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2. Einleitung

2.1. Definition

Das maligne Melanom ist eine aggressive Form des Hautkrebs, die von Melanozyten ausgeht
und iiberwiegend im Bereich der Haut entsteht, jedoch auch in Schleimhiuten, Uvea, Iris,
Cochlea, Vestibularorgan und Leptomeningen vorkommen kann. Das maligne Melanom ist
zumeist stark pigmentiert, es werden allerdings auch amelanotische Formen beschrieben. Im
Verhiltnis zur Tumormasse besteht eine frilhe Tendenz zur Metastasierung und damit eine
ungiinstige Prognose. Das maligne Melanom ist fiir etwa 90% der Mortalitdt an Hautkrebs

verantwortlich (Korting et al., 2007).

2.2. Epidemiologie

Die Inzidenz maligner Melanome hat in den letzten Jahrzehnten weltweit kontinuierlich
zugenommen (Armstrong & Kricker, 1993, 1994; Coleman et al., 1993; Garbe et al., 2000).
Besonders dramatisch ist der Anstieg an malignen Melanomen in Léandern mit starker
Sonneneinstrahlung. In Australien ist das maligne Melanom das vierthdufigste Malignom des
Mannes und das dritthdufigste Malignom der Frau (Looper & Bhatia, 2001). In Europa
werden die hochsten Inzidenzraten in Skandinavien (Armstrong & Kricker, 1994; de Vries et
al., 2003), die niedrigsten in mediterranen Lindern (de Vries et al., 2003) beobachtet. In
Deutschland treten 10-12 neue Fille pro 100.000 Einwohner pro Jahr auf (Garbe & Blum,
2001). Es ist anzunehmen, dass Verbesserungen in der Fritherkennung von Melanomen und
verdnderte Lebensgewohnheiten (ausgiebiges Sonnenbaden) zu erhohten Inzidenzraten
beitragen (Brochez & Naeyaert, 2000; Kricker et al., 1993; Marks, 2000). Neben einer
erhohten Inzidenz an malignen Melanomen konnte in den letzten Jahrzehnten ebenso eine
erhohte Mortalitdt nachgewiesen werden (de Vries et al., 2003; La Vecchia et al., 1999). In
Deutschland wurde zwischen 1970 und 1995 eine Zunahme der Mortalitdt von 2,2 auf 3,0
Fille fiir Ménner und von 1,6 auf 2,0 Fille fiir Frauen pro 100.000 Einwohner und Jahr
ermittelt (Garbe & Blum, 2001). Ein vergleichbarer Trend wurde in den USA beobachtet
(Howe et al., 2001; Streetly & Markowe, 1995). Seit Anfang der 90er Jahre stabilisiert sich
der Anstieg der Mortalitétsrate in vielen Lindern (de Vries et al., 2003; Garbe & Blum, 2001;
Howe et al., 2001; La Vecchia et al., 1999), wobei der Anteil diinnerer und weniger invasiver

Melanome zunimmt (Armstrong & Kricker, 1994; Garbe & Blum, 2001; Thorn et al., 1994).



2.3. Risikofaktoren

Die genaue Atiologie des malignen Melanoms ist unbekannt. Allerdings scheint die UV-
Exposition der wichtigste exogene Faktor in der Entstehung maligner Melanome zu sein
(IARC, 1992). Intermittierende, intensive UV-Exposition sowie schwerwiegende
Sonnenbrinde zeigen eine positive Assoziation mit der Entstehung maligner Melanome
(Armstrong & Kricker, 1993; Gandini et al., 2005; Gilchrest et al., 1999; IARC, 1992;
Kricker et al., 1993). Dass signifikant hdufiger Personen hoheren sozio-okonomischen Status
betroffen sind, wird auf ihr Freizeitverhalten mit wiederkehrend hoher UV-Belastung
zuriickgefiihrt (English et al., 1997; Gallagher et al., 1987). Die von Gandini et al. (2005)
verOffentlichte Meta-Analyse von 57 Artikeln konnte kein signifikant erhohtes Risiko fiir eine
Melanomentstehung nach schwerwiegenden Sonnenbrinden im Kindesalter, verglichen mit
jenen des Erwachsenenalters nachweisen, wenngleich Migrationsanalysen dies nahe legen
(Holman & Armstrong, 1984; Khlat et al., 1992; Mack & Floderus, 1991). Im Gegensatz zum
Plattenepithelkarzinom korreliert die Verteilung maligner Melanome am Korper nur schlecht
mit der kumulativen Strahlendosis, mit Ausnahme des Lentigo-maligna Melanoms (IARC,
1992; van der Spek-Keijser et al., 1997).

Mithin gelten die totale Zahl benigner Névi und insbesondere ein Vorkommen dysplastischer
Névi als unabhiingige Risikofaktoren (Holly et al., 1987; MacKie et al., 1989). Menschen mit
positiver Familienanamnese weisen ein erhohtes Erkrankungsrisiko auf (Ford et al., 1995;
Platz et al., 2000).

Blaue Augen, blondes oder rotes Haar, gering pigmentierte Haut und Sommersprossen stellen
phénotypische Risikofaktoren dar (Bliss et al., 1995; Wei et al., 2003).

Beim autosomal-dominant vererbten ,,Syndrom dysplastischer Névi“ liegt eine genetische
Disposition zur Entwicklung eines malignen Melanoms vor (Czajkowski et al., 2004; Tucker
et al. 1997). Einen weiteren erblich determinierten Risikofaktor stellt die Xeroderma
pigmentosum dar. Hierbei handelt es sich um eine sehr seltene, autosomal-rezessiv vererbte
Erkrankung der DNA-Reparatur, die das Risiko multipler Tumoren (Basalzellkarzinome,
Plattenepithelkarzinome, Melanome) in Bereichen licht-exponierter Haut um ein Vielfaches

erhoht (Kraemer et al., 1994; Tomescu et al., 2001).

2.4. Klinik und Histologie

Klinisch und histologisch lassen sich verschiedene Melanomsubtypen klassifizieren (Tab. 01,

nach Garbe et al., 1995 c). Einige Typen sind jedoch nicht klassifizierbar oder reprisentieren



Mischformen. Klinische Sonderformen sind z.B. amelanotische Melanome sowie
Schleimhaut- oder andere extrakutane Melanome.

Das superfiziell-spreitende Melanom (SSM) weist zunichst ein intraepidermal horizontales
Wachstum auf und imponiert klinisch als Fleck. Spiter folgt die vertikale Ausbreitung, es
wichst flach erhaben, unterschiedlich gefdarbt und z.T. mit hellen Regressionszonen.
Histologisches Charakteristikum ist das pagetoide Muster der intradermal wachsenden
Tumorkomponente. Das noduldre Melanom imponiert primir knotig, exophytisch, schwarz-
braun gefarbt, haufig erosiv blutend. Da bei diesem Subtyp die horizontale
Wachstumskomponente iiberaus gering ist, fehlt die Moglichkeit zur Frithdiagnose. Das
Lentigo-maligna-Melanom entsteht oft erst nach vielen Jahren aus einer Lentigo-maligna. Das
akrolentigindse Melanom entsteht palmo-plantar, seltener sub- oder periungual und zeichnet
sich durch eine intraepidermale Frithphase aus, der eine vertikale Ausbreitung folgt (Korting

et al., 2007).

Klinisch-histologischer Subtyp Anteil in %
1. superfiziell spreitendes Melanom 57,4%
2. noduldres Melanom 21,4%
3. Lentigo-maligna Melanom 8,8%
4. akrolentigindses malignes Melanom 4,0%
5. nicht klassifizierbare Melanome 3,5%
5. andere 4,9%

Tab. 01 Klinisch-histologische Subtypen des malignen Melanoms (nach Garbe et al., 1995 c)

2.5. Prognose und Stadieneinteilung

Bei Diagnosestellung liegen 90% der Melanome als Primértumore vor, d.h. ohne erkennbare
Metastasierung. Die wichtigsten prognostischen Faktoren beim priméren malignen Melanom
sind (Korting et al., 2007):
- histologische, vertikale Tumordicke nach Breslow (Balch et al., 2001; Garbe et al.,
1995b; Kolmel et al., 2002; Morton et al., 1993)
- Vorhandensein histologisch erkennbarer Ulzerationen (Balch et al., 1981, 2001)
- Invasionslevel nach Clark (Garbe et al., 1995b; Morton et al., 1993)
- Mikrometastasennachweis in regiondren Lymphknoten durch Wichterlymph-
knotenbiopsie (Balch et al., 1981, 2001)
- Geschlecht: signifikant schlechtere Prognose fiir Minner (Balch et al., 2001; Garbe et
al., 1995b; Kolmel et al., 2002)



- Lokalisation: ungiinstige Prognose fiir oberen Stamm, Oberarme, Hals und behaarten
Kopf (Balch et al., 2001; Garbe et al., 1995a, b)

Die Metastasierung kann sowohl primédr lymphogen als auch primédr hdmatogen ablaufen,
wobei 2/3 der Erstmetastasierungen auf das regionidre Lymphabflussgebiet beschrinkt sind
(Korting et al., 2007). Die regiondren Metastasen konnen als Satelliten-Metastasen (bis 2cm
zum Primarius), In-transit-Metastasen (in der Haut bis zur ersten Lymphknotenstation) oder
regiondre Lymphknotenmetastasen in Erscheinung treten (Korting et al., 2007). Mit
zunehmenden Status lokoregiondrer Metastasierung sinkt die Prognose dramatisch, beim
Vorliegen von Fernmetastasen ist sie in aller Regel infaust (Balch et al., 1983, 2001).
Das American Joint Committee on Cancer (AJCC) iiberarbeitete die TNM-Klassifikation fiir
Melanome, um anhand klinischer und pathologischer Faktoren prizisere Eingruppierungen
der Lasionen vornehmen zu kénnen (Balch et al., 2001). Dazu wurden Ergebnisse von 17.600
Patienten aus 13 kooperierenden Instituten weltweit einbezogen. Fiir die T-Kategorie gilt die
Empfehlung, die Tumordicke nach Breslow und histologisch nachweisbare Ulzerationen zu
beriicksichtigen, wohingegen die Invasionstiefe nach Clark nur noch bei Melanomen <Imm
Dicke bedeutsam ist. In der N-Kategorie sind nunmehr die absolute Zahl betroffener
Lymphknoten und deren Differenzierung in klinisch okkult gegeniiber klinisch apparent
relevante Determinanten. Anhand der Unterscheidung viszeraler gegen nicht-viszeraler
Metastasen sowie des Gehaltes an Laktatdehydrogenase wird die M-Kategorie aufgegliedert.
Ferner werden Patienten jeglichen Stadiums bei Vorhandensein histologisch nachweisbarer
Ulzerationen im Primértumor hochgestuft. Satelliten-Metastasen und In-Transit-Metastasen
werden zu einer gemeinsamen Untergruppe innerhalb des Stadiums III zusammengefasst. Ein
Novum in der TNM-Klassifikation ist der Einfluss von Informationen aus intraoperativen
lymphatischen Mapping und Wichterlymphknotenbiopsien zur genaueren klinischen und

pathologischen Einstufung (Tab.02).

Stadium Histologische Eigenschaften / 5-Jahres- 10-Jahres-
TNM-Klassifikation Uberlebensrate | Uberlebensrate
0 Melanoma in situ (TisNOMO) 100% 100%
IA <1 mm ohne Ulzeration und Clark Level II/1II 95% 88%
(T1aNOMO)
IB <1 mm mit Ulzeration o. Level IV/V (T1bNOMO); 91% 83%
1,01-2 mm ohne Ulzeration (T2aNOMO) 89% 79%
ITA 1,01-2mm mit Ulzeration (T2bNOMO) 77% 64%
2,01-4mm ohne Ulzeration (T3aNOMO) 79% 64%
1IB 2,01-4 mm mit Ulzeration (T3bNOMO); 63% 51%
> 4 mm ohne Ulzeration (T4aNOMO) 67% 54%
IIC > 4 mm mit Ulzeration (T4bNOMO) 45% 32%




A 1 regionale Lymphknotenmikrometastase, 69% 63%
nicht-ulzerierter Primarius (T1-4aN1aMO0);
2-3 regionale Lymphknotenmikrometastasen, 63% 57%
nicht-ulzerierter Primarius (T1-4aN2aMO0)

1B 1 regionale Lymphknotenmikrometastase, 53% 38%
ulzerierter Primarius (T1-4bN1aMO0);
2-3 regionale Lymphknotenmikrometastasen, 50% 36%
ulzerierter Primarius (T1-4bN2aMO0);
1 regionale Lymphknotenmakrometastase, 59% 48%
nicht-ulzerierter Primarius (T1-4aN1bMO0);
2-3 regionale Lymphknotenmakrometastasen, 46% 39%
nicht-ulzerierter Primarius (T1-4aN2bMO0);
In-Transit/Satelliten Metastasen ohne 30-50%
Lymphknotenmetastasen (T1-4a/bN2cMO0)

Imc 1 regionale Lymphknotenmakrometastase, 29% 24%
ulzerierter Primarius (T1-4bN1bMO);
2-3 regionale Lymphknotenmakrometastasen, 24% 15%
ulzerierter Primarius (T1-4bN2bM0);
4 o. mehr Lymphknotenmetastasen o. 27% 18%
In-Transit/Satelliten Metastasen mit
Lymphknotenmetastasen (alle T, N3MO)

v Haut-, Subkutan- o. Lymphknotenmetastasen 19% 16%
mit normalem LDH (alle T, alle N, M1a);
Lungenmetastasen mit normalem LDH 7% 3%
(alle T, alle N, M1b);
Alle anderen Organfiliae mit normalem LDH o. 9% 6%
jede Fernmetastase mit erhohtem LDH
(alle T, alle N, M1c)

Tab. 02 AJCC-Stadieneinteilung maligner Melanome, nach Balch et al., 2001

2.6. Therapie
Chirurgische Intervention

Die Therapie des primdren Melanoms erfolgt operativ. Das Melanom wird mit 0,5cm
Sicherheitsabstand bei Melanoma in situ, 1cm bei Melanomen bis 2,0mm Tumordicke und
2cm bei >2,0mm Tumordicke exzidiert (Balch et al., 1993; Heaton et al., 1998; Roberts et al.,
2002; Sober et al., 2001). Aufgrund vorliegender Studien kann davon ausgegangen werden,
dass die Wahl des Sicherheitsabstandes keinen entscheidenden Einfluss auf das Risiko der
Fernmetastasierung und damit auf die Gesamtiiberlebensrate hat (Kaufmann et al., 1998). Da
mit zunehmender Tumordicke die Gefahr der Ausbildung von Satelliten-Metastasen zunimmt,
ist davon auszugehen, dass ein kleinerer Sicherheitsabstand die Ausbildung dieser ermoglicht
(Veronesi & Cascinelli, 1991).

Fiir akrolentiginése und Lentigo-maligna Melanome konnte eine kontinuierliche
Tumorausdehnung nachgewiesen werden (Breuninger et al., 1999), so dass bei diesen

Subtypen unter Einsatz liickenloser Schnittrandhistologie auf ausgedehnte Resektionen



verzichtet werden kann. Dies ist insbesondere fiir anatomische Lokalisationen von groem
Vorteil, wo die Einhaltung oben angefiihrter Sicherheitsabstinde zu schwerwiegenden
Defekten fiihrt (z.B. Gesicht und Akren).

Bestehen Kontraindikationen fiir ein operatives Vorgehen konnen Lentigo-maligna Melanome
einer priméiren Radiatio zugefiihrt werden (Farshad et al., 2002).

Eine wichtige Determinante fiir die Uberlebensrate des Patienten ist der Status lokoregionirer
Lymphknotenmetastasen sowie deren Differenzierung in Mikro- und Makrometastasen. Eine
generelle Indikation zur elektiven Lymphknotendissektion besteht nicht, da nur einzelne
Untergruppen des Patientenkollektivs davon profitieren (Drepper et al., 1993; Eggermont,
2002; Roberts et al., 2002). Zum Ausschluss einer Lymphknotenmetastasierung wird in
Deutschland bei Melanomen =1,0mm Dicke und diinneren Tumoren mit prognostisch
ungiinstigen Parametern eine Wichterlymphknotenbiopsie empfohlen (Leitlinie Malignes
Melanom, 2007). Bei Melanomen des Kopf-Hals-Bereichs sollte die
Wichterlymphknotenbiopsie aufgrund iiberkreuzender Lymphabflusswege und enger
Nachbarschaftsbeziehungen zwischen Primarius und Lymphstromgebiet nur erginzend
eingesetzt werden (Schwipper, 2000).

Beim Nachweis einer lokoregiondren Lymphknotenmetastasierung wird die radikale
Lymphadenektomie empfohlen (Coit et al., 1991; Eggermont, 2002; Morton et al., 1991;
White et al., 2002).

Bei Vorliegen isolierter, RO-resezierbarer Fernmetastasen sollte die Exzision erwogen werden
(Eggermont, 2002; Fletcher et al., 1998; Leo et al, 2000). Mithin wird die

Metastasenchirurgie in palliativer Intention eingesetzt (Fletcher et al., 1998).

Radiotherapie

Die Indikation zur primidren Radiatio besteht selten. Schwer zugingliche bzw. kosmetisch
ungiinstig gelegene Lentigo-maligna Melanome stellen mogliche Einsatzgebiete dar (Farshad
et al., 2002; Schmid-Wendtner et al., 2000). Ferner kann sie Bestandteil der Therapie
fortgeschrittener Melanomen mit Hochrisikokonstellation (Ballo et al., 2002) sowie bei
primér inoperablen Melanomen sein (Burmeister et al., 1995). Die adjuvante Radiatio scheint
dabei keinen Einfluss auf die Uberlebensrate zu haben (Creagan et al., 1978; Fuhrmann et al.,
2001). Strahlentherapeutische Mallnahmen in der Therapie von Melanommetastasen linderten
die Symptome der Patienten, so dass ihr palliativer Einsatz gerechtfertigt ist (Kirova et al.,

1999; Rate et al., 1988).



Chemotherapie / Immuntherapie / Kombinationstherapie

Das Standardchemotherapeutikum in der Behandlung maligner Melanome ist Dacarbazin. Die
Ansprechrate maligner Melanome wird in der Literatur mit etwa 20% angegeben (Lee et al.,
1995). In der Gruppe der alkylierenden Zytostatika gehort Dacarbazin zur Untergruppe der
Triazene. Dacarbazin ist ein Prodrug, das durch N-Demethylierung in die wirksame Form 5-
(3-methyl-1-triazen) Imidazol-4-Carboxamid (MTIC) iiberfiihrt wird. MTIC ist instabil und
zerféllt spontan zu 5-Aminoimidazol-4-Carboxamid (AIC) sowie dem DNA-methylierenden
Methyldiazohydroxid und dem Methyl-Carbonium-lon (Garbe & Eigentler, 2004;
Rooseboom et al., 2004). Dieser Umbau ist Cytochrom P450-abhingig, welches auch in
Melanomzelllinien nachgewiesen worden ist (Rooseboom et al., 2004). Die Induktion dieses
Prozesses ist mittels Lichtexposition méglich (Lev et al., 2003; Tentori & Grazani, 2004). Der
UV-induzierte Abbau von Dacarbazin zu toxischem und unwirksamen 2-Azahypoxanthin
tiber 5-Diazoimidazol-4-Carboxamid und Dimethylamin ist unerwiinscht, bedarf aber einer

Lichtexposition von mehr als 24h (Garbe & Eigentler, 2004; Tentori & Grazani, 2003).
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Abb. 01 Abbau von Dacarbazin, aus Garbe & Eigentler (2004)
Eine wirksame Alternative zu Dacarbazin stellt das oral verfiigbare Alkylanz Temozolomid
dar (Middleton et al., 2000). Der Nitrosoharnstoff Fotemustin weist Ansprechraten von bis zu
20% auf (Lee et al., 1995). Aufgrund seiner Liquorgédngigkeit erscheint insbesondere der
Einsatz bei Hirnmetastasen vielversprechend (Jacquillat et al., 1990; Mornex et al., 2003). Ein

in der Behandlung bosartiger Tumore erfolgreich eingesetztes Chemotherapeutikum ist



Cisplatin. Hierbei handelt es sich um einen anorganischen, planen Komplex, dessen zentrales

Platinatom zwei Amin- und zwei Chlorliganden gebunden hat.

MNH:

Cl—— Pt —NH;

Cl
Abb. 02 Strukturformel Cisplatin

Die zytotoxische Aktivitit wird durch die Interaktion mit der DNA vermittelt. Hierbei
entstehen v.a. Intrastrang-Quervernetzungen, die iiber Aktivierung verschiedener Signalwege
die Apoptose induzieren (Siddik, 2003). Aufgrund ausgepriagter Chemoresistenzen gegeniiber
Cisplatin ist der therapeutische Nutzen beim malignen Melanom limitiert (Lee et al., 1995).
Wihrend zahlreiche prospektiv randomisierte Studien belegen, dass eine systemische
Chemotherapie in der adjuvanten Situation keinen Nutzen bringt, konnte durch die Gabe von
Interferon-alpha das rezidivfreie Uberleben signifikant verlingert werden. Zudem konnte ein
geringer Vorteil fiir die Gesamtiiberlebensrate nachgewiesen werden (Wheatley et al., 2007).
Neben der Niedrig- und Hochdosistherapie mit Interferon-alpha stellen die nicht zugelassenen
pegylierten Interferone eine neue Therapieoption dar (Wheatley et al., 2007). Es ist davon
auszugehen, dass eine adjuvante Therapie mit Interferon-alpha (-2a und -2b) fiir Patienten mit
Melanomen >1,5mm Dicke und/oder lokoregiondren Lymphknotenmetastasen vorteilhaft ist
(Cameron et al., 2001; Grob et al., 1998; Pehamberger et al., 1998). Kirkwood et al. (1996)
konnten bei Patienten mit einer Tumordicke >4mm und/oder positivem Lymphknotenstatus
durch Hochdosistherapie mit Interferon-alpha2b das krankheitsfreie Intervall und die
Gesamtiiberlebenszeit signifikant verlangern. Aufgrund der erheblichen Toxizitdt, die mit
einer Hochdosistherapie verbunden ist, muss die Indikation zur Hochdosistherapie mit
Interferon-alpha iiberaus streng gestellt werden. Dariiber hinaus besteht die Indikation zur
systemischen Chemo-/Immuntherapie bei inoperablen Rezidivtumoren oder inoperablen
Metastasen. In einigen Studien wird der Nutzen einer Therapie mit Interferon-beta (Beiteke et
al.,, 1993) oder dem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierenden-Faktor (Spitler et
al., 2000) untersucht. Fiir die klinische Anwendung einsetzbare Ergebnisse liegen noch nicht
VOr.

Es ist naheliegend, die ausgeprigte Chemoresistenz fiir die schlechte Prognose von Patienten

mit fortgeschrittenen Tumorstadien verantwortlich zu machen (Koh, 1991). Da die meisten
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konventionellen Chemotherapeutika ihre Wirkung iiber eine Induktion der Apoptose entfalten
(Fisher, 1994), wird eine gesteigerte Apotoseresistenz beim malignen Melanom als Ursache
schlechter Prognose angenommen (Grossman & Altieri, 2001; Satyamoorthy et al., 2001).
Eine zentrale Rolle bei der Initiation der Apoptose spielt das Tumorsuppressorprotein p53. Li
et al. (1998) untersuchten das Ansprechen von acht Melanomzelllinien (vier mit mutiertem
pS3, vier mit Wildtyp-p53) auf Chemotherapeutika, die durch unterschiedliche
Wirkmechanismen Apoptose induzieren. Sowohl in Wildtyp-, als auch in Zelllinien mit
mutiertem p53, lieB sich nach Chemoinduktion eine erhohte p53-Proteinkonzentration
beobachten, wenngleich die Wildtyp-p53-Zelllinien signifikant besser auf die eingesetzten
Chemotherapeutika ansprachen. Dies impliziert eine Storung der funktionellen Integritét des
mutierten p53-Proteins. Li et al. (1998) konstatieren eine p53-Abhingigkeit der
Chemotherapie-induzierten Apoptose und erachten den p53-Mutationsstatus als Marker fiir
die Chemosensitivitit. Diese These wird von Gjerset et al. (1995) und Cirielli et al. (1995)
gestiitzt, die nach Transfektion von Wildtyp-p53 in p53-defiziente Zelllinien eine erhdhte
Apoptoserate nachwiesen. Weiterfilhrende Untersuchungen sind notwendig, um die p53-
Abhingigkeit der Chemotherapie-induzierten Apoptose bei metastasierten Melanomen zu
beweisen. Gelingt dies, muss der gentherapeutische Einsatz von Wildtyp-p53 diskutiert

werden.

2.7. Bedeutung des p53-Tumorsuppressorgens fiir das maligne Melanom

Fiir die Transformation vom Melanozyten zum malignen Melanom werden Alterationen in
zwei bedeutenden Signalwegen der Zellzyklus-Kontrolle verantwortlich gemacht, die
Signalwege des Retinoblastoma- (Rb) und des p53-Tumorsuppressorgens. Von allen
moglichen Kontrollpunkten des Zellzyklus scheint der G1/S-Kontrollpunkt wesentlicher
Angriffspunkt gestorter RB- und p53-Signalwege zu sein.

Das Protein p16, das durch das Gen CDKN2A codiert wird, ist initialer Bestandteil des Rb-
Signalwegs. P16 gehort zur INK4-Familie, die Inhibitoren der Cyclin-abhingigen Kinasen
Cdk4 und Cdk6 sind. Neben p16™** (p16) gehdren p15™<* (p15), p18 ™ (p18) und p14
ARF (514) zu dieser Familie. P16 bindet an Cdk4/6 und inhibiert so die Wirkung des Cdk4/6-
Cyclin D1-Komplexes. Durch Hemmung dieses Komplexes bleibt die Phosphorylierung von
pRb aus. Hypophosphoryliertes pRb bindet den Transkriptionsfaktor E2F, hemmt dessen
Aktivitit und fiihrt so zum Zellzyklusarrest (Li et al., 2006 a). Storungen dieses Signalweges,
im Sinne von pl6- oder pRb-Defizienzen, Cdk4/6-Mutationen oder Cyclin DI-
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Uberexpression, wurden in Melanomzelllinien hiufig nachgewiesen. In sporadischen
Melanomen sind diese Aberrationen seltener. Der Verlust der pl6-Funktion ist mit der
Melanomprogression assoziiert (Li et al., 2006a). Einige Autoren interpretieren den Nachweis
von pl6-Keimbahnmutationen bei familidren Melanomen als Hinweis fiir die Rolle von p16
in frithen Stadien der Melanomentwicklung (Li et al., 2006 a). Wéhrend p16-Mutationen bei
einigen Melanomzelllinien nachgewiesen wurden, sind Rb-Mutationen selten (Li et al., 2006
a). Trotz fehlender Rb-Mutationen, ist die Rb-Funktion bei vielen Melanomen beeintréachtigt.
Hyperphosphorylierungen durch deregulierte Cdks oder Sequestration durch virale Proteine,
wie E7, E1A oder SV40 large T-Antigen fiihren weitaus hiufiger zu einer eingeschrénkten

Rb-Funktion als Mutationen (Li et al., 2006 a).

SESR 1o se

Abb. 03 P53- und Rb-Signalweg zur Regulation von Zellzyklus und Apoptose, modifiziert nach Li et al., 2006 a

Der p53-Signalweg ist von besonderer Bedeutung fiir die Suppression der
Malignomentwicklung. Das p53-Tumorsuppressorgen (p53) liegt auf dem kurzen Arm von
Chromosom 17 (17p13.1) und kodiert fiir ein 53 kDa schweres Protein. In normalen, adulten
Zellen weist Wildtyp-p53 eine Halbwertszeit von weniger als 35 Minuten auf (Maltzman &
Czyzyk, 1984), so dass es immunhistochemisch nicht nachweisbar ist. DNA-Schiden,
hervorgerufen durch ionisierende Strahlen, UV-Strahlung sowie DNA-schiddigende Agenzien,

induzieren p53 und fithren zur Akkumulation und damit zur Nachweisbarkeit des p53-
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Proteins im Zellkern (Kastan et al., 1991; Lu & Lane, 1993; Maltzman & Czyzyk, 1984;
Nelson & Kastan, 1994; Zhan et al., 1993). Eine charakteristische Akkumulation des p53-
Proteins findet sich in den Zellkernen der meisten soliden Tumoren (Matlashewski et al.,
1984; Oren & Levine, 1983; Zakout-Houri et al., 1983). Hierbei handelt es sich um eine
Uberexpression von aberrantem p53-Protein. Eine solche Akkumulation von p353-Protein
konnte in immunhistochemischen Untersuchungen auch fiir das maligne Melanom
nachgewiesen werden (Akslen & Morkve, 1992; Cristofolini et al., 1993; Gwosdz et al., 2006;
Lassam et al., 1993; Stretch et al., 1991).

In der Pathogenese von mehr als der Hilfte aller soliden humanen Tumoren spielen p53-
Mutationen eine wesentliche Rolle (Hollstein et al., 1991). Die Funktion von p53 trdgt zur
Integritdat des Genoms bei (Bouffler et al., 1995; Livingstone et al., 1992; Yin et al., 1992).
Dabei fungiert p53 als Transkriptionsfaktor, der an der Zellzykluskontrolle, DN A-Reparatur
und Apoptose beteiligt ist (Wang & Harris, 1996). Diese Funktionen werden unter anderem
durch p21<F"WAF (el-Deiry et al., 1993), MDM2 (Barak et al., 1993), Cyclin G1 (Okamoto
& Beach, 1994), GADD45 (Kastan et al., 1992) und BAX (Miyashita & Reed, 1995)
vermittelt, welche Effektor-Gene des p53-Signalweges darstellen.

Zellzyklusarrest (Mercer et al., 1990; Kastan et al., 1991) und Einleitung der Apoptose (Lowe
et al., 1993; Shaw et al., 1992; Yonish-Rouach et al., 1991) sind zwei zentrale Funktionen von
pS53. Der Zellzyklusarrest im G1/S Stadium wird iiber die Induktion der Expression von p53-
abhiingigem p21“""WAF! kontrolliert, das fiir einen Inhibitor der Cyclin-abhiingigen-Kinase
Cdk2 kodiert (el-Deiry et al., 1993). Analog zum durch pl6-vermittelteten Signalweg wird
die Phosphorylierung von pRB blockiert und der Zellzyklus arretiert. Diese inhibitorische
Wirkung von p21“""WAF! jst an hohe Proteinkonzentrationen gebunden, wie sie nach p53-
Induktion durch DNA-Schaden entstehen. Eine p53-unabhingige Beteiligung von p21 an der
zelluldaren Alterung, terminalen Differenzierung und Apoptose wurde ebenfalls beschrieben
(Sato et al., 2002). Mutationen von p21, die die Funktion beeintrichtigen, sind selten (Soto et
al.,, 2005). Im Zellzyklusarrest konnen subletale Schidden, die z.B. durch UV-Strahlung
hervorgerufen worden sind, durch DNA-Reparatur beseitigt werden, bevor sie sich in der
Replikation als Mutation manifestieren. Hieran beteiligt ist das p53-regulierte GADDA45.

In der Karzinogenese melanozytirer und nicht-melanozytirer Karzinome der Haut wird der
UV-Strahlung eine herausragende Bedeutung zugesprochen (Bentham & Aase, 1996; IARC,
1992), wobei die kanzerogene Potenz der UV-B Strahlung (280-315nm) deutlich hoher
einzustufen ist als jene der UV-C (100-280nm), gefolgt von UV-A Strahlung (315-400nm)
(de Gruijl, 1996; TARC, 1992). UV-Strahlung induziert die Bildung von Photoprodukten in
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der DNA, hierunter vor allem Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin(6-
4)Pyrimidonaddukte (IARC, 1992; Kricker et al., 1991). Typische UV-induzierte Mutationen
sind C>T Basenaustausch (hédufig) bzw. CC>TT Tandembasenaustausch (seltener) (Brash et
al., 1991; Hutchinson, 1994). Zahlreiche derartige Mutationen konnten fiir das p53-
Tumorsuppressorgen bei Plattenepithel- und Basalzellkarzinomen sowie in gesunder Haut
nachgewiesen werden (Brash et al.,, 1991; Nakazawa et al., 1994; Ziegler et al., 1993),
wohingegen p53-Mutationen in Melanomen selten sind (Albino et al., 1994; Daya-Grosjean et
al., 1995; Florenes et al., 1994; Gwosdz et al., 2006; Hartmann et al., 1996; Sparrow et al.,
1995). Eine fehlende Reparatur von Photoprodukten in der DNA als Ursprung der
Malignomentstehung implizieren Melanome von Xeroderma pigmentosum-Patienten, die in
mehr als 90% der Fille p53-Mutationen aufweisen, hiufig in typisch UV-induzierter Form
(Giglia-Mari & Sarasin, 2003). McKay et al. (1997) wiesen die Notwendigkeit von p53-
Wildtyp-Protein zur Reparatur UV-induzierter DNA-Schédden nach. Letal geschidigte Zellen
werden in der Regel apoptotisch. P53 induziert die Expression des proapoptotischen Faktors
BAX, der das anti-apoptotische Protein BCL-2 bindet (Miyashita & Reed, 1995). Neben der
Aktivierung bestimmter Zielgene ist auch eine Transkriptions-unabhingige Regulation der
Apoptose moglich. Das p53-Protein interagiert dazu mit zahlreichen zellulidren Proteinen, wie
HSP70 (Hinds et al., 1987), MDM2 (Oliner et al., 1992), TBP (Seto et al, 1992), TFIIH (Xiao
et al., 1994) oder SP1 (Lagger et al., 2003).

Transcription Dependent
DNA Altered Expression: Apoptos?s p
DAMAGE A BAX and Fas

Y y Bcl2
v ” —
Y ncreased Expression: | cdk

p21WAF1; 1l Activity

PDStS_ i o ey MDM2,
rotein E— cyclin G, and -
Accumulation GyADD45 * | Apoptosis I
Cell A
p53 Mutation Yy Cycle
or e - Arrest DNA
. Binding to Y
DNA viral Transcription- Repair
oncoproteins, Replication-Repair
e.g., HPV-ES, Fattors, 6.9, *
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Abb. 04 Vereinfachtes Modell der p53-Signalwege aus Wang et al., 1996
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Ein Verlust der Wildtyp-p53-Funktion durch Mutation reduziert die Fihigkeit der Zelle einen
vorliegenden Schaden durch Einleitung der DNA-Reparatur oder Apoptose zu beseitigen,
welches einen selektiven Vorteil zur klonalen Expansion neoplastischer Zellen darstellt (Kern
et al., 1992; Lowe et al., 1993). Den Zusammenhang zwischen Verlust von Wildtyp-p53 und
Malignomentwicklung illustrieren Patienten mit Li-Fraumeni Syndrom. Hierbei ist eine
vererbte p53-Mutation fiir eine Pradisposition zur Ausbildung zahlreicher Malignome, v.a.
Sarkome, Hirntumore, Mammakarzinome und Leukidmien ursidchlich (Malkin et al., 1990).

Es ist zu vermuten, dass die Resistenz gegeniiber Apoptose auch beim malignen Melanom
eine wesentliche Grundlage der Transformation eines normalen Melanozyten zum Melanom
darstellt (Alanko et al., 1999; Gilchrest et al., 1999; Li et al., 1998). Li et al. (1998) wiesen
nach, dass Melanomzellen, die eine p53-Mutation tragen, deutlich resistenter gegeniiber
Chemotherapie-induzierter Apoptose als Melanomzellen mit Wildtyp-p53 sind. Mithin spricht
fir ein Ungleichgewicht im apoptotischen System die Tatsache, dass sich nach UV-
induzierter Schidigung der Haut in Apoptose befindliche Keratinozyten leicht nachweisen
lassen (Young, 1987), wihrend apoptotische Melanozyten deutlich seltener beobachtet
werden (Bowen et al., 2003). Eine mogliche Ursache ist der hohe Gehalt an anti-
apoptotischen Proteinen, z.B. BCL-2, in Melanozyten (Bowen et al., 2003; Morales-Ducret et
al., 1995). Geringe Apoptoseraten und ein hoher Gehalt an BCL-2 konnten ebenfalls fiir das
maligne Melanom nachgewiesen werden (Bowen et al., 2003; Mooney et al., 1995; Staunton
& Gaffney, 1995).

Es wird deutlich, dass p53 als zentrale Instanz in der Regulation von DNA-Reparatur und
Apoptose zur Aufrechterhaltung der Homoostase des Zellsystems auch in der Karzinogenese
des malignen Melanoms von Bedeutung ist. In Anbetracht des vergleichsweise seltenen
Auftretens von p53-Mutationen bleibt letztlich unklar, welche genaue Rolle p53, respektive
Veridnderungen in dessen Signalwegen, in der Karzinogenese des malignen Melanoms

spielen.

3. Fragestellung

Eine Vielzahl der malignen Melanome zeigt eine Akkumulation des Tumorsuppressorproteins
p53, obwohl keine Protein-stabilisierenden Mutationen detektiert werden konnen. Eine
aberrante Akkumulation des p53-Proteins wird fiir viele solide Tumoren mit einer

funktionalen Storung zahlreicher Zellvorginge gleichgesetzt. Zu den zentralen Vorgingen,
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die infolge eines Zellschadens p53-abhingig ausgelost werden, gehoren die
Zellzyklusverzdgerung, Apoptose und Reparatur geschidigter DNA.

Aus diesen Punkten ergeben sich fiir die vorliegende Arbeit verschiedene Fragestellungen:

1. Welche Faktoren tragen zur Anreicherung des p53-Proteins bei?

Die Ursachen, die zur Anreicherung des p53-Proteins bei Melanomen fithren sind derzeit
nicht hinreichend geklart. P53 liegt in nicht geschiddigten Zellen in nur geringen
Konzentrationen vor. Bei Zellschidigung akkumuliert das Protein im Zellkern und
transaktiviert dort seine Zielgene. Ist der Zellschaden behoben, wird p53 mit Hilfe des
MDM2-Proteins in das Zytoplasma ausgeschleust und anschlieBend im Proteasom degradiert.
Sollte dagegen das p53-Protein im Zytoplasma statt im Zellkern akkumulieren, wird es nicht
mehr von MDM2 zur Degradation markiert und wird so aberrant angereichert. Um diese
Moglichkeit zu untersuchen, wurden immunhistochemische Analysen von priméren
Melanozyten und Zelllinien, die von Melanomen etabliert wurden, durchgefiihrt. Hierbei
wurde nicht nur das Ausmal3 der Akkumulation, sondern auch die Zuordnung zum jeweiligen
Zellkompartiment und zum p53-Mutationsstatus beriicksichtigt.

Neben einer fehlenden p53-Degradation konnte eine fehlerhafte Anreicherung des p53-
Proteins auf eine erhohte mRNA-Stabilitit zuriickzufithren sein. Fiir diese Untersuchung
wurden alle Zelllinien sowie die primdren Melanozyten mit dem Transkriptionshemmer
Actinomycin D behandelt und die p53-Transkriptmenge zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt.

Das p53 Protein selbst hat in gesunden Zellen eine Halbwertszeit von ca. 20 Minuten. In
Proteinstabilititsexperimenten sollte iiberpriift werden, ob diese in den vorliegenden

Melanomzellen signifikant verdndert ist.

2. Kann sowohl Wildtyp-p53-Protein als auch mutiertes p53-Protein durch gezielte
Schiédigung der Tumorzellen induziert werden?

Nach einem Zellschaden akkumuliert das p53-Protein in gesunden Zellen im Zellkern. Zur
Uberpriifung, ob diese Funktion weiterhin erhalten ist, wurden zum einen alle Melanomlinien
und die primidren Melanozyten mit Cisplatin, einem starken Induktor der p53-abhingigen
Apoptose, stimuliert und mittels eines immunhistochemischen Nachweises analysiert. Zum
anderen wurden zur semiquantitativen Analyse Western Blot Experimente von UV-
bestrahlten (UV-B und UV-C), Cisplatin-behandelten und Dacarbazin-behandelten Zellen
durchgefiihrt.
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3. Besitzt das akkumulierte p53-Protein der vorliegenden Zelllinien seine volle funktionelle
Integritdit?

Zur Uberpriifung der Integritit des p53-Signalwegs wurde die Makro-Array-Technologie
eingesetzt. Hiermit war es moglich eine Vielzahl von Genen in einem einzigen Versuchansatz
zu analysieren. Besondere Beriicksichtigung erhielten hierbei Gene, die die p53-Expression
und -Stabilitdt beeinflussen (siehe 1.) und Gene, die als Effektor-Gene die Zellzyklus-
Kontrolle, die Apoptose-Regulation, die DNA-Reparatur und die Angiogenese beeinflussen.
Anhand einiger Beispielgene wurden die in den Makro-Array-Analysen erhaltenen Resultate
mittels quantitativer RT-PCR {iberpriift.

Fiir diese Experimente wurden die primidren Melanozyten und Melanomlinien UV-bestrahlt
bzw. mit Cisplatin oder Dacarbazin behandelt. Mit Hilfe der Makro-Array-Analysen wurde
die Expression der Gene des p53-Signalwegs mit der Expression bei unbehandelten Zellen
verglichen, um zu iiberpriifen, ob eine Induktion des p53-Proteins eine Verdnderung im
Expressionsmuster zur Folge hat. Eine Analyse der Expressionsverinderung entsprechend
dem p53-Mutationsstatus sollte funktionale Unterschiede zwischen einem mutierten und
einem Wildtyp-p53-Protein aufzeigen. Eventuelle grundsitzliche Unterschiede im
Expressionsmuster zwischen Melanomen und priméiren Melanozyten sollten ebenfalls durch

die Makro-Array-Analysen detektiert werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Haufig verwendete Losungen

Agarose Gel Loading Buffer: 50% Glycerin
50mM EDTA
0,1% Bromphenolblau
0,1% Xylencyanol
10 x TBE ad 50ml

Dnase-Inkubationsmix: 70ul Puffer RDD (Qiagen)
10ul DNase (1500 Kunitz units)

Héamatoxylin-/Eosin-Firbung (HE):

a) Hamalaun-Losung nach Mayer 1g Hiamatoxylin (Merck)
0,2g Natriumjodat
50g Kalialaun
50g Chloralhydrat
1g kristalline Zitronensdure
ad 11 dH,O

b) Eosinlosung 10g Eosin (Merck)
ad 11 dH,O

OD-Puffer: ImM EDTA, pH 8,
10mM Tris-HCI, pH 7,5

6-fach Proteinprobenpuffer: 375mM Tris-HCI, pH 6,8
55% Glycerol
6% SDS
7,5% [3-Mercaptoethanol
0,001% Bromphenolblau

RIPA Lysis Puffer: 150mM NaCl
50mM Tris-HCI pH 8,0
1% NP-40
0,1% SDS

RLT-Lysis-Puffer: 700ul RLT-Puffer (Qiagen)
7ul B-Mercaptoethanol

5% Sammelgel: 500ul PAA-Losung 40%
1ml 4-fach Sammelgelpuffer
40ul 10% APS
4ul TEMED
ad 4ml dH,O
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4-fach Sammelgelpuffer:

SDS-Laufpuffer:

TBE (1-fach):

TBS:

TBST:

Transferpuffer:

10% Trenngel:

4-fach Trenngelpuffer:

0,5M Tris-HCI, pH 6,8
0,4% SDS

25mM Tris
192mM Glycin
0,1% SDS

89mM Tris
89mM Borsiure
2mM EDTA

ad 11 dH,O

20mM Tris-HCI, pH 7,5
150mM NacCl

20mM Tris-HCI, pH 7,5
150mM NaCl
0,1% Tween 20

25mM Tris
192mM Glycin
20% Methanol

3,0ml PAA-Losung 40%
3,0ml 4-fach Trenngelpuffer
100ul 10% APS

4ul TEMED

ad 12ml dH,O

1,5M Tris-HCI, pH 8,8
0,4 % SDS
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4.2. Untersuchte Zelllinien

In dieser Arbeit wurden Zelllinien kutaner, maligner Melanome (SK-Mel 1, SK-Mel 3, SK-
Mel 30, Mel-JUSO, IGR-37 und COLO-849) sowie native Melanozyten (NHEM-c M2)
untersucht. Die Melanomzelllinien wurden von der Deutschen Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Deutschland), die
Zellreihe nativer Melanozyten wurde iiber die PromoCell GmbH (Heidelberg, Deutschland)
bezogen. Die Tabelle 03 zeigt eine Zusammenfassung der Produktinformationen fiir die

einzelnen Zelllinien gemall DSMZ und der PromoCell GmbH.

Zelltyp DSMZ Nr. |Herkunft
Zellreihe

SK-Mel 1 Humanes Melanom | ACC 303 Lymphknotenmetastase eines Melanoms
bei einem 29 jdhrigen Kaukasier

SK-Mel 3 Humanes Melanom |ACC 321 Lymphknotenmetastase eines Melanoms
bei einer 42 jiahrigen Kaukasierin

SK-Mel 30 | Humanes Melanom |ACC 151 Subkutane Metastase eines Melanoms
bei einem 67 jdhrigen Kaukasier

Mel-JUSO |Humanes Melanom |ACC 74 Melanom bei einer 58 jihrigen Frau

IGR-37 Humanes Melanom | ACC 237 Lymphknotenmetastase eines Melanoms
bei einem 26 jdhrigen Mann

COLO-849 |Humanes Melanom |ACC 216 Lymphknotenmetastase eines Melanoms
bei einem 43 jdhrigen Kaukasier

Zellreihe Zelltyp Cat.-No.: Herkunft

NHEM-c M2 | Humane epidermale |C-10402 epidermale Melanozyten der Vorhaut
Melanozyten der eines vierjihrigen Kaukasiers
Vorhaut

Tab. 03 Produktinformationen der einzelnen Zelllinien gemaf DSMZ und PromoCell GmbH

Die Auswahl der insgesamt sieben Zelllinien wurde hinsichtlich ihrer molekulargenetischen
Eigenschaften getroffen. Es stehen drei Melanomzelllinien sowie native Melanozyten zur
Verfiigung, die p53 als Wildtyp exprimieren (SK-Mel 30, Mel-JUSO, COLO-849 und
NHEM-c M2). SK-Mel 1 und SK-Mel 3 tragen Punktmutationen, die zu einem verénderten
Protein fithren, IGR-37 trigt eine Deletion, die zu einer Leserasterverschiebung fiihrt.
Wihrend SK-Mel 1 und IGR-37 ausschlielich mutierte Transkripte exprimieren, transkribiert
SK-Mel 3 zusitzlich Wildtyp-p53.

Tabelle 04 fasst den p53-Status der untersuchten Zelllinien zusammen.
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Zelllinie | p53 Aberration' Codon 72 Genotyp (Tumor) | LOH/LOT / ROH’
(DNA / Transkript)2

SK-Mel 1 |c.1032G>A; R273W Arg/ Arg LOH

SK-Mel 3 |c.1013C>G; R267W Arg/ Arg ROH

SK-Mel 30 |- Het / Pro LOT

Mel-JUSO |- Arg/ Arg ui

IGR-37 c.229Del TG Pro / Pro LOH

COLO-849 |- Arg/ Arg ui

Tab.04 ! c., Lokalisation gemifl Genbank Accession No. K03199; Del, Deletion
% Arg, homozygot fiir Arginin; Pro, homozygot fiir Prolin; Het, heterozygote Allele
3 LOH, Verlust der Heterozygotie; LOT, Verlust allelspezifischer Transkription; ROH, Retention der
Heterozygotie; ui, nicht informativ

4.3. Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37°C, einem Kohlendioxidgehalt von 5% und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 95% in 75cm? Kulturflaschen kultiviert. Bei der Kultur wurden fiir die
verschiedenen Zelllinien unterschiedliche Medien eingesetzt. SK-Mel 1, SK-Mel 30, Mel-
JUSO, IGR-37 und COLO-849 wurden in MEM-Medium, SK-Mel 3 in RPMI 1640 Medium
kultiviert. Beide Medien wurden mit 10% FCS (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 1%
Penicillin / Streptomycin sowie 5% Glutamin versehen (Gibco/BRL, Eggenstein,
Deutschland). Das Medium wurde wochentlich gewechselt. Bei der Kultivierung der NHEM-
¢ M2 Zellen wurde das Melanocyte Growth Medium M2 mit zugehorigem Supplement Kit
verwendet (PromoCell). Ein Mediumwechsel fand alle 2-3 Tage statt. Zum Mediumwechsel
der Supensionszelllinie SK-Mel 1 wurden die Zellen fiir drei Minuten bei 200g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in frischem MEM-Medium aufgenommen. Zur
Passage der adhdrent wachsenden Tumorzelllinien wurden die Zellen mit 10ml D-PBS
(Gibco/BRL) gewaschen und die Zellen mittels 2ml Trypsin / EDTA (Biochrom AG) gelost.
Das eingesetzte Trypsin wurde im Folgenden durch Zugabe von 9ml Medium inaktiviert. Die
Zellsuspension wurde in 75cm? Kulturflaschen aliquotiert und auf ein Gesamtvolumen von
15ml aufgefiillt. Bei der Passage von NHEM-c M2 kam ein Detach Kit 30 (HepesBSS,
Trypsin / EDTA und TNS) von PromoCell zum Einsatz. Die Zellen wurden mit 5ml
HepesBSS gewaschen, durch 1ml Trpysin / EDTA gelost und das Trypsin-Zellgemisch mit
Sml TNS inaktiviert. Die Zellen wurden in 75cm? Kulturflaschen aliquotiert, in denen 15ml

Melanocyte Growth Medium vorgelegt waren.
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4.4. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach der Avidin-Biotin-Methode, einer Form
der Immunperoxidase-Firbemethode, durchgefiihrt. Hierbei ist der primire Antikorper (DO-
1, Immunotech, Hamburg, Deutschland bzw. DO-7, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland)
spezifisch gegen das p53-Protein gerichtet. Der Sekundirantikorper (biotinylierter Anti-
Maus-Antikorper), der an den ersten bindet, ist mit Biotin konjugiert. Das dritte Reagenz ist
ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin Komplex. Die freien Stellen des Avidinmolekiils
ermOglichen die Bindung an das Biotin des Sekundirantikorpers. Das Enzym Peroxidase setzt

ein geeignetes Chromogen (DAB, Nova Red) um, das daraufhin prézipitiert.

(Strept-) Avidin-
Biotin-

\\ % W%m Enzymkomplex

Briicken-
antikdrper,
biotinyliert

Z X

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex

ABC-Methode

Abb. 05 Schema der immunhistochemischen Farbung, aus Immunochemistry Laboratory, DAKO Corporation

Herstellung der Priparate

Die adhdrent wachsenden Zelllinien wurden auf 4-well Objekttrigern (Nunc GmbH & Co.
KG, Wiesbaden, Deutschland) ausgesit. Die Fixierung der Prédparate erfolgte bei einer
Konfluenz von 60-80%. Die Suspensionszelllinie SK-Mel 1 wurde in 75cm? Kulturflaschen
kultiviert. Bei einer Zellzahl von <1x10° Zellen / ml wurde die Zellsuspension mittels
Zytospin (Shandon Cytospin 3, Thermo Electron Corporation, Waltham, USA) bei 800rpm

fiir 3min auf Glasobjekttriger zentrifugiert.
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Fixierung und Vorbereitung der Zellen

Die Pridparate wurden zweimal in PBS (Gibco/BRL) gewaschen, fiinf Minuten in 100%
Methanol bei —20°C eingetaucht und fiir 30 Sekunden in einem 3:2 Aceton / PBS-Gemisch
bei -20°C fixiert. Die Objekttriager wurden luftgetrocknet und bei —80°C konserviert.

Farbung

Um eine moglichst spezifische Farbung des p53 Antigens zu erhalten, wurde die endogene
Peroxidase mit 0,6% H,O, in Methanol fiir 20 Minuten inaktiviert. Nach einem
Waschvorgang mit PBS wurden die unspezifischen Stellen durch Normal-Pferde-Serum
(Vector Laboratories, Burlingame, USA, 3:200 in PBS) fiir 30min blockiert. Hiernach wurden
die Zellen iiber eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem primaren Antikorper (1:200 in PBS)
liegend inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS schloss sich eine 30-miniitige
Inkubation bei Raumtemperatur mit dem sekunddren Antikorper an (biotinylierter Anti-Maus-
AK, Vector Laboratories, 1:200 in PBS). Der nicht gebundene sekundidre Antikorper wurde
durch Waschen mit PBS entfernt, bevor die Zellen mit dem StreptAB Komplex fiir 30
Minuten inkubiert wurden. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS erfolgte die Farbung
mit DAB (Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland) oder Nova Red (Vector Laboratories,
Burlingame, USA) fiir 15 Minuten. Nach abgeschlossener Firbereaktion wurden iiber fiinf
Minuten alle nicht gebundenen Anteile unter flieBendem Wasser entfernt. Es folgte die
Gegenfarbung mit Himatoxylin-Eosin (HE) fiir zehn Sekunden. Die HE-L6sung wurde unter
flieBendem Wasser iiber fiinfzehn Minuten entfernt. Die immunhistochemisch geféirbten
Praparate wurden mit ImmuMount (Thermo Electron Corporation, Waltham, USA)

eingedeckt.

4.5. Bestrahlung von Zellen

Fiir die Bestrahlung der Zellen kam eine UV-Lampe (VL-6.ML, Fisher Scientific Bioblock,
[lkirch Cedex, Frankreich) zum Einsatz, die wahlweise Licht der Wellenlinge 254nm (UV-
C) oder 312nm (UV-B) emittiert. Nach den Angaben des Herstellers erreicht eine
Wellenldnge von 254nm bei 15cm Abstand zwischen Lichtquelle und zu bestrahlenden
Objekt eine Bestrahlungsstirke (irradiance) von 0,4 W/m?2. Fiir eine eingestellte Wellenlédnge

von 312nm wird damit bei 15cm Abstand eine Bestrahlungsstirke 0,58 W/m? erreicht. Damit
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errechnet sich fiir eine Zielenergie von 30 J/m?2 bei UV-B-Bestrahlung eine Bestrahlungsdauer
von 52 Sekunden (Zhang, 2006).
Berechnung (UV-B): Herstellerangaben:  fiir 312nm und 15c¢m Abstand: 0,58 W/m?

Umrechnung: IW =11J/s =1m2x kg/s
Zielwert: 30 J/m?
=>~52s

Die Bestrahlungsdauer fiir eine Zielenergie von 40J/m? bei UV-C-Bestrahlung betrdgt 100
Sekunden (Haapajirvi et al., 1999).

Berechnung (UV-C): Herstellerangaben:  fiir 254nm und 15cm Abstand: 0,4 W/m?

Umrechnung: IW =11J/s =1m? x kg/s
Zielwert: 40 J/m2
=>100s

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in einer fiir diese Zwecke gefertigten Bestrahlungsbox.
Durch einen SchlieBmechanismus wurde der Innenraum der Bestrahlungsbox vom
Umgebungslicht abgeschottet. Ferner waren die Innenseiten der Box mit einer matten,
schwarzen Folie ausgekleidet. SchlieBmechanismus sowie Innenauskleidung hatten das Ziel,
mogliche Effekte der Umgebungsstrahlung oder Reflexionseffekte der Boxinnenseiten gering

zu halten, um die zu erreichende Bestrahlungsstirke nicht zu verfélschen.

Abb.06 Bestrahlungsbox

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 70%. Fiir alle adhédrenten

Zelllinien wurde das Medium fiir die Dauer der Bestrahlung entfernt. Bei der
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Suspensionszelllinie SK-Mel 1 wurde das Medium nach Zentrifugation (200g, 3min) entfernt.
Das Zellpellet wurde in 3,5ml PBS resuspendiert und gleichméfig auf dem Boden einer
75cm? Kulturflasche verteilt. Hierauf folgte die Bestrahlung. Als Kontrollen dienten jeweils
unbestrahlte Zellen. Die bestrahlten Zellen wie auch die Kontrollen wurden im Anschluss mit

frischem Medium beschichtet. Nach 24 Stunden erfolgten die RNA- und Proteinisolation.

4.6. Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika

Alle Zelllinien wurden mit 20uM Cisplatin (Hexal, Holzkirchen, Deutschland) bzw. 2,5mM
Dacarbazin (Sigma, Saint Luis, USA) in MEM-Medium inkubiert. Das Dacarbazin-Pulver
wurde hierzu in 10mg/ml Zitronensdure, pH 3,5, gelost und durch Lichtexposition (1h vor
Gebrauch) aktiviert (Lev et al., 2003; Tentori & Grazani, 2003). Als Kontrollen dienten
unbehandelte Zellen, die frisches Medium, jedoch kein Chemotherapeutikum erhielten. Nach

24 Stunden erfolgten die RNA- und Proteinisolation.

4.7. Proteinpriaparation aus Zellen

Die Proteinpriparation erfolgte, nachdem die Zellen einen Monolayer ausgebildet hatten bzw.
die Suspensionszellkultur SK-Mel 1 eine Zellzahl von 3-4 Millionen Zellen pro 75cm?
Kulturflasche erreicht hatte.

Die Zellen wurden trypsiniert, zweimal mit 10ml PBS gewaschen und in 400ul RIPA Lysis
Puffer, versetzt mit Proteinase Hemmer Cocktail III (16ul, Merck KgaA), aufgenommen. Zur
Zell-Lyse wurden die Gemische mehrfach in einer Kaniile aufgezogen und anschlieBend fiir
30 Minuten auf Eis gekiihlt.

Hiernach erfolgte die Trennung zwischen den Proteinen und den restlichen Zellbestandteilen
mittels Zentrifugation bei 12500g fiir 20 Minuten bei 4°C. Die im Uberstand gelosten

Proteine wurden bei —80°C gelagert.

4.8. Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Proben

Die Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration wurde mit der BCA (Bicinchoninséiure) -
Methode durchgefiihrt. Hierzu wurde ein BCA-Test-Kit der Firma Pierce (Rockford, USA)
entsprechend dem Herstellerprotokoll eingesetzt. Es wurden 1:5 und 1:10 Verdiinnungen der
Proben mit RIPA-Lysis Puffer hergestellt. 20ul der Verdiinnungen wurden in einer 96-Well
Platte vorgelegt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde mit BSA (Pierce), 200-1500pg/ml in
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RIPA-Lysis Puffer, eine Eichkurve erstellt. Alle Proben wurden in Doppelbestimmungen
untersucht. Die vorgelegten Verdiinnungen wurden mit 200ul Working Solution (Losung A
(BCA) und Losung B (4% CuSO4x 5 H20) in einem Verhiltnis von 1:50) aufgefiillt und 30
Minuten bei 37°C inkubiert. Proteine reduzieren bei alkalischem pH Cu2* zu Cu*. BCA bindet
an den Protein-Kupfer-Komplex, wobei zwei BCA-Molekiile mit einem Cu® -Ion einen
violett-gefdrbten Chelat-Komplex bilden. Die Extinktion der Proben wurde bei 570nm im
ELISA Reader (Tecan Spectra Mini, Tecan, Crailsheim, Deutschland) ermittelt. Eine

Berechnung der Konzentration erfolgte durch die Magellan 2 Software.

4.9. SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in der SDS-
Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli.

Fiir die Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurde ein Acrylamid-Gel mit einer
Endkonzentration von 10% verwendet.

Nach GieBen des Trenngels wurde es mit Butanol iiberschichtet, damit eine luftblasenfreie,
scharfe Trennlinie erreicht werden konnte. Nach der Polymerisation des Trenngels wurde das
Butanol abgegossen und die Oberfliche mit dH,O gespiilt. Das Trenngel wurde mit einem
5%-igen Sammelgel iiberschichtet und ein Profilformer eingesetzt.

Je Probe wurden 10pg Protein mit dH,O auf ein Volumen von 12,5ul aufgefiillt und 2,5ul 6-
fach  Proteinprobenpuffer  beigefiigt. Die Proben und der  biotinylierte
Molekulargewichtsstandard (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) wurden
bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert, auf Eis gekiihlt und kurz zentrifugiert. Nach der
Polymerisation des Sammelgels wurden 3,5ul Rainbow Standard (Bio-Rad), 15ul des
denaturierten Probengemisches bzw. 5ul des biotinylierten Molekulargewichtsstandard in die
Probentaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte iiber eine Stunde bei 25mA pro Gel mit
SDS-Laufpuffer.

4.10. Semi-Dry-Blot

Die Proteine wurden im Anschluss auf eine PVDF-Membran, Porengrofie 0,45um (Millipore
GmbH, Schwalbach, Deutschland) transferiert. Fiir den Semi-Dry Transfer wurde die PVDF-
Membran iiber 5 Minuten in 100% Methanol angefeuchtet und 15 Minuten in Transferpuffer

equilibriert. Als Pufferreservoir dienten zwei Filter, die in Transferpuffer getrinkt wurden.
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Das Sandwich aus Filter-Membran-Gel-Filter wurde luftblasenfrei in die Western Blot
Apparatur (Semi Phor, Hoefer, San Francisco, USA) eingesetzt. Dabei war die PVDF-
Membran der Anode, das Acrylamid-Gel der Kathode zugewandt. Der Transfer erfolgte fiir
90 Minuten bei 80mA.

4.11. Immunoblot

Die Membranen wurden 5 Minuten in TBS geschwenkt. Hiernach erfolgte die Blockierung
der nicht beladenen Proteinbindungsstellen durch 100% Superblock (Pierce) iiber 1 Stunde
unter kontinuierlicher Bewegung. Die Membranen wurden dreimal iiber 5 Minuten mit TBST
gewaschen. Es wurden der anti-p5S3-AK DO-1 sowie der anti-GAPDH-AK (Abcam plc,
Cambridge, UK) eingesetzt. Die Inkubation der Membranen mit dem priméren Antikorper
erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Die Antikorper wurden 1:1000 (DO-1) bzw. 1:200.000
(GAPDH) in TBST verdiinnt. Bevor die Inkubation der Membranen mit dem zweiten
Antikorper erfolgen konnte, mussten nicht gebunden Anteile des ersten Antikorpers durch
dreimaliges Waschen iiber 5 Minuten und einmaliges Waschen tiber 15 Minuten in TBST
entfernt werden.

Im Anschluss erfolgte eine Inkubation der Membranen mit dem sekundiren, Peroxidase-
gekoppelten Ziege-Anti-Maus-AK (Pierce) iiber 1 Stunde in einer 1:1000 Verdiinnung in
TBST.

Der biotinylierte Molekulargewichtsstandard wurde fiir 1 Stunde in einem Strept-HRP-
Komplex (Vector Laboratories), 1:5000 in 50% Superblock (in TBST) verdiinnt, inkubiert. Es
folgten Waschschritte mit TBST (3 x Smin, 2 x 15min) und TBS (5min).

Nach Inkubation der Membranen (Smin, RT) mit einer Substratlosung (Super Signal West
Dura Stable Peroxide Buffer, Pierce) wurde die Chemolumineszenz auf einem Rontgenfilm

detektiert. Belichtungen zwischen 10 Sekunden und 15 Minuten wurden durchgefiihrt.

4.12. Untersuchung der Proteinstabilitit

Die Untersuchungen zur Proteinstabilitit wurden unter drei verschiedenen Bedingungen
durchgefiihrt:

1. unstimulierte Zellen

2. 24h nach Mediumwechsel

3. Induktion mit 20uM Cisplatin iiber 24h
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Fiir die Bestimmung der Proteinstabilitit wurden die Kulturen mit 25ug/ml Cycloheximid
(Sigma, Saint Luis, USA) fiir 15, 30, 60 und 120 Minuten behandelt und die Konzentration an
p53- bzw. GAPDH-Protein in Western Blots analysiert. Jeder Zeiteinheit wurde eine
Kontrolle gegeniibergestellt, die fiir die jeweilige Zeit mit Medium ohne Zusatz inkubiert
wurde. Cycloheximid ist ein von Streptomyces griseus produziertes Antibiotikum, welches

die Translation in eukaryoten Zellen inhibiert (Agarwal et al., 2001).

4.13. Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Das fiir die RNA-Isolierung erforderliche Material wurde von Qiagen (Hilden, Deutschland)
bezogen.

Die RNA-Isolierung erfolgte, nachdem die Zellen einen Monolayer ausgebildet hatten bzw.
die Suspensionszellkultur SK-Mel 1 eine Zellzahl von 3-4 Millionen Zellen pro 75cm?
Kulturflasche erreicht hatte.

Die Zellen wurden trypsiniert, mit 10ml PBS gewaschen und in 700ul RLT-Lysis-Puffer
lysiert. Das Lysat wurde auf die QIA-Shredder-Sdule gegeben und zentrifugiert (15000g, RT,
Imin). Der Durchfluss wurde mit 700ul 70%-igen Ethanol vermischt. 700ul des Gemisches
wurden auf eine RNeasy Sdule gegeben und bei 15000g und RT fiir 1 Minute zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen und der Vorgang mit den restlichen 700ul wiederholt. Die
Saulen wurden mit 350ul RW1 Puffer gewaschen (15000g, RT, Imin). Im Anschluss wurden
80ul DNase-Inkubationsmix fiir 15 Minuten auf die Sédule gegeben. Hiernach wurden erneut
350ul RW1 Puffer bei 15000g, RT, 1min durch die Sédule zentrifugiert. Die Sdule wurde
zweimal mit 500ul RPE-Puffer gewaschen. Im Anschluss wurde die Sdule durch
Zentrifugation (15000g, RT, 2min) von der Restfliissigkeit befreit. Die RNA wurde mit 50ul
RNase-freien Wasser von der Sidule eluiert (15000g, RT, 1min). Der Durchfluss wurde ein
zweites Mal auf die Séule gegeben und zentrifugiert. Es schloss sich eine photometrische

Bestimmung der RNA-Konzentration an.

4.14. Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration in Proben

Die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte durch Messung der
Absorption bei den Wellenldngen von 260 und 280nm (DU 530, Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, Deutschland). Die zu untersuchenden Proben wurden dabei 1:100 in OD-Puffer

verdiinnt.
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Die Konzentrationsberechnung folgte nach der Formel: pg/ul = Abs,¢p * Verdiinnung * 40.
Die Probe wurde als hinreichend rein angenommen, wenn der Quotient der Absorptionswerte

von 260nm und 280nm zwischen 1,7 und 2,2 lag.

4.15. Untersuchung der RNA-Stabilitit

Die Bestimmung der RNA-Stabilitit wurde unter zwei Bedingungen durchgefiihrt:

1. unstimulierte Zellen (SK-Mel 1 u. SK-Mel 30)

2. Induktion mit 20uM Cisplatin iiber 24h (alle Zellreihen)
Fir die Bestimmung der RNA-Stabilitit wurde Actinomycin D (Sigma) eingesetzt.
Actinomycin D ist ein Antibiotikum, gewonnen aus Streptomyces antibioticus, welches
reversibel an Doppelstrang-DNA bindet und so die Transkription wie Replikation inhibiert.
Actinomycin D wurde auf eine Konzentration von Sug/ml in dem fiir die Zelllinie
erforderlichen Medium verdiinnt. Die Kulturen wurden 30, 60, 120 und 240 Minuten mit
Actinomycin D inkubiert. Zu jeder Zeiteinheit wurde eine Kontrolle ohne Actinomycin D im
Medium mitgefiihrt (Agarwal et al., 2001).
Nach der RNA-Isolation und photometrischen Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte
die Auswertung der RNA-Stabilitit mittels qRT-PCR. Die Primer wurden iiber Qiagen
(Hilden) bezogen.

4.16. Real-time RT-PCR (qRT-PCR)

Das Verfahren der klassischen RT-PCR bietet ausschlieBlich die Moglichkeit qualitative
Aussagen iiber synthetisierte PCR-Produkte am Ende aller PCR-Zyklen zu fillen.
Verschiedene Faktoren fiihren dazu, dass die Menge des entstandenen PCR-Produktes nicht
immer mit der Menge der eingesetzten cDNA korreliert. Ursédchlich hierfiir ist die Kinetik der
PCR-Amplifikation, die im zeitlichen Verlauf immer ein Sittigungsplateau erreichen wird.
Somit ist es unmoglich, eine Aussage hinsichtlich der Quantitit der zu Beginn der RT-PCR
vorliegenden cDNA-Menge zu treffen. Erst mit Entwicklung der qRT-PCR war es moglich,
quantitative Aussagen iiber die eingesetzte cDNA zu treffen. Bei der real-time qRT-PCR
erfolgt eine Messung der Konzentration der entstandenen PCR-Produkte mittels einer
Fluoreszenzreaktion bei jedem PCR-Zyklus. Um eine Fluoreszenz zu erreichen, enthilt der
PCR-Ansatz sequenzspezifische Oligonukleotide, die an ihrem 5°-Ende mit einem

Fluorophor, an ihrem 3°-Ende mit einem Quencher-Molekiil gekoppelt sind. Werden die
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Oligonukleotide mit Licht einer Wellenldnge von 485nm bestrahlt, wird die Emission von
Licht durch den Fluorophor aufgrund sterischer Hinderung durch den Quencher unterdriickt.
Die Oligonukleotide hybridisieren sequenzspezifisch an die neu-synthetisierten Amplifikate.
Durch die Anlagerung der Oligonukleotide an ihre Ziel-Sequenzen wird die rdaumliche
Konformation der Oligonukleotide verdndert. Damit entfillt die sterische Hinderung des
Quenchers auf den Fluorophor und es erfolgt eine Emission von Licht, die an der
Detektionseinheit des entsprechenden PCR-Gerites aufgezeichnet wird. Da an jede Ziel-
Sequenz der zu untersuchenden cDNA nur ein Oligonukleotid binden kann, korreliert die

Zunahme an Fluoreszenz direkt mit der Menge an synthetisierter DNA.

QuantiProbe Principle
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Abb. 07 Prinzip der qRT-PCR, aus QuantiTect Gene Expression Assay Handbook

Die Bestimmung der Ausgangsmenge an cDNA erfolgt anhand von Ct oder CP (Crossing
Point) Werten. Sie entsprechen der Anzahl an PCR Zyklen die notig sind, um ein konstant
definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Ein um einen Zyklus geringerer CP entspricht der
doppelten Menge an eingesetzter cDNA.

Zur Berechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio) zwischen zu untersuchendem Gen und
Haushaltsgen wurde die AACt Methode angewandt. Dabei wurde vom Ct Wert des Zielgens
der Ct Wert des Haushaltsgens GAPDH abzogen (ACt). Da zu jeder Probe Dreifach-
Bestimmungen durchgefiihrt worden sind, wurde das arithmetische Mittel der Ct Werte

eingesetzt. Hiernach wurde von dem ACt Wert der experimentell behandelten Probe der ACt
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Wert der zugehorigen Kontrolle abgezogen. Hieraus ergibt sich der AACt Wert. Der relative
Expressionsunterschied (Ratio) der experimentell behandelten Probe zu ihrer Kontrolle,
normalisiert iiber das Haushaltsgen GAPDH, ergibt sich aus 2744 (Livak & Schmittgen,
2001).

Die Expressionsunterschiede wurden als Siulendiagramme mit Microsoft Excel 2000
dargestellt und ab einem Faktor von 2,5 als hinreichend signifikant angenommen.

Zur Kontrolle der Spezifitit der qRT-PCR wurden stichprobenartig Sul der Amplifikate mit
Sul 2x Agarose-Gel-Loadingpuffer vermischt und bei 100V in einem 0,7%-igen TBE-
Agarose-Gel mit Ethidiumbromid aufgetrennt. Zur Dokumentation wurde das Gel unter UV-

Licht fotografiert.

cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese ging der qRT-PCR voraus. Sie stellt mit der reversen Transkription den
ersten Schritt der eingesetzten 2-Schritt qRT-PCR dar. 1ug RNA wurde mit 1ul Oligo-dT
(50uM, MWG Biotech AG, Martinsried, Deutschland) vermischt und auf 11ul mit RNase-
freiem Wasser aufgefiillt. Dieses Gemisch wurde iiber 10 Minuten bei 70°C denaturiert und

anschlieBend auf Eis gekiihlt. Zu jeder Probe wurden 9ul Premix gegeben.

Premix-Komponente Volumen | Hersteller

10x RT Puffer 2ul Sigma

RNase-freies Wasser 4ul .

dNTP-Mix (10mM) 1ul Qiagen

Superaseln (20U/ul) 1ul Ambion, Austin, USA
M-MLYV reverse Transkriptase (200U/ul) | 1ul Sigma
Gesamtvolumen ul

Zur cDNA-Synthese wurde das Gemisch auf 42°C fiir 2 Stunden und abschlieend auf 95°C

fiir 5 Minuten erhitzt. Die vorliegenden Proben wurden jeweils mit dH,O 1:10 verdiinnt.

gRT-PCR

Das Verfahren der RT-PCR wurde zum einen im Rahmen der RNA-
Stabilitidtsuntersuchungen genutzt, zum anderen diente dieses Verfahren der Verifizierung der
bei den Makro-Array-Analysen detektierten Expressionsunterschiede.

Das Protokoll der qRT-PCR zur Quantifizierung von RNA in Proben basiert in dieser Arbeit

auf den Angaben des QuantiTect Gene Expression Assay Handbook von Qiagen.
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Zur Anwendung kam eine 2-Schritt RT-PCR fiir ABI PRISM 7700/7900 Sequenz-Detektion-
Systeme. Fiir die zu untersuchenden Proben wurde ein Mix der notwendigen
Reaktionskomponenten zusammengestellt. Die Primer wurden sdmtlich iiber Qiagen bezogen.

Ausgenommen GAPDH (VIC) waren alle anderen Primer mit dem Farbstoff FAM markiert

(Tab. 05).

Assay-Name QuantiProbe-Sequenz Sense-Primer /
Antisense-Primer (5°- 3")

APEX1 AACCTGCCACACT*CAA CAGAAAACCTCACCCAGT/
GGCTTCTTCCTTTACCCAATC

BBC3 (PUMA) | GCGGAGA*CAAGAGGAG GACCTCAACGCACAGTA/
GCAGGAGTCCCATGATGAGAT

CDC2 Sequenzen von Qiagen geschiitzt

CDKNIA Sequenzen von Qiagen geschiitzt

GADDA45A Sequenzen von Qiagen geschiitzt

GAPDH Sequenzen von Qiagen geschiitzt

HIF1A GAAGACACAGAAGCAA TGT*GGAT*AGT*GATATGGT /
GT*CCTGAGTAGAAAATGGGTT

HIPK?2 AAAAGAAGCA*AGAAAG CAGATGACCATGAAGCAGAGA/
TCATGTTCACCTGGGCCATA

MAP 4 GCCAGAAGAT*A*CCAAC GAATACCCAAATAGCCAGAAC/
GATAGGATCGACCACTTGCTCA

MDM?2 Sequenzen von Qiagen geschiitzt

P53 Sequenzen von Qiagen geschiitzt

SP1 GGTAATGGTGGTGGTG GAAAAAGGAGTTGGTGGCAATA /
TGCTACTTCGAGCCTGTGAAA

TEADI TAAACCTCACCACACA CACTCTCTCTCCATTATCGAAC/
ACCAGAACTTCACAGCTACA

Tab. 05 Probe- und Primer Sequenzen; *modifizierte Nukleotide

Fiir Proben aus den RNA-Stabilititsuntersuchungen wurden 5Sul cDNA, zur Verifizierung der

Makro-Array-Analysen 2l

cDNA eingesetzt.

Gesamtvolumina von 20ul genutzt.

In beiden Untersuchungen wurden

Komponente Vol./ Well Endkonzentration
2x QuantiTect Probe PCR Master Mix 10ul 1x

10x QuantiTect Assay Mix (Primer) 2ul 1x

RNase-freies Wasser variabel

cDNA variabel <500ng / Reaktion
Gesamtvolumen 20l

Zu jeder Probe wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. Verunreinigungen, die zu

unspezifischen Reaktionen mit den eingesetzten Primern hitten fithren konnen, wurden durch

Non-template-controls

(NTC) ausgeschlossen,
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Komponenten mit Ausnahme der cDNA enthielt. An ihrer Stelle wurde RNase-freies Wasser
hinzugefiigt.

Die 96-Well Platte wurde mit einer Folie versiegelt und bis zur Analyse auf Eis gekiihlt. Die
Analyse erfolgte im ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die
Programmierung des ABI PRISM 7900 HT erfolgte nach den Angaben des QuantiTect Gene
Expression Assay Handbook.

Schritt Zeit Temperatur
PCR, initiale Aktivierung 15min 95°C

40 Zyklen:

Denaturieren 15s 94°C
Annealing / Detektion 30s 56°C
Extension 30s 76°C

Die Datenverarbeitung erfolgte mit der Software SDS 2.2 RQ (Applied Biosystems). Zur
Quantifizierung der eingesetzten cDNA  mittels Fluoreszenz ~wurden relative

Quantifizierungen bezogen auf das Haushaltsgen GAPDH durchgefiihrt.

4.17. Makro-Arrays

Die Makro-Array-Technologie ermoglicht Analysen von einer Vielzahl von Genen mit nur
einem Experiment. Die Array-Membran besteht aus Nylon und weist eine Grofe von 3,8cm x
4,8cm auf. Auf die Membran sind genspezifische cDNA-Fragmente zu Vierergruppen
aufgespottet. Die Membranen der eingesetzten Q-Serie beinhalten 122 Gene
(Biomol/Superarray, Hamburg, Deutschland). Davon stehen 90 Gene im Zusammenhang mit
dem humanen p53-Signalweg, 3 Positionen dienen dem Nachweis von Fremd-DNA, 3
Positionen markieren unspezifische Reaktionen im Hintergrund und 10 Positionen weisen

Transkripte von Haushaltsgenen nach.
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Abb. 08 a,b schematische Darstellung der Array Spot- und Riickseite, aus SuperArray User Manual
¢ Scan eines verarbeiteten Arrays
d Array-Positionen
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Tabelle 06 zeigt die Gen-Belegung der einzelnen Tetraspot-Positionen des Arrays.

Pos. Unigene

N O R W =

oo

21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46

Hs.21330
Hs.1288
Hs.403010
Hs.552567
Hs.73722
Hs.9527
Hs.435561

Hs.271791
Hs.194654
Hs.106674

Hs.159428
Hs.467020
Hs.150749
Hs.530940
Hs.194143
Hs.202

Hs.329502
Hs.292524
Hs.334562
Hs.184298

Hs.370771
Hs.512599

Hs.24529
Hs.291363
Hs.459759
Hs.529862
Hs.446484
Hs.82201
Hs.73527
Hs.121575
Hs.429608
Hs.336916
Hs.155218
Hs.96055
Hs.517517
Hs.208124
Hs.86131
Hs.530402
Hs.80409
Hs.386189
Hs.509554

Hs.397465
Hs.90093

Hs.129867
Hs.255432
Hs.558510

GeneBank
M14758
NM_001100
NM_016614
NM_001160
NM_080649
NM_016085
NM_000051

NM_001184
NM_001702
NM_004656

NM_004324
NM_014417
NM_000633
NM_006768
NM_007294
NM_000714
NM_001229
NM_001239
NM_001786
NM_001799

NM_000389
NM_000077

NM_001274
NM_007194
NM_004380
NM_001892
NM_001895
NM_001896
NM_001320
NM_001909
NM_005669
NM_001350
NM_007040
NM_005225
NM_001429
NM_000125
NM_003824
NM_007051
NM_001924
NM_016426
NM_001530

NM_022740
NM_002154
NM_006383
NM_054113
NM_018494

Symbol
ABCBI1
ACTAL1
TTRAP
APAF1
APEX1
C2o0rf28
ATM

ATR
BAIl
BAPI1

BAX
BBC3
BCL2
BRAP
BRCAI
BZRP
CASP9
CCNH
CDC2
CDK7

CDKNIA
CDKN2A

CHEKI1
CHEK2
CREBBP
CSNKI1A1
CSNK2A1
CSNK2A2
CSNK2B
CTSD
CSorf18
DAXX
HNRPULI1
E2F1
EP300
ESR1
FADD
FAF1
GADD45A
GTSE1
HIF1A

HIPK2
HSPA4
CIB2
CIB3
LRDD

Description

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1
Actin, alpha 1, skeletal muscle

TRAF and TNF receptor associated protein

Apoptotic peptidase activating factor

APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1
Chromosome 2 open reading frame 28

Ataxia telangiectasia mutated (includes complementation groups
A, Cand D)

Ataxia telangiectasia and Rad3 related

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1

BRCAL associated protein-1 (ubiquitin carboxy-terminal
hydrolase)

BCL2-associated X protein

BCL2 binding component 3

B-cell CLL/lymphoma 2

BRCAL associated protein

Breast cancer 1, early onset

Benzodiazapine receptor (peripheral)

Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase

Cyclin H

Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M

Gene Name
PGY1, MDR1
ACTA/ASMA
ADO022/EAP2
CED4
APE/APE1
APR--3/APR-3
ATI1/ATA

FRPI/MECI1
BAIl
HUCEP-13/hucep-6

Bax zeta

JFY1/PUMA

Bcl-2

BRAP2/IMP
BRCAI/BRCC1
MBR/PBR
APAF-3/APAF3
CAK/p34
CDKI1/DKFZp6861.20222

Cyclin-dependent kinase 7 (MO15 homolog, Xenopus laevis, cdk- CAK1/CDKN7

activating kinase)

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits
CDK4)

CHKI1 checkpoint homolog (S. pombe)

CHK?2 checkpoint homolog (S. pombe)

CREB binding protein (Rubinstein-Taybi syndrome)
Casein kinase 1, alpha 1

Casein kinase 2, alpha 1 polypeptide

Casein kinase 2, alpha prime polypeptide

Casein kinase 2, beta polypeptide

Cathepsin D (lysosomal aspartyl peptidase)
Chromosome 5 open reading frame 18
Death-associated protein 6

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1
E2F transcription factor 1

E1A binding protein p300

Estrogen receptor 1

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

Fas (TNFRSF6) associated factor 1

Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
G-2 and S-phase expressed 1

Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix
transcription factor)

Homeodomain interacting protein kinase 2

Heat shock 70kDa protein 4

Calcium and integrin binding family member 2
Calcium and integrin binding family member 3

Leucine-rich repeats and death domain containing
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CAP20/CDKNI1
ARF/CDK41

CHK1

CDS1/CHK2
CBP/RSTS
CKI1/HLCDGP1
CK2A1/CKII
CK2A2/CSNK2A1
CK2B/CK2N

CPSD

D5S346/DP1
BING2/DAP6
E1B-APS/E1BAPS
E2F-1/RBBP3

p300
DKFZp686N23123/ER
GIG3/MORT1
CGI-03/HFAF1s
DDIT1/GADDA45

B99
HIF-1alpha/HIF1-ALPHA

PRO0593
APG-2/HS24

KIP2

KIP3
DKFZp434D229/PIDD



47
48
49
50
51

52

53
54
55

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71
72
73
74
75

76
77
78
79

80
81

82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Hs.514681
Hs.531754
Hs.517949
Hs.356523
Hs.567303

Hs.567454

Hs.202453
Hs.372914
Hs.431926

Hs.509909
Hs.160953
Hs.533055
Hs.343911
Hs.96
Hs.526464
Hs.372031
Hs.531704
Hs.460355
Hs.2890
Hs.498570
Hs.491682
Hs.582303
Hs.408528
Hs.502875

Hs.100890
Hs.512592
Hs.55279

Hs.523718
Hs.369779

Hs.524461
Hs.437058
Hs.1100

Hs.568169

Hs.164226
Hs.724

Hs.241570
Hs.76090
Hs.521456
Hs.2007
Hs.408312
Hs.523968
Hs.274329
Hs.137569
Hs.192132
Hs.531251
Hs.8375
Hs.523930

NM_003010
NM_145185
NM_002375
NM_012324
NM_002392

NM_022045

NM_002467
NM_006096
NM_003998

NM_003744
NM_022112
NM_003884
NM_004879
NM_021127
NM_033238
NM_000304
NM_002737
NM_002738
NM_002739
NM_006257
NM_006904
NM_002890
NM_000321
NM_021975

NM_019845
NM_015713
NM_002639
NM_006142
NM_012238

NM_138473
NM_003152
NM_003194
NM_021961

NM_003246
NM_003250

NM_000594
NM_021137
NM_003842
NM_000639
NM_000546
NM_005426
NM_007233
NM_003722
NM_005427
NM_005658
NM_004295
NM_004619

MAP2K4
MAP2K7
MAP4
MAPKSIP2
MDM2

MTBP

MYC
NDRG1
NFKB1

NUMB
P53AIP1
PCAF
ER4
PMAIP1
PML
PMP22
PRKCA
PRKCB1
PRKCG
PRKCQ
PRKDC
RASAL
RBI
RELA

RPRM
RRM2B
SERPINBS
SEN

SIRT1

SP1
STATSA
TBP
TEADI1

THBSI1
THRA

TNF
TNFAIP1

Mitogen-activated protein kinase kinase 4
Mitogen-activated protein kinase kinase 7
Microtubule-associated protein 4

Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 2

Mdm?2, transtormed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein

(mouse)

Mdm?2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein

(mouse) binding protein, 104kDa
V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)

N-myc downstream regulated gene 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells

1 (p105)

Numb homolog (Drosophila)

P53-regulated apoptosis-inducing protein 1
P300/CBP-associated factor

Etoposide induced 2.4 mRNA
Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1
Promyelocytic leukemia

Peripheral myelin protein 22

Protein kinase C, alpha

Protein kinase C, beta 1

Protein kinase C, gamma

Protein kinase C, theta

Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide

RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1
Retinoblastoma 1 (including osteosarcoma)

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A, nuclear
factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 3, p65
(avian)

Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate
Ribonucleotide reductase M2 B (TP53 inducible)

Serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5

Stratifin

Sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (S.

cerevisiae)

Sp1 transcription factor

Signal transducer and activator of transcription SA

TATA box binding protein

TEA domain family member 1 (SV40 transcriptional enhancer
factor)

Thrombospondin 1

Thyroid hormone receptor, alpha (erythroblastic leukemia viral (v-

erb-a) oncogene homolog, avian)
Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 (endothelial)

TNFRSF10B Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b

FASLG
TP53
TP53BP2
TP53AP1
TP73L
TP73
TRAF1
TRAF4
TRAF5

Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)
Tumor protein p53 binding protein, 2

TP53 activated protein 1

Tumor protein p73-like

Tumor protein p73

TNF receptor-associated factor 1

TNF receptor-associated factor 4

TNF receptor-associated factor 5
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JNKK/INKK1
Jnkk2/MAPKK?7
DKFZp779A1753
1B2/J1P2

hdm?2

MDM2BP

c-Myc
CAP43/CMT4D
DKFZp686C01211/EBP-1

S171

P53AIPI1
CAF/GCNS5
PIG8/TP5318
APR/NOXA
MYL/PP8675
CMTIA/CMTIE
AAG6/PKC-alpha
PKC-beta/PKCB
PKC-gamma/PKCC
PRKCT/nPKC-theta
DNAPK/DNPK1
CMAVM/DKFZp434N071
OSRC/RB

NFKB3

REPRIMO
DKFZp686M05248/p53R2
PI5/maspin

14-3-3

SIR2L1

Spl
MGEF/STATS
GTF2D/GTF2D1
TCF13/TEF-1

THBS/TSP
AR7/EAR7

DIF/TNF-alpha
B12/B61
DRS/KILLER
APT1LG1/CD178
LFS1/TRP53
53BP2/ASPP2
P53TG1/P53TG1-D
B(p51A)/B(p51B)
P73
EBI6/MGC:10353
CART1/MLNG62
MGC:39780/RNF84



94 Hs.386299 NM_022470  WIGI P53 target zinc finger protein PAG608/WIG-1

95 Hs.567358 NM_000553  WRN Werner syndrome RECQ3/RECQL2
96 Hs.408453 NM_000378  WTI Wilms tumor 1 GUD/WAGR
97 N/A L08752 PUCI18 PUC18 Plasmid DNA pUCI18

98 N/A L08752 PUCI18 PUC18 Plasmid DNA pUCI18

99 N/A L08752 PUCI18 PUC18 Plasmid DNA pUCI18

100 Blank

101 Blank

102 Blank

103 Hs.544577 NM_002046  GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3PD/GAPD
104 Hs.544577 NM_002046 ~ GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase G3PD/GAPD
105 Hs.356331 NM_021130  PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) CYPA/CYPH
106 Hs.356331 NM_021130  PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) CYPA/CYPH
107 Hs.356331 NM_021130  PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) CYPA/CYPH
108 Hs.356331 NM_021130  PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) CYPA/CYPH
109 Hs.546356 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a RPL13A

110 Hs.546356 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a RPL13A

111 Hs.520640 NM_001101  ACTB Actin, beta b-Actin

112 Hs.520640 NM_001101  ACTB Actin, beta b-Actin

Tab. 06 Gen-Belegung des Arrays, Biomol/Superarray

Um Makro-Array-Analysen durchfithren zu konnen, wurde die aus Zellen gewonnene RNA
mittels reverser Transkription in eine cDNA {iiberfiihrt. Dabei wurden biotinylierte Nukleotide
in die cDNA eingebaut. Ist durch eine Kontrolle der Synthese cDNA in ausreichender
Konzentration nachgewiesen worden, wurde die Probe denaturiert. Um unspezifische
Bindungen der markierten cDNA an die Array-Membran zu verhindern, erfolgte eine Pri-
Hybridisierung mit Lachs-Sperma-DNA. In der Hybridisierung haben die markierten cDNA-
Sonden an die aufgespotteten, genspezifischen cDNA-Fragmente gebunden. Zur Detektion
wurde ein mit alkalischer Phosphatase gekoppeltes Streptavidin eingesetzt. Das Biotin der
markierten cDNA-Sonden bindet an die freien Bindungsstellen der Avidinmolekiile. Die an
diesen Komplex konjugierte alkalische Phosphatase setzt CDP-Star-Substratlosung um und
generiert so eine Chemolumineszenz. Diese wurde auf einem Rontgenfilm mit
Belichtungszeiten von 2, 3 und 5 Minuten dargestellt. Das Vorgehen in den Makro-Array-
Analysen basierte auf dem Protokoll GEArray Q and S series Kits, pathway specific gene
expression profiling systems for chemoluminescent detection, Superarray Bioscience

Corporation.
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Abb. 09 Schematische Darstellung der Makroarray-Analyse, modifiziert nach GEArray® Q and S Series User

Synthese von cDNA-Sonden

Die aus den Zellen isolierte RNA wurde mittels reverser Transkription in cDNA iiberfiihrt.
Dazu wurden 5ug RNA mit Puffer A (Primer Mix, Superarray) vermischt und mit RNase-
freiem Wasser auf ein Endvolumen von 10ul gebracht. Der Ansatz wurde fiir 5 Minuten bei
70°C erhitzt und anschlieBend fiir 5 Minuten auf Zimmertemperatur abgekiihlt. Jeder

Untersuchungsansatz wurde daraufhin mit 10ul RT-Cocktail vermischt.

RT-Cocktail: 4ul Puffer BN (Superarray, Hamburg, Deutschland)
2ul Biotin-16-dUTP (Roche, Grenzach, Deutschland)
2ul RNase freies Wasser
1ul RNase Inhibitor (Promega, Mannheim, Deutschland)
Iul reverse Transkriptase (Superarray)

Der Reaktionsansatz wurde 120 Minuten bei 42°C inkubiert. Durch Zugabe von 2ul Puffer C
(Superarray) wurde die RT-Reaktion gestoppt.

Kontrolle der cDNA-Synthese

Jede cDNA wurde hinsichtlich ihrer Quantitit kontrolliert. Dazu wurde 1ul cDNA mit 19ul
I1x Agarose Gel Loading Buffer vermischt. Es wurden Verdiinnungen von 1:20, 1:80, 1:320,
1:1280 und 1:5120 hergestellt. Von jeder der Verdiinnungen wurde 1ul auf eine HyBond
Nylon Membran (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England) aufgetragen und 10

Minuten luftgetrocknet. Ein Vernetzen der cDNA mit der Membran wurde durch kurze UV-
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Bestrahlung erreicht. Eine Verdiinnung von 1:500 sollte in der nachfolgenden

Chemolumineszenz-Reaktion gut nachweisbar sein.

Chemolumineszenz-Detektion (Detektions-Kit von Superarray)

Die unbeladenen Bindungsstellen der Arrays oder der in der Kontrolle der cDNA-Synthese
verwendeten Membranen wurden durch 2ml GEA Blocking Solution geblockt. Die
Inkubation erfolgte unter kontinuierlicher Bewegung von 20-30rpm fiir 40 Minuten bei
Raumtemperatur. Es folgte eine Inkubation fiir 10 Minuten bei 5-10rpm mit 2ml Puffer F,
versetzt mit AP-Streptavidin im Verhiltnis 1:10.000.

Nachdem die AP-Streptavidin Komplexe an die biotinylierten Aminosduren der cDNA
gebunden hatten, folgten mehrere Waschschritte (1x mit 4ml Puffer F fiir 15 Minuten, 3x mit
4ml Puffer F fiir 5 Minuten und 2x mit 3ml Puffer G fiir 5 Minuten unter kontinuierlicher
Bewegung).

Die Chemolumineszenz-Reaktion erfolgte durch Dephosphorylierung von CDP-Star
(Substrat) fiir 2-5 Minuten unter kontinuierlicher Bewegung. Die Chemolumineszenz wurde

durch Belichtungen von 2, 3 und 5 Minuten auf einem Rontgenfilm dargestellt.

Denaturieren / Pra-Hybridisierung / Hybridisierung / Waschen / Detektion

Das Denaturieren der cDNA erfolgte erst nach erfolgreich abgeschlossener Kontrolle der
cDNA-Synthese.

Zu jedem cDNA-Ansatz wurden 2ul Puffer D (Superarray) gegeben und fiir 20 Minuten bei
68°C inkubiert. Hiernach wurden 25ul Puffer E (Superarray) hinzu gegeben und weitere 10
Minuten bei 68°C inkubiert. Die denaturierte cDNA wurde im Eisblock gekiihlt.

Die Lachs-Sperma-DNA (27,5ul/Array, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde durch 5-
miniitiges Kochen denaturiert und anschlieend auf Eis gekiihlt.

In der Pria-Hybridisierung wurden zu jedem Array 2ml GEAhyb-Loésung gegeben, welcher
zuvor 20ul denaturierter Lachs-Sperma-DNA zugefiigt wurde. Die Prid-Hybridisierung
erfolgte bei 62°C fiir 2 Stunden im Hybridisierungs-Ofen.

In der nachfolgenden Hybridisierung wurden 7,5ul denaturierte Lachs-Sperma-DNA mit der
denaturierten cDNA vermischt und auf Eis gekiihlt. Je Array wurden 750ul vorgewérmte
GEAhyb-Losung (62°C) zum Gemisch aus cDNA und Lachs-Sperma-DNA gegeben. Die
GEA-Pria-Hybridisierungs-Losung wurde durch die GEA-Hybridisierungs-Losung ersetzt.
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Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 62°C im Hybridisierungs-Ofen unter
kontinuierlicher Bewegung. Hiernach wurde die GEA-Hybridisierungs-Losungen von den
Membranen entfernt und fiir etwaige spitere Hybridisierungen bei —20°C eingefroren. Jede
Membran wurde zweimal mit Sml 2x SSC und 1% SDS sowie zweimal mit Sml 0,1x SSC und
0,5% SDS fiir 15 Minuten bei 62°C im Hybridisierungs-Ofen gewaschen. Die Detektion
erfolgte wie bei der Kontrolle der cDNA-Synthese.

Auswertung

Die Rontgenfilme wurden in einem Scanner mit Durchlichteinheit als Graustufen-Bild einer
Farbtiefe von 16 Bit und einer Auflésung von 600px/inch eingescannt.

Die vorliegenden Bilddateien wurden auf einen externen Server der SuperArray Bioscience
Corporation eingeladen und konnten via Internet mit der GEArray Expression Analysis Suite
(Superarray Bioscience Corp., Frederick, USA) ausgewertet werden. Hier besteht die
Moglichkeit, die einzelnen Arrays zu verschiedenen Gruppen zusammenzustellen und
hinsichtlich ihrer Genexpression miteinander zu vergleichen. Um einzelne Arrays miteinander
vergleichen zu konnen, wurden alle Arrays mit der Expression der aufgetragenen
Haushaltsgene normalisiert. Die Hintergrundkorrektur erfolgte iiber den Local Background
und in einer weiteren Berechnung iiber Empty Spots. Bei der Korrektur iiber den Local
Background erfolgte fiir jeden Tetraspot der Abgleich mit der ihm umgebenden
Hintergrundschwirzung. Im Falle Empty spot wurde die Korrektur iiber den Abgleich mit
Positionen ohne cDNA-Fragmente erreicht. (Fiir Berechnungen mit der Auswahl Empty Spot
wurde GAPDH und fiir Berechnungen mit der Auswahl Local Background wurden ACTB
und GAPDH zur Normalisierung ausgewdhlt.) Ein Gen wurde als exprimiert gewertet, wenn
die Intensitdt des Spots iiber 5% des errechneten Gesamtmittels aller Spots lag. Weitere
Datensatzparameter wie Density (Average), Adjust to a Common mean (100) und Clover (off)
dienten der Normalisierung mehrerer Arrays zueinander. Anhand dieser Datensatzparameter
wurden die einzelnen Arrays beziehungsweise die Arraygruppen miteinander verglichen.
Expressionen wurden ab einem Faktor 2,5 als unterschiedlich angenommen. Die ermittelten
Vergleichsdaten wurden in Excel-Dateien exportiert und tabellarisch gegeniibergestellt.

Die Resultate einiger Gene (APEX1, BBC3, CDC2, CDKNI1A, GADDA45A, HIF1A, HIPK2,
MAP4, MDM2, SP1, TEAD1) wurden mittels qRT-PCR kontrolliert.
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5. Ergebnis

5.1. Immunhistochemie

Das p53-Protein weist in normalen, adulten Zellen eine Halbwertszeit von weniger als 35
Minuten auf, so dass es sich im Allgemeinen einer immunhistochemischen Darstellung
entzieht. In zahlreichen Untersuchungen konnte jedoch eine Akkumulation des p53-Proteins
in Melanomen sowie in etablierten Zelllinien nachgewiesen werden. Akkumuliertes p53-
Protein in Malignomen impliziert eine funktionelle Storung der Integritit des pS53-
Signalwegs. Diese Beobachtungen stellten den Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit dar.
Alle Tumorzelllinien sowie die nativen Melanozyten wurden hinsichtlich der p53-Expression
immunhistochemisch untersucht. Als Anti-p53-Antikérper wurde DO-7 eingesetzt. Die
Antikorperreaktion wurde mit dem Chromogen DAB sichtbar gemacht. Die pS3-Expression
wurde in drei Kategorien unterteilt. Es wurde zwischen <40%, 40-70% und >70% angeférbter
Zellen pro Priparat unterschieden.

Neben immunhistochemischen Untersuchungen unbehandelter Zellen wurde die gleiche
Versuchsreihe auch nach Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin, einem

potenten Induktor der p53-abhéngigen Apoptose, durchgefiihrt.

DO-7 Firbungen mit und ohne Cisplatin-Behandlung

Ein einheitliches Farbungsmuster von nativen Melanozyten und Tumorzelllinien lie sich
nicht nachweisen.

Ohne vorangegangene Induktion konnte in nativen Melanozyten kein p53-Protein detektiert
werden (Abb. 10a). Dagegen konnte in vier von sechs Tumorzelllinien (67%) p53
nachgewiesen werden, dabei in drei von vier Fillen (75%) im Zytoplasma (Abb. 10c, g, i, k).
Bei den p53-mutierten Zelllinien SK-Mel 1 und SK-Mel 3 war eine p53-Akkumulation im
Zytoplasma zu beobachten (Abb. 10i, k). Bei der Zelllinie IGR-37, die eine Mutation tragt,
die zu einer Leserasterverschiebung fiihrt, konnte dagegen kein p53 Protein nachgewiesen
werden (Abb. 10m).

Zwei der drei Wildtyp-p53-Tumorzelllinien exprimierten p53 ebenfalls konstitutiv. Bei
COLO-849 war die p53-Akkumulation nukledr, bei SK-Mel 30 zytoplasmatisch (Abb. 10g,
¢). Fiir Mel-JUSO lieB} sich kein p5S3-Protein nachweisen (Abb. 10e).
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Nach Gabe von Cisplatin zeigten die meisten der untersuchten Zelllinien eine deutliche
immunhistochemische Veridnderung in Bezug auf die Lokalisation und/oder auf die
Expressionsstirke von p53. So konnte bei Melanozyten sowohl nukledres, als auch
zytoplasmatisches p53-Protein, in den Melanomzelllinien SK-Mel 3, SK-Mel 30, Mel-JUSO
und COLO-849 nukledres pS3-Protein nachgewiesen werden (Abb. 10b, d, f, h, 1). Zusitzlich
zeigte COLO-849 als einzige Melanomzelllinie eine Cisplatin-bedingte Zunahme der
zytoplasmatischen p53-Expression (Abb. 10h). Bei IGR-37 lie8 sich auch nach Induktion
durch Cisplatin kein p53 Protein anfirben (Abb. 10n). SK-Mel 1 zeigte unter Cisplatin-Gabe
keine Verdnderung (Abb. 10j).

Insgesamt zeigten nach Gabe von Cisplatin alle Wildtyp-p53-Zelllinien eine hohere p53-
Expression als in der unbehandelten Form. Hierbei farbte sich nukledres und, mit Ausnahme
von Mel-JUSO, zytoplasmatisches p53. SK-Mel 30, die unbehandelt bereits eine
zytoplasmatische p53-Akkumulation aufwies, zeigte zusitzlich eine nukleédre p53-Expression
nach Cisplatin-Gabe. Umgekehrt verhielt sich COLO-849, bei der nach Induktion

ausschlieBlich zytoplasmatisches pS3 nachgewiesen werden konnte.

h... prwe

Abb. 10e Mel-JUSO

Abb. 10f Mel-JUSO Cis
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Abb. 10a-n Immunhistochemischer p53-Nachweis mit DO-7, vor und nach 24h Inkubation mit Cisplatin (Cis)
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Tabelle 07 listet Zellkompartiment und Ausprigung der p53-Akkumulationen auf.

Zelllinie P53-Status unbehandelt nach Cisplatin
Nukleus Zytoplasma Nukleus Zytoplasma

Melanozyten WT / ++ ++
SK-Mel 30 WT / + + +
Mel-JUSO WT / / +++ /
COLO-849 WT + / ++ 1+
SK-Mel 1 Mut / + / +
SK-Mel 3 Mut / ++ +++ ++
IGR-37 Mut / / / /

Tabelle 07 Immunhistochemischer p5S3-Nachweis mit DO-7; >70% Expression: +++, 40-70% Expression: ++,
< 40% Expression: +, fehlende Expression: / ; Mut : Mutation, WT : Wildtyp

Zusammenfassend lédsst sich fiir die immunhistochemischen Untersuchungen festhalten:

1. Primére Melanozyten zeigen keine konstitutive pS3-Protein Expression.

2. Bei Melanozyten akkumuliert p53 sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern nach

Cisplatin-Gabe.

3. 2/3 der Melanom-Zelllinien zeigen bereits unstimuliert eine pS3-Akkumulation.

4. Fiir Melanom-Zelllinien mit mutiertem p53 ist die Akkumulation meist im Zytoplasma

zu beobachten.

5. Alle Wildtyp-p53 Melanom-Linien und 1/3 der Melanom-Linien mit mutiertem p53

zeigen immunhistochemisch Verdnderungen der pS3-Expression durch Cisplatin. Dies

gilt sowohl fiir die Expressionsstérke als auch fiir die Lokalisation des pS3 Proteins.

6. Unabhingig des Mutationsstatus der Melanom-Linie fiihrt eine Induktion durch

Cisplatin in 75% der Fille zu einer nukledren pS3-Anreicherung.

Beim malignen Melanom wurden Akkumulationen des p53-Proteins in bis zu 97% der

untersuchten Melanome beobachtet. Wihrend fiir viele solide Tumoren proteinstabilisierende

pS3-Mutationen nachgewiesen werden konnten, sind diese beim malignen Melanom eher

selten. Die molekularen Ursachen, die zu einer stabilen p53-Proteinexpression fiihren, sind

jedoch unklar. Zum einen kann eine erhohte p53-Transkriptstabilitit zu einer vermehrten

Translation des Proteins fithren, zum anderen kann der Abbau des p53-Proteins gestort sein.

Beide Moglichkeiten wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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5.2. RNA-Stabilitit

Zur Uberpriifung der p53-Transkriptstabilitit wurden alle Zelllinien mit Actinomycin D,
einem Transkriptions- und Replikationshemmer, fiir 30, 60, 120 und 240 Minuten inkubiert.
Zu jedem Zeitpunkt wurde die Gesamt-RNA isoliert und die p53-Transkriptmenge mittels
gRT-PCR bestimmt. Bei einem stabilen Transkript sollte sich die Transkriptmenge nicht
verdndern. Sollte das Transkript dagegen schnell abgebaut werden, verringert sich die
gemessene pS3-mRNA-Quantitit, da Actinomycin D eine erneute Transkription verhindert.
Jedem Zeitwert wurde eine unbehandelte Kontrolle zugeordnet, d.h. K1: 30min, K2: 60min,
K3: 120min und K4: 240min. Die p53-mRNA-Expression wurde iiber die konstitutiv
exprimierte beta-2-Microglobulin-mRNA normalisiert und auf den Mittelwert der p53-
Expression in den Kontrollproben bezogen. Die mittlere p53-Expression nach 30-miniitiger
Inkubation mit Actinomycin D wurde jeweils auf 1 gesetzt und die gemessenen
Expressionswerte hierzu in Relation gesetzt.

Die Transkriptstabilitdt unbehandelter Zellen wurde exemplarisch an SK-Mel 1 und SK-Mel
30 untersucht. Fiir alle Linien wurde zudem die Versuchsreihe mit Zellen durchgefiihrt, die
vor der Actinomycin D-Gabe fiir 24 Stunden mit 20uM Cisplatin vorinkubiert wurden.
Unabhédngig vom p53-Mutationsstatus zeigten die nicht mit Cisplatin vorinkubierten
Zelllinien SK-Mel 30 und SK-Mel 1 ein stabiles p53-Transkript iiber den hier beobachteten
Zeitraum.

Nach 24-stiindiger Inkubation mit Cisplatin konnte dies ebenfalls fiir die Linien COLO-849,
SK-Mel 1, SK-Mel 30 beobachtet werden. Die primédren Melanozyten zeigten ebenfalls keine
Abnahme in der p53-Transkriptmenge wihrend des Beobachtungszeitraums von 240min. Im
Gegensatz dazu war bei den Linien SK-Mel 3, Mel-JUSO und IGR-37 eine signifikante
Abnahme der p53-Transkriptsmenge zu finden (Abb. 11).
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Abb. 11 gqRT-PCR-Analysen zur p53-Transkriptstabilitit. Die obere Diagrammzeile bildet FCS-inkubierte
Zellen, die beiden weiteren Diagrammzeilen bilden Cisplatin-stimulierte Zellen ab. Alle Zellen wurden 30, 60,
120 und 240min mit dem Transkriptionshemmer Actinomycin D behandelt. Die p5S3mRNA-Expression wurde
iiber beta-2-Microglobulin-mRNA normalisiert und auf den Mittelwert der zu jeder Zeiteinheit bestehenden,
unbehandelten Kontrollen bezogen. Die mittlere p53-Expression nach 30min Actinomycin D Inkubation wurde
gleich 1 gesetzt.

5.3. Proteinstabilitit

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Proteinstabilitit durchgefiihrt, um zu
kldren, ob eine aberrante p53-Akkumulation Folge einer erhohten Proteinstabilitit ist. Alle
Zelllinien, ausgenommen IGR-37, die kein pS3-Protein exprimiert, wurden untersucht. Hierzu
wurden die Zellen mit Cycloheximid, einem Inhibitor der Proteinsynthese, fiir 15, 30, 60 und
120 Minuten inkubiert. Parallel zu jedem Zeitwert wurde eine unbehandelte Kontrolle
bearbeitet. Um die Qualitdt und Quantitdt des eingesetzten Proteins zu priifen, wurde die
Expression des konstitutionell exprimierten Haushaltsgens GAPDH bestimmt.

Die Experimente wurden mit unbehandelten Zellen (exemplarisch SK-Mel 30) sowie mit
Zellen, die fiir 24 Stunden mit Cisplatin vorinkubiert wurden, durchgefiihrt.

Fiir alle untersuchten Bedingungen zeigten die Zelllinien keine signifikante Abnahme der
pS3-Expression, was ein stabiles p53-Protein sowohl konstitutionell, wie auch nach Induktion

mit Cisplatin nahe legt (Abb. 12).
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Abb. 12 Western-Blot-Analysen zur p53-Proteinstabilitit, normalisiert iber GAPDH. Cycloheximid-Inkubation
fiir 15, 30, 60 und 120min. Jeder Probe steht eine unbehandelte Kontrolle gegeniiber.

5.4. UV- und Chemoinduktion der p53 Proteinexpression

Demographische Untersuchungen beurteilen die UV-Strahlung als wichtigsten exogenen
Faktor in der Karzinogenese des malignen Melanoms, wenngleich die genaue Pathogenese
unbekannt ist.

Der Effekt von UV-B- bzw. UV-C-Bestrahlung auf die p53-Proteinexpression der
Melanozyten und der einzelnen Tumorzelllinien wurde in Western-Blots analysiert.
Unbehandelte Kontrollen wurden mit UV-B- bzw. -C-bestrahlten Zellen verglichen. Neben
Untersuchungen der Photoinduktion, wurde die p53-Proteinexpression nach Gabe von
Chemotherapeutika iiberpriift. Mit Cisplatin wurde ein potenter Induktor der Apoptose
eingesetzt. Ferner wurde die Wirkung von Dacarbazin, dem Standard-Chemotherapeutikum in
der Behandlung des malignen Melanoms, untersucht.

Ubereinstimmend mit den bereits durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen
zeigte sich eine hohe konstitutive p53-Expression fiir SK-Mel 3 und SK-Mel 30. Primére
Melanozyten sowie Mel-JUSO, SK-Mel 1 und COLO-849 exprimierten niedrigere p53-Level.

IGR-37 zeigte unter keiner Bedingung eine p53-Proteinexpression.
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Eine Bestrahlung mit UV-B bzw. UV-C fiihrte zu einem Anstieg der p53-
Proteinkonzentration fiir COLO-849, Mel-JUSO, SK-Mel 30 und SK-Mel 1. Die p53-
Induktion scheint fiir UV-B geringfiigig hoher zu sein als fiir UV-C. Entgegengesetzt dazu
verhielten sich die Melanozyten. Hier nahm die p53-Expression unter UV-Strahlung ab, fiir
UV-B stirker als fiir UV-C-Strahlung.

Unabhingig vom p53-Mutationsstatus lie3 sich in allen p53-exprimierenden Zelllinien nach
24-stiindiger Cisplatin-Gabe eine erhohte p53-Proteinkonzentration nachweisen. Von allen
eingesetzten Konditionen war Cisplatin der stirkste pS3-Induktor. Dagegen zeigte keine der
etablierten Tumorzelllinien eine verdnderte pS3-Expression gegeniiber den Kontrollen unter
Behandlung mit Dacarbazin (Abb. 13). Interessanterweise war die pS3-Proteinkonzentration

nach Darcabazin-Gabe in primédren Melanozyten betrichtlich vermindert.

K UV-UV- Cis Da K1 UV-UV- K2 Cis Da
¢ B C B
Melanozyten - - p53 “ @  COLO-849

B WS GPH e we-

SK-Mel 30 e . .. - ps3 g - - Mel-JUSO

- TH e . o .

SK-Mel 3 SK-Mel 1

- - - - - -

- oco®® iroi DO S

Abb. 13 Western-Blots: UV- und Chemoinduktion von p53, normalisiert iiber GAPDH. K:Kontrolle; Cis:
Cisplatin; Da: Dacarbazin.
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5.5. Expression und Regulation von Genen des pS3-Signalwegs

Die vorangegangenen Untersuchungen zur UV- und Chemoinduktion legen eine p53-
Induzierbarkeit fiir die meisten der hier untersuchten Melanomlinien sowie fiir primére
Melanozyten nahe. Dabei war die p53-Induktion nach Cisplatin-Behandlung am
eindrucksvollsten. Einhergehend mit einer erhohten pS53-Proteinstabilitdt ist fiir normale
Zellen auch eine erhohte Aktivitit von p53 zu beobachten und damit die vermehrte
Expression p53-abhingiger Gene. Um die Regulation des p53-Signalwegs zu beurteilen,
wurden Makro-Array-Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurde die aus Zellen gewonnene RNA
mittels reverser Transkription in eine Biotin-markierte cDNA iiberfiihrt. Die cDNA wurde an
aufgespottete, genspezifische cDNA-Fragmente hybridisiert und die entstandenen Signale auf
einem Chemiluminesenz-sensitiven Film festgehalten. Nach FEinscannen mit einem
Durchlichtscanner wurden die Signale densitometrisch ausgewertet. Analog zu den
Untersuchungen der UV- und Chemoinduktion der p53-Proteinexpression wurde auch in den
Makro-Array-Analysen UV-B- und -C-Bestrahlung sowie die Gabe von Cisplatin bzw.
Dacarbazin als Versuchsbedingungen gewdhlt und mit unbehandelten Kontrollen verglichen.
Die Ergebnisse der Arrays wurden anschlieend einzeln, d.h. die Expressionsunterschiede
unbehandelter Zellen zu behandelten Zellen einer Zelllinie sowie in unterschiedlichen
Gruppen (p53 Wildtyp vs. p5S3 Mutanten, Melanome vs. Melanozyten etc.) miteinander
verglichen. Eine differentielle Expression wurde ab einem Faktor 2,5 als hinreichend
unterschiedlich angenommen. Fiir elf Gene wurden die Ergebnisse in qRT-PCR
Untersuchungen validiert (APEX1, BBC3, CDC2, CDKNI1A, GADD45, HIF1A, HIPK2,
MAP4, MDM2, SP1 und TEAD).

Insgesamt umfasst der hier eingesetzte Makro-Array 90 verschiedene Gene, die auf
unterschiedliche Art und Weise in den p53-Signalweg eingreifen. Es wurden Gene untersucht,
die p53-abhingig induziert werden oder deren Genprodukte p53 modifizieren oder mit p53
interagieren. Viele der entsprechenden Proteine sind an der Regulation des Zellzyklus, der
Apoptose oder der DNA-Reparatur beteiligt.

Zur besseren Ubersicht wurde in den nachfolgenden FlieBtexten hauptsichlich die
Genexpression der in der qRT-PCR validierten Gene néher beschrieben. Im Anhang befindet
sich eine Ubersichtstabelle, die alle auf dem Array gespotteten Gene in der relativen
Expression zur jeweiligen Kontrolle auflistet. Die Gene sind entsprechend ihrer funktionellen

Zugehorigkeit zum p53-Signalweg gruppiert (9. Anhang).
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5.6. Genregulation der einzelnen Zelllinien

Primire Melanozyten und Melanom-Linien, die p53-Wildtyp exprimieren:

Melanozyten

In Makro-Array-Untersuchungen war die Regulation der 11 Gene, die durch qRT-PCR-
Analysen validiert wurden, gering ausgepridgt. Nach UV-Bestrahlung beider Wellenldngen
wurde SP1 abreguliert. Auch nach Behandlung mit Cisplatin bzw. Dacarbazin kam es zu
verminderten Expressionen von SP1. Diese Regulation wurden in qRT-PCR-Untersuchungen
bestitigt (Abb. 14, 15, Tab. 8).

Die Behandlung mit Cisplatin hatte den stirksten Einfluss auf die Genregulation. Neben SP1
wurden HIPK2, MAP4, MDM?2 und TEADI vermindert exprimiert. Verstirkt exprimierte
Gene infolge von Cisplatin-Gabe konnten in den Makro-Array-Untersuchungen nicht
ermittelt werden. Dieses Expressionsmuster wurde in der qRT-PCR bestitigt. In der qRT-
PCR konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass GADD45A infolge von Cisplatin-
Gabe vermehrt und CDKNIA vermindert exprimiert wurden. In der Summe iiberwog in
beiden Analyseverfahren die Zahl abregulierter Gene deutlich.

Wihrend in den Makro-Array-Untersuchungen nur SP1 eine Regulation infolge von
Dacarbazin-Gabe zeigte, kam es in der qRT-PCR zusitzlich zur verminderten Expression von
CDC2, CDKNI1A, MAP4 und MDM?2. Aufregulierte Gene konnten auch in der gqRT-PCR

nicht ermittelt werden.
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Abb. 14 Makro-Arrays: Genexpression bei Melanozyten nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.

Melanozyten
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDC2 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDKNIA n.r. n.r. n.r. n.r.
GADDA45A n.r. n.r. n.r. n.r.
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK?2 n.r. n.r. 0,26 n.r.
MAPA4 n.r. n.r. 0,40 n.r.

MDM?2 n.r. n.r. 0,32 n.r.
SP1 0,38 0,18 0,36 0,23
TEADI n.r. n.r. 0,32 n.r.

Tab. 08 Makro-Array-Analyse:

Relative Genexpression bei Melanozyten nach UV-Bestrahlung und

Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht reguliert.
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Abb. 15 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei Melanozyten. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

SK-Mel 30

SK-Mel 30 zeigte in den Makro-Arrays keine signifikante Genregulation infolge von
Bestrahlung. Demgegeniiber konnte in der qRT-PCR nachgewiesen werden, dass MAP4 und
TEADI1 UV-B-bedingt aufreguliert waren. Nach UV-C-Bestrahlung konnte auch in der qRT-
PCR keine signifikante Genregulation ermittelt werden. Wie bereits bei den Melanozyten
erfolgte die umfangreichste Genregulation nach Gabe von Cisplatin. In den Makro-Arrays
waren CDKNIA und GADDA45A aufreguliert, wihrend wie bereits bei den Melanozyten
HIPK2 und MAP4 vermindert exprimiert wurden. Zudem kam es bei SK-Mel 30 zu einer
verminderten Expression von BBC3. In der qRT-PCR konnte die Regulation von CDKNI1A,
GADD45A, HIPK2 und MAP4 bestitigt werden. Die in Makro-Arrays beobachtete
Minderexpression von BBC3 konnte in der qRT-PCR nicht bestitigt werden.

In den Makro-Array-Untersuchungen war nach Gabe von Dacarbazin, wie bereits nach
Cisplatin-Gabe BBC3 abreguliert, nach Dacarbazin-Gabe zusitzlich CDC2, wihrend
GADDA45A verstiarkt exprimiert wurde. Entgegen der Makro-Array-Untersuchungen war in
der gqRT-PCR BBC3 Dacarbazin-bedingt aufreguliert und CDC2 unterlag keiner Regulation.
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Die Regulation von GADD45A entsprach jener der Makro-Arrays. Dariiber hinaus wurde in
der qRT-PCR eine vermehrte Expression von CDKN1A bestimmt (Abb. 16, 17, Tab. 09).
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Abb. 16 Makro-Arrays: Genexpression bei SK-Mel 30 nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.

SK-Mel 30
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 n.r. n.r. 0,13 0,29
CDC?2 n.r. n.r. n.r. 0,27
CDKNIA n.r. n.r. n.r.

GADDA45A n.r. n.r.
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK? n.r. n.r. 0,04 n.r.
MAP4 n.r. n.r. 0,07 n.r.
MDM?2 n.r. n.r. n.r. n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. n.r. n.r.

Tab. 09 Makro-Array-Analyse:

Relative

Genexpression bei

SK-Mel

30 nach UV-Bestrahlung und

Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht

reguliert.
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Abb. 17 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei SK-Mel 30. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

COLO-849

Bei COLO-849 wurde nach Bestrahlung beider Wellenlingen CDC2 vermehrt exprimiert
(Makro-Arrays). Dieses Ergebnis wurde durch gRT-PCR Untersuchungen bestitigt.
Zusitzlich war APEX1 nach UV-C-Bestrahlung stirker exprimiert.

Wie bei Melanozyten und SK-Mel 30 waren auch bei COLO-849 sowohl in Makro-Arrays als
auch in der qRT-PCR CDKNIA und GADD45A nach Cisplatin-Gabe verstirkt, MAP4 und
TEADI1 vermindert exprimiert. Zudem konnte auch fiir MDM?2 in beiden Experimenten eine
vermehrte Expression nachgewiesen werden. Nach Gabe von Dacarbazin war in den Makro-
Arrays GADDA45A verstirkt exprimiert. In der qRT-PCR konnte dies jedoch nicht bestitigt
werden (Abb. 18, 19, Tab. 10).
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Abb. 18 Makro-Arrays: Genexpression bei COLO-849 nach Bestrahlung und Chemotherapie.

COLO-849
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDC2 3,51 4,01 n.r. n.r.
CDKNIA n.r. n.r. 4,05 n.r.
GADDA45A n.r. n.r. 7,13 3,66
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK?2 n.r. n.r. n.r. n.r.
MAP4 n.r. n.r. 0,07 n.r.
MDM?2 n.r. n.r. 3,49 n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. 0,24 n.r.

Tab. 10 Makro-Array-Analyse: Relative Genexpression bei

COLO-849 nach UV-

Bestrahlung und

Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht

reguliert.
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Abb. 19 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei COLO-849. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

Mel-JUSO

Fir Mel-JUSO konnten in den Makro-Array-Untersuchungen und qRT-PCR keine Gene
ermittelt werden, die infolge Bestrahlung einer Regulation unterlagen.

Nach Gabe von Cisplatin waren APEX1, CDKNI1A und GADDA45A verstirkt, HIPK2, MAP4
und TEAD1 vermindert exprimiert (Makro-Arrays). Diese Regulation wurde in der gqRT-PCR
bestitigt. In der qRT-PCR war MDM2 verstérkt exprimiert. Eine Mehrexpression von BBC3
infolge von Cisplatin lag bei Wildtyp-Zelllinien nur bei Mel-JUSO vor.

Nach Dacarbazin-Gabe war in Makro-Arrays ausschlieBlich CDKNIA verstidrkt exprimiert,
was in der qRT-PCR jedoch nicht bestitigt werden konnte (Abb. 20, 21, Tab. 11).
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Abb. 20 Makro-Arrays: Genexpression bei Mel-JUSO nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.

Mel-JUSO
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin
APEX] n.r. n.r. 3,93 n.r.
BBC3 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDC2 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDKNIA n.r. n.r. 9,32 3,27
GADD45A n.r. n.r. 4,04 n.r.
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK?2 n.r. n.r. 0,14 n.r.
MAPA4 n.r. n.r. 0,17 n.r.
MDM?2 n.r. n.r. n.r. n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. 0,19 n.r.
Tab. 11 Makro-Array-Analyse: Relative Genexpression bei Mel-JUSO nach UV-Bestrahlung und
Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht
reguliert.
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Abb. 21 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei Mel-JUSO. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

Melanom-Linien, die eine p53-Mutation tragen
SK-Mel 1

In den Makro-Array-Untersuchungen war CDC2 nach Bestrahlung mit beiden Wellenldngen
verstirkt exprimiert. Dies konnte in der qRT-PCR bestétigt werden.

Ferner waren in den Makro-Arrays GADD45A und HIF1A fiir beide Wellenlidngen, HIPK2
nach UV-B-Bestrahlung vermindert exprimiert. Auch diese Resultate wurden durch die qRT-
PCR verifiziert. Zusitzlich waren in der qRT-PCR APEXI1 in beiden Wellenldngen, MAP4
und TEADI1 nach UV-B-Bestrahlung vermindert exprimiert. Demgegeniiber waren
CDKNIA, MDM2 und TEAD1 nach UV-C-Bestrahlung gering iiberexprimiert.

Wie bei oben beschriebenen Wildtyp-Zelllinien waren CDKN1A und GADD45A nach Gabe
von Cisplatin auf-, TEAD]1 abreguliert. Entsprechende Regulation konnte auch in der qRT-
PCR nachgewiesen werden. MDM?2 war in der qRT-PCR zudem schwach aufreguliert.

Nach Dacarbazin-Gabe waren in Makro-Arrays CDKNIA, GADD45A und HIF1A
aufreguliert, in der qRT-PCR zusitzlich HIPK2 und MAP4 (Abb. 22, 23, Tab. 12).
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Abb. 22 Makro-Arrays: Genexpression bei SK-Mel 1 nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.

SK-Mel 1
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 n.r. n.r. n.r. n.r.
CDC2 17,37 14,41 n.r. n.r.
CDKNIA n.r. n.r. 7,73 3,96
GADD45A 0,33 0,34 9,82 2,50
HIFIA 0,33 0,16 n.r. 5,07
HIPK?2 n.r. 0,32 n.r. n.r.
MAP4 n.r. n.r. n.r. n.r.
MDM?2 n.r. n.r. n.r. n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. 0,4 n.r.

Tab. 12 Makro-Array-Analyse:

Relative Genexpression bei SK-Mel

1 nach UV-Bestrahlung und

Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht reguliert.
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Abb. 23 gqRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei SK-Mel 1. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

SK-Mel 3

BBC3 und HIPK?2 zeigten in den Makro-Array-Untersuchungen eine verminderte Expression
fir beide Wellenldingen, CDC2 nach UV-C-Bestrahlung. CDNK1A war UV-B-bedingt
vermehrt exprimiert. Diese Regulation konnte in der qRT-PCR fiir CDKNI1A und HIPK2
verifiziert werden. Zudem konnte in der qRT-PCR eine vermehrte Expression von CDKN1A
nach UV-B-Bestrahlung und von TEADI1 nach Bestrahlung mit beiden Wellenldngen
beobachtet werden.

Nach 24h-Inkubation mit Cisplatin wurden CDKN1A, GADD45A und MDM?2 aufreguliert,
wohingegen HIPK2, MAP4 und TEADI1 vermindert exprimiert wurden (Makro-Arrays).
Diese Ergebnisse wurden mittels QqRT-PCR bestitigt.

Nach Gabe von Dacarbazin kam es in den Makro-Array-Analysen ausschlieBlich zu einer
Regulation von HIPK2, das verminderte Expressionswerte zeigte. Dieses Ergebnis wurde in
der qRT-PCR bestidtigt. BBC3 und CDKNIA waren zudem in der qRT-PCR verstirkt
exprimiert (Abb. 24, 25, Tab. 13).
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Abb. 24 Makro-Arrays: Genexpression bei SK-Mel 3 nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.
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SK-Mel 3
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 0,11 0,24 n.r. n.r.
CDC2 0,15 n.r. n.r. n.r.
CDKNIA n.r. 7,25 3,19 n.r.
GADDA45A n.r. n.r. 3,08 n.r.
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK?2 0,1 0,13 0,27 0,04
MAP4 n.r. n.r. 0,35 n.r.
MDM?2 n.r. n.r. 2,54 n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. 0,12 n.r.

Tab. 13 Makro-Array-Analyse:

Relative Genexpression bei SK-Mel 3 nach UV-Bestrahlung und

Chemotherapie. Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht reguliert.
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Abb. 25 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei SK-Mel 3. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

IGR-37

IGR-37 zeigte nach Bestrahlung beider Wellenlingen eine erhohte Expression von CDC2
sowie vermindert exprimiertes HIPK2 (Makro-Arrays). Die Regulation von CDC2 konnte in
der qRT-PCR bestitigt werden, wihrend die differentielle Expression von HIPK2 nicht
nachvollzogen werden konnte. Demgegeniiber war in der qRT-PCR zusitzlich eine
Minderexpression von BBC3 nach Bestrahlung beider Wellenldngen nachweisbar. Nach
Cisplatin-Gabe waren in beiden Untersuchungsverfahren BBC3 und GADD45A vermehrt und
TEAD1 vermindert exprimiert. In der qRT-PCR wurde dariiber hinaus eine Mehrexpression
von CDKNIA und MDM2 sowie vermindert exprimiertes HIPK2 nachgewiesen.

Nach Behandlung mit Dacarbazin waren in beiden Untersuchungsverfahren tibereinstimmend
BBC3, MAP4 und TEADI1 iiberexprimiert. In der qRT-PCR wurde eine Dacarbazin-bedingte
Mehrexpression von CDKN1A und GADD45A gefunden (Abb. 26, 27, Tab. 14).
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Abb. 26 Makro-Arrays: Genexpression bei IGR-37 nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.

IGR-37
nach UV-C nach UV-B nach Cisplatin | nach Dacarbazin

APEX] n.r. n.r. n.r. n.r.
BBC3 n.r. n.r. 2,67 2,89
CDC2 11,38 7,05 n.r. n.r.
CDKNIA n.r. n.r. n.r. n.r.
GADDA45A n.r. n.r. 11,63 n.r.
HIFIA n.r. n.r. n.r. n.r.
HIPK?2 0,32 0,17 n.r. n.r.
MAP4 n.r. n.r. n.r. 2,67
MDM?2 n.r. n.r. n.r. n.r.
SP1 n.r. n.r. n.r. n.r.
TEADI n.r. n.r. 0,31 2,78

Tab. 14 Makro-Array-Analyse: Relative Genexpression bei IGR-37 nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie.
Die Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. n.r.: nicht reguliert.
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Abb. 27 qRT-PCR: Relative Genexpression nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie bei IGR-37. Die
Expression der unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die unbehandelten Kontrollzellen sind nicht
abgebildet. Cis: Cisplatin; Da: Dacarbazin.

5.7. Unterschiede in der konstitutionellen Genexpression

Unterschiede in der konstitutionellen Genexpression Melanome gegeniiber primdren
Melanozyten

Um grundlegende Unterschiede der Genexpression zwischen primédren Melanozyten und
Melanomen zu erarbeiten, wurden die unbehandelten Kontrollen der Melanozyten der
Gesamtheit aller Kontrollen der vorliegenden Melanomzelllinien gegeniibergestellt.

In den Makro-Arrays zeigte nur MAP4 eine Tendenz zu einer hoheren Expression in den
Melanomen. Dies konnte in der gRT-PCR verifiziert werden. In den Makro-Array-
Untersuchungen wies die Gesamtheit der Melanome eine Reihe von Genen auf, die
konstitutionell schwiécher exprimiert waren als bei den priméiren Melanozyten. Mit CDKN1A
und GADDA45A waren zwei zentrale Gene der Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur und
Apoptose-Regulation in Melanomen unterexprimiert (Faktor 0,3 bzw. 0,36). Ferner waren
MDM?2, das die p53-Stabilitdt beeinflusst, sowie der Transkriptionsfaktor SP1 vermindert
exprimiert (Faktor 0,22 bzw. 0,16). Fir APEX1, HIPK2 und TEADI lag kein signifikanter
Expressionsunterschied vor. Diese Ergebnisse konnten in der qRT-PCR verifiziert werden. In
der qRT-PCR wurden zudem eine schwichere Expression von BBC3 und HIF1A und eine
stiarkere Expression von CDC?2 fiir die Gruppe der Melanome beobachtet (Abb. 28).
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Abb. 28 qRT-PCR: Unterschiede in der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten. Die
Expression der Melanozyten wurde als 1 gesetzt.

Unterschiede der konstitutionellen Genexpression in Abhdngigkeit vom p53-Mutationsstatus

Um die Abhingigkeit der Genexpression vom p53-Mutationsstatus zu untersuchen, wurden
die Zelllinien zu drei Untergruppen zusammengefasst. Die erste Gruppe umfasste pS53-
Wildtyp-exprimierende Zellen (Melanozyten, SK-Mel 30, COLO-849, Mel-JUSO), die zweite
Gruppe p53-Punktmutanten, mit konsekutivem Aminosiureaustausch (SK-Mel 1 und SK-Mel
3) und die dritte Gruppe die Melanomzelllinie mit einem p53-Abbruchprotein (IGR-37).

In den Makro-Arrays waren die Unterschiede der konstitutionellen Genexpression in
Abhingigkeit vom p53-Mutationsstatus gering. Lediglich BBC3 war in den p53-Mutanten-
Linien signifikant schwécher exprimiert als bei p53-Wildtyp-Linien (pS53-Punktmutanten:
Faktor 0,28; p53-Abbruchmutante: Faktor 0,37). Ferner war MAP4 in p53-Punktmutanten
schwicher exprimiert als bei den p53-Wildtyp-Zelllinien (Faktor 0,36). Beides konnte mittels
qRT-PCR bestitigt werden. CDKN1A war bei den p53-Punktmutanten signifikant stdrker
exprimiert als bei der p53-Abbruchmutante (Faktor 45,45). Auch dieses Ergebnis konnte in
der qRT-PCR bestitigt werden. Die stirkste CDKN1A-Expression zeigten in der qRT-PCR
aber die p53-Wildtyp-Zelllinien, was in den Makro-Arrays nicht nachgewiesen werden
konnte. Dariiber hinaus konnte in der qRT-PCR nachgewiesen werden, dass GADD45A und
MDM?2 bei der p53-Abbruchmutante signifikant schwécher exprimiert waren als in beiden

anderen Gruppen. HIPK2 zeigte bei den p53-Punktmutanten eine signifikant hohere
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Expression gegeniiber beiden anderen Gruppen. Demgegeniiber war SP1 in der Gruppe der

pS3-Punktmutanten am schwichsten exprimiert (Abb. 29).
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Abb. 29 qRT-PCR: Konstitutionelle Unterschiede der Genexpression in Abhidngigkeit des Mutationsstatus.

Gr. 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gr. 2: pS3-Punktmutanten; Gr. 3: pS3-Proteinabbruch-Mutante. Die Expression
der p53-Wildtyp-Zelllinien wurde als 1 gesetzt.

5.8. Genexpression nach UV-Bestrahlung

Insgesamt hatte die UV-B-Bestrahlung einen groeren Einfluss auf die Genregulation als die
UV-C-Bestrahlung, wobei insbesondere eine Abregulation von Genen zu beobachten war. Fiir
Melanozyten und SK-Mel 30 war die Zahl regulierter Gene auffillig gering bzw. es lag keine

signifikante Regulation vor.

In den Makro-Array-Analysen konnte kein Regulationsmuster ermittelt werden, das allen

vorliegenden Zelllinien nach Bestrahlung gemein war. Zwar wiesen die beiden

Punktmutanten (SK-Mel 1 und 3) die grofite Zahl gleichsinnig regulierter Gene auf, diese war
jedoch nicht spezifisch fiir den Mutationsstatus, da einzelne dieser Gene auch in den iibrigen

Zelllinien entsprechend reguliert wurden. Ebenso wenig konnte eine wellenldngenspezifische
Genregulation nachgewiesen werden.

Die gqRT-PCR verifizierte 73% der in Makro-Arrays ermittelten Gen-Expressionen. Auch mit

dieser Methode konnte keine Genregulation ermittelt werden, die wellenldngenspezifisch oder
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typisch fiir einen Mutationsstatus war. In den beiden Verfahren wurden zum Teil
widerspriichliche ~Gen-Expressionen fiir die Zelllinien ermittelt. Ubereinstimmende
Ergebnisse fiir beide Untersuchungsverfahren konnten fiir CDC2 ermittelt werden, dass bei
COLO-849, SK-Mel 1 und IGR-37 strahlenbedingt aufreguliert wurde. Ferner wurde fiir SK-
Mel 1 eine strahlenbedingte Minderexpression von HIF1A und fiir Melanozyten vermindert
exprimiertes SP1 nachgewiesen. Bei SK-Mel 3 und IGR-37 war HIPK?2 infolge von UV-C-
Bestrahlung, bei SK-Mel 1 und SK-Mel 3 nach UV-B-Bestrahlung abreguliert (Abb. 30).
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Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach UV-

Bestrahlung

Bei dem Vergleich UV-C-bestrahlter Melanome gegen UV-C-bestrahlte primare Melanozyten
zeigte sich in Makro-Arrays ein Expressionsmuster, das in weiten Teilen jenem der
Gegenuberstellung unbehandelter Zellen entsprach. CDKN1A, GADD45A und MDM2 waren
auch nach UV-C-Bestrahlung in Melanomen schwacher exprimiert als in Melanozyten
(Faktor 0,12, 0,19 bzw. 0,23). Der Expressionsunterschied war nach UV-C-Bestrahlung flr
CDKN1A und GADDA45A starker ausgepragt als der Expressionsunterschied in den
unbehandelten Zellen. Die stérkere Expression von MDM2 in Melanozyten war nach UV-C-
Bestrahlung weniger ausgepragt als in den Kontrollen.

Gene, die in der Gesamtheit der Melanome signifikant starker exprimiert waren, konnten auch
nach UV-C-Bestrahlung nicht nachgewiesen werden.

Nach UV-B Bestrahlung nahm die Zahl der fir Melanome unterexprimierten Gene deutlich
ab. CDKN1A und GADDA45A blieben, verglichen mit Melanozyten, schwacher exprimiert
(Faktor 0,11 bzw. 0,18). In der gRT-PCR waren nach Bestrahlung fir beide Wellenlangen
BBC3, CDKN1A, GADD45A und MDM2 in Melanomen schwdcher exprimiert als in
Melanozyten, wohingegen CDC2 eine starkere Expression aufwies (Abb. 31a, b).
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Abb. 31a qRT-PCR: Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach UV-C-
Bestrahlung. Die Expression der Melanozyten wurde als 1 gesetzt.
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Abb. 31b gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach UV-B-
Bestrahlung. Die Expression der Melanozyten wurde als 1 gesetzt.

Unterschiede der Genexpression nach UV-Bestrahlung in Abhéangigkeit vom p53-

Mutationsstatus

Wahrend nach der Gruppierung der Zelllinien entsprechend ihres Mutationsstatus fur
unbehandelte Kontrollen wenige konstitutionell differente Gene nachgewiesen werden
konnten, wurden zahlreiche Unterschiede nach UV-C- bzw. UV-B-Bestrahlung gefunden.
Nach UV-C-Bestrahlung uberwog fir die p53-Abbruchmutante gegenuber beiden anderen
Gruppen die Zahl der stérker exprimierten Gene. Sowohl in den Makro-Arrays als auch in der
gRT-PCR war CDC2 bei der p53-Abbruchmutante am starksten exprimiert, dagegen zeigte
BBC3 bei Zelllinien mit Wildtyp-p53 deutlich hohere Expressionswerte als bei der
Abbruchmutante (Faktor 3,67). Fir CDKN1A und GADDA45A konnte eine sukzessive
Abnahme der Expressionen von p53-Wildtyp-Zelllinien, Uber p53-Punktmutanten zur
Abbruchmutante in der gRT-PCR nachgewiesen werden. Zudem waren HIPK2 und TEAD1
fir Punktmutanten am starksten exprimiert. MDM2 zeigte fiir die Abbruchmutante und SP1
flr die p53-Punktmutanten die geringsten Expressionswerte (QRT-PCR, Abb. 32a). Weniger
ausgepragt waren die mutationsbedingten Expressionsunterschiede nach UV-B-Bestrahlung.
In der gRT-PCR war nach UV-B-Bestrahlung, wie schon nach UV-C-Bestrahlung, BBC3 bei
der p53-Abbruchmutante am schwéchsten und CDC2 am stérksten exprimiert. Auch nach
UV-B-Bestrahlung zeigten CDKN1A, GADD45A und MDM2 einen sukzessiven Abfall der
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Expressionswerte von p53-Wildtyp-Zelllinien, Gber p53-Punktmutanten zur Abbruchmutante.
SP1 zeigte in gRT-PCR und Makro-Arrays fur die Punktmutanten die schwdchsten
Expressionswerte. HIF1A zeigte auch nach UV-B-Bestrahlung die hichsten Expressionswerte
fir Zelllinien mit Wildtyp-p53, HIPK2 fur Punktmutanten (Abb. 32b)
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Abb. 32a gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression nach UV-C-Bestrahlung in Abhéngigkeit vom p53-

Mutationsstatus. Gr. 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gr. 2: p53-Punktmutanten; Gr. 3: p53-Proteinabbruch-Mutante.
Die Expression der p53-Wildtyp-Zelllinien wurde als 1 gesetzt.

W
&)

rel. Expression
N

0,5 I I |
S N M AN M AN M AN M AN M A N M AN MO AN M A NN A N M A4 N m
L |l | 9| vl | vl o | | | Q|| | D DD IOOIOLlO
Qo ool ool ool aol ol Q9 Qoo aolaolololaolaolaol ool Qa Qx>
o Qo g ol alagalalalalalalalalalalalagalaolaolaolaolaolalalalaolaoalaoalaolalalala
jum I (e T (s N s I s J e B (e R (s Y s 2 (e B (s B e s ) e J e J (s S e Y (e I (e T e s ) e Y s O (e S (s S s ) s B s J (e S (s N s Y (s T (e |
3 S>|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2/2|2|2|12)|2 3
clolo|ololo|ololo|ololo|ololo|ololc|lololc|dlolc|ololo|claola|alalo

APEX1 BBC3 CDC2

HIF1A HIPK2 MAP4 MDM2 SP1 TEAD1
Gen

Abb. 32b gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression nach UV-B-Bestrahlung in Abhéngigkeit vom p53-

Mutationsstatus. Gr. 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gr. 2: p53-Punktmutanten; Gr. 3: p53-Proteinabbruch-Mutante.
Die Expression der p53-Wildtyp-Zelllinien wurde als 1 gesetzt.
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5.9. Genexpression nach Behandlung mit Cisplatin

In den Makro-Arrays tberwogen nach Behandlung mit Cisplatin bei Melanozyten, Mel-
JUSO, SK-Mel 1 und SK-Mel 3 die Zahl der abregulierten Gene, bei COLO-849 hingegen die
Zahl aufregulierter Gene. IGR-37 und SK-Mel 30 zeigten kaum eine Cisplatin-bedingte
Genregulation. Wie nach UV-Bestrahlungen wurde HIPK2 auch nach Cisplatin-Behandlung
abreguliert. CDC2, das strahlenbedingt in drei von sieben Zelllinien aufreguliert und bei SK-
Mel 3 abreguliert wurde, zeigte nach Cisplatin-Gabe nur noch bei SK-Mel 3 eine
Expressionsverédnderung. SP1 wurde nach Cisplatin-Behandlung, wie bereits nach den UV-
Bestrahlungen, bei Melanozyten abreguliert. Die auffélligste Genregulation nach Gabe von
Cisplatin war eine verminderte Expression von MAP4 und TEAD1 sowie die erhohte
Expression von CDKN1A und GADD45A. Die Expression von GADD45A wurde in allen
Zelllinien und CDKNZ1A in vier von sieben Zelllinien angeregt. TEAD1 war in sechs von
sieben, MAP4 in flinf von sieben, HIPK2 in drei von sieben Zelllinien abreguliert. Fir die
einzelnen Zelllinien derart Ubereinstimmende Expressionsmuster traten ausschlief3lich nach
Behandlung mit Cisplatin auf. Mit der gleichsinnigen Regulation von zwdIf Genen, bestanden
die groften Gemeinsamkeiten zwischen Melanozyten und SK-Mel 3. Die geringsten
Gemeinsamkeiten bestanden zwischen IGR-37 und Melanozyten bzw. SK-Mel 30. Die
ubrigen Zelllinien wiesen eine Ubereinstimmende Regulation von drei bis sechs Genen auf.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Makro-Array-Analyse waren CDKN1A und
GADD45A in der gRT-PCR in allen Melanom-Zelllinien aufreguliert. Im Gegensatz dazu
wurde fur Melanozyten in der gRT-PCR eine verminderte CDKNZ1A-Expression infolge von
Cisplatin nachgewiesen. APEX1 war in beiden Untersuchungsverfahren ausschlieflich bei
Mel-JUSO aufreguliert. In der gRT-PCR konnten, entsprechend der Auffalligkeiten in den
Makro-Arrays, fur alle Zelllinien eine Minderexpression von MAP4 und TEAD1 gefunden
werden. Als Ausnahme wurde fir IGR-37 eine Cisplatin-bedingte Uberexpression von
TEADL festgestellt. Die Expression von MDM2 wurde bei allen Tumorzelllinien angeregt.
Bei Melanozyten dagegen war MDMZ2 Cisplatin-bedingt abreguliert.

Mittels qRT-PCR konnte die verminderte Expression von SP1 nach Gabe von Cisplatin
verifiziert werden. In der qRT-PCR fiel zudem die vermehrte Expression von BBC3 flr Mel-
JUSO und IGR-37 auf. Fir Melanozyten, SK-Mel 30 und SK-Mel 3 wurde in beiden
Untersuchungsverfahren eine Cisplatin-bedingte Minderexpression von HIPK2 detektiert
(Abb. 3).
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Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber priméaren Melanozyten nach
Cisplatin-Gabe

In der Gegenuberstellung Cisplatin-behandelter Melanom-Linien gegen primdre Melanozyten
waren CDKN1A und GADD45A in Melanomen schwécher exprimiert (Faktor 0,22 bzw. 0,22).
Diese schwachere Expression war bereits fir die unbehandelten sowie fir die bestrahlten Zellen
zu beobachten. Der Expressionsunterschied war nach Cisplatin-Gabe grofer als in den
unbehandelten Zellen, aber weniger ausgepragt als nach UV-Bestrahlungen. Die in den Makro-
Arrays gefundenen Ergebnisse wurden durch die gRT-PCR verifiziert. In der gRT-PCR waren
daruber hinaus BBC3, HIF1A und MAP4 fir Melanome schwécher, CDC2 starker exprimiert
(Abb. 34).
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Abb. 34 qRT-PCR: Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach Cisplatin-Gabe.
Die Expression der Melanozyten wurde als 1 gesetzt.

Unterschiede der Genexpression nach Cisplatin-Gabe in Abhangigkeit vom p53-Mutationsstatus

Differentiell exprimierte Gene bei den p53-Punktmutanten gegenuber den p53-Wildtyp-
Zelllinien beschrénkten sich auf GADD45A und HIF1A (Faktor 0,38 bzw. 0,33). Zudem war
APEXL1 in der p53-Abbruchmutante schwacher exprimiert als in den p53-Wildtyp-Zelllinien,
CDC2 und HIPK2 hingegen starker (Faktor 0,21, 2,56 bzw. 8,33).

In der Gegenlberstellung von den p53-Punktmutanten zur p53-Abbruchmutante war CDKN1A

bei p53-Punktmutanten starker exprimiert, wahrend HIPK2 und MAP4 schwécher exprimiert
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waren (Faktor 40, 0,10 bzw. 0,36). Die in den Makro-Arrays ermittelten Expressionsverhaltnisse
wurden zum groBten Teil durch gRT-PCR-Untersuchungen verifiziert (Abb. 35).
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Abb. 35 (gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression nach Cisplatin-Gabe in Abhéngigkeit vom p53-

Mutationsstatus. Gr. 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gr. 2: p53-Punktmutanten; Gr. 3: p53-Proteinabbruch-Mutante. Die
Expression der p53-Wildtyp-Zelllinien wurde als 1 gesetzt.

5.10. Genexpression nach Behandlung mit Dacarbazin

Die Gesamtzahl der in den Makro-Arrays nach Behandlung mit Dacarbazin regulierten Gene war
auffallig gering. Die groRten Ubereinstimmungen lagen in der Aufregulation von GADDA45A,
die in vier von sieben Zelllinien nachgewiesen werden konnte. CDKN1A, MAP4 und TEAD1
wurden in jeweils zwei von sieben Zelllinien starker exprimiert, CDC2 hingegen wurde in zwei
von sieben Zelllinien abreguliert. Die gRT-PCR verifizierte die in den Makro-Arrays
detektierten Expressionsunterschiede nur teilweise. Hier war am auffalligsten, dass CDKN1A,
wie bereits nach Cisplatin-Gabe, in allen Tumorzelllinien auf- und bei Melanozyten abreguliert
wurde. Dartber hinaus wurden BBC3 und GADDA45A in drei von sieben Zelllinien aufreguliert.
Im Gegensatz zur Behandlung mit Cisplatin war nach Dacarbazin-Gabe GADDA45A bei
Melanozyten ohne signifikanten Unterschied zu den unbehandelten Zellen exprimiert. Dartiber
hinaus fanden sich kaum Gemeinsamkeiten in der Genregulation. Ahnlich wie bei der

Expression unter Cisplatin wiesen Melanozyten und SK-Mel 3 die groRten Gemeinsamkeiten
auf, die vier Gene gleichsinnig regulierten (Abb. 36).
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Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach Dacarbazin-
Gabe

Nach Dacarbazin-Behandlung waren BBC3 und CDKN1A in Melanomen im Vergleich zu
primaren Melanozyten vermindert exprimiert (Faktor 0,26 bzw. 0,31).

CDKN1A war somit konstitutionell, nach Bestrahlungen, nach Cisplatin- und Dacarbazin-
Gabe in Melanomen stets schwécher exprimiert als in Melanozyten. Eine verminderte
Expression von BBC3 war fur Melanome dagegen ausschlielflich nach Dacarbazin-Gabe zu
beobachten.

In der gRT-PCR waren CDKN1A und MDM2 in Melanomen schwécher, wéhrend BBC3 und

CDC2 starker exprimiert waren (Abb. 37).
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Abb. 37 gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression von Melanomen gegeniiber Melanozyten nach
Dacarbazin-Gabe. Die Expression der Melanozyten wurde als 1 gesetzt.

Unterschiede der Genexpression nach Dacarbazin-Gabe in Abhangigkeit vom p53-

Mutationsstatus

Wurden die Zelllinien hinsichtlich ihres Mutationsstatus gruppiert, lagen kaum Unterschiede
in der Gen-Expression der einzelnen Gruppen vor.

In der gRT-PCR konnte gezeigt werden, dass, wie schon nach den UV-Bestrahlungen, auch
nach Dacarbazin-Gabe CDC2 bei der p53-Abbruchmutante am starksten exprimiert war.
Demgegeniiber war die Expression von CDKN1A und MDM2 hier am schwachsten. HIPK2

wies, wie unter den ubrigen Versuchsbedingungen, auch nach Dacarbazin-Gabe fur die
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Punktmutanten die  hochsten  Expressionswerte  auf. Entgegen den  (brigen
Versuchsbedingungen konnten nach Dacarbazin-Gabe die hdchsten Expressionswerte an
MAP4 und TEAD1 fir die p53-Abbruchmutante gefunden werden (Abb. 38).

rel. Expression
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Abb. 38 gRT-PCR: Unterschiede der Genexpression nach Dacarbazin-Gabe in Abhangigkeit vom p53-
Mutationsstatus. Gr. 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gr. 2: p53-Punktmutanten; Gr. 3: p53-Proteinabbruch-Mutante.
Die Expression der p53-Wildtyp-Zelllinien wurde als 1 gesetzt.

5.11. P53-Proteinexpression in Bezug zu p53-regulierten und p53-regulierenden Genen

DNA-Schéden, hervorgerufen durch ionisierende Strahlen, UV-Strahlung oder DNA-
schadigende Agenzien induzieren p53 und flihren zur Akkumulation des p53-Proteins. Durch
post-translationale Modifikation ist die Zelle in der Lage, umgehend auf zellulére Schaden zu
reagieren und die DNA-Reparatur bzw. den programmierten Zelltod einzuleiten.
Dementsprechend konnten wir in Western-Blots nach UV-Bestrahlung und insbesondere nach
Behandlung mit Cisplatin, einem potenten Induktor p53-abhangiger Apoptose, eine p53-
Akkumulation nachweisen. Die Western-Blot Untersuchungen belegen, dass p53 in allen
Zelllinien grundsatzlich induzierbar ist, sofern die Mutation, wie bei IGR-37, nicht zum
Verlust nachweisbaren p53-Proteins fiihrt. Die Stabilisierung des p53-Proteins erfolgt durch
verschiedene ineinander greifende Mechanismen. Zwei wichtige Regulatoren sind MDM2
und HIPK2.
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Bei MDM2 handelt es sich um eine Ubiquitinligase, die direkt an p53 bindet und dessen
Degradierung an den Proteasomen fordert. Nach zellularem Stress wird die Aktivitit des
MDM2 Proteins supprimiert, was zu einer vermehrten p53-Stabilisierung fuhrt. Andererseits
ist MDM2 ein Zielgen, das nach erfolgter p53-Aktivierung infolge von zellularem Stress p53-
abhangig vermehrt transkribiert wird, um nach Beseitigung des Zellschadens eine
UberschieBende p53-Antwort zu verhindern. Insgesamt zeigten die Melanomlinien einen
verminderten MDM2-Level im Vergleich zu den primédren Melanozyten. Interessanterweise
wurde fur primére Melanozyten eine gleich bleibende (UV-Bestrahlungen und Dacarbazin-
Gabe) oder sogar verminderte MDM2-Transkription (Cisplatin-Gabe) beobachtet. Dagegen
konnte fur die Melanomlinien nach Cisplatin-Gabe unabhéngig vom p53-Status eine erhohte
Expression festgestellt werden (Abb. 32). Diese Beobachtung legt nahe, dass Stérungen in der
MDM2-vermittelten Degradation des p53-Proteins bei Melanomen vorliegen. Hiermit kdnnte
der konstitutionell erhohte p53-Level in der Mehrzahl der Melanome erklart werden.

Ebenso fiihren hohe Level an HIPK2, eine Ser/Thr-Proteinkinase, die p53 am Ser46
phosphoryliert, zur Stabilisierung des p53-Proteins.

Konstitutionell konnten keine Unterschiede in der HIPK2-Expression zwischen Melanomen
und Melanozyten gefunden werden. Ebenso fehlt eine Ubereinstimmende Regulation der
HIPK2-Transkription unter den einzelnen Versuchsbedingungen (Abb. 39). Allerdings wurde
fir alle Versuchsbedingungen fiir die p53-Punktmutanten eine erhéhte HIPK2-Expression
detektiert (Abb. 40). Fir diese Subpopulation an Melanomen kénnte diese Beobachtung einen

zusétzlichen Erklarungsansatz fur erhoht exprimiertes p53-Protein darstellen.
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Abb. 39 qRT-PCR: Relative Expression von Genen, die die p53-Proteinstabilitat regulieren, unter verschiedenen
Versuchsbedingungen. Die Expression fir Melanome wurde mit primaren Melanozyten verglichen. Die
Expression der Melanozyten unter den einzelnen Versuchsbedingungen ist gleich 1 gesetzt. Die Melanozyten-
Proben sind nicht abgebildet. K: Kontrolle, Cis: Cisplatin, Da: Dacarbazin.
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Abb. 40 gRT-PCR: Relative Expression von Genen, die die p53-Proteinstabilitat regulieren, unterverschiedenen
Versuchsbedingungen in Abhangigkeit vom p53-Mutationsstatus. Die Expression der p53-Wildtyp-Zelllinien

wurde als 1 gesetzt. Die Gruppe 1 ist nicht abgebildet. Gruppe 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gruppe 2: p53-
Punktmutanten; Gruppe 3: p53-Proteinabbruch-Mutante.

Um eine geschadigte Zelle in die DNA-Reparatur oder den programmierten Zelltod zu
Uberfiihren, sind unter anderem Modifikationen des Zellzyklus erforderlich. Bei CDC2,
CDKN1A, GADD45A, HIF1A, MAP4 und SP1 handelt es sich um Proteine, die an der
Zellzyklus-Regulation und DNA-Reparatur beteiligt sind.

Nach Gabe von Cisplatin waren in den Zelllinien die gréften Effekte auf Gene der
Zellzyklus-Kontrolle zu beobachten. GADD45A wurde in allen untersuchten Zelllinien
aufreguliert. Entsprechendes Verhalten wurde fir CDKN1A beobachtet, wenngleich bei
Melanozyten CDKN1A (iberraschenderweise Cisplatin-bedingt vermindert exprimiert wurde
(Abb. 41). Beide Gene unterliegen normalerweise einer p53-abhéngigen Regulation. Die
Aufregulation dieser beiden Gene nach Behandlung mit den beiden Zytostatika Cisplatin und
Dacarbazin fur die Melanomlinie IGR-37, flr die keine p53-Proteinexpression nachgewiesen
werden  konnte, ladsst zumindest hier  einen  weiteren  p53-unabhangigen
Regulationsmechanismus annehmen.

MAP4 stellt ein weiteres p53-Effektorgen dar, das an der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt ist. Es
ist bekannt, dass p53 als Suppressor fiir den MAP4-Promoter fungiert. MAP4 kodiert flr ein
Mikrotubuli-assoziiertes Protein. Da Mikrotubuli wesentliche Filamente der Mitose

darstellen, die den Zellzyklus vorantreiben, erscheint zur Einleitung des Zellzyklus-Arrests
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dessen Suppression erforderlich. Entsprechend dieser Hypothese konnte in allen Zelllinien
eine verminderte MAP4-Expression infolge von Cisplatin-Gabe beobachtet werden (Abb. 41).
SP1 kooperiert mit p53 in der Induktion von CDKN1A. Demzufolge ware einer vermehrte
Expression von SP1 infolge von zelluldarem Stress plausibel. Eine signifikante SP1-Regulation
lag nur bei Melanozyten vor. Hier kam es, wie schon fur CDKN1A, zur verminderten
Expression unter den jeweiligen Versuchsbedingungen (Abb. 41).

Nach Gegenuberstellung von Melanomen und Melanozyten fiel auf, dass CDKN1A und
GADDA45A unter nahezu allen Versuchsbedingungen in den Melanomlinien schwacher
exprimiert war. Dagegen war umgekehrt CDC2 in den Melanomlinien stérker exprimiert
(Abb. 42). Das CDC2-Gen kodiert fiir ein Protein der Ser/Thr Proteinkinase-Familie. CDC2
ist die katalytische Untereinheit von MPF (M-phase promoting factor), welcher essentiell fur
den G2/M-Ubergang des Zellzyklus ist. Es konnte gezeigt werden, dass inshesondere die p53-
Abbruchmutante IGR-37 hohe CDC2- und niedrige CDKN1A-Expressionslevel aufweist
(Abb. 43a, b). Insgesamt legen diese Ergebnisse fir alle untersuchten Melanomlinien einen
Defekt der funktionellen Integritit des akkumulierten p53-Proteins nahe, welches wesentliche
Gene des Zellzyklus beeinflusst. Dies gilt offenbar nicht nur fur solche Linien, die eine
Aberration im p53 selbst aufweisen, sondern auch fur die Melanome, die scheinbar ein
intaktes p53 Protein exprimieren.

12,78 12,75 18,47 9,88

EcDC2

B CDKN1A
OGADD45A
OHIF1IA
HMAP4
dasP1

rel. Exp. zu K
S

Melanozyten ~ SK-Mel 30 COLO-849 Mel-JUSO SK-Mel 1 SK-Mel 3 IGR-37
Gen

Abb. 41 qRT-PCR: Relative Expression von Genen, die den Zellzyklus und die DNA-Reparatur kontrollieren,
nach Cisplatin-Gabe. Die Expression der Gene von unbehandelten Kontrollzellen wurde als 1 gesetzt. Die
unbehandelten Kontrollzellen sind nicht abgebildet.
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Abb. 42 gRT-PCR: Relative Expression von Genen, die den Zellzyklus und die DNA-Reparatur kontrollieren,
unter verschiedenen Versuchsbedingungen. Die Expression wurde fir Melanome gegenuber Melanozyten
verglichen. Die Expression der Melanozyten wurde jeweils gleich 1 gesetzt. Die Melanozyten-Proben sind nicht
abgebildet. K: unbehandelte Zellen, Cis: Cisplatin, Da: Dacarbazin.
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Abb. 43a qRT-PCR: Relative Expression von Genen, die den Zellzyklus und die DNA-Reparatur kontrollieren,
unter verschiedenen Versuchsbedingungen in Abhangigkeit vom Mutationsstatus. Die Expression von Gruppe 1
wurde als 1 gesetzt. Gruppe 1 ist nicht abgebildet. Gruppe 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gruppe 2: p53-

Punktmutanten; Gruppe 3: p53-Proteinabbruch-Mutante. Cis: Cisplatin, Da: Dacarbazin; K: unbehandelte
Zellen.
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Abb. 43b gRT-PCR: Relative Expression von Genen, die den Zellzyklus und die DNA-Reparatur kontrollieren,
unter verschiedenen Versuchsbedingungen in Abhangigkeit vom Mutationsstatus. Die Expression von Gruppe 1
wurde als 1 gesetzt. Gruppe 1 ist nicht abgebildet. Gruppe 1: p53-Wildtyp-Zelllinien; Gruppe 2: p53-

Punktmutanten; Gruppe 3: p53-Proteinabbruch-Mutante. Cis: Cisplatin, Da: Dacarbazin; K: unbehandelte
Zellen.
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6. Diskussion

6.1. Hintergrund der Arbeit

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Tumor der Haut, der durch sein geringes Ansprechen
auf eine Chemotherapie und die schlechte Prognose charakterisiert wird. Die molekularen
Ursachen, die diesem biologisch aggressiven Verhalten zugrunde liegen, sind nicht ganz
geklart, wenngleich Stérungen im Apoptose-Signalweg angenommen werden. Stérungen der
funktionellen Integritat des p53-Tumorsuppressorgens wurden fir viele solide Tumoren
nachgewiesen. Beim malignen Melanom wird h&ufig eine Akkumulation des p53-Proteins
beobachtet, wenngleich Protein-stabilisierende Mutationen rar sind. Die Akkumulation des
p53-Proteins impliziert eine Stérung in dessen funktionellen Integritat. Diese Beobachtungen
bilden die Grundlage der vorliegenden Arbeit.

Es wurden die RNA- und Proteinstabilitat sowie die Expression p53-modifizierender Gene als
Ursache eines stabilen p53-Proteins untersucht. Ferner wurde die grundsatzliche p53-
Induzierbarkeit nach UV-Bestrahlung und Chemotherapie Uberprift. Die funktionelle
Integritat des akkumulierten Proteins wurde zusétzlich anhand von mehr als 90 Genen, die im

Zusammenhang des p53-Signalwegs stehen, analysiert.

6.2. Regelrechte p53-Induktion in p53-exprimierenden Zelllinien

Unabhéngig von der Ursache und des molekularen Ablaufs einer p53-Akkumulation, stellt
sich die Frage nach der funktionellen Integritdt des p53-Signalwegs. In der vorliegenden
Arbeit wurde in Western-Blot-Experimenten die p53-Induzierbarkeit nach UV-C- bzw. UV-
B-Bestrahlung sowie nach Cisplatin- bzw. Dacarbazin-Gabe untersucht. UV-Strahlung gilt als
wichtigster exogener Faktor in der Karzinogenese des malignen Melanoms, wenngleich
wenig Uber die molekularen Mechanismen der malignen Transformation bekannt ist. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine erhéhte p53-Proteinexpression nach UV-B- bzw. UV-C-
Bestrahlung fur SK-Mel 1 und Mel-JUSO sowie tendenziell fir SK-Mel 3, SK-Mel 30 und
COLO-849 nachgewiesen werden. Ein Unterschied der p53-Induktion in Abhangigkeit vom
p53-Mutationsstatus konnte nicht ermittelt werden. Dieses Ergebnis steht in Widerspruch zu
friheren Untersuchungen, die eine p53-Induktion ausschlieflich bei Wildtyp-p53-

Melanomzelllinien nachwiesen (Pedeux et al., 2002; Zhang, 2006). Konsistent mit
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Ergebnissen von Pedeux et al. (2002) hatte UV-B-Bestrahlung gréReren Effekt auf die p53-
Induktion als UV-C-Bestrahlung. Uberraschender Weise konnte fiir Melanozyten keine
vermehrte p53-Expression nach UV-Bestrahlung nachgewiesen werden, wie sie in der
Literatur beschrieben wird (Bowen et al., 2003; Medrano et al., 1995). Vielmehr nahm die
p53-Expression strahlenbedingt ab, fur UV-B- starker als fir UV-C-Bestrahlung. Die
eingesetzte Strahlenenergie und der damit verbundene Zellschaden stellt eine mdgliche
Ursache fir die Diskrepanz der Ergebnisse dar. In der vorliegenden Arbeit wurde fir UV-C-
Bestrahlungen eine Energie von 40J/m?, fir UV-B-Bestrahlung eine Energie von 30J/m?
eingesetzt. Demgegenuber setzten andere Arbeitsgruppen zum Teil deutlich hohere
Bestrahlungsenergien ein (Pedeux et al. 2002; Medrano et al., 1995).

Neben Versuchen der p53-Induktion durch UV-Bestrahlung wurde die Wirkung von Cisplatin
untersucht. Obwohl Cisplatin in der Behandlung des malignen Melanoms aufgrund relativ
schlechter Ansprechraten von geringer Bedeutung ist, wurde es fur die vorliegende Arbeit
gewéhlt, da seine Wirkung in der Induktion der p53-abhéngigen Apoptose weitreichend
untersucht wurde (Siddik, 2003). Konsistent mit den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen liel sich, unabhangig vom p53-Mutationsstatus, in allen p53-exprimierenden
Melanomzelllinien und Melanozyten eine erhéhte p53-Proteinexpression nachweisen (Li et
al., 1998). Unter allen durchgefiihrten Versuchsbedingungen war die p53-Induktion nach
Gabe von Cisplatin am starksten ausgepragt. Dementsprechend kann von einer regelgerechten
p53-Induktion ausgegangen werden.

Zudem wurde die Wirkung von Dacarbazin, dem Standard-Chemotherapeutikum in der
Behandlung des malignen Melanoms, untersucht. Keine Zelllinie zeigte eine signifikant
verdnderte p53-Proteinexpression gegenuber den unbehandelten Kontrollzellen. Ebenso
konnten Li et al. (1998) keine p53-abhdngige Apoptose nach Gabe von Dacarbazin fir
Melanome nachweisen, so dass p53-unabhédngige Wirkmechanismen diskutiert werden

mussen.

6.3. Nukledre Kompartimentierung als Folge der p53-Induktion

Um Informationen ber das Kompartimentierungsverhalten nach p53-Induktion zu erhalten,
wurden immunhistochemische Prdparate aller Zelllinien nach Cisplatin-Behandlung
angefertigt. Nach Cisplatin-Behandlung konnte in allen Melanomen mit Wildtyp-p53 und 1/3

der Melanome mit mutiertem p53 das Protein vermehrt nachgewiesen werden. Unabhangig
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vom p53-Mutationsstatus verlief die Induktion in 75% der Falle Uber eine nukleare
Anreicherung. Melanozyten zeigten nach Cisplatin-Gabe eine deutliche zytoplasmatische und
nukledre Anreicherung. Bis auf Mel-JUSO und der p53-Abbruch-Mutante IGR-37 konnte in
allen Melanomzelllinien zytoplasmatisches p53 nachgewiesen werden. Somit konnte sowohl
in Western-Blot Experimenten als auch immunhistochemisch der Nachweis einer p53-
Induktion durch Cisplatin erbracht und der Nukleus als vorrangiges Kompartiment bestimmt
werden. Da p53 seine Aktivitat als Transkriptionsfaktor im Kern verwirklicht, war die
nukledre Anreicherung des induzierten p53-Proteins zu erwarten (Shaulsky et al., 1990).
Zudem kann p53 transkriptionsunabhéngig im Zytoplasma durch direkte Interaktion mit dem
pro-apoptotischen Protein BAX zur Apoptoseinduktion fuhren (Mihara et al., 2003). Eine
p53-Anreicherung im Zytoplasma koénnte darauf hindeuten, dass dieser Signalweg flr

Melanozyten bzw. daraus entartete Melanome eine entscheidende Bedeutung hat.

6.4. Die Genexpression in Makro-Arrays und gRT-PCR

Zur Uberpriifung der Integritat des p53-Signalwegs wurde in der vorliegenden Arbeit die
Makro-Array-Technologie eingesetzt. Hiermit war es mdglich, eine Vielzahl von Genen in
einem einzigen Versuchansatz zu analysieren. Es wurde so die Expression von Genen
untersucht, die die p53-Expression und -Stabilitat beeinflussen, die p53 modifizieren, die mit
p53 interagieren oder die als Effektor-Gene die Zellzyklus-Kontrolle, Apoptose-Regulation,
DNA-Reparatur, Angiogenese und Metastasierung beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit reichten 5ug Gesamt-RNA pro Makro-Array aus, um
genspezifische Hybridisierungen nachzuweisen. Damit weist dieses Verfahren eine hohe
Sensitivitat auf. Demgegenuber ist die Spezifitat dieses Verfahrens insbesondere durch
unspezifische Hybridisierungen eingeschrankt (Wang et al., 2006 b). Dartber hinaus sind die
Ergebnisse der Makro-Array-Analysen, trotz Software-gestitzter Korrekturen, nur bedingt
reproduzierbar, da sowohl die Chemolumineszenz-Reaktion als auch die Belichtungskinetik
der Rontgenfilme keiner linearen Abhangigkeit folgen (Tropix Inc., Massachusetts, USA).
Daher waren die in Makro-Arrays detektierten Gen-Expressionen durch ein zweites Verfahren
mit hoher Sensitivitat und Spezifitat zu validieren. Hierzu wurden qRT-PCR-Untersuchungen
durchgefhrt.
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Aufgrund der hohen Detektions-Sensitivitdt und Sequenz-Spezifitdt sowie der hohen
Préazision reproduzierbarer Ergebnisse gilt die gRT-PCR als ,Gold-Standard“ in der
quantitativen Bestimmung von Genexpressionen (Wang et al, 2006 b).

Es ist jedoch fiir die vorliegende Arbeit zu berlicksichtigen, dass sowohl die auf den Makro-
Arrays aufgespotteten cDNA-Fragmente, als auch die eingesetzten Proben- und Primer-
Sequenzen fir die qRT-PCR Experimente fir CDC2, CDKN1A, GADD45A, GAPDH,
MDM2 und p53 durch den Vertreiber (Superarray bzw. Qiagen) geschitzt sind, so dass
maoglicherweise unterschiedliche Bereiche oder sogar unterschiedliche Spleivarianten der
Gene detektiert werden. Dies kann unter Umstdnden zu abweichenden oder sogar

gegensétzlichen Resultaten fiihren.

6.5. Ursachen konstitutioneller und induzierter p53-Expression

Post-translationale Modifikationen

Storungen der regelgerechten p53-Funktion werden als zentraler Schritt in der Karzinogenese
vieler menschlicher Tumore angesehen (Hollstein et al., 1991). P53 weist in normalen,
adulten Zellen eine Halbwertszeit von weniger als 35 Minuten auf, so dass es sich einem
immunhistochemischen Nachweis entzieht (Maltzman & Czyzyk, 1984). Beim malignen
Melanom wurde eine Akkumulation des p53-Proteins in bis zu 97% der untersuchten Tumore
beobachtet, was eine Storung der funktionellen Integritdt des Proteins impliziert. In
fortgeschrittenen Tumorstadien war p53 signifikant hdufiger angefarbt, so dass einige
Autoren die p53-Uberexpression als spate Erscheinung in der Melanom-Progression ansehen
(Akslen & Morkve, 1992; Cristofolini et al., 1993; Lassam et al., 1993; Stretch et al., 1991).
Dementsprechend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Akkumulation des p53-Proteins bei
vier von sechs Melanom-Zelllinien (67%) nachgewiesen werden. P53 lie3 sich in allen
Metastasen-Zelllinien, ausgenommen der p53-Abbruch-Mutante IGR-37, anfdrben. Eine
konstitutive p53-Proteinexpression fehlte bei Mel-JUSO, der Zelllinie eines Primarius. In
nativen Melanozyten konnte kein p53-Protein angefarbt werden. Die molekularen
Mechanismen, die zur Stabilisierung des p53-Proteins in Melanomen ftihren, sind unklar. Fir
viele solide Tumore werden proteinstabilisierende p53-Mutationen konstatiert, wahrend diese
beim malignen Melanom selten sind (Albino et al., 1994; Florenes et al., 1994; Gwosdz et al.,
2006; lggo et al., 1990; Sparrow et al., 1995; Ziegler et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit
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konnte eine Akkumulation unabhdngig vom p53-Mutationsstatus in zwei Melanomzelllinien
mit mutiertem p53 und zwei Melanomzelllinien mit Wildtyp-p53 beobachtet werden. Dies
stitzt die These, dass proteinstabilisierende Mutationen beim Melanom eine untergeordnete
Rolle fur die p53-Akkumulation spielen. Neben proteinstabilisierenden Mutationen werden
eine gesteigerte Transkription und/oder Translation, post-translationale Phosphorylierung
oder Acetylierung, Komplexbildung mit viralen oder zelluldren Proteinen sowie gestorte
Proteinabbaukaskaden als Ursache vermehrter p53-Expression diskutiert (Agarwal et al.,
2001; Colombo et al., 2005; Finlay et al., 1988; Maltzman & Czyzyk, 1984; Meek, 1998;
Minamoto et al., 2001; Mosner et al., 1995; Noda et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit lag
bei den Melanom-Linien mit mutiertem p53 die Akkumulation sémtlich im Zytoplasma vor,
wahrend Melanome mit Wildtyp-p53 keine Praferenz fur ein Zellkompartiment zeigten.
Demgegenuber wurde in friheren Untersuchungen vor allem der nukledre bzw. kombiniert
nukledre und zytoplasmatische p53-Nachweis erbracht (Gwosdz et al., 2006; Lassam et al.,
1993; Stretch et al.,, 1991). Einige Autoren erkldren die unterschiedliche p53-
Kompartimentierung durch differentes Komplexierungsverhalten mit zellularen Proteinen in
Abhéangigkeit vom p53-Mutationsstatus (Halevy et al., 1989; Hinds et al., 1987; Shaulsky et
al., 1990; Sturzbecher et al., 1988).

In der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst die Protein- und RNA-Stabilitat als moégliche
Ursachen einer immunhistochemisch detektierbaren p53-Expression Uberprift. In den
Untersuchungen zur RNA-Stabilitst der Replikatons- und Transkriptionshemmer
Actinomycin D, in den Untersuchungen zur Proteinstabilitdt wurde der Translationshemmer
Cycloheximid eingesetzt.

Die Proteinstabilitdt der Melanomzelllinien wurde unter zwei verschiedenen Bedingungen
untersucht. Die Zellen wurden mit Cisplatin behandelt, einem potenten Induktor der p53-
abhangigen Apoptose, der seine zytotoxische Aktivitat durch die Interaktion mit der DNA
vermittelt (Li et al., 1998; Siddik, 2003). Cisplatin-behandelte Zellen wurden mit FCS-
behandelten Zellen verglichen, um einen mdglichen p53-induzierenden Effekt durch FCS
auszuschlielen (Copeta et al., 2000). Unter allen durchgefiihrten Versuchsbedingungen
zeigten die Melanomzelllinien eine stabile p53-Proteinexpression. Untersuchungen der RNA-
Stabilitdt wurden flir unstimulierte Zellen und nach p53-Induktion durch Cisplatin
durchgefiihrt. Unabhangig vom p53-Mutationsstatus zeigten die nicht mit Cisplatin vor-
inkubierten Zelllinien SK-Mel 30 und SK-Mel 1 ein stabiles p53-Transkript.

Nach 24-stiindiger Inkubation mit Cisplatin konnte dies ebenfalls fiir die Linien COLO-849,

SK-Mel 1 und SK-Mel 30 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war bei den Melanomen
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SK-Mel 3, Mel-JUSO und IGR-37 eine signifikante Abnahme der p53-Transkriptmenge zu
finden. Die primédren Melanozyten zeigten keine Abnahme in der p53-Transkriptmenge
wéhrend des Beobachtungszeitraums von 240min. Dieses Ergebnis ist konsistent mit friiheren
Berichten, die ebenfalls eine transiente p53-Induktion nach massiver DNA-Schadigung
beobachteten (Kastan et al., 1991; Maltzman & Czyzyk, 1984; Noda et al., 2000). Da trotz
Blockierung der Transkription bzw. Translation eine stabile RNA- bzw. Proteinexpression
ermittelt werden konnte, erscheinen Modifikationen in diesen beiden Schritten der
Proteinbiosynthese als Ursache einer konstitutiven p53-Anreicherung als unwahrscheinlich.
Kastan et al. (1991) und Mosner et al. (1995) konstatieren post-transkriptionale/-translationale
Modifikationen als Ursache einer p53-Akkumulation nach DNA-Schéadigung, wobei das
akkumulierte p53-Protein negativ auf die eigene Transkription, respektive Proteinbiosynthese
rickkoppelt. Eine Phosphorylierungs-Acetylierungskaskade unter Beteiligung der p53-
Koaktivatoren p300/CBP und PCAF vermittelt die p53-Transkriptionsaktivitat sowie Protein-
Stabilitat (Sakaguchi et al., 1998). Ferner wirken Histon-Deacetylasen (HDACs) der p53-
Stabilisierung entgegen (lIto et al., 2002; Juan et al., 2000; Langley et al., 2002).
Post-transkriptionale/-translationale Modifikationen erscheinen (beraus sinnvoll, da eine
aufwendige Proteinbiosynthese Uberbrickt wird. Des Weiteren verhindern negative
Rickkopplungsmechanismen die Konsolidierung evtl. geschadigter DNA. Diese Ergebnisse
kdénnen zum Teil auf das maligne Melanom Ubertragen werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte in den Makro-Array-Untersuchungen fur keine der untersuchten Zelllinien eine
Cisplatin-bedingte Mehrexpression an p53-mRNA nachgewiesen werden. Zudem wurde nach
Behandlung mit Cisplatin eine stabile p53-Proteinexpression in Anwesenheit des
Translationshemmers  Cycloheximid nachgewiesen. Somit sind post-translationale
Modifikationen plausibel. Entgegen den Ergebnissen der Arbeitsgruppen von Kastan (1991)
und Mosner (1995), die ausschlieBlich Wildtyp-p53 zur Autoregulation befahigt sehen, verlief
die Cisplatin-bedingte Mehrexpression des p53-Proteins in der vorliegenden Arbeit
unabhédngig vom p53-Mutationsstatus. Wahrend vermehrte p53-Expressionen infolge DNA-
Schaden fir Melanozyten und Melanome gleichermaBen durch post-translationale
Modifikationen erklart werden konnen, bleibt offen, wie es beim malignen Melanom ohne
p53-Induktion zur Stabilisierung des Proteins kommt. Da jedoch auch fiir die unbehandelten
Zelllinien eine stabile RNA- und Proteinexpression nachgewiesen werden konnte, sind auch
hier post-translationale Mechanismen als Ursache der erhohten p53-Proteinstabilitat
wahrscheinlich.
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Aberrante HIPK2- und MDM2-Expression

Ein zentraler Regulator von p53 ist MDM2 (mouse double minute-2) bzw. sein humanes
Homolog HDM2. MDM2 ist als Zielgen des p53 Signalwegs Bestandteil eines negativen
Rickkopplungsmechanismus. MDM2 bindet direkt an den NH,-Terminus von p53 und
behindert so die Interaktion mit p53-Zielgenen. Darlber hinaus fordert MDM2 den p53-
Export vom Nukleus ins Zytoplasma und fungiert als eine p53-spezifische Ubiquitinligase.
Durch Bindung mehrerer Ubiquitin-Peptide an p53 wird das Protein fur den Abbau durch die
Proteasomen markiert. Die p53-Degradation erfolgt ausschlieBlich durch zytoplasmatische
Proteasomen, so dass der nukledre Export zwingend erforderlich ist. In einigen Zelltypen wird
P300/CBP als MDM2-Co-Faktor bendtigt. Dieser Ruckkopplungsmechanismus dient nativen
Zellen der p53-Feinregulation (Harms et al., 2004; Vousden & Lu, 2002).

Eine MDM2-Uberexpression wurde in vielen soliden Tumoren beobachtet und fir eine
verstarkte Tumorprogression verantwortlich gemacht (Bond et al., 2004; van der Borgh et al.,
2006). Nach zellularem Stress wird MDM2 supprimiert, was zu einer vermehrten p53-
Stabilisierung fihrt. Hieran beteiligt ist pl4ARF, welches ein Produkt der Exone 13, 2 und 3
des CDKNZ2A-Locus auf 9p21 ist. P14ARF bindet direkt an MDM2 und fihrt es der
Degradation zu, was unmittelbar zur p53-Stabilisierung fiihrt (Lakin & Jackson, 1999). Eine
Inaktivierung von pl4ARF kann daher zu einem vermehrten Abbau von p53 flhren und
dadurch die Tumorprogression unterhalten (Sharpless, 2005). Ferner kommt es nach DNA-
Schéden zur p53-Phosphorylierung an Serl5 und Ser20, was die p53-MDM2-Interaktion
reduziert (Lakin & Jackson, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde die MDM2-Expression nach UV-B- und UV-C-Bestrahlung
sowie nach Behandlung mit Cisplatin bzw. Dacarbazin an priméaren Melanozyten und
Melanomzelllinien untersucht. Nach beiden Bestrahlungen blieb in den Melanozyten und den
Melanomen eine Regulation aus. Lediglich SK-Mel 1 zeigte UV-C-bedingt vermehrt
exprimiertes MDM2,

Diese Ergebnisse widersprechen Untersuchungen von Haapajarvi et al. (1999), die in
Melanomzelllinien mit Wildtyp- und mutiertem p53 erhohte MDM2-Expressionswerte 24h
nach UV-Bestrahlung nachwiesen. Wu und Levine (1997) zeigten an Myelomzellen, dass die
MDM2-Regulation (Protein und mRNA) in Abhéngigkeit der UV-Dosis erfolgt. Dabei
fihrten hohe UV-Dosen zu einem frihen, p53-unabhéngigen Abfall der MDM2-Expression,
gefolgt von einem spaten, p53-abhéngigen Anstieg der MDM2-Expression. Auch Pedeux et
al. (2002) wiesen eine vermehrte MDM2 Expression in Melanomen und Melanozyten 16h
nach UV-Bestrahlung nach (UV-B: 150 J/m2, UV-C: 50 J/m?). Eine mdgliche Erklarung
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dieser diskrepanten Ergebnisse kdnnten die deutlich héheren Bestrahlungsenergien sein, die
Pedeux et al. einsetzten. In der vorliegenden Arbeit wurden physiologischere
Strahlungsenergien von 30J/m?2 fiir UV-B und von 40J/mz2 fir UV-C eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden die Melanozyten allen vorliegenden Melanomzelllinien
gegenlbergestellt. Konstitutionell wie nach beiden Bestrahlungsarten war MDM2 in den
Melanomzelllinien um ein Vielfaches schwacher exprimiert als in Melanozyten. Damit fehlt
ein wichtiger Regulator zum Abbau des p53-Proteins. Diese Beobachtung stellt eine mogliche
Erklarung fur konstitutionell nachweisbares p53-Protein fir Melanome dar.

Konsistent mit Ergebnissen der Literatur war fir p53-Wildtyp-Zelllinien die MDM2-
Expression konstitutionell sowie infolge von Bestrahlung am stérksten (Haapajarvi et al.
1999). Lediglich nach UV-C-Bestrahlung bestand kein signifikanter Unterschied zu p53-
exprimierenden Melanomen mit mutiertem p53. Fir die p53-Abbruch-Zelllinie war die
MDM2-Expression am geringsten.

Die Zelllinien wurden des Weiteren mit Cisplatin inkubiert. Interessanterweise kam es
daraufhin bei Melanozyten zu einer verminderten MDM2-Expression, wéhrend alle
Melanomzelllinien MDM2 verstarkt exprimierten. Insbesondere p53-exprimierende
Melanome mit mutiertem p53 zeigten eine deutliche MDM2-Aufregulation. Dieses
gegensétzliche Verhalten fiihrt zu einer Angleichung der MDM2-Expression zwischen den
nativen Zellen und der Tumorzellen. In der Literatur liegen keine Untersuchungen vor, die die
MDM2-Expression bei Melanozyten bzw. Melanomzelllinien infolge von Cisplatin-Gabe
untersuchen. Bei Ovarial- und Teratokarzinomzelllinien wurde eine MDM2-Mehrexpression
infolge von Cisplatin-Gabe beobachtet (Siemer et al., 1999; Wetzel & Berberich, 1998).

Die Cisplatin-bedingte MDM2-Uberexpression ist U(berraschend, da in Western-Blot-
Analysen die Gabe von Cisplatin zur starksten Expression des p53-Proteins fiihrte, MDM2
jedoch die p53-Degradierung fordert. Darlber hinaus stellt die diskrepante MDM2-
Regulation in Melanozyten und Melanomzelllinien, die p53-Abhéngigkeit der MDM2-
Regulation in den vorliegenden Melanomzelllinien in Frage. Eine p53-unabhéangige
Komponente in der MDM2-Regulation wurde in der Literatur auch fir andere Malignome
mehrfach beschrieben (Phelps et al., 2003).

Die Gabe von Dacarbazin hatte auf die MDM2-Expression fir die in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien keinen Einfluss. Wie bereits fir unbehandelte Zellen war MDM2 bei
Melanomen deutlich schwécher exprimiert als bei Melanozyten, insbesondere die p53-
Abbruch-Zelllinie IGR-37 zeigte um ein Vielfaches schwéchere Expressionswerte.

90



HIPK2 (hoemodomain-interacting protein kinase-2) ist neben HIPK1 und HIPK3 Mitglied
einer Familie von Co-Repressoren, die die Wirkung von Transkriptionsfaktoren wie NK-1,
NK-3, Nkx-1.2 und Nkx 2.5 inhibieren (Kim et al., 1998). Neben dieser Funktion besitzt
HIPK2 eine Serin/Threonin-Kinase-Aktivitdt. Nach UV-Bestrahlung wie Behandlung mit
Cisplatin kommt es zur HIPK2-Induktion, was zu einer vermehrten Interaktion zwischen
HIPK2, p53 und CBP innerhalb der PML (Promyelozyten Leukémie)-Kern-Korper und zur
p53-Phosphorylierung an Ser46 flhrt. Die Phosphorylierung an Ser46 erleichtert die CBP-
vermittelte Acetylierung von p53. Dieses p53 besitzt eine erhohte Stabilitdt und ist in der
Lage die p53-abhéangige Transkription und Apoptose zu aktivieren (Di Stefano et al., 2004;
D Orazi et al, 2002; Hofmann et al., 2002). Zudem reguliert HIPK2 die p53-Stabilitét, indem
es MDM2 inhibiert und damit die MDM2-abhangige Degradation unterbindet (Wang et al.,
2001).

Fur die vorliegenden Zelllinien konnte kein Unterschied der HIPK2-Expression zwischen
Melanozyten und Melanomen ermittelt werden. Demgegeniber bestanden signifikante
Unterschiede in Hinblick auf den Mutationsstatus. Wahrend zwischen der p53-Abbruch-Linie
IGR-37 und Wildtyp-p53-Zelllinien, ausgenommen nach UV-C-Bestrahlung, kein
signifikanter Unterschied in der HIPK2-mRNA-Expression bestand, war das HIPK2-
Transkript bei p53-exprimierenden Zelllinien mit mutiertem p53 deutlich stérker exprimiert
als in beiden anderen Gruppen. Da HIPK2 unmittelbar an der Stabilisierung des p53-Proteins
beteiligt ist, konnte eine erhdhte HIPK2-mRNA-Expression eine mogliche Ursache der
erhohten konstitutiven p53-Expression fiir Melanome mit mutiertem p53 sein. Dieses
Ergebnis ist konsistent mit Untersuchungen von Wang et al. (2001), die eine vermehrte p53-
Protein-Expression und Stabilisierung infolge einer HIPK2-Uberexpression beschreiben. Die
Untersuchungen ergaben ferner, dass die Stabilisierung nicht durch einen veranderten p53-
Phosphorylierungsstatus, sondern durch die MDM2-Degradation vermittelt wird. Wang et al.
(2001) wiesen nach, dass die HIPK2-vermittelte Inhibition von MDM2 auf Proteinebene
vollzogen wird. Dies ist konsistent mit Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, worin eine
verédnderte MDM2-mRNA-Expression keinen Effekt auf die p53-Expression hatte. Wahrend
die erhohte HIPK2-mRNA-Expression eine mogliche Erklarung detektierbaren p53-Proteins
bei p53-exprimierenden Zelllinien mit mutiertem p53 ist, scheint HIPK2 keine Rolle in der
Stabilisierung des p53-Proteins bei Wildtyp-p53-Melanomen zu spielen.

Interessanterweise kommt es nach Bestrahlung beider Wellenldngen zu einer verminderten
MRNA-Expression von HIPK2 bei SK-Mel 3 sowie bei IGR-37 infolge von UV-C- und bei
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SK-Mel 1 infolge von UV-B-Bestrahlung. In den dbrigen Zelllinien liegt keine
strahlenbedingte HIPK2-Regulation vor.

Melanozyten, SK-Mel 30, SK-Mel 3, Mel-JUSO und IGR-37 regulierten die Transkription
von HIPK2 nach Gabe von Cisplatin ab. Nach Behandlung mit Dacarbazin regulierten
COLO-849 HIPK2 auf, SK-Mel 3 ab. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die in der
Literatur beschriebene gesteigerte HIPK2-Protein-Expression infolge von UV-Bestrahlung
und Cisplatin-Gabe nicht auf eine veranderte mRNA-Expression zurlickzufihren ist (Di
Stefano et al., 2004; D Orazi et al, 2002; Hofmann et al., 2002).

6.6. Dysregulation der Zellzyklus-Kontrolle bei Erhalt des p53-Signalwegs

In Western-Blot-Analysen konnte die Induzierbarkeit des p53-Proteins nachgewiesen werden,
was jedoch keine Rickschlusse auf die funktionelle Integritdt des p53-Proteins zuldsst. Zur
Uberpriifung der p53-Funktion wurden Makro-Array-Experimente durchgefiihrt. Mit diesen
Makro-Arrays wurden Gene, die die p53-Expression und Stabilitdt beeinflussen, p53
modifizieren oder mit p53 interagieren sowie p53-Effektor-Gene der Zellzyklus-Kontrolle,
Apoptose-Regulation, DNA-Reparatur sowie Angiogenese- und Metastase-Steuerung
hinsichtlich ihrer RNA-Expression untersucht. Als Ausgangsmaterial diente die RNA aller
vorliegenden Zelllinien, unbehandelt, nach UV-B- bzw. C-Bestrahlung sowie nach
Behandlung mit Cisplatin bzw. Dacarbazin. Die in den Makro-Arrays ermittelte Expression
wurde beispielhaft fir APEX1, BBC3, CDC2, CDKN1A, GADD45A, HIF1A, HIPK2,
MAP4, MDM2, SP1 und TEADL1 in gRT-PCR-Untersuchungen validiert.

Wildtyp-p53 induziert nach DNA-Schaden die Transkription von CDKN1A (p21), das fir
einen Inhibitor der G1 Cyclin abhangigen Kinase Cdk-4 kodiert und auf diese Weise zu einem
Zellzyklusarrest im G1/S Stadium fiihrt (el-Deiry et al., 1993). Diese Funktion wird Uber die
Blockierung der Rb-Phosphorylierung vermittelt. Hypophosphoryliertes Rb bindet den
Transkriptionsfaktor E2F, hemmt dessen Aktivitat und fiihrt so zum Zellzyklusarrest (Li et
al., 2006 a). GADDA45A ist ebenfalls durch Aktivierung des p38/JNK-Signalwegs tber die
MTK1/MEKKA4-Kinase an der Regulation des Zellzyklusarrestes nach DNA-Schéadigung
beteiligt (Kastan et al., 1992, Tront et al., 2006).
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Abb. 44 p53 und Rb Signalweg zur Regulation von Zellzyklus und Apoptose; modifiziert nach Li et al., 2006 a

Die priméren Melanozyten sowie alle Melanomlinien, mit Ausnahme der p53-
Abbruchmutante IGR-37, zeigten eine hohe p53-Proteinexpression. Eine hohe p53-
Proteinexpression impliziert eine Induktion der nachgeschalteten Gene, sofern das
akkumulierte Protein funktionell integer ist. In der vorliegenden Arbeit war p21 unter allen
durchgefiihrten Versuchsbedingungen in priméren Melanozyten signifikant starker exprimiert
als in Melanomen. Ebenso war GADDA45A in den Melanozyten bei unbehandelten
Kontrollen, nach beiden Bestrahlungen und Cisplatin-Gabe stérker exprimiert. Nach
Dacarbazin-Gabe bestand kein signifikanter Unterschied zu unbehandelten Kontrollen.
Dementsprechend ist von einer reduzierten Funktionalitdt sowohl des in Melanomen
konstitutionell Gberexprimierten, als auch des induzierten p53-Proteins auszugehen.

Es erscheint plausibel, die verminderte p21- und GADD45A-Expression fir eine vermehrte
Proliferation in Tumorzellen verantwortlich zu machen. Es liegen aktuell nur wenige Studien
vor, die eine konstitutionelle GADDA45A-Expression vergleichend fir verschiedene
Melanomstadien untersuchen. In diesen Studien wird eine Assoziation zwischen einer
niedrigen GADD45A-Expression und einer Melanomprogression beschrieben (Korabiowska
et al., 1997). Uberraschenderweise konnten nur wenige Studien den vermeintlichen
Zusammenhang zwischen Tumorprogression und niedrigen p2l-Leveln nachweisen.
Paradoxerweise wiesen die meisten Studien eine erhohte p21-Protein-Expression in

fortgeschrittenen Melanomen nach (Li et al., 2006 a; Mouriaux et al., 2000; Sparrow et al.,
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1998; Trotter et al., 1997). Da Mutationen im p21-Gen selten sind, werden weitere
Mechanismen diskutiert, die eine Stérung der p21-Expression hervorrufen (Soto et al., 2005).
Trotter et al. (1997) fiihren Mutationen in Cyclinen oder Cdks, Uberexpression von Cyclinen
oder einen p16- oder Rb-Funktionsverlust als mogliche Ursachen verminderter p21-Wirkung
bei erhaltener p21-Funktion an. Ferner wird eine erhdhte p21-Stabilitdt als Ursache fur die
erhdhte Proteinexpression vorgeschlagen.

Die in der Literatur beschriebene p21-Uberexpression lasst sich nur bedingt mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit vergleichen. Friihere Studien wiesen insbesondere eine
vermehrte Expression des p21-Proteins nach, wahrend hier die p21-Expression auf mRNA-
Ebene untersucht wurde. In der vorliegenden Arbeit wiesen primare Melanozyten unter allen
Versuchsbedingungen eine hohere p21-Expression als Melanome auf. Dies deutet darauf hin,
dass, ahnlich wie im Fall von p53, post-transkriptionelle Mechanismen fur die beschriebene
p21-Protein-Uberexpression verantwortlich sind.

Um die grundsatzliche Induzierbarkeit p53-abhéngiger Gene zu Uberprifen, wurden die
Zelllinien mit UV-B bzw. UV-C bestrahlt sowie mit Cisplatin bzw. Dacarbazin behandelt.
Nach p53-Induktion durch UV-B- bzw. UV-C-Bestrahlung unterlagen p21 und GADD45A
nur bei SK-Mel 1 und SK-Mel 3 einer Regulation. P21 war bei SK-Mel 1 UV-C-bedingt, bei
SK-Mel 3 UV-B-bedingt aufreguliert, GADD45A bei SK-Mel 1 nach Bestrahlung beider
Wellenlangen abreguliert. Melanozyten zeigten keine signifikante Regulation. Somit war die
strahlenbedingte Induktion von p21 und GADDA45A (beraus schwach ausgeprégt, verlief
unabhéngig vom Mutationsstatus und fiir beide Wellenlangen vergleichbar. Im Gegensatz zu
den vorliegenden Untersuchungen wiesen Pedeux et al. (2002) eine gesteigerte Expression
von GADD45A-mRNA nach UV-B- bzw. UV-C-Bestrahlung nach, wobei die UV-B-
Bestrahlung starkeren Einfluss auf die mRNA-Expression hatte. Wie bereits fir die p53-
Expression diskutiert, kénnte auch hier die Diskrepanz in den hoheren Bestrahlungsenergien
begriindet sein, die einen ausgepragteren Zellschaden zur Folge hatten und somit zu einer
starkeren Induktion des p53-Signalwegs fihrten.

Ein einheitliches Regulationsmuster ergab sich nach Cisplatin-Gabe. GADD45A war in allen
vorliegenden Zelllinien verstarkt exprimiert, p21 in allen Melanomen. Allerdings erreichten
die hochregulierten mRNA-Level nicht die in Melanozyten bereits konstitutiv exprimierten
Mengen. Unerwarteter Weise wurde bei Melanozyten p21 abreguliert. Hieraus ist zu folgern,
dass in Melanomen, unabh&ngig vom Mutationsstatus, eine grundsétzliche p21- und
GADD45A-Induzierbarkeit besteht, die dabei gebildete Menge an mRNA jedoch gering ist.
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Dies legt eine Einschrankung der funktionellen Integritat des akkumulierten p53-Proteins
nahe.

Konsistent mit den vorliegenden Ergebnissen konstatieren Pedeux et al. (2002) eine
GADDA45A-Induktion unabhdngig vom Mutationsstatus, wobei die Induktion fur Wildtyp-
p53-Zelllinien deutlich hoher war als fur Zelllinien mit mutiertem p53. Damit existieren flr
GADDA45A sowohl p53-abhangige als auch p53-unabhangige Aktivierungsmechanismen. Fir
p21 wird hingegen ausschlieBlich eine p53-abhangige Aktivierung postuliert (el-Deiry et al.,
1993). Im Gegensatz dazu verlief die p21-Induktion in den vorliegenden Zelllinien
unabhangig vom Mutationsstatus.

Um die Frage nach Unterschieden der GADD45A- und p21-Induktion in Abhé&ngigkeit vom
Mutationsstatus zu klaren, wurden die Zelllinien entsprechend ihres Mutationsstatus in
Gruppen  zusammengefasst. Es  zeigte sich, dass kein signifikanter p21-
Expressionsunterschied  zwischen — Wildtyp-p53-Zelllinien  und  p53-exprimierenden
Melanomen mit mutiertem p53 bestand. Davon ausgenommen war ein tendenzieller
Expressionsunterschied nach UV-B-Bestrahlung zugunsten der Wildtyp-p53-Zelllinien.
Demgegenuber war p21 sowohl in Wildtyp-p53-Zelllinien als auch in p53-exprimierenden
Melanomen mit mutiertem p53 um ein Vielfaches hoher exprimiert als bei der p53-
Abbruchmutante IGR-37.

GADD45A war in der Gegentberstellung der Gruppen hinsichtlich ihres Mutationsstatus flr
alle untersuchten Bedingungen in Wildtyp-p53 Zelllinien stérker exprimiert als bei IGR-37.
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass GADD45A nach UV-B-Bestrahlung und
Cisplatin-Gabe sowie tendenziell nach Gabe von Dacarbazin bei Wildtyp-p53-Zelllinien
starker exprimiert war als in p53-exprimierenden Melanomen mit mutiertem p53. Die
Uberlegenheit von Melanomen mit Wildtyp-p53 in der UV-B-bedingten Induktion von
GADDA45A ist konsistent mit Ergebnissen von Pedeux et al. (2002).

Die Abbruchmutante IGR-37 zeigte unter allen untersuchten Bedingungen eine p21- und
GADD45A- Expression, die um ein Vielfaches niedriger war als in den ubrigen Zelllinien.
Dabei verlief die beobachtete p21- und GADD45A-Induktion ohne messbare p53-mRNA-
oder Proteinexpression. Es bleibt offen, ob die konstitutive p21- und GADD45A-Expression
einer p53-Restfunktion unterliegt, oder ob p53-unabhéngige Induktions-Mechanismen eine
Rolle spielen (Ohtani-Fujita et al., 1998; Peled et al., 1996; Sato et al., 2002). Die streng
parallelen Verladufe der p53-Protein- und p21- bzw. GADD45A-mRNA-Expression, sowohl
nach Bestrahlungen, als auch nach Cisplatin-Gabe, sprechen fur eine p53-abhangige

Induktion.
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Interessanter Weise kommt es zwischen IGR-37 und den Ubrigen Zelllinien zu einer
Ubereinstimmenden Expressionsveranderung weiterer Gene des p53-Signalwegs. Es ist
mdoglich, dass p53-unabhdngige Mechanismen ein ,,funktionelles p53-Mimikry* flr dieses
Subset an Genen vollziehen.

Hierbei konnten die p53-Homologe p63 und p73 eine entscheidende Rolle spielen. Beide p53-
Homologe werden infolge zelluldren Stresses aktiviert und sind in der Lage einige der p53-
Zielgene zu induzieren. Wahrend p53 hauptséchlich in einer Isoform vorliegt, werden sowohl
p63 als auch p73 in einer Vielzahl von Isoformen exprimiert, die teils gleich gesinnte, teils
aber auch kontrére Eigenschaften besitzen (DeYoung & Ellisen, 2007; Harms et al., 2004).
Die Expression von p63 und p73 in Melanomen ist nicht so gut untersucht wie die p53
Expression. Kulesz-Martin et al. (2005) beschrieben die Expression zweier p63-1soformen.
Zudem gibt es Anhaltspunkte, dass Transkriptions-inhibierende p73-Isoformen in Melanomen
uberexprimiert werden (Tuve et al., 2004).

Wahrend Cisplatin in der Induktion p53-abhangiger Apoptose etabliert ist, sind die
molekularen Mechanismen nach Dacarbazin-Gabe, insbesondere in Bezug auf den p53-
Signalweg, nicht hinreichend geklart. Alkylierende Agenzien wie Dacarbazin oder das oral
verfiighare Temozolomid filhren zur Bildung von O°-Methylguaninen in der DNA. Das
Mismatch Repair System erkennt und korrigiert derartige Replikationsfehler (Karran et al.,
1993). Bei Persistenz der O°-Methylguanine in der DNA kommt es zur Induktion der
Apoptose (Tentori et al., 1997). D Atri et al. (1998) wiesen an lymphoblastoiden Zelllinien
nach, dass die Apoptose-Induktion durch O°-Methylguanine nach Behandlung mit
Temozolomid eines intakten Mismatch Repair Systems bedarf. Hierbei kam es zu einer p53-
und konsekutiven p21-Induktion. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass Stdrungen im
Mismatch Repair System zu einer eingeschrankten Induktion des p53-Signalwegs flihren, was
sich in fehlender bzw. mangelnder p21-Induktion ausdriuckt (Anthoney et al., 1996).
Konsistent mit diesen Studien konnte in der vorliegenden Arbeit eine p21-Induktion nach
Gabe von Dacarbazin in sechs von sieben untersuchten Zelllinien beobachtet werden. Ferner
war eine Induktion von GADD45A in drei von sieben Zelllinien zu beobachten. Wéhrend die
Induktion von p21 und GADDA45A nach Cisplatin-Gabe mit gestiegenen Leveln an p53-
Protein vergesellschaftet war, konnte nach Dacarbazin-Gabe weder auf mRNA-, noch auf
Proteinebene der Nachweis einer p53-Akkumulation erbracht werden. Wéhrend die Zelllinien
nach Bestrahlung und Cisplatin-Gabe in zahlreichen Genen eine (bereinstimmende
Regulation zeigten, war die Regulation p53-abhdngiger Gene infolge Dacarbazin-Gabe

Uberaus uneinheitlich. Eine gemeinsame Genregulation, neben jener von GADD45A und p21,
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lag nur vereinzelt zwischen wenigen Zelllinien vor. P53-unabhdngige Mechanismen der
Apoptose-Induktion, die unter Umstdnden in Interaktion mit dem p53-Signalweg stehen,

konnten diese Beobachtungen erkléren (Peled et al, 1996).

Neben p21 und GADD45A wurde in der vorliegenden Arbeit auch das an der Zellzyklus-
Kontrolle beteiligte SP1-Gen untersucht. Die Bindung von p53 an den Transkriptionsfaktor
SP1 fihrt zur Aktivierung zahlreicher Gene (Borellini & Glazer 1993; Gualberto & Baldwin,
1995; Ohlsson et al., 1998; Torgeman et al., 2001). So kooperiert p53 mit SP1 in der p21-
Induktion. Diese Kooperation flihrt zu einer Regulation der antagonistischen Wirkungen von
Histon-Deacetylasen (HDACs) und deren Inhibitoren. HDACs wirken der p21-Induktion
entgegen, wahrend einige HDAC-Inhibitoren die p21-Induktion férdern (Han et al., 2000;
Lagger et al., 2003; Sambucetti et al., 1999; Sowa et al., 1997). Die transkriptionale p21-
Aktivierung durch HDAC-Inhibitoren erfolgt tber ein Chromatin-Remodeling, dem eine
Acetylierung der Histone H3 und H4 innerhalb der p21-Promotorregion folgt (Sambucetti et
al., 1999). Die p21-Promotorregion weist Bindungsstellen fur SP1 auf, die Teilabschnitte
enthalten, die fur die p21-Aktivierung durch HDAC-Inhibitoren essentiell sind (Huang et al.,
2000). Lagger et al. (2003) wiesen nach, dass p53 mit HDAC1 um die gleiche Bindungsstelle
an SP1 konkurriert. Nach p53-Induktion kommt es zur vermehrten Bindung von p53 an den
COOH-Terminus von SP1, was zur Histon-Acetylierung am p21-Promotor und einer damit
verbundenen p21-Induktion fiihrt. Somit stellt p53 einen direkten Antagonisten von HDAC1
dar. Es ist jedoch hinzuzufiigen, dass ferner Interaktionen zwischen p53 mit dem
Sin3/HDAC1-Repressor-Komplex bestehen, was zur Repression von Genen fiihrt, wie es flr
MAP4 nachfolgend beschrieben wird.

In der vorliegenden Arbeit war SP1 in Melanozyten konstitutionell starker exprimiert als in
Melanomen. Demgegentber bestand weder nach Bestrahlungen, noch nach Chemotherapie
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Somit féllt eine verminderte
SP1-mRNA-Expression als Ursache der oben beschriebenen Defizienz der p53-Effektorgene
(p21 und GADDA45A) aus. Bereits 1979 konnten Engvall und Yonemoto nachweisen, dass in
Tumoren eine verdnderte Expression des SP1-Proteins rar ist.

Es liegen wenige Studien vor, die die funktionellen Abl&ufe der SP1-Regulation untersuchen.
Zeng et al. (2005) wiesen an Kulturen von Zellen der Adenohypophyse des Schweins
gesteigerte SP1-RNA-Level nach Gabe von Gonadotropin-Releasing-Hormonen (GnRH)
nach. Shin et al. (1992) ermittelten an der Melanomzelllinie HA-A eine zunehmende SP1-

Aktivitadt nach Gabe von 5-Azacytidin, ohne dass es zu einer signifikanten Veranderung des
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SP1-mRNA- oder Protein-Levels kam. In der vorliegenden Arbeit kam es bei Melanozyten
unter allen Versuchsbedingungen zu einer verminderten SP1-mRNA-Expression verglichen
mit unbehandelten Kontrollen. Nach Dacarbazin-Gabe kam es auch bei der Melanom-Linie
SK-Mel 1 zu einer Abregulation.

Nach Gliederung der Zelllinien entsprechend ihres Mutationsstatus, bestand zwischen der
p53-Abbruch-Zelllinie IGR-37 und den Wildyp-p53-Zelllinien kein signifikanter Unterschied
der SP1-Expression. IGR-37 und Wildtyp-p53-Zelllinien exprimierten SP1 unter allen
Bedingungen, ausgenommen nach Cisplatin-Behandlung, stérker als p53-exprimierende
Melanome mit mutiertem p53. Es wurde bereits ausgefuhrt, dass die p21-Expression bei IGR-
37 einen Bruchteil der p21-Expression bei Wildtyp-p53-Zelllinien ausmacht. Ursachlich
hierflir wurde die mangelnde p53-Proteinexpression bei IGR-37 angenommen. Sofern die
SP1-mRNA einer p53-abhangigen Regulation unterliegt, ware ein Expressionsverhaltnis
ahnlich jenem fiir p21 zu erwarten gewesen. Demgegentiber war die SP1-Expression bei IGR-
37 und Wildtyp-p53-Zelllinien vergleichbar. Demzufolge dirfte die ermittelte SP1-
Regulation p53-unabhéngig ablaufen bzw. einer komplexen Regulation mit p53-Beteiligung
unterliegen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in den vorliegenden Zelllinien eine Stérung des
Transkriptionsfaktors SP1 als unmittelbare Ursache einer p21-Dysregulation ausféllt und SP1

keiner direkten p53-Regulation zu unterliegen scheint.

In der vorliegenden Arbeit wurden des weiteren CDC2 und MAP4 in gRT-PCR-
Untersuchungen tberprift. Beide Gene sind an der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt. Das CDC2-
Gen (CDK1-Gen) kodiert fur ein Protein der Ser/Thr Protein-Kinase-Familie. Das Protein
stellt die katalytische Untereinheit von MPF (M-phase promoting factor) dar, welcher
essentiell fir den G2/M-Ubergang des Zellzyklus ist. Die Bindung von Cyclin B und die
Phosphorylierung an Thr'®* durch CAK (CDK aktivierende Kinase) sind fiir die CDC2-
Funktion unerlasslich. Wahrend der G2-Phase bleibt der CDC2/Cyclin B-Komplex durch
Phosphorylierungen an Tyr* und Thr'* durch WEE1 und MYT1 inaktiv. Tyr* und Thr*
werden mit Beginn der Mitose durch CDC25 dephosphoryliert. Im Sinne einer positiven
Rickkopplung kommt es zur Phosphorylierung von CDC25 durch den aktivierten
CDC2/Cyclin B-Komplex. Infolge von DNA-Schadigung wird CDC2 p53-unabhangig und
p53-abhéngig inhibiert. ATM und ATR werden nach DNA-Schaden p53-unabhédngig
stimuliert und fihren ihrerseits zur Aktivierung von CHK1 und CHK2. CHK1 und CHK2
phosphorylieren CDC25, was die Bindung an 14-3-3-Proteine erleichtert, die CDC25 in das
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Zytoplasma exportieren und hier gebunden halten, wo es CDC2 nicht aktivieren kann. Ferner
wird ATM und ATR die Fahigkeit der p53-Induktion infolge zellularen Stresses
zugeschrieben. In die p53-abhéngige Inaktivierung von CDC2 sind p21, 14-3-3c und
GADDA45A eingebunden. P21 inhibiert durch direkte Bindung an CDC2 bzw. Cyclin B. 14-3-
3o bindet CDC2 im Zytoplasma, so dass es zur Mitose-Induktion unféhig ist. GADD45A
fahrt zur Dissoziation des CDC2/Cyclin B-Komplexes (Taylor & Stark, 2001). Eine direkte
Repression der CDC2-Transkription durch p53 wurde ebenfalls beschrieben (Imbriano et al.,
2005).
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Abb. 45 p53-abhangige und unabhangige Regulation von CDC2 nach DNA-Schaden; modifiziert nach Taylor &
Stark, 2001

In der vorliegenden Arbeit war die CDC2-mRNA-Expression unter allen durchgefiihrten
Versuchsbedingungen in Melanomen starker ausgepragt als in Melanozyten. Dieses Ergebnis
ist konsistent mit Untersuchungen von Tran et al. (1998) bzw. Seykora et al. (2003), die eine
erhdhte CDC2-Proteinexpression, respektive mRNA-Expression, in Melanomen verglichen
mit benignen Navi nachwiesen. Da p53 in der Lage ist, die CDC2-Transkription zu
reprimieren, erklart eine Stérung der funktionellen p53-Integritat erhohte CDC2-mRNA-
Level. Demgegeniber ist es kaum moglich, die geringere p21- und GADD45A-mRNA-
Expression der vorliegenden Melanomzelllinien fiir die erhthte CDC2-mRNA-Expression
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verantwortlich zu machen. Zwar konnten einige Autoren nachweisen, dass eine
Uberexpression an p21 zu einer reduzierten CDC2-Promotor-Akivitat und damit zu
geringeren mRNA-Konzentrationen fihrt, allerdings wird die wesentliche inhibitorische
Wirkung von p21 und GADDA45A auf Proteinebene vermittelt (Chang et al., 2000; Taylor et
al., 2001; Taylor und Stark, 2001).

Nach UV-C- sowie UV-B-Bestrahlung zeigten COLO-849, SK-Mel 1 und IGR-37 eine
strahlenbedingte Aufregulation von CDC2. Melanozyten, SK-Mel 3, SK-Mel 30 und Mel-
JUSO zeigten keine signifikante Regulation von CDC2 infolge von Bestrahlung.

Es liegen nur vereinzelt Studien vor, die Verénderungen der CDC2-mRNA-Expression
infolge von Bestrahlung, Cisplatin oder Dacarbazin-Behandlung untersuchten. Petrocelli und
Slingerland (2000) wiesen an der Melanomzelllinie WM35 nach, dass die CDC2-Protein-
Expression infolge UV-B-Bestrahlung unverdndert blieb. Demgegentber fiel die CDC25-
Expression nur minimal ab, was mit einer deutlich zunehmenden Assoziation zu 14-3-3
verbunden war. Der sinkende Gehalt an CDC25 sowie die vermehrte Assoziation mit 14-3-3
wurden als Ursache einer gesunkenen Aktivitat des Cyclin B1/CDC2-Komplexes interpretiert.
Dieses Ergebnis ist nur in soweit mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in Einklang zu
bringen, als dass eine unverédnderte CDC2-Proteinexpression keine massiven Veranderungen
der Transkription vermuten lasst.

CDC2 unterlag nach Behandlung mit Cisplatin bei keiner der untersuchten Zelllinien einer
Regulation, nach Dacarbazin-Behandlung war CDC2 bei Melanozyten und SK-Mel 1
vermindert exprimiert. Wahrend die p53-Induktion durch Cisplatin zu einer deutlich
vermehrten p21/GADD45A-Expression bei allen vorliegenden Zelllinien fuhrte, war bei
keiner Zelllinie die erwartete verminderte CDC2-Expression zu ermitteln. Dieses Ergebnis ist
konsistent mit Untersuchungen von Doi et al. (2002), die an Teratokarzinom-Zellen der Maus
zeigten, dass es unter Behandlung mit Cisplatin zur Reduktion der CDC2-Proteinexpression
bei gleich bleibendem CDC2-mRNA-Level kommt. Dies unterstreicht die These, dass die
CDC2-Regulation im Wesentlichen auf Proteinebene vermittelt wird. Die CDC2-Regulation
durch p53-abhdngige Modulation der Transkription ist von untergeordneter Bedeutung
(Chang et al., 2000; Taylor & Stark, 2001).

Nach Einteilung der Zelllinien entsprechend ihres Mutationsstatus bestand zwischen den
Gruppen keine konstitutionell differente CDC2-Expression. Demgegeniber war CDC2 bei
IGR-37 nach UV-Bestrahlungen wie Chemotherapie gegenlber p53-exprimierenden
Zelllinien starker exprimiert. Da IGR-37 keine detektierbaren p53-Mengen exprimiert und

100



damit die Promotoraktivitdt von CDC2 vermutlich nicht reprimiert wird, ist die vermehrte
CDC2-mRNA-Expression bei IGR-37 plausibel.

MAP4 stellt ein weiteres p53-Effektorgen dar, das an der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt ist.
MAP4 kodiert fur ein nicht-neuronales Mikrotubuli-assoziiertes Protein. Mikrotubuli sind an
der Mitose, Zellmotilitdt und dem intrazelluldren Vesikel-Transport beteiligt. In in-vitro-
Untersuchungen wurden MAP2, MAPT und MAP4 modulierende Eigenschaften auf die
Mikrotubuli-Funktion zugesprochen (Bulinski & Borisy, 1980; Cleveland et al., 1977;
Murphy & Borisy, 1975). Wéhrend fur MAP2 und MAPT auch in-vivo eine Mikrotubuli-
stabilisierende Wirkung nachgewiesen werden konnte, liegen fir MAP4 widersprichliche
Ergebnisse vor (Barlow et al., 1994; Kanai et al., 1989; Nguyen et al., 1997). Nguyen et al.
(1997) konnten nachweisen, dass eine MAP4-Uberexpression zu einer Verlangsamung der
G1-Phase des Zellzyklus fiihrt, ohne dabei die Apoptose oder einen Zellzyklusarrest zu
induzieren. MAP4 selbst stellt ein Zielgen der p53-abhangigen Apoptose dar. Die Induktion
von Wildtyp-p53 reprimiert die MAP4-Expression und erhoht so die Empfindlichkeit
gegenliber Vinkaalkaloiden, einem Vertreter der Spindelgifte (Bash-Babula et al., 2002;
Murphy et al., 1996). Dies impliziert, dass eine MAP4-Uberexpression zu einer gestorten
Apoptose fuhrt (Murphy et al., 1996). Die genauen molekularen Mechanismen, die zur
MAP4-Repression fiihren, sind unklar. Murphy et al. (1999) postulieren eine Inhibition der
MAP4-Transkription durch Wildtyp-p53 in Zusammenwirkung mit dem Co-Repressor SIN3A
und HDAC (Histon-Deacetylase).

Die MAP4-Regulation infolge von Bestrahlung war bei den vorliegenden Zelllinien von
untergeordneter Bedeutung. Bei SK-Mel 30 war MAP4 nach UV-B-Bestrahlung starker
exprimiert als in der Kontrolle, bei SK-Mel 1 schwécher. Eine verallgemeinernde
Interpretation dieses Ergebnisses ist nicht moglich, da die tbrigen Zelllinien keine MAP4-
Regulation aufwiesen. Eine repressive Wirkung von Wildtyp-p53 auf die MAP4-Expression,
wie von Chao et al. (2000) beobachtet, konnte nicht nachgewiesen werden.

Nach Behandlung mit Cisplatin zeigten alle Zelllinien eine MAP4-Abregulation, wenngleich
diese Regulation in zwei der sechs Zelllinien kein signifikantes Niveau erreichte. Im
Gegensatz zu friheren Untersuchungen konnte dies fur alle Zelllinien unabhéngig vom
Mutationsstatus nachgewiesen werden (Bash-Babula et al., 2002; Murphy et al., 1996 u.
1999; Ookata et al., 1995). Dabei kam es bei p53-exprimierenden Zelllinien mit mutiertem
p53 sowohl nach UV-B-Bestrahlung als auch Behandlung mit Cisplatin zur stirksten
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Expressionsverdnderung. Nach Behandlung mit Dacarbazin kam es zu einer uneinheitlichen
MAP4-Regulation.

Da Mikrotubuli wesentliche Filamente der Mitose darstellen, ist es nicht verwunderlich, dass
gine Assoziation zwischen MAP4 und CDC2, das den G2/M-Ubergang unterhilt, besteht.
CDC2 phosphoryliert MAP4, was zwar keine Auswirkung auf die Bindung von MAP4 zu den
Mikrotubuli hat, jedoch die Mikrotubuli-stabilisierende Wirkung von MAP4 deutlich
einschrankt (Ookata et al., 1995). Die repressive Wirkung von CDC2 auf MAP4 ist
naheliegend, da die MAP4-bedingte Verzogerung des Zellzyklus dem G2/M-Ubergang
entgegenwirkt. P53 inhibiert die Wirkung von CDC2, was konsekutiv die Wirkung von
MAP4 verstarken wirde. Dies hatte zur Folge, dass es zur Verlangsamung der G1-Phase des
Zellzyklus kame, ohne dabei zur Apoptose oder zum Zellzyklusarrest zu fihren. Um einen
regelgerechten Ablauf des Zellzyklus-Arrests, respektive der Apoptose zu gewahrleisten, ist
die von Murphy et al. (1999) postulierte direkte MAP4-Inhibition durch p53 erklarbar.

Im Gegensatz zu p21, GADD45A und CDC2 waren in der vorliegenden Arbeit Unterschiede
der MAP4-Expression zwischen Melanozyten und Melanomen gering ausgepragt. MAP4 war
konstitutionell sowie nach Behandlung mit Cisplatin bei Melanozyten nur tendenziell starker

exprimiert als bei Melanomen.

Zusammenfassend ist anhand der untersuchten Gene der Zellzyklus-Kontrolle davon
auszugehen, dass der p53-Signalweg in Hinblick auf die Zellzyklus-Kontrolle grundsétzlich
erhalten ist. Es bestehen jedoch signifikante Unterschiede zwischen Melanozyten und
Melanomen. In Melanozyten sind p21 und GADDA45A signifikant starker und CDC2
schwécher exprimiert als in Melanomen. Aberrante SP1- und MAP4-Expression sind bei den
untersuchten Zelllinien von untergeordneter Bedeutung. Stérungen der regelrechten
Zellzyklus-Kontrolle stellen einen Erklarungsansatz fur die mangelnde Apoptose-Induktion
infolge von DNA-Schaden dar. Eine Abhéngigkeit vom p53-Mutationsstatus scheint

allerdings nicht zu bestehen.

6.7. Verminderte BBC3-Induktion als Ursache beschriebener Apoptose-Resistenz

BBC3 (PUMA = p53 upregulated modulator of apoptosis) ist ein Mitglied der BCL-2
Superfamilie mit pro-apoptotischen Eigenschaften. Nach p53-Induktion durch DNA-Schaden

kommt es zur schnellen Aufregulation der BBC3-mRNA, mit konsekutiv erhéhten Leveln der
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Proteine PUMA-o. und PUMA-B. Dies fihrt schlieBlich zur Aktivierung der pro-
apoptotischen Proteine BAX und BAK, was die Freisetzung von Cytochrom C und die
Aktivierung der Caspasen 9 und 3 fordert (Nakano & Vousden, 2001; Vousden, 2005). Die
pro-apoptotische Funktion von BBC3 fult dabei auf zwei unterschiedlichen Mechanismen
(Chittenden, 2002). Zum einen bindet PUMA an pro-apoptotische Proteine der BCL-2-
Superfamiliem, z.B. BAX und BAK1 und aktiviert diese direkt. Zum anderen bindet PUMA
an die anti-apoptotischen Proteine BCL2 oder BCL-xL. Hierdurch werden BAX und BAK1
von ihrer Interaktion aus den Komplexen geldst, was im Weiteren zur Apoptose-Aktivierung
fihrt (Vousden, 2005). Neben der Fé&higkeit zur transkriptionalen Aktivierung von BBC3 ist
p53 in der Lage direkte Bindungen mit anti-apoptotischen Proteinen wie BCL2 und BCL-xL
einzugehen (Erster & Moll, 2005). Die hierbei freigesetzten BAX und BAK1 kénnen dann die
Apoptose einleiten (Chipuk et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit war BBC3 unter allen Bedingungen, ausgenommen nach
Behandlung mit Dacarbazin, bei Melanozyten stérker exprimiert als bei Melanomen. Die
deutlichsten Expressionsunterschiede waren konstitutionell und nach UV-B-Bestrahlung zu
beobachten. Dieses Ergebnis ist konsistent mit Untersuchungen von Karst et al. (2005, 2006),
die eine sukzessive Abnahme der BBC3-Expression von dysplastischen Navi, Gber primare
Melanome, hin zu metastasierten Melanomen nachwiesen. Mit der sukzessiven Abnahme der
BBC3-Expression korrelierte eine sich verschlechternde Patientenprognose.

Nach Gruppierung der Zelllinien entsprechend ihres Mutationsstatus bestand zwischen
Zelllinien mit Wildtyp-p53 und p53-exprimierenden Melanomen mit mutiertem p53 eine
ausschliel3lich konstitutionell differente BBC3-Expression zugunsten der Wildtyp-Zelllinien.
Unter allen Versuchsbedingungen, ausgenommen nach Behandlung mit Dacarbazin, war
BBC3 bei IGR-37 am schwachsten exprimiert.

Dieses Ergebnis verdeutlicht die Abhangigkeit der BBC3-mRNA-Expression von der p53-
Proteinexpression. Die trotz fehlender p53-Expression nachgewiesene BBC3-mRNA bei
IGR-37 zeigt zudem, dass zusatzlich p53-unabhéngige Mechanismen eine Rolle spielen, die
aber offenbar nicht zu einem adéaquaten BBC3-mRNA-Level fuhren kénnen.

Eine geringe BBC3-Regulation infolge von Cisplatin-Gabe beschrieben Wang et al. (2006 a)
an Zelllinien humaner Colon-Karzinome. Demgegeniiber fiihrte die Behandlung mit
Oxaliplatin zur BBC3-Induktion. Oxaliplatin fuhrt zwar zu den gleichen Intrastrang-
Quervernetzung wie Cisplatin, unterscheidet sich jedoch von jenem hinsichtlich seines
Aktivitatsspektrums und Wirkmechanismus (Springler et al., 2001). Wang et al. (2006 a)
konstatieren eine p53-unabhdngige BBC3-Induktion durch Oxaliplatin. Da die Apoptose-
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Induktion durch Cisplatin eng an die regelrechte p53-Funktion gekoppelt ist, durfte die
mangelnde BBC3-Aktivierung in den vorliegenden Melanomzelllinien in einer gestorten p53-
Funktion begriindet sein (Li et al. 1998; Siddik, 2003). Die gestorte p53-Funktion erklart
ebenfalls die mangelnde BBC3-Induktion nach Bestrahlung. Die vermehrte BBC3-Expression
bei Mel-JUSO und IGR-37 nach Behandlung mit Cisplatin kénnte Ausdruck einer p53-
Restwirkung oder p53-unabhangiger Signalwege sein.

Es ist erstaunlich, dass native Melanozyten insbesondere nach Gabe von Cisplatin keine
signifikante BCC3-Induktion zeigten. Es ist jedoch denkbar, dass Melanozyten unter den
gewahlten Versuchsbedingungen vermehrt den Zellzyklus-Arrest anstelle der von BBC3
vermittelten Apoptose einleiten. Hierfur spricht, dass die Melanozyten eine deutlich hdhere
Expression der Zellzyklus-Regulatoren p21 und GADDA45A aufwiesen als Melanome. Die
Expression dieser Gene wurde nach Gabe von Dacarbazin bzw. Cisplatin sogar gesteigert.
lyer et al. (2004) postulieren, dass u.a. die p21/BBC3-Relation entscheidend ist, welche
Signalkaskade eingeleitet wird. An der Entscheidung, ob der programmierte Zelltod oder der
Zellzyklus-Arrest einem DNA-Schaden folgen, sind zahlreiche Faktoren beteiligt, deren
Balance malgeblich ist. Die genauen Mechanismen, die das Schicksal einer Zelle

entscheiden, sind dabei nicht hinreichend geklért.

6.8. Keine Stérung der Transkription Hypoxie-assoziierter Gene

HIF1 (Hypoxia-inducible factor-1) ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus den
HIF1A- und HIF1B- Untereinheiten besteht. Wahrend die HIF1B eine Untereinheit diverser
Transkriptionskomplexe ist, kommt HIF1A ausschlieBlich als Untereinheit des HIF-
Komplexes vor (Wang et al., 1995). Die Expression von HIF1A wird streng durch den
vorliegenden Sauerstoffgehalt reguliert. Unter normoxischen Bedingungen ist HIF1A durch
spezifische Prolyl-Hydroxylasen an Pro402 und Pro564 hydroxyliert. Prolyl-hydroxyliertes
HIF1A bindet an VHL (von Hippel-Lindau Protein), einer E3-Ubiquitin-Ligase, die zur
HIF1A-Degradation fuhrt (Ivan et al., 2001). Des Weiteren wird die HIF1A-Aktivitat durch
die sauerstoffabhéngige Hydroxylierung von Asn803 herabgesetzt. Hierdurch wird die
Bindung von HIF1A an die Co-Aktivatoren p300 und/oder CBP (CREB-binding protein)
reguliert (Lando et al., 2002). Unter hypoxischen Bedingungen bleibt die VHL-vermittelte
Degradation aus bzw. es kommt zur Bindung an p300/CBP, was zu einer Transkription von

Genen fiihrt, die die Sauerstoffabgabe fordern oder zu einer metabolischen Adaptation fuhren.
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Hierzu zahlen Gene, die flir Erythropoetin, Glucosetransporter, glykolytische Enzyme und
VEGF (vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor) kodieren (Semenza, 2003).

Unter hypoxischen Bedingungen besteht neben adaptiven Prozessen auch die Mdoglichkeit der
Einleitung der p53-abhé&ngigen Apoptose.

HIF1A selbst besitzt pro-apoptotische Eigenschaften. Unter physiologischen Bedingungen
fihrt MDM2 zur p53-Degradation (Haupt et al. 1997). Nach DNA-Schadigung wie auch
Hypoxie kommt es zu post-translationalen Modifikationen, die zur MDM2-p53 Dissoziation
fihren. P53 interagiert in der Folge mit p300/CBP, was die transkriptionale Aktivierung der
Apoptose-Maschinerie zur Folge hat (Graeber et al., 1996; Vousden & Lu, 2002). Chen et al.
(2003) wiesen direkte Interaktionen zwischen HIFLA und MDM2 nach, welches eine p53-
Stabilisierung nach sich zog. HIF1A-p53-Interaktionen wurden ausschlielich fur das p53-
Wildtyp-Protein nachgewiesen (Ravi et al., 2000). Eine weitere Maoglichkeit der pro-
apoptotischen Wirkung von HIF1A fulRt auf der Beobachtung, dass HIF1A-defiziente Zellen
niedrige  BNIP3-Level aufweisen, was mit einer verminderten Apoptosebereitschaft
verbunden ist (Kothari et al., 2003). Die inhibitorische Wirkung von BNIP3 wird Uber
Interaktion mit dem anti-apoptotischen BCL2 vermittelt (Boyd et al., 1994).

Demgegeniiber lasst sich in zahlreichen soliden Tumoren eine HIF1A-Uberexpression
beobachten, was z.T. mit einer Apoptoseresistenz, schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie
oder einer schlechteren Patientenprognose vergesellschaftet ist (Akakura et al., 2001, Song et
al., 2006; Zhong et al., 1999). Song et al. (2006) konnten an Zelllinien nicht-kleinzelliger
Bronchialkarzinome ein verbessertes Ansprechen auf Cisplatin nach Suppression der HIF1A-
Gen-Aktivitdt nachweisen. Somit scheint HIF1A eine Rolle in der Apoptose-Induktion zu
spielen.

In der vorliegenden Arbeit konnte fir finf von sechs Melanom-Zelllinien und flr
Melanozyten  keine  signifikante  HIF1A-Regulation  unter  den  jeweiligen
Versuchsbedingungen nachgewiesen werden. Lediglich SK-Mel 1 zeigte eine verminderte
Expression nach Bestrahlung sowie eine vermehrte Expression nach Gabe von Dacarbazin.
Die fehlende HIFLA-mRNA-Regulation nach Bestrahlung ist konsistent mit Ergebnissen von
Li et al. (2006 b), die an Keratinozyten strahlenbedingt vermehrt exprimiertes HIF1A-Protein
bei gleich bleibender mMRNA-Expression nachwiesen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei Melanozyten und Melanomen keine
grundsatzlich differente  HIFLA-mRNA-Expression vorliegt. Der Unterschied in der
konstitutionell exprimierten mRNA zwischen Melanozyten und Melanomen war marginal.

Nach Einteilung der Zelllinien hinsichtlich ihres Mutationsstatus zeigte sich, dass Wildtyp-
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p53-Zelllinien im Vergleich zu p53-exprimierenden Zelllinien mit mutiertem p53 nach
Cisplatin-Behandlung erhohte HIFLA-mRNA-Level exprimierten. Abschlieend lasst sich
festhalten, dass die HIFLA-mRNA keiner Regulation unterliegt. Ferner bestehen weder
zwischen Melanozyten und Melanomen, noch abhé&ngig vom p53-Mutationsstatus grof3ere
Differenzen in der HIF1LA-Expression. Dieses Ergebnis erscheint nicht verwunderlich, da
HIF1A offenbar auf Proteinebene reguliert wird (Li et al.,, 2006 b; Ravi et al., 2000).
Giatromanolaki et al. (2003) wiesen an Praparaten maligner Melanome eine vermehrte
HIF1A-Proteinexpression in 28% der Falle nach. Hier wurden allerdings keine
Untersuchungen beziiglich der mRNA-Expression durchgefihrt. AuRerdem war HIF2A, ein
weiterer Vertreter der HIF-Familie, in 68% der Falle Uberexprimiert. Der HIF2A-Signalweg
wird insbesondere von Endothelien praferiert (Wiesener et al., 1998). Es wird in Zukunft zu
untersuchen sein, ob eine Uberexpression des HIFLA-Proteins beim malignen Melanom
uberhaupt von dhnlich grof3er Bedeutung ist, wie bei vielen anderen soliden Tumoren. Zudem
sollte die Bedeutung einer moglichen Bevorzugung des HIF2A-Signalwegs evaluiert werden,

wie es Untersuchungen von Giatromanolaki et al. (2003) nahe legen.

6.9. Keine Unterschiede in der APEX1-Expression bei den vorliegenden Zelllinien

APEX1 (Ref-1) kodiert fur ein ubiquitéres, bifunktionales Enzym mit einer Thiol-Reduktase-
und Apurin/Apyrimidin (AP)-Endonuklease-Aktivitat (Hirota et al., 1997; Xanthoudakis et
al., 1994). Nach DNA-Schadigung kann p53 die BER (Basen Exzisions Reparatur) aktivieren,
waobei es zu Interaktionen von p53 mit APEX1 und der DNA-Polymerase f kommt (Zhou et
al.,, 2001). In einem ersten Schritt der BER werden geschadigte Basen durch DNA-
Glykosylasen unter Bildung von AP-Stellen eliminiert. Im Folgeschritt wird die nicht mehr
besetzte Desoxyribose durch eine AP-Endonuklease entfernt. Bei kleinen DNA-Schaden
synthetisiert die DNA-Polymerase 3 ein bis zwei Nukleotide, bevor spezifische DNA-Ligasen
die neue Base im DNA-Strang verankern. Defekte von drei bis acht Basen fuhren zur
Synthese komplementérer Nukleotide durch die DNA-Polymerasen 3, & oder ¢ (Fritz et al.,
2003). APEX1 erhoht die DNA-Bindungskapazitdt von p53 durch zwei verschiedene
Mechanismen. Zum einen bindet APEX1 direkt an den COOH-Terminus von p53, zum
anderen erhoht die Thiol-Reduktase-Aktivitat von APEX1 die DNA-Bindungskapazitat von
p53 ohne einen stabilen Komplex einzugehen (Gaiddon et al., 1999; Jayaraman et al., 1997).
Niedrige APEX1-Level fuhren zu einer Abnahme der p53-Level in ruhenden Zellen. Damit
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verbunden ist eine vermehrte p53-Komplexierung mit MDM2, ohne dass der MDMz2-
Gesamtgehalt erhoht ist (Seemann & Hainaut, 2005). Die modifizierende Wirkung von
APEX1 auf p53 scheint nicht auf die BER beschrankt zu sein. Eine vermehrte APEX1-
Expression flihrt zur vermehrten mRNA-Expression von BAX, p21, GADD45A oder Cyclin
G und umgekehrt fihren niedrige APEX1-Level zu einer niedrigen p21-mRNA-Expression.
Verminderte APEX1-Level haben eine limitierte, p53-abhéngige Apoptose zur unmittelbaren
Folge (Gaiddon et al., 1999; Jayaraman et al., 1997). Neben der Beteiligung an der BER und
der Funktion als Transkriptionsfaktor wurde eine repressive Wirkung von APEX1 auf die
Transkription des eigenen Gens nachgewiesen (Izumi et al., 1996). Es ist nicht hinreichend
geklart, wie diese unterschiedlichen Funktionen vermittelt werden, post-translationale
Phosphorylierungen kénnten jedoch eine Rolle spielen (Hsieh et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Unterschiede der APEX1-mRNA-Expression
zwischen Melanozyten und Melanomen ermittelt werden. Auch nach Einteilung der Zelllinien
entsprechend ihres Mutationsstatus bestand kein signifikanter Unterschied. Dementsprechend
konnten Stérungen der APEX1-mRNA-Expression als Ursache der unterschiedlichen p21 und
GADDA45A Expression zwischen Melanozyten und Melanomen bzw. zwischen den einzelnen
p53-Mutationsstatus ausgeschlossen werden.

Die APEX1-Induktion wird im Wesentlichen auf eine gesteigerte Transkription des Gens
zurlickgefuhrt (Ramana et al., 1998). Basierend auf dieser These stehen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit in Widerspruch zu Untersuchungen von Yang et al. (2005), die
signifikant hohere APEX1-Protein-Level bei Melanomen verglichen mit Melanozyten
nachwiesen. Ein mdglicher Erklarungsansatz sind post-translationale Modifikationen, die die
APEX1-Aktivitat/Stabilitdt erhdhen, ohne auf eine vermehrte Transkription angewiesen zu
sein (Hsieh et al., 2001).

Eine Regulation von APEX1 nach Bestrahlungen bzw. Chemotherapie konnte nur vereinzelt
nachgewiesen werden. APEX1 wurde bei COLO-849 nach UV-C-Bestrahlung und bei Mel-
JUSO nach Gabe von Cisplatin aufreguliert, wohingegen APEX1 bei SK-Mel 1
strahlenbedingt vermindert exprimiert wurde. Demgegeniber blieb bei den (Ubrigen
Versuchsbedingen bzw. Zelllinien eine Regulation aus. Es lag weder zwischen Melanozyten
und Melanomen, noch in Abhangigkeit vom p53-Mutationsstatus eine differente Expression
vor. Dieses Ergebnis ist konsistent mit Untersuchungen von Ramana et al. (1998), die eine
selektive Induktion menschlicher APEX1-mRNA mit konsekutiv erhohten Protein-
Konzentrationen durch erh6hte Mengen an radikalen Sauerstoff-Spezies (ROS) beobachteten.

Demgegenuber hatten die UV-Bestrahlung und alkylierende Agenzien keinen Effekt auf die
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APEX1-mRNA-Expression. Uber die Auswirkungen einer erhohten APEX1-Expression auf
die p53-abhédngige Apoptose infolge von UV-Bestrahlung liegen unterschiedliche Ergebnisse
vor. Wéhrend Yang et al. (2005) eine Resistenz gegenuber UV-induzierter Apoptose
beschreiben, konnten Arbeitsgruppen von Ramana (1998) und Walker (1994) keinen Effekt
auf das Zelluberleben nach UV-Bestrahlung ermitteln. Ferner wurden Resistenzen gegeniber
H.O,, Cisplatin, Temozolomid, Bleomycin u.a. berichtet. Hohe Level an APEX1,
konstitutionell oder infolge vermehrter Reparatur zytotoxischer DNA-Schaden, fihren zu
einem adaptiven Prozess, der die Apoptose durch nachfolgende DNA-Schaden limitiert
(Ramana et al., 1998; Silber et al., 2002; Yang et al., 2005). In den vorliegenden Zelllinien

kam es zu keiner signifikanten Veranderung der APEX1-mRNA-EXxpression.

6.10. Vermehrte TEAD1-Expressionen nach Gabe von Cisplatin — mégliche
Interaktionen der p38- und p53-Signalwege

TEAD1 (TEA domain family member 1, SV 40 transcriptional enhancer factor) kodiert flr
den Transkriptions Enhancer Faktor 1 (TEF-1). Bisher wurden vier TEFs (TEF-1, -3, -4 und
-5) beim Menschen identifiziert, denen die NH-terminale DNA-Bindungs-Domane gemein
ist (Burglin, 1991; Jacquemin et al., 1996). Friih wurde TEF-1 als Transkriptions-Enhancer
von Genen des Simian Virus 40 (SV40) erkannt (Davidson et al., 1988). Auch die Onkogene
E6 und E7 des humanen Papilloma Virus 16 werden zum Teil durch TEF-1 reguliert (Ishiji et
al., 1992). TEF-1 ist ferner an der Entwicklung verschiedener Muskulaturtypen beteiligt und
eine Beteiligung im Rahmen der Embryogenese wird vermutet (Farrance & Ordahl, 1996;
Jacquemin et al., 1996; Walker et al., 1990).

In der vorliegenden Arbeit bestand kein signifikanter Unterschied in der TEAD1-mRNA-
Expression zwischen Melanozyten und Melanomen. Auch nach Einteilung der Zelllinien
entsprechend ihres Mutationsstatus waren die Unterschiede gering. P53-exprimierende
Melanome mit mutiertem p53 exprimierten TEAD1 nach UV-C-Bestrahlung am stérksten,
jedoch nach Gabe von Cisplatin am schwéchsten. Nach Gabe von Dacarbazin war TEAD1 bei
IGR-37 am starksten exprimiert. Eine Regulation, die dem Mutationsstatus folgte, lag nicht
vor.

Die Zelllinien regulierten TEAD1 nach Bestrahlung und Dacarbazin-Behandlung nur
vereinzelt und zeigten dabei kein einheitliches Muster. Demgegeniber regulierten flnf
Melanomlinien und die Melanozyten TEADL1 infolge von Cisplatin-Gabe ab. Eine TEAD1-
Abregulation nach Gabe von Cisplatin, dem starksten Induktor der p53-abhangigen Apoptose
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in der vorliegenden Arbeit, impliziert eine Interaktion von TEAD1 mit Genen des p53-
Signalwegs. Direkte Interaktionen von TEAD1 mit p53 oder mit zentralen Genen des p53-
Signalwegs werden in der Literatur nicht beschrieben. Der p38-MAP-Kinase-Signalweg
konnte eine mdgliche Briicke zwischen TEAD1 und dem p53-Signalweg schlagen. Friihere
Studien konnten nachweisen, dass eine Aktivierung des p38-MAP-Kinase-Signalwegs zur
Induktion der p53-abhéngigen Apoptose fuhrt (Bulavin & Fornace, 2004). Die Fahigkeit zur
Aktivierung pro-apoptotischer Gene des p53-Signalwegs wurde auf die direkte p53-
Phosphorylierung an Ser33 und Ser46 durch die p38-MAP-Kinase zuriickgefiihrt, wenngleich
eine jiingst verdffentlichte Studie p38-abhangige p53-Co-Aktivatoren (p18™2™) beschreiben
(Bulavin et al., 1999; Cuadrado et al.,, 2007). Die Induktion des p38-MAP-Kinase-
Signalweges mit konsekutiver p18™@™.Uberexpression wurde u.a. durch DNA-Schaden
infolge von UV-Bestrahlung und Cisplatin-Gabe hervorgerufen. Eine Aktivierung des p38-
MAP-Kinase-Signalwegs fuhrt zur TEADI-Inhibition (Thompson et al.,, 2002). Eine
verminderte TEAD1-Expression im Rahmen einer aktivierten Apoptose-Kaskade erscheint
plausibel, wird doch eine Beteiligung von TEAD1 in der Zellentwicklung und
Differenzierung postuliert (Kaneko & DePamphilis, 1998). Dieses Modell wirde die
Cisplatin-bedingt verminderte TEAD1-Expression in der vorliegenden Arbeit erklaren.

7. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist ein aggressiver Tumor der Haut, der durch seine Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika sowie schlechte Prognose gekennzeichnet ist. Die hierfur
verantwortlichen molekularen Mechanismen sind zwar erst ansatzweise geklart, allerdings
werden Storungen zentraler Signalwege der Apoptose als Schliisselereignisse gesehen. So
konnte flr viele solide Tumore eine Fehlfunktion des Tumorsuppressors p53, ein wichtiger
Regulator der Apoptose, nachgewiesen werden. Eine aberrante Akkumulation des p53-
Proteins wird auch h&ufig beim malignen Melanom beobachtet, wenngleich Protein-
stabilisierende Mutationen eher selten sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von p53 in priméren Melanozyten und sechs
Zelllinien maligner Melanome detailliert untersucht. Konsistent mit Ergebnissen der Literatur
konnte in der vorliegenden Arbeit in immunhistochemischen Untersuchungen und Western
Blot Analysen fur 2/3 der untersuchten Melanomlinien eine Kkonstitutionelle p53-
Akkumulation nachgewiesen werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die p53-

Akkumulation unabhéngig vom Mutationsstatus erfolgt, solange dieser nicht grundsétzlichen
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Einfluss auf die p53-Proteinexpression nimmt. Schliellich ergaben die durchgeflhrten
Western Blot Analysen zur UV- und Chemoinduktion die Aufrecherhaltung der p53-
Induktion in Melanomen. Hierbei konnte einerseits Cisplatin als stérkster p53-Induktor und
andererseits der Zellkern immunhistochemisch als vorrangiger Ort der Aktivierung
identifiziert werden. Mit der nukledren Kompartimentierung wird p53 seiner Rolle als
Transkriptionsfaktor gerecht.

Um die molekularen Mechanismen der konstitutiven und induzierten p53-Proteinexpression
zu untersuchen, wurden mRNA- und Proteinstabilitattests durchgefiihrt sowie die Expression
der p53-modifizierenden Gene MDM2 und HIPK2 bestimmt. Bei den eingesetzten
Melanomzelllinien konnte sowohl die konstitutionelle, als auch die Stress-induzierte p53-
Akkumulation auf post-translationale Modifikationen zuriickgefiihrt werden. Wahrend eine
post-translationale p53-Acetylierung und -Phosphorylierung zu einer physiologischen
Stabilisierung des p53-Proteins nach DNA-Schédigung fuhrt, kommt eine gestorte
Acetylierung/Phosphorylierung ebenfalls als Ursache einer konstitutionell erhéhten p53-
Expression in Melanomen in Betracht. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
MDM2 konstitutionell, nach UV-Bestrahlungen und Behandlung mit Dacarbazin in
Melanozyten um ein Vielfaches hoher exprimiert war als in Melanomen, was eine gestorte
p53-Degradation nahelegt. Dariiber hinaus wurde fir p53-exprimierende Melanome mit
mutiertem p53 eine erhohte HIPK2-Expression beobachtet, die ebenfalls zu einer
Stabilisierung des p53-Proteins in dieser Subpopulation beitragen durfte.

Die beobachtete konstitutive Akkumulation des p53-Proteins impliziert eine Stérung seiner
funktionellen Integritat. Deshalb wurde die Expression von mehr als 90 Genen, die in engem
Bezug zum p53-Signalweg stehen, unter den verschiedenen Versuchsbedingungen untersucht.
Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf Gene der Zellzykluskontrolle gelegt. In den
Melanomen sind mit CDC2, p21 und GADD45A zentrale Gene der Zellzyklussteuerung
dysreguliert. Wéhrend p21 und GADD45A in Melanozyten deutlich stérker exprimiert sind
als in Melanomen, lasst sich ein umgekehrtes Verhaltnis fur CDC2 beschreiben. Eine
Abhangigkeit vom Mutationsstatus liegt nicht vor, sofern die p53-Mutation nicht auf die p53-
Proteinexpression Einfluss nimmt. Der Signalweg, der zur Induktion der p53-
nachgeschalteten Gene fuhrt, ist dabei grundsatzlich erhalten. Auf welcher Ebene die
funktionelle p53-Defizienz vermittelt wird, ist noch unklar. Hier konnte gezeigt werden, dass
eine Storung des Transkriptionsfaktors SP1 ebenso wenig eine Rolle spielt wie die
Dysregulation von HIF1A oder MAP4.
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Eine gestorte Zellzyklus-Kontrolle fiihrt mittelbar zur Defizienz der Apoptose-Induktion und
bildet somit eine wesentliche Voraussetzung fiir das schlechte Therapieansprechen. Zudem
konnte in der vorliegenden Arbeit eine verminderte Stress-Induktion des pro-apoptotischen
BBC3 nachgewiesen werden, was die Defizienz im Signalweg des programmierten Zelltods
fur die untersuchten Melanomlinien unterstreicht.

Die molekularen Ursachen der postulierten Resistenzen gegenliber Chemotherapeutika sind
vielféaltig und insbesondere fur das maligne Melanom nicht hinreichend geklart. Die
komplexen Vernetzungen des p53-Signalwegs in der zellularen Homdoostase werden in der
vorliegenden Arbeit durch die differente TEAD1-Expression nach Cisplatin-Gabe zwischen
Melanozyten und Melanomlinien verdeutlicht. TEAD1, das bis dato nicht mit dem malignen
Melanom in Verbindung gebracht worden ist, schlagt eine Bricke zum p38-MAPK-
Signalweg, fiir den Uberschneidungen mit dem p53-Signalweg bekannt sind.

Die vorliegende Arbeit unterstreicht die Bedeutung des p53-Tumorsuppressorgens fir das
maligne Melanom und betont zugleich die Notwendigkeit, weitere Signalwege einzubeziehen,
um die detaillierten molekularen Veranderungen zu verstehen, die den aggressiven und

therapieresistenten Ph&notyp des malignen Melanoms unterhalten.
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