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Einleitung

2. Einleitung

2.1 Kutane Melanome

Melanome entstehen aus Entartungen der Melanozyten. Diese pigmentbildenden, aus der
Neuralleiste hervorgehenden Zellen sind in der Basalschicht (Stratum basale) der Epidermis
lokalisiert (Chudnovsky et al., 2005). Sie haben eine dentritische Morphologie, die dabei hilft,
das endogen produzierte Pigment Melanin an die umgebenden Keratinozyten abzugeben.
Stimuliert wird die Melaninproduktion durch verschiedene intrinsische und extrinsische
Faktoren wie zum Beispiel hormonelle Veranderungen und UV-Licht. Die Licht-
absorbierende Eigenschaft des Melanins unterstitzt die Thermoregulation und schitzt vor
negativen Einflissen des UV-Lichts (D'Mello et al., 2016).

Wahrend eines Stufenprozesses entwickeln sich atypische Melanozyten Uber ein auf die
Epidermis beschréanktes Melanoma in situ zu einem malignem Melanom, welches sich dann
mehr vertikal Gber die epidermalen Grenzzonen ausbreitet und sich Uber die Infiltration in
Blut- und LymphgefaRen Tumorzellen in andere Organe ausbreiten kann (Gaggioli and Sahai,
2007).

2.1.1 Einteilung

Histologisch wurde das maligne Melanom entsprechend der pathologischen Merkmale in vier
Hauptgruppen unterteilt: superfiziell spreitende Melanome, nodulédre Melanome, Lentigo-
maligna-Melanome sowie akral-lentiginése Melanome (Scolyer et al., 2011). Das am
haufigsten auftretende superfiziell spreitende Melanom ist charakterisiert durch ein langsames
radiales Wachstum und unregelméBige Pigmentierung mit unscharfer Abgrenzung
(Shashanka and Smitha, 2012, Hasney et al., 2008). Im Gegensatz dazu weisen nodulare
Melanome eine klare Abgrenzung auf (Smoller, 2006). Diese aggressivste Form demonstriert
seltener eine radiale Wachstumsphase als vielmehr ein schnelles vertikales VVoranschreiten.
Die beste Prognose haben Patienten mit einem Lentigo-maligna-Melanom. Diese sehr seltene
Form des Melanoms ist auf die Epidermis beschrankt. Das akral-lentigin6se Melanom wird
am hdufigsten bei afrikanisch stimmigen Amerikanern diagnostiziert und tritt an Handflache

und FuBsohle auf (Hasney et al., 2008). Im Kopf-Hals-Bereich treten kutane Melanome
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vorwiegend im Gesicht und dort bevorzugt an der Wange auf. Seltener sind sie an Kopfhaut
oder Nacken lokalisiert (Shashanka and Smitha, 2012).

2.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz des kutanen Melanoms steigt jahrlich um 3-7% fir die kaukasische
Weltbevolkerung. Diese im Vergleich zu anderen Tumorentititen starke Steigerung ist auf
eine frihere und bessere Erkennungsrate, durch ein gesteigertes 6ffentliches Bewusstsein und
auf eine steigende Exposition durch natirliches oder kiinstliches UV-Licht zurtickzufiihren
(Erdei and Torres, 2010). Am héaufigsten tritt das kutane Melanom bei der weiRen
Bevolkerung in stark sonnenexponierten Landern wie Australien und Neuseeland auf. In
Europa ist der Durchschnitt auf 14 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner gestiegen
(Rockberg et al., 2016). In den USA erhohte sich die Inzidenz in den letzten Jahren auf bis zu
35 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern (Berwick et al., 2016, Thierauf et al., 2015,
Lengyel et al., 2003). Das durchschnittliche Erkrankungsalter des kutanen Melanoms liegt bei
40-60 Jahren, die Geschlechterverteilung ist ausgeglichen (Vidwans et al., 2011).

2.1.3 Atiologie und Pathogenese

Die Initiation des abnormalen Wachstums ist hauptsachlich auf Schadigungen der DNA durch
UV-Strahlung zurtickzufihren. Die durch UV-Strahlung verursachten C>T Basen- oder
CC>TT Tandembasenaustausche sind jedoch nur fir eine Untergruppe, dem superfiziell
spreitendem Melanom beschrieben, wenngleich epidemiologische Studien fur alle kutanen
Melanome UV-Strahlung als Risikofaktor beschrieben haben (Brash et al., 1991, Hutchinson,
1994). Einige Studien korrelieren andere Umwelteinflisse, wie z.B. polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe, Benzole, andere Chemikalien aus der Print-Industrie oder
ionisierende Strahlung, mit der Entstehung des Melanoms. Als Risikofaktoren gelten multiple
Névi, atypische Navi und das N&vuszellsyndrom sowie Hellhdautigkeit und Sommersprossen.
Aber auch genetische Aberrationen in dem zellzyklusregulierendem Gen CDKNZ2A, oder
Defekte bei DNA-Reparaturgenen, insbesondere bei Xeroderma pigmentosum, spielen eine
Rolle (Berwick et al., 2016). Die Identifizierung von molekularen Veranderungen, die den
Melanomen einen Wachstums- und Uberlebensvorteil bringen, sind vielfaltig untersucht

worden. Studien konnten zeigen, dass in 40-60% aller Melanome eine Mutation in BRAF
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vorliegt, wobei die missense Muatation V600E die haufigste in metastasierenden Melanome
ist. Weitaus weniger haufig kommen Alterationen in NRAS oder PI3K vor. Die Rolle des
Tumorsuppressors p53 ist in kutanen Melanomen stark diskutiert. Wahrend eine veranderte
Expressionsrate des p53 Proteins Mutationen vermuten l&sst, zeigen Sequenzanalysen keine
Mutationen im p53 Genlocus (Liu and Sheikh, 2014, Gwosdz et al., 2006).

2.1.4 Prognose und Therapie

Die Prognose fiir Patienten mit kutanem Melanom, vor allem bei friiher Erkennung, ist mit
einer mittleren 5-Jahresiberlebensrate bei 81-85% sehr gut (Lengyel et al., 2003). Dennoch
wird dem kutanen Melanom auf Grund der Entstehung von lokoregionalen und Fern-
Metastasen ein hohes malignes Potential zugewiesen (Mervic, 2012). Die primare
Therapieoption beim kutanen Melanom ist die Exzision, entsprechend der jeweiligen
Tumordicke mit unterschiedlichem Sicherheitsabstand, um die Lokalrezidivrate zu
verkleinern und die Tumorfreiheit zu erreichen (Mario Santinami, 2013, Rager et al., 2005).
Das Melanom gilt als strahlenresistenter Tumor, weshalb der Strahlentherapie keine groRere
Bedeutung zukommt. Jedoch kann diese in bestimmten Féallen, bei denen der chirurgische
Eingriff begrenzt erfolgreich war, oder dieser selbst eine hohe Morbiditidt verursacht,
angewendet werden. In Kombination mit systemischer Therapie oder Chirurgie findet diese
Therapieoption zur Behandlung von Hirnmetastasen Anwendung (Bhatia et al., 2009, Khan et
al., 2011). Unter allen Chemotherapie-Optionen ist Dacarbazin das einzige Medikament mit
Zulassung der US-FDA (United States Food and Drug Administration) (Tarhini and
Agarwala, 2006). Zusatzlich zu Dacarbazin kdnnen Chemotherapien mit Taxan, Vindesin und
Cisplatin durchgefihrt werden. Diese Alternativen weisen allein, aber auch in Kombination,
nur ein sehr geringes Ansprechen auf (Liu and Sheikh, 2014). Des Weiteren wird die Gabe
von hohen Dosen Interferon flr die Behandlung des kutanen Melanoms vorgeschlagen. Auf
Grund der positiven Auswirkungen auf die 5-Jahrestiberlebensrate, das krankheitsspezifische
und Gesamtiiberleben gibt es keine verfligbaren Alternativen, welche das Gesamtuberleben
im gleichen MaRe verbessern konnten (Ascierto et al., 2017). In ca. der Hélfte der
Melanomfalle liegt eine aktivierende BRAF Mutation vor, bei der zu 90% die Punktmutation
V600E vorhanden ist (Ascierto et al., 2012). In diesem Fall ist eine Behandlung mit dem
BRAF-Inhibitor Vemurafenib moglich. Seit einigen Jahren werden Antikorper gegen CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4; z.B. Ipilimumab) oder der PD-1 (programmed cell death
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1 protein; z.B. Nivolumab) erfolgreich als Immuntherapie angewendet (Maverakis et al.,
2015). Daruber hinaus konnte die Behandlung mit dem PD-1 Inhibitor Nivolumab, einer der
ersten FDA zugelassenen Immuntherapie-Wirkstoffe, flr metastatische oder nicht operierbare
kutane Melanome gute Erfolge erzielen (Lugowska et al., 2018). So verlangerte sich das
Gesamtlberleben durch Behandlung mit Ipilimumab auf 19,9 Monate und auf 37,6 Monate
durch Behandlung mit Nivolumab. Fir Patienten, welche eine Kombinationstherapie aus
Ipilimumab und Nivolumab erhielten konnte ein deutlich langeres Gesamtlberleben
beobachtet werden. Dieses lag wesentlich Gber dem Follow-up Zeitraum von mininmal 36
Monaten (Wolchok et al., 2017).

2.2 Schleimhautmelanome

Wahrend das Vorkommen der Melanozyten in der Haut durch die vor UV-Licht schiitzende
Funktion erklart wird, ist dies fur die Schleimhdute weniger evident. Jedoch kdnnen
beispielsweise Melanozyten ab der 20. Woche der Embryonalentwicklung in der oralen
Mukosa gefunden werden (Lourenco et al., 2014). Die Funktion ist bisher noch nicht
vollstandig verstanden. Man weist den Melanozyten in den Schleimhduten antimikrobielle
und immunologische Funktionen zu, so zum Beispiel Antigenprasentation und Zytokin-
Produktion (Mackintosh, 2001).

2.2.1 Einteilung

Zusatzlich zu den in 2.1.1 beschriebenen Hauptgruppen der Melanome gibt es weniger
haufigere Subtypen, zu denen unter anderem das Schleimhautmelanom zahlt. Diese kdnnen
nahezu an allen mukosalen Geweben entstehen (Mihajlovic et al., 2012). Jedoch sind tber die
Hélfte der Falle im Kopf-Hals-Bereich lokalisiert (Kruse et al., 2010). Im Kopf-Hals-Bereich
sind die Nasenhaupthdhle, die Nasennebenhdhle und die Mundhdhle bevorzugt betroffen
(Ascierto et al., 2017). Der Grofiteil der Patienten weist bei sinunasalen Melanomen eine auf
den Primarius beschrankte Erkrankung auf. Lymphknotenmetastasen, als auch
Fernmetastasen sind trotz des hdufig fortgeschrittenen Tumorstatus selten. Bei Auftreten von
Fernmetastasen sind diese vielfaltig lokalisiert, z.B. in der Lunge, den Knochen, dem Gehirn
und der Haut (Fritsche et al., 2015, Thierauf et al., 2015, Mendenhall et al., 2005).
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2.2.2 Epidemiologie

Mukosale Melanome stellen mit 1,5 Erkrankungen pro 1 Millionen Einwohner in Europa eine
sehr seltene Untergruppe der Melanome dar (Ascierto et al., 2017). Damit sind nur ca. 1,4 %
aller Melanome als Schleimhautmelanom klassifiziert wurden. Die Inzidenz fir das
Schleimhautmelanom steigt mit zunehmendem Alter, wobei das durchschnittliche
Erkrankungsalter zwischen 60 und 70 Jahren liegt. Frauen sind dabei h&ufiger betroffen als
Ménner (Thierauf et al., 2015). Interessanterweise korreliert die Inzidenz invers zum kutanen
Melanom. So ist die Inzidenz fur das mukosale Melanom in Gebieten mit hohem Vorkommen

des kutane Melanoms niedrig und umgekehrt (Bradley, 2006).

2.2.3 Atiologie und Pathogenese

Wahrend die Atiologie fur das kutane Melanom hinreichend etabliert wurde, ist dies fiir das
Schleimhautmelanom sehr unzureichend erforscht, was wesentlich auf die Seltenheit der
Erkrankung zurtickzufiihren ist (Tanaka et al., 2001). Dennoch gibt es Studien, welche Gene
und Signalwege identifizieren, die an der malignen Transformation beteiligt sind. So werden
NRAS Mutationen flr sinunasale oder die Beteiligung des Ras/Mek/Erk Signalweges fir orale
Schleimhautmelanome beschrieben (Ascierto et al., 2017, Amit et al., 2017). Am haufigsten
werden Aberrationen in c-Kit beschrieben, die interessanterweise in kutanen Melanomen eine
untergeordnete Bedeutung haben (Satzger et al., 2008). Allgemein ist die Mutationslast in
Schleimhautmelanome fuinf- bis zehnfach geringer als in kutanen Melanomen (Furney et al.,
2013). Im Gegensatz zu den kutanen Melanomen sind mukosale Melanome nicht mit UV-
Strahlung assoziiert. Jedoch werden inhalierte Karzinogene, wie Tabakrauch oder
Formaldehyd durch industrielle oder berufliche Exposition als Risikofaktoren diskutiert
(Lopez et al., 2016, Ascierto et al., 2017).

2.2.4 Prognose und Therapie

Das Schleimhautmelanom stellt eine aggressive Erkrankung mit einer schlechten Prognose
dar. Die 5-Jahres Uberlebensrate betragt nur 20% (Ascierto et al., 2017). Eine Klinische

Erklarung ist die hohe Lokalrezidivrate, welche auf eine erschwerte chirurgische Resektion
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mit engen Nachbarschaftsbeziehungen zu Hirn, Augehdhle und Schéadelbasis zurtickzufiihren
ist (Fritsche et al., 2015, Moreno and Hanna, 2010). Eine generelle standardisierte Therapie
gibt es fiir das Schleimhautmelanom auf Grund der Seltenheit der Erkrankung nicht (Spencer
and Mehnert, 2016). Ein klarer Vorteil postoperativer Strahlentherapie ist bei
widersprichlichen Ergebnissen verschiedener Studien nicht erkennbar, wobei eine erhéhte
lokale Kontrolle angenommen wird (Moreno and Hanna, 2010). Auf Grund der fehlenden
standardisierten Therapieempfehlungen orientiert sich die medikamentdse Behandlung mit
Zytostatika am malignen Melanom der Haut. Hinsichtlich der erhéhten c-Kit Mutationsrate in
Schleimhautmelanomen ist eine Therapie mit Tyrosinkinase Inhibitoren, wie z.B. Imatinib,
Dasatinib und Nilotinib moglich (Ascierto et al., 2017). Ebenso wie fiir das kutane Melanom
konnte Nivolumab, in Kombination mit Ipilimumab, ein gutes Ansprechen fir
Schleimhautmelanoma aufweisen (Yde et al., 2018). Trotz der sich weiterentwickelnden
therapeutischen Moglichkeiten wurde keine Verbesserung im Uberleben dieser Patienten
erreicht (Lazarev et al., 2014).

2.2 Cisplatin

Cisplatin ist eines der wirksamsten Antitumormedikamente (Siddik, 2003). Das Medikament
platinum diamminodichloride (cis-platinum; DPP) hat eine klinische Wirkung auf eine
Vielzahl solider Tumore (Williams and Whitehouse, 1979, Siddik, 2003). Die Aufnahme von
Cisplatin in die Zelle geschieht tiber den Kupfer Transporter CTR-1 (High Affinity Copper
Uptake Protein 1), dessen genetischer Knockout zur Cisplatin Resistenz fuhrt (Dasari and
Tchounwou, 2014). Der neutrale quadratisch-planare Komplex mit zweiwertigem Platin
enthdlt zwei labile Chloridgruppen sowie zwei inerte Aminliganden (Abbildung 1 A).
Hauptsachlich wirkt Cisplatin auf die DNA. Bei der Bindung von Cisplatin an die DNA
werden die Chlorid-Liganden durch Guanin substituiert, wobei das Platinatom eine kovalente
Bindung mit der N’ Position der Purinbase eingeht (Abbildung 1 B). Die dabei entstehenden
Inter- und Intrastrang Vernetzungen filhren zur Verdnderung der DNA-Struktur und
verhindern das Ablesen der DNA durch Polymerasen und DNA-Reparaturenzyme (Basu and
Krishnamurthy, 2010). Neben der dadurch inhibierten DNA-Replikation und des daraus
resultierenden Zelltods wirkt Cisplatin auf weitere Mechanismen. Diese beinhalten die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und den dadurch vermittelten oxidativen Stress,

Zellzyklus-Arrest, Herunterregulation von Protoonkogenen und anti-apoptotischen Proteinen
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sowie die Aktivierung des intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Signalweges (Dasari and
Tchounwou, 2014). Die selektive Wirkung von Cisplatin bzw. DNA schadigenden Agenzien
auf Tumorzellen und nicht auf normale Zellen begrindet sich in den geschwéchten
Zellzyklus-Kontrollpunkten und der damit einhergehenden reduzierten Sensitivitat gegentber
proliferationsinhibierenden Signalwegen. Dadurch kénnen Tumorzellen, im Gegensatz zu
normalen Zellen, unter proliferationslimitierenden Bedingungen ihren Zellzyklus nicht
anhalten, um die DNA-Replikation vor der Toxizitit DNA schadigender Agenzien zu
schiitzen (Shi et al., 2012).

In Melanomen erreicht die Behandlung mit der Einzelgabe von Cisplatin in Serum-
Konzentrationen nur eine Ansprechrate von 10-20% (Bhatia et al., 2009, Yang and Chapman,
2009). Dabei korrelieren Dosen tiber 80mg/m? mit einer geringeren und Dosen darliber mit
einer erhohten Ansprechrate. Dosen tber 150mg/m? sind nicht mehr mit einer verbesserten
Ansprechrate assoziiert (Yang and Chapman, 2009). Um den Therapieerfolg zu verbessern,
sind verschiedene Kombination mit Vinblastine, Dacarbazine oder INF o2-b mdglich
(Megahed and Koon, 2014).

A) B) 0'11
CI ///,, Pt \\\\\ NH3 H
ClY” N NH,

_—NH,
HO — \NH;
u Bt o N /

HO i N_{__{
H H

NH,

Abbildung 1: Chemische Struktur von Cisplatin. A) Der Komplex besteht aus zweiwertigem Platin
mit zwei Chloridgruppen und zwei Aminliganden. B) Substitution der Chloridliganden durch
kovalente Bindung der N7 Position des Guanins in der DNA.
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2.3 Der Tumorsuppressor p53

Das p53 Protein wurde 1979 das erste Mal beschrieben und ist noch heute Mittelpunkt
zahlreicher zellbiologischer und onkologischer Forschungsgruppen. Der ,,Wichter des
Genoms*“ war der erste beschriebene Tumorsuppressor und spielt auf Grund seiner
Funktionen eine bedeutende Rolle in der Tumorbiologie. Der p53-Kontrolle unterliegen
zahlreiche Gene, welche Funktionen wie DNA-Replikation, Apoptose, Zellzyklus-Regulation,
Seneszenz, Angiogenese, Immunantwort, Zelldifferenzierung, Zell-Motilitat und Migration
regulieren (Oren, 1999, Menendez et al., 2009, Lane, 1992). Das Protein besteht aus einer
aminoterminalen Transaktivierungsdomane (TAD), welche in die zwei Subdoméanen TAD1
und TAD2 aufgeteilt werden kann. Daran schlief3t sich eine Prolin-reiche Region, an welche
sich die DNA bindende Domane anreiht. Vor der letzten Doméne, der Carboxy-terminalen
regulatorischen Domane befindet sich die Tetramerisationsdoméne (Joerger and Fersht,
2010). Das humane p53 Gen (TP53) enthalt nur einen Promoter und kodiert durch alternatives
Splicing an Exon 9 fur drei Splice-Varianten. Insgesamt wird p53 durch 11 Exons kodiert
(Bourdon et al., 2005). Innerhalb des TP53 Promotors befinden sich Binde-Motive fir
verschiedene Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1 (Activator Protein 1), PAX (Paired
Box 1), E2F1 und NFxB (Nuclear Factor Kappa B) (Saldana-Meyer and Recillas-Targa,
2011). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die TP53-Transkription und damit die
TP53 mRNA-Konzentration zur S-Phase ansteigt, um auf mogliche DNA-Schaden wéhrend
der S-Phase schnell zu reagieren (Reisman et al., 2012). Wéhrend die Induktion des
Tumorsuppressors durch transkriptionelle, post-transkriptionelle und post-translationale
Mechanismen (PTM) nach DNA-Schaden vermittelt werden kann, ist die Aktivierung von
p53 durch post-translationale Modifikationen und den damit einhergehenden Funktionen
entscheidend (Kruse and Gu, 2009, Menendez et al., 2009). Eine Reihe von Modifikationen,
welche unter anderem Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung,
Sumoylierung und Neddylierung beinhalten, regulieren an den verschiedenen Domaénen
diverse Funktionen, wie die Translokation, Stabilisierung, Antirepression, transkriptionelle
Aktivierung und DNA-Bindung (Gu and Zhu, 2012). Primé&r wird Serin 15 als erstes Ziel der
DNA-Schadigungsantwort durch die Proteinkinasen ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated)
und ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-Related Protein) phosphoryliert. Dies wiederrum
aktiviert die Interaktion mit Acetyltransferasen, welche durch Acetylierung von Lysinresten
die Ubiquitinierung inhibieren und damit zur p53-Stabilisierung beitragen. Daruber hinaus

I6st die Serin 15 Phosphorylierung eine Reihe weiterer Phosphorylierungen aus, welche an
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der Aktivierung mitwirken. Hieraus ergibt sich die bedeutende Rolle der Serin 15
Phosphorylierung bei der Aktivierung von p53 (Loughery et al., 2014). Primdr agiert p53 als
Transkriptionsfaktor, in dem er als Tetramer an die responsiven Elemente (RE) der Zielgene
bindet. Die ersten beschriebenen Zielgene von p53 waren CDKN1A (Cyclin Dependent
Kinase Inhibitor 1A), GADD54A (Growth Arrest and DNA Damage Inducible Alpha) und
MDM2 (transformed mouse 3T3 cell double minute 2), zu denen bis heute Uber 3500 weitere
hinzugekommen sind (Fischer, 2017). MDM2 ist Teil verschiedener Feedback loops und
spielt somit eine bedeutende Rolle bei der p53-Aktivierung (Harris and Levine, 2005). Der
MDM2-p53 Feedback loop reguliert die p53-Funktion durch die p53-induzierte MDM2-
Expression, welche wiederrum als Ubiquitin Ligase den proteasomalen Abbau von p53
vermittelt (Nag et al., 2013).

2.4 p53-vermittelte Apoptose

Die Apoptose ist ein von den Zellen selbst gesteuerter Zelltod, welcher eine entscheidende
Funktion bei der Gewebehomdostase wahrend der Entwicklung und des Alterns Gbernimmt.
Dariiber hinaus agiert die Apoptose als Abwehrmechanismus bei Immunreaktionen,
Erkrankungen oder Kontakt mit schadlichen Agenzien. Es ist eine Vielzahl an Stimuli und
Agenzien bekannt, welche Apoptose induzieren. Dazu gehoren viele konventionelle
Chemotherapeutika oder auch die Strahlentherapie, welche die p53 vermittelten Apoptose
Signalwege aktivieren. Dieser wird als intrinsischer Signalweg bezeichnet, welcher im
Vergleich zu dem Todesrezeptor vermitteltem extrinsischem Signalweg die Mitochondrien
mit einbezieht (Elmore, 2007). Die Behandlung von Zellen mit Cisplatin kann den

intrinsischen Apoptose-Signalweg induzieren (Abbildung 2).

DNA
Schiden o Cytochrom ¢
/ L ™~ APAF-1 —> Caspase 3, 6,7
. - _ { Caspase 9
p53 —> PUMA— BCL-2— BAK, BAX—>  Mitochondrium N A l
Cytochrom ¢
Apoptose
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Abbildung 2: vereinfachte Darstellung des intrinsischen p53-vermittelten Apoptose Signalweges.
Nach Induktion von DNA-Schaden wird p53 aktiviert, welches wiederrum als Transkriptionsfaktor die
Expression von PUMA induziert. PUMA aktiviert direkt oder indirekt durch die Inhibierung des anti-
apoptotischen BCL-2 die pro-apoptotischen Proteine BAK und/oder BAX. Diese verursachen die
Cytochrom c Freisetzung aus dem Mitochondrium, woraufhin das Apoptosom durch Bindung von
Cytochrom ¢, Apaf-1 und Caspase 9 gebildet wird. Dadurch wird die Aktivierung von Caspase 9
verursacht und die Spaltung und Aktivierung der Caspasen 3,6 und 7 initiiert. Damit werden die DNA-
Fragmentierung und der Zelltod eingeleitet.

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Zellen auf die Schadigungen der
DNA durch Cisplatin mit der Aktivierung der Proteinkinase ATR reagieren, welches indirekt
uber CHK2 (Checkpoint Kinase 2) oder direkt p53 an Serin 15 phosphoryliert und zu dessen
Aktivierung beitragt (Damia et al., 2001, Pabla et al, 2008). p53 aktiviert als
Transkriptionsfaktor unter anderem die Expression einer Reihe von Genen der BCL-2
Familie, wie z.B. BAX (BCL-2 Associated X), NOXA und BBC3 (BCL-2 Binding Component
3, PUMA), welche den intrinsischen Apoptose Signalweg dominieren (Haupt et al., 2003).
Noxa spielt in den meisten Fallen eine untergeordnete Rolle. Dahingegen ist PUMA nahezu
fur die gesamte pro-apoptotische Funktion von p53 verantwortlich. Primér aktiviert es
indirekt die pro-apoptotischen Proteine BAX und/oder BAK, in dem es an anti-apoptotische
Proteine der BCL-2 Familie, wie z.B. BCL-2, BCL-XvL und Mcl-1, bindet. Eine direkte
Aktivierung von BAX und/oder BAK wurde ebenfalls beschrieben (Yu and Zhang, 2008).
Diese Proteine oligomerisieren nach ihrer Aktivierung und bilden Poren in der duf3eren
mitochondrialen Membran, welche Cytochrom c freisetzen (Westphal et al., 2011). Nach der
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) und der Ausschittung des
Cytochrom c aus dem Zwischenmembranraum ins Zytoplasma, stimuliert Cytochrom c
zusammen mit dATP (Deoxyadenosintriphosphat) die Oligomerisierung des Apoptosoms.
Dieser Proteinkomplex besteht aus Cytochrom ¢ und Apaf-1 (apoptosis protease-activating
factor 1), welche Caspase 9 Uber die in beiden Proteinen vorhandenen Caspase
Rekrutierungsdoménen (CARD) rekrutieren. Es bilden sich Caspase 9 Homo- und
Heterodimeren, welche einer Spaltung unterliegen. Die gespaltene Caspase 9 ist dann primar
fur die Aktivierung der unterhalb liegenden Caspase 3 verantwortlich (Wu et al., 2016). Auch
Caspase 7 wird von Caspase 9 initiiert, hat aber keine weitere spaltende Funktion. Caspase 3
dagegen fiuhrt die Kaskade weiter durch proteolytische Spaltung und Aktivierung der
Caspasen 2 und 6. Zuséatzlich kann Caspase 3 als positiver Feedback loop die Prozessierung
von Caspase 9 weiter fordern. In der weiteren Caspase-Kaskade katalysiert Caspase 6 die

Aktivierung von Caspase 8 und 10 (Logue and Martin, 2008). Ein weiteres Kennzeichen der
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Apoptose ist die Spaltung und Aktivierung von PARP (poly (ADP-ribose) polymerase-1),
welche durch nahezu alle Caspasen ausgefiihrt werden kann. Das Kleinere der beiden dabei
entstehenden Fragmente bindet irreversibel an eingekerbte DNA und inhibiert DNA-
Reparaturenzyme (Chaitanya et al., 2010). Schlussendlich wird die DNA Fragmentierung
initiiert, welche durch die Nukleasen EndoG (Endonuclease G) und DFF (DNA
Fragmentierungsfaktor) ausgefiihrt wird (Kitazumi and Tsukahara, 2011). Eine Anderung der
Zellmorphologie wird sichtbar. Die Zelle schrumpft zusammen und verliert den Kontakt zu
ihren Nachbarzellen bis sie in die membranumschlossene Vesikel, den apoptotic bodies,
fragmentiert und schlielich von Makrophagen aufgenommen wird (Saraste and Pulkki,
2000).

2.5 Zellzyklus und die Rolle von p53

Sich teilende Zellen durchlaufen eine Reihe verschiedener Phasen, welche in die Mitose und
die Interphase gegliedert sind. Die Mitose (M-Phase), dem Prozess der nuklearen Teilung
wird in Prophase, Metaphase, Anaphase und Telophase geteilt. Die Interphase wiederum
besteht aus drei Abschnitten. Somit gliedert sich die Zeitspanne zwischen zwei Mitosen in
Gapl (G1)-, Synthese (S)- und Gap2 (G2)- Phase. Die beiden Gap-Phasen dienen der
Vorbereitung auf die DNA-Synthese (G1), welche in der S-Phase stattfindet sowie der
Vorbereitung auf die Mitose (G2) (Vermeulen et al., 2003). Die korrekte Progression durch
diese Phasen wird durch Kontrollpunkte Gberwacht, um rechtzeitig Defekte, die bei der DNA-
Synthese und der Chromosomensegregation auftreten konnen, festzustellen. Treten diese auf,
werden die Kontrollpunkte aktiviert und es kommt zu einem Zellzyklusarrest, um die Defekte
zu beheben. Bei zu grolRen Defekten oder unzureichender Reparatur unterziehen sich die
Zellen der Apoptose oder der Seneszenz. Die Seneszenz beschreibt einen Status des
irreversiblen Zellzyklusarrests (Malumbres and Barbacid, 2009, Campisi and d'Adda di
Fagagna, 2007). Das Fortschreiten des Zellzyklus wird durch die CDKs (cylin dependent
kinases) reguliert. Fir deren Aktivitat ist die Bindung einer regulatorischen Untereinheit, den
Cyclinen, notwendig. Sie regulieren Phasen-spezifisch den Zyklus und werden entsprechend
synthetisiert und degradiert, wahrend die CDK-Proteinkonzentrationen tber den gesamten
Zellzyklus stabil bleiben (Malumbres and Barbacid, 2009, Vermeulen et al., 2003). Fir den
Eintritt in die G1-Phase ist die CDK4 und CDK6 Aktivierung durch Cyclin D1, D2, D3
notwendig. Der Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase wird durch Cyclin E- CDK2
reguliert, wahrend die Bindung von Cyclin A an CDK2 in der S-Phase benétigt wird. In der
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spaten G2- und friihen M-Phase bindet Cyclin A an CDK1, um den Eintritt in die Mitose
voranzutreiben, wobei die weitere Progression von Cyclin B-CDK1 reguliert wird
(Vermeulen et al., 2003). Der Tumorsuppressor p53 spielt eine Rolle im G1/S, als auch im
G2/M Kontrollpunkt (Senturk and Manfredi, 2013) (Abbildung 3). Als Transkriptionsfaktor
initiiert er die Expression des CDK-Inhibitors p21, welcher die Aktivitat von Cyclin E-CDK?2
und Cycin A-CDK2, welche flr die G1/S Transition notwendig sind, inhibiert. Dadurch bleibt
Rb (Retinoblastoma Protein) hypophosphoryliert und der Transkriptionsfaktor E2F1 an diesen
gebunden. E2F1 reguliert die Expression von Genen, die fiir den Ubergang von G1- in die S-
Phase notwendig sind, vermitteln. (Cazzalini et al., 2010). Die Inhibierung der G2/M
Transition erfolgt durch p53 Zielgene. p21 und Gadd45 (growth arrest and DNA Damage-
inducible 45 alpha) inhibieren den Cyclin B-CDK1 Komplex, welcher das fur den G2/M
Ubergang notwendige CDC25C phosphoryliert und aktiviert. AuRerdem fiihrt die Bindung
von 14-3-3¢ an CDC25C zur Relokalisierung von CDC25C ins Zytoplasma, was wiederum
den Cyclin B -CDK1 Komplex vor Dephosphorylierung schiitzt und dadurch einen G2 Arrest
verursacht. Die transkriptionelle Repression von CDC25C und Cyclin B durch p53 wurde
ebenso beschrieben. (Senturk and Manfredi, 2013, Donzelli and Draetta, 2003).
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CDK 1

M Cyclin D
/\ CDK 4/6
p53 — p2l
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus und der p53 Kontrollpunkte. Fir den
Eintritt in die G1 Phase ist Cyclin D-CDK4/6 verantwortlich. Der Ubergang von der G1-Phase in die
S-Phase wird durch Cyclin E-CDK2 reguliert. In der S-Phase wird Cyclin A- CDK2 und fiir den
Austritt aus dieser in die G2-Phase Cylin A-CDK1 bendtigt. Fiir den Ubergang von der G2-Phase in
die Mitose ist Cyclin B-CDK1 verantwortlich. Die Kontrollpunkte G1/S und G2/M kdnnen durch p53
reguliert werden. Die p53 vermittelte Expression von p21 flhrt zu Inhibition von CDK2, wodurch der
Ubergang in die S-Phase und dessen Progression inhibiert wird. Darliber hinaus fihrt p21 zur
Inhibition von Cyclin B- CDK1 und somit zum G2-Arrest.

2.6 DNA-Reparaturmechanismen als Antwort auf die Behandlung mit Cisplatin

Die Integritat und Stabilitat der DNA ist fur die Aufrechterhaltung der Vitalitat der Zelle
entscheidend. Zellen haben verschiedene DNA-Reparaturmechanismen entwickelt, um sich
vor DNA-Schaden zu schitzen. Diese sind notwendig wahrend der normalen
Zellzyklusprogression, da DNA-Schaden wahrend der Replikation, Kondensierung und
Dekondensierung entstehen kénnen (Hustedt and Durocher, 2016). Aber auch als Schutz vor
genotoxischen Einflissen, wie z.B. Cisplatin, spielen die DNA-Reparaturmechanismen eine
wichtige Rolle.

Cisplatin ist eines von vielen DNA-schadigenden Mitteln, welches als Chemotherapeutikum
fur verschiedene Krebsentitaten eingesetzt wird. Die Antitumoraktivitat von Cisplatin beruht
auf der Interaktion mit DNA. Jedoch wird die Effektivitat des Chemotherapeutikums auch
von der Féhigkeit der Zellen auf DNA-Schdden zu reagieren bestimmt. Die durch Cisplatin
verursachten Inter- und Intrastrang Vernetzungen stéren die DNA-Replikation, Transkription
und fahren zur Zerstorung deren Struktur, was von Proteinen erkannt wird, die die
Reparaturmechanismen aktivieren. Da hauptséchlich Inter- und Intrastrang Vernetzungen
durch die Cisplatin-Behandlung entstehen, wird in erster Linie die Nukleotid Exzisions
Reparatur (NER), aber auch der Mismatch Reparatur Signalweg (MMR) initiiert (Basu and
Krishnamurthy, 2010). Die NER beginnt mit der Erkennung der DNA-Lé&sion durch die
Proteinkomplexe XPC-Rad23B (Xeroderma Pigmentosum complementation Group C-
Rad23B) und DDB1-DDB2 (damage specific DNA binding protein) (Ray et al., 2013).
AnschlieBend interagiert TFIIH (Transkriptionsfaktor I11H) mit diesem Komplex und 6ffnet
mit seiner Untereinheit XPB die DNA, so dass XPD entlang der DNA den Schaden und
dessen chemische Modifikation aufspuren kann. Das geschieht mit Hilfe der ATPase-
Aktivitat der Untereinheiten XPB und XPA. Es erfolgt die Rekrutierung von RPA, welches
den unbeschédigten DNA-Strang umbhllt. Die Rekrutierung des ERCC1-XPF (Excision

Repair Cross-Complementation Group 1-XPF) Komplexes durch Interaktion mit XPA fuhrt
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zum Einschneiden der DNA an der 5°-Seite. Die DNA-Reparatur wird dann durch Polé und
Polx oder Pole (DNA Polymerase) und dessen assoziierten Faktoren initiiert. Die DNA-
Polymerasen werden durch PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) rekrutiert. Daraufhin
wird der DNA-Strang an der 3"-Seite durch XPG geschnitten. Der beschadigte Abschnitt wird
innerhalb eines 20-22 Nukleotid langen Fragments entfernt. Die Reparatur wird
abgeschlossen durch die Auffullung der entstandenen Liicke durch Polé und Polk oder Pole
und der anschliefenden Ligation der geschnittenen Enden durch DNA-Ligase 1 oder DNA-
Ligase 3 (Scharer, 2013, Marteijn et al., 2014). Der MMR Signalweg, welcher normalerweise
durch Erkennung nicht Gbereinstimmender Basen (Mismatch) die Zellviabilitat erhéht, ist mit
einer Cisplatin-vermittelten Zytotoxizitat assoziiert (Basu and Krishnamurthy, 2010). Die
Erkennung des Mismatch erfolgt durch MutS, welcher MutL rekrutiert. Der Komplex fahrt
entlang der DNA bis er auf eine einzelstrangige DNA-Lucke st6lt, an welcher PCNA und
RCF (replication factor C) gebunden sind. RFC wird daraufhin abgeldst und dies erlaubt die
Rekrutierung von Exol (Exonuklease 1). Exol degradiert den DNA-Strang im Bereich des
Mismatch. Nachdem die fehlgepaarte DNA ausgeschnitten ist, erfolgt die Neusynthese des
Stranges mit Hilfe der DNA-Polymerase komplementédr zum gegentberliegenden Strang
(Martin et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Zellen mit kompetenter MHL1 (MutL
Homolog 1) Expression sensitiver auf Cisplatin reagiert haben. Der Cisplatin induzierte
Zelltod wurde zurtickgefiihrt auf eine Proteolyse von MHL1 und daraus resultierender
Caspase Aktivierung (Basu and Krishnamurthy, 2010). XRCC1 (x-ray repair cross
complementing group 1) ist ein Regulator der DNA-Doppelstrangreparatur, welcher eine
Rolle bei der NER und der Basen-Exzisionsreparatur (BER) einnimmt (Xu et al., 2014). Im
Vergleich zur NER, bei dem defekte einzelstrangige Nukleotidfragmente repariert werden,
werden vom BER kleine Nukleobasenldsionen korrigiert. XRCC1 wird dabei bendtigt, um die
DNA-Doppelstrangbriiche zu stabilisieren (Kim and Wilson, 2012). Eine Antwort auf die
Induktion von DNA-Schéaden durch Cisplatin kann mit XRCC1 assoziiert werden, da eine
erhdhte XRCC1 Expression mit einer erhdhter Cisplatin-Resistenz in Verbindung gebracht
wurde (Xu et al., 2014). RADS51 ist ein Protein, welches essentiell fiir die meiotische und
mitotische Rekombination ist. Es spielt jedoch auch eine entscheidende Rolle bei der
Reparatur von Doppelstrangbriichen durch homologe Rekombination (Augusto Nogueira,
2011). Ebenso wie XRCC1 ist RAD51 an der Reparatur von Cisplatin-induzierten
DNA-Schaden beteiligt, da RAD51 mit einer Cisplatin-Resistenz assoziiert werden konnte
(Adam-Zahir et al., 2014, Huang and Mazin, 2014).
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2.7 PUMA

Der p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) wurde 2001 von Nakano et al.
identifiziert. Er wurde als Protein beschrieben, welches eine BH3 (BCL-2 Homologie)
Domane und eine hohe apoptotische Aktivitat besitzt (Nakano and Vousden, 2001). Damit
wurde er der Gruppe der BCL-2 Familie zugeordnet, deren Mitglieder sich in der Anzahl der
BCL2-Homologie Domanen unterscheiden. Der Genlokus enthalt drei kodierende Exons und
zwei nicht kodierende Exons. Die PUMA Expression ist normalerweise sehr niedrig, wird
aber sehr schnell als Antwort auf verschiedene Stress Stimuli induziert. Der
Transkriptionsfaktor p53, welcher am hdufigsten als PUMA Induktor genannt wird, bindet als
Tetramer an die beiden p53-reponsiven Elemente im PUMA Promotor, wodurch die
Acetylierung von Histonen zur Offnung der Chromatinstruktur initiiert und die Transkription
aktiviert wird. Neben p53 sind p73, FoxO3a, CHOP, E2F1, CREB, c-Jun und andere an der
Expression von PUMA beteiligt. Hauptsédchlich wird die PUMA Aktivitdt durch
Transkription reguliert und tibernimmt nahezu vollstandig die pro-apoptotische Funktion von
p53 (Yu and Zhang, 2008). Neuere Studien zeigen, dass PUMA durch post-translationale
Modifikation reguliert wird. Dabei spielt die Phosphorylierung von Serin 10 eine Rolle bei
der Proteindegradierung, reduziert die pro-apoptotische Funktion und fordert das
Zelliberleben (Fricker et al., 2010). PUMA ist der potenteste Apoptose Induktor unter allen
Mitgliedern der BH3-Gruppe der BCL-2 Proteinfamilie, welche an die anti-apoptotischen
Proteine der BCL-2 Familie binden und dadurch eine Freisetzung der pro-apoptotischen
Proteine BAX und BAK verursachen. Eine direkte Aktivierung von BAK und BAX durch
PUMA und anderer BH3 Proteine wird auch beschrieben (Yu and Zhang, 2008, Vela et al.,
2013, Westphal et al., 2011).

2.7.1 PUMA Proteinabbau

Auf Grund der pro-apoptotischen Aktivitdit von PUMA ist eine Regulation der
Proteinstabilitdt durch Proteinabbau fir die Zellviabilitdt interessant. Im Rahmen der
Untersuchung zu PTMs konnte gezeigt werden, dass das Proteasom eine Bedeutung fiir die
PUMA Stabilitat hat (Fricker et al., 2010). Neuere Studien weisen nach, dass Autophagie die
PUMA Konzentrationen in Cervixtumorzellen reduziert, um die mitochondriale Apoptose zu
kontrollieren (Thorburn et al., 2014). Im Allgemeinen umschreibt der Begriff Autophagie den

Abbau von zytoplasmatischen Komponenten im Lysosom. Jedoch umfasst die Autophagie
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eine Vielzahl an physiolgoischen und pathophysiologischen Mechanismen, unter anderem
Anpassung an Nahrstofflimitierte Bedingungen, intrazellulare Abbau von Proteinen und
Organellen, Eliminierung von Mikroorgansimen, Zelltod, Tumorsuppression und
Antigenprasentation (Mizushima, 2007, Glick et al., 2010). Fur Melanome konnte eine
Beteiligung der Autophagie am PUMA Abbau nachgewiesen werden. Mit Hilfe von
Chloroquin, welchem eine Autophagie inhibierende Wirkung zugeschrieben wird, konnte die
PUMA Expression aktiviert und Apoptose induziert werden (Lakhter et al., 2013, Amaravadi,
2013).

2.8 miRNA

miRNAs (microRNA) gehdren zu den nicht-kodierenden RNAs. Die Produkte der miRNA
sind kleine, ca. 20bp groRe Nukleotidsequenzen, welche als Antisense Regulatoren anderer
RNAs fungieren (Ambros, 2001). Die miRNAs werden durch die RNA Polymerase Il
transkribiert (Cai et al., 2004). Die daraus entstandene pri-miRNA (primary-miRNA) wird im
Zellkern durch die Endonuklease Drosha zur pre-miRNA (precurser-miRNA) prozessiert.
Dabei wird die Haarnadelstruktur am Ende gespalten, so dass ein ca. 60-70bp langes
Haarnadelfragment entsteht. Mit Hilfe von Exportin-5 wird dieses aus dem Zellkern ins
Zytoplasma transportiert und dort durch die Endonuklease DICER weiter zur mature miRNA
bearbeitet. Der entstandene mMiRNA Doppelstrang wird in einen Ago (Argonaute)
Proteinkomplex aufgenommen, um den RNA-induced silencing complex (RISC) zu bilden. In
den meisten Fallen wird ein Strang abgebaut, so dass eine die einzelstrangige mature miRNA
an mRNA (messanger RNA, 5p) binden kann. In einigen Fallen kann der komplementére
Strang (passenger strand, miRNA*, 3p) in den RISC Effektorkomplex eingebaut werden und
bleibt dadurch funktional (Wahid et al., 2010). miRNAs regulieren die Expression
verschiedener Gene, indem sie die Proteinexpression inhibieren. Sie binden Sequenz-
spezifisch an die 3° UTR (untranslatierte Region) der mRNA. Eine perfekte
Komplementaritat ist dabei nicht nétig und daher hat eine miRNA potentiell eine groRe
Anzahl an Zielgenen. Die Inhibition der Proteinexpression erfolgt entweder durch
Blockierung der Translation oder durch Degradierung der mRNA (Christopher et al., 2016,
Macfarlane and Murphy, 2010). Sie Gbernehmen eine wesentliche Rolle bei der Regulierung
verschiedener biologischer Prozesse, wie der Immunmodulation, der Kontrolle metabolischer
Prozesse, in der Neuronalentwicklung, im Zellzyklus, der Muskeldifferenzierung und der

Stammzelldifferenzierung (Christopher et al., 2016). Eine Stérung der miRNA Expression
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wurde fur verschiedene Erkrankungen beschrieben. In Tumoren wurden diese Stérungen vor
allem auf die Assoziation von miRNAs mit SNP (single nucleotide polymorphism),
epigenetischer Regulation der miRNA Expression und Defekte Signalweg der miRNA
Biogenese zuruckgefihrt (Reddy, 2015). Fehlregulierte miRNAs konnen, je nach Zielgen, als
Tumorsuppressor oder Onkogen fungieren. Diese beinhalten proliferative Signalgebung, das
Ausbleiben der Wachstumsunterdrickung, Widerstand gegen den Zelltod, replikative
Unsterblichkeit, die Aktivierung von Migration und Invasion und die Angiogenese (Peng and
Croce, 2016).
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3. Fragestellung

Schleimhautmelanome entstehen genau wie kutane Melanome aus Melanozyten. Sie
unterscheiden sich  durch ihre Lokalisation, wobei Schleimhautmelanome im
Kopf-Hals-Bereich mit dem Sinunasaltrakt und der Mundhdhle bevorzugt betroffen sind. Im
Vergleich zu kutanen Melanomen zeichnen sich die Schleimhautmelanome durch eine
deutlich schlechtere Prognose aus. Klinisch wird diese Prognose auf Grund der schlechten
Operabilitat und hohen Lokalrezidivrate erklart. Molekularbiologisch konnte bisher keine
Begrindung fur die deutlich schlechtere Prognose gefunden werden. Ein besonderes
Augenmerk liegt auf dem Waéchter des Genoms p53. Wahrend dieser in vielen soliden
Tumoren mutiert ist und auch in Melanomen eine erhéhte Expression des p53 Proteins
beschrieben wird, sind Mutationen in Melanomen selten. Und dennoch kdnnen insbesondere
p53-ansprechende Chemotherapeutika das Uberleben nicht verbessern. Bislang konnte
gezeigt werden, dass die geringe Ansprechrate auf Apoptose induzierende Chemotherapeutika
nicht auf Veranderungen der transkriptionellen Funktion von p53 zurtickzufuihren ist (Fritsche
etal., 2015).

Ziel dieser Arbeit ist es dies zu bestatigen, Defekte in den Zelltod induzierenden
Mechanismen aufzudecken und Auswirkungen der Chemotherapie auf den Zellzyklus und die

DNA-Reparatur zu untersuchen.
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4. Material und Methoden

4.1 Geréte
Blotapparatur
Elektrophoreseapparatur
(vertikal)
Elektrophoreseapparatur

(horizontal)

Filmentwickler

Mikroskope

Waage

Zentrifugen

Spektralphotometer

Thermocycler

Tischzentrifugen

Power Supply
Wasserbad

Sterilwerkbank

Warmeschranke

Trans-Blot Semi-Dry
Electrophoretic
Mini-PROTEAN® 3 Cell

Mini Horizontal Gel System,

PerfectBlue™ Gel System

Mini L

ChemiDoc XRS+

Mikroskop Leica DMI 6000B

Leica DFC 425C

Scaltec Rezeptureinwaage

SBC21

5430R

Rotor: FA-45-30-11
F-35-6-30

Universal 320R 5

NanoDrop ND-1000

CFX96 ™

C1000 Thermo Cycler
Universal 320R 5

Power Pac 300 Power Supply

Hera safe KS
CO2-Inkubator Hera Cell 150i

Warmeschrank
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Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH,

Peqglab (VWR Life Science
Competence Center),
Erlangen, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH,
Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Scaltec Instruments GmbH,
Gottingen,Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH

Hettich GmbH & Co0.KG,
Bio-Rad Laboratories GmbH
GFL Gesellschaft fur
Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Binder GmbH, Tuttlingen
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Absaugpumpe Vacuubrand

LE2

Multiwell Reader Multiscan™ FC Microplate
Photometer

Pipetten Peqpette

Mikroskop Leica DFC 425C

pH-Messgerat
pH-Meter 766, Calimatic

Mischgeréte .
Magnetrithrer RCT basic

MS2 Minishaker

Taumel-Rollenmischer

Durchflusszytometer

BD LSRFortessa™
4.2 Verbrauchsmaterialien
Petrischalen
PVDF Membran Immobilon™-P membrane (0.45
Hm)
PVDF Western Blotting
Membranes
Reaktionsgefalie 0,5; 1,5und 2 mi
15 und 50 ml

96-well low profile Platte PCR

Zellkultur Schalen Cellstart® 100x20mm, und 6-& 24-

well

25

Vacuubrand GmbH & Co0.KG,
Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific

PegLab

Leica Microsystems

Knick Elektronische
Messgerdte GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

IKA Werke GmbH& Co. KG,
Staufen, Deutschland

IKA Werke GmbH& Co. KG,

A. Hartenstein,
Wiirzburg,Deutschland

BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmunster,
Osterreich

Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, Vereinigte

Staaten

Thermo Fisher Scientific
SARSTEDT AG&Co. KG,
Nimbrecht, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH

Greiner Bio-One



Zellschaber Zellschaber 39 cm

4.3 Chemikalien

3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propanesulfonat (CHAPS)
Acrylamidlésung (30%ige)

Actinomycin D

Ammoniumpersulfat

Bafilomycin Al

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Coomassie Brilliantblau G-250
Coomassie Brilliantblau R-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)
Essigsdure

Ethanol 98% pa (EtOH)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin

Glycin

Isopropanol (2-Propanol)
Kaliumchlorid (KCI)

Methanol 99,5%

MG-132

Milchpulver (~1% Fett)

N,N,N’,n’-Tetramethylendiamin (TEMED)

Natriumacetat (NaAc)
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SARSTEDT AG&Co. KG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karslruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz Biotehnology, Dallas,
Texas, Vereinigte Staaten

Serva Electrophoresis GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Serva Electrophoresis GmbH

Merck Millipore

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Merck Millipore

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Selleckchem, Miinchen, Deutschland
Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
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Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nocodazole

Penicillin-Streptomycin LAsung

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Propidium

Salzsdure (HCI) 37%

Tris Base
Triton X-100

Tween 20

-Mercaptoethanol

4.4 Assays, Enzyme, Kits und Marker

Enzyme

HRP-Substrate

Marker

Medien

RNase A (DNase-free)
Trypsin 0,5 %/EDTA (15400-
054)

SignalFire™ ECL Reagent

Biotinylated Protein Ladder
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder
Gibco® Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM)
Gibco® RPMI 1640
Opti-MEM® | Reduced Serum
Media

Melanocyte Growth Medium
M2

FCS (fetales Kélberserum)
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Carl Roth GmbH & Co. KG
Serva Electrophoresis GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Life Technologies, Carlsbad,
Kalifornien, Vereinigte Staaten
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck Millipore

AppliChem GmbH

Life Technologies

Cell Signalling Technology (CST),
Danvers, Massachusetts, Vereinigte
Staaten

CST

Thermo Fisher Scientific

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

PromoCell GmbH, Heidelberg
Deutschland

Life Technologies


http://www.promocell.com/products/cell-culture-media/media-for-primary-cells/melanocyte-medium-m2/
http://www.promocell.com/products/cell-culture-media/media-for-primary-cells/melanocyte-medium-m2/

Nukleinsdurea

ufreinigung

PCR

mMIiRNA
Isolation
miRNA gRT-
PCR

Transfektion
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RNeasy Mini Kit

DNeasy Blood &Tissue Kit
M-MLV Reverse Transcriptase
DNTP Polymerisation Mix
KAPA SYBR® Fast Universal
Taq Polymerase

Hexanukleotid mix 10x conc.

First Strand Kit

RT? Profiler™ PCR Array:
Human Cell Cycle PCR Array
Human DNA Repair PCR Cycle
miRNeasy Mini Kit

miScript I RT Kit

miScript SYBR Green PCR Kit
miScript Primer Assays:
Hs_miR-222_2 miScript Primer
Assay

Hs_RNUG6-2_11 miScript Primer

Assay

Lipofecamine™ RNAIMAX
Transfection Reagent
mirVana™ miRNA Inhibitor,
Negative Control #1
mirVana™ miRNA Inhibitor:
hsa-miR-221-5p
hsa-miR-222-5p
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Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH

Thermo Fisher Scientific

Roche, Mannheim

Kapa Biosystems

Life Technologies

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Deutschland

Qiagen GmbH

SABioscience Corporation, Qiagen
GmbH

Qiagen GmbH

Qiagen GmbH

Qiagen GmbH
Qiagen GmbH

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies


https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/miscript-primer-assays/?catno=MS00007609
https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/primer-sets/miscript-primer-assays/?catno=MS00007609
https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/partnerMkt/lt?cmd=catProductDetail&productID=4464076
https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/partnerMkt/lt?cmd=catProductDetail&productID=4464076
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/edit?lineKey=3670953877&cartKey=55624856&assayType=MIRNA&packageId=inhibitor_Virt1&SKU=4464084&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MH10337
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Bestimmung Bio-Rad Protein Assay Dye Bio-Rad Laboratories GmbH
Protein- Reagent Concentrate

konzentration

Quick Start Bovine Serum Bio-Rad Laboratories GmbH
Albumin
4.5 Software
Leica Application Suite LAS V4.7 Leica Microsystems
Chemdraw Professional 16.0.0.82. PerkinElmer, Rodgau, Deutschland
FlowJo® FLOWIJO, LCC, BD Bioscience
Flowlogic™ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., STATCON GmbH,
Witzenhausen
ImageLab™ Software Bio-Rad Laboratories GmbH
Photoshop CS5 Adobe Systems GmbH, Minchen,
Deutschland
SnapGene GSL Biotech LLC, Chicago, Illinois,
Vereinigte Staaten
SPSS 22 IBM, Armonk, New York, Vereinigte
Staaten
Windows Office 2016 Microsoft Deutschland GmbH, Minchen,

Deutschland
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4.6 Antikorper

4.6.1 Primare Antikorper

Hersteller Verdunnung Verdinnungs

I6sung

Anti-Maus Tubulin Cell Signaling 1:5 000 Milch
Technology (CST)

Anti- Kanninchen Caspase 3 (8G10) CST 1:1 000 Milch
Anti- Kanninchen Caspase 9 CST 1:1000 Milch
Anti- Kanninchen PARP CST 1:1 000 Milch
Anti- Kanninchen p53Ser15 CST 1. 500 BSA
Anti- Mausp53 (DO-7) Dako Omnis 1:2 000 Milch
Anti- Kanninchen p21 (12D1) CST 1: 2000 Milch
Anti- Kanninchen Rb pSer780 (84F6) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen CyclinD1 (92G2) CST 1:1 000 Milch
Anti- Kanninchen CDC2 CST 1:1 000 Milch
Anti- Kanninchen GADD45A CST 1:1 000 Milch
Anti- Kanninchen BCL-2 (50E3) CST 1:1000 BSA
Anti- Kanninchen PUMA CST 1: 2 000 Milch
Anti- Kanninchen BAX (D2E11) CST 1: 2000 Milch
Anti- Kanninchen ERCCL1 (D6G6) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen Cyclin B1 (D5C10)  CST 1:1 000 Milch
Anti- Maus Cyclin E (HE12) CST 1: 500 BSA
Anti- Maus Cyclin A2 (BF683) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen Cyclin D1 (92G2) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen Rad 51 (D4B10) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen DDB2 (D4C4) CST 1:1000 Milch
Anti- Kanninchen XPC (D1M5Y) CST 1:1 000 BSA
Anti- Kanninchen XRCC1 CST 1: 750 BSA
Anti- Kanninchen Lc3A/B (D3U4C) CST 1:1 000 BSA
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4.6.2 Sekundére Antikorper

Anti-Mouse HRP
Anti-Rabbit HRP

4.7 Primer

BBC3 Exon 2

BBC3 Exon 3

BBC3 Exon 4 |

BBC3 Exon 4 Il

TP53
MDM2
HIPK2
CDKN1A
GADDA45A
BBC3
BAX
CASP 9
BCL2A1
CDC2
GAPDH

Human Cell
Cycle PCR
Array
Human DNA
Repair PCR
Array

Hersteller

CST
CST

for CACACACACCTCCACTCTTCTC
rev CCTCTCTCTTCCCGGCTCCTAT
for CAGTGGCTGGGAAAGAGGG
rev CAGCTGCCGCACATCTGG

for TGGAATAGGGTGGGCGAGAC
rev CAGCCTTTCCTGAGATGGTGG
for CTGATGGACTCAGCATCGGAA
rev ACTCACAAGCAGGGCTCAC

Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.
Cat.

Cat.

No. QT00060235, Qiagen
No. QT00056378, Qiagen
No. QT01184694, Qiagen
No. QT00062090, Qiagen
No. QT00014084, Qiagen
No. QT00082859, Qiagen
No. QT00031192, Qiagen
No. QT00036267, Qiagen
No. QT00044646, Qiagen
No. QT00042672, Qiagen
No. QT01192646, Qiagen
No. PAHS-020Z, SABioscience

No. PAHS-042Z, SABIioscience
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Verdunnung

1:10 000
1: 5000

bp
Fragment
447

367

554

832

nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt
nicht bekannt

nicht bekannt

Verdlnnungs
I6sung
Milch
Milch

Annealing
Temperatur
65°C

65°C
DMSO
65°C
DMSO
65°C
DMSO
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C
60°C

+5%

+5%

+5%

60°C
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4.8 Arbeitsvorbereitungen

Die Puffer und Loésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit demineralisertem
Wasser angesetzt. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf die Endkonzentrationen. Die

Herstellung steriler Lésungen erfolgte durch Autoklavieren oder Sterilfiltrieren.

4.9 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden in einer Sterilwerkbank durchgefthrt. Es
wurden ausschlieBlich sterile, Puffer, Medien, L&sungen sowie Verbrauchsmaterialien

verwendet.

4.9.1 Verwendete Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C in 5%iger CO2-Atmosphére und, soweit nicht
anders beschrieben, unter Zugabe von 10% FCS, 1% Pen/Strep sowie 1% Glutamin (alles von
Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert. Die Zelllinie COLO-849 (ACC 216) wurde aus
einem rechten axillaren Lymphknoten eines 43-jahrigen kaukasischen Mannes mit
metastatischen malignem Melanom etabliert. Die im adharenten Monolayer wachsenden
Zellen zeichnen sich durch fibroblastische Morphologie aus. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in RPMI-Medium. Die Zelllinie MEL-JUSO (ACC 74) wurde aus einem
Primértumor einer 58-jahrigen Frau etabliert. Die adhdrent im Monolayer wachsenden Zellen
zeigen eine epitheliale Morphologie. Sie wurden in DMEM kultiviert. Ahnliche Morphologie
und Zellwachstum zeigt die Zelllinie IGR-37 (ACC 237), welche aus einer
Lymphknotenmetastase eines 26-jahrigen Mannes mit malignem Melanom etabliert wurde.
Sie wurde ebenfalls in DMEM Kkultiviert. Aus einer subkutanen Metastase eines 67-jahrigen
Mann wurde die epithelial und als adh&renter Monolayer wachsende Zelllinie SK-MEL30
(ACC 151) etabliert, welche in DMEM kultiviert wurde. Die Zelllinie SK-MEL3 (ACC 321)
entstammt einer Lymphknotenmetastase einer 42-jadhrigen Frau mit malignem Melanom.
Konkordant zu den anderen Zelllinien weist diese ebenfalls eine epitheliale Morphologie und
ein Wachstum als Monolayer auf. Diese wurde in RPMI kultiviert.

Die Zelllinien TU-MM1, TU-MM2, TU-MM3 und TU-MM4 wurden aus Tumorproben eines
Schleimhautmelanoms etabliert. Die aus einer Tumorprobe eines 47-jdhrigen Mannes

32



Material und Methoden

stammende TU-MMZ1 sowie die aus einer Probe einer 56-jahrigen Frau etablierte TU-MM2
wurden in DMEM kultiviert. TU-MM3 wurde aus einer Probe einer 86-j&hirgen Frau
kultiviert und TU-MM4 aus einer Probe einer 72-jahrigen Frau. Beide wurden in RPMI
kultiviert. Normale humane epidermale Melanozyten (NHEM) wurden von Promocell
(Heidelberg, Deutschland) bezogen. Sie wurden in Melanocyte Growth Medium M2,
bestehend aus dem Wachstumsmedium, dem Supplement Mix (Promocell) sowie 1%
Pen/Strep kultiviert. Die Glioblastom-Zelllinie einer 60-jahrigen Frau LN229 (ATCC® CRL-
211™) und die Plattenepithelkarzinom-Zelllinie eines 44-jahrigen Mannes UD-SCC5 (UD5)

(Ballo et al., 1999) wurden als Kontrollen nicht melanozytarem Ursprungs verwendet.

4.9.2 Auftauen, Einfrieren und Kultivierung eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen wurden in fllissigem Stickstoff gelagert. Nach dem schnellen Auftauen
in einem 37°C warmen Wasserbad wurde der Inhalt der Kryoampulle auf eine 10cm
Zellkulturschale mit 10ml Medium (berfihrt. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO:2
kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, um das im
Einfriermedium enthaltene DMSO zu entfernen.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese nach dem Trypsinieren in 8ml Medium
aufgenommen, gezéhlt und anschlieBend zentrifugiert (5min, 500g). Das Pellet wurde in FCS
mit 5% DMSO gelost, so dass 1-3 x 108 Zellen/ml in einem Volumen von 1ml pro
Kryoampulle eingefroren werden konnte. Die Kryoampullen wurden Uber Nacht im
Einfrierbehalter bei -80°C eingefroren und anschlielend in flissigem Stickstoff gelagert.
Wéhrend der Kultivierung wurden die Zellen vor Erreichen der stationdren Phase umgesetzt,
um sie in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten. Dazu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 3-4ml PBS (Invitrogen, Carlsbad, USA) gewaschen. Das
Ablosen der Zellen erfolgt mit 2ml Tryp-LE (Invitrogen) fur wenige Minuten bei 37°C. Zu
der entstandenen Zellsuspension wurden 4 ml Medium zugefugt und die Zellen resuspendiert.
In Abhangigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit und des Zelltyps wurden die Zellen auf neue

Zellkulturschalen verdiinnt.
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4.9.3 miRNA Inhibition

Fir die Inhibition der miRNAs miR-221 und miR-222 wurden die Invitrogen™ mirVana™
miRNA Inhibitoren sowie die mirVana™ miRNA Inhibitor, Negative Control#1 und
Lipofectamine® RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen) verwendet. Im 6-Well wurden
200.000 Zellen ausgesat und am nadchsten Tag transfiziert. Daflr wurden 3pl miRNA
Inhibitor (30uM) in 150ul in OPTI-MEM (Invitrogen) als auch 9ul Lipofectamine in 150ul
OPTI-MEM verdunnt. Die beiden Verdunnungen wurden gemischt und 10min bei RT
inkubiert. 1,2ml Medium wurde in ein 6-Well vorgelegt und anschliefend 300ul
Transfektionsreagenz dazugegeben. Die Endkonzentration der miRNA Inhibitoren im Well
betrug 60nM. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5%iger CO2-Atmosphére

bis zur weiteren Verwendung.

4.9.4 Kristallviolettfarbung

Zur Untersuchung der Zellproliferation wurde die Kristallviolettfarbung angewendet. Dieser
Triphenylmethanfarbstoff wurde 1989 als eine Methode zur Zellzdhlung entwickelt (Saotome
et al., 1989). Zuerst wurden 50.000 Zellen pro Well einer 24-Well-Platte ausgesat. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 8uM Cisplatin behandelt bzw. erfolgte die
Messung flr Tag 0. Fir die Messungen zu den erforderlichen Zeitpunkten wurde das Medium
abgesaugt und die verbleibenden lebenden und damit adhdrenten Zellen mit 2ml 4%iger
Formaldehydlésung pro Well fiir 20min bei RT fixiert. AnschlieRend werden die Zellen mit
2ml 0,1% Triton X-100 in PBS und nachfolgend mit 2-mal je 2ml Aqua dest. gewaschen. Die
Farbung erfolgte fir 30min bei RT mit 2ml Kristalviolett-Lésung pro Well. Nach Absaugen
der Féarbelosung wurden die Wells 3-mal mit 2ml Aqua dest. gewaschen, bevor die Zellen mit
2ml 1%iger SDS-L6sung fir 1h auf dem Schittler lysiert wurden. Nach vollstandiger Lyse
wurden 100ul der Suspension auf eine 96-Well Platte Ubertragen und die Extinktion bei
595nm mit dem Multiwell-Reader gemessen. Zur Hintergrundmessung wurde SDS-Ldsung
verwendet. Ausgewertet wird die Gesamtmenge des Farbstoffes, welche mit der Anzahl der

lebenden Zellen korreliert.
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Formaldehydldsung: 4% Formaldehyd in PBS

Tritonlésung: 0,1% Triton X-100 in PBS

Kristalviolett-Losung: 0,04% Kristalviolett in 4% igem Ethanol in Aqua dest.
SDS-Lo6sung: 1% SDS in Aqua dest.

4.9.7 Zytometrische Analyse des Zellzyklus

Zur Untersuchung des Zellzyklus wurden die Zellen nach der Behandlung mit Cisplatin oder
Nocodazl mit Propidiumiodid gefarbt und zytometrisch analysiert. Die Zellen wurden mit
60% Konfluenz im 6-Well ausgesat und fir 24-74h mit 8uM Cisplatin behandelt. Zur
Kontrolle wurden die Zellen mit 1200ng/ml Nocodazol fir 24h behandelt. Nocodazol inhibiert
die Polymerisierung der Mitkrotubuli und induziert dadurch einen G2/M Arrest (Blajeski et
al., 2002). Nach der Behandlungszeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen in 500l PBS
gewaschen, mit 500ul Tryp-LE abgel6st und in 2ml Medium aufgenommen. AnschlieRend
erfolgte die Zellzahlung. 1 x 10° Zellen wurden in ein 15ml Falcon Gberfiihrt und
abzentrifugiert (5min, 600g). Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 1ml kaltem PBS
resuspendiert und in ein 1,5ml Reaktionsgefal Gberfuhrt. Nach erneutem Zentrifugieren
(5min, 600g) wurden der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 300ml kaltem PBS
aufgenommen. Im Anschluss wurden 700ml kalter 100%iger Ethanol dazugegeben und die
Zellen sofort resuspendiert. Die Fixierung der Zellen erfolgte bei -20°C flir mindestens 3h.
Nach der Fixierung wurden die Zellen erneut pelletiert (5min, 855g, 4°C) und in 198ul
Farbeldsung resuspendiert und 45min bei 4°C inkubiert. VVor der zytometrischen Analyse
wurden 2ul Propidiumiodid (30pug/ml) zu den Zellen hinzugegeben. Pro Probe wurden
100.000 Zellen analysiert, wobei forward scatter (FCS), sideward scatter (SCC) sowie Pl
gemessen wurden. Die Daten wurden mit FlowJo ausgewertet. Dieses Programm analysiert
anhand publizierter ~Algorithmen (Ormerod et al, 1987, Watson, 1987) das
Fluoreszenzhistogramm und gibt die prozentualen Anteile der verschiedenen
Zellzyklusphasen (G1, S, G2/M) an.

Farbeldsung: 100ug/ml RNase A
0,005% Triton-X100 in PBS
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4.10 Arbeiten mit Proteinen

4.10.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

Zur Proteinisolierung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen. Zur Lyse der Zellen wurde pro 10cm Schale 500ul Lysepuffer auf die
Zellkulturschale gegeben. Mit Hilfe eines Zellschabers wurden die Zellen geerntet und in ein
1,5ml Reaktionsgefal? berfihrt. Nach 15-mindtiger Inkubationszeit auf Eis wurde das Lysat
bei 4°C und 10.000g fiir 15min zentrifugiert. Die im Uberstand gelésten Proteine wurden in

ein neues ReaktionsgefaR Gberflhrt und bei -80°C gelagert.

Lysepuffer:  1x Cell Lysis Buffer Buffer (Cell Signaling Technology) in Aqua dest.
100mM PMSF

4.10.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels des Bradford Assays

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der nach dem amerikanischen Biochemiker
benannte Bradford-Test verwendet. Dieser beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Triphenylmethanfarbstoffes Coomassie-brilliant-Blau nach
Bindung an kationische unpolare Seitenketten der Proteine auf 595nm (Bradford, 1976).

Fur die Messung wurden 2ul Proteinlysat in 198l PBS verdiinnt und mit 200ul 0,001%-iger
Triton X-100 Lésung in PBS gemischt. AnschlieBend wurden 600ul 1:4 in Aqua dest.
verdiinntes Bradford-Reagenz (Bio-Rad) zugegeben und durchmischt. Fir die Erstellung einer
Standardkurve wurden Proben mit Oug, 2ug, 4ug, 6ug und 8ug BSA verwendet. Die
0,2mg/ml Stocklésung wurde entsprechend der bendtigten Konzentration in einem
Endvolumen von 400ul in 0,001%-iger Triton X-100 L6ésung in PBS verdunnt. Die Proben
der Standardkurve wurden ebenso mit 600ul Bradford-Reagenz gemischt. Nach 5-minttiger
Inkubationszeit wurden je 200ul der Proben in eine 96-Well U-Bottom Platte tberfiihrt. Die
Messung der Extinktion bei 595nm erfolgte im Multiwellreader (Thermo Fisher). Anhand der
Standardkurve und den daraus ermittelten Extinktionswerten konnte die Proteinkonzentration

der Proben berechnet werden.
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4.10.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum Nachweis einzelner Proteine in einem Proteingemisch werden diese elektrophoretisch
ihres Molekulargewichts nach aufgetrennt und anschlielend mittels einer immunologischen
Nachweisreaktion (Western Blot) visualisiert. Erstmals wurde die Auftrennung von Proteinen
mittels des diskontinuierlichen SDS-PAGE von Laemmli beschrieben (Laemmli, 1970). Die
gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierten Bedingungen.
Durch Zugabe von Dithiothreitol (DTT), welches eine reduktive Spaltung der
Disulfidbriicken induziert, und dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS)
aufgehoben. Die Eigenladung der Proteine wird durch die negative Ladung des SDS
aufgehoben, wodurch diese unabhédngig ihrer Ladung im elektrischen Feld umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts in Richtung Anode wandern. Die
Proteine durchlaufen im senkrecht stehenden Gelsystem zwei unterschiedliche
Polyacrylamidgele. Diese unterscheiden sich im pH-Wert. Das obenliegende Sammelgel
konzentriert die Proteinlysate in einem schmalen Band. AnschlieBend bewirkt die Anderung
des pH-Wertes im Trenngel die Auftrennung der Proteine. Durch Veranderung der
Konzentration des Polyacrylamids im Trenngel kann die Porengrof3e variiert werden, so dass

eine optimale Auftrennung in verschiedenen Molekulargewichtsbereichen gegeben ist.

Sammelgel (2ml) | Trenngel (5ml)

8% 10% 12% 15%
Agua dest. 1,4ul 2,3ml 1,9ml 1,6ml 1,1ml
30% Acrylamidmix 330ul 1,3ml 1,7ml 2,0ml 2,5ml
1.5M Tris pH 8,8 - 1,3ml 1,3ml 1,3ml 1,3ml
1,5M Tris pH 6,8 250ul - - - -
10% SDS 20pl 50pl 50ul 50ul 50pl
10% APS 20ul 50ul 50ul 50ul 50ul
TEMED 2ul 4ul 4ul 4ul 4ul

Die Proteinlysate wurden mit 5x-Ladepuffer versetzt und bei 95°C 10min denaturiert.
AnschlieBend wurden die Proben kurz zentrifugiert (30sec, 500g, RT) und 15ug Proteinlysat
pro Probe auf das vorbereitete Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese startete zu Beginn mit

80V um sicherzustellen, dass sich die Proteine im Sammelgel in einem Band fokussieren.
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AnschlieBend konnte die Auftrennung bei einer elektrischen Spannung von bis zu 150V

fortgesetzt werden.
5x Ladepuffer: 10% SDS
50% Glycerol
250mM DTT

0,05% Bromphenol-Blue
mit Aqua dest. auf 10ml auffllen, aliquotieren
Lagerung bei -20 °C

10xSDS-Laufpuffer: 250mM Tris
1,92M Glycine
1% SDS
mit Aqua dest. auf 500ml auffullen, Lagerung bei RT

4.10.4 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots werden die zuvor in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf
eine Tragermembran Ubertragen, um anschlieBend mit Hilfe spezifischer Antikorper detektiert
zu werden. Die durch das SDS hervorgerufene negative Ladung der Proteine ermdglicht den
Proteinen im elektrischen Feld aus der Gelmatrix hinaus Richtung Anode zu wandern und
diese damit auf eine Membran zu Ubertragen.

Die hier verwendete Semi-Dry Blot Methode erlaubt den Transfer von Proteinen zwischen
zwei horizontalen Plattenelektroden. Die dafiir verwendeten Membranen und Filterpapiere
(Whatman-3MM Chromatographiepapier) wurden auf die benétigte Grél3e zugeschnitten. Fr
das diskontinuierliche Puffersystem werden sechs Filterpapiere mit Anodenpuffer I, drei
Filterpapiere mit Anodenpuffer Il und neun Filterpapiere mit Kathodenpuffer getrankt. Zur
Aktivierung der Membran wird diese flr ca. 5min in 100%igem Methanol inkubiert und
anschlieBend in Anodempuffer Il &quilibriert. Der Blot wurde von Anode aus beginnend mit
sechs Anodenpuffer | getrdnkten Filterpapieren, drei Anodenpuffer 1 getrankten
Filterpapieren, Membran, Gel und neun Kathodenpuffer getrdnkten Filterpapieren von unten
nach oben aufgebaut. AnschlieBend wurde ein zum Gel senkrecht gerichtetes elektrisches
Feld angelegt, wodurch die Proteine in Richtung Anode auf die PVDF-Membran Ubertragen
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werden. Der Semi-Dry Blot erfolgte 1h 20min bei 225mA, wobei sich die Stromstérke aus der

GroRe des Gels errechnet (max. 5mA/cm?).

Anodenpuffer I: 0,3M Tris
20% Methanol
mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen, Lagerung bei RT

Anodenpuffer II: 25mM Tris
20% Methanol
mit Aqua dest. auf 500ml auffullen, Lagerung bei RT

Kathodenpuffer: 25mM Tris
20% Methanol
40mM amino-n-caprioic-acid

mit Aqua dest. auf 500ml auffillen, Lagerung bei RT

4.10.5 Immundetektion mittels Antikdrpern

Diese sensitive Nachweismethode fir Proteine beruht auf der Reaktion zwischen einem
spezifischen Antikdrper (Primarantikdrper) mit seinem Antigen (Protein). Ein gegen den
Primérantikérper  gerichteter enzymgekoppelter —Sekundarantikérper ermdglicht die
Visualisierung. Zusétzlich zur hohen Sensitivitat der Enzymreaktion fiihrt die Verstarkung
des entstehenden Signals durch Bindung mehrerer Sekundérantikorper an den
Primarantikdrper zu einer hohen Spezifitat des Nachweises.

In dieser Arbeit wurden verschiede Primdrantikdrper in Kombination mit geeigneten
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelten Sekundérantikérpern
verwendet. Die Primdrantikorper wurden entweder in 5% Magermilchpulver (Biomol) in
TBST oder in 5% BSA (Carl Roth) in TBST verdiinnt. Die Membran wurde iber Nacht bei
4°C in der Primarantikorperlosung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in TBST flir 7min
auf dem Schwenktisch erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikorper fir 2h bei 4°C.
Die Membran wurde erneut dreimal fir 7min mit TBST gewaschen um anschlieBend fir die
Nachweisreaktion mit dem SignalFire™ Plus ECL Reagent (Cell Signaling Technology)

verwendet werden zu kdnnen. Dafiir wurde die Membran in einer Lésung bestehend aus
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gleichen Anteilen der Losungen A und B eine Minute inkubiert. Die Chemilumineszenz

wurde anschlieBend mit dem Imager (Bio-Rad) detektiert.

10x TBS: 200mM Tris

1,4M NaCl

auf pH 7,6 mit Essigséure einstellen
1X TBST: Ix TBS

0,1% Tween-20

4.10.6 Strippen der Membran

Das Strippen der Membran ermdglicht eine erneute Immundetektion, nachdem der Antikorper
der ersten Immundetektion von der Membran entfernt worden war. Hierzu wurde die
Membran zweimal 10min mit Stripping Puffer auf dem Schwenktisch inkubiert und
anschlieBend zweimal 10min mit TBST gewaschen. Anschlielend erfolgte die erneute

Inkubation mit Antikdrper bis zur Detektion mit dem Imager.
Stripping Puffer: 10% Methanol
10% Eisessig

80% Aqua.dest.

Mit der ImageLab™ Software (Bio-Rad) wurde die Intensitat der Banden ermittelt und fiir die

Quantifizierung verwendet.

4.11 Arbeiten mit Nukleinsduren

4.11.1 DNA Isolation mittels DNeasy

Fur die Isolierung von DNA aus Zellen wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) verwendet. VVor Beginn der Arbeiten wurde den Puffern AW1 und AW2
100%-iges Ethanol zugefugt. Die zuvor pelletierten Zellen wurden in 200ul PBS

resuspendiert. Nach der Zugabe von 20ul Proteinase K und 15sec Vortexen erfolgte eine 10-
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minutige Inkubation bei 56°C. AnschlieRend wurden 200ul 100 %igem Ethanol dazugegeben,
gevortext, auf die Sdule gegeben und bei 8000rpm eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen. Nach Zugabe von 500ul AW1 Puffer auf die Séule wurde erneut bei
8000rpm fur eine Minute zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit dem AW2 Puffer wiederholt.
Hierbei wurde jedoch bei 14.000rpm fir drei Minuten zentrifugiert. Die Sdule wurde auf ein
1,5ml Reaktionsgefal gesetzt und mit 200pl AE Puffer gefillt. Die DNA wurde dann durch

Zentrifugieren bei 8000rpm fir eine Minute eluiert.

4.11.2 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA-L&sungen

Mittels der spektralphotometrischen Messung mit Hilfe des Nanodrop (Thermo Fisher) kann
die Konzentration und Reinheit von DNA-L6sungen bestimmt werden. Die Konzentration
wird durch die Absorption bei 260nm bestimmt. Eine Verunreinigung der Losung durch
Proteine wird durch den Quotient OD260/0D280 ermittelt. Ein Wert um 1,8 spricht flr
ausreichend reine DNA.

4.11.3 Gelelektrophorese von Nukleinsdauren

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten, aber auch PCR-Produkten wird eine Agarosematrix
verwendet (Southern, 1979). Abhéngig von der GroRe der zu detektierenden DNA-Fragmente
wurden Agarosekonzentrationen von 0,5 bis 2,0% in 1xTBE (UltraPure™ TBE Buffer 10x,
Invitrogen™), verdinnt in A. dest.,, verwendet. Daftr wurde die entsprechende Menge
Agarose (LE Agarose, Biozym) in 1XTBE geldst und in der Mikrowelle erhitzt. Nach dem
Abkihlen auf ca. 60°C wurde das Gel in die Form gegossen. Als Laufpuffer wurde 1-fach
konzentrierter TBE Puffer verwendet. 8ul Probe wurden vor dem Beladen auf das Gel mit 2pl
FIuoDNA Gel Stain (Promocell) versetzt. Zum Abschatzen der DNA-Fragmentlangen wurde
zusétzlich zu den Proben ein GroRenmarker aufgetragen. Die Visualisierung der
DNA-Fragmente erfolgt durch UV-Licht (312nm) im Geldokumentationsgerat (E-BoX
V' X2/20M, Peqlab).
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4.11.4 Sequenzierung von DNA

Die Proben wurden zu MWG Eurofins zur Sequenzierung gesendet. Daflir wurden
unaufgereinigte PCR Produkte sowie die entsprechenden Primer eingeschickt. Fir die PCR
wurde 2x KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix verwendet. Das enthaltene SYBR Green

interferiert nicht mit der Sequenzierungsreaktion.

4.11.5 RNA Isolierung mittels RNeasy® Mini Kit

Fur die Isolierung von DNA aus Zellen wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen) verwendet.
Vor Beginn der Arbeiten wurde der RPE Puffer 1:5 mit 100%-igem Ethanol verdiinnt. Der
Lysepuffer wurde mit 1% Mercapthoethanol versetzt. Das Medium wurde von den
Zellkulturschalen gesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden 150pl
Lysepuffer pro Well einer 6-Well Platte oder 500ul pro 10cm Schale bei RT fir 10min
inkubiert. Das Lysat wurde mit Hilfe von Zellschabern (SARSTEDT AG&Co. KG) von den
Schalen gekratzt und in ein 1,5ml ReaktionsgefaR tberflihrt. Dem Lysat wurde 1 Volumen
70%-igen Ethanols zugefiigt und die Losung mittels Auf- und Abpipettieren homogenisiert.
Max. 700ul des Lysats wurden auf die S&ule pipettiert. Diese wurde bei 12.000rpm flr 15s
bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Saule mit 700ul RW1 Puffer
versetzt. Nach dem Zentrifugieren fiir 15s bei 12000rpm wurde die Séule mit jeweils zweimal
mit 500ul RPE Puffer gewaschen. Nach dem ersten Waschschritt wurde fir 15s, nach dem
zweiten fur eine Minute bei 12000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde jedes Mal
verworfen. Die Sdaulen wurden auf 1,5ml Reaktionsgefale gesetzt. Zum Eluieren der RNA
wurde die Saule mit 100ul Nuklease-freiem Wasser versetzt. Nach 10-minitiger Inkubation
wurde die Sdule bei 12000rpm fiir eine Minute zentrifugiert. Die RNA wurde bei -80°C
gelagert.

4.11.6 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von RNA-L&sungen

Mittels der spektralphotometrischen Messung mit Hilfe des Nanodrop (Thermo Fisher) kann
die Konzentration und Reinheit von RNA Ldsungen bestimmt werden. Die Konzentration

wird durch die Absorption bei 260nm bestimmt. Eine Verunreinigung der Ldsung durch
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Proteine wird durch den Quotient OD260/0D280 ermittelt. Ein Wert um 2,0 spricht flr
ausreichend reine RNA.

4.11.7 cDNA-Synthese

Zur Synthese von cDNA wurde die M-MLV Reverse Transkriptase und den weiteren
Produkten von Invitrogen™ verwendet. Es wurden 250ng RNA in 10ul Reaktion eingesetzt.
Zudem wurden 1pl 10xHexamere und 1pl 10mM dNTP’s pipettiert und bei 65°C fir 5min
inkubiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wurden die Proben auf Eis gestellt. Nach Zugabe

des Reverse Transkriptase Mixes wurde der Mix zwei Minuten bei 37°C inkubiert.

Reverse Transkriptase Mix: 4pl 5xFirst Strand Buffer
2ul 100mM DTT
1ul Aqua dest.

AnschlieBend wurde 1ul M-MLV Reverse Transkriptase hinzugeftigt, 10min bei RT und dann
50min bei 37°C inkubiert. Zur Enzyminaktivierung wurden die Proben fir 15min bei 70°C

inkubiert. Die cDNA wurde anschlielend 1:2 verdinnt und bei -20°C gelagert.

4.11.8 Quantitative Real- Time Polymerase Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die gRT-PCR dient der quantitativen Bestimmung der Menge an mRNA zur
Expressionsanalyse (Higuchi et al., 1993). Dazu wurde die zuvor in cDNA umgeschriebene
RNA verwendet. Fir die Amplifikation im Real-Time PCR Cycler wurde KAPA SYBR
FAST (Peglab) eingesetzt, welches nach dem SYBR Green Assay funktioniert. Darin ist ein
fluoreszierender Nukleinsdure Farbstoff enthalten, welcher dsDNA wéhrend der
Amplifikation bindet und detektiert. Das entstehende Fluoreszenzsignal ist proportional zur
DNA-Konzentration (Wittwer et al., 1997).
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1x gRT-PCR Ansatz (25 ul): 12.5ul 2xKAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix
1l Primer forward (10uM)
1ul Primer reverse (10puM)
8,5ul RNase- freies Wasser
2l cDNA (6,25ng/ul)

PCR-Programm:

Temperatur  Zeit

95°C 3min Denaturierung
45x  94°C 15s Denaturierung

55-65°C 15s Annealing

70°C 30s Elongation

65-96°C 0,05°C pro5s  Schmelzkurve

Die Messungen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. Zusatzlich wurde in jedem Lauf
eine Negativkontrolle, in welcher die cDNA durch Wasser ersetzt wurde, mitgefuhrt. So
konnte durch Analyse der Schmelzkurven die entstandenen Produkte nach Richtigkeit
untersucht werden. Das Programm ermittelte einen Wert, bei dem das Fluoreszenzsignal
signifikant Uber dem des Hintergrundes liegt (Ci-Wert). Dieser wurde mit Hilfe der 244¢t
(Pfaffl, 2001) gegen GAPDH normalisiert und im Diagramm aufgetragen.

4.11.9 RT? Profiler™ PCR Array

Die RT? Profiler™ PCR Array von SA Bioscience wurden verwendet, um eine Ubersicht tiber
die Regulation der DNA-Reparatur und Zellzyklus regulierenden Genen zu bekommen. Die
verwendeten 96-well plate Array enthalten in jedem Well Primer fir die Signalweg-
spezifischen Gene als auch entsprechende Kontrollen. So wurde pro Zelllinie und Behandlung
ein 96-well PCR Array verwendet. Die Isolation der RNA erfolgte mit dem RNeasy Kit wie
in Abschnitt 4.11.2.1 beschrieben. Fir die cDNA-Synthese wurde das dafiir empfohlene RT?
First Strand Kit von Qiagen verwendet. Es wurden fir die cDNA-Synthese 300ng RNA pro
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Reaktion im Genomic DNA elimination MIX (DEM) eingesetzt, so dass pro PCR-Reaktion
2,5ng vorlagen.

DEM: 300ng RNA
2ul Puffer GE
Xul RNase-freies Wasser

10ul Endvolumen

Der DEM wurde 5min bei 42°C inkubiert und anschlieBend fur 1min auf Eis gestellt. Zu den
10l DEM wurden 10l Reverse-transcription Mix (RTM) dazu gegeben und durch Auf- und
Abpipettieren gemischt. Nach kurzem Herunterzentrifugieren wurden die Proben 30min bei
42°C inkubiert.

RTM: 4ul 5xPuffer BC3
1ul Control P2
1ul cDNA Synthesis Enzyme Mix
1ul RNase Inhibitor
3ul RNase-freies Wasser

AnschlieBend wurde die Reaktion durch Inkubation fir 5min bei 95°C gestoppt und die
CDNA bei -20°C eingefroren oder direkt fur die PCR verwendet.
Fur die gRT-PCR wurde ein Mastermix pro 96-well PCR Array angesetzt:

PCR- Mastermix: 1350ul 2xSYBR Green Mastermix
102ul cDNA

1248ul RNase-freies Wasser

In jedes Well wurde 25ul des PCR-Mastermixes pipettiert. Die Platte wurde bei 1000g flr
eine Minute zentrifugiert, bevor sie in den PCR Cycler gestellt wurde.

45



Material und Methoden

PCR-Programm:

Temperatur Zeit

95°C 10min Denaturierung

40x 95°C 15s Denaturierung
60°C 1min Annealing & Elongation
65-96°C 0,05°C pro5s  Schmelzkurve

4.11.10 Isolation von miRNA

Fir die Isolation von miRNA wurde das miRNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Bei einer
Konfluenz der Zellen von 80% wurden diese pelletiert. Das Zellpellet wurde in 700ul Qiazol
Lysis Reagent resuspendiert und flir 1min gevortext. Nach einer Inkubation von 5min bei RT
wurde 140pl Chloroform hinzugegeben und durch Schutteln fir 15s gemischt. Es erfolgte
eine erneute Inkubation fur 2-3min, bevor die Proben bei 12000g fur 15min und bei 4°C
zentrifugiert wurden. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt.
Nach Zugabe von 1,5Volumen Ethanol und kurzem Vortexen wurde die Losung auf die RNA
Saulen ubertragen. Die S&ulen wurden bei 8000g fur 15s bei RT zentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen. Auf Die Saulen wurde 700ul RWT Puffer gegeben und erneut bei 8000g
fur 15s bei RT zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Es erfolgten dann zweimal das
Waschen mit 500ul RPE Puffer und anschlieBendem Zentrifugieren bei 8000g und RT fir 15s
nach dem ersten und fur 2min nach dem zweiten Waschschritt. Der Durchlauf wurde
verworfen. Danach wurden die S&ulen bei max. g fir 1min zentrifugiert und auf neue
Reaktionsgefale gesetzt. Es erfolgte die Eluierung mit 50ul RNase-freiem Wasser durch
Zentrifugieren bei 8000g fir 1min bei RT. Dieser Vorgang wurde wiederholt, um die
Ausbeute zu erhdhen. Die Bestimmung der Konzentration erfolgte wie in Abschnitt 4.11.2.2
beschrieben. Die Gesamt-RNA wurde auf 50ng/pl in RNase-freiem Wasser verdinnt.

4.11.11 cDNA-Synthese fir miRNA

Fur die reverse Transkription der miRNA enthaltenden gesamt RNA wurde das miScript 11
RT Kit (Qiagen) verwendet. Entsprechend dem Protokoll wurde keine der Substanzen
gevortext. Es wurde zunédchst der Reverse Transkriptase-Mix vorbereitet.
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Reverse Transkriptase Mix: 4pl 5xmiScript HiSpec Buffer
2l 10xmiScript Nucleics Mix
7ul RNase-freies Wasser
2l miScript Reverse Transcriptase Mix
5ul RNA (50ng/ul)

Nach kurzem Herunterzentrifugieren wurden die Proben bei 37°C fiir 60min inkubiert. Die
Umschreibung in cDNA erfolgt durch reverse Transkription mit oligo-dT priming zur
Verlangerung der kurzen miRNA Sequenzen. Die Reaktion wurde durch 5-minitige
Inkubation bei 95°C gestoppt. Die Proben wurden mit 200ul RNase-freiem Wasser verdiinnt

und anschliel3end fiir die qRT-PCR eingesetzt.

4.11.12 qRT-PCR fur miRNA Proben

Diese qRT-PCR dient zur quantitativen Bestimmung der Menge an miRNA. Ebenso wie die
Standard QgRT-PCR (Abschnitt 4.11.2.3) wird zur Detektion der miRNA der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green eingesetzt, welcher wéahrend der Amplifikation an dsDNA
bindet. Hier wurde das miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) als auch miScript Primer

Assays (Qiagen) verwendet.

1x gRT-PCR Ansatz: 12,5ul 2xQuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
2,5ul 10xmiScript Universal Primer
2,5ul 10xmiScript Primer Assay
5,5ul RNase-freies Wasser
2ul cDNA
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PCR-Programm:

Temperatur  Zeit

95°C 15min Denaturierung
45x  94°C 15s Denaturierung

55°C 30s Annealing

70°C 30s Elongation

65-96°C 0,05°C pro5s  Schmelzkurve

Die Auswertung erfolgte wie in Abschnitt 4.11.2.3 beschrieben.

4.12 Klinische Untersuchungen

4.12.1 Patientenselektion

In diese Untersuchung wurden 158 konsekutiv therapierte Patienten eingeschlossen, welche
mit einem Melanom im Kopf- Hals Bereich in der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik
des Universitatsklinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen diagnostiziert
wurden. Die Kohorte teilt sich in 129 kutane Melanome und 29 Schleimhautmelanome auf
und deren klinischen Parameter (Alter, Geschlecht, TNM Status, Therapie, Rezidive, Tod/
Ende des Follow-up) wurden retrospektiv ermittelt. Patienten mit fehlenden Daten,
unvollstandiges Staging und unvollendeter chirurgischer und/oder konservativer Behandlung

wurden von den Uberlebenskurven ausgeschlossen.

4.12.2 Immunhistochemie

Fur die PUMA Immunhistochemie wurden 14 kutane Melanome und 17
Schleimhautmelanome aus der oben genannten Kohorte verwendet (Fritsche et al., 2015,
Metzler, 2017). Die mit dem Anti-PUMA Antikorper (Epitomics, Burlingame USA;
Verdlnnung 1:400) gefarbten Proben wurden erneut nach Intensitat der PUMA Expression
und daher der Farbeintensitat analysiert. Die zytoplasmatische Expressionslevel wurden wie
folgt klassifiziert: 1- schwache, 2- moderate, 3- starke und 4- sehr starke Expression. Fur die
statistische Auswertung erfolgte die Gruppierung in PUMA negativ (Féarbeintensitat 1 und 2)
und PUMA positiv (Farbeintensitat 3 und 4).
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4.12.3 Statistische Auswertung

Die Unterschiede in der PUMA-Expression wurden Mittels des Chi-Quadrat-Tests ermittelt.
Die Uberlebenskurven wurden mittels des Kaplan-Meier Verfahrens berechnet und dargestellt
und weiter mit dem log-rank Test analysiert. Variablen, welche auf Einfluss auf die Prognose
haben wurden durch die proportionale Cox Regression ausgewertet. Unterschiede
tumorrelevanter und epidemiologischer Charakteristika zwischen den kutanen Melanomen
und Schleimhautmelanomen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests und Fischers Exakter
Test fur kategoriale Variablen und der T-Test fur kontinuierliche Variablen berechnet. Die

statische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms SPSS (IBM).
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5. Ergebnisse

5.1 Die Behandlung mit Cisplatin zeigt eine grundsatzliche Induzierbarkeit von p53 in

Schleimhautmelanomen

Durch Cisplatin induzierte DNA-Schaden aktivieren Signalwege, welche mit dem
Tumorsuppressor p53 assoziiert sind (Siddik, 2003). In vielen bekannten soliden Tumoren
konnen Mutationen in TP53 nachgewiesen werden, wahrend in der Mehrzahl der
Schleimhautmelanome oder kutanen Melanome Wildtyp TP53 vorliegt (Fritsche and Knopf,
2017). Dennoch sind die Ansprechraten auf Cisplatin sehr gering (Bhatia et al., 2009),
wodurch die funktionale Integritét von p53 in Frage gestellt wird.

Um diese zu untersuchen, wurden die verwendeten Zelllinien mit Cisplatin (8uM) behandelt
und die Expression von p53 und dessen Zielgenen auf mRNA und Proteinebene untersucht.
Basierend auf Arbeiten von Urien und Lokiec, die bei 43 Patienten eine maximale
Blutplamsakonzentration von 2,5mg/l (8,3uM) Cisplatin (bei téglicher Gabe) gemessen
haben, wurde fir die vorliegende Arbeit eine Cisplatin-Konzentration von 8uM gewahlt.
Diese wird in der vorliegenden Arbeit als physiologische Cisplatin-Konzentration bezeichnet.
(Urien and Lokiec, 2004, Metzler, 2017).

In dieser Arbeit wurde in den Melanozyten und den Schleimhautmelanomen TU-MM1-4 eine
Induktion der p53 Expression auf Proteinebene nach 72h Behandlung mit Cisplatin
beobachtet (Abbildung 4A). Eine Regulation der TP53 mRNA Expression war dahingegen
nicht detektierbar, wenngleich eine allgemein niedrigere mMRNA Expression in den
Schleimhautmelanomen auffallig wurde (Abbildung 4B). Die Stabilisierung von p53 wird
durch vielféltige post-translationale Modifikationen erzielt, unter anderem durch
Phosphorylierung an Serin 15 (p53Ser15) durch Stress induzierte Kinasen, wie ATM und
ATR (Brooks and Gu, 2010). Diese konnte nach Stimulation in den Melanozyten, TU-MML1,
TU-MM und TU-MM4 beobachtet werden. Fur die TU-MM2 konnte, auf Grund der
ausbleibenden Detektion von p53Serl5, keine Aussage getroffen werden (Abbildung 4A). Um
einen Hinweis auf die funktionale Integritdt von p53 als Transkriptionsfaktor zu erhalten,
wurde die mRNA Expression von p53-Zielgenen untersucht. Fir das p53 Zielgen CDKN1A
konnten in den Melanozyten, als auch in allen verwendeten Schleimhautmelanomen eine
signifikante, d.h. eine mindestens 2-fache Expressionssteigerung auf mRNA Ebene nach
Cisplatin-Gabe festgestellt werden (Abbildung 4C). Diese war ebenso auf Proteinebene
detektierbar. Im Vergleich zu Vorarbeiten (Fritsche et al.,, 2015), in denen eine

Proteinstabilisierung fur p21 nach 24h nachgewiesen werden konnte, wurde deutlich, dass die
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Expressionssteigerung fir die NHEM und die TU-MMs bis zu 48h anstieg und entweder
leicht abfiel (NHEM, TU-MM3) oder auch nach 72h stabil blieb (Abbildung 4A). Der in den
Vorarbeiten beobachtete Anstieg der p21 Expression nach 24h konnte in diesem Western Blot
fur NHEM und TU-MM2 nicht nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung der Expression
des p53 Zielgenes BBC3 konnte bis auf NHEM und TU-MM1 eine signifikante Steigerung
der mRNA Expression detektiert werden (Abbildung 4D). Im Vergleich dazu war weder eine
Regulation, noch die Proteinexpression gut zu detektieren (Abbildung 4A). Flr die Detektion
von GADDA45A wurde auf Proteinebene nur eine leichte Induktion nach der Behandlung mit
Cisplatin fir 48h und 72h fir TU-MM3 und TU-MM4 sichtbar. Diese unwesentliche
Expressionssteigerung konnte in Vorarbeiten schon nach 24h beobachtet werden (Fritsche et
al., 2015). Bei Betrachtung der gRT-PCR fir GADD45A wurde eine Stimulation der
Expression sichtbar, wenngleich diese das Signifikanzniveau nicht erreichte (Abbildung 4E).
Eine nicht signifikante Stabilisierung des pro-apoptotischen Proteins BAX konnte nach 24h
Cisplatin Behandlung bereits fir TU-MM2, TU-MM3 und TU-MM4 gezeigt werden (Fritsche
et al., 2015). Fir die Melanozyten als auch die Schleimhautmelanome konnte dartiber hinaus
eine geringfugige Stabilisierung auch bis zu 72h detektiert werden (Abbildung 4A).
Dahingegen war die Induktion der BAX mRNA Expression nicht deutlich detektierbar
(Abbildung 4F). Interessanterweise war die Proteinexpression des anti-apoptotischen Proteins
BCL-2 nach Cisplatin-Behandlung gleichermafen reguliert wie die des Gegenspielers BAX.
Ausgenommen der Melanozyten war eine mit der Behandlungsdauer steigenden Induktion der
Proteinexpression erkennbar (Abbildung 4A). Auffallig war die nicht detektierbare mRNA
Expression des Genes der BCL-2 Proteinfamilie BCL2AL in den Schleimhautmelanomen. Fir
die Melanozyten konnte eine Expression, jedoch keine Regulation nach Cisplatin-Gabe

nachgewiesen werden (Abbildung4G).
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Abbildung 4: In den Schleimhautmelanomen kann eine grundséatzliche Induzierbarkeit von p53
beobachtet werden

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin auf p53 und dessen Zielgene wurden Melanozyten
und Schleimhautmelanome mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Fir
den Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen fiir 24h, 48h
und 72h. B-G) Fir den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fiir 24h mit
Cisplatin wurde RNA isoliert und fir die qRT-PCR genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH
normalisiert und mit der 224¢t Methode berechnet. Die Ergebnisse zusammengefasst in den jeweiligen
Tumorentitaten wurde bereits publiziert (Fritsche et al., 2015).

5.2 Die Behandlung mit Cisplatin zeigt eine grundsatzliche Induzierbarkeit von p53 in

kutanen Melanomen

Vergleichend wurde die Induzierbarkeit von p53 und dessen Zielgenen in kutanen
Melanomen untersucht. In den kutanen Melanomen, welche keine TP53 Mutation tragen,
konnte ebenso wie in den Schleimhautmelanomen und den Melanozyten eine Stabilisierung
der p53 Proteinexpression beobachtet werden. Die TP53 Deletionsmutante IGR-37 zeigte
erwartungsgemafl keine p53 Proteinexpression. Die in TP53 eine Punktmutation tragende
Zelllinie SK-MELS3 als auch die Wildtyp TP53 tragende Zelllinie SK-MEL30 zeigten eine
hohe basale Proteinexpression von p53, welche nicht durch Cisplatin induzierbar war. Im
Gegenteil zu SK-MEL30 konnte eine Reduktion der p53 Proteinmenge fir SK-MEL3
beobachtet werden (Abbildung 5A). Vergleichbar mit den Schleimhautmelanomen war keine
Regulation der TP53 mRNA zu beobachten. Fur TP53 Deletionsmutante IGR-37 war keine
MRNA Expression detektierbar (Abbildung 5B). Eine Phosphorylierung an Serl5 von p53 war
nach 24h fir alle untersuchten kutanen Melanom-Zelllinien sichtbar. Wahrend diese fur die
Melanozyten und SK-MEL30 auch nach 72h bestehen blieb, war fir MEL-JUSO nach 72h
und fir COLO-849 und SK-MEL3 eine Reduktion nach 48h zu verzeichnen. Auf Grund der
nicht vorhandenen Proteinexpression in IGR-37 konnte eine Phosphorylierung von p53 an
Serin 15 nicht beobachtet werden (Abbildung 5A). Ebenso war in dieser Zelllinie keine
Expression von p21 nachweisbar. Diese war in den Wildtyp TP53 Zelllinen MEL-JUSO und
COLO-849 zu beobachten. Die Induktion der Expression war bei MEL-JUSO nach 48h stabil
und bei COLO-849 wurde dieser schon nach 48h entgegengewirkt. SK-MELS3 zeigte keine
Proteinexpression nach Stimulation Uber die beobachtete Zeit, wohingegen in SK-MEL30
nach 72h eine geringfugige Induktion der p21 Proteinexpression beobachtet werden konnte
(Abbildung 5A). Dahingegen war eine deutliche Erhéhung der CDKN1A Expression auch auf
Transkriptionsebene beobachtbar, wenngleich deutlich wurde, dass die basale CDKN1A
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MRNA Expression im Vergleich zu den Melanozyten geringer war. Fiir IGR-37 konnte keine
CDKN1A mRNA Expression detektiert werden (Abbildung 5C). Interessanterweise war im
Vergleich zu den Melanozyten und den Schleimhautmelanomen eine PUMA Expression in
den kutanen Melanomen detektierbar, wobei eine signifikante Regulation durch Cisplatin-
Behandlung ausblieb (Abbildung 5A). Auf mMRNA Ebene war fir MEL-JUSO und COLO-849,
jedoch nicht fir IGR-37, SK-MEL3 und SK-MEL30, eine signifikante Induktion der BBC3
Expression sichtbar. Diese Induktion konnte nicht auf Proteinebene nachgewiesen werden.
Interessanterweise wurde fir MEL-JUSO, COLO-849 und IGR-37 eine Abnahme der
Proteinexpression von PUMA beobachtet (Abbildung 5A). Wahrend eine Regulation auf die
Cisplatin-Behandlung durch deutliche Induktion der GADD45A mRNA Expression in den
kutanen Melanomen, bis auf SK-MEL3, und der BAX mRNA Expression in MEL-JUSO,
deutlich wurde, blieb diese fir die anderen Zelllinien aus (Abbildung 5E,F). Ferner war diese
fur die Proteine GADD45A, BAX und BCL-2 auch nicht im Western Blot zu beobachten,
zumal fir GADD45A in COLO-849, SK-MEL3 und SK-MEL30 keine Proteinexpression
detektiert werden konnte. Dies wurde ebenso fir die BCL-2 Expression in MEL-JUSO,
COLO-849 wund SK-MEL3 auffallig (Abbildung 5A). Im Vergleich zu den
Schleimhautmelanomen, welche keine BCL2A1 mRNA Expression aufwiesen, konnte diese in
kutanen Melanomen nachgewiesen werden, wenngleich keine bedeutende Regulation zu
verzeichnen war. Lediglich in SK-MEL3 war eine Reduktion der mRNA Expression
nachweisbar (Abbildung 5G). Im Allgemeinen fiel bei der Betrachtung der basalen
Genexpression der Schleimhautmelanome und kutanen Melanome auf, dass diese stets unter

jener der Melanozyten lag.
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Abbildung 5: In den kutanen Melanomen kann eine grundsatzliche Induzierbarkeit von p53
beobachtet werden

Fir die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin auf p53 und dessen Zielgene wurden Melanozyten
und kutane Melanome 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Flr den
Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen firr 24h, 48h und
72h. B-G) Fur den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fur 24h mit Cisplatin
wurde RNA isoliert und fir die qRT-PCR genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH
normalisiert und mit der 224t Methode berechnet. Die wiederholte Darstellung der Ergebnisse fiir die
Melanozyten (NHEM) dient dem Vergleich. Die Ergebnisse zusammengefasst in den jeweiligen
Tumorentitdten wurden bereits publiziert (Fritsche et al., 2015). Die wiederholte Darstellung der
Ergebnisse fir NHEM aus Abb. 4 dient dem Vergleich.

5.3 Cisplatin fihrt in Schleimhautmelanomen nicht zur Induktion von Apoptose

Ziel der Chemotherapie ist die Induktion des Zelltods. Die durch Cisplatin induzierten
DNA-Schaden aktivieren bevorzugt die ATR Kinase, welche wiederrum p53 an Serin 15
phosphoryliert und aktiviert (Siddik, 2003). p53 fordert Uber Transkriptions-abhéngige
und -unabhdngige Mechanismen die Apoptose (Fridman and Lowe, 2003). Teil dieses
programmierten Zelltods ist eine proteolytische Kaskade, in welcher eine Caspase die
nachfolgende durch Spaltung aktivieren kann und dadurch der Apoptose Signalweg verstarkt
wird, welcher einen raschen Zelltod induziert (EImore, 2007). Demnach wird der Nachweis
der Spaltprodukte der Proteine der Caspase-Kaskade als Nachweis der Apoptose genutzt. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass weder in Schleimhautmelanomen, noch
in Melanozyten die Behandlung mit Cisplatin nach 72h eine Spaltung der Caspase 3 und 9,
noch von PARP hervorrief (Abbildung 6A). Auch eine Regulation der CASP9 mRNA war
nicht zu beobachten (Abbildung 6B). Bei Betrachtung der Proliferationskurven wurde ein
Ausbleiben der Apoptose bestatigt. Nach 24h Cisplatin-Behandlung wiesen alle untersuchten
Zelllinien kaum einen Unterschied in der Zellzahl auf. Nach 48h wurde eine Inhibition der
Proliferation durch Cisplatin im Vergleich zu den unbehandelten Zellen deutlicher. Eine
Abflachung der Kurve, welche besonders fur die NHEM, TU-MM1 und TU-MM3
beobachtbar war, spricht fiir eine Wachstumsinhibition durch Erreichen der Konfluenz
(Abbildung 6C). Nach 72h konnte ein Unterschied in der Extinktion gemessen werden, jedoch
wurde deutlich, dass die Melanozyten und die Schleimhautmelanome selbst unter Cisplatin-

Behandlung eine Proliferation aufwiesen.
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Abbildung 6: Cisplatin  verlangsamt das Wachstum von Melanozyten und
Schleimhautmelanomen

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin auf das Uberleben der Zellen zu untersuchen,
wurden Melanozyten und Schleimhautmelanome mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt
() belassen. A) Fur den Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der
Zellen fur 24h, 48h und 72h. Als Nachweiskontrolle dienten Proteinlysate aus unbehandelten (-), fir
24h mit 50mM Etoposide (Eto) oder fir 5 h mit 1uM Staurosporin (Stp) behandelte UD-SCC5 (UD5).
B) Fir den Nachweis der mMRNA Expression nach Behandlung der Zellen fur 24h mit Cisplatin wurde
RNA isoliert und flr die qRT-PCR genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und
mit der 224 Methode berechnet. Die Ergebnisse zusammengefasst in den jeweiligen Tumorentitaten
wurden bereits publiziert (Fritsche et al., 2015). C) Fur die Proliferationskurven wurden 50.000 Zellen
pro Well einer 24-Well Platte ausgesat. Am Tag O wurden die Zellen mit 8uM Cisplatin behandelt und
zu diesem Zeitpunkt, als auch nach 24h, 48h und 72h fixiert, mit Kristallviolett angefarbt und die
Extinktion bei 595nm mit einem Multiwellreader bestimmt. Dargestellt ist die relative Zellzahl,
ermittelt aus der Extinktion einer Dreifachbestimmung sowie die Standardabweichung als
Fehlerbalken. Die Normalisierung erfolgte auf Tag 0.

5.4 Cisplatin fihrt in kutanen Melanomen nicht zur Induktion von Apoptose

Wie fur die Melanozyten und Schleimhautmelanome bereits gezeigt wurde, konnte die
Behandlung mit 8uM Cisplatin auch in kutanen Melanomen keine Apoptose induzieren. In
keiner der untersuchten Zelllinien konnte eine Spaltung von Caspase 3, Caspase 9 oder PARP
nachgewiesen werden (Abbildung 7A). Ebenso war keine Regulation der CASP9 mRNA
Expression nach Cisplatin-Gabe zu verzeichnen (Abbildung 7B). Die Behandlung wirkte sich
jedoch auf das Wachstum der Zellen aus. So war nach 24h kaum ein Unterschied in der
Zellzahl der kutanen Melanome zu beobachten, dieser wurde jedoch nach 48h deutlicher. Fur
MEL-JUSO, SK-MEL3 und SK-MEL30 war eine Proliferation trotz Cisplatin-Gabe
beobachtbar, wenngleich diese deutlich unter der der unbehandelten Zellen lag. Fir COLO-
849 und IGR-37 war eine Inhibition des Wachstums nach 48h deutlich. Fiir COLO-849 sank
die Zellzahl nach 72h unter den Ausgangswert.

Die Behandlung mit Cisplatin konnte demnach weder in Melanozyten, noch in
Schleimhautmelanomen oder kutanen Melanomen Apoptose induzieren. Lediglich eine auf
das Wachstum inhibitorische Wirkung, welche nach 48h deutlich wurde, konnte durch

Cisplatin-Behandlung induziert werden.
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Abbildung 7: Cisplatin verlangsamt das Wachstum von kutanen Melanomen

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin auf das Uberleben der Zellen zu untersuchen,
wurden Melanozyten und kutane Melanome mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-)
belassen. A) Fir den Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der
Zellen fur 24h, 48h und 72h. Als Nachweiskontrolle dienten Proteinlysate aus unbehandelten (-), fir
24h mit 50mM Etoposide (Eto) oder fur 5h mit 1uM Staurosporin (Stp) behandelte UD-SCC5 (UD5).
B) Fir den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fiir 24h mit Cisplatin wurde
RNA isoliert und flir die qRT-PCR genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und
mit der 2-24¢t Methode berechnet. Die Ergebnisse, zusammengefasst in den jeweiligen Tumorentitaten,
wurden bereits publiziert (Fritsche et al., 2015). C) Fur die Proliferationskurven wurden 50.000 Zellen
pro Well auf eine 24-Well Platte ausgesat. Am Tag 0 wurden die Zellen mit 8uM Cisplatin behandelt
und zu diesem Zeitpunkt, als auch nach 24h, 48h und 72h fixiert, mit Kristallviolett angefarbt und die
Extinktion bei 595nm mit einem Multiwellreader bestimmt. Dargestellt ist die relative Zellzahl,
ermittelt aus der Extinktion einer Dreifachbestimmung sowie die Standardabweichung als
Fehlerbalken. Die Normalisierung erfolgte auf Tag 0. Die wiederholte Darstellung der Ergebnisse fiir
NHEM und UD-SCC 5 aus Abb. 6 dient dem Vergleich.

5.5 Cisplatin fiihrt zur Verschiebung des Zellzyklus in Schleimhautmelanomen

Da die Behandlung mit physiologischen Konzentrationen Cisplatin keine Apoptose induzieren
konnte, jedoch ein verlangsamtes Wachstum beobachtet wurde, wurde die Wirkung von
Cisplatin auf die Regulation des Zellzyklus und den p53 Kontrollpunkten untersucht.

Die Behandlung mit Cisplatin bis zu 7h hatte keinen Effekt auf die Proteinexpression von
Cyclin D1 und Cyclin E in den Schleimhautmelanomen (Abbildung 8A). Eine Antwort auf
Cisplatin-Gabe war auch nicht auf Transkriptionsebene zu beobachten. Obwohl die
Melanozyten mit einer Reduktion der Proteinexpression von Cyclin D1 nicht jedoch von
Cyclin E1 nach 48h reagierten, war keine Regulation der mRNA Expression zu sehen
(Abbildung 8 D,E). Die Proteinexpression von Cyclin B1 wurde von den NHEM nach
Behandlung nach 48h herunterreguliert. Eine Aussage Uber die Expressionsédnderung von
Cyclin B1 auf Proteinebene in den Schleimhautmelanomen konnte auf Grund der nicht
detektierbaren Expression nicht getroffen werden (Abbildung 8A). Auf Transkriptionsebene
wurde eine Herunterregulation der CCNB1 mRNA Expression sichtbar (Abbildung 8C).
Cyclin A wurde auf Proteinebene von NHEM, TU-MM3 und TU-MM4 nach 24h reduziert.
Eine Aussage zu TU-MM1 und TU-MM2 konnte auf Grund der nicht nachweisbaren
Proteinexpression nicht getroffen werden (Abbildung 8A). Auf Transkriptionsebene konnte
eine deutliche Reduktion der CCNAL1 Expression beobachtet werden (Abbildung 8B). Die
Expression von CDK1 wurde in TU-MM1, TU-MM3 und TU-MM4 schon nach 24h der
Behandlung reduziert. Fir die NHEM war dies erst nach 48h sichtbar (Abbildung 8A). Dies
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war uUbereinstimmend mit den Ergebnissen der gRT-PCR, welche die mRNA Expression nach
24h untersuchte. Eine Reduzierung der CDK1 mRNA Expression konnte fiir die NHEM nach
24h, wie es fur die Schleimhautmelanome nachweisbar war, nicht verzeichnet werden
(Abbildung 8F). Eine Auswirkung der Cisplatin-Behandlung auf die RB1 mRNA Expression
war nicht beobachtbar (Abbildung 8 G). Dahingehen wurde die Phosphorylierung des Rb
Proteins in den Schleimhautmelanomen nach 24h und in den NHEM nach 48h reduziert
(Abbildung 8A). Auffallig war erneut die deutlich niedrigere basale mRNA Expression der
Schleimhautmelanome im Vergleich zu den Melanozyten. Ausgeschlossen davon war
CCND1, dessen hohere basale Expression sich auch im Western Blot widerspiegelte. Weitere
Ergebnisse der Untersuchung zur mRNA Expression Zellzyklus-relevanter Gene nach
Cisplatin-Behandlung mit den RT? Profiler™ PCR Array befinden sich im Anhang (10.1 RT?
Profiler™ PCR Array Human Cell Cycle). Bei der zytometrischen Analyse des Zellzyklus
zeigten die NHEM weder auf die Behandlung mit Nocodazol, noch auf Cisplatin eine
Verschiebung der Zellzyklusphasen (Abbildung 8H). Die Schleimhautmelanome reagierten auf
die Behandlung mit Nocodazol erwartungsgemal mit einer Zellzyklusarretierung in der G2/M
Phase. Nach Behandlung mit Cisplatin waren fir TU-MM1, TU-MM3 und TU-MM4 mehr
Zellen in der S-Phase detektierbar. TU-MM2 zeigte keine Veranderung der Verteilung der
Zellzyklusphasen nach Cisplatin-Gabe (Abbildung 81-M).

A
NHEM TU-MM1 TU-MM2 TU-MM3 TU-MM4
Cis Cis Cis Cis Cis
- 24h 48h72h - 24h48h72h- 24h4Rh72h - 24h 48h72h - 24h4Rh72h
Cyclin A2
o Cyclin Bl
||----..-----.__ .| CyclinDI1
-l - —_ - Cyclin El
— - CDK1
-~ pRB
- o R S —— we ww | Tubulin
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Abbildung 8: Die Wirkung von Cisplatin auf Schleimhautmelanoma &uRert sich durch

Verschiebung des Zellzyklus

Um die Wirkung von Cisplatin auf Zellzyklus zu untersuchen, wurden Melanozyten und
Schleimhautmelanome mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Fir den
Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen fur 24h, 48h und
72h. B-G) Fir den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fiir 24h mit Cisplatin
wurde RNA isoliert und fiir die RT? Profiler™ PCR Array genutzt. Die Genexpression wurde gegen
GAPDH normalisiert und mit der 222°t Methode berechnet. H-M) Fluoreszenzhistogramm zur
Untersuchung des Zellzyklus. Fir die zytometrische Analyse des Zellzyklus wurden nach der
Behandlung mit 8uM Cisplatin (Cis) oder 100ng/ml Nocodazole (Noc) 1x 10° Zellen fixiert und mit
Propidiumiodid geférbt. 20.000 Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert.
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5.6 Cisplatin fihrt zur Verschiebung des Zellzyklus in kutanen Melanomen

Wahrend die Schleimhautmelanome eine Herunterregulation der Cyclin A2 Proteinexpression
nach 24h Cisplatin-Behandlung zeigten, kam es in den kutanen Melanomen zundchst zu einer
Proteinstabilisierung. Erst nach 48h zeigten MEL-JUSO und COLO-849 eine
Herunterregulation der Proteinexpression. Diese blieb fiir IGR-37 und SK-MEL3 bis zu 72h
stabil. SK-MEL30 regulierte die Proteinexpression von Cyclin A2 nach 72h herunter
(Abbildung 9A). Bei der Betrachtung der CCNAL Expression auf Transkriptionsebene wurde
eine Reduzierung dieser sichtbar, erreichte jedoch kein signifikantes Niveau. SK-MEL30 war
davon ausgeschlossen. Bei ihnen zeigte sich keine Regulation (Abbildung 9B). Fur die
Proteinexpression von Cyclin B1 verhielt es sich &hnlich wie fur Cyclin Al, mit dem
Unterschied, dass die Proteinexpression in SK-MEL3 nach 48h runterreguliert und fur SK-
MEL30 nur nach 48h ein Hochregulation beobachtet wurde (Abbildung 9A). Im Vergleich
dazu war eine Herunterregulation der CCNB1 mRNA Expression in allen kutanen Melanomen
sichtbar, welche fir SK-MEL3 und SK-MEL30 weniger deutlich wurde (Abbildung 9C). Nach
der Behandlung mit Cisplatin war in den Zelllinien MEL-JUSO, COLO-849, IGR-37 und
SK-MEL30 eine geringfuigige Repression von Cyclin D1 nach 24h zu sehen. In SK-MEL3
konnte keine Proteinexpression detektiert werden. Uber die beobachteten Zeitpunkte
reduzierte lediglich MEL-JUSO die Proteinexpression. Indes wurde diese bei COLO-849 und
SK-MEL30 nach 48h und 72h wieder normalisiert (Abbildung 9A). Die Ergebnisse der gRT-
PCR fur CCND1 zeigten fur MEL-JUSO, COLO-849, IGR-37 und SK-MEL3 nach
Behandlung mit Cisplatin fir 24h eine Tendenz zur Runterregulation (Abbildung 9D). Fir
CCNEL, CDK1 und RB1 war auf Transkriptionsebene keine Antwort auf die Cisplatin-Gabe
detektierbar (Abbildung 9E-G). Auf Proteinebene war nur fir COLO-849 eine Cyclin E
Stabilisierung bis zu 72h zu beobachten. Wahrend die Schleimhautmelanome mit einer
raschen Runterregulation der Expression von CDK1 nach 24h reagierten, war diese erst nach
48h und auch nur fir MEL-JUSO und COLO-849 sichtbar (Abbildung 9A). Dies war auch flr
PRB zu beobachten. Hier wurde zusétzlich zu MEL-JUSO und COLO-849 eine Reduktion der
Phosphorylierung auch  fir IGR-37 und SK-MEL30 sichtbar. Bei  der
durchflusszytometrischen Untersuchung des Zellzyklus reagierten alle kutanen Melanome wie
erwartet mit einer Verschiebung des Zellzyklus in die G2/M Phase. Ebenso war fur die
untersuchten Zelllinien eine Anh&ufung von Zellen in der S-Phase nach Cisplatin-Behandlung
fur 24h sichtbar (Abbildung 9H-N).
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Abbildung 9: Die Wirkung von Cisplatin auf kutane Melanome &uf3ert sich durch Verschiebung
des Zellzyklus

Um die Wirkung von Cisplatin auf Zellzyklus zu untersuchen, wurden kutane Melanome mit 8uM
Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Fir den Nachweis der Proteinexpression
im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen fiir 24h, 48h und 72h. B-G) Fir den Nachweis der
mMRNA Expression nach Behandlung der Zellen fir 24h mit Cisplatin wurde RNA isoliert und fiir die
RT? Profiler™ PCR Array genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und mit der
2°44Ct Methode berechnet. H-M) Fluoreszenzhistogramm zur Untersuchung des Zellzyklus. Fir die
zytometrische Analyse des Zellzyklus wurden nach der Behandlung mit 8uM Cisplatin (Cis) oder
100ng/ml Nocodazole (Noc) 1x 10° Zellen fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. 20.000 Zellen
wurden im Durchflusszytometer analysiert. Die wiederholte Darstellung der Ergebnisse fir NHEM
Abb. 8 dient dem Vergleich.

5.7 Die Cisplatin-Behandlung hat keine Auswirkung auf die DNA-Reparatur in

Schleimhautmelanomen

Der Tumorsuppressor p53 induziert als Hiter des Genoms eine Reihe von Mechanismen
infolge von DNA-Schaden (Williams and Schumacher, 2016). Auf Grund der fehlenden
Apoptose und der beobachteten verlangsamten Zellzyklusprogression wurde eine verstérkte
DNA-Reparatur vermutet und sollte daher untersucht werden.

Interessanterweise wurde nach Behandlung mit Cisplatin sichtbar, dass sowohl die NHEM als
auch die TU-MM3 und TU-MM4 die Proteinexpression von RAD51 nach 48h, bzw. 24h

herunterregulierten (Abbildung 10A). Eine Regulation der RAD51 mRNA Expression nach 24h
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war fir die NHEM nicht, fir die TU-MM3 und TU-MM4 jedoch sichtbar (Abbildung 10B).
TU-MML1 zeigte ebenso eine Herunterregulation auf Transkriptionsebene, welche
Proteinebene nicht bestatigt werden konnte. Eine Stabilisierung der Expression der
untersuchten DNA-Reparatur regulatorischen Proteine war daruber hinaus nur fir DDB2 und
XPC fur TU-MM3 und TU-MM4 Uber die 72h Behandlungsdauer sichtbar (Abbildung 10A).
Diese Stabilisierung war auf Transkriptionsebene schon nach 24h sichtbar. Im Gegensatz zur
Proteinexpression zeigten die NHEM schon nach 24h eine Erhéhung der DDB2 und XPC
MRNA Expression (Abbildung 10C, D). Fir ERCC1 und XCRR1 wurde keine wesentliche
Regulation in den Schleimhautmelanomen beobachtet, wenngleich die Expression von
XRCC1 auf Proteinebene nur unzureichend detektierbar war (Abbildung 10A, E, F). Weitere
Ergebnisse der Untersuchung mRNA Expression DNA-Reparatur relevanter Gene nach
Cisplatin-Behandlung mit den RT? Profiler™ PCR Array befinden sich im Anhang Punkt
10.2.
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Abbildung 10: In den Schleimhautmelanomen wird die DNA-Reparatur nach Cisplatin-
Behandlung kaum aktiviert

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin auf die DNA-Reparatur wurden Melanozyten und
Schleimhautmelanome 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Fir den
Nachweis der Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen fiir 24h, 48h und
72h. B-G) Fur den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fur 24h mit Cisplatin
wurde RNA isoliert und fiir die RT? Profiler™ PCR Array genutzt. Die Genexpression wurde gegen
GAPDH normalisiert und mit der 224t Methode berechnet.

5.8 Die Cisplatin-Behandlung hat keine Auswirkung auf die DNA-Reparatur in kutanen

Melanomen

Kongruent mit den Schleimhautmelanomen zeigten auch die kutanen Melanome eine
Herunterregulation der RAD51 Proteinexpression, welche jedoch fir MEL-JUSO und
COLO-849 erst nach 48h und fur IGR-37, SK-MEL3 und SK-MEL30 erst nach 72h deutlich

wurde (Abbildung 11A). Diese Regulation war nicht auf Transkriptionsebene beobachtbar
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(Abbildung 11B). Dahingegen wurde nur eine minimale Stabilisierung der DDB2 und XPC
Proteinexpression bei MEL-JUSO sichtbar, wobei eine Hochregulation der mRNA
Expression auch fur COLO-849 und SK-MEL3 festgestellt werden konnte. Eine Erhéhung
der Genexpression in den Zelllinien 1GR-37 und SK-MEL30 war nicht deutlich
(Abbildung 11A, C, D). ERCC1 wies fir die untersuchten Zelllinien weder auf Protein-, noch
auf Transkriptionsebene eine deutliche Regulation auf (Abbildung 11A, E). Ubereinstimmend
mit den Melanozyten wies MEL-JUSO eine Stabilisierung der XRCC1 Proteinexpression
nach 24h auf, welche nach 72h wieder auf die Ausgangsexpression herunterreguliert wurde.
Fur SK-MEL30 wurde eine kurzzeitige Stabilisierung von XRCC1 nach 48h sichtbar
(Abbildung 11A). Die Expression der XRCC1 mRNA nach Cisplatin-Gabe wurde nicht
beeinflusst (Abbildung 11F).
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Abbildung 11: In den kutanen Melanomen wird die DNA-Reparatur nach Cisplatin-Behandlung
kaum aktiviert

Fur die Untersuchung der Wirkung von Cisplatin Die DNA-Reparatur wurden kutane Melanome mit
8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. A) Fir den Nachweis der
Proteinexpression im Western Blot erfolgte die Behandlung der Zellen fir 24h, 48h und 72h. B-G) Fir
den Nachweis der mRNA Expression nach Behandlung der Zellen fir 24h mit Cisplatin wurde RNA
isoliert und fur die RT? Profiler™ PCR Array genutzt. Die Genexpression wurde gegen GAPDH
normalisiert und mit der 24t Methode berechnet. Die wiederholte Darstellung der Ergebnisse fiir

NHEM Abb. 10 dient dem Vergleich.

5.9 In den untersuchten Zelllinien ist keine BBC3 Mutation vorhanden

Bei der Untersuchung der Expression p53-Zielgene wurde eine sehr geringe PUMA
Expression, einhergehend mit einer Dysfunktion des Apoptose Signalweges aufféllig. In
Studien konnte gezeigt werden, dass die PUMA Expression in Melanomen reduziert ist. Die
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Expression nimmt mit Fortschreiten der Erkrankung ab und korreliert daher mit dem
Uberleben (Karst et al., 2005).

Um einen Funktionsverlust durch Mutationen auszuschlieBen wurden die kodierenden Exons
(Exon 2-4) von BBC3 sequenziert (Abbildung 12A). In keiner Zelllinie wurde eine Mutation
detektiert. Lediglich die Zelllinien TU-MM2 und COLO-849 wiesen einen bereits
beschriebenen Einzelnukleotid-Polymorphismus (C/T) in der 3" untranslatierten Region auf
(Abbildung 12B).

A ATG TAG
Pma gy m —
11 2 3 4
b a
B
TU-MM2 COLO-849 SK-MEL3
SNP: rs2862236
Sequenz: CCCCCCCC[C/T]CCCAGTGT
Pos.auf Chr.19: 47,221,435(+)
b i | A 7)1 Bedeutung: Variation in 3" UTR
LRV NIy Y YA iSRRI LAl

Abbildung 12: Die Zelllinien weisen keine Mutation in den kodierenden Regionen von BBC3 auf
A) BBC3 Genstruktur. Fir die Sequenzierung wurden fiir Exon 2, 3 und 4 spezifische Primer designt.
B) Darstellung eines Ausschnitts der Gensequenz aus Exon 4. Die PCR Produkte wurden von der
Firma MWG Eurofins sequenziert und dessen Ergebnisse SnapGene Viewer ausgewertet. An Position
47221435 (+) des Chromosoms 19 wurde in TU-MM2 und COLO-849 ein
Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) detektiert. SK-MEL3 dient dem Vergleich.

5.10 Die geringe PUMA Expression in Schleimhautmelanomen ist mit einer schlechten

Prognose assoziiert

Die Untersuchung eines Melanom Kollektivs bestehend aus 129 kutanen und 29 mukosalen
Melanomen bestatigte das in der Literatur beschriebene schlechtere Uberleben der Patienten
mit Schleimhautmelanom (Abbildung 13A) (Yu and Liu, 2015, Amit et al., 2017, Lengyel et
al., 2003). Dartiber hinaus konnte die erneute Auswertung der PUMA Expression in dem
Patientenkollektiv hinsichtlich der immunhistochemischen Férbeintensitat (Metzler, 2017)
signifikante Unterschiede zwischen den Tumorentitaten bestatigen. In
Schleimhautmelanomen ist PUMA signifikant schwacher exprimiert als in kutanen

Melanomen (p=0.03) (Abbildung 13B). Darliber hinaus konnte die vorwérts gerichtete
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proportionale Cox Regression die schlechte Prognose des Schleimhautmelanoms mit einer
geringen PUMA Expression assoziieren (HR: 4,1; 95%CI:1,4; 12,6) (Abbildung 13 C).
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Abbildung 13: Eine schwache PUMA Expression ist mit einer schlechten Prognose assoziiert

A) Das Gesamtiberleben von 129 Patienten mit kutanem Melanom und 29 Patienten mit mukosalem
Melanom ist in der Kaplan Meier Kurve dargestellt. B) Unterschiede in der PUMA Expression wurden
durch immunhistologische Féarbung untersucht. Es erfolgte eine erneute Auswertung des bereits
geféarbten Patientenkollektivs (Metzler, 2017). (1- schwache, 2- moderate, 3- starke und 4- sehr starke
Expression). C) Die vorwarts gerichtete proportionale Cox Regression wurde verwendet um einen
Einfluss von PUMA auf das Uberleben zu untersuchen. Kum. Uberleben- kumulatives PDF
Uberleben, CM- kutanes Melanom; MM mukosales Melanom; n- Anzahl der Patienten; CI-
Konfidenzintervall.

5.11 BBC3 mRNA weist eine niedrige Stabilititsdauer auf

Die beobachteten geringen Proteinexpressionen in den Schleimhautmelanomen legten die
Frage einer Uberregulation des Protein- oder mRNA Abbaus nahe. Es konnte gezeigt werden,
dass PUMA in Melanomen dem Autophagie-vermittelten Abbau unterliegt. Dieser nutzt die
Degradierung vom PUMA zur Kontrolle der mitochandrialen Apoptose (Thorburn et al.,
2014).
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Fur die Untersuchung des PUMA Proteinabbaus wurde der Autophagie vermittelte
Proteinabbau mittels Bafilomycin und der proteasomale Proteinabbau mit MG-132 inhibiert.
(Abbildung 14A). Bafilomycin inhibiert den Autophagie-vermittelten Abbau durch Inhibition
einer ATPase, und verhindert damit die Ansduerung und die Fusion des Autophagosoms mit
dem Lysosom (Mauvezin and Neufeld, 2015). MG-132 hingegen inhibiert die proteolytische
Aktivitat des 26S Proteasoms und blockiert damit den proteasomalen Abbau (Han et al.,
2009). Zu dieser Behandlung wurde zusatzlich Cisplatin gegeben, um die Proteinexpression
von p53 und damit die Expression von PUMA zu stimulieren. Beispielhaft wurde flir dieses
Experiment jeweils eine Zelllinie pro Tumorentitdt ausgewahlt. Da die Behandlung mit
Bafilomycin flhrte zur Inhibition der spéaten Autophagie und zur Anreicherung von
Autophagosomen. Dies wurde durch eine Stabilisierung von Lc3 A/B Il erkennbar. Die
Inhibition des proteasomalen Abbaus von p53 war ausschlieBlich durch zusatzliche
Stimulation mit Cisplatin deutlich. Wobei diese nur in den NHEM, TU-MM1 und
MEL-JUSO durch Anreicherung des p53 Proteins auffiel. Interessanterweise zeigte UD-
SCC 5 eine Reduktion der p53 Expression nach Behandlung mit Bafilomycin. Eine Anderung
der PUMA Proteinexpression durch die Behandlung der Inhibitoren wurde in dieser Zelllinie
nicht beobachtet. Einzig MEL-JUSO zeigte eine Stabilisierung der PUMA Expression nach
Behandlung mit Bafilomycin, aber auch mit MG-132 (Abbildung 14A). Die Behandlung mit
Cisplatin und MG-132 in Kombination fiihrte in dieser Zelllinie zu einer detektierbaren
Erhéhung der PUMA Expression. Die Inhibition des Proteinabbaus konnte vor allem in den
Schleimhautmelanomen und den Melanozyten keine Proteinstabilisierung hervorrufen,
weshalb unter anderem fehlregulierte transkriptionelle Mechanismen vermutet werden
kdnnen. Die mRNA Stabilitat wird in Sdugetierzellen durch vielfaltig Mechanismen reguliert
(Wu and Brewer, 2012). Flr die Regulation der PUMA Expression konnte eine Beteiligung
der miRNAs miR-221 und miR-222 in verschiedenen Tumorentitaten, unter anderem dem
Glioblastom, beobachtet werden (Zhang et al., 2010b, Zhang et al., 2010a). Daher diente die
Glioblastomazelllinie LN229 als Kontrolle. Um die mRNA Stabilitat zu untersuchen, wurden
die Zellen zur Stimulation dieser zunéchst fur 24h mit Cisplatin behandelt, bevor die
Translation mit Actinomycin D inhibiert wurde. Actinomycin D ist ein Antibiotikum, welches
cyclische Polypeptide enthdlt. Es inhibiert die Elongation der RNA durch die
RNA-Polymerase und blockiert somit die Neubildung von mRNA (Sobell, 1985). Die
Ergebnisse der qRT-PCR fiir BBC3 zeigten sowohl fiir die NHEM, als auch fur TU-MM1 und
MEL-JUSO eine im Vergleich zu CDKN1A schnelle Abnahme der mRNA Konzentration
(Abbildung 14B; C). Die Konzentration von BBC3 mRNA war nach einer Stunde nach
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Inhibition der Translation schon auf die der unbehandelten Zellen gesunken. Eine
fortwédhrende Reduktion der mRNA Konzentration wurde bis zu 8h nach Translationsstopp
beobachtet. Im Vergleich dazu war eine deutlich langere Stabilitat der mMRNA Konzentration
des p53 Zielgens CDKN1A beobachtbar (Abbildung 14 C). Fir die als Kontrolle verwendete
Glioblastomazelllinie wurde eine Beteiligung der miR-221 und miR-222 an der PUMA
Regulation vorgestellt (Zhang et al., 2010b). Auch diese Zelllinie zeigte im Vergleich zu
CDKNU1A eine Degradation des BBC3 mRNA Abbaus. Bei Stimulation der p53 vermittelten
Expression von BBC3 und CDKN1A und nicht inhibierter mRNA Synthese war die

Expression Expression tiber den beobachtenden Zeitraum konstant (Abbildung 14D, E).
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Abbildung 14: Melanozyten, Schleimhautmelanome und kutanen Melanome weisen eine
deutlich verkirzte BBC3 mRNA InHalbwertszeit auf

A) Fir die Untersuchung der Proteinstabilitat wurden NHEM, TU-MM1, MEL-JUSO und UD-SCC5
(UD5) mit 30nM Bafilomycin (Bafi), 100nM MG-132 und 8uM Cisplatin (Cis) fiir 24h behandelt oder
unbehandelt (-) belassen. Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. B-E) Fir
den Nachweis der mRNA Stabilitdt wurden die Zellen zunédchst 8uM Cisplatin (Cis) fir 24h
behandelt. Zusatzlich wurden Zellen, welche mit 8uM Cis vorbehandelt waren, mit 3,98uM
Actinomycin D (ActD) oder Methanol (MetOH) behandelt. Die RNA Isolation erfolgte dann nach 1h,
2h, 4h und 8h. Die in der gqRT-PCR ermittelte Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und
mit der 224t Methode berechnet.

5.12 miR-221 und miR-222 sind fiir die geringe PUMA Expression verantwortlich

In der Literatur wurde beschrieben, dass die BBC3 mRNA eine Zielstruktur der miR-221 und
miR-222 ist (Zhang et al., 2010a). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression
dieser miRNAs mit Melanom-Progression steigt (Felicetti et al., 2008). Bisher wurde weder
fur kutane Melanome, noch fiir Schleimhautmelanome eine Beteiligung der miRNA an der
Regulation der PUMA Expression beschrieben. Dies ware besonders fiir die
Schleimhautmelanome, welche eine im Vergleich zu den kutanen Melanomen reduzierte
PUMA Proteinexpression aufweisen, interessant.

Um die Beteiligung der miRNAs an der PUMA Regulation in Schleimhautmelanomen und
kutanen Melanomen zu untersuchen, wurde zundchst deren Expression ermittelt. Die
Ergebnisse des miScript miRNA Arrays zeigten eine deutlich erhthte Expression in TU-
MM1, TU-MM2, TU-MM3, TU-MM4. Die Expression von miR-221-5p und miR-222-5p in
Mel-JUSO war vergleichbar mit jener der Positivkontrolle LN229. NHEM, COLO-849, IGR-
37, SK-MEL3 und SK-MEL30 wiesen eine vergleichsweise niedrige miR-221-5p und miR-
222-5p Expression auf. (Abbildung 15A, B). Um eine funktionale Beteiligung an der PUMA
Expression zu untersuchen, wurden NHEM, TU-MM1, MEL-JUSO und LN229 mit miRNA
Inhibitoren transfiziert und anschliefend die PUMA Proteinexpression nach 48h im Western
Blot analysiert. Nach 48-stlindiger Inhibition der miR-221-5p und miR-222-5p konnte in den
TU-MML1 eine Induktion PUMA Expression beobachtet werden. Fir NHEM, TU-MM1 und
LN229 war dies nicht sichtbar (Abbildung 15C, D).
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Abbildung 15: miR-221 und miR-222 regulieren die PUMA Expression in
Schleimhautmelanonen

A, B) Fur die Untersuchung der Expression der miRNAs wurde Gesamt-RNA mit Hilfe des miRNeasy
Kits (Qiagen) isoliert und diese fur die miScript cDNA-Synthese und gRT-PCR (Qiagen) verwendet.
Die in der qRT-PCR ermittelte Genexpression wurde gegen RNU6 normalisiert und mit der 244t
Methode berechnet. C) Der Einfluss der miRNAs auf die PUMA Proteinstabilitat wurde untersucht,
indem die Zellen mit mirVana™ miRNA Inhibitor (LifeTechnologies) transfiziert wurden. Nach 48h
erfolgte die Proteinisolation und der Nachweis von PUMA im Western Blot. D) Densitometrische
Analyse der Ergebnisse aus Abb. 13C mit der ImageLab™ Software (Bio-Rad). Die Normalisierung
erfolgte mit Tubulin.

Zusammenfassend stellte sich p53, sofern es als Wildtyp vorlag, den p53-vermittelten
Apoptose betreffend, als funktionell integeres Protein dar. Es konnte in den
Schleimhaumelanomen und der Mehrzahl der kutanen Melanome durch Cisplatinbehandlung
stabilisiert werden. Die funktionelle Integritdt konnte an Hand der Induktion einiger p53
Zielgene gezeigt werden. Die Behandlung mit Cisplatin hatte fir den beobachteten Zeitraum
keinen erkennbaren Effekt auf den Zelltod, da keine Caspase Aktivierung nachgewiesen
werden konnte. Im Gegenteil konnte eine Proliferation, obwohl nicht im gleichen Mal} wie die
der unbehandelten Zellen, nachgewiesen werden. Eine Auswirkung auf den Zellzyklus wurde
deutlich, da die Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Analysen eine Akkumulation der Zellen
in der S-Phase zeigten, wenngleich die Regulation des Zellzyklus auf Proteinebene fiir die
untersuchten Proteine, vor allem fir die kutanen Melanome, dieses Ergebnis nicht
ausreichend erklérten. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die initiale

Funktion der Chemotherapie mit Cisplatin, die Induktion des Zelltods, in den untersuchten
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Krebszellen, aber auch den Melanozyten nicht induzierbar war. Bei der Untersuchung des p53
vermittelten  Apoptose  Signalweges wurde fur die Melanozyten und die
Schleimhautmelanome die reduzierte PUMA Proteinexpression, sowie die in den

Schleimhautmelanonem erhfhte miR-221 und miR-222 Expression, aufféllig.
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6. Diskussion

6.1 p53 ist in kutanen und mukosalen Melanomen funktionell integer

Der Tumorsuppressor p53 ist seit vielen Jahren Objekt intensiver Studien, da der p53
Signalweg bei der Entstehung einer Vielzahl von Krebserkrankungen beteiligt ist. Sehr h&ufig
sind Mutation im TP53 Gen fir Fehlregulationen der Funktion verantwortlich. Jedoch kénnen
auch Defekte bei vorliegendem TP53 Wildtyp, z.B. fehlerhafte Induktion oder defektes
Ansprechendes des p53 Signalweges, vorliegen (Ryan et al., 2001).

In kutanen und mukosalen Melanomen sind TP53 Mutationen selten (Kandoth et al., 2013).
Sie kdnnen daher nur in einem geringen Anteil die molekularen Verdanderungen, die zur
Tumorentstehung beitragen, erklaren. Dennoch wird von einer Akkumulierung des p53
Proteins in Melanomen berichtet, wobei die immunhistologisch positive Expression zwischen
50-94% in kutanen Melanomen und 21-80% in Schleimhautmelanomen schwankt.
Interessanterweise kann in den einzelnen Studien kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Tumorentitaten nachgewiesen werden. Ein positiver Feedback loop, induziert durch
einen Funktionsverlust von p53, wird als Ursache der p53 Wildtyp-Akkumulation
vorgeschlagen (Fritsche and Knopf, 2017, Blagosklonny, 1997).

In vorangegangenen Untersuchungen konnte die Induzierbarkeit von p53 nachgewiesen
werden (Knopf et al., 2011). Dies wurde in Vorarbeiten und in dieser Arbeit durch eine
Induktion der p53-Proteinexpression nach Cisplatin-Behandlung in den Wildtyp TP53
Zelllinien bestatigt (Fritsche et al., 2015). Eine Erhdhung der mRNA Expression konnte nicht
beobachtet werden, da die Aktivitdt des Tumorsuppressors hauptsachlich post-translational
reguliert ist (Kruse and Gu, 2009). Die Zelllinie IGR-37 tragt, auf Grund der Verschiebung
des Leserahmens, eine TP53 Deletionsmutante (C229DelTG). SK-MEL3 trégt eine
heterozygote Missense Mutation (R267W) und exprimiert im Gegensatz zu IGR-37 noch
Wildtyp Transkripte (Gwosdz et al., 2006). Eine Expression von p53 auf mRNA- und
Proteinebene war in IGR-37 daher erwartungsgeman nicht detektierbar. Fir TU-MM1 war die
Stabilisierung der Proteinexpression auf Grund biologischer Varianz nicht so deutlich zu
erkennen wie zuvor publiziert (Fritsche et al., 2015). Dennoch wurde die Aktivierung durch
Phosphorylierung an Serin 15 deutlich. Die Phosphorylierung von p53 an Serin 15 hat eine
bedeutende Rolle bei der Aktivierung des Tumorsuppressors (Loughery et al., 2014), weshalb

es hier als Hinweis auf die Aktivierung von p53 dient. Die Dauer der Phosphorylierung an
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Serin 15 korrelierte mit der Dauer der Stabilisierung von p53. Interessanterweise wiesen die
kutanen Melanome, bis auf SK-MEL30, eine Reduktion der Aktivierung nach 72h auf,
wéhrend diese fur die Schleimhautmelanome bestehen blieb. Fir SK-MEL3 lag die
Proteinexpression nach 72h sogar deutlich unter jener der unbehandelten Zellen, was einen
negativen Feedback loop vermuten lasst. Fir eine Aktivierung von p53 sprach neben der
Phosphorylierung von p53 an Serin 15 die Induktion der Expression von unmittelbaren p53
Zielgenen wie CDKN1A (p21) in den Zellen mit Wildtyp p53. Erwartungsgemall wies die
Deletionsmutante IGR-37 keine p21 Gen- und Proteinexpression auf. Ebenso schien die
Expression des p53 Wildtyp Transkripts und dessen, durch Phosphorylierung an Serin 15,
sichtbare Aktivierung in SK-MEL3 funktionell nicht ausreichend zu sein. Die hohe basale
p53 Expression in SK-MEL3 und SK-MEL30 lie auf eine Fehlregulation zuriickschliel3en.
Die in diesen Zelllinien ausbleibende Expressionssteigerung von p21 starkt die Hypothese
eines positiven Feedback loop. Die Stabilisierung der Proteinexpression induzierte keine p53
Funktion, wodurch dessen Abbau bis zu einem Maximum inhibiert wurde. Eine weitere
Inhibition des Abbaus und damit der Stabilisierung des Proteins wére durch DNA-Schaden
nicht mehr erreichbar. Daraus resultiert bei fehlender p53 Funktion eine hohe p53 Expression
und fehlende Regulation (Blagosklonny, 1997, Fritsche and Knopf, 2017). Darlber hinaus
erscheint es vorstellbar, dass diese Tumorzellen nach Induktion von DNA-Schéaden einen
Einfluss auf die post-translationale Modifikation nehmen, um eine Aktivierung von p21 und
einen dadurch induzierten Zellzyklusarrest zu inhibieren (Loewer et al., 2010). Dariber
hinaus bestatigte die fehlende Induktion in den TP53 mutierten Zellen, dass die Cisplatin-
Behandlung eine Induktion des Apoptose Signalweges nicht durch p53 unabhéngige
Mechanismen hervorrief.

Die durch p53 vermittelte Expression von BBC3 (PUMA) wurde in Zellen mit Wildtyp TP53
sichtbar, wenngleich diese nicht in allen Zellen gleich stark anstieg. Eine p53 Abhéangigkeit
wurde hier noch einmal durch die ausbleibende Induktion in den TP53 mutierten Zellen
bestatigt. Interessanterweise war in den Melanozyten und den Schleimhautmelanomen die
PUMA Expression kaum detektierbar. MEL-JUSO, COLO-849 sowie IGR-37 zeigten eine
Reduktion der Expression nach 72h. PUMA spielt fur die p53 vermittelte Apoptose eine
wichtige Rolle (Yu and Zhang, 2008). Es ist daher vorstellbar, dass die Expression dieses,
aber auch anderer pro-apoptotischer Proteine, in Krebszellen fehlreguliert ist. Die veranderte
Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine der BCL-2 Familie in Krebserkrankungen ist
mehrfach beschrieben (Yip and Reed, 2008). Da eine Induktion auf mRNA Ebene, jedoch

keine auf Proteinebene aufféallig wurde, ist eine Regulation tUber den Proteinabbau méglich.
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Eine Regulation der mRNA Stabilitit wére in den Schleimhautmelanomen und die
Melanozyten ebenso denkbar, da diese eine kaum nachweisbare Proteinexpression aufwiesen.
GADD45A ist ein weiteres p53 Zielgen, welches eine Reihe von Funktionen, zu denen
DNA-Reparatur und Zellzyklus-Kontrolle zahlen, Gbernimmt (Tamura et al., 2012). Eine
signifikante p53-vermittelte Induktion der GADD45A mRNA Expression nach Behandlung
von Cisplatin war abhangig von der Zelllinie, wobei jedoch fiir alle Zelllinien eine Steigerung
beobachtet wurde. Die auf MRNA Ebene beobachtete Induktion wurde auf Proteinebene nicht
sichtbar. Dartiber hinaus wurde nur in NHEM, TU-MM1, TU-MM2 und MEL-JUSO die
Proteinexpression nachweisbar. Nach DNA-Schaden ist eine schnelle Aktivierung von
GADDA45A und der anderen Mitglieder der Gadd45 Proteinfamilie notwendig, um einen
Zellzyklusarrest und/oder Apoptose zu induzieren (Tamura et al., 2012). Die Aktivitat von
GADDA45A wird in Melanozyten und Melanomen mit der Fahigkeit Apoptose zu Gberwinden
in Verbindung gebracht. In der Studie von Fayolle et al. wird GADD45A eine protektive Rolle
zugesprochen, da die Induktion durch niedrige Dosen UV-Strahlung zu einem
Zellzyklusarrest fiihrt, welcher die DNA-Reparatur ermdglicht. Ferner wird die protektive
Wirkung von GADD45A nicht nur fir UV-Strahlung verursachte DNA-Schaden bewiesen,
sondern auch fir die durch Cisplatin (Fayolle et al., 2008). Wahrend in dieser Studie eine
hohe GADDA45A Expression auf Grund unzureichender Apoptose-Induktion mit einer
schlechten Prognose korreliert, ist dies fiur andere Tumorentitdten gegensatzlich. Eine
Herunterregulierung von GADDA45A kann im nicht-kleinzelligem Leberkarzinom und
Hypophysenkarzinom detektiert werden (Tamura et al., 2012). Des weiteren weisen Patienten
mit Oesophaguskarzinom ohne GADD45A Expression eine signifikant kiirze Uberlebensrate
auf (Ishiguro et al., 2016). Die in dieser Arbeit beobachtete niedrige, aber dennoch
induzierbare Expression von GADDA45A, welche auf Proteinebene nicht sichtbar wurde,
konnte durch die durch p53 induzierte Expression der miRNA miR-130b, wie es fir das
nicht-kleinzellige Lungenkarzinom beobachtet wurde, erkléart werden (Li et al., 2017).

Als weiteres transkriptionelles Zielgen von p53 wurde die in der vorliegenden Arbeit die
Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax untersucht. Eine Induktion der mRNA
Expression konnte fur alle Zellen nachgewiesen werden, wenngleich diese nur in MEL-JUSO
ein signifikantes Niveau erreichte. Die Induktion war auf Proteinebene hingegen nach 24h
weniger deutlich, stieg jedoch bis zu 72h an. Interessanterweise wurde die Proteinexpression
des anti-apoptotischen Proteins BCL-2 ebenso nach Cisplatin-Gabe in den
Schleimhautmelanomen hochreguliert. In den kutanen Melanomen dahingegen zeigten nur
COLO-849, IGR-37 und SK-MELZ30 eine detektierbare BCL-2 Expression, welche sich aber
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unter Behandlung nicht anderte. Die Expression von BCL-2 wird in verschiedenen
Tumorentitaten mit Chemotherapie-Resistenz in Zusammenhang gebracht werden (Cho et al.,
2006, Sartorius and Krammer, 2002, Grover and Wilson, 1996). Eine BCL-2 vermittelte
Cisplatin-Resistenz, wie sie fur kutane Melanome beschrieben wird, war auf Grund der nicht
nachweisbaren Proteinexpression in MEL-JUSO, COLO-849 und SK-MELZ3 fiir diese Zellen
nicht denkbar. Andere Studien zeigen eine Herunterregulation von BCL-2 in kutanen
Melanomen im Vergleich zu gutartigen Naevi. Hussein et al. schlussfolgern daraus, dass die
BCL-2 Herunterregulation und die damit erhdhte Apoptoserate, die hohe Mitoserate und das
anhaltende Wachstum der Melanomzellen nicht kompensieren kann (Hussein et al., 2003).
BCL-2 reguliert die Fahigkeit von Bax, Poren in der duf3eren mitochondrialen Membran zu
bilden, in dem es direkt mit Bax konkurriert. Dadurch wird die Heterooligomerisierung
gefordert und die Bax Homooligomerisierung inhibiert. Damit kann BCL-2 direkt die
Permeabilisierung der duBeren mitochondrialen Membran abschwéchen (Andreu-Fernandez
et al., 2017). Funktionelle Ruckschlisse auf die Induzierbarkeit der Apoptose bei
grundsatzlicher Induzierbarkeit von Bax und nicht detektierbarem bzw. regulierbarem BCL-2
sind nicht moglich. Die Apoptose ist durch weitere pro-apoptotische Proteine wie BAK oder
BID und anti-apoptotische Proteine wie BCL-xL und Mcl-1 gesteuert (Shamas-Din et al.,
2013). Da diese nicht untersucht wurden, kann keine detailliertere Aussage zur Regulation zur
Apoptose Induktion gegeben werden.

Weiterhin konnte eine deutlich erhthte Expression in Melanomen, verglichen mit
Melanozyten, fir BCL2A1 beschrieben werden (Riker et al., 2008). Jene Ergebnisse kann die
vorliegende Arbeit nicht bestdtigen. Dariiber hinaus zeigten die kutanen Melanome eine
reduzierte BCL2A1 Expression, welche in SK-MEL3 nach Cisplatin Behandlung deutlich
herunterreguliert wurde. Interessanterweise konnte in den Schleimhautmelanomen keine,
bzw. im Vergleich zu den Melanozyten nicht nachweisbare, BCL2A1 Expression detektiert
werden. In 30-40 % der Melanome ist BCL2A1 signifikant verstarkt exprimiert und ist
essentiell fiir das Uberleben der Zellen, welche dieses Gen vermehrt exprimieren. Zusammen
mit der BRAF(V600E) Mutation fordert es die Tumorigenese (Haq et al., 2013). Die kutanen
Melanome als auch die Schleimhautmelanome wurden auf Grund der geringen Expression in
die Gruppe der nicht BCL2A1 amplifizierenden Melanome eingeteilt. Eine weitere
Untersuchung der Bedeutung von BCL2A1 war flr diese Zellen daher nicht substanziell.
Zusammenfassend konnte die funktionelle Integritit von p53 in Hinblick auf die
Induzierbarkeit direkter Zielgene bestatigt werden. Die Intensitat war dabei abhéngig von der

Zelllinie. Funktionelle Untersuchungen zur Regulation der Proteinexpression, welche die
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Fragen zur fehlenden GADD45A und BCL-2 Expression klaren, kénnen angeschlossen
werden. Die Untersuchungen klaren keine Fragen zur funktionellen Interaktion des p53
Netzwerkes in kutanen und mukosalen Melanomen, sondern untermauern die Annahme der
generellen Funktionsfahigkeit von p53. In vielen Fallen war eine deutlich reduzierte
Genexpression der p53 Zielgene im Vergleich zu den Melanozyten auffallend, welche durch
fehlregulierte post-trankriptionelle Mechanismen erklart werden konnte. So sind z.B. eine
Reihe verschiedener miRNAs beschrieben, dessen Fehlregulation in Melanomen auf die
Proliferation, die Invasion, das Uberleben und die Immunantwort Einfluss nehmen (Segura et
al., 2012).

6.2 Die Behandlung mit Cisplatin verlangsamt das Wachstum von kutanen und mukosalen

Melanomen

Das Ziel von Anti-Krebs-Therapien ist entweder die Beseitigung von Tumorzellen durch
Auslésen der Apoptose oder die irreversible Arretierung dieser in der G1-Phase des
Zellzyklus (Mattia et al., 2018). Die Untersuchungen zur funktionellen Integritdt von p53
konnten eine Aktivierung von p53 durch Cisplatin und die grundsétzliche Initiierung der
Apoptose-, DNA-Reparatur- und Zellzyklus Regulations-Signalwege nachweisen, wenngleich
diese hauptsachlich auf Transkriptionsebene detektierbar war. Weiterfihrend wurde das
Ansprechen der Melanomzellen auf die Apoptose und den Zellzyklus untersucht. Fur die
Induktion der Apoptose sind eine Reihe von Proteasen, die Caspasen, notwendig. Sie werden
als inaktive Vorlaufer exprimiert und unterlaufen eine proteolytische Spaltung an internen
Asparaginséureresten, wodurch sie aktiviert werden. (Logue and Martin, 2008). Der
Nachweis der Spaltprodukte der Initiator Caspase (Caspase 9) und Effektor Caspase
(Caspase 3) sowie des nukledren Enzyms PARP gibt daher einen Aufschluss Uber die
Apoptose in den Zellen. Interessanterweise konnte weder in den muskosalen, noch in den
kutanen Melanomen ein Hinweis auf Apoptose gefunden werden. Eine Behandlung mit
physiologischen Cisplatin-Konzentrationen konnte auch nach 72h Cisplatin Behandlung keine
Apoptose induzieren. Eine Anderung in der Genexpression von CASP9 wurde nicht
detektiert. Die Expression der Caspase 9 wird kontrolliert durch den Transkriptionsfaktor
AP-4  (Activating  Enhancer-Binding  Protein  4), ein ubiquitdr  exprimierter
Transkriptionsfaktor, welcher die basale Expression von CASP9 aufrechterhalt.

Schwankungen der AP-4 Konzentration haben keine starken Auswirkungen auf die CASP9
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Expression (Tsujimoto et al., 2005). Eine gleichbleibende Genexpression, wie es auch die hier
dargestellten gRT-PCR Ergebnisse zeigten, war daher zu erwarten.

Des Weiteren wurde die fehlende Induktion der Apoptose durch die Untersuchung der
Zellproliferation bestatigt. Die Zellen, bis auf COLO-849, wiesen trotz der Behandlung mit
8uM Cisplatin keine Abnahme in der Zellzahl auf. Darliber hinaus zeigten die untersuchten
Melanozyten, Schleimhautmelanome und kutanen Melanome ein fortschreitendes Wachstum,
wenn auch dieses im Vergleich zu den unbehandelten Zellen verlangsamt war. Unter allen
Zellen zeigten COLO-849 und IGR-37 die beste Ansprechrate auf Cisplatin. Diese kann
durch eine Verzdgerung der Zellzyklusprogression und nicht, wie es erwartet wurde, durch
Apoptose erklart werden. Der Zellzyklus wird durch die Expression der Cycline reguliert,
welche abhangig von der Zellzyklusphase synthetisiert und degradiert werden. Sie regulieren
die Aktivitdt der CDKs, welche wiederum den abwarts gerichteten Signalweg durch
Phosphorylierung ausgewahlter Proteine beeinflussen (Malumbres and Barbacid, 2009,
Vermeulen et al., 2003). Bei der Betrachtung der mRNA Konzentrationen der Cycline wurde
deutlich, dass die Melanozyten, Schleimhautmelanome und kutanen Melanome die
Expression von CCNA2 (Cylin A2) und CCNB1 (Cyclin B1) nach 24h Cisplatin-Behandlung
deutlich herunterregulieren. Die Schleimhautmelanome regulierten zusétzlich die CDK1
Expression herunter. Auf Grund der geringen Cyclin A2 und Cyclin B1 Proteinexpression in
den Schleimhautmelanomen, welche durch eine sichtbar verminderte mRNA Expression
erklart werden konnte, war die verdnderte Expression schwer erklarbar. Die Melanozyten
zeigten ab 48h, die TU-MM4 nach 24h Cisplatin-Behandlung eine Reduktion der
Proteinexpression von Cyclin A2. TU-MM3 zeigte dies fir Cyclin A2 und Cyclin B1.
Interessanterweise wiesen die kutanen Melanome wie die Melanozyten nach 48h eine
reduzierte Expression dieser Cycline auf. Die beobachtete Reduktion der CCNA2 und CCNB1
MRNA Expression war nach 24h in den kutanen Melanomen auf Proteinebene nicht sichtbar.
Es kam Uberdies zu einer Stabilisierung der Proteinexpression nach 24h. Die reprimierte
MRNA Expression wurde fir MEL-JUSO und COLO-849 erst nach 48 h durch verminderte
Proteinexpression deutlich. Dies erklart die Akkumulation von Zellen in der S-Phase nach
24h Cisplatin-Behandlung. Die Cyclin A2 Konzentration ist wahrend der GO gering, steigt
wéhrend des Zellzyklus an und erreicht die hochste Konzentration in der S- und G2/M-Phase
(Yang et al., 1999). Demnach ist die Expression in unbehandelten Zellen, welche sich
hauptsachlich in der GO bzw. G1-Phase befanden, geringer, als in S-Phase arretierten Zellen
nach 24h Cisplatin-Behandlung. Ein S-Phase Arrest war fiir die Schleimhautmelanome nicht

so deutlich erkennbar. Ubereinstimmend dazu zeigte keine der Schleimhautmelanomzellen
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eine Stabilisierung der Cyclin A2 und Cyclin Bl Expression. Bei ihnen war die
transkriptionelle Repression auf Proteinebene nachweisbar. Der Ubergang von der G1- in die
S-Phase wird zudem durch die E2F Transkriptionsfaktor Familie reguliert. In der GO/G1
Phase ist dieser an Rb (Retinoblastoma Protein) gebunden und dadurch inhibiert. Die
Inaktivierung von Rb durch Phoshorylierung durch CDKs in der spaten G1-Phase ermdglicht
die Aktivierung der E2F Proteine. Diese induzieren die Expression von Genen, welche flr
den S-Phase-Eintritt und die Zellzyklusprogression notwendig sind. Zielgene dieser
Proteinfamilie sind unter anderem CCNA2 und CDK1 (Bracken et al.,, 2004). Eine
Desphosphorylierung von Rb war fir die untersuchten Zellen fir unterschiedliche Zeitpunkte
detektierbar, wodurch die reduzierte Expression von CDK1/CDK1 und CCNA2/Cyclin A2
erklart werden kann. In der Zellzyklusprogression wird der G1/S Ubergang durch einen
positiven Feedback loop verstarkt. So fiihrt die Phosphorylierung von transkriptionellen
Inhibitoren durch CDKSs zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiir Gene, welche fur den
G1-S Ubergang notwendig sind. Diese Gene kodieren Cycline, die wiederum die Aktivitét der
CDK:s fordern (Bertoli et al., 2013). Dieser Mechanismus kann durch den CDKZ1 Inhibitor p21
unterbrochen werden. p21 gehort zu den CDK Inhibitoren, welche verschiedene CDK-Cyclin
Komplexe inhibieren. Eine Induktion der p21 Expression konnte detektiert werden, wodurch
eine Inhibierung des positiven Feedback loops moglich ist. Dartiber hinaus ist eine indirekte
Inhibierung von CDK1 und CDK2 durch einen bislang unbekannten Mechanismus
beschrieben (Abbas and Dutta, 2009). Die in IGR-37, SK-MEL3 und SK-MEL30 stabil
gebliebene CCNA2/Cyclin A2 Konzentration kann daher durch die fehlende p21 Expression
und die damit inhibierte CDK vermittelte Expression von CCNA2 erklart werden. Darlber
hinaus ist p21 notwendig und ausreichend fiir die p53 vermittelte Repression von CDK1 und
CCNB1 (Abbas and Dutta, 2009). Eine Regulation dieser Zielstrukturen war in diesen Zellen
auf Grund der fehlenden p21 Induktion ebenso nicht nachweisbar. Die Expression von
CCND1/Cyclin D1 und CCNE1/Cyclin E1 war in den Schleimhautmelanomen und kutanen
Melanomen nur unmerklich reguliert. Diese Proteine regulieren die G1- und den G1/S
Ubergang (Vermeulen et al., 2003), wahrend die Cisplatin induzierten DNA-Schaden einen
p21 vermittelten S-Phase-Arrest induzieren (Wrighton et al., 2004).

Interessanterweise war in den Melanozyten neben der Repression von Cyclin A2 und
Cyclin B1 eine deutliche Reduktion der Cyclin D1 Expression beobachtbar. Des Weiteren
zeigten diese keine Verschiebung des Zellzyklus durch Cisplatin- oder Nocodazol-
Behandlung. Nocodazol zerstort die Funktion der Mikrotubuli durch Bindung an verschiedene
Seiten des B-Tubulins und behindert damit die Dynamik der Mikrotubli. Die dadurch
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induzierte Mikrotubuli-Depolymerisation fihrt zum G2/M Arrest (Blajeski et al., 2002,
Cooper et al., 2006). Krebszellen weisen im Gegensatz zu nichtmalignen Zellen eine deutlich
erhohte Proliferationsrate auf. Es ist daher nicht verwunderlich, dass die nicht malignen
Melanozyten durch die langsamere Zellzyklusprogression keine Verédnderung nach Cisplatin
oder Nocodazol aufwiesen. Allgemein sind Chemotherapeutika darauf ausgerichtet, die
Teilung von schnell wachsenden Zellen zu inhibieren, welches der Charakteristik von
Krebszellen entspricht (Perez-Herrero and Fernandez-Medarde, 2015). Die nach 48h der
Cisplatin-Behandlung reduzierte Cyclin D1 Expression wies darauf hin, dass die Melanozyten
priméar mit einer Arretierung der G1 Phase reagieren, was sich im Histogramm auf Grund der
im Vergleich langsamen Zellzyklusprogression unbehandelter Zellen nur unzureichend
detektieren lieR3.

Schlussfolgernd war fir die Krebszellen eine Reaktion auf die Cisplatin-Behandlung nicht
durch Apoptose, sondern durch Akkumulation der Zellen in der S-Phase zu beobachten.
Ahnlich zu der Schlussfolgerung von Hussein et al. (Hussein et al., 2003), kann die erhohte
Mitoserate der in dieser Arbeit untersuchten Krebszellen, die erhthte Rate an Zellen mit S-
Phase Arrest nicht vollstdndig kompensieren, was durch verlangsamtes Wachstum in den

Proliferationskurven deutlich wurde.

6.3 DNA-Reparatur Mechanismen zeigen nach Cisplatin Behandlung ein geringes

Ansprechen

Vielfaltige DNA-Reparaturmechanismen sind in der Lage, fehlerfrei DNA-Schaden zu
reparieren, welche durch endogene oder exogene genotoxische Agenzien induziert werden.
Die schadigende Wirkung der antitumoralen Medikamente kann in Krebszellen durch die
Uberexpression von Proteinen der DNA-Reparatur Giberwunden werden. Im metastasierenden
Melanom sind jene Reparaturmechanismen aberrant, welche besonders effizient bei der
Reparatur von DNA-Schéden sind, die durch die zytotoxischen Chemotherapeutika induziert
werden (Sarasin and Dessen, 2010).

Das platin-basierte Medikament Cisplatin ist ein effizientes Chemotherapeutikum fir eine
Vielzahl von soliden Tumoren. Die durch Cisplatin induzierten Intra- und Interstrang
Quervernetzungen werden durch die Nukleotid Exzisionsreparatur, aber auch durch die
Kombination der Nuklease Aktivitat und der Reparatur durch Homologe Rekombination

(HRR- homologous recombination repair) repariert. Fir Melanome ist ein neuer
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DNA-Reparatur Mechanismus beschrieben, welcher die Proliferation der Zellen in Gegenwart
von Cisplatin erlaubt. Dieser Mechanismus beinhaltet die Inaktivierung des
HRR- Schlisselproteins RAD51, die Induktion der Translation der DNA-Polymerase ¢ und
der Induktion der Endonukleasen ERCC1-XPF (Song et al., 2017). Die in dieser Studie
beobachtete Repression von RAD51 konnte in den Schleimhautmelanomen schon nach 24h,
in den Melanozyten und kutanen Melanomen nach 48h beobachtet werden. Interessanterweise
wiesen die Zellen IGR-37, SK-MEL3 und SK-MEL30 eine schwache Reduktion der RAD51
Expression auf. Dies impliziert eine Assoziation der p53 Aktivitdt mit der Regulation der
RAD51 Proteinexpression. Es konnte gezeigt werden, dass p53 durch transkriptionelle
Repression von RAD51 die homologe Rekombination reguliert (Arias-Lopez et al., 2006).
Die in der Studie von Song et al. beobachtete Stabilisierung der ERCC1 Proteinexpression
konnte fir die in dieser Arbeit untersuchten Zellen nicht detektiert werden.

UV-Strahlung und die damit einhergehenden DNA-Schaden werden als hdufigste Ursache der
Entstehung von kutanen Melanomen angesehen. Diese Schaden aktiveren die
Basen-Exzisionsreparatur (BER), wobei XRCC1 eine wichtige Rolle spielt. Der Verlust der
XRCCL1 Expression ist assoziiert mit der Progression von dysplastischen N&vi zum primaren
Melanom. Darliber hinaus spielt es eine Rolle bei der Progression zum metastatischen
Melanom, da durch XRCCL1 dessen inhibitorische Wirkung auf die Invasion und Migration
verloren geht (Bhandaru et al., 2014). In den Schleimhautmelanomen war die Expression von
XRCC1 auf mRNA und Proteinebene im Vergleich zu den kutanen Melanomen reduziert,
was fur die Aggressivitat dieser Erkrankung spricht. Eine deutliche Regulation konnte flr
beide Tumorentitdten nicht beobachtet werden, wenngleich MEL-JUSO eine leichte
Repression nach 72h und SK-MEL30 eine Induktion nach 48h aufwiesen. Generell scheint
XRCCL1 durch die ausbleibende Reaktion auf die Behandlung mit Cisplatin keine Rolle fir
die Cisplatin Resistenz zu spielen, wie es z. B. fur das Magenkarzinom beschrieben ist (Xu et
al., 2014).

Dariiber hinaus wird die Resistenz von Melanomzellen gegeniber Interstrang
Quervernetzungen induzierenden Chemotherapeutika durch die p53 hervorgerufene Induktion
der DDB2 und XPC vermittelten DNA-Reparatur erklart (Barckhausen et al., 2014). p53
ubernimmt eine transkriptionelle regulatorische Funktion in der NER durch die Induktion von
DDB2 und XPC (Adimoolam and Ford, 2003). Fir MEL-JUSO, COLO-849, SK-MEL3
sowie fur die Melanozyten konnte eine Induktion der DDB2 und XPC mRNA Expression
beobachtet werden. Fir die Schleimhautmelanome, fiir die keine TP53 Mutation detektiert

werden konnte, ist die Transkriptions-Induktion nicht einheitlich nachweisbar. Lediglich
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TU-MM3 und TU-MM4 wiesen eine mRNA Expressionssteigerung auf, welche auch durch
Stabilisierung der Proteinexpression sichtbar wurde. Fur die kutanen Melanome wurde die
Induktion der mRNA Expression nur fir MEL-JUSO sichtbar. Eine Beurteilung ber die
Bedeutung des NER fir die Cisplatin-Resistenz in Schleimhaut- und kutanen Melanomen ist
ohne weitere Untersuchung des Reparaturmechanismus nicht méglich, da der proteasomale
Abbau von DDB2 und XPC fur die funktionelle Integritit des Reparaturmechanismus wichtig
ist. Daher ist die fehlende Induktion auf Proteinebene nicht aussagekraftig. DDB2 wird an der
Schadensstelle durch die E3 Ubiquitinligase Cullin 4A fir den proteasomalen Abbau
markiert, wodurch XPC an die Schadensstelle rekrutiert wird. Der Cullin 4A vermittelte
proteasomale Abbau von XPC ist wiederrum fiir die Rekrutierung von XPG an die
Schadenstelle notwendig. Wird XPC nicht abgebaut, hat dies Auswirkungen auf die
Einbeziehung von XPG und die Effizienz der Reparatur (EI-Mahdy et al., 2006, Wang et al.,
2007a). Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass in den Wildtyp TP53
exprimierenden Zellen der von Song et al. beschriebene neue DNA-Reparaturmechanismus
fur die Proliferation der Zellen in Gegenwart von Cisplatin verantwortlich ist. Dennoch
konnten Zellen, welche eine TP53 Mutation tragen (IGR-37 und SK-MEL3) sowie
SK-MEL30, welche eine unbekannte Fehlregulation aufwies, ebenso in Anwesenheit von
Cisplatin  proliferieren. Hier sind weitere Untersuchungen notwendig, um einen
DNA-Reparaturmechanismus zu identifizieren, der dies erklaren kann.

Wahrend TP53 Mutationen in Melanomen selten sind, sind in speziell in kutanen Melanomen
Mutationen in N-RAS und B-RAF, der Verlust der PTEN Expression, die Aktivierung des
Akt/PI3K Signalweges und der Verlust von CDKN2A Schlisselereignisse, welche die
Tumorprogression fordern (Anvekar et al., 2011). Diese kdnnen einen Einfluss auf die
untersuchten Mechanismen haben. Unterschiede in diesen molekularen Mechanismen, welche
die Differenz in der Aggressivitdt der beiden Tumorerkrankungen erkléren konnte, sollten

daher vielfaltiger erforscht werden kdnnen.

6.4 miR-221 und miR-222 spielt eine Rolle bei der PUMA Regulation in

Schleimhautmelanomen

Die Untersuchungen zum Apoptose Signalweg, Zellzyklus und der DNA-Reparatur konnten
keine wesentlichen Unterschiede zwischen Schleimhautmelanom und kutanem Melanom

aufzeigen, welche das klinisch aggressivere Verhalten der Schleimhautmelanome erklaren.
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Neben der fehlenden Expression von BCL2A1, war die nicht nachweisbare Expression von
PUMA in den Schleimhautmelanomen auffallig.

PUMA spielt eine entscheidende Rolle bei der p53-vermittelten Apoptose, da es nahezu
vollstandig die pro-apoptotische Aktivitdt von p53 tbernimmt (Yu and Zhang, 2008). Die p53
vermittelte Apoptose ist der durch Chemotherapie induzierte Mechanismus, welcher PUMA
erfordert. Interessanterweise ist nachgewiesen, dass eine verminderte Expression des
Apoptose Induktors mit der Melanom-Progression und einer schlechten Prognose korreliert
(Karst et al., 2005). Es wird gezeigt, dass die Aktivitit von PUMA in verschiedenen
Therapiemodellen entscheidend fur die Apoptose Induktion in Melanomzellen ist. So fuhrt die
Behandlung von Melanomzellen mit MEK' Signalweginhibitoren zur Induktion von PUMA
und anderer pro-apoptotischer Proteine sowie zur Repression anti-apoptotischer Proteine
(Wang et al., 2007b). Des Weiteren wird gezeigt, dass die Induktion von Stress im
Endoplasmatischem Retikulum in Melanomzellen Apoptose hervorruft, was mit der direkten
Hochregulation von PUMA einhergeht (Jiang et al., 2008).

Die Untersuchung von Patienten mit Schleimhautmelanom und vergleichend mit kutanen
Melanomen offenbarte signifikant unterschiedliche PUMA-Expressionen. Daruber hinaus
konnte die Cox Regression zeigen, dass eine niedrige PUMA Expression mit einer
schlechteren Prognose assoziiert ist. Diese Ergebnisse stimmen mit der Studie von Karst et al.
uberein, welche eine niedrige PUMA Expression mit der Melanomprogression assoziieren
(Karst et al., 2005). Eine niedrige PUMA Expression ist damit fur Patienten mit
Schleimhautmelanom  von  prognostischer Relevanz.  Ubereinstimmend zu  dem
Patientenkollektiv zeigten die Schleimhautmelanom-Zellen ebenso eine reduzierte PUMA
Proteinexpression. Eine Induktion der BBC3 Expression konnte in den Wildtyp TP53 Zellen
detektiert werden, jedoch war auf Proteinebene keine Regulation, in den
Schleimhautmelanomen sogar keine Proteinexpression detektierbar. Im Vergleich zu TP53,
bei denen hunderte verschiedene Mutationen bekannt sind, sind fir BBC3 nur sehr wenige
beschrieben (Chen et al., 2014). Sequenzanalysen der kodierenden Region von PUMA
bestatigten die geringe Mutationslast. In den untersuchten Zellen wurde keine PUMA
Mutation detektiert. Lediglich in TU-MM2 und COLO-849 wurde ein bereits beschriebener
SNP (rs2862236) gefunden. Auf Grund der Lokalisierung in der 3" -UTR wurde diesem keine
weitere Bedeutung zugeschrieben.

Um die Ursache der fehlenden Induzierbarkeit von PUMA zu untersuchen, wurde die
Proteinstabilitdat untersucht. Der proteasomale Abbau wurde durch MG-132 und der

Autophagie vermittelte Abbau durch Bafilomycin inhibiert. Fricker et al. berichten iber eine
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Beteiligung des Proteasoms am PUMA Abbau, da dieser durch den Proteasom Inhibitor
MG-132 verlangsam wird (Fricker et al., 2010). In einer anderen Studie werden die leicht
erhbhten PUMA Proteinkonzentrationen bei Behandlung mit MG-132 durch eine erhdhte p53
Stabilisierung und die damit verursachte Expression des p53 Zielgens PUMA, erklart.
Dariiber hinaus zeigen sie, dass der Abbau spezifisch durch das Anti-Malaria Medikament
Chloroquin inhibiert werden kann. Wéhrend Chloroquin als Autophagie Inhibitor verwendet
wird, scheint der PUMA vermittelte Abbau Chloroquin-spezifisch, jedoch nicht Autophagie-
spezifisch zu sein (Lakhter et al., 2013). Bafilomycin hemmt eine V-Typ ATPase in der
Membran von Autophagosomen und dadurch die Ansauerung und Fusion des Autophagosoms
mit dem Lysosom. Dies wird durch die Stabilisierung des Autophagie-Markers Lc3A/B 1l
erkennbar (Mauvezin and Neufeld, 2015). Dennoch konnte in den Melanozyten und der
Schleimhautmelanomzellen TU-MM1 nach Behandlung mit Bafilomyin keine PUMA
Stabilisierung induziert werden. Lediglich eine leichte Stabilisierung von PUMA in
MEL-JUSO konnte durch Bafilomycin beobachtet werden. Die durch MG-132 erhdhte
Proteinmenge ist moglicherweise auch hier durch die erndhte p53 Expression erklarbar. Die
zusatzliche Induktion des Signalwegs mit Cisplatin fihrte jedoch nicht zu einer erhdhten
PUMA Expression. Die als Kontrolle verwendete Zelllinie UD5 weist eine TP53 Mutation
(V157F) auf (Lin et al., 2007) und zeigte daher keine Induktion von PUMA. Eine Beteiligung
eines erhoht aktivierten Proteinabbaus konnte daher als Ursache fur die geringe PUMA
Expression bzw. die fehlende Induktion ausgeschlossen werden.

Proteinkonzentrationen sind jedoch nicht nur Uber post-translationale Mechanismen
regulierbar, sondern auch durch post-transkriptionelle Mechanismen. Deshalb ist eine direkte
Korrelation von Proteinkonzentrationen und mRNA Menge nicht immer moglich (Franks et
al., 2017). Um eine Beteiligung post-transkriptioneller Mechansimen an der PUMA
Regulation zu untersuchen, wurde die mRNA Stabilitdt Gberpruft. Nach Induktion des
Signalwegs mit Cisplatin wurde eine Induktion der BBC3 Expression detektierbar. Nach
Inhibition dieser mit Actionmycin D, einem Inhibitor der RNA Synthese (Sobell, 1985),
konnte nach einer Stunde eine signifikante Reduktion der mRNA Konzentration detektiert
werden. Die Repression fir die untersuchten Zellen erreichte nach einer Stunde das Niveau
der unbehandelten Zellen. Fir TU-MML lag dies sogar darunter. Eine schrittweise erfolgende
Abnahme der BBC3 Konzentration konnte detektiert werden. Nach 8h der Actinomycin D
Behandlung war die BBC3 mRNA kaum noch nachweisbar. Im Kontrollversuch ohne
Actinomycin D Behandlung wurde deutlich, dass die Induktion mit Cisplatin zu einer tber

den beobachteten Zeitraum stabil erhohten mRNA Expression fiihrte. Diese Ergebnisse

88



Diskussion

deuten auf einen Mechanismus hin, der aktiv zur BBC3 Degradation fihrt. Um
auszuschlieRen, dass es sich dabei um physiologische Effekte fur p53 Zielgene handelt, wurde
CDKNI1A als weiteres Zielgen untersucht. Nach Inhibition der RNA-Synthese konnte eine
stabile mMRNA Konzentration nachgewiesen werden, welche Gber den Zeitraum nur langsam
reduziert wurde. Da die Halbwertszeit einzelner mRNAs variieren kann, wurde nach
Ursachen flir die BCC3 Repression gesucht. Die mRNA Stabilitat kann durch verschiedene
Mechanismen, welche Deadenylierung abhangiges und unabhéngiges Poly(A) Decapping
oder Spaltungen durch Endonukleasen beinhalten, reguliert werden (Day and Tuite, 1998).
Ebenso werden Fehlregulationen der miRNAs, welche dadurch als Onkogene oder
Tumorsuppressoren wirken, fir Krebserkrankungen beschrieben (Peng and Croce, 2016). Im
Jahr 2010 konnte erstmals gezeigt werden, dass BBC3 eine Zielstruktur der miRNAs miR-221
und miR-222 in epithelialen Tumoren ist (Zhang et al., 2010a). Es folgten Studien, die eine
miR-221 und miR-222 Beteiligung an der PUMA Regulation im Blasenkarzinom,
Osteosarkom und Glioblastom beschreiben (Zhang et al., 2016, Zhang et al., 2010b, Zhang et
al., 2010a, Fu et al., 2015). Da die Beteiligung der miRNAs flr das Glioblastom bereits
beschrieben ist, wurde die Glioblastomzelllinie LN229 in den Versuchen zur mRNA Stabilitét
als Kontrolle verwendet. Fir Melanome ist eine Partizipation der miR-221 und miR-222 an
der Melanom Progression beschrieben. Es wird gezeigt, dass die mit der Melanomprogression
steigende Expression der miRNAs invers mit der Expression der Zielgene c-KIT und
CDKN1B korreliert (Felicetti et al., 2008). Die Inhibierung des CDK Inhibitors p27
(CDKNZ1B) fihrt auf Grund der fehlenden Hemmung des G1/S-Phase Komplexes Cyclin D1-
CDK4 zur unkontrollierten Proliferation in die S-Phase (Segura et al., 2012). Dariiber hinaus
wird gezeigt, dass miR-221 und miR-222 die PTEN Expression blockieren, dadurch zur
Aktivierung des Akt Signalweges und zur Regulierung der Proliferation und Invasion fiihren
kann (Garofalo et al., 2009). AuRerdem wird beschrieben, dass in kutanen Melanomen die
Expression der Rezeptor-Tyrosinkinase der Regulation der miR-221 unterliegt.
Igoucheva et. al. gehen davon aus, dass die Mehrzahl der kutanen Melanome eine BRAF
Mutation tragt, welche die c-Kit vermittelte Apoptose hemmt und so das Uberleben sichert.
Jedoch werden fir c-Kit kontroverse Funktionen beschrieben. Die Rezeptor-Tyrosinkinase
induziert sowohl pro- als auch anti-proliferative Signalwege, stimuliert das Wachstum, die
Migration, aber auch die Apoptose (Igoucheva and Alexeev, 2009). Mutationen und erhdhte
Kopienzahlen sind vor allem in mukosalen Melanomen detektierbar (Curtin et al., 2006),
weshalb die Untersuchung des Einflusses der miRNA in Schleimhautmelanomen besonders

interessant ist.
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Um eine Beteiligung der miRNAs miR-221 und miR-222 zu untersuchen, wurde dessen
Expression  mittels  gRT-PCR  untersucht. Interessanterweise ~ wiesen  die
Schleimhautmelanome eine deutlich hohere Expression der miR-221 und miR-222 auf als die
Kontrollzelllinie LN229, aber auch als die kutanen Melanome. Unter den kutanen Melanomen
war fur MEL-JUSO eine vergleichsweise hohe Expression detektierbar. Die deutlich erhéhte
Expression der miR-221 und miR-222 in den Schleimhautmelanomen konnte daher die
fehlende Induzierbarkeit von PUMA auf Proteinebene bei Induktion der mRNA Expression
erklaren. Um die funktionelle Bedeutung der miRNAS zu untersuchen, wurde eine Auswahl
an Zellen mit miRNA Inhibitoren behandelt. Interessanterweise kann nach Inhibition der
MIRNA miR-221 und miR-222 eine leichte Induktion der PUMA Expression nachgewiesen
werden. Auf Grund der Sequenzspezifitat beider miRNAs fur BBC3 ist fiir die folgenden
Versuche eine Co-Inhibition notwendig, um letztendlich die Beteiligung der miRNAs an der
PUMA Regulation zu bestatigen.

Dennoch ist die in den Schleimhautmelanomen erhdhte Expression dieser miRNAs ein
Hinweis auf die Inhibition der Apoptose und die Erhdhung der Proliferation durch Regulation
von p27 und PTEN. Eine Beteiligung an weiteren Signalwegen auf Grund der hohen Anzahl
an Zielgenen ist darlber hinaus zu erwarten (Lupini et al., 2013). Hinsichtlich der Ergebnisse
der Untersuchungen zur Apoptose, Zellzyklus und DNA-Reparatur, konnte die erhdhte
Expression der miR-221 und miR-222 die geringe Ansprechrate auf klassische
Chemotherapeutika erklaren. Ob dadurch die molekularbiologische Begrindung fir die im
Vergleich zum kutanen Melanom aggressiveren Verhaltens ist, bleibt fraglich. Zudem wurden
bisher keine Marker gefunden, die die hohe Lokalrezidivrate des Schleimhautmelanoms
erklaren kann, welche Ursache fiir das schlechte Uberleben ist.

Die durch die in dieser Arbeit aufgezeigte unterschiedlichen Expression der miRNA miR-221
und miR-222 macht die Notwendigkeit einer Differenzierung fiir diese Tumorentitaten
hinsichtlich der Therapieoptionen deutlich. Auf Grund der geringen Mutationslast in
Schleimhautmelanomen und der klinischen Begrindbarkeit der Aggressivitat stellen sich
diese als physiologischere, den Melanozyten ahnlichere Tumorentitat dar. Eine Kombination
klassischer ~Chemotherapeutika und mIiRNA Inhibitoren stellt sich daher als

vielversprechender Therapieansatz dar.
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6.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine Beteiligung der miRNAs miR-221 und miR-222 an
der PUMAregulation in Schleimhautmelanomen vermuten. Da die funktionelle Bedeutung der
mMIiRNAs bisher nur durch einzelne Transfektion der miRNA Inhibitoren in einer Auswahl an
Zellen untersucht worden ist, soll eine Co-Transfektion der miRNA Inhibitoren fur beide
miRNAs und in allen vorliegenden Zelllinien deutlichere Ergebnisse liefern. Dabei ist jedoch
fraglich, ob die dadurch induzierte PUMA Expression ohne weitere Induktion des
Signalweges zur Apoptose fiihrt. Die Wirkung der Stabilisierung der PUMA Expression
durch miRNA Inhibition auf die Tumorigenitdt und damit das Wachstum soll mittels
Proliferationskurven untersucht werden. Die Bedeutung von PUMA fur die p53-vermittelte
Apoptose, wie sie z. B. durch Cisplatin induziert wird, ist essentiell. Daher sollte bestatigt
werden, dass die Wiederherstellung der PUMA Expression alleinig nicht ausreicht, um
Apoptose zu induzieren, sondern es noch eine Induktion durch z.B. Cisplatin oder einem
anderen DNA-schadigender Substanz benétigt. Dies soll in Proliferationskurven, als auch
durch Nachweise der Apoptose im Durchflusszytometer und der Spaltprodukte der Caspasen
im  Western Blot nachgewiesen werden. Die Bedeutung von PUMA in
Schleimhautmelanomen kann daruber hinaus durch Nachweis der Proteinexpression mittels
Immunhistochemie in einer grofieren Kohorte im Vergleich zum kutanen Melanom untersucht
werden. Eine Korrelation der PUMA-Expression mit dem Uberleben wiirde die klinische
Signifikanz von PUMA erlautern.

In der Literatur wurde die Rolle des Anti-Malaria Mittels Chloroquin als Therapie fir
Melanome diskutiert. Dieses gunstige und nebenwirkungsarme Medikament induziert Uber
einen bislang unbekannten Mechanismus die PUMA-Expression und flhrt somit zur
Apoptose. Die Wirkung von Chloroquin in Schleimhautmelanomen wurde bislang nicht
untersucht. Daher soll die Wirkung von Chloroquin auf die Schleimhautmelanome und
vergleichend auf die kutanen Melanome mittels Proliferationskurven tberprift werden. Es
soll untersucht werden, ob die Behandlung mit Chloroquin auch in den
Schleimhautmelanomen zur Inhibition der Autophagie und der dadurch induzierten PUMA-
Expression kommt. Des Weiteren soll gepriift werden, ob die Behandlung von Chloroquin
und die mogliche dadurch induzierte PUMA Expression alleinig fur die Induktion der
Apoptose ausreichend ist, oder es einen zusatzlichen Stimulus, z.B. Cisplatin, bedarf. Da auf
Grund der Ergebnisse davon auszugehen ist, dass primdr eine Regulation von PUMA auf

Translationsebene vorliegt, muss berprift werden, inwiefern die miRNA- und der
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Autophagie vermittelte PUMA Abbau zusammenspielen. Daflr soll die Induktion der
Apoptose bei gleichzeitiger Behandlung von miRNA Inhibitoren und Chloroquin mittels

Durchflusszytometer und Western Blot untersucht werden.
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7. Zusammenfassung

Jahrlich erkranken in Europa pro 100.000 Menschen ca. 11 am kutanem Melanom. Das
kutane Melanom ist die haufigste Aberration der Melanozyten, den pigment-bildenden Zellen.
Es existieren jedoch histologische und klinische Sonderformen, zu denen auch das
Schleimhautmelanom zéhlt. Dieses macht nur ungeféahr 1% aller Melanome aus. Die Hélfte
der Falle dieser Sonderform sind im Kopf-Hals-Bereich lokalisiert. Im Vergleich zu dem
kutanen Melanom ist die Prognose fiir das Schleimhautmelanom schlecht. Wéhrend die
5-Jahres Uberlebensrate bei Patienten mit kutanem Melanom bei 80% liegt, ist diese fiir
Patienten mit Schleimhautmelanom mit 17% deutlich niedriger. Im Hinblick auf die
Schleimhautmelanome zeigt sich ein nur unzureichendes Ansprechen auf Kklassische
Chemotherapeutika, wie Interferone und Dacarbazin. Insbesondere den Tumorsuppressor p53
ansprechende Therapeutika erzielen kaum Erfolge. Interessant dabei ist, dass die Mehrzahl
der Melanome eine Akkumulation von p53 aufweist, welche jedoch nicht durch eine
proteinstabilisierende Mutation erklart werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten
keine Defekte in der direkten p53 Regulation und Funktion nach Behandlung mit
physiologischen  Konzentrationen  Cisplatin  detektieren.  Eine  Regulation  der
DNA-Reparaturproteine auf Transkriptions- oder Translationsebene war hingegen nur fir
direkte p53-Zielgene zu verzeichnen. Die Behandlung mit Cisplatin fiihrte in den Zellen nicht
zum Zelltod. Jedoch konnte eine Wachstumsverlangsamung verzeichnet werden, welche
durch die p53-abhéngige Regulation Zellzyklus-relevanter Proteine erklart werden konnte.
Interessanterweise konnte jedoch PUMA als direktes p53-Zielgen und Schlisselprotein in der
defekten Apoptose identifiziert werden. In der Literatur wird beschrieben, dass Melanome
eine reduzierte PUMA Expression besitzen, wodurch die fehlende Induzierbarkeit der
Apoptose erklart werden kénnte. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zu den kutanen Melanomen, die Schleimhautmelanome eine signifikant geringere
Expression zeigten und diese mit einer schlechten Prognose assoziiert war. Eine Mutation,
welche die reduzierte PUMA Expression in den untersuchten mukosalen oder kutanen
Melanomzellen erkléren kdnnte, wurde bei Sequenzierungen nicht gefunden. Die Analyse der
MRNA Stabilitat zeigte, im Vergleich zu anderen p53 Zielgenen und einer Kontrollzelllinie,
eine rapide Abnahme der BBC3 mRNA Konzentration. Gleichzeitig konnte in diesen Zellen
eine erhohte Expression der miRNA-221 und miRNA-222 detektiert werden. Durch
Erhbhung der PUMA-Proteinkonzentration nach Inhibition der miRNAs konnte dies auch

erstmals fur die Schleimhautmelanome gezeigt werden. Damit bestatigt sich die Bedeutung
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von PUMA und der miRNAs in der schlechten Ansprechrate der Schleimhautmelanome auf

Chemotherapeutika.

8. Abstract

Among 100,000 inhabitants 11 people are diagnosed with cutaneous melanoma every year. It
is the most common aberration of melanocytes, the pigment-building cells of the skin. There
are histological and clinical subtypes including mucosal melanoma. This tumor entity
accounts for only 1% of all melanoma. More than half of them are located in the head and
neck area. Compared to cutaneous melanoma, the prognosis of mucosal melanoma is poor.
While the five-year survival rate of cutaneous melanoma is about 80%, it is significantly
lower for patients with mucosal melanoma (17%). With regard to the mucosal melanomas,
there is an inadequate response to classical chemotherapeutic agents, such as interferons and
dacarbazine. In particular, the tumor suppressor p53 activating chemotherapeutics achieve
little success. Interestingly, the majority of melanomas show an accumulation of p53 that
cannot be explained by protein stabilizing mutations. In this study, no direct defects in direct
p53 regulation and function, after treatment with physiological cisplatin concentrations, could
be detected. A regulation of DNA repair proteins on transcriptional or translational level was
only observed for direct p53 target genes. Treatment with cisplatin did not induce cell death in
those cells. Nonetheless, a deceleration on proliferation could be observed, which can be
explained by the p53-dependent regulation of cell cycle relevant proteins. Moreover, the
direct p53 target PUMA could be identified as key protein in dysfunctional apoptosis. In the
literature it is demonstrated that melanomas showed a reduced expression of PUMA, which
may explain the lack of inducing apoptosis. This study could prove that even mucosal
melanomas showed a reduced expression of PUMA in comparison to cutaneous melanoma,
which is also associated to a poor prognosis. Mutations, which might explain the reduced
expression, could not be detected in the investigated mucosal or cutaneous melanoma cells.
The examination of mRNA stability showed a rapid degradation of BBC3 mRNA in
comparison to another p53 target gene CDKN1A. Moreover, an enhanced expression of
MIRNA-221 and miRNA-222 could be detected for mucosal melanomas. Interestingly, after
inhibition of these miRNAs, the PUMA expression could be restored in mucosal melanoma.
This confirms the significance of PUMA and the miRNAs in the poor response to

chemotherapeutics in patients with mucosal melanoma.
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Anhang

10. Anhang

10.1 RT? Profiler™ PCR Array Human Cell Cycle

MEL-JUSO unb
COLO-849 Cis
IGR-37 Cis
SK-MEL 3 unb
SK-MEL 3 Cis
SK-MEL 30 unb

ABLI
ANAPC? 0,57
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BCCIP
BCL2
BIRCS
BRCAI
BRCA2
CASP3
CCNA2
CCNBI
CCNB2
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CCND1 0,73
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runterreguliert - _ hochreguliert
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Tabelle 1: Ubersicht der Ergebnisse des RT2 Profiler™ PCR Array Human Cell Cycle

Fir eine Ubersicht der Cisplatin-Wirkung auf Gene, welche an der Zellzyklusregulation beteiligt sind,
wurden die Zellen fur 24h mit 8uM Cisplatin behandelt oder unbehandelt belassen. Die RNA wurde
mit dem RNeasy Kit isoliert. Die cDNA Synthese erfolgte mit dem RT2 First Strand Kit, die gRT-PCR
mit dem RT2 SYBR Green Mastermix und dem Human Cell Cycle Array (alles von Qiagen) nach
Herstellerangaben. Die Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und mit der 244t Methode
berechnet. Die Bewertung der Herunter- bzw. Hochregulation bezieht sich auf die 2-fache Repression
bzw. Induktion im Vergleich zur Kontrolle, den unbehandelten Melanozyten.
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10.2 RT? Profiler™ PCR Array: Human DNA Repair
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XPC 055 1.00 066 149 100-
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XRCC2 1,81 139 1,30 1,24 0,06 1,00 1,11
XROC3 1,00 0,89
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runterreguliert -

Tabelle 2: Ubersicht der Ergebnisse des RT? Profiler™ PCR Array Human DNA Repair

Fir eine Ubersicht der Cisplatin-Wirkung auf Gene, welche an der DNA Reparatur beteiligt sind,
beteiligt sind, wurden die Zellen fiir 24h mit 8uM Cisplatin behandelt oder unbehandelt belassen. Die
RNA wurde mit dem RNeasy Kit isoliert. Die cDNA Synthere erfolgte mit dem RT? First Strand Kit,
die gRT-PCR mit dem RT? SYBR Green Mastermix und dem Human DNA Repair Array (alles von
Qiagen) nach Herstellerangaben. Die Genexpression wurde gegen GAPDH normalisiert und mit der 2-
AaCt Methode berechnet. Die Bewertung der Herunter- bzw. Hochregulation bezieht sich auf die 2-
fache Repression oder Induktion im Vergleich zur Kontrolle, den unbehandelten Melanozyten.
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Anhang

10.3 Vergleichende epidemiologische und Tumorrelevante Charakteristika der kutanen

Melanom- und Schleimhautmelanom-Kohorte

CM MM
n (%) n (%) p-Wert
n 129 29
Alter (Jahren) <0.0001
Mittel £ SD 57+18 70+12
Geschlecht, n (%0) 0.073
mannlich 77 (60) 12 (41)
weiblich 52 (40) 17 (59)
Lokalisation
Sinonasal 26 (90)
Nasopharynx 1(3)
Mundhéhle 2 (7)
Haut (Kopf-Hals-Bereich) 129 (100)
T Status, n (%) <0.0001
Tl 80 (62)
T2 17 (14)
T3 16 (12) 24 (83)
T4 16 (12) 5(17)
N Status, n (%) <0.0001
NO 44 (34) 25 (86)
N+ 66 (66) 4 (14)
M Status, n (%) 0.003
MO 112 (87) 29 (100)
M1 17 (13)
R Status, n (%) 0.33
RO 124 (96) 26 (90)
R1 4 (3) 2 (7)
R2 1(1) 1(3)
Behandlung, n (%0) 0.096
OP 88 (71) 17 (58)
OP + RTx 13 (10) 9 (32)
OP + RCTX 12 (9)
OP + CTx 14 (10)
Primar RTx 3 (10)

CM-  kutanes Melanom, MM-Schleimhautmelanom, T- Tumor, N- regionéare
Lymphknotennmetastasen, M- Fernmetastasen,R- Rezidiv, Anzahl, SD- Standardabweichung,
OP- Operation, RTx- Strahlentherapie, RCTx- Strahlen- und Chemotherapie, CTx-
Chemotherapie.
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