariiber hinaus
wiirde eine erhohte Fihigkeit zur Koloniebildung im Weichagar auch auf eine allgemein

erhohte Resistenz gegen physiologischen Stress hinweisen, dem die Zellen wiéhrend des
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Prozesses der Metastasierung ausgesetzt sind. Um Aufschluss iiber das Verhalten der
Transfektanten im Softagar zu erhalten, wurden die Zellen vereinzelt in einer Matrix aus mit
Agar verdicktem Kulturmedium ausgesit und fiir drei Wochen im Brutschrank kultiviert. In
Abbildung 3.2 sieht man die entstandenen Kolonien jeweils eines Klons von Mel 3 und Mel 5.

Als Kolonie wurde jede Zellansammlung, die aus mehr als 3 Zellen bestand, gezihlt.
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Abb. 3.2: Soft-Agar-Assay. Mel 3 und Mel 5, die stabil ATAp73 exprimieren, bilden schneller groere
Kolonien in einer halbfesten Agar-Matrix. (OU= optical unit, optische Einheit, entspricht einem
Bildausschnitt im Mikroskop)
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Der transgene Klon von Mel 5 bildete schon nach 10 Tagen kleine Kolonien aus, bei der
Kontroll-Zelllinie mit dem leeren Plasmid hingegen traten nur sehr vereinzelt Kolonien auf.
Dies bestitigte sich auch im weiteren Verlauf des Experiments. Die durchschnittliche
Koloniegrole nach 14 Tagen betrug bei Mel5-ATAp73 9 Zellen pro Kolonie und bei der
Kontrollzelllinie 3 Zellen pro Kolonie. Fiir Mel 3 war die Koloniebildung sowohl bei den
ATAp73-transfizierten Zellen als auch bei der Kontrolle geringer. Zwar konnte auch hier eine
statistisch signifikant erhohte Anzahl an Kolonien bei den transgenen Klonen gezeigt werden,
jedoch waren diese Kolonien kleiner und weniger zahlreich als bei Mel 5 (durchschnittliche
Koloniegrofle nach 14 Tagen fiir Mel3-ATAp73 4 Zellen pro Kolonie, fiir die Kontrolle 3
Zellen pro Kolonie). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine erhohte Expression der
onkogenen p73-Isoform die Fihigkeit der Melanomzellen erhoht, ohne Zell-Zell- und Zell-

Substrat-Kontakt zu iiberleben.

3.2.2 Boyden-Chamber-Assay

Wie schon im Methodenteil der Arbeit beschrieben, ist der Boyden-Chamber-Assay ein in-
vitro-Invasionsassay, der viele Schritte der Invasion relativ realistisch simulieren kann. So
miissen die Zellen an die extrazelluldre Matrix (Matrigel) adhérieren und durch sie und durch

die Poren einer Membran migrieren.

Nel 10
(VM)

Abb. 3.3: Boyden-Chamber-Assay. Ansicht der Membranen nach Entfernen der Zellen auf der
Oberseite und nach Anfirbung der Zellen auf der Unterseite mit DAPL. Mel 3 und Mel 5 sind nicht
metastasierend (NM), Mel 9 und Mel 10 sind metastasierend (MM) im experimentellen Mausmodell.
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In Abbildung 3.3 sind die Ergebnisse eines Vorexperiments zu sehen. Um zu iiberpriifen, ob
die metastatischen Zelllinien Mel 9 und Mel 10 wirklich invasive Eigenschaften aufweisen,
wurden sie mit den nicht metastatischen Zelllinien Mel 3 und Mel 5 hinsichtlich ihres
Verhaltens in der Boyden schen Kammer verglichen. Abbildung 3.3 zeigt die Zellen auf der
Unterseite der Membran, d.h. die Zellen, die erfolgreich durch das Matrigel und die Poren der
Membran durchgewandert sind. Es wird sehr deutlich, dass die metastasierenden Zelllinien
um ein vielfaches invasiver sind als die nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und Mel 5.
Dies zeigt sowohl, dass der Assay aussagekriftig ist, als auch, dass den Zelllinien ihre
urspriinglichen Eigenschaften erhalten geblieben sind.

Jetzt konnten die eigentlichen Untersuchungen mit den ATAp73-exprimierenden Klonen der
urspriinglich nicht metastatischen Zelllinien Mel 3 und Mel 5 erfolgen. Wieder wurden die
Experimente mehrmals unabhiingig und mit mehreren unterschiedlichen Klonen durchgefiihrt.
In Abbildung 3.4a sieht man die Resultate fir Mel 5 und zwei der transgenen Klone. Es
scheint, dass durch Langzeit-Expression der verkiirzten p73-Isoform die Invasivitit der Zellen
um das 10-25fache des Ausgangswertes gesteigert wird. Dabei unterscheiden sich die beiden
Klone in der Anzahl der durchgewanderten Zellen voneinander. Bei Klon 2 sind doppelt so
viele Zellen im Vergleich zu Klon 1 durch die Membran gewandert. Da Klon 1 auch eine
geringere Proteinexpression von ATAp73 aufweist, konnte dieses FErgebnis auf die

unterschiedliche Transgenkonzentration der beiden Klone zuriickzufiihren sein.
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Abb. 3.4a: Boyden-Chamber-Assay mit den stabil ATAp73-exprimierenden Zelllinien von Mel 5
(beidseitiger T-Test * p-value < 0,01, ** p-value < 0,05; OU= optical unit, entspricht einem
mikroskopischen Sichtfeld)
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Es fillt auf, dass die Standardabweichungen in diesem Experiment sehr grof ausfallen. Das ist
darauf zuriickzufiihren, dass fiinf Ausschnitte der Membran ausgezihlt worden sind. Einer
direkt aus der Mitte, und vier in einem bestimmten Umkreis um den Mittelpunkt (siehe
Methodenteil 2.2.4.6). In der Mitte der Kammer waren erfahrungsgemifl immer die meisten
Zellen durch die Membran migriert. Aus diesem Grund gab es pro Membran fiinf Melwerte,
von denen i.d.R. einer sehr gro3 war (der direkt aus der Mitte der Membran) und vier deutlich
kleiner (die aus den dufleren Bereichen der Membran). Dadurch sind die hohen Varianzen der
Mittelwerte zu erkléren.

Fiir Mel 3 sind die Ergebnisse des Boyden-Chamber-Assays weniger deutlich. Dennoch ist bei
den ATAp73-exprimierenden Klonen von Mel 3 ein signifikanter Anstieg in der Zahl der
durchgewanderten Zellen im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen (Abb. 3.4b). Allerdings
ist die Invasivitdt der Zellen nur um ca. 50% angestiegen, nicht annihernd so stark wie bei
Mel 5. Auch sind die Streuungen der Werte hier deutlich groBer, was natiirlich auch an den
relativ niedrigen Werten liegt. Alles in allem bewirkt aber in beiden nicht metastasierenden
Zelllinien die dauerhafte Expression von ATAp73 ein invasiveres Verhalten der Zellen im
Vergleich zu den parentalen Zelllinien und im Fall von Mel 5 sogar eine Potenzierung des

invasiven Wachstums.

Invaded cells per OU

tel3 Mel3ATAp73  Mel3AT Ap73
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Abb. 3.4b: Boyden-Chamber-Assay mit den stabil p73AExon2/3f exprimierenden Zelllinien von Mel
3 (beidseitiger T-Test * p-value < 0,01; OU= optical unit, entspricht einem mikroskopischen Sichtfeld)
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3.2.3 Scratch-Assay

Der Scratch-Assay, auch Wound-Healing-Assay (Wundheilungs-Assay) genannt, ist eine in-
vitro-Methode, um die migratorischen Fihigkeiten von Zellen zu untersuchen. In eine
Monolayer von Zellen wird eine ,,Wunde* gekratzt, sodass ein zellfreier Spalt entsteht. Die
angrenzenden Zellen haben dann die Moglichkeit, sich in diesen frei gewordenen Raum zu
bewegen. Dies geschieht einerseits durch Zellteilung und andererseits durch aktive
Zellbewegung. Byers et al. (80) fanden schon 1991 heraus, dass metastasierende
Melanomzellen auch eine hohere Migrationsrate aufweisen als z.B. Melanozyten und Zellen
aus primdren Melanomen. Aus diesem Grund sollte der Einfluss von N-terminal verkiirztem
p73 auf diese Eigenschaft der urspriinglich nicht metastatischen Zelllinien Mel 3 und Mel 5
untersucht werden. Abbildung 3.5a zeigt zum einen reprisentative Bilder der Wunden in der
Zell-Monolayer, und zum anderen in der Grafik die Distanz zwischen den beiden Zellfronten
nach 24 und 48 Stunden bezogen auf den Zeitpunkt 0. Man sieht schon in den Bildern, dass
bei Mel 5 der transgene Klon die Liicke in der Zellschicht schon nach 24 Stunden infiltriert

hat im Vergleich zu der parentalen ATAp73-negativen Zelllinie.

Mel5 Mel AT ART3

0 hours
u a0 4 . B he l5d TARTS
C &0
[ —I—
E o — = ]
%7 #
= 50—
24 hours B 2 4o — I
*‘E 0
=
R .
10—
i

24 hours 48 hours

48 hours

Abb. 3.5a: Scratch-Assay bei Mel 5 und dem transgenen Klon Mel5-ATAp73. Die gestrichelten Linien
im Bild links zeigt den Abstand der Zellfronten zum Zeitpunkt 0. Rechts zeigt die Grafik die
berechneten Abstandsverringerungen zwischen den Zellfronten.

Nach 48 Stunden ist der Spalt zwischen den Zellfronten bei der ATAp73-exprimierenden
Zelllinie fast geschlossen, im Gegensatz zu der Kontrolle, bei der immer noch zwei deutlich

voneinander getrennte Zellfronten bestehen. In Zahlen ausgedriickt, erkennt man die
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Unterschiede noch viel deutlicher. Demnach kann man sagen, dass der Abstand zwischen den
Zellfronten bei Mel 5 nach 48 Stunden noch 70 % des Ausgangswertes betrigt, bei dem
transgenen Klon nur noch ca. 38 %. Die Ergebnisse des Migrations-Assays fallen fiir Mel 3,
wie in allen vorangegangenen Experimenten, etwas schwicher aus als fiir Mel 5 (siehe
Abbildung 3.5b). Die Mel 3-Klone, die stabil ATAp73 exprimieren, haben nach 24 Stunden
36% und nach 48 Stunden 42% der Distanz zwischen den Fronten iiberwunden, die

Kontrollzellen nur 17% bzw. 24%.
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Abb. 3.5c: Bestimmung der Zellvitalitit mittels XTT-Assay. Die Absorptionswerte (450 nm) zum
Zeitpunkt T, wurden durch die Werte zum Zeitpunkt T dividiert.
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Wenn man diese Resultate allein auf die Migration, d.h. der eigenstindigen Wanderung der
Zellen, zurlickfiihrt, konnte man sagen, dass durch Expression von ATAp73 die
Migrationsrate von Mel 5 verdoppelt und die von Mel 3 um ca. 30% (beide Werte nach 48
Stunden) gesteigert wird. Betrachtet man die in Abb. 3.5¢ dargestellte Zellvitalitit, die mittels
XTT-Assay bestimmt wurde, zeigt sich, dass die Zellvitalitdt nur fiir Klonl von Mel5 hoher
ist als bei der Kontrolle. Der ATAp73-exprimierende Klon von Mel3 und Klon2 von Mel5
sind sogar etwas weniger vital als die entsprechende Kontrolle. Es scheint also, dass die
Zellproliferation, die auch die Zellvitalitit mitbestimmt, nicht die ausschlaggebende Kraft fiir

die erhohte Migration ist.

3.2.4 Anoikis-Assay

Das Wort ,,Anoikis* stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,,Obdachlosigkeit. In der
Tumorforschung wurde dieser Begriff erstmalig 1994 von Frisch and Francis (81) eingefiihrt,
um den programmierten Zelltod, der hauptséchlich in epithelialen Zellen durch Auflésung der
Zell-Matrix-Adhésion ausgelost wird, zu beschreiben. Seitdem wird dieses Phanomen oftmals
in Zusammenhang mit Tumorprogression in Richtung Invasion und Metastasierung gebracht.
So wiirde eine Resistenz gegen Anoikis den Zellen einen Wachstumsvorteil verschaffen, und
es ihnen ermoglichen, in fremde Milieus (Gewebe) vorzudringen und dort zu {iberleben.

Um in vitro eine Adhidsion der Zellen an das Substrat zu verhindern, werden sie auf
Kulturplatten ausgesit, die vorher mit polyHEMA beschichtet wurden. PolyHEMA
verhindert, dass sich auf der Oberfliche des Kulturgefiles extrazelluldre Matrixmolekiile
anheften konnen, die fiir die Adhésion der Zellen notwendig sind. Somit adhirieren die Zellen
nicht und verbleiben im Medium. Um zu untersuchen, wie sich dieser Stress auf die Zellen
auswirkt, wurde die Vitalitit der nicht metastasierenden Melanomzelllinie Mel 5 und eines
ATAp73-exprimierenden Klons unter adhédrenten und nicht-adhdrenten Bedingungen
bestimmt. In Abbildung 3.6a sieht man Mel 5-Zellen, die 24 Stunden in normalen und
polyHEMA -beschichteten Platten kultiviert wurden. Im Vergleich zur Kontrolle kénnen die
Zellen auf der polyHEMA-Oberfliche nicht anhaften und bilden daher sphédroidartige

Zellansammlungen.
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Abb. 3.6a: Mel 5 in normaler Zellkultur (links) und auf polyHEMA-beschichtetem Zellkulturgefaf3
(rechts).

Wie wirkt sich das aber auf die Lebensfihigkeit der Zellen aus? Dies wurde mittels XTT-
Assays analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.6b zusammengefasst. Es wurde die
Vitalitdt der Zellen unter normalen und Anoikis-induzierenden Bedingungen bestimmt. Die
beiden Werte wurden ins Verhéltnis zueinander gesetzt und das Verhiltnis
Vitalititpolynemay Vitalitdtkonwolte) in €iner Grafik abgebildet. Nach 24 Stunden sind bei Mel 5
80% der Zellen auf polyHEMA im Vergleich zur Kontrolle noch vital, (d.h. dass ohne die
Moglichkeit der Adhédsion 20% weniger Zellen iiberlebt haben als bei der Kontrolle). Bei dem
Klon mit stabiler ATAp73-Expression stieg der Wert dann aber auf iiber 100% an. Das
bedeutet, dass eine ldnger andauernde Expression der verkiirzten p73-Isoform die Zellen
befihigt, ohne Kontakt zum Substrat zu iiberleben und sich sogar unter diesen Bedingungen
noch zu teilen. Nach 48 Stunden Inkubation auf polyHEMA betrug die Vitalitit der nicht
modifizierten Mel 5-Zellen noch 70% im Vergleich zur Kontrolle, der transfizierte Klon von
Mel 5 aber immer noch nahezu 100%. Nach drei Tagen betrigt die Vitalitit der Zellen unter
nicht adhdrenten Bedingungen 90% der Vitalitidt unter normalen Wachstumsbedingungen
sowohl bei ATAp73-exprimierenden Mel5-Zellen als auch bei den Kontrollzellen. D.h. die
Transfektanten sind weniger vital als einen Tag zuvor, aber die Lebensfihigkeit der

Kontrollzellen hat sich im Vergleich zum Vortag verbessert.
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Abb. 3.6b: Anoikis-Assay. Die relative Vitalitdt der Zellen unter nicht adhédrenten Bedingungen wurde
mittels XTT-Assay bestimmt. Beidseitiger T-Test: ** P-value < 0,05
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Abb. 3.6c: Anoikis-Assay. Dargestellt ist die absolute Zellvitalitit unter adhédrenten und nicht
adhirenten Bedingungen iiber die Dauer von 3 Tagen.

Betrachtet man die den Verhiltniswerten zu Grunde liegenden Messwerte des Experiments

(Abb. 3.6¢), erkennt man, dass sowohl Mel 5 als auch der ATAp73-exprimierende Klon unter

nicht adhédrenten Bedingungen in der Lage sind, zu wachsen und sich zu vermehren, wie es
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am Anstieg der Absorptionswerte iiber den Zeitverlauf von 3 Tagen deutlich wird. Man kann
daraus schlielen, dass die Melanomzelllinie Mel 5 an sich schon eine starke Resistenz gegen
Anoikis aufweist. Dennoch kann die Expression einer onkogenen p73-Isoform die Anoikis-

Resistenz noch verstirken.

3.2.5 Adhasionsassay

Wihrend des Prozesses der Tumorprogression miissen sich die Zellen vom Primirtumor
separieren, d.h. Zell-Zell-Verbindungen auflosen. Stattdessen miissen die Zellen an die
extrazelluldre Matrix und Basalmembranen anheften und durch sie hindurch wandern. Zwei
sehr wichtige Bestandteile der extrazelluliren Matrix sind Laminin und Fibronektin. Die
Féhigkeit, an diese Substrate zu adhérieren ist essentiell fiir die Tumorprogression. Diese
Eigenschaft wurden im folgenden an den nicht metastasierenden Melanomzelllinien Mel 3
und Mel 5 sowie deren ATAp73-transgenen Klonen untersucht.

Im Vorexperiment mit Mel 5, einem ATAp73-exprimierenden Klon von Mel 5 und der
metastasierenden Melanomzelllinie Mel 10 (Abbildung 3.7a), bestitigt sich die Annahme,
dass metastasierende Zellen wie Mel 10 sehr viel besser an ECM-Komponenten, hier
Laminin, binden als nicht metastasierende Zellen. Auch wird deutlich, dass sich die
Expression von ATAp73 in der urspriinglich nicht metastatischen Zelllinie Mel 5 positiv auf

die Adhéasionseigenschaften auswirkt.
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Abb. 3.7a: Adhésionsassay mit Mel 5, einem transgenen Klon von Mel 5 und der metastasierenden
Zelllinie Mel 10. Getestet wurde die Adhésion an Laminin.

In Abbildung 3.7b sind die Mel 5-Zellen und zwei der ATAp73-exprimierenden Klone nach

6-stiindiger Inkubation auf Fibronektin- bzw. Laminin-beschichteten Zellkulturgefilen zu

47



Ergebnisse

sehen. Es fillt auf, dass die parentalen Zellen eine runde Zellmorphologie aufweisen, die
darauf schlieen lésst, dass die Zellen nicht an den Untergrund angeheftet sind, und sich daher
auch nicht flachig ausbreiten konnen. Die transfizierten Mel 5-Zellen hingegen weisen eine
hohere Anzahl an gut ausgebreiteten Zellen auf, wie man schon mit bloBem Auge erkennen
kann. Zwar verbleiben auch hier einige Zellen noch im Uberstand, aber im Vergleich zur
parentalen Zelllinie adhérieren die ATAp73-exprimierenden Zellen sehr viel stirker sowohl

an Laminin als auch an Fibronektin.

el MelSATART 3 hlels AT Ap73
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Abb. 3.7b: Mel 5 und zwei ATAp73-exprimierende Klone kultiviert auf Fibronektin-(FN, obere Reihe)
und Laminin-(LMN, untere Reihe) beschichteten Platten zur Untersuchung der Adhésion an diese
ECM-Komponenten.

Um diese Beobachtungen besser auswerten zu konnen, wurde ein in-vitro-Adhisionsassay
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen in beschichteten 96-Well-Mikrotiter-Platten ausgesit
und die Anzahl der adhirenten Zellen nach Firbung im ELISA-Reader bestimmt. Die
Ergebnisse dieses Tests fiir Mel 3 und Mel 5 und jeweils zweier Klone sind in Abbildung 3.7c
dargestellt. Fir Mel 5 scheint die Expression der onkogenen p73-Isoform die
Adhisionskapazitit an Fibronektin zu verdreifachen (Klon 1) bzw. vervierfachen (Klon 2),
und das mit einer sehr hohen statistischen Signifikanz. Fiir die Adhésion an Laminin ist der
Effekt noch gravierender. Die Anzahl der adhdrenten Zellen ist bei Klon 1 fiinfmal und bei
Klon 2 sogar mehr als sechsmal so gro3 wie bei der Kontrollzelllinie Mel 5. Der P-Wert des

statistischen T-Tests ergibt in allen diesen Fillen einen Wert von < 0,01 .
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Abb. 3.7c: Adhisionsassay mit Mel 5 (oben) und Mel 3 (unten) und jeweils zwei Transfektanten.

Auch bei diesem Experiment zeigt sich wieder, dass der Einfluss von ATAp73 in der nicht
metastatischen Zelllinie Mel 3 bei weitem nicht so stark ist wie bei Mel 5. Fiir die Adhésion
an Fibronektin kann ein Anstieg um ca. 100% fiir Klon 1 beobachtet werden. Ein zweiter
Klon adhiriert auch verstdrkt an FN, jedoch nicht mit ausreichender statistischer Signifikanz
(P-Wert > 0,05). Fiir die Interaktion der Zellen mit Laminin konnte fiir die Klone von Mel 3
kein Unterschied im Adhésionsverhalten im Vergleich zur parentalen Zelllinie nachgewiesen

werden.

3.2.6 Induktion von Apoptose durch Chemotherapeutika

Die wichtigste Therapie des malignen Melanoms ist die operative Entfernung des
Primértumors. Sind zu diesem Zeitpunkt keine Metastasen nachweisbar, ist eine weitere
Therapie in den meisten Fillen nicht erforderlich und der Patient gilt als geheilt. Hat der
Primértumor allerdings schon in andere Organe gestreut, bedeutet das fiir den Patienten eine

relativ schlechte Prognose, da das Melanom im allgemeinen schlecht auf Chemotherapie

49



Ergebnisse

anspricht. Grund dafiir ist wahrscheinlich eine Storung der Apoptose-Signalwege in den
Melanomzellen. Dabei ist Apoptose-Resistenz besonders im fortgeschrittenen Stadium der
Tumorentwicklung evident (96). Tuve et al. zeigten, dass eine Verschiebung des
Verhiltnisses zwischen TAp73 und ATAp73 in Richtung TA-p73 die Zellen gegeniiber
Apoptose, ausgelost durch die Zytostatika Cisplatin und Adriamycin, sensibilisiert (82).

Demzufolge sollte die Uberexpression von ATAp73 in den Zellen durch Uberschuss an
onkogenem p73 zur verstirkten Resistenz gegeniiber = Apoptose-Stimuli  (wie
Chemotherapeutika) fiihren. Dies wurde in vitro mit den beiden Zytostatika Cisplatin und

Adriamycin (auch Doxorubicin) an den ATAp73-exprimierenden Mel 3- und Mel 5-Zelllinien

untersucht.
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Abb. 3.8: Messung der Apoptose-Rate in Mel 3 und Mel 5 und deren transifizierten Klonen nach in-
vitro-Behandlung mit Cisplatin (cDDP) bzw. Adriamycin (ADR)

Die Resultate der Zytostatika-Behandlung von Mel 3 und Mel 5 und jeweils eines transgenen
Klones zeigt Abbildung 3.8. Dargestellt sind die Apoptoseraten, d.h. der prozentuale Anteil

apoptotischer Zellen der behandelten Probe dividiert durch den der unbehandelten Kontrolle.
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Die einzusetzenden Konzentrationen der Chemotherapeutika wurden in Vorexperimenten
bestimmt. Es wurde die Konzentration ausgewdhlt, bei der mindestens 20% der Kontrollzellen
(d.h. Mel 3 und Mel 5 untransfiziert) apoptotisch waren. Dies ergab fiir die Behandlung der
Zellen mit Cisplatin eine Konzentration von 7,5 pg/ml. Die Apoptoserate der beiden ATAp73-
exprimierenden Klone von Mel 3 und Mel 5 liegt bei 1 bzw. 1,2. Das heifit es kommt zu
keiner bzw. einer nur sehr geringen Induktion von Apoptose in den Zellen mit Uberschuss an
onkogenem p73. In den Kontrollzelllinien betrigt die Apoptoserate bei Mel 3 ca. 1,5 und bei
Mel 5 ca. 1,7. Das entspricht einer um 50% bzw. 70% erhohten Apoptoserate im Vergleich zu
den transgenen Klonen, bzw. einer erniedrigten Apoptoserate in ATAp73-exprimierenden
Zellen im Vergleich zu den unmodifizierten Kontrollzellen.

Fir die Reaktion der Zellen auf Adriamycin sind die Ergebnisse dhnlich. Es wurde eine
Konzentration von 1 pg/ml eingesetzt. Die untransfizierten Zelllinien Mel 3 und Mel 5 haben
eine Apoptoserate von 2,4 bzw. 2,1. D.h. die Behandlung mit Adriamycin bewirkt eine
Verdopplung der Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die
transgenen Klone hingegen bleiben wieder deutlich unter diesen Werten.

Aus den Messwerten der FACS-Analyse ging jedoch hervor, dass der Anteil apoptischer
Zellen auch bei Behandlung der parentalen Zelllinien nie 30-40% {iberstieg. Das weist darauf
hin, dass die Zellen, trotz der extrem hohen eingesetzten Zytostatika-Konzentrationen, nicht
sehr sensitiv gegen diese Behandlung sind. Die transaktivierungs-defiziente p73-Isoform
konnte jedoch die relativ niedrige Ansprechrate der Zellen auf die Zytostatika Cisplatin und

Adriamycin noch weiter herabsetzen.

3.3 Einfluss der Uberexpression von ATAp73 auf die
Zellmorphologie und die Organisation des Zytoskeletts

3.3.1 Aktinfarbung

Die Umorganisation des Zytoskeletts, v.a. aber des Aktin-Zytoskeletts ist wichtiger
Bestandteil der Zellmotilitit. Dass die nicht metastasierenden Melanomzelllinien Mel 3 und
Mel 5 durch Langzeitexpression von p73AExon2/3f eine erhohte Tendenz zu Motilitit und
Invasion zeigen, bewiesen schon die vorangegangenen Experimente. Mittels Visualisierung
des Aktin-Zytoskeletts sollte nun gekldrt werden, ob sich diese verdnderten Eigenschaften der
Zellen auch auf zellmorphologischer Ebene widerspiegeln. Dazu wurden die Zellen fixiert
und anschlieBend mit Phalloidin-TRITC angeféarbt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.9

zusammengestellt.
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Abb. 3.9: Fiarbung des Aktin-Zytoskeletts. In den oberen beiden Reihen die metastasierenden (MM)
Zellen Mel 9 und Mel 10, in den unteren beiden Reihen die nicht metastasierenden (NM) Mel 3 und

Mel 5 und Mel 5-ATAp73. Jeweils oben 63x und unten 162x vergrofert.
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Bei der Betrachtung des Aktin-Zytoskeletts der metastasierenden Melanomzelllinien Mel 9
und Mel 10 im Vergleich zu den nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und Mel 5, fillt
sofort das Vorhandensein von dicken Fasern bei Mel 9 und Mel 10 auf. Bei Mel 3 und Mel 5
gibt es keine solchen Strukturen. Diese Fasern sind filamentoses Akin, dass dicht gebiindelt in
sogenannten Stressfasern organisiert ist. Stressfasern gehen von bestimmten Regionen der
Plasmamembran aus, den fokalen Adhésionen oder Komplexen, innerhalb derer Integrine an
extrazelluldre Matrixproteine wie Fibronektin und Kollagen binden (83). Diese
»Startbereiche* der Fasern sind auch bei Mel 9 und Mel 10 deutlich erkennbar. Bei Mel 3 und
Mel 5 ist das Aktin scheinbar nicht in Fasern organisiert, zumindest sind diese bei der
vorliegenden Vergroferung nicht erkennbar. Das Aktin scheint innerhalb des Zytoplasmas
diffus verteilt zu sein und verdichtet sich in der Zellperipherie und an Zell-Zell-Kontakten.
Das konnte bedeuten, dass das Aktin vornehmlich als monomere Form, dem sogenannten G-
Aktin (globuldres), vorliegt, oder in Mikrofasern, die mikroskopisch nicht nachweisbar sind.
Durch Langzeit-Expression von ATAp73 in der primir nicht metastasierenden Zelllinie Mel
5, kommt es zur verstirkten Ausbildung faseriger Strukturen in der Zelle. Zwar sind diese
Fasern nicht so markant wie die der metastasierenden Zelllinien, aber im Vergleich zur
parentalen Zelllinie ist der Unterschied offensichtlich.

Dieser Effekt kann mit Herunterregulation der ATAp73-Aktivitit durch FEinsatz einer

adenoviralen siRNA gegen p73 umgekehrt werden (siche Abbildung 3.10).

e 5 ATApT 3 §
+ Adsipi3

Abb. 3.10: Aktinstruktur von Mel 5-ATAp73 nach Behandlung mit siRNA gegen p73 (rechts) und mit
Kontroll-siRNA (links)

Die Existenz von Aktinfasern in der Zelle ist Voraussetzung fiir Zellmotilitdt und Invasion,

denn nur dann ist die Zelle zur Kontraktion und somit zur aktiven Bewegung féhig (4).
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Allerdings wird die Rolle von Stressfasern bei der Motilitit kontrovers diskutiert. Die
Mausmodell-Melanomzelllinie K-1735-LM ist weniger invasiv als K-1735-HM und weist
mehr Stressfasern auf. In diesem Modell korreliert eine geringere Anzahl an Stressfasern mit
hoherem metastatischen Potential der Zellen (84). Byers et al. (80) untersuchten humane
Melanomzelllinien und fanden das Gegenteil heraus. Sie konnten Stressfasern hauptsidchlich
in metastasierenden Melanomen nachweisen. Da das metastatische Potential von Mel 9, Mel
10 und Mel 5-ATAp73 experimentell bestitigt wurde, besteht kein Zweifel, dass in diesen
Melanomzelllinien eine ausgeprigte Neigung zur Ausbildung von Stressfasern besteht und in

den nachgewiesen nicht metastasierenden Zelllinien nicht.

3.3.2 Immunfarbung von Vimentin und p-Catenin

Vimentin und P-Catenin sind von grofler Bedeutung fiir Zellprozesse wihrend der
Metastasierung von Tumorzellen. Vimentin ist als Intermediérfilament-Protein eine wichtige
strukturelle Komponente des Zytoskeletts. Eine erhohte Expression von Vimentin ist
assoziiert mit der epithelialen-mesenchymalen-Transition (EMT, 85) von Zellen und damit
mit der Aneignung motiler Fihigkeiten.

Um zu iiberpriifen, ob die Uberexpression der transaktivierungs-defizienten p73-Isoform
p73AExon2/3 die Vimentinexpression- bzw. Struktur beeinflusst, wurde in dem
transfizierten Mel 5-Klon, der parentalen Mel 5-Zelllinie und zum Vergleich in der
metastasierenden Zelllinie Mel 10 das zelluldre Vimentin mittels Immunfluoreszenz-Technik
angefarbt. Abbildung 3.11 zeigt reprédsentative konfokale Mikroskopiebilder der einzelnen
Zelllinien. Die griinen Strukturen stellen Vimentin dar, der Zellkern ist rot, da er mit
Propidiumiodid gegengefirbt wurde. Es fillt sofort auf, dass die metastasierende Zelllinie Mel
10 einen viel groleren Plasmasaum aufweist als die nicht metastasierenden Mel 5. Die Mel
10-Zellen sind groBer und besser auf dem Substrat ausgebreitet als Mel 5. Die
Vimentinstruktur tritt dadurch deutlich hervor und zeigt das klassische vom Zellkern bis zur
Zellmembran ausgedehnte Intermediirfilament-Netzwerk. Die nicht metastasierenden Mel 5-
Zellen sind dagegen kleiner, spindelférmig und haben vergleichsweise weniger Zytoplasma.
Dadurch scheint sich das Vimentin an der Zellperipherie, besonders in den Zellausldufern zu
verdichten. Ein richtiges Netzwerk, wie bei Mel 10, ist kaum zu erkennen. Auch sind diese
Zellen weniger flichig, sondern eher bauchig und damit nicht so gut an das Substrat
angeheftet, was durch die Adhésionsassays bereits bestitigt wurde (siehe Adhésionsassay

3.2.5.). Der ATAp73-exprimierende Mel 5-Klon besitzt eine verdnderte Zellmorphologie im
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Vergleich zur parentalen Zelllinie Mel 5. Die Zellen sind weniger verzweigt als die
Kontrollzellen, haben kiirzere Zellausldufer und sind fldachiger und damit wahrscheinlich
besser mit dem Substrat verbunden (siehe Adhésionsassay 3.2.5.). Das Vimentin scheint sich
netzwerkartig anzuordnen. Morphologisch ~ und von der  Struktur  des
Intermediirfilamentnetzwerkes her, scheinen sich die Mel5-ATAp73-Zellen zwischen den
metastasierenden Mel 10 und den nicht metastasierenden Mel 5 zu befinden. Dies konnte ein
Hinweis fiir die Beteiligung von transaktivierungsdefizienten p73-Formen an der Entwicklung

eines maligneren Phinotyps auf Zellstruktur-Ebene sein.

Abb. 3.11: Immunfluoreszenz-Fiarbung von Vimentin (griin), Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte mit
Propidiumiodid.

B-Catenin ist in der Zelle beteiligt an Adhision, epithelialer-mesenchymaler-Transition
(EMT), Zellmotilitit und Invasion (116-118). Entscheidend ist dafiir die zellulire
Lokalisation des Proteins. Wihrend der EMT wird B-Catenin aus dem Zytoplasma in den
Zellkern transportiert und bewirkt dort die Transaktivierung von Zielgenen.

Um einen Einblick in den B-Catenin-Status der metastasierenden und nicht metastasierenden
Zellen und den Einfluss von ATAp73 auf diesen zu gewinnen, wurde das zelluldre 3-Catenin

immunologisch angeférbt. Abbildung 3.12 zeigt die mikroskopisch erstellten Bilder.
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Abb. 3.12: Immunfluoreszenz-Firbung von [-Catenin (griin), Zellkerne (rot) wurden mit
Propidiumiodid gegengefirbt. Untere Reihe ohne Zellkernfirbung

Es fillt auf, dass die Farbung in der metastasierenden Zelllinie Mel 10 nur sehr schwach ist.
Es sind nur ganz schwache griine Strukturen im Zytoplasma zu erkennen. Die nicht
metastasierenden Mel 5 dagegen zeigen sehr starke B-Catenin-Immunreaktivitit sowohl im
Plasma als auch im Zellkern. Die ATAp73-transfizierten Mel 5-Klone weisen im Vergleich
zur parentalen Zelllinie eine niedrigere, aber im Vergleich zu Mel 10 eine hohere B-Catenin-
Konzentration auf. Die Lokalisation des Proteins ist hier nicht eindeutig, es scheint
hauptsichlich im Zytoplasma aber auch im Zellkern présent zu sein.

Interessanterweise bietet auch hier die ATAp73-exprimierende, primir nicht metastasierende
Zelllinie ein intermedidres Bild zwischen der nicht metastasierenden Zelllinie Mel 5 und der

metastasierenden Zelllinie Mel 10.
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3.4 Einfluss der Uberexpression von ATAp73 auf das
Genexpressionsprofil von nicht metastasierenden Melanom-
Zelllinien

3.4.1 GeneChip®-Array Analyse

Um die Auswirkungen einer Langzeitexpression von ATAp73 hinsichtlich der Regulation der
Genexpression in nicht metastasierenden Zellen zu untersuchen, wurde eine Microarray-
Analyse mit der stabil transfizierten ATAp73-exprimierenden Zelllinie Mel 5-ATAp73
durchgefiihrt. Dieses Genexpressionsprofil wurde mit der parallel analysierten parentalen
Zelllinie Mel 5 verglichen. Das Ergebnis dieses Vergleichs ist in Abbildung 3.13 als volcano
plot dargestellt. Dieser zeigt, dass durch die dauerhafte Expression von ATAp73 1356
Probesets mindestens zweifach hoch- oder herunterreguliert werden mit einem p-Wert von

0,05.

Mel 5-ATAN73 vs. Mel 5-Kontrolle
1356 Prohesets

-log10(P-Value)

=~
\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\\‘\\

. log2(Fold Change)

0 R R R R R R
7-6-5-4-3-2-1012345¢67
Abb. 3.13: Volcano plot zur Darstellung der differentiell exprimierten Gene in der stabilen Zelllinie
Mel 5-ATAp73 im Vergleich zur parentalen Zelllinie Mel 5. Die Anderung der Genexpression (log2)
ist gegen den p-Wert (-log 10) des T-Tests aufgetragen. Die griinen Punkte kennzeichnen Probesets,
die mindestens zweifach verindert sind bei einem p-Wert von < 0,05.

Die Liste dieser Probesets wurde mit Hilfe des Gene-Ontology-Tools auf der Affymetrix-

Webseite (www.affymetrix.com, zum jetzigen Zeitpunkt nicht mehr frei verfiigbar) nach ihren
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biologischen Funktionen sortiert. Dies ergibt Aufschluss iiber die Prozesse, an denen ATAp73

beteiligt ist. In Abbildung 3.14 sind die 31 wichtigsten Prozesse, auf die ATAp73 Einfluss

nimmt in einem Tortendiagramm dargestellt.

Otransport

B multicellular organismal development
W protein amino acid phosphorylation

B nervous system development

Ocell cycle

B immune response

W intracellular signaling cascade

O proteolysis

O negative regulation of cell proliferation
O electron transport

O lipid metabolic process

W anatomical structure morphogenesis
@ protein amino acid dephosphorylation
@ positive regulation of cell proliferation
B blood coagulation

@ regulation of transcription, DNA-dependent

M signal transduction

O transcription

@ cell adhesion

O metabolic process

M apoptosis

O cell differentiation

M regulation of transcription

M cell proliferation

O G-protein coupled receptor protein signaling pathway
Oion transport

O cell surface receptor linked signal transduction
O negative regulation of cell cycle

® cell-cell signaling

O protein transport

B spermatogenesis

HE andere

Abb. 3.14: Diagramm iiber die durch permanente Expression von ATAp73 beeinflussten biologischen
Prozesse in der nicht metastasierenden Melanomzelllinie Mel 5.

Insgesamt wird eine Vielzahl von biologischen Prozessen durch die Expression von ATAp73

reguliert. Vor allem Gene, die an der Regulation der Transkription beteiligt sind, werden

durch ATAp73 differentiell exprimiert. Einen starken Einfluss hat ATAp73 auch auf

Signaltransduktion,  Transport,

Entwicklung,

Zelladhision, Stoffwechselprozesse,

Entwicklung des Nervensystems, Apoptose, Zellzyklus und Zelldifferenzierung.
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Es wird deutlich, dass die Uberexpression eines einzelnen Gens, in diesem Fall ATAp73, ein
komplexes Netzwerk an biologischen Prozessen beeinflusst. Um die Analyse der
Genexpression zu effektivieren und spezifischer auf die Beteiligung von p73 und seinen
onkogenen Isoformen an der Tumorprogression eingehen zu konnen, wurde eine zweite
Array-Analyse als Referenz durchgefiihrt (sieche Abb. 3.16). Dazu wurden die
Expressionsprofile der bisher in den Experimenten verwendeten metastasierenden Zelllinien
Mel 9 und Mel 10 mit denen der nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und Mel 5
verglichen. Die Zelllinien Mel 9 und Mel 10 bzw. Mel 3 und Mel 5 wurden jeweils einer
Gruppe zugeordnet. Die Analyse erfolgte dann zwischen den Gruppen ,metastasierend
versus ,,nicht metastasierend. Ergebnis der Auswertung ist eine Liste von 6702 differentiell
exprimierten Probesets (siehe Abbildung 3.15). Dabei wurden die gleichen Kriterien wie bei
der ersten Analyse angewandt, nimlich zweifache Anderung und ein p-Wert von < 0,05. Die
Anzahl der unterschiedlich exprimierten Gene ist in diesem Fall sehr gro. Grund dafiir ist,
dass nicht nur die Expression von Genen, die an der Ausbildung des metastatischen
Phénotyps beteiligt sind, variiert, sondern auch die struktureller Gene, die abhiingig vom

Patienten sind, aus denen die Zelllinien isoliert wurden.

Metastasierend vs nicht metastasierend

6702 Probhesets

10 :
R
15) i kS
L PRI
= | ;-‘ii--". % : o
‘;D 5 i fk..n
= |
0 ] T : log2(Fold Change)
T T ‘ L ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T T 1T ‘ LA ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T | T T

-0 -8 6 4 2 0 2 4 6 8 10
Abb. 3.15: Volcano plot zur Auswertung des Vergleichs metastasierende Zelllinien (Mel 9 und Mel
10) versus nicht metastasierende Zelllinien (Mel 3 und Mel 5).

So erscheinen hier u.a. verantwortliche Gene fiir die Ausprigung von Geschlechtsmerkmalen,

Pigmentierung, Immunsystem und diverse Stoffwechselenzyme. In Abbildung 3.16 ist das
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weitere Vorgehen bei der Auswertung schematisch dargestellt. Es wurde zundchst die
Schnittmenge der Probesets aus Analyse 1 (Mel 5-ATAp73 vs. Mel 5-Kontrolle) und Analyse
2 (metastasierend vs. nicht metastasierend) gebildet, um sich der eben beschriebenen

Patienten-spezifischen Gene zu entledigen.

Analyse 1 Analyse 2

Mel SATADTS Metastasierend
Teom R N | o und Mel 10) T

V%S" S B v%g- =

~Mel 5=Kontrolle -metastasierend
e R e (Mel 3-tund Mel 5).

Gene, die durch ATApZ: die in metastasierenden Zeller
reguliert werden ch- bzw. runterreguliert sind
(6702 Probesets

Gene, die in invasiven versus nicht invasiven Zellen differentiell
reguliert werden und deren Expression von ATAp73 beeinflufit
wird
(877 Probesets)

Filtern der Gene nach
biologischer Funktion

Gene, die von ATAp73 reguliert werden und
an folgenden biologischen Prozessen
beteiligt sind:

Zellmotilitat, Zelladh&sion, Angiogenese, Aktin-
Zytoskelett, Zellorganisation und Biogenese, EGFR-
Signalweg, TGFB-Signhalweg, Wnt-Rezeptor-Signalweg
(169 Probesets)

Abb. 3.16: Schema zur Auswertung der Microarrays.

Diese Schnittmenge besteht aus 877 Probesets - eine beeindruckende Zahl, da im Vergleich
Mel 5-ATAp73 vs. Mel 5-Kontrolle die Gesamtanzahl der differentiell regulierten Gene 1356

betrdgt. Das bedeutet, dass weit mehr als die Hilfte (65 %) der von ATAp73 regulierten Gene
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auch differentiell in den metastasierenden bzw. nicht metastasierenden Melanomzelllinien
exprimiert werden.

Um die Resultate noch weiter zu spezifizieren, und die Zahl von 877 Probesets weiter
einzugrenzen, wurden diese Gene nach ihrer biologischen Funktion gefiltert. Es wurden nur
Gene ausgewihlt, die in der Affymetrix-Datenbank unter den folgenden Zellfunktionen
annotiert sind: Zellmotilitit, Zelladhédsion, Angiogenese, Aktin-Zytoskelett, Zellorganisation
und Biogenese, EGFR-Signalweg, TGFB-Signalweg und Wnt-Rezeptor-Signalweg. Dabei
muss beriicksichtigt werden, dass es in diesem Schritt hochstwahrscheinlich zu einem
Datenverlust gekommen ist, da nicht alle Gene hinsichtlich ihrer Funktion in der Affymetrix-
Datenbank annotiert sind.

Das Ergebnis dieser komplexen Auswertung sind 169 Probesets, die differentiell exprimiert
werden in metastasierenden versus nicht metastasierenden Melanomzellen und
wahrscheinlich durch ATAp73 reguliert werden und die eine der oben erwihnten Funktionen
ausiiben. Tabelle 3.1 zeigt einen Auszug aus der Liste dieser 169 Probesets. (Die vollstindige
Liste kann bei der Leiterin der Abteilung Vektorologie und experimentelle Gentherapie der
Universitdt Rostock, Frau Prof. Dr. Dr. Piitzer, eingesehen werden.) Die Gene wurden
absteigend nach ihrer Expressionsinderung durch ATAp73 sortiert. Demnach werden u.a.
folgende Gene in ATAp73-exprimierenden Zellen mehr als 100fach hoher exprimiert:
Galectin 1, ENPP2, GLI3, CCL2 und CSPG2 (= Versican). Mehr als 10fach werden Fascin
homolog 1, S100A4, TGFBI, Kollagen Typ XXVII und S100A2 hochreguliert. Unter den
Targets, deren mRNA-Level mindestens zweifach erhoht wird, sind Integrin a6, EDIL3,
Thrombospondin 1, Kollagen Typ XVIII, TGFB2, Integrin 5, CD44, SMURF2 und SMAD3.
Die Liste der durch ATAp73 herunterregulierten Gene wird angefithrt von CHL1, ENTPD1
und ESR2 (estrogen receptor 2). Dann folgen u.a. E-Cadherin (Cadherin 1), Contactin 1,
Contactin 3, Formin 2, SEMA6A, CEACAMI1, SORBS1 und SERPINFI.
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Tabelle 3.1: Auszug aus der Liste der durch ATAp73 regulierten Gene, die Tumorprogression- und

Invasion regulieren.

Probeset ID
201105_at
209392_at
1569342_at
216598 s_at
204619 _s_at
201564 _s_at

203186_s_at
201506_at
225288 at
204268_at
215177_s_at
204602_at
210095_s_at
225275 _at

201109_s_at
205201_at
209082_s_at
202196_s_at
228121_at
202207_at
200636_s_at
201124 _at
202036_s_at
204489 s _at
212099 at
235629 _at
232020_at
205396_at
201185_at

202283_at
206576_s_at
205841_at
228214 _at
218087_s_at
236379 _at

220454 s_at
218931_at
229831_at
227209 _at
223618_at
211118 x_at
209473 at
201131_s_at
234583 _at

fold

change
ATAp73 nicht

fold
change
metast.

VS.

vs K metast. Gensymbol Gen

109,5
87,61
74,39
58,27
55,49
40,46

34,19
17,96
15,91
15,68
9,208
9,044
7,691
6,875

5,233
4,343
4,168
4,079
3,068
2,782
2,595
2,471
2,458
2,456
2,447
2,346
2,329
2,172
2,063

0,49
0,481
0,475

0,47
0,465
0,462

0,369
0,329
0,222
0,217
0,19
0,16
0,156
0,154
0,0882

841,5 LGALSH
52,25 ENPP2
32,69 GLI3
347,5 CCL2
296,1 CSPG2
15,63 FSCN1
15,63 S100A4
1.495 TGFBI
8,38  COL27Af1
986,8 S100A2
6,22 ITGAB
29,86 DKK1
6,918 IGFBP3
191,2 EDIL3
84,92 THBS1
2,308 GLI3
29,97 COL18A1
29,93 DKK3
6,946 TGFB2
18,5 ARL7
7,62 PTPRF
2,812 ITGB5
4 SFRP1
4,549 CD44
1,5 RHOB
0,221 FN1
5,187 SMURF2
4,141 SMAD3
4,859 HTRA1
0,0318 SERPINF1
0,0963 CEACAM1
0,314 JAK2
0,082 SOX6
0,0639 SORBSH
0,297 EPB41
0,0343 SEMAGA
0,00769 RAB17
0,352 CNTN3
0,424 CNTN1
0,0876 FMN2
0,0679 ESR2
0,0662 ENTPD1
0,00912  CDHA1
0,0081 CHL1

lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1)

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 (autotaxin)
GLI-Kruppel family member GLI3 (Greig cephalopolysyndactyly syndrome)
chemokine (C-C motif) ligand 2

chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican)

fascin homolog 1, actin-bundling protein (Strongylocentrotus purpuratus)
S100 calcium binding protein A4 (calcium protein, calvasculin, metastasin, murine
placental homolog)

transforming growth factor, beta-induced, 68kDa

Collagen, type XXVII, alpha 1

S$100 calcium binding protein A2

integrin, alpha 6

dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis)

insulin-like growth factor binding protein 3

EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3

thrombospondin 1

GLI-Kruppel family member GLI3 (Greig cephalopolysyndactyly syndrome)
collagen, type XVIII, alpha 1

dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)

Transforming growth factor, beta 2

ADP-ribosylation factor-like 7

protein tyrosine phosphatase, receptor type, F

integrin, beta 5

secreted frizzled-related protein 1

CD44 antigen (homing function and Indian blood group system)

ras homolog gene family, member B

Fibronectin 1

SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2

SMAD, mothers against DPP homolog 3 (Drosophila)

HtrA serine peptidase 1

serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment epithelium derived
factor), member 1

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (biliary glycoprotein)
Janus kinase 2 (a protein tyrosine kinase)

SRY (sex determining region Y)-box 6

sorbin and SH3 domain containing 1

Erythrocyte membrane protein band 4.1 (elliptocytosis 1, RH-linked)

sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic domain, (semaphorin)
6A

RAB17, member RAS oncogene family

contactin 3 (plasmacytoma associated)

Contactin 1

formin 2

estrogen receptor 2 (ER beta)

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1

cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

Cell adhesion molecule with homology to L1CAM (close homolog of L1)

Die in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Probesets wurden mit Hilfe der Genespring GX7.3.1-

Software einer Cluster-Analyse unterzogen, um die Verdnderungen des Genexpressionsprofils

auch optisch zu veranschaulichen. Geclustert wurden die Arraydaten von Mel 3, Mel 5, Mel

9, Mel 10 und Mel 5-ATAp73 jeweils als separate Gruppe. Das Programm stellt fiir jedes
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Probeset (ein Probeset entspricht einer Zeile) den normalisierten Signalwert farblich dar. Gelb
bedeutet 1, d.h. keine Verinderung, rot bedeutet erhohte Signalwerte und blau keine bis
geringe Signalstirke. Das Ergebnis der Clusteranalyse wurde als Dendrogramm (Abbildung
3.17) dargestellt. Das Programm berechnet aufgrund des vorliegenden Expressionsprofils der
einzelnen Gruppen Mel 9, Mel 10, Mel 3, Mel 5 und Mel 5-ATAp73 die Einteilung in
tibergeordnete Gruppen. Erwartungsgemil wurden die Arrays der beiden metastasierenden
Zelllinien Mel 9 und Mel 10 einer Gruppe zugeordnet. Betrachtet man die farbliche
Verteilung, sieht man auch, dass das Expressionsprofil der beiden Zelllinien extrem dhnlich
ist. Die beiden nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und Mel 5 wurden ebenfalls aufgrund
ithres dhnlichen Genexpressionsmusters in einer Gruppe zusammengefasst. Das
Expressionsprofil der stabilen Zelllinie Mel5-ATAp73 - hinsichtlich der hier analysierten
Gene - wird durch die Software einer iibergeordneten Gruppe von Mel 9 und Mel 10, d.h. den
metastasierenden Zellen, zugeteilt. D.h. dass das Genexpressionsprofil der ATAp73-
exprimierenden Zellen dem der metastasierenden Zellen (Mel 9 und Mel 10) dhnlicher ist als
dem der nicht metastasierenden Zellen Mel 3 und Mel 5. Man muss dabei beriicksichtigen,
dass hier nicht das gesamte Profil betrachtet wurde, sondern nur Gene, die von Bedeutung

sind bei der Tumorprogression- und Invasion.
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Dendrogramm  der

Expressionsdaten

F:WFEDCT, PSENZ, PGF, 51008,
FZD7, FM1, NEDDS, EMILINZ,
ITGAZ, TCFILT, HMCNT

B: SPTEMN1T, CEACANMT, MYLIP,
TESKZ, AP1E2, RADSILY, B5TRY,
PLSCRT, PTPNET, HODOKI
THEME, SEMAGA, CDH1,
SOREST, CAPG, RABTY, IGSFE,
L3MBTL, DCDCZ, CHLT, MYO1D,
SERPINF1, SOXE, LFXN

C: CNTN3, ESR2, CNTH1,
PCDHZ0

der in Tabelle

1

aufgefiihrten

metastasierungsrelevanten Probesets fiir die Micro-Arrays der einzelnen Melanomzelllinien.

Es gibt nur eine ganz kleine Gruppe Probesets (Block F aus Abbildung 3.17), die durch

ATAp73 hochreguliert wird, aber in den metastasierenden Zellen nur sehr wenig bis gar nicht
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exprimiert wird. Betrachtet man die Gene, die bekannt sind fiir ihre Beteiligung am Prozess
der Tumorprogression- und Invasion, ist das Expressionsmuster der Zelllinie Mel 5-ATAp73
auf Transkriptomebene dem der metastasierenden Zellen viel dhnlicher als dem der nicht
metastastasierenden. Diese Ergebnisse bestitigen den mit in-vitro-Experimenten gezeigten
pro-invasiven Effekt der Langzeitexpression von ATAp73 auf mRNA-Ebene der

Genexpression.

3.4.2 Validierung der GeneChip®-Ergebnisse mittels semiquantitativer
RT-PCR und Western Blot

Fir die Validierung der Arraydaten wurden die am stédrksten regulierten Gene ausgewihlt.
Dazu gehoren bei den herunterregulierten Genen E-Cadherin (Cadherin 1), MMP8, SEMAGA,
CHLI1, Estrogen-Receptor 2 (ESR2), DPP4, CCL20, ENTPDI1, SPP1, SERPIN F1 und
CEACAMI. Zunichst wurde iiberpriift, ob sich die Verringerung des mRNA-Levels in den
nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und Mel 5 im Vergleich zu den metastasierenden Mel
9 und Mel 10 bzw. in der Zelllinie Mel 5-ATAp73 im Vergleich zur parentalen Zelllinie Mel 5
auch auf PCR-Ebene nachweisen ldsst. Dies ist in Abbildung 3.18 in den beiden ersten
Spalten zu sehen. Die Daten des Arrays lassen sich zu 100% mit semiquantitativer PCR
bestitigen. Mel 9 und Mel 10 zeigen fiir 9 der 11 untersuchten Targets keine nachweisbare
Expression. Mel 3 und Mel 5 hingegen schon, wobei auch hier schon deutlich wird, dass sich
die mRNA-Level zwischen Mel 3 und Mel 5 z.T. stark unterscheiden. Zum Beispiel sind die
Signale fiir E-Cadherin, MMPS8, ESR2 und DPP4 in Mel 5 sehr viel stirker als in Mel 3. Als
nichstes sollte getestet werden, ob diese Gene nur durch Langzeitexpression von ATAp73,
also nur in stabilen Zelllinien, reguliert werden, oder ob durch Transgenexpression iiber 48
und 72 Stunden auch ein Effekt erzielt wird. Die nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und
Mel 5 wurden dafiir mit rekombinanten Adenoviren transduziert, die entweder ATAp73
zusammen mit GFP oder als Kontrolle nur GFP exprimieren. AnschlieBend wurde der

mRNA-Level der Targets mit RT-PCR ermittelt (sieche Abbildung 3.18, letzte Spalte).
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Abb. 3.18. Semiquantitative RT-PCR zur Validierung der Array-Ergebnisse. Die durch ATAp73
herunterregulierten Gene.

Fir die Gene MMP8, SEMAG6A und CHLI ist eine deutliche Reduktion des
Transkriptgehaltes in Mel 3 und Mel 5 durch transiente Expression von ATAp73 zu
verzeichnen. E-Cadherin zeigt in beiden Zelllinien nur eine schwache Beeinflussung durch
Kurzzeitexpression von ATAp73. ESR2, DPP4 und ENTPDI1 werden nur in Mel 5
herunterreguliert.

Auf dieselbe Weise wurde die Validierung der im Array hochregulierten Gene S100A2,
S100A4, CSPG2 (Versican), COL18A1 (Kollagen Typ XVIII), CCL2, Vinculin, Integrin a6,
TGFB2 und ADAMI19 durchgefiihrt. Hier konnten fiir alle Targets, auBer Vinculin, die Daten
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der Array-Analyse bestitigt werden (Abb. 3.19). Fiir S100A4, CSPG2, COL18A1 und CCL2
ist die Hochregulation in der Zelllinie Mel 5-ATAp73 verglichen mit Mel 5 sehr stark, da
diese Gene vorher so gut wie nicht exprimiert wurden. Auch bei S100A2, TGFB2 und
ADAMIY ist der Unterschied zwischen stabiler und parentaler Zelllinie noch sehr deutlich.
Nach transienter Expression von ATAp73 in den nicht metastasierenden Zelllinien Mel 3 und
Mel 5, kommt es nur fiir SIO0A2 zu einer starken und fiir CCL2 zu einer schwachen
Hochregulation des mRNA-Levels in beiden Zelllinien. CSPG2 und COL18A1 werden nur in
Mel 3 hochreguliert. S1I00A4 wird in Mel 3 stark erhoht nach Transduktion mit Ad-GFP-
ATAp73, allerdings zeigt sich bei Mel 5 nach 72 Stunden AdGFP-Exposition eine erhohte
S100A4-Produktion, die bei Mel 3 nicht nachweisbar ist. Diese Tatsache deutet evtl. auf einen
Virus-spezifischen Effekt auf die SI00A4-Expression hin.
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Abb. 3.19. Semiquantitative RT-PCR zur Validierung der Array-Ergebnisse. Die durch ATAp73
hochregulierten Gene.
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Um zu iiberpriifen, ob die Hochregulierung der moglichen Zielgene CSPG2, S100A2 und
S100A4 direkt oder indirekt durch ATAp73 erfolgt, oder ob die Produktion vermittelnder
Proteine dafiir erforderlich ist, wurden die Zellen nach Infektion mit AdGFP bzw. AdGFP-
ATAp73 zusitzlich mit Cycloheximid behandelt. Cycloheximid hemmt die de-novo-
Proteinsynthese und gibt einen Hinweis darauf, ob die Aktivierung eines Zielgens Endpunkt
einer langen Signalkaskade (indirekt) ist, oder ob der Aktivierungsmodus direkt ist. Die

Ergebnisse der RT-PCR sind in Abbildung 3.20 zusammengestellt.

Mel 3 Mel 5
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S100A4
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Abb. 3.20. Semiquantitative RT-PCR nach Infektion von Mel 3 und Mel 5 mit AAGFP bzw. AdGFP-
p73AExon2/3f und gleichzeitiger Behandlung mit Cycloheximid (CH).

CSPG2 (Versican) und S100A2 scheinen direkt durch ATAp73 aktiviert zu werden, SI00A4
hingegen nicht. Selbstverstindlich ist ATAp73 ohne N-terminale Transaktivierungsdoméne
nicht selbst dazu in der Lage, die Zielpromotoren zu aktivieren, aber moglicherweise liegt die
Ursache dieser Aktivierung in der Interaktion des trunkierten p73-Proteins mit anderen

Transkriptionsaktivatoren.

Der Verlust der E-Cadherin-Expression ist ein bedeutender Schritt in der Tumorprogression.
E-Cadherin vermittelt u.a. Zell-Zellkontakte innerhalb des Tumors und mit benachbarten
andersartigen Zellen (z.B. Keratinozyten im Fall von Melanomzellen). Wird E-Cadherin nicht
mehr exprimiert, befreien sich die Zellen von der Kontrolle durch die Nachbarzellen und

losen sich vom Primértumor (95). In der stabil transfizierten Zelllinie Mel 5-ATAp73 kam es
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zu einer deutlichen Reduktion der E-Cadherin-mRNA. Ob diese Regulation auch auf
Proteinebene nachweisbar ist, wurde mittels Western Blot tiberpriift.
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Abb. 3.21. Detektion des E-Cadherin-Proteins durch Western Blot. Oben transiente Expression von
p73AExon2/3B. Unten Langzeit-Expression in der Zelllinie Mel 5-ATAp73

Abbildung 3.21 (oben) zeigt die E-Cadherin-Expression in Mel 5 nach 48 bzw. 72-stiindiger
Transduktion mit AdGFP-ATAp73 bzw. mit dem Kontrollvirus AdGFP. Die
Proteinexpression von E-Cadherin wird durch transiente Expression von ATAp73 sichtbar
reduziert. Abbildung 3.21 (unten) zeigt zum anderen den E-Cadherin-Proteinlevel in der
Zelllinie Mel 5-ATAp73 im Vergleich zur parentalen Zelllinie Mel 5 und zu der
Kontrollzelllinie, die mit dem leeren Expressionsplasmid transfiziert wurde. In diesem Fall ist
in Mel 5-ATAp73 kein E-Cadherin nachweisbar. Die Proteinlevel der parentalen Zelllinie und
der Kontrollzelllinie dagegen sind eindeutig detektierbar. Demnach bewirkt die kurzzeitige
ektope Expression von ATAp73 in der nicht metastasierenden (E-Cadherin-positiven)
Zelllinie Mel 5 eine Verringerung des E-Cadherin-Proteinlevels, eine Langzeitexpression

fiihrt in diesem Fall zum vollstindigen Verlust des Proteins.
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Tabelle 3.2: Liste der durch semiquantitative RT-PCR untersuchten moglichen Zielgene von ATAp73

Gensymbol Genname Funktion Regulation durch Effekt nach
p73AExon2/3f transienter
nach Expression von
Langzeitexpression | p73AExon2/3f
CDHI1 E-Cadherin (Cadherin Zelladhisionsmolekiil l l
1))
MMP8 Matrix Proteolyse l l
Metalloproteinase 8
SEMAGA sema domain, Angiogenese l l
transmembrane domain
(TM), and cytoplasmic
domain, (semaphorin)
6A
CHLI1 cell adhesion molecule Zelladhésion, l l
with homology to Neuronenmigration
L1CAM (close homolog
of L1)
ESR2 Estrogen-Receptor 2 Transkriptionsfaktor l | Nur in Mel5
DPP4 Dipeptidyl Peptidase IV Proteolyse l | Nur in Mel5
CCL20 chemokine (C-C motif) Chemokin l -
ligand 20
ENTPD1 ectonucleoside Zelladhidsion l | Nur in Mel5
triphosphate
diphosphohydrolase 1
SPP1 secreted phosphoprotein | Zelladhasion, extrazelluldrer l -
1 (osteopontin) TGFp-Signalweg
SERPIN F1 Flserpin peptidase Angiogenese l -
inhibitor, clade F,
member 1= Pigment
epithelium-derived
factor; PEDF
CEACAMI1 carcinoembryonic Zelladhdsionsmolekiil l -
antigen-related cell
adhesion molecule 1
S100A2 S100 calcium binding Endothelzell-Migration 1 1
protein A2
S100A4 S100 calcium binding epithelial to mesenchymal 1 1 (aber nicht
protein A4 transition (EMT) auswertbar)
CSPG2 chondroitin sulfate Zelladhdsion 1 1
proteoglycan 2
(versican)
COL18Al Kollagen Typ XVIII 1 1 Nur in Mel3
CCL2 chemokine (C-C motif) | Chemotaxis von Monozyten 1 1
ligand 2
ITGA6 Integrin 06 Adhisionsmolekiil 1 -
TGFB2 transforming growth epithelial to mesenchymal 1 -
factor, beta 2 transition (EMT)
cell-cell signaling
ADAMI19 ADAM Proteolyse 1 1 Nur in Mel5
metallopeptidase
domain 19

Um die Ergebnisse der Transkriptom-Analyse zusammenzufassen, wurden in Tabelle 3.2 die

validierten, moglichen Zielgene zusammengestellt.
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4 Diskussion

Die extreme Aggressivitit des malignen Melanoms ist gekennzeichnet durch sehr frithe
Metastasierung und die Resistenz gegeniiber konventionellen Therapieformen (124). Die
Tatsache, dass die meisten Chemotherapeutika die Tumorzellen durch Induktion von
Apoptose toten, ldsst vermuten, dass in Melanomzellen apoptotische Signalwege gestort sind.
Tatsdchlich weisen Melanome eine starke Resistenz gegen Apoptose-auslosende Substanzen
auf, vor allem in spidten Tumorstadien (96, 125). Ein Hauptvermittler der Apoptose nach
Einwirkung DNA-schidigender Agenzien, wie Chemotherapeutika oder Bestrahlung, ist das
Tumorsuppressorprotein p53. In vielen Tumoren ist pS3 durch Mutationen inaktiviert und
beeinflusst somit die Chemoresistenz, aber in Melanomen treten trotz extremer
Chemoresistenz selten p53-Mutationen auf (126). Es stellte sich heraus, dass in vielen
humanen Tumoren ein anderes Mitglied der p53-Tumorsuppressor-Familie, nimlich p73,
verstarkt exprimiert wird (63). Die Entdeckung transaktivierungsdefizienter, onkogener
Isoformen (ANp73 oder ATAp73) dieses Tumorsuppressorproteins, welche Wildtyp-p53- und
p73 inhibieren konnen, bot eine mogliche Erkldarung fiir die Apoptose-Resistenz von
Melanomen trotz der Anwesenheit funktionellen p53-Proteins.

Neben der Funktion der N-terminal verkiirzten p73-Varianten bei der Chemosensitivitdt von
Tumorzellen konnte auch eine Beteiligung bei der Tumorentstehung bzw. malignen
Transformation nachgewiesen werden. So konnten NIH3T3-Fibroblasten durch ektope
Expression von Aexon2/3-p73 erfolgreich transformiert werden und bildeten Tumoren nach
subkutaner Injektion in Nacktméuse (66). Auch konnten primédre embryonale Fibroblasten der
Maus durch Uberexpression von ANp73 immortalisiert werden und deren Proliferation und
Koloniebildung im Softagar gesteigert werden (99). Transgene Méuse mit leberspezifischer
Expression von Aexon2/3-p73 zeigten erhohte Proliferation der Hepatozyten und Ausbildung
von Leberzelladenomen- und karzinomen (100).

Zusitzlich zur Rolle der p73-Isoformen bei der Initiation der Tumorigenese, gibt es auch
Erkenntnisse iiber AN-p73 als prognostischen Parameter und als Marker fiir das pathologische
Tumorstadium in verschiedenen Tumorarten. So korreliert die ANp73-Expression in Prostata-
Karzinomen mit dem Gleason Score (127), in Cervix-Karzinomen mit dem Rezidiv-Risiko
(128) sowie bei Kolon- und Brustkrebs mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen und
vaskuldrer Invasion (78). Fir das hepatozellulire Karzinom gilt ein erhohter ANp73-

Proteinlevel auch als Indikator fiir schlechtere Uberlebenschancen des Patienten (129).
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Fiir das humane maligne Melanom gibt es auch Hinweise fiir eine Beteiligung der onkogenen
p73-Isoformen an der Melanomprogression. In Zelllinien, die aus humanen
Melanommetastasen generiert wurden, konnte eine deregulierte Expression von p73-
Varianten festgestellt werden (82). Zhang et al. wiesen in Melanomzelllinien aus Metastasen
erhohte p73-Transkript-Level im Vergleich zu Zelllinien aus Priméirtumoren nach (77). Tuve
et al. entdeckten bei der Untersuchung von gutartigen Muttermalen, primiren Melanomen und
Melanommetastasen von Patienten eine deutliche Hochregulation von p73-Isoformen in den
Metastasen verglichen mit den Primirlidsionen (69). Diese Daten veranlassten zu der
Vermutung, dass transaktivierungsdefiziente Isoformen von p73 eine bedeutende Funktion bei
der Progression von Tumoren, speziell des Melanoms, ausiiben konnten und zwar zusétzlich

zu dem dominant-negativen Effekt gegeniiber p53 bzw. p73 bei der Induktion von Apoptose.

4.1 Ausbildung eines invasiveren Phédnotyps bei Melanomzelllinien
durch ATAp73

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass die Expression von ATAp73
(genauer p73Aexon2/3B) in nicht metastasierenden Melanomzellen zur Ausbildung eines
invasiveren Phinotyps fiihrt. Dies wurde in verschiedenen in-vitro-Assays untersucht. So
zeigten die stabil mit ATAp73 transfizierten, urspriinglich nicht metastasierenden Zellen eine
deutlich erhohte Koloniebildung im Softagar im Vergleich zu den Kontrollzelllinien. Das
kann begriindet sein durch eine Erhohung der Proliferationsrate und/oder einer verstdrkten
Resistenz gegeniiber Zelltod durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten. Eine dhnliche
Eigenschaft, ndmlich die Resistenz gegeniiber Zelltod ausgelost durch Unterbrechung der
Zell-Substrat- und Zell-Zell-Kontakte (Anoikis), wurde ebenfalls untersucht. Anoikis stellt
einen Schutzmechanismus des Organismus dar, um das Wachstum von epithelialen und
endothelialen Zellen an fremden bzw. unpassenden Organumgebungen zu verhindern. Es
existiert die Meinung, dass die Aneignung einer Resistenz gegen Anoikis ein
Schliisselereignis in der Tumorprogression von epithelialen Tumoren in Richtung Invasion
und Metastasierung ist (130). In dieser Arbeit konnte durch die Expression von ATAp73 die
Vitalitdt von Melanomzellen unter nicht adhidrenten Bedingungen erhoht werden. Da die
Transfektanten auch in anderen Tests einen invasiveren Phinotyp aufwiesen als die parentalen
Kontrollzelllinien, spricht dieses Ergebnis dafiir, dass ATAp73 eine bedeutende Rolle bei der

Progression von Melanomen, u. a. durch Erhohung der Anoikis-Resistenz, spielt. Auch Zhu et
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al. assoziierten die Resistenz gegen Anoikis mit einem hoherem metastatischen Potential von
Melanomzellen (131).

Des Weiteren wurde die Invasivitit der ATAp73-exprimierenden Zelllinien im Boyden-
chamber-Assay getestet. Hier zeigte sich, dass das invasive Verhalten der Zellen durch
Expression von ATAp73 drastisch verdndert wurde. Fiir eine der beiden untersuchten
Zelllinien (Mel 5- ATAp73) konnte die Invasivitit um das 10 bis 25fache gesteigert werden.
Griinde fiir invasiveres Verhalten in der Boyden'schen Kammer konnen eine effizientere
Adhision der Zellen an das Matrigel, eine stirkere proteolytische Aktivitit und eine erhohte
Zellmotilitdt sein. Dies wurde in weiteren Versuchen analysiert. Matrigel simuliert in der
Boyden chamber die extrazellulire Matrix (ECM) und besteht aus ECM-Proteinen wie
Laminin und Kollagenen. Fiir Melanome kommt in vivo noch eine wichtige ECM-
Komponente, Fibronektin, hinzu. Im in-vitro-Adhisionsassay adhirierten die mit ATAp73
transfizierten ~Melanomzelllinien stirker an Laminin und Fibronektin als die
Kontrollzelllinien. Eine gute Adhédsionsfihigkeit an Komponenten der ECM st
Voraussetzung fiir eine effektive Migration und Invasion durch die extrazelluldre Matrix.
Auch andere Arbeitsgruppen fanden eine Korrelation zwischen hdoherer Invasivitit von
Melanomzellen und stirkerer Adhésion dieser Zellen an Laminin und Fibronektin (132-134).
Um das Migrationspotential der ATAp73-exprimierenden Zelllinien zu untersuchen, wurde
ein Scratch-Assay durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass die Zellen mit hohem ATAp73-
Proteinlevel sehr viel schneller in einen zellfreien Raum wandern konnen als die ATAp73-
negativen Zellen. Resultierend aus den Funktionsassays kann die Vermutung, ATAp73 sei an
der Ausbildung eines progressiveren, invasiveren Phéanotyps von Melanomzellen beteiligt,
bestitigt werden. Die Invasivitit der Zellen, das substratunabhingige Wachstum, das
migratorische Potential und das Adhésionsverhalten der Zellen wurde durch die
Uberexpression von ATAp73 deutlich gesteigert. Zusitzlich zeigten die Zellen auch eine
erhohte Resistenz gegen Apoptose ausgelost durch die chemotherapeutischen Wirkstoffe

Cisplatin und Adriamycin, was auch einen Indikator fiir Tumorprogression darstellt.

4.2 Auswirkungen ektoper Expression von ATAp73 auf das
Zytoskelett

Zelluldre Prozesse wie Adhésion, Zellmotilitit und Invasion stehen in engem Zusammenhang
mit dem Aktin-Zytoskelett. Das Aktin-Zytoskelett ist eine hoch dynamische Struktur, die in

einer lebenden Zelle durch ein kontrolliertes Gleichgewicht zwischen lokalem Auf- und
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Abbau von Aktinfilamenten reguliert wird. Tumorzellen deren Invasionspotential sich
verdndert hat, sollten demnach auch Verdnderungen des Zytoskeletts aufweisen. In der
vorliegenden Arbeit konnte in stark invasiven Melanomzelllinien das Auftreten markanter
Aktin-Stressfasern beobachtet werden im Gegensatz zu nicht invasiven Melanomzelllinien,
die keine derartigen Strukturen aufwiesen. Durch die ektope Expression von ATAp73 wurde
die Ausbildung zarter Aktinfasern in urspriinglich nicht invasiven Zellen bewirkt. Die
Ausbildung von Aktin-Stressfasern kann durch die vorliegenden Ergebnisse mit dem
invasiven Potential von Melanomzelllinien assoziiert werden. Die Korrelation zwischen dem
Vorhandensein von Stressfasern und dem metastatischem Potential von Melanomzellen wurde
auch schon von Byers et al. (80) bestitigt. Die Bildung von Stressfasern wird induziert von
RhoA (137), einem Mitglied der Familie der Rho-GTPasen. Zu dieser gehoren u.a. auch Racl
und Cdc42, die Signale von Chemokin-, Wachstumsfaktor- und Adhésionsrezeptoren an die
Effektorproteine des Aktinfilamentstoffwechsels weiterleiten und somit Zellmotilitét,
Adhision und EMT (epitheliale-mesenchymale Transition) kontrollieren (138). Rho-Proteine
sind in manchen humanen Tumoren iiberexprimiert und in einigen Fillen korreliert ihre
Expression mit dem Tumorstadium (139). In metastasierenden Melanomzellen konnte eine
Uberexpression von RhoC nachgewiesen werden (140), aber auch RhoA spielt eine Rolle bei
der Invasion von Melanomzellen (141). Erhohte Expression von Proteinen der Aktin-
Assembly-Maschinerie, wie Arp2/3 (actin-related protein) und WAVE2, ist verbunden mit
schlechter Prognose fiir Brust- und Leberkrebspatienten (135, 136) und mit erhohter Invasion
bei Magen- und Kolontumoren (142, 143). Die Herunterregulation von WAVE2 mittels
RNAIi in murinen Melanomzellen fiihrte zu geringerer Invasivitit dieser Zellen (144). Diese
Daten unterstreichen die Bedeutung der Aktin-Organisation fiir die Tumorprogression. RhoB,
ein enger Verwandter von RhoA und RhoC, wurde in der ATAp73-transfizierten Zelllinie
hochreguliert, wie die Array-Analyse ergab. RhoA und RhoC zeigten jedoch keine verdnderte
Expression. Da diese Proteine aber in ihren Funktionen iiberlappen, konnte RhoB durchaus an
den Veridnderungen der Zytoskelettorganisation beteiligt sein. Das Aktin-biindelnde Protein
Fascin ist ebenfalls an der Ausbildung von Aktin-Stressfasern beteiligt. Es ist in
verschiedenen Tumoren hochreguliert und geht mit einer schlechten Prognose fiir den
Patienten einher (145-147). In dieser Arbeit konnte in den ATAp73-exprimierenden Zellen
mit invasiverem Phénotyp die Hochregulation von Fascin homolog 1 in der Array-Analyse
nachgewiesen werden. Dies konnte, zusammen mit der Hochregulation von RhoB, zum

verstirkten Zusammenbau von Aktinfilamenten in diesen Zellen fiihren.
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4.3 Auswirkungen ektoper Expression von ATAp73 auf die EMT-
Markerproteine Vimentin, E-Cadherin und B-Catenin

Eine andere Komponente des Zytoskeletts stellen die Intermediirfilamente dar. Dazu gehort
uv.a. Vimentin. Eine Hochregulation von Vimentin in Tumorzellen ist assoziiert mit der
epithelialen-mesenchymalen Transition, EMT (85), einem Kennzeichen der Tumorinvasion.
Wihrend der EMT veridndern sich im Epithelverband verankerte, nicht motile, polarisierte
Epithelzellen zu individuellen, nicht polarisierten, motilen und invasiven mesenchymalen
Zellen. Diese reversible, morphologische Veridnderung geht u.a. einher mit der verstirkten
Expression von Vimentin, einem mesenchymalen Markerprotein, dem Verlust der E-
Cadherin-Expression (138) und einer Translokation von [-Catenin in den Zellkern (114,
115). Erhohte Vimentin-Proteinlevel als Antwort auf ATAp73-Uberexpression konnten in
dieser Arbeit weder durch Immunfluoreszenz noch durch Western Blot nachgewiesen werden.
Ebenfalls von zentraler Bedeutung fiir die epitheliale-mesenchymale Transition ist der Verlust
der E-Cadherin-Expression. Stark vereinfacht vermittelt E-Cadherin die Integritit der
Melanozyten im Epithelverband (209, 210) und sein Verlust stellt ein initiales Ereignis in der
Melanomentstehung dar. Die biologische Funktion von E-Cadherin wird in Abschnitt 4.4
dieser Arbeit ausfiihrlich besprochen. Dieses bedeutende Protein fiir den Prozess der EMT
wurde in einer der beiden untersuchten nicht metastasierenden Zelllinien (Mel 5) durch stabile
und transiente ektope Expression von ATAp73 herunterreguliert.

B-Catenin  reguliert iiber den Wnt-Signalweg EMT, Tumorzellmigration und
Tumorzellinvasion (116-118). In der Zelle gibt es zwei B-Catenin-Pools. Zum einen gibt es
das membran-assoziierte [-Catenin, das an E-Cadherin gebunden ist und eine
Strukturkomponente der Zell-Zell-Verbindungen (adherens junctions) darstellt. Dieses
verkniipft E-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett und beeinflusst Adhédsionsprozesse. Zum
anderen liegt freies B-Catenin im Zytoplasma und Zellkern vor, das als transkriptioneller
Effektor des Wnt-Signalweges agiert (114, 115). Durch Bindung von Wnt an seinen Rezeptor
Frizzled werden die Kinasen CK1 (Casein Kinase 1) und GSK3p (Glycogen.Synthase Kinase
3pB), die B-Catenin phosphorylieren und damit dem Ubiquitin-Proteasom-Abbau zufiihren,
inhibiert und somit das B-Catenin-Protein stabilisiert. Dieses wird in den Zellkern transloziert
und bindet dort an die Transkriptionsfaktoren TCF/LEF (T cell factor und lymphocyte
enhancing factor), die u.a. die Transkription der Wnt-Zielgene aktivieren. Ein Zielgen dieses
transkriptionellen Komplexes ist Snaill, ein transkriptioneller Repressor von E-Cadherin

(149). Auf diese Weise wird die E-Cadherin-Expression wédhrend der EMT behindert. Es
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wire moglich, dass die ATAp73-abhiingige Suppression der E-Cadherin-Expression iiber die
Aktivierung dieses Repressors abliduft. Andere Targets von [-Catenin sind Cyclin D1, LI-
CAM, MMPs (Matrix-Metallo-Proteinasen), SI00A4, Fascin (138) u.a., die Zellproliferation,
Migration und Invasion in der Zelle beeintrichtigen. Letztlich bewirkt die Aktivierung des
Whnt-Signalweges eine verringerte Zell-Zell-Adhision und eine erhohte Zellmigration- und
Invasion. Wihrend der EMT kommt es zur nukledren Anreicherung von B-Catenin. Im
Experiment in dieser Arbeit zeigten die ATAp73-transfizierten, invasiveren Mel 5-Klone im
Vergleich zur parentalen, weniger invasiven Zelllinie eine niedrigere [-Catenin-
Konzentration im Zytoplasma und im Zellkern. Es kam zu keiner verstirkten Translokation
von B-Catenin in den Zellkern. Dennoch ist eine starke Immunreaktivitit gegen B-Catenin im
Zellkern nachweisbar, sowohl in der ATAp73-transfizierten, als auch in der Kontrollzelllinie.
In der metastasierenden Zelllinie Mel 10 hingegen ist die Konzentration von B-Catenin im
Zellkern geringer als im Zytoplasma. Diese Beobachtung deckt sich mit den
Forschungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So fanden Kageshita et al. 2001 (122) in
fortgeschrittenen Melanomen die Herunterregulation von B-Catenin und Maelandsmo et al.
(119) reduzierte Proteinlevel in Melanommetastasen. Im letzteren Fall wurde die
Akkumulation von B-Catenin im Zytoplasma von priméren superfiziell spreitenden
Melanomen sogar mit einer besseren Prognose assoziiert. Sie schlussfolgerten daraus, dass 3-
Catenin eine protektive Rolle in der Melanomentwicklung spielt, moglicherweise durch
Induktion von Apoptose in friihen Melanomstadien. Tatséchlich gibt es Hinweise fiir eine pro-
apoptotische Funktion von [-Catenin in verschiedenen Tumorzellen (150-152).

Die hier vorgestellten Ergebnisse sprechen dafiir, dass ATAp73 bestimmte Prozesse der
epithelialen-mesenchymalen Transition, z.B. durch negative Regulation von E-Cadherin,
beeinflusst. Zusitzliche Anhaltspunkte fiir diese Theorie bietet die Array-Analyse, die eine
differentielle Regulation weiterer EMT-Marker durch ATAp73 gezeigt hat, darunter u.a.
RHOB, S100A4, TGF-beta und Thrombospondin.

4.4 Auswirkungen ektoper Expression von ATAp73 auf die
Genexpression

Die stabile Expression von ATAp73 in primir nicht metastasierenden Melanomzelllinien
fiihrte zu einer Verdnderung des Phinotyps hinsichtlich der Malignitdt und Invasivitit der
Zellen. Auf der Ebene der Genregulation bewirkte ATAp73 eine signifikante Hoch- bzw.

Runterregulierung von 1356 Probesets, von denen 169 als sehr relevant fiir den Prozess der
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Tumorprogression in Richtung Metastasierung eingestuft wurden. Darunter zeigten einige
Gene auch nach Kurzzeitexpression von ATAp73 einen deutlichen Anstieg bzw. eine

Reduktion ihrer mRNA.

Hochregulierte Gene

Von den Genen, deren Expression durch ATAp73 positiv reguliert wird, sollen an dieser
Stelle einige vorgestellt werden. Diese sind S100A2, S100A4, Versican (CSPG2) und al-
Kollagen18 (COL18ATl).

Proteine der S100-Familie SI00A2/5100A4

S100A2 gehort zu den Genen, die am stirksten durch Uberexpression von ATAp73 induziert
werden. Im Vergleich zur Kontrollvektor-transfizierten Zelllinie wird durch stabile ATAp73-
Expression 15 mal mehr SIO0A2-mRNA produziert. Dies wurde auch durch transiente
Uberexpression mittels adenoviralem Gentransfer erreicht. AuBerdem aktiviert ATAp73 die
S100A2-Transkription auch noch nach Zugabe von Cycloheximid, was fiir einen direkten
Aktivierungsmechanismus spricht.

Die Funktion der Mitglieder der S100-Familie Ca®*-bindender Proteine sind vielfiltig, dazu
gehoren Regulation der Zellkontraktion, der Motilitit, des Zellwachstums, der
Differenzierung, der Zellzyklusprogression und der Transkription (153). SI00A2 (CaN19)
wird in der Epidermis exprimiert (154) und reguliert die Differenzierung von Keratinozyten
(155). Obwohl urspriinglich als Tumorsuppressorgen entdeckt (156) wird SIO0A2 in vielen
Malignititen tberexprimiert, z.B. bei Magenkarzinomen (163), Ovarialkarzinom (164),
Lymphom (165), Plattenepithelkarzinom des Halses und Nackens (head and neck squamous
cell carcinoma) (166-168), 6sophageales Plattenepithelkarzinom (esophageal squamous cell
carcinoma) (169) und Lungenkarzinom (170). Einige Arbeitsgruppen konnten S100A2 sogar
mit der Metastasierung von Tumoren in Zusammenhang bringen. Diederichs et al. (171)
stellten in Tumormetastasen von Lungenkarzinomen eine Uberexpression von S100A2 fest
und zeigten in in-vitro-Experimenten eine erhohte transendotheliale Migration von S100A2-
exprimierenden Zellen. Bulk et al. (172) konnten die metastatische Kapazitit von
Lungenkarzinomzellen in vivo durch S100A2-Uberexpression steigern. Auch in der
vorliegenden  Arbeit korreliert der S100A2-mRNA-Level mit fortgeschrittener
Melanomprogression. So exprimierten die metastasierenden Melanomzelllinien Mel 9 und
Mel 10 hohe Mengen S100A2-mRNA im Vergleich zu den weniger invasiven Mel 3 und Mel
5. Die transkriptionelle Regulation von S100A2 durch ATAp73 scheint direkt zu sein. Das
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iberrascht nicht, da SI00A2 ein bekanntes Zielgen von Mitgliedern der p53-Familie ist. Der
S100A2-Promoter enthdlt zwei p53/p63/p73-Konsensus-Sequenzen (155,173), an die p33,
TAp63, ANp63, TAp73 binden. S100A2 wird hochreguliert durch p53 (173, 174), TAp73
(155,173), TAp63 (173) und ANp63 (175). Bisher gab es keine Hinweise auf eine positive
Regulation von S100A2 durch ATAp73. Dieser wurde in der vorliegenden Arbeit erbracht.
Allerdings bleibt zu kldren, ob ATAp73 direkt an den S100A2-Promoter iiber eine der beiden
bekannten Konsensus-Sequenzen bindet.

S100A4 wird auch Metastasin (Mts1) genannt und tibernimmt eine kausale Funktion bei der
Metastasierung z.B. von Mammakarzinomen (176). S100A4 ist assoziiert mit dem
Aktomyosin-Zytoskelett und reguliert die Zellmotilitdt (177). Die ektope Expression von
S100A4 in nicht metastatischen Zellen fiihrt zur Ausbildung eines maligneren Phinotyps
(250) und eine Hemmung der S100A4-Expression mittels antisense-RNA resultiert in einer
verringerten Zellmotilitdt (251). Es besteht auch eine Verbindung zwischen S100A4 und dem
Tumorsuppressorprotein p53. Grigorian et al. (252) fanden heraus, dass S100A4 mit einer C-
terminalen Region von p53 interagiert und dadurch die Phosphorylierung und Aktivierung
von p53 beeinflussen kann. In dieser Arbeit zeigte sich, dass S100A4 durch ATAp73

hochreguliert wird, der Modus scheint jedoch indirekt zu sein.

Versican (CSPG2)

Ebenfalls sehr stark durch ATAp73 hochreguliert (55fach im Vergleich zur Kontrolle) wird
Versican, auch CSPG2 (chondroitin sulfate proteoglycan 2) genannt. Versican ist ein
Proteoglycan der extrazelluliren Matrix (ECM). In Sidugetieren gibt es vier bekannte
Spleivarianten von Versican VO, V1, V2 und V3-Versican (178). Versican bindet
Hyaluronsidure (HA) der ECM, beide sind iiberexprimiert in Adenokarzinomen des Hundes
und agieren zusammen wihrend der Tumorprogression (179). So bewirken die beiden
Komponenten eine Auflockerung der Tumorzellumgebung durch die Anreicherung von
Wasser in der ECM und erleichtern so Zellmotilitdt und Tumorwachstum (180). Auch haben
Versican-haltige ECMs einen anti-adhédsiven Effekt und unterstiitzen auf diese Weise
Tumorzellmigration und Invasion (181). Eine starke Produktion von Versican ist bekannt fiir
verschiedene Tumore (182), so auch fiir primére und metastatische Melanome (183, 184). Die
Transkription des CSPG2-Gens scheint direkt durch ATAp73 reguliert zu werden. Es ist
bekannt, dass das CSPG2-Gen eine bona-fide-p53-Bindestelle besitzt, durch die p5S3 Versican
direkt transaktiviert (185). Neueste Studien geben Aufschluss iiber die Regulation des

Versican-Promoters. Domenzain-Reyna et al. (2009) (246) fanden Bindestellen fiir mehrere
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Transkriptionsfaktoren im Versican-Promoter, darunter AP-1, SP1, AP-2 und TCF-4, die die
Expression dieses Proteins regulieren. Der TCF-4-Transkriptionsfaktor aktiviert im Komplex
mit B-Catenin die Promotoren der Zielgene des Wnt-Signalweges, der in Abschnitt 4.3
ausfiihrlich beschrieben wurde. Versican ist ein bekanntes Zielgen von Wnt (247). Da
ATAp73 Einfluss auf den Wnt-Signalweg hat, z.B. durch Herunterregulation von E-Cadherin
oder Hochregulation eines Wnt-Rezeptors SFRP1 (secreted frizzled related protein 1, sieche
Abschnitt 4.5), ist es wahrscheinlich, dass die Aktivierung des Versican-Promoters nach
ektoper ATAp73-Expression wenigstens zum Teil durch die Aktivierung iiber die TCF-4-
Bindestelle stattfindet. Zusétzlich konnte ATAp73 die Versican-Expression iiber die SP1-
Bindestellen regulieren. Racek et al. (248) und Beitzinger et al. (249) beschrieben die SP1-
abhingige Repression des hTERT (human telomerase reverse transcriptase)-Promoters durch
p73. So bildet p73 einen Komplex mit Sp1, sodass Spl nicht mehr an die SP1-Bindestellen im
hTERT-Promoter binden kann. Auf dhnliche Weise konnte p73 auch die Versican-Expression
kontrollieren. ATAp73 wiirde dann durch Bildung von TAp73-ATAp73-Heterooligomeren
die Bildung der p73-SP1-Komplexe unterbinden und somit SP1 dem Promoter zugénglich
machen. Dieser Mechanismus ist vorerst reine Spekulation und miisste im Experiment

tiberpriift werden.

COLI18A1/Endostatin

Das Heparansulfat-Proteoglycan (HSPG) al-Kollagen18 wird nach ektoper Expression von
ATAp73 in Melanomzelllinien verstirkt exprimiert. Der C-Terminus von al-Kollagenl8,
einem Bestandteil der ECM und von Basalmembranen, enthilt eine NC1-Doméne (Non-
Collagenl), aus der durch Proteolyse ein 20kDa-Fragment mit anti-angiogenetischer
Funktion, Endostatin, freigesetzt wird (186). Endostatin behindert die Zellmotilitit von
Endothelzellen tiber FGF-2-Signalwege (187) und induziert Apoptose und Zellzyklusarrest in
Endothelzellen durch Inhibition von CyclinD1 (188, 189). Endostatin-haltige Peptide werden
aus al-Kollagen18 durch die proteolytische Aktivitit von MMPs, Elastase und Cathepsin
(190, 191) gebildet. Sie entstehen also in Arealen intensiven ECM-Abbaus, wie zum Beispiel
im Tumorendothel wihrend der Tumorzellinvasion und wirken der Tumorangiogenese
entgegen. Obwohl Endostatin die Tumorprogression negativ reguliert, gelten hohe Serumlevel
von Endostatin in Patienten als Tumormarker fiir humane kolorektale Karzinome,
Lungenkarzinome (192, 193), Nierenzellkarziome (194) und bei akuter myeloider Leukdmie
(195) und korrelieren z.T. mit einem schlechtem Ausgang der Krankheit. Patienten mit

Melanomen haben erhohte Endostatin-Serum-Werte beim Auftreten von lokoregionalen und
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entfernten Metastasen (Stadium III und Stadium IV) (196). Warum kommt es aber wihrend
voranschreitender Tumorprogression zum Anstieg von Endostatin? Es gibt verschiedene
Theorien. Manche behaupten, Endostatin entsteht nur als zufilliges Nebenprodukt der MMP-
Aktivitait wihrend der Tumorzellinvasion (197), das ohne Effekt ist, da es durch pro-
angiogenetische Faktoren unterdriickt wird. Abe et al. (198) vermuten, dass Endostatin in
einigen Tumoren hochreguliert wird, um angiogenetischen Stimuli nahe von
TumorblutgefiBen entgegenzuwirken, sozusagen als intrinsischen Schutzmechanismus des
Organismus gegen die Verbreitung von maligne entarteten Zellen. Fiir diese Theorie spricht,
dass Endostatin nur anti-angiogenetisch wirkt unter Stimulation von Wachstumsfaktoren, wie
FGF-2 (187) und dass das Tumorsuppressorprotein p53 al-Kollagenl8 und eine Prolyl-
Hydrolase, die Endostatin daraus herstellt, hochreguliert (199, 200). COL18A1 ist ein direktes
transkriptionelles Target von p53 (200). Auf welche Weise ATAp73 die Expression von al-
Kollagen18 bzw. Endostatin beeinflusst, ob durch direkte Bindung oder durch indirekte

Mechanismen, muss noch geklirt werden.

Negativ regulierte Gene

Die transaktivierungsdefiziente Form von p73 regulierte u.a. folgende Gene, auch nach

transienter ATAp73-Expression, herunter: E-Cadherin, MMP-8, SEMAG6A, CHL1, DPP4.

E-Cadherin

E-Cadherin (CDHI1) spielt gerade in der Melanomprogression eine sehr bedeutenden Rolle. In
den meisten epithelialen Tumoren kommt es wihrend der Tumorprogression zum Verlust der
CDH1-Expression und dies korreliert mit schlechter Prognose und Metastasenbildung (206,
207).

E-Cadherin ist ein transmembranes Glycoprotein, dass in den Zell-Zell-Verbindungen, den
sog. Adherens junctions, z.B. zwischen Melanozyten und Keratinozyten, lokalisiert ist (208).
Durch verringerte E-Cadherin-Proteinlevel kommt es zur Unterbrechung der Melanozyten-
Keratinozyten-Kontakte (209, 210) und einzelne Melanozyten konnen den Epithelverband
verlassen. Die zytoplasmatische Domiine von E-Cadherin bindet $-Catenin, das einerseits die
Verbindung zum Zytoskelett vermittelt und andererseits die Beteiligung von E-Cadherin an
Signalprozessen, wie z.B. dem Wnt-Signalweg ermoglicht (138). E-Cadherin ist demnach
involviert in Zell-Zell-Adhision, Organisation des Zytoskeletts und epithelial-mesenchymaler
Transition (EMT), denn diese wird durch den Wnt-Signalweg induziert. Die Expression von

E-Cadherin kann auf verschiedene Arten reguliert werden: Es gibt transkriptionelle
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Repressoren Snail, Slug (Snail2), Twist (149) und andere. Erstere werden wihrend der EMT
durch Wachstumsfaktoren wie HGF und TGF-f induziert (211, 212). Der Einfluss von
ATAp73 auf die CDH1-Expression konnte also iiber die Regulation der Repressoren erfolgen.
In der Microarray-Analyse konnte keine Hochregulation von Snail, Slug oder Twist durch
ATAp73-Uberexpression nachgewiesen werden. Da die Runterregulation von E-Cadherin
deutlicher auf Proteinebene als auf mRNA-Ebene erkennbar war, konnten auch
posttranslationale Mechanismen dafiir verantwortlich sein, wie Glycosylierung, Proteolyse
oder Phosphorylierung und anschlieBender Ubiquitinierung, wie es fiir E-Cadherin berichtet

wird (138).

MMP-8

Ein anderes Gen, das sehr deutlich durch ATAp73 herunterreguliert wird ist die Matrix-
Metallo-Proteinase MMP-8. Das erscheint zunichst seltsam, da MMPs normalerweise bei
fortschreitender Tumorprogression verstiarkt exprimiert werden, da sie Komponenten der
extrazelluldren Matrix und Basalmembran abbauen und somit die Migration und Invasion von
Tumorzellen ermoglichen. Fiir MMP-8 gibt es jedoch auch gegenteilige Beobachtungen. So
wurde im Vergleich von nicht-metastasierenden zu metastasierenden Brustkrebs-Zelllinien
eine hohe Konzentration von MMP-8 in den nicht metastasierenden Zellen festgestellt (86). In
einem Knockout-Maus-Modell wurde in midnnlichen MMPS8/-Tieren die verstirkte Bildung
von Hauttumoren beobachtet (87). Diese Daten lassen darauf schlieBen, dass die

Herunterregulierung von MMP-8 die Tumorprogression vorantreiben kann.

SEMAGA

SEMAG6A  gehort zur Familie der Semaphorine, die aus sezernierten oder
Transmembranproteinen besteht, die als Gemeinsamkeit eine konservierte SEMA-Domine
aufweisen (213, 214). SEMAG6 ist membranstindig. Semaphorine interagieren mit ihren
Rezeptoren, den Plexinen, iiber die SEMA-Domine, die ebenfalls in Plexinen vorkommt
(215). Plexine regulieren die Aktivitdit von Rho-GTPasen (Rho, Rac, Cdc42), die an der
Kontrolle der Zellmotilitdt und der Aktin- und Mikrotubuli-Dynamik beteiligt sind. RhoA
wird aktiviert durch PlexinB1 (216). R-Ras hingegen wird durch Plexine inaktiviert, was
wiederum die R-Ras-vermittelte Integrin-abhingige Zelladhidsion an die extrazelluldre Matrix
(ECM) blockiert (217). Auf diese Weise konnten Semaphorin-Plexin-Signalwege die
Tumormetastasierung unterdriicken. Dhanabal et al. (218) zeigten, dass eine rekombinante

Ektodomidne von SEMAGA die VEGF-vermittelte Migration von Endothelzellen blockieren
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kann, was einen negativen Effekt auf die Tumorangiogenese hat. Neueste
Forschungsergebnisse (219) dokumentieren eine SEMA6A-Form, die mit B-Aktin und damit
dem Zytoskelett assoziiert ist. Dies deutet auf eine Funktion von SEMAG6A bei der Regulation

der Zytoskelettorganisation hin.

CHLI

CHLI (Close Homologue of L1) ist Mitglied der Familie der L1-CAM Zelladhisionsproteine,
die wiederum zur Immunglobulin-Superfamilie der neuronalen Zelladhédsionsmolekiile gehort
(220). Die L1-CAM-Familie besteht aus vier Mitgliedern: L1, CHLI, NrCAM und
Neurofascin. L1 und CHL1 sind Korezeptoren von B1-Integrinen und vermitteln mit diesen
Migration von Neuronen und Neuriten-Wachstum (221, 222). Der CHLI1-B1-Integrin-
Signalweg beinhaltet c-Src, PI3K und ERK1/2 (223). Die Expression von L1 steht in engem
Zusammenhang mit der Progression von verschiedenen Tumoren, darunter auch Melanome
(224-226), dabei korreliert hohe L1-Expression mit Metastasierung. Fiir CHL1 gibt es keine
derartigen Berichte. Aber eine Gruppe fand bei der Untersuchung von esophageal squamous
cell carcinomas (ESCC) eine deletierte Region, die vermutlich Tumorsuppressorgene enthilt.
Unter den herunterregulierten Tumorsuppressorkandidaten in ESCC-Tumoren befand sich
auch das CHLI-Gen. Diese Ergebnisse sprechen fiir unterschiedliche, eventuell sogar

gegensitzliche Funktionen von L1 und CHL1 in der Tumorigenese.

DPP4

Dipeptidyl peptidase-4 (DPP4, CD26) ist eine Serin-integrale Membran-Peptidase (SIMP),
die Prolin-haltige Peptide und Makromolekiile spaltet und auf der Zelloberfliche aktiv ist
(230). Zu den potentiellen Substraten von DPP4 gehoren Zytokine, hidmatopoeitische
Wachstumsfaktoren, Neuropeptide, Hormone und Chemokine mit X-Pro- oder X-Ala-Motiv
am N-Terminus. Zusitzlich besitzt DPP4 auch Gelatinase-Aktivitit, um Kollagene aus der

ECM zu degradieren. Damit kann DPP4 die Invasion von Tumorzellen unterstiitzen.

4.5 Signalwege, die von ATAp73 reguliert werden

Auf der Basis der potentiellen ATAp73-Targets, die in der Array-Analyse identifiziert worden
sind, wurde mit Hilfe des Programms Pathway Architect™ der Firma Stratagene ein
Interaktions-Netzwerk erstellt, welches direkte Interaktionen zwischen den jeweiligen

Proteinen darstellt (Abb. 4.1). Pathway Architect™ bedient sich dazu der Pubmed-Datenbank,
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indem es die Veroffentlichungen hinsichtlich Interaktionen zwischen jeweils zwei Proteinen
analysiert. Die von ATAp73 regulierten Gene sind an zwei zentralen Signalwegen beteiligt:
dem Wnt/B-Catenin-Signalweg und dem TGF-B-Signalweg. Diese sind mafBgeblich an der
Regulation von Zellmotilitdit und EMT beteiligt. Komponenten des Wnt/pB-Catenin-
Signalweges, die durch ATAp73 reguliert werden, sind SFRP1 (secreted frizzled related
protein 1), ein Wnt-Rezeptor, CDH1 (Cadherin 1, E-Cadherin), an welches B-Catenin
gebunden ist und SOX6, ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von CDH1 induzieren
kann (235). Da CDH1 und SOX6 durch ATAp73 herunterreguliert werden, fiihrt dies zu

einem positiven Einfluss auf den Wnt-Weg und somit zu erhdhter Zellmotilitit.
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Abb. 4.1 Direktes Interaktions-Netzwerk der aus der Array-Analyse ermittelten ATAp73-Targets. Die
Funktion von ATAp73 ist z.T. spekulativ und wurde nachtréiglich eingefiigt.

Ein Zielgen von Wnt ist CD44. Auch die Expression von CD44 wurde im Microarray durch
ATAp73 hochreguliert, dies konnte aber auch ein indirekter Effekt durch die verstiarkte Wnt-
Signaltransduktion sein. CD44 ist ein Rezeptor fiir Hyaluronsdure (HA), welche eine wichtige
Komponente der ECM ist (236). Es existieren mehrere Spleif-Isoformen von CD44, von

denen einige mit der Tumorprogression von humanen Neoplasmen in Zusammenhang
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gebracht wurden (236). CD44 wird auch von TGF-f induziert (4). Der TGF-B-Signalweg wird
durch die dauerhafte Expression von ATAp73 in Melanomzellen ebenfalls aktiviert. Smad3,
ein Vermittler der TGF-B-Antwort in der Zelle (237, 238), wird hochreguliert. Ebenso
IGFBP3 (insulin-like growth factor-binding protein 3), welches mit dem TGF-B-Weg
interagiert, indem es die Phosphorylierung von TGF-B-Rezeptoren und Smads stimuliert
(239). Es gibt sogar Forschungsergebnisse, die belegen, dass IGFBP3 ein wichtiger Faktor fiir
die Metastasierung von Melanomen ist (240). Verstirkte TGF-B-Signale konnen in
Melanomen die Metastasierung begiinstigen (241-243).

Ein anderer Signalweg auf den ATAp73 Einfluss nimmt ist der JAK/STAT-Signalweg. JAKs
sind Tyrosinkinasen, die nach Bindung von Zytokinen an ihre Rezeptoren diese
phosphorylieren und somit die Signalweiterleitung initiieren (244). JAK2 vermittelt u.a. die
Antwort auf Interferon y (IFNy) (245), dessen antiproliferativer Effekt auf Tumorzellen
therapeutisch genutzt wird. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Reduktion der Expression
von JAK2 durch ATAp73 im Microarray beobachtet. Die Resistenz von Tumorzellen auf
IFNy-Behandlung konnte auf Defekten im JAK/STAT-Signalweg beruhen (244). Somit

wiirden niedrigere JAK2-Proteinlevel die Tumorprogression unterstiitzen

4.6 Wie regulieren Transaktivierungs-defiziente p73-Isoformen die
Expression von Zielgenen und somit die Tumorprogression?

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Transaktivierungs-defiziente Isoformen
des Tumorsuppressorproteins p73 kardinale Signalwege der Tumorprogression regulieren
konnen. Sie verdndern die Expression von zentralen Komponenten wichtiger Signalwege, wie
E-Cadherin und B-Catenin auf transkriptioneller und translationeller Ebene. Zusitzlich
konnen sie Tumorprogressions-relevante Genprodukte induzieren, wie S100-Proteine oder
Versican. Obwohl die Transaktivierungsdomine im ATAp73-Transkript fehlt, kann dieses
einen Einfluss auf die Expression von Zielgenen ausiiben.

Vorab sei gesagt, dass die Antwort auf obige Frage in dieser Arbeit nicht beantwortet werden
konnte. Dennoch gibt es in der Literatur einige Hinweise auf mogliche Mechanismen, iiber
die ATAp73 die Expression von Genen beeinflussen kann.

Von groBer Bedeutung ist mit Sicherheit die dominant negative Aktivitit von ATAp73-
Isoformen gegeniiber TAp73 und p53. Beide Tumorsuppressorproteine werden von ATAp73
tiber kompetitive Bindung an DNA-Bindestellen gehemmt. Da die N-terminalen p73-
Isoformen noch an die DNA binden konnen, aufgrund der fehlenden

Transaktivierungsdomine aber keine Zielgene mehr aktivieren konnen, wird so die Funktion
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von p53 und Volllingen-p73 behindert. Zusitzlich dazu wird die Funktion von Vollldngen-
p73 durch Bildung von defekten Heterooligomeren aus ATAp73 und TAp73 gehemmt (63).
Die Zielgene von p53 und TAp73 werden auf diese Weise herunterreguliert. Wenn diese
Zielgene Inhibitoren anderer Gene sind, erfolgt auf diese Weise eine indirekte Aktivierung
von Genen durch ATAp73.

Eine andere Moglichkeit der Genregulation durch transaktivierungsdefiziente p73-Isoformen
zeigten Beitzinger et al. (249) am hTERT-Promoter. Es war bekannt, dass TAp73 die
Promoteraktivitit der human telomerase reverse transcriptase (W'TERT) reprimiert indem p73
an den Transkriptionsfaktor SP1 bindet und dessen Bindung an SP1-Bindestellen im Promoter
und demzufolge die Transaktiverung verhindert (248). ATAp73 hebt die hTERT-Repression
durch p73 auf und aktiviert sogar den hTERT-Promoter (249). Dies geschieht zum einen
durch die dominant negative Aktivitit gegeniiber TAp73. Auf diese Weise konnten auch
andere Gene, die SP1-abhingig transaktiviert werden durch ATAp73 hochreguliert werden,
wie z.B. Versican, das mehrere SP1-Bindestellen im Promoter aufweist (246). Zusitzlich dazu
fanden Beitzinger et al. noch heraus, dass ATAp73 den hTERT-Promoter unabhiingig von der
dominant negativen Hemmung aktiviert. ATAp73 bewirkt die Hyperphosphorylierung des
Retinoblastoma-Proteins RB (97), das dadurch inaktiviert wird. In der aktiven Form
(hypophosphoryliert) reprimiert RB in einem repressiven Komplex mit E2F und
Histondeacetylase (HDAC) den hTERT-Promoter. Dieser RB-E2F-HDAC-Komplex bindet
an den  hTERT-Promoter iiber eine  Non-Konsensus-E2F-Bindestelle.  Die
Hyperphosphorylierung von RB bewirkt die Auflosung des inhibitorischen Komplexes und
aktiviert somit den Promoter. Dieser Mechanismus ist ebenfalls denkbar fiir Gene, deren
Promotoren diese Non-Konsensus-E2F-Bindestellen aufweisen.

Viele der in der Array-Analyse gefundenen Zielgene von ATAp73 werden mit Sicherheit
indirekt reguliert. Aber fiir Versican und S100A2 sprechen die Ergebnisse fiir einen direkten
Mechanismus, da diese Gene trotz Behandlung mit Cycloheximid, welches die de-novo-
Proteinsynthese hemmt, durch ATAp73 hochreguliert werden. Es ist also wahrscheinlich, dass
zusitzlich zu den o.g. moglichen Aktivierungsmechanismen noch weitere bisher unbekannte
Wege existieren, iliber die ATAp73 die Transkription von Zielgenen direkt reguliert.
Moglicherweise interagiert ATAp73 mit anderen Transkriptionsfaktoren und bildet
aktivierende Komplexe, die an Zielpromotoren binden und diese aktivieren.

Unabhingig vom Modus, demonstriert die vorliegende Arbeit, dass ATAp73 Einfluss auf
wichtige zelluldre Prozesse, wie Adhision, Zellmotilitit, Zytoskelettorganisation und

Chemoresistenz von Melanomzellen in vitro ausiibt. Diese Zellprozesse sind bedeutend fiir
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die  Ausbildung eines maligneren Phinotyps von Tumorzellen wihrend der
Tumorprogression. Bisher gab es viele Erkenntnisse iiber die Rolle von ATAp73 bei der
malignen Transformation von Zellen und in frithen Stadien der Tumorigenese. Diese Arbeit
liefert Hinweise fiir eine Beteiligung von ATAp73 in spiteren Stadien der

Melanomprogression.

4.7 Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass ATAp73 Eigenschaften von Tumorzellen in vitro beeinflusst und
somit die Ausbildung eines maligneren Phinotyps unterstiitzt. Die Relevanz dieses Effekts
muss in in-vivo-Studien gepriift werden. Es stellt sich die Frage, ob Zellen mit hoher
ATAp73-Expression nach subkutaner oder intravenoser Injektion in Méuse auch aggressivere
Tumoren bilden mit schnellerer bzw. ausgedehnterer Metastasierung. Interessant wére auch
zu liberpriifen, ob die Tumorprogression von Melanomzellen durch spezifische Inhibierung
von ATAp73 aufgehalten oder sogar umgekehrt werden kann. Dies konnte in vitro und in vivo
untersucht werden.

Eine wichtige Frage, die die Ergebnisse dieser Arbeit aufwerfen ist die folgende: Wie kann
ATAp73 die Tumorprogression von Melanomzellen vorantreiben? Durch den dominant
negativen Effekt gegeniiber p5S3 und p73, durch direkte Transaktivierung von progressiven
Zielgenen, durch aktivierende Protein-Protein-Interaktionen zwischen ATAp73 und anderen
Aktivatorproteinen oder durch einen vollig anderen Modus operandi? Dazu miisste man
kldaren, ob ATAp73 selbst an Promotoren von Zielgenen bindet. Dies konnte mittels
Chromatinimmunprézipitation (ChIP) getestet werden. Die Aktivierung dieser Promotoren
konnte man dann mit Reportergenanalysen (z.B. Luciferase) untersuchen. Diese zeigen auch,
ob ATAp73 allein die Aktivierung bewirkt oder ob Interaktionen mit anderen Proteinen
notwendig sind. Ebenso konnte man mit Immunprézipitationen mégliche Interaktionspartner

von ATAp73 identifizieren.
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5 Zusammenfassung

N-Terminal  verkiirzte, = Transaktivierungsdefiziente = Isoformen  (ATAp73) des
Tumorsuppressors p73 besitzen onkogene Kapazitit, indem sie die Funktion von p53 und
Volllingen-p73 inhibieren. Vorherige Arbeiten lieferten Hinweise dafiir, dass bestimmte
ATAp73-Varianten eine Rolle bei der Melanomprogression spielen konnten. In dieser Arbeit
wurden nicht invasive Melanomzelllinien stabil mit einem ATAp73-Expressionsplasmid
transfiziert und der Einfluss der Langzeitexpression von ATAp73 auf verschiedene
Zelleigenschaften in vitro untersucht. Die Effekte waren verstirkte Koloniebildung im
Softagar, erhohte Zellinvasivitdt- und Motilitéit in vitro, stirkere Adhédsion an Komponenten
der extrazelluliren Matrix, verdnderte Organisation des Aktin-Zytoskeletts und erhohte
Chemoresistenz der Zellen. Die Microarray-Analyse ergab eine differentielle Regulation
zahlreicher Gene durch die Langzeitexpression von ATAp73. Darunter sind viele Gene, die an
der Tumorprogression beteiligt sind (z.B. E-Cadherin, Versican und Proteine der S100-
Familie). Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fiir eine Beteiligung von ATAp73 an der

Melanomprogression durch Induktion eines maligneren Phianotyps der Melanomzellen.
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