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Einleitung

I Einleitung

I.1.1 Die Epidemiologie des malignen Melanoms

Das maligne Melanom gehort zu den 12 haufigsten Krebserkrankungen der EU (Esteve et al.,
1993, Jemal et al., 2001, Marrett et al., 2001, Manssoon—Brahme et al., 2002). In den
vergangenen Jahrzehnten ist weltweit ein kontinuierlicher Anstieg sowohl in der Inzidenz- als
auch in der Mortalitétsrate des malignen Melanoms zu beobachten.

Allein in Deutschland treten jéhrlich 10-12 neue Fille pro 100.000 Einwohner auf (Garbe et
al., 1991). Bei Frauen ist das maligne Melanom neben dem Mamma-Karzinom und dem
Lungenkarzinom das zweithdufigste Karzinom (Meurisse ef al., 2002; Houghton et al., 1980;
Rigel, 1997, Herlyn 1993, Osterlind et al., 1986). Zusétzlich stellte Schaart im Jahre 1993 die
Hypothese auf, dass die jahrliche prozentuale Ozonminderung eine Zunahme des malignen
Melanoms um 0,6-2,0% verursacht (Schaart ef al., 1993).

Besonders bei der hellhdutigen Population findet man im Gegensatz zur dunkelhdutigen
Bevdlkerung eine gravierende Zunahme des malignen Melanoms (Armstrong et al., 2001,
Fears et al., 2002). Eine besonders drastische Zunahme des malignen Melanoms findet man
bei hellhdutigen Menschen in Léndern mit starker Sonneneinstrahlung wie Australien,
Neuseeland und USA. So ist in Australien das maligne Melanom die hiufigste Krebsart in der
Bevdlkerungsgruppe der 15- bis 44-jdhrigen. Insgesamt ist dort das maligne Melanom die
dritthdufigste Karzinomerkrankung bei den Frauen und die vierthdufigste bei den Mannern.
Allein im Jahre 1997 wurden 8366 Neuerkrankungen diagnostiziert, wohingegen in den USA,
nach Schitzung der American Cancer Society, die Zahl der Neuerkrankungen im Jahre 2003
etwa 54 000 betragen wird (Tucker et al., 2002).

Nach epidemiologischen Untersuchungen zeichnen sich bestimmte Risikofaktoren fiir das
maligne Melanom ab. So haben Menschen, welche mehrfache schwerwiegende Sonnenbriande
in ihrer Kindheit hatten, ein erhohtes Risiko an einem Melanom zu erkranken (Bauer et al.,
2003, Wiecker et al., 2003, Bauer et al., 2004). Ebenso weisen Menschen mit vielen
melanozytdren Navi ein hoheres Melanomrisiko auf (Gallagher et al., 1990, Bliss et al., 1995,
Bauer et al., 2003, Wiecker et al., 2003, Bauer et al., 2004).

Neben den exogenen Faktoren ist die erbliche Pradisposition fiir das maligne Melanom zu
nennen (Czajkowski et al, 2004). Ein familidres Melanom geht oft mit dem sogenannten
displastischen Nédvussyndrom einher. Charakteristisch hierfiir ist, dass eine Vielzahl von
dysplastischen Nédvi am ganzen Korper vorhanden sind, die ein hohes Potential haben,

maligne zu entarten (Norris ef al., 1820, Greene et al., 1985).
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Unter allen Melanomen liegt die Haufigkeit des familidren Melanoms zwischen 3-14%, dabei
gibt es zum Teil regionale Unterschiede (Greene et al., 1999).

Beim familidren Melanom sind bestimmte Chromosomenbereiche hdufig deletiert wie
beispielsweise der kurze Arm von Chromosom 9 (9p21-22,) und der kurze Arm von
Chromosom 1 (1p36, Bale et al., 1989). Auf dem Chromosomabschnitt 9p21 liegen unter
anderem die Gene pl5, pl6 und pl4ARF. Keimbahnmutationen im p16-Gen (CDKN2A)
treten bei 20-40% der familidren Melanomfamilien mit 3 oder mehr erkrankten Angehdrigen
auf, wihrend nur 5% der Familien mit 2 erkrankten Angehdrigen eine pl6 Mutation
aufweisen (Kefford et al., 1999, Pollok et al., 1998). In metastatischen Melanomzelllinien ist
p16 meist durch Deletion, Mutation, Translokation oder DNA-Methylierung inaktiviert, dabei
betreffen diese Deletionen meist nur ein Allel (Cairns et al.,, 1994, Kamb et al., 1995, Larsen

et al., 1996).

1.1.2 Entstehung und Progression des malignen Melanoms

Clark und Elder stellten ein Modell fiir die stufenweise Progression des Melanoms auf, wobei
die Entstehung eines metastasierenden Melanoms wahrscheinlich {iber fiinf Stadien der
Tumorprogression abléduft, die sich histologisch voneinander unterscheiden lassen (Clark, Jr.
1991; Elder et al, 1993; siche Abb.1). Jedes Stadium hat Zelltypen mit einer
charakteristischen =~ Morphologie, = Wachstumsverhalten, = Oberflichenmarkern = und

Metastasierungsverhalten.

Melanom-
metastase

/lf\‘\*
/’/A VGP
/,/ | Melanom
A 7
|

Melanom

Melanozytare
Dysplasie

Unreifer ’\;/ "K/
Melanozyt ’//’ |
4 \/
Gewohnlicher
Reifer
Melanozyt

Navus
Abb.1 Modell der Progression des malignen Melanoms nach Clark et al., 1991 und Elder et al., 1993. RGP
= radial growth phase (radiale Wachstumsphase), VGP = vertical growth phase (vertikale Wachstumsphase).
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Ausgangspunkt sind reife gutartige Melanozyten der Haut, die sich iiber benigne Navi
(Pigmentmale) zu atypischen Névi entwickeln konnen. Melanozytdare Navi werden demnach
als gutartige Neoplasien von Melanozyten angesehen. Die néchste Stufe wird von der
melanozytdren Dysplasie repriasentiert. Ein kritischer Schritt in der Tumorprogression des
Melanoms ist die Transition von RGP (radial growth phase) za VGP (vertical growth phase),
dabei wird die Fahigkeit zur Invasion und/oder Metastasierung erworben. Die RGP-
Melanome sind dadurch charakterisiert, dass sie nicht in die Dermis einwandern. Die VGP-
Melanome konnen aggregieren, weisen fokales Wachstum auf, kénnen in die Dermis
einwandern und weisen die Fahigkeit zur Metastasierung auf.

Die Progression endet mit einer Metastase, welche entweder aus einem horizontal und spéter
vertikal wachsenden Tumor oder gleich aus einem vertikal wachsenden Tumor entsteht.
Anhand des Modells wird deutlich, dass der Progressionsprozess des malignen Melanoms
nicht immer kontinuierlich verlduft. Manche Stadien kénnen {ibersprungen werden oder ein
Melanom ohne eine Vorlduferldsion entstehen. So kann sich beispielsweise ein Melanozyt
direkt zu einer melanozytiren Dysplasie oder zu einem RGP Melanom entwickeln.
Umgekehrt ist auch ein Stillstand der Progression moglich, so dass nicht jedes Melanom

notwendigerweise die komplette Entwicklung bis hin zur Metastasierung durchlaufen muss.

Melanome lassen sich aufgrund ihrer Morphologie und Lokalisation in vier Typen einteilen:
1) superfiziell spreitende- (SSM), 2) noduldre- (NM), 3) lentigindse- (LMM) und 4)
akrolentigindse- (ALM) Melanome. Als Parameter fiir die Prognose gilt die Eindringtiefe
nach Clark bzw. die Tumordicke nach Breslow: Clark Level I = nur Epidermis, Clark Level II
= Stratum papillare, Clark Level III = angrenzend an Stratum reticulare, Clark Level IV =

Stratum reticulare und Clark Level V = subkutanes Fettgewebe.

Die Metastasierung lauft in mehreren verschiedenen Stufen ab (Abb.2), wobei verschiedene
Risikofaktoren wie beispielsweise Geschlecht, Invasionslevel, Tumorlokalisation und
Tumordicke eine entscheidende Rolle spielen (Meier et al., 2002). Die Metastasierung wird
eingeleitet, wenn der Primértumor eine bestimmte Grosse erreicht hat (ca. 2mm), bei der eine
Néhrstoffversorgung durch Diffusion nicht mehr gewéhrleistet ist (1). Ab dieser Grosse
miissen zur Tumorversorgung neue Blutgefdsse gebildet werden (2), welche durch
verschiedene Angiogenesefaktoren induziert werden. Anschliessend erfolgt die Einwanderung

(Intravasation) der Melanomzellen in die Blut-/Lymphzirkulation (3).
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Durch Interaktionen der Melanomzellen mit den Blutzellen konnen sie in das umliegende
Gewebe bzw. in die einzelnen Organe verteilt werden (4-5). Bevorzugt wandern hierbei die
Melanomzellen in Lunge, Gehirn und Leber ein (Meier et al., 2002).

Im Kapillarbett eines Organs (6) verlassen die iiberlebenden Melanomzellen die
Blutzirkulation (Extravasation) (7-8) und proliferieren/migrieren ins Parenchym (9-10). Zu
diesem Zweck miissen sie wieder die Bildung neuer Blutgefésse initiieren und dem Angriff
des Immunsystems entkommen. Schliesslich kommt es zum Wachstum der Sekundirtumore,
den Metastasen (11, Filder et al,1998). Nach der Entwicklung von Metastasen sinkt die
Uberlebensrate bei Melanompatienten drastisch ab, so betragen die 10-Jahres-Uberlebensraten
bei Lymphknotenmetastasen 18% bzw. bei Fernmetastasen 2% (Schaart et al,, 1993). Bei
einer frithzeitigen Exzision des Primirtumors (Tumordicke < 1,0mm) zeigen 90% der

Patienten eine 10-jihrige Uberlebensrate (Orfanos et al., 1994).

(M ) 8) (4)
Primar- Neovaskularisation Gefdss- Embolisation

melanom

o

11
[

o

Gefdssaustritt Adhdsion an Arretierung in
Gefdsswdnden Organen
3

() (10 (171)
Aufbau einer —Proliferation ———p Wachsfum von Sekunddr-
Mikroumgebung s fumoren (Metastasen)

Abb. 2. Der Metastasierungsprozess des malignen Melanoms nach Fidler ef al., 1998 (weitere Erkldrungen
siche Text).

Das maligne Melanom zeigt kein homogenes Metastasierungsmuster. Patienten mit
Primértumoren entwickeln in 21,7% der Félle Satellitenmetastasen, wobei 50,2% der
Metastasen nur zu regionalen Lymphknoten disseminieren. Nach Befall der nahegelegen
Lymphknoten kommt es anschliessend durch die hdmatogene Metastasierung in 59% der
Fille zur Bildung von Fernmetastasen (Meier et al., 2002). Demgegeniiber zeigen 28,1% eine
hédmatogene Metastasierung ohne vorangegangenen Befall des Lymphsystems (Meier et al.,

2002). Nach der Bildung von Fernmetastasen kommt es in tiber der Hélfte der Félle zum Tod.
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I.1.3 Genetische Grundlagen der Entstehung und Progression des malignen Melanoms
1.1.3.1 Nukleiire Proteine

1.1.3.1.1 Komponenten von Signaltransduktionswegen

Beim malignen Melanom gibt es drei wichtige Signalwege: SRC-Kinase, PI3-Kinase und
RAS/RAF/MEK/ERK (sieche Abb.3). Der PI3-Kinase-Weg (phosphatidylinositol-3-kinase,
lipid kinase) reguliert die Zellbewegung, -proliferation, das -iiberleben und den intrazelluldren
Transport. Dabei spielt die Aktivierung des AKT- (Protein Kinase B) -Signalweges eine
entscheidende Rolle (Diehl et al., 1998, Shiojima et al, 2002, Vivanco et al, 2002).
Ausserdem ist der PI3-Kinase-Weg in vielen transformierten Zellen konstitutiv aktiviert

(Bedogni et al., 2004).

Der Src-Kinase-Weg (cytoplasmic tyrosine kinases) wird in Melanozyten exprimiert
(Wellbrock et al., 2002). In transformierten Zellen ist die Src-Kinase durch Punktmutationen
konstitutiv aktiviert. Eine src-Kinase Aktivierung ist bei der Adhidsion, Migration,
Proliferation und Inhibition der Zelldifferenzierung beteiligt (Niu et al., 2002, Huang et al.,
2003).

Wachstumsfaktoren
(z.B. EGF HGF) .
Extrezelluldare Matix
\
Zellmemlbran
H J Integrine
SICia -
P53 PAKNY Adaptoren
/ - Aktinzytoskelett
STAT3 Ras \
c-mye Raif P190
MEK Rho-GAP
ERK

Migration
PI3-Kinase |—PTEN
Zellwachstum Akt

Zellwachstum

Zellwachstum

Abb.3 Ubersicht der wichtigsten Signalwege beim malignen Melanom. Nach einer Aktivierung
(Phosphorylierung) von Src iiber Wachstumsfaktoren erfolgt die Aktivierung (Phosphorylierung) von FAK
(focal adhesion kinase). FAK wird hierbei durch Integrine reguliert, diese aktivierte Kinase bindet dann an die
SH-2 Doméne des Adaptorproteins Grb2, welches dann an das SOS-Protein bindet. Hierbei benutzt Grb2 seine
SH3-Doméne, um mit SOS in Kontakt zu kommen. Dies fiihrt anschliessend zur Aktivierung unterschiedlicher
Signalwege wie beispiclweise den PI3-Kinaseweg, RAS/RAF/MEK/ERK-, STAT3- und den Rho-GAP-
Signalweg (weitere Erklarungen siche Text).
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Der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg wird {iber Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre
Rezeptoren bzw. liber die Bindung von Integrinen an ihr Substrat aktiviert (siche Abb.3).
Dieser Signalweg spielt eine Rolle bei der Regulation des Zelliiberlebens, -wachstums, des
Zellzyklus, der Zelldifferenzierung und der Angiogenese (Lewis et al., 1998, Adjei et al.,
2001, Pearson et al., 2001).

Eine Expression von NV (neuroblastoma)-ras , K (Kirsten)-ras und H (Harvey)-ras Onkogene
konnte in Melanomzellen nachgewiesen werden (Boss et al., 1989, Adjei et al., 2001). Es
konnte gezeigt werden, dass N-Ras Mutationen zu 56% in kongenitalen Spitz-Néevi, zu 33%
in Primdrmelanomen und zu 26% in Melanommetastasen vorkommen (Papp et al., 1999,
Bastian et al., 2000, Demunter et al., 2001). Die Expression von aktiviertem Ras in
transgenen Mdusen zeigte, dass Ras wichtig fiir die Melanomentstehung und —erhaltung ist
(Broome et al., 1999, Chin et al., 1997 und 1999).

Im aktivierten, GTP-gebundenen Zustand interagiert Ras mit verschiedenen Zielproteinen, die
das nidchste Glied der Ras-Signaltransduktionskette darstellen, wie beispielsweise die
Proteinkinase RAF und die PI3-Kinase (Adjei et al., 2001). RAF kann hierbei in drei
Isoformen auftreten: A-RAF, B-RAF und C-RAF, die nach ihrer Aktivierung wiederum die
MEK-Kinasen (MEK1 und MEK2 = mitogen activated ERK-activating kinases) anregen.
Diese beiden Kinasen aktivieren dann ERK1 und ERK2 (extracellular signal-regulated
kinases), welche schliesslich eine Reihe von Transkriptionsfaktoren aktivieren (Smalley et al.,
2003). Es konnte gezeigt werden, dass die konstitutive Aktivierung von ERK als ein friihes
Ereignis in der Melanomentstehung betrachtet werden kann. Durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Brn-2 erhoht sich die Zellproliferation und —transformation und durch
die Aktivierung von Osteopontin die Adhdsion und das Zelliiberleben (Philip et al., 2001,
Goodall et al., 2004).

BRAF ist eine Serin/Threonin-Kinase und ist zu 60-70% im malignen Melanomen und zu
80% im Navus mutiert (Davies et al., 2002, Pollock et al., 2003). Die meisten Mutationen
befinden sich innerhalb der Kinasedoméne des Exons 15, dabei handelt es sich in den meisten
Féllen um eine einzelne Punktmutation, welche zu einem Austausch von Valin gegen
Glutaminsdure an der Aminosaure-Position 599 fiihrt (V599E, Pollock et al., 2003).

Aktiviertes B-RAF fiihrt zu einer Aktivierung von ERK (Davies et al., 2002). Es ist bekannt,
dass die ERK-Aktivitit in vielen Melanomzelllinien erhoht ist und fiir die
Melanozytenproliferation in vitro essentiell ist (Bohm et al., 1995, Imokova et al, 2000,

Wellbrock et al., 2002, Satyamoorthy et al., 2003).
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Der hohe Mutationsanteil in Névi ldsst vermuten, dass eine BRAF-Aktivierung alleine nicht
fiir eine melanozytdre Transformation ausreicht, aber eventuell ein Initiationsschritt in der

Kaskade sein konnte.

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome ten) ist eine Phosphatase
und ein Tumorsuppressor, welches auf Chromosom 10q lokalisiert ist (Fountain et al., 1990,
DiCristofano et al., 2000, Penninger et al., 2001, Yamada et al., 2001, Wu et al., 2003). Der
Verlust des Chromsoms 10q ist hdufig in Melanomen zu beobachten (Parmiter ef al., 1988,
Fults et al., 1993, Isshiki et al., 1993, Herbst et al., 1994, Healy et al., 1995, Ittmann et al.,
1996,). Allein beim malignen Melanom tritt der Verlust des Chromosoms 10q zu 30-40% in
Melanomzelllinien und zu etwa 10% in Primdrmelanomen auf (Guldberg ef al., 1997, Tsao et
al., 1998, Birck et al., 2000, Reifenberger et al., 2000). Eine Studie im Jahre 2000 zwei, dass
die ektopische PTEN Expression in PTEN defizienten Melanomzellen die Metastasierung

reduzieren konnte (Hwang et al., 2001).

c-kit ist eine Transmembrantyrosinkinase und ein Protoonkogen aus der PDGF- und CSF-1-
(colony stimulating factor-1) Rezeptorfamilie. Durch die Bindung an seinen Liganden stem
cell factor (SCF) erfolgt eine Homodimerisierung des Rezeptors, was zu einer erhdhten
Autophosphorylierung fiihrt (Vlahovic et al., 2003). c-kit spielt eine zentrale Rolle bei der
Zelldifferenzierung und —proliferation, und unterstiitzt das Wachstum und die Differenzierung
embryonaler Melanoblasten. Die Progression des malignen Melanoms geht mit dem Verlust
der c-kit-Protoonkogen-Expression einher (Luca et al., 1998, Natali et al., 1992, Ohashi et al.,
1996, Bar-Eli et al., 1997, Bar-Eli et al., 1999).

Die Gene p16, p15 und p14 liegen gemeinsam auf dem INK4A/ARF Locus und regulieren
die Zellproliferation. Fiir die Melanozytenalterung ist eine pl6 Aktivitit essentiell
(Sviderskaya et al, 2003), wihrend der Verlust der pl6-Expression mit der
Melanomprogression korreliert (Reed et al., 1995, Zhang et al, 2002 und 2004). Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Deletion von p16 und p19 (Homolog zu p14 in
der Maus) die Melanomentstehung in RAS-positiven {iberexprimierenden Mausen unterdriickt

(Sharpless et al., 2003, Chin et al., 1997).

Das p15-Tumorsuppressorgen ist auch als CDKN2B bekannt, weist eine bis zu 93%-ige
Sequenzhomologie zu p16 auf und liegt ca. 30kb aufwérts des p16-Gens. Es agiert wie p16 als
Inhibitor von CDK4 (Walker et al., 1998).
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P14ARF (alternative reading frame) unterscheidet sich vom p16-Gen im 1. Exon und in der
reading frame. P14 aktiviert die Antwort des Tumorsuppressorgens pS53, das zu einer
Erhéhung von MDM2 und p21 fiihrt. Dies bewirkt einen Zellzyklusarrest in der G- und in
der G,-M-Phase (Stott et al., 1998). Ausserdem erfolgt eine negative Riickkoppelung von p53
in Bezug auf die pl4ARF Bildung, d.h. grossere Mengen p53 bedeuten eine niedrigeren
pl4ARF-Expressionslevel.

CDK4 (Zyklin-abhdngige Kinase 4) befindet sich auf Chromosom 12q14 und wird von p16
inhibiert (Demetrick et al., 1994, Wang et al., 1996). Mutationen im CDK4-Gen, die die
Bindung von p16 und damit die Inhibition der Zellproliferation erhéhen, sind in etwa 5% der
untersuchten Melanomen gefunden worden (Wolfel et al., 1995, Tsao et al., 1998, Sharpless
et al. 2003).

MCIR (melanocortin-1 receptor) ist fir die Determinierung des Hauttypes essentiell
(Valverde et al., 1995). Genetische Variationen im MC1R-Gen sind hdufig bei Menschen mit
rotem Haar und/oder heller Hautfarbe vertreten (Busca et al., 2000). Es ist bekannt, dass bei
Menschen mit rotem Haar das Phdomelanin im Gegensatz zu Eumelanin vermehrt vorhanden
ist. Das Phdomelanin ist in der Lage, nach UV-Exposition freie Radikale freizusetzen und
kann auf diese Weise sonnenbedingte Hautschdden verursachen. Zwei Studien belegen, dass
das Risiko, an einem Melanom zu erkranken, mit den MCIR Variationen assoziiert ist

(Palmer et al., 2000, Kennedy et al., 2001).

1.1.3.1.2 Transkriptionsfaktoren

In der Karzinogenese des malignen Melanoms spielen eine Reihe von Transkriptionsfaktoren
wie beispielsweise AP-1, AP-2, Brn-2, CREB, CtBP, ETS-1, HMGBI1, LEF/TCF/B-Catenin,
MITF, NFgB, PAX3, SKI, Snail und STAT ein entscheidende Rolle (Poser et al., 2004). Auf
die Transkriptionsfaktoren ATF-1, AP-2, MITF, Snail, Ski und LEF/TCF/B-Catenine wird
dabei im folgenden niher eingegangen.

Die Progression des malignen Melanoms hingt mit einer Uberexpression der beiden
Transkriptionsfaktoren (TF) ATF-1 (avtivating transcription factor-1) und CREB (CRE-
binding protein) zusammen (Poser et al., 2004). Jedoch ist der genaue Mechanismus, der zur
ATF-1-/CREB- Uberexpression fiihrt, noch unklar (Jean et al., 2001). Eine Inaktivierung von
ATF-1 in metastatischen Melanomzellen fiihrte zur Inhibition bzw. Reduzierung des
Tumorwachstums und des Metastasierungpotentials in Nacktmausen, wobei die Tumorzellen

der Apoptose unterlagen (Jean ef al., 2001).
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Zwei verschiedene Mechanismen wurden postuliert, um die Metastasierung als Folge der
Uberexpression der Transkriptionsfaktoren CREB/ATF-1 zu erkliren. CREB/ATF-1 kénnte
entweder eine essentielle Rolle in der Invasion einnehmen, indem sie die CRE-abhéngige
Expression von MMP-2 und MelCAM/MUCIS reguliert, oder CREB/ATF-1 konnten als
Uberlebensfaktoren fiir die Melanomzellen fungieren (Jean et al., 2001).

Fir ATF-2 (avtivating transcription factor-2) wurde in einer Studie gezeigt, dass es in
Melanomzellen Apoptose induzieren kann, und somit eine wichtige Rolle bei der Inhibition
der Tumorentstehung, -wachstum und der Metastasierung im Mausmodell spielt (Bhoumik et
al., 2002, Bhoumik et al., 2004). Eine Inaktivierung von ATF-2 in Melanomzellen fiihrte zu

einer Sensibilisierung gegen Chemotherapeutika in vitro (Ronai et al., 1998).

AP-2 reguliert unterschiedliche Gene, welche an Wachstum, Apoptose, Zelladhdsion und
Proliferation des malignen Melanoms beteiligt sind, so z.B. c-kit, E-Cadherin, p21/WAF-1,
MMP-2, IGF, HER-2, BCL-2, FAS/APO-1, MelCAM/MUCIS, p53 und PAR-1 (Bar-Eli et al.,
1999 und 2001, Nyormoi et al., 2003, Tellez et al., 2003). Der Verlust der AP-2 Expression
korreliert mit der Progression des malignen Melanoms (Bar-Eli ef al., 1999). Studien belegen,
dass in vivo AP-2 durch eine Deregulation der MMP-2 Gene die Melanomprogression fordert
(Gershenwald et al, 2001). Ausserdem fiihrte AP-2 Reexpression in Nacktméiuse zur
Inhibition des Metastasierungspotential einer hochaggressiven Melanomzelllinie (Bar-Eli et
al., 2001). In einer immunhistologischen Analyse konnte gezeigt werden, dass eine AP-2-

Expression in Primdrmelanomen das Risiko der Metastasierung vermindert.

Das MITF-Protein (microphtalamia associated transcription factor) wird im malignen
Melanom iiberexprimiert, ist entscheidend fiir das Zellschicksal und ein kritischer Regulator
fiir die Entwicklung und das Uberleben von Melanozyten. Hierbei spielt die Verbindung von
MITF zum WNT-Signalweg eine entscheidende Rolle (Widlund et al., 2003, Poser et al.,
2004). Miuse mit Mutationen im MITF-Gen zeigen einen weissen Phénotyp (Tachibana et
al., 1997). Es wurde gezeigt, dass MITF die Bcl-2 Expression reguliert und somit das
Zelliiberleben moduliert (McGill et al., 2002).

Die Zinkfingerproteine der SNAIL-Familie gehoren zur bHLH-Familie (basic helix loop
helix), welche essentiell fiir die Mesodermbildung wihrend der Gastrulation und der

Entwicklung der Neuralleiste sind (Erives ef al., 1998, Paznekas et al., 1999).
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Einige Mitglieder der SNAIL-Familie interagieren mit Hilfe ihrer SNAG-Doméne mit dem E-
pal-Element, und iiben somit ihre repressive Eigenschaft auf E-Cadherin aus (Battle et al.,
2000). Wird SNAIL iiberexprimiert, kommt es zu einem Verlust der E-cadherin-Expression,
und die Zellen erlangen die Fahigkeit zur Invasion und Migration (Cano et al., 2000, Poser et

al., 2001).

SKI wird beim malignen Melanom {iberexprimiert (Fumagalli et al., 1993). Diese konstante
Uberexpression von c-Ski in Melanomzelllinien im Vergleich zu Melanozyten fiihrte zu der
Vermutung, dass Ski als Protoonkogen bei der Melanozyten-Transformation eine Rolle spielt
(Poser et al., 2004). Ausserdem konnte gezeigt werden, dass die SKI Uberexpression den
Zellen eine Resistenz gegeniiber dem wachstumsinhibitorischen Effekt von TGF-f3 verleiht
(Poser et al., 2004). Die repressive Eigenschaft von Ski auf den TGF-p Signalweg erfolgt
durch die Bindung an die Smad-Proteine d.h. die nukledre Translokation von Smad wird in
Antwort auf TGF-f verhindert (Nicol ef al., 1998, Akiyoshi et al., 1999, Luo et al., 1999, Sun
et al., 1999, Xu et al., 2000, Chen et al., 2003). Diese Inaktivierung konnte in einer Reihe von
Tumoren, inklusive des malignen Melanoms, beobachtet werden (Massague et al., 2000).
Reed et al., konnte in einer immunhistologischen Analyse zeigen, dass ein SKI Protein in
Primdrmelanomen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus vorkommt, wéhrend in

Melanommetastasen eine SKI Retention im Zytoplasma zu beobachten ist (Reed et al., 2001).

Brn-2 gehort zu der POU-Familie von Transkriptionsfaktoren und wird stark in
Melanomzelllinien exprimiert, wihrend in Melanozyten keine Expression zu detektieren ist
(Sturm et al., 1994, Eisen et al., 1995, Thomson et al., 1995, Ryan et al., 1997). Es konnte
gezeigt werden, dass die Brn2 Expression durch Ras und den MAP-Kinase-Signalweg
hochreguliert und durch wnt/B-Catenin kontrolliert wird (Goodall et al., 2004). Somit ist Brn-
2 das Zielgen dieser beiden Signalwege. In Melanomzellen, welche [-Catenin
iiberexprimierten, fiihrte eine {iber siRNA’s vermittelte Inhibition der Brn-2 Expression zu

einer signifikanten Reduzierung der Proliferation (Goodall et al., 2004).

LEF/TCF/B-Catenin

In der Cadherin vermittelten Zell-Zell-Adhésion spielt f-Catenin eine tragende Rolle, indem
es die Signaltransduktion zwischen E-Cadherin und dem Aktinzytoskelett bzw. den
Tyrosinkinasen der Wachstumsfaktoren und der Wnt-Signalkaskade vermittelt (Kemler et al.,
1993, Gumbiner et al., 1995, Mareel et al., 1997, Yap et al., 1997, Brown et al., 1998, Bittner
etal., 2001, Worm et al., 2004).
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B-Catenin bindet an die Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef, was zu deren Aktivierung fiihrt.
Das APC Gen, das hiufig mutiert ist in adenomatdser Polyposis, kodiert fiir ein Protein, das
ein negativer Regulator des -Catenin Signalwegs ist (Korinek et al., 1997). Durch Bindung
von APC an B-Catenin kommt es zu einer intrazelluliren Abnahme der [-Catenin
Konzentration, dadurch werden die Transkriptionsfaktoren Tcf und Lef freigesetzt und damit
inaktiviert. Ebenso konnen Mutationen im -Catenin Gen die Funktion soweit verdndern, dass
es nicht mehr inhibierbar ist. Aufgrund von Mutationen im in 3-Cateningen wurden in 7 von
26 humanen Melanomzelllinien abnormal hohe Mengen an 3-Catenin detektiert (Rubinfeld et
al., 1997). Diese Verdnderungen fiihrten zu einer Stabilisierung des Proteins, das wiederum
zu einem konstitutiv akiven B-Catenin/Lef Komplex fiihrte und somit zum Tumorwachstum
(Nelson et al, 2004). Worm et al, konnte durch die Expression von kurzen
Haarnadelformigen RNA’s zeigen, dass die APC Expression in Melanomzellen unterdriickt
wird, was dann zu einer Erhohung der wnt-abhéngigen Zellproliferation fiihrte (Worm et al.,
2004). Es ist bekannt, dass Rho im wnt Signalweg eine essentielle Rolle einnimmt und, dass
eine Uberexpression von RhoC die Metastasierung des malignen Melanoms verstirkt, da
RhoC die Zellmigration kontrolliert (Clark et al., 2000, Kishida et al., 2003, Nelson et al.,
2004). Als Schlussfolgerung lasst sich sagen, dass sowohl Verdnderungen im APC Gen als

auch im B-Catenin- Gen die Entstehung und/oder Progression beim Melanom unterstiitzen.

1.1.3.2 Adhéisionsmolekiile und ihre Liganden

1.1.3.2.1 Integrine

Integrine sind heterodimere Transmembran-Adhédsionsmolekiile, bestehend aus einer o- und
einer B- Untereinheit (Hemler et al, 1990, Hynes et al, 1992). Uber 24 Integrin-
Untereinheiten sind identifiziert worden, diese binden spezifisch an ein oder mehrere
extrazelluldre Matrix (ECM)-Molekiile (Arnaout et al., 2002).

Intergine vermitteln die Adhédsion zwischen Zelle und ECM oder zwischen Zellen. In
Melanomen steigt in vivo die Expression der B3-Integrine mit zunehmender Progression an,
und dies korreliert mit der Tumordicke, der Féahigkeit zur Invasion und zur Metastasierung
(Burridge et al., 1988 und 1990, Felding-Habermann ez al., 2002, Li et al., 2002, Meier et al.,
2000, 2003). Hierbei ist der kritische Schritt in der Melanomprogression die Transformation

von RGP zu VGP, welcher durch die zunehmende [3-Integrin Expression gekennzeichnet ist.
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1.1.3.2.2 Cadherine

Cadherine sind Transmembranglykoproteine, welche an der Kalzium-abhangigen Zell-Zell-
Adhaision beteiligt sind. Ausserdem sind sie an der Zellerkennung, Motilitit, Gewebsintegritit
und Homoostase der gesunden Haut beteiligt.

Der Verlust der Kommunikation zwischen Keratinozyten und Melanozyten spielt eine
entscheidende Rolle in der Entstechung des malignen Melanoms, da unter anderem die
Tumorinvasion dadurch erleichtert wird (Tamura ef al., 1997, Hsu et al., 2000). Daher spielen
die Adhésionsmolekiile E-Cadherin und N-Cadherin eine entscheidende Rolle. In der Haut
wird E-Cadherin auf Keratinozyten, Melanozyten und Langerhanszellen exprimiert (Hsu et
al., 2000).

Der Verlust der Kontrolle der Melanozyten durch Keratinozyten geht mit der
Herunterregulation der E-Cadherin Expression einher, und korreliert mit der Zunahme der N-
Cadherin-Expression (Li et al., 2000, McGary et al., 2002). N-Cadherin erleichtert die
Klusterbildung und die Invasion in die Dermis, da N-Cadherin die Adhdsion der
Melanomzellen untereinander, zu Fibroblasten und zu vaskuldren Endothelzellen vermittelt.
E-Cadherin Reexpression in Melanomzellen und funktionelle Untersuchungen mit Hilfe eines
Hautrekonstruktmodells fiihrten zu einer Verlangsamung des Zellwachstums, Inhibition der
Invasion und zur Apoptoseinduktion (Hsu et al., 2000).

Poser et al., untersuchte die Ursachen des Verlustes der E-Cadherin Expression bei der
malignen Transformation der Melanozyten (Poser ef al., 2001). Es konnte gezeigt werden,
dass weder Mutationen im E-Cadherin Gen noch Methylierungen im Promotor fiir den
Verlust der Expression verantwortlich sind. Ausserdem konnte beobachtet werden, dass in
einer Reihe von Melanomzelllinien die E-Cadherin Expression durch die Expression des
Transkriptionsfaktors Snail negativ reguliert wurde (Poser ef al., 2001).

Snail-Antisense Konstrukte fiihrten zu einer E-Cadherin-Reexpression in metastatischen
Melanomzelllinien. Somit spielt Snail eine tragende Rolle bei der Herunterregulation der E-
Cadherin Expression und bei der Tumorgenese des malignen Melanoms. Jedoch ist der
genaue Mechanismus noch unbekannt.

Studien belegten, dass E-Cadherin iiber autokrines TFG-f (tumour growth factor)
herunterreguliert werden kann (Janji et al., 1999). Als Schlussfolgerung lasst sich sagen, dass
die Cadherinumwandlung die interzelluldren Interaktionen verdndert und somit geeignete

Bedingungen fiir Tumorwachstum und —invasion erreicht werden.
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1.1.3.2.3 Zelladhasionsmolekiile der Immunglobulinsuperfamilie

Fir das Melanom sind MelCAM, ALCAM und L1-CAM von Bedeutung.
MelCAM/MUCI18 (CD146) ist ein heterophiles Zell-Zell-Adhdsionsmolekiil (Shih et al.,
1994). Seine Expression wird bei der Progression vom Melanozyt iiber melanozytdren Néavus
in einen Tumor der RGP- und VGP-Wachstumsphase bis in die Melanommetastase
hochreguliert (Meier et al, 1998). MUCI18 —Expression findet man nicht nur auf
Melanomzellen, sondern auch auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und auf aktivierten T-
Lymphozyten (Shih et al., 1994, Li et al., 2000).

MelCAM agiert bei Zell-Zellinteraktionen, vermittelt die Interaktionen von Melanomzellen
untereinander durch Adhésion an einen bislang unbekannten Liganden und wird proportional
zur vertikalen Tumordicke hochreguliert (Johnson et al., 1992, Shih et al, 1994 und 1997).
MelCAM ist inzwischen ein etablierter Indikator fiir das metastatische Potential eines
Melanoms. Es scheint, dass MelCAM gemeinsam mit B3-Integrin den Metastasierungsprozess
fordert. Ausserdem wurde gezeigt, dass aktiviertes AKT die MelCAM Expression verstérkt.
Die Expression von MelCAM wird somit {iber den AKT Signalweg reguliert (Woods et al.,
2001, Li et al., 2002). Neuste Studien belegten, dass blockierende Antikorper gegen Mel CAM

Tumorwachstum und Metastasierung in Nacktméusen inhibieren kénnen (Mills et al., 2002).

ALCAM (aktivated leukocyte cell adhesion molecule) ist ein Transmembranprotein, welches
an homotypischen und heterotypischen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt ist (Van Kempen et
al., 2004, Degen et al., 1998). Die ALCAM Expression korreliert in vitro mit der Fahigkeit
von Zellen Nester zu bilden und mit dem metastatischen Potential von Melanomzelllinien
(Degen et al, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Zellnestern durch
ALCAM die Zellbewegung in vitro fordert und die Umwandlung in ein VGP-Melanom im
Hautrekonstruktmodell unterstiitzt (Van Kempen et al., 2004).

In vivo korreliert die ALCAM Expression mit der Progression des malignen Melanoms, da die
meisten Ndvi und RGP Melanome kein ALCAM exprimieren, wihrend in 50% der VGP
Melanome eine starke ALCAM-Expression zu detektieren ist (van Kempen et al., 2000).

Das  Adhidsionsmolekiill L1-CAM ist ein Transmembranglykoprotein mit 6
immunglobulindhnlichen und 5 fibronektindhnlichen Abschnitten in der extrazelluldren
Domine und wird in einigen Tumorzellen {iberexprimiert (Katayama et al., 1997, Pancook et
al., 1997, Kobayashi et al., 1991). Als Bindungspartner fiir L1-CAM wurde unter anderen das
Integrin a,P3 identifiziert. LI-CAM beeinflusst das Wachstum und die Migration von Zellen

durch die Bindung an extrazelluldre Liganden.
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Ausserdem wird L1-CAM auf neuronalen Zellen exprimiert und mediiert neuronale Adhésion
und Zellmigration (Hortsch et al., 1996). Daneben wird es auch von hdmatopoetischen Zellen,
einigen epithelialen Zellen und von einer Reihe von Tumorzelllinien wie beispielsweise
Lungenkarzinomen und Melanomen exprimiert (Fogel et al., 2003). Hierbei ist eine verstirkte
Expression von L1-CAM auf einer metastatischen Variante einer Melanomzelllinie gefunden
worden (Linnemann et al., 1989). Es konnte ausserdem gezeigt werden, das eine erhdhte L1-
CAM Expression in Primdrmelanomen und Hautmetastasen zu beobachten ist, wéihrend in
Lymphknotenmetastasen die L1-CAM Expression herunterreguliert ist (Fogel et al, 2003).
Die genaue Funktion des L1-CAM Molekiils bei der Invasion, Metastasierung und der

melanozytiren Transformation ist noch unbekannt.

1.1.3.3 Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehoren zu den zinkabhidngigen Endopeptidasen, welche
Komponenten der extrazelluldren Matrix (ECM) degradieren kénnen (Curran et al., 1999).
Ihre Aktivitdt kann spezifisch durch TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases) inhibiert
werden (Kahari ef al., 1997, Raza et al., 2000). Dabei stehen die TIMPs und die MMPs im
Gleichgewicht, wird diese Balance zu Gunsten der MMP’s zerstort, wird die Degradation
extrazellulirer Matrixproteine der Basalmembran initiiert (Henriet et al, 1999). Im
allgemeinen werden MMPs nicht konstitutiv in der Haut exprimiert, sondern als Antwort auf
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Zell-ECM-Interaktionen, verstirkte Zell-Zellkontakte,
Hormone und Onkogene aktiviert (Birkedal-Hansen ef al., 1993, Westermarck et al., 1999).

MMP-2 auch bekannt als Kollagenase Typ IV oder 72kDa-Gelatinase A, wird in
Melanomzellen exprimiert und durch MT-MMPs (membrane type matrix metalloproteinases)
aktiviert (Wollina et al., 2001, Ohnishi et al., 2001). Die Kolokalisation von MMP-2 und
MTI-MMP in Melanomen fiihrt zu der Vermutung, dass beide im Invasions- und

Metastasierungsprozess kooperieren (Ohnishi ef al., 2001, Kurschat et al., 2002).

MMP-9 ist auch bekannt unter dem Namen 92kDa-Gelatinase B, und wird mit MMP-2 in
invasiven Melanomen koexprimiert (Simonetti et al., 2002). TNF-a (tumour necrosis factor -
a), Interleukin-13 und TGF-p (transforming growth factor-f) konnen gemeinsam pro-MMP-
9 in Fibroblasten und Keratinozyten induzieren und regulieren. Sowohl MMP-2 als auch

MMP-9 erleichtern durch ihre degradierenden Eigenschaften die Migration der Tumorzellen

ins benachbarte Gewebe (Murphy et al., 1989, Karelina et al., 2000).
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1.1.3.4 Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren

1.1.3.4.1 Angiogenesefaktoren

Die Angiogeneseinduktion, d.h. die Bildung neuer Blutkapillaren ist ein kritischer Schritt im
Tumorwachstum und Metastasierungsprozess. Dadurch werden die Tumore mit Sauerstoff
und Néhrstoffen versorgt, die dann das Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung
fordern. Im Primdrmelanom wird die Angiogenese hauptsidchlich iiber VEGF (vascular
endothelial growth factor) vermittelt. Aber auch bFGF (basic fibroblast growth factor),
PDGF (platelet-derived growth factor), IL-8 (Interleukin 8) und Angiopoeitin 2 (Ang-2)
spielen dabei eine tragende Rolle (Streit et al., 2003, Velasco et al., 2002).

VEGF ist ein Heparin-bindendes Polypeptid, und kann aufgrund von differentiellem
Spleissen in verschiedenen Isoformen vorliegen (Neufeld et al., 1999, Velasco et al., 2002,
Yu et al., 2002). VEGF ist spezifisch fiir Endothelzellen und wird in einer Reihe von
Tumoren und im Rahmen entziindlicher Prozesse exprimiert (Ferrara et al., 2000).

Die VEGF Expression ist im invasiven malignen Melanom starker als im Melanom in situ
(Gitay-Goren et al, 1993). Es konnte gezeigt werden, dass die Transition eines RGP-
Melanoms in ein VGP-Melanom mit einer erhohten VEGF Expression einhergeht (Erhard et
al., 1997). Dies legt eine Korrelation zwischen der VEGF induzierten Angiogenese und der
Malignitdt der invasiven Melanome nahe (Simonetti ef al., 2002).

Im Einklang damit zeigten VEGF-Blockierungsstudien, dass die Blockade der VEGF-
Funktion die Angiogenese inhibiert und das Tumorwachstum in vivo unterdriickt (Detmar et
al., 2000). Es gibt eine Reihe von Faktoren, die die VEGF-Expression regulieren:
Zyklooxygenase 2, Heregulin B-1, Insulin, Ostrogen, EGF, bFGF, und N-Acetylcystein
(Gately et al., 2000, Xiong et al., 2001, Bermont et al., 2001, Mueller et al., 2000, Hyder et
al., 2000, Maity et al., 2000, Danielsen et al., 1998, Claffey et al, 2001 und Redondo ef al.,
2000).

Die Familie der Angiopoietinwachstumsfaktoren spielt eine entscheidende Rolle bei der
Vaskularisierung und beim Wachstum des Melanoms (Pomyje ef al., 2001). Ang-2 ist der
Antagonist zu Angiopoietin 1 (Ang-1) und wird bereits in friihen Tumorwachstumsstadien
iiberexprimiert (Vajkoczy et al., 2002).

Ang-1 wird in Perizyten exprimiert und durch seine Bindung an den Tyrosin Kinase Rezeptor
(Tie)-2 stabilisiert es die einzelnen Blutgetédsse (Velasco ef al.,, 2002). Studien belegen, dass
der Tie-2 Signalweg als ein wichtiger Modulator der Angiogenese beim malignen Melanom

agieren kann (Siemeister ef al., 1999).
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Der bFGF/FGF-2 (basic fibroblast growth factor) agiert als Uberlebensfaktor, Mitogen und
Transformationsfaktor. Es konnte gezeigt werden, dass bFGF ein potentieller
Angiogenesefaktor ist (Streit ef al., 2003).

bFGF wird von Fibroblasten, Keratinozyten und in fast allen Melanomzellen, nicht aber von
Melanozyten exprimiert, und die Expression steigt mit zunehmender Tumorprogression an
(Wang et al., 1997, Meier et al., 2000). Eine autokrine Stimulation von Melanomzellen durch
bFGF wurde klar nachgewiesen, wodurch Melanomzellen in der Lage sind, aufgrund der
eigenen Produktion von bFGF, auch ohne exogen zugefiihrte Wachstumsfaktoren, zu
proliferieren. Zusitzlich weist bFGF parakrine Funktionen bei der Angiogenese und
Stromabildung auf und aktiviert degradierend wirkende extrazelluldre Enzyme (Shih et al.,
1994, Nesbit ef al., 1999). Inhibtion von bFGF mit Antisense- Oligonukleotiden fiihrte zu
einer Inhibtion des Tumorwachstums in vivo (Wang et al., 1997). Es ist bekannt, dass
Sonnenexposition die Melanomentstehung begiinstigen kann. Berking et al., konnte zeigen,
dass bFGF alleine eine Hyperpigmentierung der Haut und eine Melanozytenproliferation
induziert, wihrend die Kombination aus bFGF-Expression und UV-B-Strahlung zu einer
Transformation der Melanozyten fiihrt (Berking et al., 2001).

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass in vivo neben der bFGF-Expression zwei
weitere Wachstumsfaktoren, SCF (stem cell factor) und ET-3 (endothelin-3) fiir die
Transformation von Melanozyten zu Melanomzellen unter UV-B-Belastung wichig sind

(Berking et al., 2004).

PDGF (platelet-dereived growth factor) kommt in zwei Formen vor, PDGF-A und PDGF-B,
beide fordern die Bildung von Tumorstroma und Blutgefiflen und wird von Melanomzellen
und anderen Tumorzellen produziert. Dabei wird nur der a-Typ, nicht aber der B-Typ, in
primidren sowie metastatischen Melanomen exprimiert. Durch den a-Rezeptor ist eine
autokrine Stimulation der Melanomzellen moglich (Barnhill ef al., 1996). PDGF spielt eine

Rolle beim Tumorwachstum, bei der Angiogenese und der Metastasierung (Rofstad et al.,

2000).

Das Zytokin IL-8 (Interleukin 8) gilt als chemotaktischer Faktor fiir neutrophile Granulozyten
und wurde als autokriner Wachstumsfaktor fiir Melanomzelllinien beschrieben
(Scheibenbogen et al., 1995, Muller et al., 2001 Gutman et al., 2002). Ausserdem moduliert
IL-8 neben der Melanomzellproliferation die Migration der Zellen durch Stimulation von
proteolytischen Enzymen und induziert die Neovaskularisierung (Singh et al., 2000, Rofstad
et al., 2000).
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Dabei fiihrt die Aktivierung von MMP-2 durch IL-8 zu einer verstirkten Invasion der
Tumorzellen in das Stroma, dadurch wird die Angiogenese und die Metastasierung eingeleitet

(Bar-Eli et al., 1999).

1.1.3.4.2 Wachstumsfaktoren

Zu den wichtigsten Peptidwachstumsfaktoren gehoren neben VEGF, bFGF/FGF-2 und
PDGF, IGF-1 (insulin-like growth factor-1), und TGF-B (transfoming growth factor-f). Alle
agieren als parakrine Faktoren, in Gemeinschaft oder allein zur Stimulation der Fibroblasten
und Endothelzellen.

Weitere Faktoren, die mitogene Wirkung auf Melanozyten zeigen, sind K-FGF, FGF-6, SCF
(stem cell factor) und HGF (hepatocyte growth factor oder scatter factor (SF)). HGF kann die
Melanomentstehung, das Zellwachstum, die Zellbewegung und die Invasion einer Vielzahl
von Zellen, unter anderen auch von Melanozyten stimulieren. Durch Etablierung transgener
Maiduse anhand einer neonatalen UV-Bestrahlung kann eventuell der genaue
Melanominitiationsmechanismus des UV-Lichts aufgedeckt werden, um neue therapeutische
Ansitze zu bilden. Das Besondere an diesen Maiusen ist, dass die Melanozyten wie beim

Menschen in der Epidermis vorhanden sind (Noonan et al., 2003).

IGF-1 und Insulin binden an denselben Rezeptor wie die Mitglieder der FGF-Familie und

fordern die Proliferation von Melanozyten und Melanomzellen.

Der EGF-Rezeptor ist mit einer Tyrosinkinase gekoppelt und wird vom erbB-Gen kodiert.
EGF fordert die Zellproliferation und spielt eine entscheidende Rolle bei der Mitose und der
Wundheilung. Ausserdem scheint es, dass eine erhohte EGF Expression mit der Melanom-

Préadisposition assoziiert ist (Shahbazi et al., 2002).

TGF-Proteine bestehen aus einer TGF-a, -f1, -, und -B3 Untereinheit. TGF-a wird von den
meisten Melanomzellen und von Keratinozyten produziert, ist aber in Melanozyten nicht
nachzuweisen. TGF-a weist eine grosse Homologie zu EGF auf, beide binden an denselben
Rezeptor und fordern die Zellproliferation (Shih et al., 1994). TGF-B hat auf das Wachstum
von Melanozyten eine inhibitorische Wirkung. Melanomzellen dagegen werden durch TGF-f3
nicht inhibiert, viele Tumorzellen produzieren ihn selbst. Es ist wahrscheinlich, dass die
Expression von TGF-f mit der Invasion und Metastasierung des Melanoms zusammenhangt

(Berking et al., 2001).
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In situ zeigen sowohl Melanozyten und Névi als auch Melanomzellen eine Expression von
TGF-B,. Mit zunehmender Tumorprogression korreliert die Expression der beiden Isoformen
TGF-B, und -3, wobei in primdren und metastatischen Melanomen ein heterogenes

Expressionsmuster von TGF-f3, vorliegen kann (Schmid et al., 1995, Van Belle et al., 1996).

Das MIA Protein wird im Primdrmelanom und Melanommetastasen exprimiert, wobei es mit
der Tumorprogression in vivo korreliert (Bosserhoff et al., 1997a, Golob et al., 2000, Guba et
al., 2000). MIA ist 11kDA gross und auf Chromosom 19q13.32-19q13.33 lokalisiert (Blesh e¢
al., 1994). Die erste beschriebene Funktion von MIA besteht in der Proliferationshemmung
von Melanomzellen in vitro. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass MIA die spezifische
Bindung von Melanomzellen an Fibronektin und Laminin in vitro inhibiert. Weitere Analysen
konnten eine direkte Bindung zwischen Matrixproteinen und MIA nachweisen (Bosserhoff et
al., 1998). Die Transkriptionsfaktoren HMG1 (high mobility group), MATF (melanoma
associated transcription factor) und p65 regulieren die MIA Expression im Verlauf der
Melanomprogression, indem sie an eine bestimmte Promotorregion (HCR = highly conserved

region) binden (Poser et al., 2003).

1.1.3.5 Antiapoptotische und proapoptotische Faktoren

Die Regulation der Apoptose ist ein wichtiger Schritt in der Krebstherapie. In der
Tumorentstehung spielt dabei die Storung des Gleichgewicht zwischen proapoptotischen und
antiapoptotischen Proteinen eine entscheidende Rolle. Diese Storung flihrt meist bei
Melanomen zu einer Chemotherapeutika-Resistenz (Tang et al., 1998, Helmbach et al., 2001,
Rockmann und Schadendorf et al., 2003). Zu den proapoptotischen Genen gehdren Bax,
APAFI, Fas (CD95) und TRAIL-R, wéhrend zu den antiapoptotischen Genen Bcl-2, Bel-xL,
FLIP, 16sliches Fas (CD95) und Survivin (IAP) gehoren (Ivanov et al., 2003).

Das Bel-2 Onkogen wurde als erstes in B-Zell-Lymphomen beschrieben, in welchem es die
Apoptose unterbindet (Tsujimoto et al., 1985). In einer Vielzahl von Studien wurde gezeigt,
dass hohe Level an Bcl-2 mit einer schlechten Prognose einhergehen (Gradilone ef al., 2003).
Beim malignen Melanom ist im Primdrmelanom und in den Metastasen eine reduzierte Bcl-2
Expression zu beobachten, wéhrend in benignen Névi eine hohe Expression zu sehen ist
(Tang et al., 1998). Ausserdem konnte gezeigt werden, dass Bcl-2 {iber eine Stabilisierung der

VEFG mRNA in der Angiogenese eine Rolle spielt (Iervolino et al., 2002).
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Die Expression des proapoptotischen Proteins Bax nimmt im Verlauf der Progression des
malignen Melanoms ab (Gradilone et al., 2003). Es scheint, dass die Bax Expression die Bcl-

2 Funktion durch die Bildung von Bcl-2/Bax Heterodimeren inhibiert (Oltvai et al., 1993).

Bcel-x kommt in zwei Formen vor: Bel-xL (long) und Bcel-xS (short). Bel-xL blockiert die
Apoptose, wihrend Bcl-xS als dominanter Inhibitor von Bcl-2 agiert, aber proapoptotisch
wirkt (Gradilone et al., 2003). Bcl- xL ist unter anderem fiir die Chemoresistenz in
Melanomzellen verantwortlich, und kann durch Antisense-Therapien inhibiert werden (Heere-
Ress et al., 2002, Olie et al., 2002). Leiter et al., zeigte, dass beim maligen Melanom die Bcl-
2 und Bel-xL Uberexpression mit der Progression korreliert (Leiter et al., 2000). Dies fiihrte
zur Vermutung, dass die Uberexpression dieser beiden Genen das Malignitiitspotential durch

die Inhibition der Apoptose und des Tumorwachstums verringert.

Survivin gehort zu den TAP’s (inhibitors apoptosis). Survivin ist ein antiapoptotisches Gen,
welches das Tumorwachstum in vivo inhibieren kann (Grossman et al., 1999. Eine
Deregulation von Survivin beeinflusst sowohl die epidermale Homoostase als auch die
Entwicklung des malignen Melanoms (Chiodino et al, 1999, Grossman et al, 1999).
Ausserdem fiihrt eine Unterdriickung der Survivin Expression zu einer erhohten
Sensibilisierung der Melanomzellen auf chemotherapeutische Agenzien (Ambrosini et al.,
1998, Grossman et al., 1999, Mestri et al., 2001, Pennati et al., 2002). Es wurde gezeigt, dass
die Survivin Expression zellzyklusabhéngig ist (Soengas et al., 2003).

FLIP gehort zu den antiapoptotischen Faktoren, und seine Expression korreliert beim
malignen Melanom mit der Tumorprogression (Grossman et al., 2001). Jedoch ist der Einfluss
von FLIP bei der Chemoresistenz umstritten. FLIP wird beim malignen Melanom
iiberexprimiert, somit konnten hohen FLIP Konzentrationen fiir die Chemoresistenz in vivo

verantwortlich sein (Irmler ez al., 1997, Bullani et al., 2001).

APAF-1 (apoptosis protease-activating factor-1) bindet an Cytochrom C und Caspase-9 und
erleichtert somit die p53-abhidngige Apoptose (Soengas et al, 2001, Baldi et al., 2004). In
einer Vielzahl metastatischer Melanomzelllinien konnte eine Mutation des APAF-1 Gens
gefunden werden. Ausserdem besteht eine negative Korrelation zwischen der APAF-1
Expression und der Tumordicke. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass APAF-1 als Indikator

fiir die maligne Transformation im Melanom agieren kann (Baldi et al., 2004).
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Bei malignen Melanomen, welche eine schwache APAF-1 Expression aufzeigten, konnte eine

Chemoresistenz beobachtet werden (Soengas et al., 2001).

Die Fas (Apo-1/CD95) Expression ist beim malignen Melanom herunterreguliert, somit kann
iiber den Fas-Rezeptor keine Apoptose mehr ausgelost werden (Bullani et al., 2002, Ivanov et
al., 2003). Die Tatsache, dass Melanomzellen das Apoptosemolekiil FasL (Fas-Ligand,
CD95L), aber nicht Fas selbst exprimieren, eroffnete die Moglichkeit eines neuen ,,Immune-
escape“~-Mechanismus. Dies konnte dadurch belegt werden, dass Melanomzellen in der Lage
sind, die infiltrierenden Fas-positiven T-Zellen iiber eine Apoptoseinduktion zu eliminieren
(Hahne et al., 1996). Ausserdem konnte eine starke Fas-L. Expression in Primartumoren und
Metastasen des malignen Melanoms beobachtet werden. Zusétzlich konnte eine Korrelation
zwischen der Fas- bzw. Fas-L Expression und der Tumordicke beobachtet werden (Terheyden

et al., 1999, Soubrane et al., 2000).
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1.2 Zielsetzung

Da Tumore in ihrer Entstehung und Progression komplex und heterogen sind, ist es notig,
Gene zu identifizieren, die im Melanom bzw. in der Metastase spezifisch exprimiert bzw.
reprimiert werden. Bei der Transformation zu malignen Zellen werden die biologischen
Prozesse der Zellen verdndert. Dies erfolgt primér iiber Unterschiede in der Regulation der
Genexpression. Als Folge tritt eine Verdnderung der von der Zelle gebildeten Proteine auf.
Um die Fahigkeit der Tumorinvasion und die Eigenschaft zur Metastasierung zu erlangen,
miissen die Zellen mit neuen Adhésionsmolekiilen, Proteinasen, Wachstumsfaktoren etc.
ausgestattet werden. Anhand von Genen, die dem Tumor unkontrolliertes Wachstum,
Invasion, Migration und Metastasierung ermoglichen, konnen Modelle fiir die Entwicklung
der Tumorentstehung und dessen Progression entwickelt werden. Jedoch sind die Gendefekte,

die zur Metastasierung des Melanoms fithren, weiterhin unbekannt.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Identifizierung differentiell regulierter Gene im Priméartumor
im Vergleich zur Metastase des malignen Melanoms. Dazu werden die Methoden der Laser
Capture Microdissection zur Isolierung reiner Tumorzellen, die Amplifikation der cDNA iiber
die SMART-Methode und die PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung angewendet.
Basierend darauf sollen interessante Kandidatengene funktionell auf ihre Rolle in der Invasion
und Metastasierung des malignen Melanoms untersucht werden. Diese neuen Informationen
werden in bestechende Modelle der Tumorprogression eingegliedert. Die Isolierung
differentiell exprimierte Gene spielt vor allem deshalb eine groB3e Rolle, da mit ihrer Hilfe die
Entstehungs- und Progressionsmechanismen eines Tumors verstindlicher gemacht werden
konnen. Ausserdem konnen neu gefundene beteiligte Gene zu einer besseren Klassifizierung
der heterogenen Gruppe der Melanome fithren und prognostische Aussagen erleichtern,
woraus sich die Moglichkeit der Entwicklung neuer und spezifischer Therapieansitze ergeben

konnte.
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I Material und Methoden

I1I.1 Materialien

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt),
Sigma (Miinchen), und Roth (Karlsruhe) bezogen. Enzyme und Feinchemikalien wurden von
Amersham-Pharmacia (Freiburg), Biolabs (Schwalbach), MBI Fermentas (St. Leon-Rot),
Merck (Darmstadt), Promega (Heidelberg), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und Sigma

(Miinchen) bezogen. Das Fotomaterial war von Fuji und Kodak.

I1.1.1 Losungen

Citratpuffer
9ml 0,1M Zitronensdure (Stammldsung I)
41ml 0,1M Natriumcitrat (Stammldsung II) in 500ml dest. H,O
DEPC-H,0O
0,1 % Diethylpyrocarbonat (Sigma, Miinchen) in 1000ml dest. HO mit
anschliessendem Autoklavieren
50x Denhards
1% BSA
1% Ficoll
1% Polyvinylpyrrolidin in 100ml autoklav. H,O lésen und
sterilfiltrieren
Ethidiumbromid

500ml 1x TBE
50ul Ethidiumbromid (10mg/ml)

6x Agarosegel-Ladepuffer
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
30% Glycerin

Losung I (fiir Plasmid-Praparation)
50mM Glukose
25mM Tris pH 8,0,
10mM EDTA pH 8,0
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Losung II (fiir Plasmid-Priparation)
0,2N NaOH
1% SDS

Losung III (fiir Plasmid-Prédparation)
3M Kaliumacetat

11,5% Essigsdure

Maleinsiure-Losung
0,1M Maleinséure
0,15M NaCl
pH 7.5

Protein K Puffer (in situ Hybridisierung)
100mM Tris HCI (pH 7,5)
50mM EDTA

Puffer I (in situ Hybridisierung)
100mM Tris HCI1
150mM NaCl
pH 7,5

Puffer I1I (in situ Hybridisierung)
100mM Tris
100mM NaCl
50mM MgCl,
pH 9,5

Puffer IV (in situ Hybridisierung)
10mM Tris
ImM EDTA
pH 8,0
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P 60 Elutions-Puffer

10mM Tris HCI pH 8,0
ImM EDTA
50mM NacCl

Stammlosung A (Immunhistochemie)

0,1M Zitronensaure

Stammlosung B (Immunhistochemie)

20X SSC

50x TAE Puffer

10x TBE Puffer

TE Puffer

1x TNE Puffer

0,1M Natriumcitrat

3M NaCl
0,3M Tri Natrium Citrat Dihydrat pH 7,0
H,0 ad 1000ml

242g Tris base

57,1ml Essigsdure
37,2g Na,EDTA ' 2H,0
H,0 ad 1000ml

0,45M Tris
0,45M Borsiure
0,01 M EDTA

10mM Tris pH 7,6
ImM EDTA

10mM Tris-HCI pH 8,0
10mM NaCl
0,ImM EDTA
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10x PBS
1,3M NaCl
70mM Na,HPOj4
30mM NaH,POg4
pH 7.4

I1.1.2 Medien und Platten
LB-Medium
10g NaCl
10g Trypton
5g Hefeextrakt
H,0 ad 1000ml und anschliessendem Autoklavieren
SOC Medium
2% Bactotrypton (Pepton 140)
0,5% Hefeextrakt
10mM NaCl
2,5mM KCl
10mM MgCl,
10mM MgSO4
20mM Glukose
H,O ad 1000ml, pH 7.5

Ampicillinhaltige Medien

Ampicillin (100pg/ml) wird erst nach Erkalten des Fliissigmediums auf

ca. 56°C zugegeben.
LB-Agarplatten

LB Medium

1,5% Agar-Agar

H,0 ad 1000ml
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I1.1.3 Bakterienstimme

e TOP 10F° [F' [lacl® TnlO(Tet")], mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAMIS5,
AlacX74, deoR, recAl, araD139 A (ara-leu)7679, galU galK rpsL(StrR), endAl, nupG
(Grant et al., 1990).

e InV-aF’ F' endAl, recAl, hst17(rk',mk+), supE44, thi-1, gyrA96, relAl, F80lacZA
M15, A(lacZY A-argF) U169

I1.1.4 Plasmidvektoren

I1.1.4.1 PCR 2.1 (Invitrogen, NV Leek, Niederlande)

Bakterieller Klonierungsvektor von PCR-Produkten (mit A-Uberhang) mit einer Ampicillin-
und Kanamycinresistenz und dem o-Peptid des lacZ-Gens fiir eine mogliche “Blau-Weiss-

Selektion”.

lacZu ATG .
BamH |
M13 Reverse Primer | Hmld mn Kplrrl San;l : S,?el
CAG GAA ACA GCT ATG Aac ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EcoR | EcoR |
I | |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT I A GOC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG
Ava |
PaeRT |

EcoRV BstxX | Not | Xhal Nsi | Xba | Apa
| | ! ! Il |
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
3

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GTC GTT TTA ClAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT QTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides
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I1.1.4.2 pBluescript SK (Stratagene, Heidelberg)
Bakterieller Klonierungsvektor mit einer Ampicillinresistenz und dem a-Peptid des lacZ
Gens, zur Blau-Weiss Selektion.
|H [} ori
f1 (-) origin 21-327 AN

B-galactosidase «-fragment 460-816
multiple cloning site 653-760

ampicilliny/ /

lac promoter 817-938 ; J lu;j; |
pUC origin 1158-1825 f X
ampicillin resistance (bla) ORF 1976-2833 |:'B|'-'e--"-":"p'l I1'SK (-) e
3.0 kb Sac |
I.;' \ P |GC
pUC ori
pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826) -~ ——
BssH Il 17 Promoter . rl.;... I Fl-f;}’,:ﬂm‘? : :-Im. i:‘.f|c|l
| -
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
MT2 20 primer binding site T7 primer binding site = KS primer binding site
r.'_;'fL"f::” I]h:::l I [—I\-r_n W Tmie; Pst | Sma | [l‘_um'-i I ?:u- I fim | I|=EI:J!] i-l‘.g:i I ?\‘.: I Eu: |
I
. .GGTATCGATAAGCT TGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .
...K5 primer binding site e 5K primer binding site
< T3 Promoter I}i\-,-e:--l ] i-gal a-fragment
5 CAGCTTTTGTTECCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATPATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site
I1.1.5 Verwendete molekularbiologische Kits
e Advantage® 2 Polymerase Mix BD Biosciences Clontech (Heidelberg)
e DIG Oligonukleotide 3’ End labeling Roche (Mannheim)
e Gel Extraction Qiagen (Hilden)
e Original TA Cloning® Invitrogen (NV Leek, Niederlande)
e PCR Purification Qiagen (Hilden)
e PCR-Select "™ cDNA Subtraction BD Biosciences Clontech (Heidelberg)
e Purescript'™ RNA Purification Gentra (Minneapolis, USA)
e Quickprep® Micro mRNA Purification Amersham-Pharmacia (Freiburg)
e SMART ™ PCR c¢DNA Synthesis BD Biosciences Clontech (Heidelberg)
e Vectastain ABC Kit Vector (Linaris GmbH, Wertheim)
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I1.1.6 Oligonukleotide

SMART Primer (BD Biosciences Clontech; Heidelberg)

Name Sequenz (5°—> 3’)
BD SMART IT™ A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
Oligonukleotid Rsal
3’ BD SMART™ CDS AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30 VN
Primer IT A Rsal

N=A,C,GoderT; V=A,G oder C

5¢ PCR Primer II A

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung Primer (BD Biosciences Clontech;

Heidelberg)
Name Sequenz (5°—> 3’)
c¢DNA Synthesis TTTTGTAC AAGCTT;,N|N
Primer Rsal HindIIT
Adaptor 1 T7 Promotor Notl Rsal 1/2
CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCgﬂG/g}GCAGGT
ifl/Smal
Adaptor 2R T7 Promotor Eagl/Eael Rsal 1/2

CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

PCR Primer 1 CTAATACGACTCACTATAGGGC

Nested PCR Primer 1 | TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT

Nested PCR Primer | AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

2R

G3PDH 5’ Primer | ACCACAGTCCATGCCATCAC

G3PDH 3’ Primer | TCCACCACCCTGTTGCTGTA

PCR Primer (Invitrogen NV Leek, Niederlande)

Name Sequenz (5°—> 3°)
Tyrosinase 1-FO TTGGCAGATTGTCTGTAGCC
Tyrosinase 2-RE AGGCATTGTGCATGCTGCTT

Nested Tyrosinase 3-FO | GTCTTTATGCAATGGAACGC

Nested Tyrosinase 4-RE | GCTATCCCAGTAAGTGGACT

GAPDH 1-FO GACAACAGCCTCAAGATCATC

GAPDH 2-RE GACGGCAGGTCAGGTCCACCA

Nested GAPDH 3-FO | AATGCCTCCTGCACCACC

Nested GAPDH 4-RE | ATGCCAGTGAGCTTCCCG

MelanA 1-FO CTGACCCTACAAGATGCCAAG

MelanA 2-RE GATTAGTACTGCTAGCGGACC

Nested MelanA 3-FO ACTGCTCATCGGCTGTTGGT

Nested MelanA 4-RE TCAGCATGTCTCAGGTGTCT

Sequenzierungsprimer (BD Biosciences Clontech, Heidelberg und Roth, Karlsruhe)

Name

Sequenz (5°—> 3’)

Nested PCR Primer 1 | TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT

Nested PCR Primer 2 | AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

SK Vektor Primer CGCTCTAGAACTAGTGGATC

KS Vektor Primer TGCGAGGTCGACGGTATC
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I1.1.7 Antikorper
Spezifischer Erstantikorper

e Anti-67kDa Laminin receptor IgM (Maus, monoklonal, Ab-1) Dianova (Hamburg)

Speziesspezifischer Zweitantikorper
e Anti Maus IgM, FITC Konjugat (FACS Analyse) Sigma (Miinchen)

e Biotinilierter anti Maus IgM Antikorper (Immunhistochemie) Vector (USA)

I1.1.8 Datenbankprogramme

Sequenzen wurden mit Hilfe des BLAST Programms (Altschul et al., 1997) auf Homologien
mit bekannten Genen in der GenBank, EMBL (European Molecular Biology Laboratory),
DDBJ (DNA DataBank of Japan) PDB (Brookhaven Protein Databank) und SWISS
Datenbank untersucht. Folgende Internetseiten fiihren zu den wichtigsten, in dieser Arbeit

benutzten Datenbankprogrammen:

e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

e http://www.expasy.org

e http://www.hprd.org

e http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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I1.2 Zellbiologische Methoden

I1.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Fiir die Kultivierung von verschiedenen Melanomzelllinien wurde RPMI 1640 Medium
(Gibco, Karlsruhe) mit 10% fetalem Kaélberserum, 1% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin verwendet. Die unterschiedlichen WM-Melanomzelllinien sind
freundlicherweise von Prof. Herlyn (Wistar Institute, Philadelphia USA) und die Zelllinien
MS5, Mewo, SKMel 19, SKMel 28 und IGR 39 von Prof. Garbe (Hautklinik Tiibingen) zur
Verfiigung gestellt worden (siehe Tabelle 1). Ausserdem wurden aus humaner Vorhaut
Primérkulturen von Fibroblasten, Melanozyten und Keratinozyten gewonnen. Diese wurden

freundlicherweise von PD Dr. Friedegund Meier zur Verfligung gestellt worden.

Tabelle 1: Verwendete Melanomzelllinien.

Ursprung Zellkultur Referenz
RGP Melanome WM 35 Andalib et al., 1997
WM 1552 Andalib et al., 1997
IGR 39 Aubert et al., 1980

VGP Melanome WM 115 Andalib et al., 1997
WM 793 Andalib et al., 1997
Melanommetastasen WM 451 LU Andalib et al., 1997
WM 1205 LU Andalib et al., 1997

MeWo Carey et al., 1976

M5 Leyva et al., 1983

SK-Mel 19 Carey et al., 1976

SK-Mel 28 Carey et al., 1976

I1.3 Molekularbiologische Methoden

I1.3.1 Isolierung reiner Tumorzellen iiber Laser Capture Mikrodissektion

Die Zellen kénnen anhand des PixCell II® Systems (Arcturus, Mountain View, CA, USA)
durch das Mikroskop als auch durch den Videomonitor direkt visualisiert und bestimmt
werden. Bei der Laser Capture Microdissection (LCM) werden die Zellen des Interesses auf
einem Polymerfilm (Cap; & 5mm) transferiert. Das Cap besteht aus einem transparenten
thermostabilen Polymerfilm (Ethylenvinylacetat). Nach der Aktivierung des Caps durch einen
Infrarotlaser (& 7,5um—30um) wird der Polymerfilm leicht erwdrmt und die gewiinschten
Zellen werden auf das Cap tiberfiihrt. 800-1200 Laserimpulse erwiesen sich als ausreichend,
um mit Hilfe des SMART-Kits eine gute cDNA Qualitdt zu erreichen. Hierflir wurden ca. 5
Objekttrager mit je 2 Gewebsschnitten benotigt.

Bei der Ubertragung der Melanomzellen auf das Cap bleibt sowohl die Morphologie der
Zellen als auch die vorhandene DNA, RNA und Proteine weitgehend intakt (siche Abb.1).
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Die einzelnen Caps (CapSureTM, Arcturus, Mountain View, CA,USA) wurden sofort in 500ul
Reaktionssgefasse iiberfiihrt. In jedem 500ul Eppendorfgefiss wurden 15ul Lysepuffer
(Gentra, Minneapolis, USA) und 0,3ul RNase Inhibitor (10U/ul, Roche, Mannheim)
vorgelegt. Die Reaktionsgefasse wurden dann auf den Kopf gestellt, so dass die Caps
vollstdndig mit dem Lysepuffer bedeckt werden. Nach einer Inkubationszeit von 5 Min. bei
Raumtemperatur wurden die Melanomzellen des Primdrtumors bzw. Lymphknotenmetastase
vom Cap abzentrifugiert (I Min. bei 13.000 Upm). Das Cap kann nun aus dem
Eppendorfgefiss entfernt werden. Die Proben wurden in fliissigen Stickstoff schockgefroren,
damit keine Degradation der RNA erfolgt. Die einzelnen Reaktionsgefdsse konnen

anschliessend bei —80°C aufbewahrt werden.

Polymerfim (Cupl[j
Gewebe (Gefrierschnitte

oy /
I ; | Objexitrager

Melanomzellen

Altivierung des Caps durch
Laserimpulse

' Ubertragung der Melanomzelien
" auf das Cap

-~
Fehlende Melanomzellen

Abb. 1: Ubersicht der Cap Aktivierung nach Emmert-Buck e al,1996. Das Cap wird iiber einem
Laserimpuls aktiviert. Die Polymeroberfliche vom Cap wird dabei leicht erwdrmt und die erwiinschten
Melanomzellen konnen nun aus dem Gewebe auf das Cap iiberfiihrt werden.

I1.3.1.1 Selektion des Gewebematerials fiir die Laser Capture Mikrodissektion

Aus Gewebeschnitten wurden reine Melanomzellen von je 2 superfiziell spreitenden (Clark
Level IV) und 2 noduldren Melanomen (Clark Level V) und je 4 Lymphknotenmetastasen
iiber LCM isoliert und gepoolt. Durch das Poolen wird ein repréisentativer Querschnitt der
Genexpression der Melanomzellen erreicht. Dabei basiert die Auswahl der Schnitte auf
histologischen Befunden. Zur Kontrolle vor der LCM wurden freundlicherweise von der
histologischen  Abteilung der Hautklinik maschinell (DAKOautostain, Hamburg)
Hematoxillin & Eosin (HE)- und HMB 45 -Fiarbungen an Gefrierschnitten angefertigt, um

bestimmen zu konnen, in welchem Areal sich die Melanomzellen im Gewebe befinden.
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11.3.1.2 HE (Hematoxillin & Eosin Y) Firbung

Anhand einer HE Firbung werden die Zellen im Primédrtumor bzw. in den
Lymphknotenmetastasen im Gewebe angefirbt. Die Objekttrager (50SuperFrost, R.
Langenbrinck, Emmendingen) wurden zuerst mit 100% Ethanol gesdubert. Die Sum dicken
Kryostatschnitte wurden dann auf Objekttrager iiberfiihrt. Fiir 30 Sek. wurden die
Kryostatschnitte in 70% Ethanol fixiert (Goldsworthy et al., 1999). Dann wurden die Schnitte
in Hematoxillin (Merck, Darmstadt) fiir 1,5 Min. iberfithrt. Nach einer Waschung in
Ampuva-H,O (Fresenius, Homburg) fiir 5 Sek. wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (70% Ethanol, 95% Ethanol) fiir je 1 Min. iiberfiihrt. Anschliessend erfolgte die
Eosin Y Férbung fiir 30 Sek. (1,5g Eosin Y (Merck, Darmstadt) auf 150ml 70% Ethanol 16sen
und mit 500ul Eisessig versetzen). Nach einer weiteren Ethanolreihe (2 Min. 95% -, 2 Min.
95% - und 2 Min. absoluten Ethanol) wurden die Proben zweimal mit Xylol fiir 2,5 Min.
behandelt. Das Xylol dient dazu, das Wasser aus den Zellen zu ziehen.

Die Objekttrager wurden nach der Lufttrocknung (10 Min.) mit einem fuselfreien Tuch von
den letzten Tropfen gesdubert und ohne Deckglas sofort fiir die anschliessende Laser Capture

Microdissection eingesetzt.

I1.3.1.3 RNA Extraktion aus mikrodissektierten Zellen

Zur Zelllysierung wurden die Proben schnell bei Raumtemperatur aufgetaut und mit 100ul
Gentralysepuffer (Minneapolis, USA) aufgefiillt. Mit einer Spritze (100 Sterican Gr.1, & 90 x
40, Braun, Melsungen) wurden die Zellen zur vollstindigen Lyse nochmals homogenisiert.
Fiir die RNA-Prizipitation wurden 100ul Isopropanol und 1pl tRNA als Carrier (20mg/ml;
Merck, Schwalbach) hinzugegeben und griindlich durch Invertieren des Eppendorfgefasses
gemischt. Nach Zentrifugation (3 Min. bei 13.000 Upm) wird der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde mit 100pl 70% Ethanol griindlich gewaschen und fiir 1Min. bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Nachdem das Ethanol abgenommen ist, wurde das Pellet luftgetrocknet (ca. 10
Min.). Fiir eine komplette Rehydrierung erfolgte die Zugabe von 20ul Rehydrierungslosung
(Gentra, Minneapolis, USA) mit einer anschliessenden Inkubation fiir 30 Min. auf Eis. Die
geloste RNA kann darauthin bei —80° gelagert werden.

Parallel hierzu wurde die RNA aus den mikrodissektierten Melanomzellen der
Lymphknotenmetastasen bzw. Primirmelanomen iiber das RNA Clean™ System extrahiert
(siehe 11.2.2.2.2). Somit konnte beide Methoden miteinander verglichen werden. Die Analyse
der RNA-Qualitit und/oder Quantitit aus den mikrodissektierten Melanomzellen der

Primdrmelanom bzw. Lymphknotenmetastasen erfolgte iiber spektrometrische Messungen.
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Die RNA Konzentration wurden hierbei nach einer OD Messung bei 260nm mit Hilfe

folgender Formel errechnet: RNA Konzentration (pg/ml) = ODye0280 X 40 x Verdiinnung.

I1.3.2 RNA Isolierung

I1.3.2.1 RNAse freies Arbeiten

Aufgrund der schnellen Degradierung von RNA ist es wichtig, alle angewandten
Arbeitsflichen und Materialien von RNasen zu befreien. Alle verwendeten Losungen wurden
mit 0,1% DEPC-H,0 angesetzt und anschliessend autoklaviert. DEPC zerstort die RNasen,
wirkt aber auch nukleinsdureschddigend. Daher miissen die Losungen, die mit DEPC-H,0
angesetzt worden sind, anschliessend autoklaviert werden, da DEPC dann in CO, und Ethanol
zerfallt und somit nicht mehr nukleinsdurenschadigend wirken kann. Materialen, die nicht

autoklaviert werden kdnnen, werden vor Gebrauch mit einer 0,1% SDS Losung in DEPC-H,0

behandelt.

11.3.2.2 RNA-Isolierung aus Zelllinien

Fiir die RNA-Isolierung wurde sowohl Gesamt-RNA als auch polyA mRNA aus den
unterschiedlichen Zelllinien (siehe Tabelle 1) verwendet. Fiir die Gesamt-RNA Extraktion
wurde das RNA Clean™ System (Guanidiniumisothiocyanat-B-Mercaptoethanol- Phenol
Mix, AGS, Heidelberg) eingesetzt. Das vorhandene Guanidiniumisothiocyanat lysiert die
Zellwidnde und inhibiert die RNasen, wéhrend das [p-Mercaptoethanol die Proteine
denaturiert. Fiir die RNA-Elution von 10° Zellen wurde 1,8ml RNA Clean und 180ul
Chloroform eingesetzt. Die RNA wurde dann 5 Min. auf Eis gehalten und anschliessend bei
4°C fiir 15 Min. und 13.000 Upm zentrifugiert. Nach einer Chloroform Aufreinigung erfolgte
eine Sminiitige Zentrifugation bei 13.000 Upm und 4°C. Die RNA wurde mit Isopropanol auf
Eis fiir 15 Min. gefillt. Anschliessend wurde durch Zentrifugation (5 Min. bei 13.000 Upm
und 4°C) die RNA pelletiert. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet, in
50ul TE Puffer aufgenommen und bei —70°C gelagert.

Fiir die polyA'mRNA Gewinnung wurde das Quickprep® Micro mRNA Purification Kit
(Amersham-Pharmacia, Freiburg) angewandt. Die Isolierung der RNA aus 107 Zellen der
einzelnen Zelllinien wurde genau nach Anleitung des Kits durchgefiihrt. Die Extraktion
erfolgte nach dem Prinzip der Affinititschromatographie. Die polyadenylierte RNA bindet an
Oligo (dT) Zellulose. Diese wurde mit zwei verschiedenhaltigen Salzpuffern gewaschen und

auf Microspinsiulen aufgetragen.
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Hier erfolgte die Trennung der gebundenen polyA mRNA an die Oligo (dT) Zellulose von
der im Uberstand nicht gebundenen RNA, Proteinriickstinden und DNA. Darauthin wurde die
polyA"mRNA mit 0,2ml Elutionspuffer fiir 5 Sek. bei 13.000 Upm zentrifugiert. Daraufhin
erfolgte eine Fillung iiber Nacht mit je 50pg des Carriers Glykogen, 1/10 Vol. Kaliumacetat
und 2,5 Vol. absolutem Ethanol. Die RNA wurde in DEPC-H,0 resuspendiert und bei —70°C
aufbewahrt. Die polyA mRNA wurde daraufhin spektrometrisch gemessen. Die RNA
Konzentration wurde nach einer OD Messung bei 260nm mit Hilfe folgender Formel

errechnet: RNA Konzentration (pug/ml) = ODxg0/280 X 40 X Verdiinnung

11.3.2.2.1 cDNA Herstellung aus Zelllinien

Fiir die Uberpriifung der GAPDH-, MelanA- und Tyrosinase- Polymerasen-Ketten-Reaktion
(PCR) wurde cDNA von der metastatischen Zelllinie SK-Mel 28 hergestellt. Zu den 3ug SK-
Mel 28 Gesamt-RNA als Ausgangsmaterial wurde 8ul 5x RT-Puffer (250mM Tris-HCI, pH
8,3, 375mM KCI, 15mM MgCl,, Invitrogen, Niederlande), 0,2pg Hexamerprimer
(Amersham-Pharmacia, Freiburg), 2mM dNTP’s (Amersham-Pharmacia, Freiburg) und 1pul
Dithiothreitol (DTT, 20mM, Invitrogen, Niederlande) hinzugefiigt. Nach einer 10miniitigen
Inkubation bei 70°C wurde die Probe herunterzentrifugiert (1 Min. bei 13.000Upm) und fiir
3Min. auf Eis stehen gelassen. Anschliessend wurde 0,5ul SuperScript'™ Reverse
Transkriptase Enzym (200U/ul, Invitrogen, Niederlande) hinzupipettiert und bei 42°C fiir
1Std. inkubiert. Danach wird zur Inaktivierung des Enzyms die cDNA fiir 15Min. bei 70°C

gehalten und kann anschliessend bei —20°C aufbewahrt werden.

I1.3.3 Uberblick der SMART "™ PCR c¢DNA Synthese (Switch Mechanism

at the 5° end of RNA Templates)

Uber die SMART-Methode wird die ¢cDNA iiber eine PCR Amplifikation angereichert
(Chenchik et al., 1998; Herrler et al., 2001). Fiir die SMART cDNA Synthese kann sowohl
PolyA” RNA als auch Gesamt-RNA verwendet werden, wobei ein Minimum von 25ng
PolyA" RNA und 50ng Gesamt-RNA eingesetzt werden muss. Die Methode der SMART
cDNA Synthese beinhaltet mehrere Schritte: die Erstrang cDNA Synthese, die Zweitstrang
cDNA Synthese tliber eine LD (long distance) PCR Amplifizierung und die Aufreinigung der
PCR Proben. Danach werden die aufgereinigten Proben einem Rsal-Restriktionsverdau
unterzogen, damit bei der anschliessenden PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung

Adaptoren ligiert werden konnen.
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Nach erfolgreichem Rsal-Verdau werden die Proben einer Phenol-Chloroform-Extraktion
unterzogen und gefillt.

Die SMART Synthese beginnt mit der Gesamt-RNA aus den mikrodissektierten
Melanomzellen aus Primartumor- und Lymphknotenmetastasengewebe als Ausgangsmaterial.
Sobald die Reverse Transkriptase (RT) nach der Einleitung der Erstrangssynthese das 5° Ende
der RNA erreicht, fiihrt die Aktivitit der terminalen Transferase, einer Untereinheit der RT,
zu einer Anheftung von Desoxycytidine am 3¢ Ende der cDNA durch die BD SMART™ CDS
Primer IIA (siche I1.1.6). Die BD SMART™ IIA Oligonukleotide (siche II.1.6), die an ihren
3° Enden eine Oligo(G)-Sequenz aufweisen, konnen nun Basenpaarbindungen mit den
Desoxycytidine eingehen. Danach wechselt die RT die Matrize und beendet die
Auffiillreaktion. Bei langen mRNA’s bzw. bei mRNA’s mit einer komplexen
Sekundarstruktur kann oft die Reverse Transkriptase (RT) nicht die gesamte mRNA Sequenz
transkribieren. Somit sind meist die 5° Enden der Gene in den entsprechenden cDNA’s
unterreprasentiert. Mit der Hilfe der modifizierten SMART Oligonukleotide konnen durch
den Matrizenwechsel und der abschliessenden Auffiillreaktion der Matrize komplette cDNA’s
hergestellt werden (Chenchik et al., 1998; Zhu Y.Y et al, 2001). Die resultierende
Einzelstrang cDNA enthilt sollte nun das komplette 5° Ende der entsprechenden mRNA
(Chenchik et al., 1998). Anschliessend kann anhand einer LD PCR Doppelstrang cDNA
hergestellt und angereichert werden (siche Abb.2).

PolyA"RNA/Gesamt RNA

B umumunurLunu AN~ DolyA 3
eie]  —

) -
BD SMART™ [IA BD SMART™ CDS Primer ITA
Oligonukleotide
Erststrang Synthese durch RT
B iumunum o un LU DoIYA
G
5 w—rC
Anheftung von Desoxycytidinen
durch die reverse Transkriptase
5 polyA
G }
5 ’G © (‘,()C'
Auffiillreaktion der RT und
Matrizenwechsel
UL Doly A
GGo
|
Y o

PCR Amplifikation mit PCR

l c¢DNA Anreicherung durch LD
Primer ITA

Dopplestringige cDNA

Abb. 2: Schematische Darstellung der SMART Methode. Nach der Anleitung fiir den Clontech SMART ™
PCR cDNA Synthesis Kit (Erklarungen siche Text).
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11.3.3.1 SMART Erststrang cDNA Synthese

Die Methode wurde nach der Anleitung des SMART ™ PCR ¢DNA Synthesis Kit (Clontech,
Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial diente hierfiir die extrahierte Gesamt-
RNA aus den  mikrodissektierten = Melanomzellen aus  Primédrtumor  und
Lymphknotenmetastase und die im Kit vorhandene Positiv Kontrolle (Gesamt-RNA von
humane Plazenta). Fiir die Erststrang cDNA’s Synthese wurden je 3ul Gesamt RNA fiir die
Primdmelanom Proben eingesetzt, von der Positiv Kontrolle wurde hingegen nur 1ul (1png)
verwendet. Zu den RNA’s wurden 1ul SMART CDS Primer IIA (CDS, 12uM, siehe 11.1.1.6)
und 1pl BD SMART™ IIA Oligonukleotide (12uM, siche I1.1.6) hinzugegeben. Das
Endvolumen bei allen Proben betrug 5ul. Die Substanzen wurden gemischt und fiir 2 Min. bei
70°C im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) inkubiert. Danach wurden die Proben kurz bei
Raumtemperatur gehalten, und folgende Reagenzien hinzugefiigt: 2ul 5x First strand Puffer
(250mM Tris HCI pH 8,0, 375mM KCI, 30mM MgCl,), 1 pl Dithiothreitol (DTT, 20mM), 1
ul dNTP (je 10mM) und 1ul BD Power Script' ™ Reverse Transcriptase (200 Units/ul). Die
Ansitze wurden dann fiir 1 Std. bei 42°C im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) inkubiert. Im
folgenden wurden die Erststrang Reaktionen mit 40ul TE Puffer verdiinnt. Zur Inaktivierung
des BD Power Script Enzyms wurden die Proben fiir 7 Min. bei 72°C inkubiert und wurden

anschliessend bis zu 3 Monate bei —20°C aufbewahrt.

11.3.3.2 ¢cDNA Anreicherung iiber LD PCR Amplifizierung

Die Methode wurde nach der Anleitung des SMART ™ PCR ¢cDNA Synthesis Kit (Clontech,
Palo Alto, USA) durchgefiihrt. Fiir die Zweitstrang cDNA Synthese wurde fiir jede Probe 7pl
Einzelstrang cDNA aus 11.3.3.1 eingesetzt (Chenchik ef al., 1998). Zu den 7ul Einzelstrang
cDNA wurde jeweils 10ul 10x Advantage 2 PCR Puffer, 2ul dANTP’s (je 10mM), 2ul 5° PCR
Primer ITA (12uM, siehe 11.1.6) und 74l deionisiertes HO hinzugefiigt. Als erstes wurde die
ideale Zyklenzahl fiir das Primdrmelanom, Lymphknotenmetastase und der Positiv-Kontrolle
humane Plazenta bestimmt. Somit kann der représentativer Querschnitt der Genexpressionen
in den unterschiedlichen Geweben erhalten werden.

Fiir die Optimierung der PCR Zyklenzahl wurde fiir jede Tester oder Treiber cDNA 3
Eppendorfgefdsse verwendet, um fiir die anschliessende PCR Select cDNA subtraktiven
Hybridisierung eine suffiziente cDNA Quantitét zu erreichen (Chenchik et al., 1998). Nach 15
Zyklen wurden zwei der PCR Tubes bei 4°C aufbewahrt.
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Aus dem dritten (,,extra®) Tube wurde in regelméssigen Zyklenzahlen (18-, 21- und 24) je
15ul Aliquots entnommen und auf Eis aufbewahrt. Je 5ul der einzelnen Aliquots wurden auf
einem 1,2% 1x TAE Agarose Gel getestet. Abschliessend wurden die zwei aufbewahrten PCR
Tubes den restlichen PCR Zyklen unterzogen. Zum Abstoppen der PCR Reaktionen wurden
2ul 0,5M EDTA zugegeben. Die ideale PCR Zyklenzahl variierte bei den mikrodissektierten
Zellen und der Positiv-Kontrolle (humane Plazenta) zwischen 17-20. Die Proben kdénnen
darauf bei —20°C aufbewahrt werden (siche Abb.3). Die PCR Reaktionen wurden nach
folgendem Schema durchgefiihrt:

Vorheizen 1 Min. bei 95°C
Denaturierung 15 Sek. bei 95°C
Annealing 30 Sek. bei 65°C 17-20x
Polymerisation 6 Min. bei 68°C

Die PCR Produkte wurden anschliessend tliber den QIAquick PCR Purification Kit

aufgereinigt:
/ Einzelstrang cDNA \
2 PCR Tubes fiir die PCR Proben ..Extra Tube*

15 PCR Zyklen $
Aliauot (15ul) entnehmen
| 3PCRZyKen
Aliauot (15ul) entnehmen
bei 4°C aufbewahren ‘ 3 PCR Zyklen
Aliauot (15ul) entnehmen
‘ 3 PCR Zyklen
Aliauot (15ul) entnehmen

'

Aliquots auf ein 1,2% 1x TAE Agarose Gel testen

\

Ergénzung der restlichen

optimalen PCR Zyklenzahl < | Bestimmung der optimalen PCR Zyklenzahl

Abb. 3: Schematische Darstellung der PCR Zyklenzahl Optimierung. Nach der Anleitung fiir den Clontech
SMART ™ PCR ¢cDNA Synthesis Kit (siche Erklirung im Text).
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11.3.3.3 Aufreinigung der PCR Produkte

Die PCR Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen siehe I1.1.5) von
Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt. Zum PCR Produkt wurde 450ul
Puffer PB zugegeben und gemischt. Eine QIAquick Sédule wurde auf ein 2ml Eppendorfgeféss
gestellt, die Probe auf die Sdule gegeben und fiir 1 Min. bei 13.000Upm zentrifugiert.
Dadurch wurde die DNA an die Sdule gebunden. Die Sdule wurde nun in ein neues
Eppendorfgefass gestellt, mit 0,75ml Puffer PE gewaschen und 1 Min. bei 13.000Upm
zentrifugiert. Abschliessend wurde die DNA mit 50ul EB Puffer (10mM Tris HCI, pH 8,5)

zentrifugiert und eluiert. Die Proben konnen bei —20°C autbewahrt werden.

11.3.3.4 Qualititskontrolle der iiber SMART synthetisierten cDNAs (PCR)

Die Qualitit der iiber SMART hergestellten cDNA’s wurde iiber eine GAPDH PCR
analysiert. Das Haushaltsgen GAPDH ist ein ubiquitdr exprimiertes Transkript. Die GAPDH-
PCR lauft fiir 39 Zyklen nach folgendem Prinzip: 94°C fiir 1 Min. denaturieren, 56°C fiir 1,05
Min. Annealing und bei 72°C fiir 1,05 Min. erfolgt die Elongation (GAPDH Primer 1 und 2
bzw. nested GAPDH 3 und 4 siehe I1.1.6) Zusétzlich wurden PCR’s mit den beiden
Melanommarkern: Tyrosinase und MelanA durchgefiihrt. Die MelanA-PCR verléuft fiir 35
Zyklen nach folgendem Muster: 94°C fiir 1 Min., 54°C fiir 1,05 Min. und bei 72°C fiir 1,05
Min. erfolgte die Elongation (MelanA Primer 1 und 2 bzw. nested MelanA 3 und 4 siche
II.1.6). Die Tyrosinase PCR verlduft fiir 35 Zyklen mit 1 Min. bei 94°C, 1,05 Min. bei 56°C
und 1,05 Min. bei 72°C (Tyrosinase Primer 1 und 2 bzw. nested Tyrosinase 3 und 4 siche
I1.1.6).

Die PCR Reaktionen wurde nach folgendem Muster durchgefiihrt: Pro Reaktionsansatz in
einem 500ul Reaktionsgefdss: 2ug Template DNA, HPLC-H,0, 5ul 10x Taq Puffer (0,1M
Tris HCI, 15mM MgCl,, 0,5M KCI) 1ul ANTP (20mM), 50pmol Primer 1, 50pmol Primer 2
und 0,5ul Taq Polymerase (Amersham-Pharmacia, Freiburg). Abschliessend wurden 10ul des
PCR Produkts auf einen 1%igem TBE Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

I1.3.4 PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung

Das Grundprinzip der subtraktiven Hybridisierung besteht darin, dass die cDNA’s zweier zu
vergleichender Zellpopulationen hybridisiert werden, wobei die sogenannte Treiber cDNA im
Vergleich zur Tester cDNA im vielfachen Uberschuss vorliegt. Dabei kann die cDNA, die nur

im Tester vertreten ist, aus kinetischen Griinden nur Mischhybride (Tester-Treiber) bilden.
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Diese Mischhybride konnen iiber physikalische Verfahren abgetrennt werden und die
differentiellen cDNA’s angereichert werden.

In der neu entwickelten PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung werden differentiell
exprimierte Gene nicht physikalisch getrennt (Oligo (dT);o Latexbeads, Hydroxyapatit oder
Streptavidin Biotin Sdulen), sondern mittels Suppressions-PCR spezifisch angereichert
(Diatschenko et al., 1996; Gurskaya et al, 1996). Das Verfahren besteht aus mehreren
Schritten: die Erstrang- und Zweistrang cDNA Synthesen mit Tester- und Treiber-RNA, der
Restriktionsverdau mit Rsal, die Adaptorligation an die Tester c¢DNA, den
Ligationseffizienztest, die erste und zweite Hybridisierung, die erste und zweite PCR
Amplifikation zur Anreicherung der differentiellen Genprodukten und dem

Subtraktionseffizienztest (Abb.4).

Lymphknotenmetastase (LKM) Primirmelanom (PM)
Laser Capture Microdissection
@ @
Isolierung LM spezifischer Zellen Isolierung ML spezifischer Zellen
l RNA Isolierung l
c¢DNA Synthese und Anreicherung iiber
LD PCR (SMART-Kit)
Tester cDNA Treiber cDNA

Subtraktive Hybridisierung
I'4 N l

-l— -—l Adaptor Ligation mit: a) Adaptor 1 1
- = b) Adaptor 2R™

Aufteilung des Testers in 2 Teile

l m l 1. Hybridisierung D —

m_ o m

N I'4
2. Hybridisierung «—
(1),2), m (3)
-
l Zugabe der Primer ( I, H), um
m——— () mr———— cDNA Enden aufzufiillen
Il
4)
l PCR Amplifikationen (erste- und nested PCR)

(1): nur lineare Amplifikation von cDNA, die in Tester und Treiber vorkommt
(4): exponentielle Amplifizierung von cDNA, die nur im Tester vorliegt

Abb. 4: Schematische Darstellung der subtraktiven Hybridisierung auf PCR-Basis. (Erkldrungen siche
Text).
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Aus den zu vergleichenden Geweben wurden zuerst Melanomzellen aus
Lymphknotenmetastasen (LKM) und Primdrmelanomen (PM) mikrodissektiert. Die RNA’s
wurden isoliert und um einen repridsentativer Querschnitt der Genexpression der
Melanomzellen zu erreichen, wurden 15ul der entsprechenden RNA’s gepoolt. Die cDNA’s
wurden iiber den SMART Kit synthetisiert und anhand einer LD PCR angereichert. Parallel
hierzu wurde aus der RNA der Positiv-Kontrolle (Skelettmuskel) des PCR Select™ cDNA
Subtraktionskit die Erst- und Zweitstrang cDNA Synthese eingeleitet. Die cDNA Synthese
Primer (siche II.1.6) enthalten in ihrer Sequenz Rsal Schnittstellen. Die cDNA’s wurden mit
dem Restriktionsenzym Rsal verdaut, so dass Produkte mit glatten Enden erzeugt wurden, die
fiir die Adaptorenligation essentiell sind.

Bei den spiteren PCR Amplifizierungen fungieren diese Adaptoren als Primeransatzstellen.
Der Restriktionsverdau wurde auf einem Agarosegel iiberpriift. Ebenfalls wurde die
Adaptorenligation iiber ein Ligationseffizienztest verifiziert. Um Lymphknotenmetastasen
spezifische cDNA’s anzureichern wurden mikrodissektierte Lymphknotenmetastasenzellen
als Tester und mikrodissektierte Primdrmelanomzellen als Treiber benutzt. Um
Primdrmelanomspezifische cDNA’s anzureichern miissen Treiber und Tester in einem
zweiten Ansatz ausgetauscht werden. Die Tester cDNA wurde in zwei Fraktionen eingeteilt,
an denen die Adaptoren (Adaptor 1 bzw. Adaptor 2R; siehe I1.1.6) ligiert wurden.

In der ersten Hybridisierung wurde ein Uberschuss an Treiber cDNA jeweils mit der Tester
cDNA hybridisiert. Somit entstehen, wenn die cDNA in Tester und Treiber vorkommen aus
kinetischen Griinden Mischhybride (1). Hingegen differentielle Transkripte, die nur im Tester
vorkommen, einzelstringig verbleiben (2). Nur diese konnen bei der anschliessenden zweiten
Hybridisierung bei der Vermischung beider Tester Fraktionen Doppelstranghybride mit
unterschiedlichen Adaptoren bilden. Sie weisen die unterschiedlichen Adaptoren an ihren
cDNA Enden auf und konnen iiber PCR exponentiell amplifiziert werden (4). Alle andere
cDNA’s werden nicht oder nur linear amplifiziert. Zusdtzlich konnen hiufig auftretende
cDNA’s zum Teil mit sich selbst hybridisieren (3). Jedoch wird eine Amplifikation mit
identischen Primern an beiden Enden der cDNA supprimiert (Abb.5). Somit sind am Ende der
subtraktiven Hybridisierung ¢cDNA’s, die gemeinsam im Tester und Treiber vorkommen
effektiv eliminiert worden. Gleichzeitig wird das Vorkommen seltener und héufig

vorkommender differentiellen Transkripte mengenmassig angeglichen:
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~
Denaturieren bei 94°C
——]
Rehybridisieren bei 68°C
Adaptor Primer
7
[ l | l DNA Synthese
Keine Primerbindung o

Abb. 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Suppressions-PCR (Aus der Anleitung fiir
Clontech PCR Select™ Subtraction Kit). Aus kinetischen Griinden rehybridisieren hiufig vorkommende
differentielle Transkripte mit sich selbst. Dadurch entstehen zwei identische Adaptoren an den cDNA Enden. Als
Folge tritt eine sogenannte Schlaufenbildung ein, die eine Primer Anlagerung und somit die Amplifizierung der
cDNA Fragmente verhindert. Auf diese Weise kommt es zu einer Anreicherung von seltenen Transkripten, da
ihre Anreicherung exponentiell erfolgt. Hingegen die Anreicherung des hdufig vorkommenden Transkripten
supprimiert wird.

11.3.4.1 Doppelstringige cDNA Synthese der Positiv Kontrolle (Skelettmuskel)

Die Methode ist nach der Anleitung des PCR-Select™ ¢DNA Subtraction Kit (Clontech, Palo
Alto, USA) durchgefiihrt worden. Fiir die Erststrang cDNA Synthese der Positiv Kontrolle
(Skelettmuskel) wurde 2ug (2ul) PolyA™ mRNA eingesetzt. Zusitzlich wurde 1ul cDNA
Synthese Primer (II.1.6) und 2ul H,O hinzugegeben. Der Ansatz wurde fiir 2 Min. bei 70°C
inkubiert und darauf fiir 2 Min. auf Eis gehalten. Fiir die anschliessende Inkubation bei 42°C
fiir 1,5 Std. im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) wurden folgende Reagenzien hinzugefiigt:
2ul 5x Erststrang Puffer (250mM Tris HCIL, pH 8,5; 40mM MgCl,; 150mM KCl; 5SmM
Dithiothreitol), Ipul dNTPs (Ge 10mM), 1ul H,O und 1pl AMV Reverse Transkriptase
(20U/ul). Darauf wurde die Probe auf Eis gehalten und die Zweitstrang Synthese sofort
eingeleitet.

Die Zweitstrang Synthese wurde durch die Zugabe von: 48,4ul H,O, 16ul 5x Zweitstrang
Puffer (500mM KCI, 50mM Ammoniumsulfat, 25mM MgCl, 0,75SmM B-NAD, 100mM Tris
HCL pH 7,5; 0,25mg/ml BSA), 1,6ul dANTPs (je 10mM) und 4ul 20x Zweitstrang Enzym
Cocktail (6U/ul DNA-Polymerase I, 0,25U/ul RNaseH, 1,2U/ul E.coli DNA-Ligase) mit
anschliessender Inkubation bei 16°C fir 2 Std. im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf)
eingeleitet. Darauf wurde 2ul T4 DNA Polymerase (3U/ul) hinzugegeben und fiir weitere 30
Min. bei 16°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 4ul 20x EDTA/Glykogen abgestoppt und
die cDNA zweimal mit 100ul Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) und einmal mit
100ul Chloroform extrahiert.
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Nach der Zugabe von 40ul 4M NH4OAc und 300ul absoluten Ethanol wurde die cDNA sofort
préazipitiert. Die cDNA wurde durch Zentrifugation (20Min. bei 13.000 Upm) pelletiert und
mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wird fiir 10 Min. luftgetrocknet und in 50ul H,O

resuspendiert. Die Probe kann nun bei —20°C aufbewahrt werden.

11.3.4.2 Rsal Restriktionsverdau

Die doppelstringige Skelettmuskel cDNA und die tiber den SMART-Kit hergestellte und
amplifizierte Primdrmelanom- und Lymphknotenmetastasen cDNA’s, wurden einem Rsal
Restriktionsverdau unterzogen. Anhand des Rsal Restriktionsverdaus werden glatte Enden in
der cDNA erzeugt, die die Ansatzstellen fiir die spitere Adaptorligation sind. Dazu wurde zu
den 43,5ul ¢cDNA, 5ul 10x Rsal Restriktionspuffer (100mM Bis-tris-Propan-HCI pH 7,0;
100mM MgCl,, ImM DTT) und 1,5ul Rsal (10U/ul) hinzugegeben und fiir 2 Std. bei 37°C
inkubiert. Vor Abbruch der Reaktion mit 2,5ul 20x EDTA/Glykogen wurde Sul Probe
entnommen und auf einem 1%igen TAE Agarosegel aufgetragen. Die Proben wurden wie

oben beschrieben extrahiert und geféllt und in 5,5ul H,O resuspendiert.

11.3.4.3 Adaptorligation

Zur Gewinnung des Testers wurden die verdaute cDNA’s mit Adaptoren ligiert. Jede Tester
cDNA wurde in zwei Aliquots unterteilt. Zuerst wurden Iul jeder Tester cDNA
(Skelettmuskel-, SMART Primdrmelanom- , SMART Lymphknotenmetastasen und SMART
humane Plazenta cDNA) mit 5ul H,O verdiinnt. Dann wurde ein Aliquot mit Adaptor 1
(Tester 1-1 2-1, 3-1, siehe 11.1.6) und das Andere mit Adaptor 2R (Tester 1-2, 2-2, 3-2 siche
I1.1.6) ligiert. Davon wurden je 2ul filir die beiden Ligationen eingesetzt. Die Skelettmuskel
Kontrolltester cDNA wurde separat vorbereitet. Zuerst wurden 2ul einer Haelll verdaute
$X174 DNA (3ng/ul) mit 38l sterilem H,O verdiinnt. Dann wurde 1pl Skelettmuskel cDNA
mit Sul verdiinnte $X174 DNA (150ng/ml) gemischt. Diese cDNA beinhaltet nun 0,2%
Haelll verdaute $X174 DNA. Zusétzlich wurden zu allen Tester cDNA’s 3ul H,O, 2ul 5x
Ligationspuffer (250mM Tris-HCI pH 7,8, S0mM MgCl,, 10mM DTT, 0,25mg/ml BSA), 1ul
T4 DNA Ligase (400U/ul) und 2pl Adaptor 1 (10um) bzw. Adaptor 2R (10um) zugemischt.
Die unsubtrahierte Testerkontrolle entsteht durch Mischung von 2ul beider Ansitze. Die
Inkubation der Proben erfolgte bei 16°C iiber Nacht. Anschliessend wurde die Reaktion mit
1ul EDTA/Glykogen abgestoppt und zur Inaktivierung der Ligase wurde der Reaktionsansatz
bei 72°C fiir 5 Min. erhitzt.
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Aus dem unsubtrahierten Tester Kontrollansatz wurde 1ul entnommen und mit 1ml H,O fiir
die darauffolgende PCR Amplifizierung verdiinnt. Die Proben koénnen nun bei —20°C

aufbewahrt werden.

11.3.4.4 Kontrolle der Adaptorligation mittels PCR
Der Effizienz der Ligation wurde mit Hilfe einer GAPDH PCR iiberpriift. Hierzu wurden die
beiden Tester cDNA’s (Adaptor 1 bzw. Adaptor 2R, siehe 11.1.6) in 200ul H,0 verdiinnt und

nachfolgende Reaktionen angesetzt:

Reaktionsansitze 1 2 3 4
Tester 1-1 (ligiert mit Adaptor 1) Il 1l - -
Tester 1-2 (ligiert mit Adaptor 2R) - - Il 1l
G3PDH 3’ Primer Il Tpl 1pl 1wl
G3PDH 5’ Primer - Tl - Tl
PCR Primer 1 1pl - Tul -
Gesamtvolumen 3ul - 3pl 3upl 3pl

Als Tester wurden die iiber den SMART Kit hergestellten Primérmelanom-,
Lymphknotenmetastasen- und humane Plazenta c¢DNA’s und die separat generierte
Skelettmuskel cDNA verwendet. Die Primerkonzentrationen betrugen jeweils 10uM (siehe
II.1.6). Zu den 3ul Gesamtvolumen wurden jeweils 18,5ul H,O, 2,5ul 10x PCR
Reaktionspuffer, 0,5ul dNTPs (je 10mM) und 0,5ul 50x Advantage cDNA Polymerase Mix
(Clontech) hinzugefiigt und fiir 5 Min. bei 72°C im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf)
inkubiert. Die PCR Reaktion wurde fiir 25 Zyklen nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Denaturierung 30 Sek. bei 94°C
Annealing 30 Sek. bei 65°C
Elongation 2,5 Min. bei 68°C

Dabei wird einerseits als Kontrolle GAPDH mit den zwei spezifischen Primer (G3PDH 3’
und G3PDH 5°, siehe II.1.6) und andererseits GAPDH gemeinsam mit einem Adaptor
spezifisch Primer (Adaptor 1 bzw. Adaptor 2R, siehe I1.1.6) amplifiziert (siche Abb.6). Eine
gute Ligationseffizienz ist gegeben, wenn beide PCR Produkte dhnliche Bandenintensitdten
zeigen. PCR Produkte, die mit den internen spezifischen GAPDH Primer amplifiziert werden,

weisen auf einem 2%igen TAE Agarosegel eine 500bp Bande auf.
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PCR Produkte, die aus der Amplifizierung mit einem GAPDH spezifischen und einem
Adaptor spezifischen Primer entstehen, zeigen sich als 750bp Bande. Falls kein PCR Produkt
mit den Adaptoren Primern zu detektieren ist, sind keine Adaptoren an die unterschiedlichen
cDNA’s ligiert worden und die Ligation wurde wiederholt. Das Gelingen der
Adaptorenligation ist fiir die abschliessende Supressions-PCR essentiell, da die hierfiir

verwendeten Primer an die Adaptoren ansetzen.

Adaptor spezifischer Primer
L» 1 —1
1
41 —> [ == — 750 bp
GAPDH spezifischer Prime
= S - 500bp
L L |

<
/
GAPDH spezifischer Primer

Abb. 6: Prinzip des Ligationseffizienztest. Die cDNA wird einerseits mit einem GAPDH spezifischen und
einem Adaptor spezifischen Primer amplifiziert (Bande oben in schwarz angedeutet bei 750 bp). Ausserdem
entsteht ein kleineres Produkt (Bande unten bei 500 bp) wenn die cDNA mit beiden GAPDH internen
spezifischen Primer amplifiziert wurde.

I1.3.4.5 Tester-Treiber-Hybridisierung

Ist die Adaptorligation erfolgreich gewesen, erfolgt die erste Tester-Treiber-cDNA
Hybridisierung. Zu den zwei Tester cDNA’s (mit Adaptor 1 bzw. Adaptor 2R, siehe I1.1.6)
wird die Treiber cDNA im Uberschuss gegeben. 1,5ul Treiber, 1,5ul Tester und 1ul 4x
Hybridisierungspuffer wurden fiir 1,5 Min bei 98°C denaturiert und darauf fiir 8 Std. bei 68°C
im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) inkubiert, um die Moglichkeit des Annealings zu geben.
Anschliessend erfolgte sofort die zweite Hybridisierung. 1ul eines Gemisches aus 1ul Treiber,
1ul 4x Hybridisierungspuffer und 2ul H,O wurde mit einem Tropfen Ol (fliissiges Paraffin)
beschichtet und fiir 1,5 Min. bei 98°C im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) inkubiert. Nach
der Inkubation wurde die frisch denaturierte Treiber cDNA zusammen mit den beiden
Ansitzen der ersten Hybridisierung vermischt.

Als erstes wurde die Hybridisierungsprobe 2, dann etwas Luft und zuletzt die denaturierte
Treiber cDNA in die Pipette aufgesogen. Somit sind die Proben voneinander getrennt und
konnen nicht miteinander hybridisieren. Anschliessend wurden die getrennten Proben in die
Hybridisierungsprobe 1 vermischt und fiir 18 Std. bei 68°C im PCR Zykler (Biozym,
Oldendorf) inkubiert.
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Wichtig ist, dass diese beiden Ansdtze der ersten Hybridisierung nur in Anwesenheit eines
Uberschusses an frisch denaturiertem Treiber vermischt werden, da sonst nicht differentielle
cDNA nicht vom Treiber abgedeckt werden kann.

Nach der Inkubation wird der Reaktionsansatz mit 200ul Dilutionspuffer (20mM HEPES HCl
pH 8,3, 50mM NaCl, 0,2mM EDTA pH 8,0) versetzt und gemischt und fiir 7 Min. bei 68°C
im PCR Zykler (Biozym, Oldendorf) inkubiert. Dieses Hybridisierungsprodukt diente als
Ausgangsmaterial flir die Amplifizierung der differentiellen Transkripte. Die Proben koénnen

anschliessend bei —20°C aufbewahrt werden.

11.3.4.6 Anreicherung der differentiellen cDNA’s

Die erste PCR-Amplifikation verlief in einem 25ul Ansatz: 1ul verdiinntes Hybridisierungs-
produkt, 19,5ul steriles H,O, 2,5ul 10x PCR Puffer, 0,5ul dNTPs (je 10mM), 1ul PCR Primer
1 (siehe II.1.6) und 0,5ul 50x Advantage ¢cDNA Polymerase Mix (Clontech) wurden
gemischt. Zudem werden zur Kontrolle die entsprechenden verdiinnten unsubtrahierten
Proben gleichermassen amplifiziert. Die Proben wurden anschliessend mit 50ul Ol (fliissiges

Paraffin) beschichtet. Die PCR Reaktionen wurde fiir 27 Zyklen nach folgendem Schema

durchgefiihrt:
Denaturierung 30 Sek. bei 94°C
Annealing 30 Sek. bei 66°C
Elongation 1,5 Min. bei 72°C

In der zweiten nested PCR wurden 3l jedes ersten PCR Produktes mit 27ul H,O verdiinnt.
Daraus wurden 1ul Aliquots in ein 0,5ml Eppendorf Tube fiir die Reaktion tiberfiihrt. 18,5 pl
H,0, 2,5ul 10x PCR Puffer, 0,5ul dNTPs (je 10mM), 0,5ul 50x Advantage cDNA
Polymerase Mix (Clontech), 1,0ul nested Primerl und 1,0ul nested Primer 2 (siehe II.1.6)
wurden hinzugegeben. Diese nested Primer binden weiter innen an die Adaptoren an und
erhdhen somit die PCR Spezifitit. Die Proben wurden anschliessend mit einem Tropfen Ol
(fliissiges Paraffin) beschichtet und die nested PCR Reaktionen wurden fiir 10-12 Zyklen
nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Denaturierung 30 Sek. bei 94°C
Annealing 30 Sek. bei 68°C
Elongation 1,5 Min. bei 72°C
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Von den PCR Produkten wurden je 8ul auf einem 2%igen TAE Agarosegel aufgetragen, um

die Reaktion zu iiberpriifen.

11.3.4.7 Analyse der Subtraktionseffizienz iiber semiquantitative PCR

Eine Uberpriifung der Effizienz der Subtraktion erfolgt, indem die Hiufigkeit spezifischer
cDNA’s vor und nach der Subtraktion ermittelt wird. Hierzu wurden spezifische
semiquantitative PCR’s fir GAPDH und Tyrosinase mit subtrahierter und unsubtrahierter
cDNA durchgefiihrt. Dabei sollte GAPDH als ubiquitdr exprimiertes Transkript nach einer
erfolgreichen Subtraktion vermindert vorliegen.

Fir die PCR’s wurden unsubtrahierte und subtrahierte nested PCR Produkte 1:10 in H,O
verdiinnt. Zu 1ul verdiinntes PCR Produkt wurde 1,2ul G3PDH 5’ - und G3PDH 3’ Primer
(e 10 uM, siehe I1.1.6), 0,3ul ANTPs (je 20mM), 22,4ul H,O, 3,0ul 10x PCR Puffer und
0,6ul 50x Advantage cDNA Polymerase Mix (Clontech) gegeben. Die PCR Reaktionen
wurde fiir 18,- 23-, 28- und 33 Zyklen nach folgendem Schema durchgefiihrt:

Denaturierung 30 Sek. bei 94°C
Annealing 30 Sek. bei 60°C
Elongation 2 Min. bei 68°C

Nach der PCR wurden je 5ul Probe entnommen und auf einem 2%igen TAE Agarosegel
aufgetragen.

Bei der Tyrosinase PCR handelt es sich um eine nested PCR. Beide PCR’s wurden in 50ul
Ansitzen durchgefiihrt. In die PCR wurde 1pl dNTPs (20mM), 5ul 10x Taq PCR Puffer, je
Iul Tyrosinase Primer 1 und 2 (siehe I1.1.6), 0,5ul Taq Polymerase (Amersham-Pharmacia)
und 5ul cDNA gemischt. Aus der ersten PCR wurde nach 35 Zyklen 1pul PCR Produkt fiir die
nested PCR verwendet. Die eingesetzten Primer fiir die nested PCR sind Tyrosinase 3 und
Tyrosinase 4 (sieche II.1.6), sonst wurden dieselben Reagenzien wie fiir die erste PCR
eingesetzt. Von der ersten PCR wurden 5ul und von der zweiten PCR wurden 5ul nach 20,
25, 30 und 35 Zyklen fiir ein 2%iges TAE Agarosegel entnommen.

Die PCR Reaktion erfolgte nach folgendem Muster:

Denaturierung 1 Min. bei 94°C
Annealing 1,05 Min bei 56°C
Elongation 1,05 Min. bei 72°C
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I1.3.5 Klonierung der subtrahierten differentiellen PCR Produkte

Damit die unterschiedlichen Transkripte einem Screening-Verfahren unterzogen werden
konnen, wurden die nested PCR Produkte in einen selbst hergestellten T/A Vektor
(pBluescript SK II; siehe I1.1.4.2) und in den Vektor pCR 2.1 (TA Cloning Kit, Invitrogen,
Leek, Niederlande; siche II1.1.4.1) kloniert. An die PCR Produkte miissen zuerst Adenin
Uberhiinge an die 3> Enden angehiingt werden. Dazu wurden 18ul PCR Produkt mit 67pul
H,O_ 10ul 10x PCR Puffer, 1ul Taq Polymerase Mix (Amersham-Pharmacia) und 2pul dATP
(100mM, Amersham-Pharmacia) gemischt und fiir 2 Std. bei 72°C im PCR Zykler (Biozym,
Oldendorf) inkubiert. Anschliessend wurden die PCR Proben iiber eine Phenol-Chloroform-
Extraktion aufgereinigt und prézipitiert und in 10ul HyO resuspendiert. Der so hergestellte
Adenin Uberhang pro 3’ Ende kann effizient an Thymidiniiberhiinge eines hergestellten

linearisierten Vektors binden.

I1.3.5.1 Herstellung eines T/A Vektors (Hadjeb und Berkowitz, 1996)

Zuerst wurden 10ug Vektor pBluescript® SKII (Stratagene, Heidelberg) fiir 2 Std. bei 37°C
mit dem Restriktionsenzym Eco RV (10U/ul, MBI, Fermentas, St. Leon-Rot) in Puffer R
(MBI, Feremteas, St. Leon-Rot) linearisiert. Der komplette Verdauansatz wurde auf einem
1%igen Agarosegel aufgetragen.

Linearisierte Vektoren mit Uberhiingen (2,9kb) konnen von den zirkularisierten Vektoren
(laufen im Gel langsamer) und dem restlichen unverdauten Vektor (supercoiled lduft sehr
schnell im Gel bei ca. 2kb) ausgeschnitten werden. Der linearisierte Vektor pBluescript wurde
anhand des QIA quick Gel Extraction Kit (siche II.1.5) isoliert. In einem 100ul Ansatz
zusammen mit 2mM dTTP und 1ul Taq Polymerase (5 U/ul, Amersham-Pharmacia), in 10x
Taq PCR Puffer erfolgte die Inkubation fiir 2 Std. bei 72°C.

Nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion und einer Ethanolfdllung mit 3M NaAcetat wurde
die aufgefiillte Vektor DNA in 44 pl H>O resuspendiert und einer Eigenligation unterworfen.
Damit werden Vektoren ohne Uberhiinge ausselektiert, da Vektoren mit Uberhéingen nicht mit
sich selbst ligieren kénnen. Dazu wurde die Vektor DNA mit 1ul T4 DNA Ligase (4U/pul,
Invitrogen) und 5ul Ligationspuffer (6mM Tris HCl pH 7,5, 6mM MgCl,, SmM NacCl,
100pg/ml BSA, 7mM B-Mercaptoethanol, 100um ATP, 2mM DTT und 1mM Spermidin)
iiber Nacht bei 14°C inkubiert. Anschliessend wurde die Probe auf ein 1%iges TBE
Agarosegel aufgetragen. Der Vektor wird bei —20°C aufbewahrt.
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I1.3.5.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

DNA Fragmente wurden mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen isoliert. Die
einzelnen Fragmente wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht (366nm)
wurde die gewlinschte DNA Bande herausgeschnitten. Das Gelstiick wurde gewogen und in
Eppendorf Reaktionsgefdss mit 3-facher Menge QG Puffer (300ul Puffer/100mg Gel)
iiberfiihrt. Die Proben wurden dann fiir 10 Min. bei 50°C inkubiert. Wihrend der Inkubation
wurde die Suspension alle 2 Min. gemischt. Daraufthin wurde 1 Vol. Isopropanol zugegeben.
Die Proben wurden in die vorbereiteten Sdulen gegeben und fiir 1Min. bei 13.000Upm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und auf die Siule wurden 500ul QG Puffer
pipettiert und wie oben beschrieben zentrifugiert. Die gebundene DNA in der Sdule wurde mit
750ul PE Puffer gewaschen und der Puffer herunterzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Sdule wurde noch mal trocken zentrifugiert. Die Sdule wurde darauf in ein
neues Eppendorf Tube gesetzt, und mit 30ul H,Opiq. oder TE Puffer (pH 8,0) wurde die DNA
eluiert. Die DNA wurde bei —20°C aufbewahrt.

I1.3.5.3 Ligation

Die Ligation der nested PCR Produkte aus der subtraktiven Hybridisierung mit Plasmid
Vektoren wurde in einem moglichst geringen Reaktionsvolumen (10ul) durchgefiihrt. Die
verwendete Menge an Vektor-DNA zu nested PCR Produkt wird im Verhéltnis 1:4 eingesetzt.
In einem Eppendorf-Reaktionsgefdss wurden gemischt: 20-50ng Vektor, 80-200ng PCR
Produkt, 1ul 10x Ligase Puffer (6mM Tris HCI pH 7,5, 6mM MgCl,, 5mM NaCl, 100pg/ml
BSA, 7mM B-Mercaptoethanol, 100um ATP, 2mM DTT und 1mM Spermidin) und 1ul T4
DNA Ligase (4U/ul, Invitrogen). Der Ligationsansatz wurde {iber Nacht bei 14°C inkubiert.

11.3.5.4 Transformation von kompetenten Bakterien

Bei —80°C gelagerte, kompetente Bakterien (200ul; INVaF’ E.coli Zellen; Invitrogen,
Niederlande) wurde auf Eis aufgetaut. 2l des Ligationsansatzes wurde hinzugegeben und fiir
30 Min. auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien 30 Sek. einem Hitzeschock bei 42°C
ausgesetzt und anschliessend 2 Min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 250ul SOC Medium
(siehe II.1.2) wurden die Zellen 1 Std. bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. S0ul bzw. 200ul
des Ansatzes wurden auf LB-Agarplatten (siche 11.1.2) ausplattiert. Zur Blauselektion wurden
X-Gal Platten (25pl X-Gal; 2% in DMSO und 25ul IPTG; 100mM) benutzt, ansonsten LB

Platten mit Ampicillin.
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Kolonien mit Inserts sind weiss, da das Gen fiir die -Galaktosidase bei der Einklonierung
unterbrochen wird und dadurch das Umsetzen des Substrates IPTG zu einem blauen Farbstoff
nicht mehr ermdglicht wird. Die Platten wurden invertiert {iber Nacht bei 37°C inkubiert und

darauffolgend bei 4°C gelagert.

I1.3.6 Kolonie-PCR

Die Kolonie PCR dient der Anreicherung der klonierten cDNA’s iiber die an den Adaptoren
ansetzenden Primer. Fiir die PCR wurden einzelne weisse Klone mit Hilfe eines Zahnstochers
gepickt und in 100pl LB Medium + 50pg/ml Ampicillin iiberfithrt. Der Ansatz wird fiir
mindestens 4 Std. bei 37°C unter Schiitteln angeziichtet. Daraus wurde 1pl in einem 20ul
PCR Ansatz (0,5uM Primer: Nested Primer 1 und Nested Primer 2 (sieche I1.1.6), 1-2Units
Taq Polymerase (Amersham Pharmacia), 2ul 10x PCR Puffer, 0,2mM dNTPs) {iberfiihrt.
Zuniachst wurden die Proben bei 94°C fiir 30 Sek. inkubiert, um die Bakterien

aufzuschliessen. Die PCR Reaktion wurde fiir 30 Zyklen nach folgendem Muster
durchgefiihrt:

Denaturieren 30 Sek. bei 95°C
Annealing 30 Sek. bei 68°C
Elongation 3 Min. bei 72°C

Abschliessend wurden 8ul des PCR Produkts auf einem 2%igen TBE Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt.

I1.3.6.1 Anfertigung von Bakterienstocks

Zunédchst wurde Iml LB Medium + 1pl Ampicillin mit der gewiinschten Kolonie mit Hilfe
eines Zahnstochers angeimpft. Uber Nacht erfolgt unter Schiitteln die Inkubation bei 37°C.
Anschliessend wurden 750ul der Ubernachtkultur zu 500ul 50% Glycerol gegeben. Darauf

wurden die Bakterien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C autbewahrt.

I1.3.7 Screening der klonierten Subtraktionsprodukte
I1.3.7.1 Herstellung Digoxygenin (DIG) markierter Subtraktions- und cDNA Sonden

Die Subtraktionssonden wurden aus den nested PCR Produkten der subtraktiven

Hybrisierungen (Melanomsonde aus der Hybridisierung mit Melanom cDNA als Tester bzw.
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Lymphknotenmetastasesonde aus der Hybridisierung mit Lymphknotenmetastase cDNA als
Tester) hergestellt.

Als erstes wurden die Adaptoren entfernt, da die zu screenenden Produkte ebenfalls
Adaptoren an ihren Enden tragen und hybridisieren konnen. Je 100ul PCR Produkt (gepoolt
aus 4 PCR Reaktionen) wurden zunichst iiber einen PCR Purification Kit gereinigt (siche
11.3.3.3). Der Ansatz wurde in 15pul H,O resuspendiert und anschliessend in einen 20ul
Ansatz fiir 2,5 Std. bei 37°C mit Rsal (10U/ul, MBI Fermentas) verdaut. Darauf wurde der
Ansatz nochmals mit dem Restriktionsenzym Smal (10U/ul, MBI Fermentas) fiir 2,5 Std. bei
30°C verdaut. Die somit abgetrennten Adaptoren wurden mit Hilfe des Qiaquick PCR
Purification Kit (siche II.1.5) entfernt. Die ¢cDNA wurde nun einer DIG Markierung
unterworfen. Hierzu werden 15ul gereinigtes Produkt in 10mM Tris HCI pH 8,5 fiir 10 Min.
bei 97°C denaturiert und zusammen mit von 0,3pug Hexamerprimer, je 100uM dATP, dCTP,
dGTP, sowie 65uM dTTP, 35uM DIGdUTP (Roche, Mannheim), 5 Units Klenow Enzym
(MBI Fermentas) und 5ul 10x Klenow Enzym Puffer (50mM Tris HCI pH 8,0, SmM MgCl,
und 1mM DTT) bei 37°C fiir 1,5 bis 20 Std. inkubiert.

Die Melanom ¢cDNA- bzw. Lymphknotenmetastasen cDNA Sonden wurden aus den LD PCR
Produkten des SMART™ Kits (Clontech; siehe I1.3.3) hergestellt. Die 100ul SMART PCR
Proben (gepoolt aus 4 PCR Reaktionen) wurden darauf iiber den PCR Purification Kit
(Qiagen) von Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt (siche 11.3.3.3). Die
cDNA’s wurden nun einer DIG Markierung wie bereits oben beschrieben unterworfen.
Sowohl die DIG markierten Subtraktionssonden als auch die ¢cDNA Sonden wurden
abschliessend {iiber eine P60 Elution gereinigt. Zur Herstellung einer Sdule wurde ein Iml
Safeseal Tip (Biozym, Oldendorf) genommen. Die untere Spitze der 1ml Safeseal Tip wurde
mit einer Schere abgeschnitten und die Sdule wurde mit einem kleinen Stiick Gazenetz
(Hartmann, Heidenheim) bestiickt. Mit Sephadex™ G 50 (Amersham-Pharmacia, Freiburg)
wurde die Sdule gefiillt und 3x mit 1ml P60 Elutions Puffer gewaschen. Die Sdule wurde
dann in ein 1,5ml Eppendorfgefiss tiberfiihrt. 20l DIG markierte Sonde wurde mit 20ul P60
Puffer gemischt und auf die Sdule gegeben. Anschliessend wurden 100ul P60 Puffer in die
Sdule pipettiert. Der Uberstand wird als Fraktion 1 aufbewahrt. Fiir die folgenden 10
Fraktionen in weiteren 1,5 ml Eppendorfgefasse wurden stets 133ul P60 Puffer in die Saule
gegeben. Die unterschiedlichen Fraktionen konnen bei —20°C aufbewahrt werden. Die Proben
werden vor Gebrauch auf ihre DIG Markierung {iberpriift. Die Fraktionen, die ein sehr starkes
Signal bei der Detektion aufzeigen, wurden abschliessend gepoolt und bei —20°C gelagert. In
der Regel sind es die Fraktionen 3-5, die gesammelt werden konnen.
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Vor der Hybridisierung wurden alle Sonden auf ihre DIG Markierung iiberpriift. Dazu wird
von den gewonnenen 10 Fraktionen jeder Sonde 3pul auf eine positiv geladene Nylonmembran
(Roche, Mannheim) getropft und fixiert (120mJ, UV Stratalinker, Stratagene; Zhang et al,
1996).

I1.3.7.2 Nicht radioaktive Detektion

Verwendet wird ein Detektionsverfahren, dass immunologisch iiber Chemilumineszenz
erfolgt. Die positive geladene Nylonmembran wurde mit den Proben kurz in 1x Maleinsiure
gewaschen und 2x 15 Min. mit 2x Blockierungspuffer in 1x Maleinsdure (Roche, Mannheim)
blockiert. Anschliessend erfolgte eine 45 miniitige Blockierung in 2x Blockierungspuffer in
1x Maleinsdure mit alkalischer Phosphatase gekoppelter Anti DIG Antikorper (10ul Anti DIG
Antikorper in 100ml 2x Blockierungspuffer verdiinnt).

Danach wurde die Membran 2mal fiir 15 Min. mit 1x Maleinsdure gewaschen und fiir 2 Min.
in Aquilibrierungspuffer (100mM Tris HCI, 100mM NaCl, 50mM MgCl, pH 9,5) inkubiert.
Zuletzt wurde die Membran in 7ml Aquilibrierungspuffer mit 70l CDP Star™ fiir 10 Min.
inkubiert. Das Substrat CPD Star'™ (Roche, Mannheim) wird durch die alkalische
Phosphatase dephosphoryliert und das metastabile Dioxetananion entsteht. Wahrend seines
Zerfalls emittiert dieses Anion Licht (bei ca. 466nm) und schwérzt einen aufgelegten Film

(Kodak X-OMAT chemiluminescent film).

I1.3.7.3 Screening von cDNA Arrays

Die unterschiedlichen klonierten cDNA’s aus des subtraktiven Hybridisierung wurden einem
doppelten Screening Verfahren (Subtraktionssonde und cDNA Sonde) unterzogen. Somit
kann festgestellt werden, welche der klonierten Transkripte differentiell exprimiert werden.
Die Hybridisierung mit der Subtraktionssonde diente als Vorscreening. Hier werden falsch
positive Klone aussortiert. Auch der Hintergrund wird mit dem Vorscreening minimiert.

Bei der Hybridisierung mit der entsprechenden cDNA Sonde wurden nur noch die bestétigten
differentiellen Klone aus dem Vorscreening hybridisiert. Die amplifizierten Inserts wurden als
erstes auf einem 1%igen TBE Agarosegel auf ihre Grdsse iiberpriift und je 50 davon auf
doppelte Filter (je 8x8cm grosse positiv geladene Nylonmembran, Roche, Mannheim)
iibertragen (cDNA Arrays). Hierzu wurden jeweils 3ul PCR Produkt mit 2ul 0,3N
NaOH/15% Ficoll vermischt und denaturiert. Aus diesem Gemisch wurden je 1,5ul auf die

beiden Filter getropft (Dot Blot).
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Nach dem Fixieren iiber Crosslinking bei 120 mJ (UV, Stratalinker, Stratagene; Zhang et al.,
1996) erfolgte die Array Hybridisierung mit einer DIG markierten Sonde. Bei der Array
Hybridisierung wurden als erstes die doppelten Membranen in 6x SSC mit 50ug/ml
denaturierter Lachssperm DNA (Sigma), 5x Denhardt Losung (0,2% Ficoll 400, 0,2%
Polyvinylpyrrolidone, 0,2% BSA) fiir 2-3 Std. bei 65°C prihybridisiert. Die Subtraktions-
bzw. cDNA Sonden wurden fiir 7 Min. bei 100°C denaturiert und in Hybridisierungslosung
(wie die Prahybridisierungs-Losung mit Ausnahme von Lachssperm DNA) mit den Filtern
iiber Nacht bei 65°C hybridisiert. Fiir die Minimierung des Hintergrunds und um restliche
Adaptorensequenzen abzufangen, wird bei den Hybridisierungen mit den Subtraktionssonden
10ul Nested Primer 1 und Nested Primer 2 (10uM, siehe 11.1.6) zugegeben. Anschliessend
wurden die Filter in 2x SSC/0,5% SDS und 1x SSC/0,5% SDS je zweimal fiir 10 Min.

gewaschen und dem DIG Detektionsverfahren unterzogen (siehe 11.3.7.2).

I1.3.8 Isolierung von Plasmid DNA

11.3.8.1 Plasmid Miniprep

Zur ndheren molekularen Charakterisierung rekombinanter Kolonien wurde aus diesen
Kolonien in einem kleinem Massstab Plasmid DNA isoliert und einem Testverdau
unterzogen. In 1,5ml Medium (LB + 50ug Ampicillin) wurde ein Klon mit Hilfe eines
Zahnstochers iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Diese Ubernachtkultur wird fiir
3 Min. bei 13.000 Upm zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und das Bakteriensediment
in 150ul Losung 1 (siehe II.1.1) suspendiert und gemischt. Danach wurde 300 pl Losung 11
dazupipettiert (siehe II.1.1) und 5 Min. auf Eis inkubiert. Zuletzt wurde 225ul Losung III
(siehe II.1.1) dazugegeben, gemischt und die Proben fiir 15 Min. auf Eis stehen gelassen, um
die Proteine zu denaturieren. Nach einem Zentrifugationsschritt fiir 3 Min. bei 13.000Upm
wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefiiss iiberfiihrt. Nach Zugabe von 400ul
Isopropanol wurde nach einer weiteren Zentrifugation der Uberstand verworfen. Das Pellet

wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in 40ul TE Puffer resuspendiert.

11.3.8.2 Plasmid Midiprep

Zur Gewinnung grosserer Mengen Plasmid DNA wurde eine Plasmid Isolierung im grosseren
Massstab nach dem Prinzip der alkalischen Lyse durchgefiihrt. Als erstes wurden 5Sml LB
Medium + Ampicillin mit der gewiinschten Kolonie angeimpft und fiir ca. 6 Std. bei 37°C
inkubiert. Darauf wurde die Sml Kultur in ein mit 200ml LB Medium + 20ul Ampicillin

vorbereitetes Erlenmeyergetfiss iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt.
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Anschliessend wird die Ubernachtkultur bei 6.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde mit 4,5ml Losung I (sieche 11.1.1) resuspendiert. Nach
Zugabe von 10ml Losung II (siehe II.1.1) wurde die Suspension fiir 5 Min. auf Eis gehalten.
Bei diesem Vorgang werden die Bakterien lysiert. Dann wurden 7,5ml Losung III
hinzupipettiert und nochmals 15 Min. auf Eis gestellt. Dieser Schritt dient der Denaturierung
der Proteine. Nach einem 5-miniitigen Zentrifugationsschritt fiir 6000rpm (4°C) wurde der
Uberstand durch ein Gazenetz (Hartmann, Heidenheim) filtriert, um nicht pelettierte Proteine
und Zellbestandteile zu entfernen. Danach erfolgte die DNA Féllung durch die Zugabe von
0,6 Vol. Isopropanol. Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur fiir 5 Min. stehen gelassen.
Nach erneuter Zentrifugation (5 Min, 6000rpm, 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet fiir 10 Min. bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliessend wurde das Pellet in 2ml TE
Puffer und 2ml 4M LiCl resuspendiert und fiir 5 Min. auf Eis gestellt. Hierbei wird
genomische DNA und hochmolekulare RNA von der Plasmid DNA abgetrennt.

Nach der Zentrifugation erfolgte die Zugabe von 10ml absolutem Alkohol. Die Féllung
erfolgte fiir 15 Min. bei — 20°C. Das Pellet wurde mit Sml 70% Ethanol gewaschen, um Salze
zu entfernen und die DNA luftgetrocknet. Darauf wurde das Pellet mit 500ul TE Puffer gelost
und in ein Eppendorf Tube {iberfithrt. Sul RNase (10mg/ml, Merck, Darmstadt) wurde
hinzugegeben und fiir 30 Min. bei 37°C inkubiert. Anschliessend erfolgte eine Phenol-
Chloroform-Extraktion und eine DNA Prézipitation. Das Pellet wurde in 100ul TE Puffer
gelost und liber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Die DNA Konzentration wird nach der OD
Messung bei 260nm mit Hilfe folgender Formel errechnet: DNA Konzentration (pg/ml) =

OD260/280 x 50 x Verdﬁnnung

I1.3.9 Sequenzierung von DNA nach Sanger (Sanger et al., 1977).

Alle durch das Screeningverfahren differentiell bestétigte Klone wurden anhand des
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kits (Perkin Elmer, Foster City, CA, USA) zur
Ermittlung der Basenfolge der vorliegenden Nukleinsduren sequenziert. Neu amplifizierte
Inserts (siche I1.3.6) wurden iiber ein 2%igen TBE Agarosegel aufgetrennt und iiber
QIAquick Gel Extraction Kit (siehe I1.3.5.2) ausgeschnitten und gereinigt. Nach einer DNA
Mengenschédtzung iiber ein weiteres Agarosegel werden ca. 30-90ng DNA fiir die
Sequenzierung eingesetzt. Zusétzlich wurden ca. 100-200ng DNA aus Plasmid Miniprep’s der
einzelnen Klone (siehe 11.3.3.1) nach Uberpriifung der Inserts (Restriktionsverdau) fiir die

Sequenzierung eingesetzt.
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In einem 20ul Ansatz (Strangbruchverfahren nach Sanger) wurden zusétzlich 3ul
Sequenzreaktion (ABI PRISM™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Mix) 3,2ul Nested Primer 1 oder nested Primer 2 hinzugegeben. Der ABI Sequencing Mix
beinhaltet das Enzym AmpliTaq® und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide. Insgesamt
wurden 25 Zyklen vollzogen und das PCR Programm lduft nach folgendem Prinzip: 30 Sek.
bei 96°C, 15 Sek. bei 50°C und 4 Min. bei 60°C, wobei die Autheiz- und Abkiihlphasen auf
0,9°C pro Sek. eingestellt sind. Anschliessend wurden die Proben iiber Centri Sep Séulen
(Applied Biosystem, NJ, USA) aufgereinigt.

Mit der Aufreinigungsmethode mittels Centri Sep Sdulen konnen schnell und effizient
Proteine, von Nukleotiden, Puffer und Salzen gereinigt werden. Als erstes wurden 800ul H,O
in die Séulen gegeben und fiir 1 Std. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Darauf wurden alle
Luftblasen weggeklopft und die Sdulen in Eppendorf Reaktionsgefdsse gelegt und fiir 2 Min.
bei 3000Upm zentrifugiert. Die 20ul Sequenzierungsprobe wurde nun in die Mitte der Saule
pipettiert, die DNA wird somit an die Sdule gebunden und durch einen weiteren
Zentrifugationsschritt (2 Min. bei 3000Upm) eluiert. Die DNA wurde mit Hilfe einer Speed
Vac getrocknet und spdter fiir die Sequenzierung in 20ul H,O resuspendiert. Die
Sequenzierung in einem ABI 373 DNA Sequencer (Perkin Elmer, Fortser City, CA, USA)
wurde freundlicherweise von der Abteilung medizinische Virologie (Prof. Iftner) und der

Tropenmedizin (PD Dr. Kremsner) durchgefiihrt.

11.2.9.1 BLAST Search

Die verschiedenen Sequenzen wurden anhand eines BLAST Programms (Altschul et al.,
1997) auf Homologien mit bereits bekannten Genen in der DDJB (DNA DataBank of Japan),
EMBL (European Molecular Biology Laboratory) und PDB (Brookhaven Protein Databank)
Genbanken verifiziert. Sequenzen ohne grossere Homolgien (<50 Nukleotide) wurden mit
bekannten sequenzmarkierten Stellen in der EST Datenbank (EST = expressed sequences

tags) verglichen.

I1.3.10 Charakterisierung der isolierten Gene mittels Northern Blot

11.3.10.1 Herstellung spezifischer DIG markierter Gensonden

Zur Gewinnung spezifischer Gensonden wurde zuerst eine Kolonie PCR (sieche 11.3.6) mit
dem entsprechendem Plasmid und eine anschliessende Gelelution (siche 11.3.5.2)

durchgefiihrt.
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Etwa 5-20ul des Eluats (10-200ng) wurden zusammen mit 1pug Hexamerprimer und Sul 10x
Puffer (MBI Fermentas; 50mM Tris HCL pH 8,0, SmM MgCl,, ImM DTT) bei 100°C fiir 7
Min. denaturiert. Danach erfolgt die Zugabe von 5ul DIG Nukleotid Mix (100uM dATP,
100uM dCTP, 100uM dGTP, 65uM dTTP und 35uM DIG-dUTP) und 3U Klenow Enzym
(MBI Fermentas) mit anschliessender Inkubation fiir 1 Std. bei 37°C. Die Reaktion wurde mit
Iul 0,5M EDTA abgestoppt und die Sonde iiber den QIAquick PCR Purification Kit (siche
I1.3.3.3) gereinigt. Die DIG Markierung wurde wie in I1.3.7.1 beschrieben verifiziert.

11.3.10.2 Herstellung einer 28S Oligonukleotid-Sonde

Spmol (ca. 65ng) des 28S Oligos (40mer, Oncogene Research Products, Cambridge. MA,
USA) wurden mit 4pl Tailing Puffer, 4ul CoClI2 (25mM), 1ul CoCl, (25mM), 1 DIG dUTP
(1ImM), 1l (50 Units) terminale Transferase (DIG Oligonukleotid 3’ End labeling Kit; Roche
Mannheim) und 8 pul DEPC-H,O fiir 15 Min. bei 37°C inkubiert.

Aus einem Gemisch aus 1ul Glykogen Losung und 200ul EDTA (0,2mol/l) wurden 2pl
entnommen und zur Reaktion gegeben. Darauf erfolgte eine Fallung mit 2,5ul LiCl und 75ul
gekiihltem 100% Ethanol. Das Pellet wurde mit kaltem 50% Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 10ul DEPC-H,O resuspendiert.

11.3.10.3 Northern Blot, RNA-Gel

Fiir ein RNA Gel werden 10ug Gesamt RNA oder 1pg polyA” mRNA in 20ul Probenpuffer
gelost (20mM MOPS, 5mM NaAc, ImM EDTA pH 8,0, 6% Formaldehyd, 50% Formamid)
und mit 2ul Gelladepuffer (50% Glycerin, ImM EDTA pH 8.0, 0,25% Bromphenolblau,
0,25% Xylencyanol) versetzt. Darauthin wurden die Proben fiir 15 Min. bei 65°C denaturiert
und auf ein denaturierendes 1%iges Agarosegel aufgetragen (20mM MOPS, 5SmM NaAc,
ImM EDTA pH 8,0, 6% Formaldehyd; 1% Agarose). Alle Losungen wurden mit DEPC-H,O
angesetzt, und die Gelkammer wurde vor Gebrauch mit 0,1% SDS Losung in DEPC-H,0O
behandelt. Als Laufpuffer diente MOPS Puffer (20mM MOPS, SmM NaAc, ImM EDTA pH
8,0). Nach einem 5-miniitigen Vorlaufen der RNA bei 100 Volt und 400 mA wurde das Gel
vollstdndig mit dem Laufpuffer bedeckt. Die RNA wurde dann tiber Nacht auf einem Gel fiir
ca. 15 Std. bei 25 Volt und 400mA aufgetrennt.

Das Gel wird daraufhin in 1pg/ml Ethidiumbromid- Laufpuffer Gemisch gegeben, um die
RNA zu farben. Danach wird die RNA im UV Durchlicht bei 312nm durch interkaliertes
Ethidiumbromid sichtbar und photographiert.
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Anschliessend wird das Gel fiir 10 Min. mit 20x SSC gewaschen und die RNA {iber Nacht in
20x SSC auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche, Mannheim) geblottet nach den
von Sambrook ef al., 1989 beschriebenen Standardbedingungen. Der Transfer der RNA wird
durch die Kapillarkrifte gewihrleistet. Nach einem Blotting wird die Membran unter UV
Licht (254nm) gehalten, um zu verifizieren ob der Transfer der RNA erfolgreich gewesen ist.
Dann wird die RNA auf der Membran fixiert (120mJ, UV Stratalinker, Stratagene; Zhang et
al., 1996).

11.3.10.4 Northern Hybridisierung

Vor der Hybridisierung mit der DIG markierten Sonde wird der Northern Blot mit 25ml DIG
Easy HYB (Roche, Mannheim) und 50ug/ml denaturierter Lachssperm DNA fiir 2Std. bei
48°C prahybridisert. Die spezifisch hergestellten Sonden (siehe 11.3.10.1) wurden fiir 7 Min.
bei 100°C denaturiert. Anschliessend wurde die Sonde mit 10ml DIG Easy HYB (Roche,
Mannheim) gemischt und auf der Membranen gegeben. Die Hybridisierung erfolgte dann
iiber Nacht bei 48°C. Uberschiissige Sonde wurde durch Waschung mit 2x SSC/0,1% SDS
2mal 1 Min. und 2mal 15 Min. mit 2x SSC/0,1%SDS bei Raumtemperatur entfernt. Der DIG

Detektionsnachweis erfolgte wie unter 11.3.7.2 beschrieben.

I1.4 Histologische Methoden

I1.4.1 Immunbhistologie

Grundlage der Antikorperfarbungen ist der spezifische Nachweis eines Proteins in den
unterschiedlichen Gewebeschnitten. Alle Farbungen wurden mit dem Vectastain ABC Kit
(Vektor, Burlingame CA, USA) durchgefiihrt. Dabei erfolgte der Nachweis indirekt iiber
einen sekunddren Antikorper, der biotiniliert ist und an den primdren Antikorper bindet. Die
Signaldetektion wird durch die Vectastain ABC-Methode (avidin biotinylated enzyme
complex) verstirkt. Es wurde ein Gemisch aus Avidin und biotinylierter Peroxidase Molekiile
zugegeben. Avidin besitzt eine starke Affinitdt zu Biotin, so dass mehrere biotinilierte
Peroxidase Molekiile gebunden werden und so das Signal durch erhohte Enzymaktivitit
verstirken.

Als erstes wurden Sum dicke Paraffinschnitte oder Gefrierschnitte von unterschiedlichen
Geweben angefertigt: gesunde Haut, Ndvi, Melanom und Hautmetastasen. Pro Gewebeprobe
wurden je 3 Schnitte angefertigt, um einen reprisentativen Querschnitt zu erhalten. Als
Positiv-Kontrolle diente Mamma Karzinom (MammaCa). Die Schnitte wurden fiir 1 Std. bei

60°C gelagert, um eine bessere Haftung der Schnitte an die Objekttridger zu erreichen.
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Die Schnitte wurden maschinell (Varistan 24-4, SHANDON, Dreieich) fiir ca. 45 Min.
entparaffiniert und in 1x PBS aufbewahrt. Nach Sminiitigen Kochen im Dampfkochtopf mit
Citratpuffer wurden die einzelne Schnitte 3x fiir 10 Min. in 1x PBS gewaschen. Die
Lokalisation der Gewebsproben auf den Objekttriger wurde mit einem Fettstift markiert.
Anschliessend erfolgte eine 30 miniitige Inkubation mit 3 Tropfen blocking serum
(Pferdeserum) in 10ml 1x PBS.

Der Erstantikorper (Anti-67kDa Laminin receptor IgM; Maus, monoklonal, Ab-1; Dianova,
Hamburg) wurde nun in unterschiedlichen Verdiinnungen (1:10, 1:25, 1:50 und 1:100 in Ix
PBS) getestet bei einer Inkubationsdauer von einer Stunde bei Raumtemperatur.
Anschliessend wurden die Schnitte 3x mit 1x PBS fiir 5 Min. gewaschen. Der Zweitantikdrper
(biotinilierter anti Maus IgM Antikorper, Vector USA) wurde auf die Gewebsschnitte
gegeben. Dazu werden 10 ml 1x PBS mit einem Tropfen Zweitantikorper (biotinilierter anti
Maus IgM Antikorper, Vector USA) und 3 Tropfen Pferdeserum vermischt.

Aus diesem Gemisch wurde dann 100ul auf die Schnitte gegeben und fiir 30 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Objekttrager wurden 3x in 1x PBS fiir 5 Min. gewaschen und
das AB Reagenz wird folgendermassen angesetzt: Sml 1x PBS, 1 Tropfen Reagenz A, 1
Tropfen Reagenz B. Davon wurden 100ul auf die einzelnen Schnitte gegeben und fiir 1 Std.
inkubiert.

Fiir die Farbreaktion wurden 3 Tropfen vom chromogen Substrat Neufuchsin (Dako, CA,
USA) mit 2 Tropfen Activating Agent (Dako, CA, USA) gemischt, fiir 3 Min. stehen gelassen
und mit Substratpuffer (Dako, CA, USA) auf 2ml aufgefiillt. Das chromogene Substrat
Neufuchsin bildet eine Farbreaktion. Dazu wurden 2 Tropfen Levamisole (Dako, CA, USA)
gegeben, um falsch positive Ergebnisse zu verhindern. Aus diesem Gemisch wurden 100pul
auf jeden Gewebsschnitt pipettiert und fiir 1 Min-1 Std. je nach Farbentwicklung geférbt.
Abschliessend wurde die Farbreaktion mit H,Oyq abgestoppt. Es erfolgte dann eine
Gegenfarbung mit filtriertem HE (Dako, CA, USA) fiir 1-2 Min. Die Schnitte wurden 3x fiir 5
Min. H,Op;g. mit gespiilt und mit Leitungswasser fiir 5-10 min gebldut. Die Objekttrager
wurden in H,Oyig. gestellt und mit 60°C warme Kaisers Gelatine (Vektor, Burlingame, CA,

USA) eingedeckelt.
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11.4.2 In situ Hybridisierung an Paraffinschnitten

Anhand der in situ Hybridisierung werden in Hautgeweben die Lokalisation der Expression
der neuen Genprodukte analysiert. Das Prinzip wird nach der beschriebenen Anleitung von
Bochenek und Hirsch et al, 1991 durchgefiihrt. Die einzelnen Objekttriger wurden mit Poly-
L- Lysine (Sigma, Heidelberg) fiir eine bessere Haftung der Gewebsschnitte beschichtet. §yum
dicke Gefrierschnitte werden von mehreren Proben (gesunder Haut, Nivi, Melanome und

Hautmetastasen) vorbereitet und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

11.4.2.1 Dephosphorylierung des Vektors pBluescript SKII mit CIP

Die Vektor DNA wurde nur mit einem Restriktionsenzym verdaut und anschliessend
dephosphoryliert. Somit wird eine Religation des pBluescript SKII Vektors (siche 11.1.4.2)
wihrend der Ligation mit der Fremd DNA verhindert. Folgende Reagenzien werden
gemischt: 44pul verdaute Vektor DNA, 5ul CIP 10x Puffer und 1ul CIP (1U/ul, alkalische
Phosphatase). Die Reaktion wurde zweimal fiir 30 Min. bei 37°C inkubiert und durch 10 Min.
Erhitzen bei 65°C gestoppt. Das Vol. wird mit TE Puffer auf 100ul aufgefiillt und eine
Phenolextraktion mit anschliessender Gelelution (siehe 11.3.5.2) wurde durchgefiihrt. Die

pBluescript SKII Vektor DNA wurde in 10pl TE Puffer aufgenommen.

11.4.2.2 Umklonierung des Laminin Rezeptors 1

Als erstes wird die Laminin Rezeptor 1 cDNA linearisiert, dabei determiniert das Mapping
die Orientierung der klonierten cDNA zwischen dem T3- und T7 Promotor. Dazu wurden die
entsprechenden Restriktionsenzyme verwendet, um antisense bzw. sense Strang zu erhalten,
wichtig ist die Orientierung der cDNA {iber Sequenzierung oder Verdau zu iiberpriifen. Sacl
(Fermentas, St. Leon-Rot) schneidet im pBluescript Plasmid am 5° Ende, somit wird durch
die Inkubation mit T7 RNA Polymerase (Roche, Mannheim) antisense Transkripte hergestellt.
Wihrend das Apal (Fermentas, St. Leon-Rot) am 3° Ende schneidet, werden sense
Transkripte mit der Inkubation von T3 RNA Polymerasen (Roche, Mannheim) gewonnen.
Nach der Linearisierung wurde die cDNA einer zweifachen Phenol-Chloroform-Reihe
unterzogen und die cDNA mit 1/10 Vol. 3M NaAcetat und 2,5 Vol. 100% kaltem Ethanol
gefillt und nach der DIG Markierung in 100ul DEPC-H,O und 1pul RNase Inhibitor

resuspendiert.
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11.4.2.3 In vitro Transkription

Die Sonden wurden {iber eine in vitro Transkription von 1pg/pl Laminin Rezeptor 1 cDNA in
dem pBluescript SKII Vektor (siche 11.1.4.2) mit Hilfe des DIG RNA labeling Kits (Roche,
Mannheim) und T3 und T7 Polymerase hergestellt.

11.4.2.4 In situ Hybridisierung

Die Schnitte wurden zweimal fiir 20 Min. in Xylol und in einer Ethanolreihe (2x 15 Min.
100%-, 1x 15 Min. 95%-, 1x 10 Min. 70%- und 1x10 Min. 30% Ethanol) dehydriert. Danach
wurden die Schnitte 1x fiir 10 Min. in DEPC-H,0O gehalten und anschliessend fiir 20 Min. in
0,2M HCI und 2x 5 Min. in 2x SSC behandelt.

Die Objekttrager wurden fiir 15 Min. mit 1pg/ml Proteinase K (Roche, Mannheim) in 100mM
Tris HCI (pH 7,5), 50mM EDTA inkubiert. Nachdem die Objekttrager fiir 2x 5 Min. mit
DEPC H,0, fiir 5 Min. in 100mM Triethanolamine (pH 8,0) und fiir je 10 Min. in 0,25%
Essigsdureanhydrid in 100mM Triethanolamine und 2x SSC behandelt wurden, erfolgte die
Vorhybridisierung bei 37°C fiir 2 Std. mit je 100ul Hybridisierungspuffer (4x SSC, 50%
Formamid, 0,25mg/ml yeast tRNA (Ambion, Austin, USA), 1x Denhardts, 5% Dextransulfat,
0,5mg/ml Lachsspermien DNA (Sigma, Miinchen) ohne Sonde. Anschliessend erfolgte die
Hybridisierung mit je 100ul Hybridisierungspuffer mit 20ng DIG markierte Sonde.

Die Schnitte wurden iiber Nacht bei 37°C hybridisiert dabei wurden die Deckgléser
(24x50mm R. Langenbrinck, Emmendingen) mit Fix Gum (Marabu, Tamm) verschlossen.
Die Deckgldser wurden am nichsten Tag entfernt und die Schnitte mit 2xSSC kurz bei
Raumtemperatur gewaschen und zweimal mit 2xSSC fiir je 1 Std. bei 37°C, einmal mit
1xSSC fiir 1 Std. und 0,5xSSC fir 30 Min. bei 37°C und einmal fiir 5 Min. bei
Raumtemperatur im Puffer I (siehe II.1.1) gewaschen. Anschliessend wurden die Schnitte in
2% Schafserum (Dako, CA, USA) in 0,3% Triton X in Puffer I (siehe II.1.1) fiir 30 Min.
inkubiert und anschliessend mit einem alkalische Phosphatase markierten anti-Digoxygenin
Antikorper (Roche, Mannheim, 1:500 in 1% Schafserum, 0,3% Triton X verdiinnt) fiir 2 Std.
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Objekttriger wurden zweimal fiir 15 Min. in Puffer |
(siehe II.1.1) und einmal fiir 2 Min. in Puffer III (siehe II.1.1) gewaschen.

Anschliessend wurden die Schnitte fiir >1 Stunde mit je 100ul Substrat Fast Red (2 Methyl-4-
chlorobenzene-diazonium tetrachlorozincate, Roche, Mannheim) in 0,1M Tris HCI pH 8,2
inkubiert. Die Reaktion wurde mit Puffer IV (siehe II.1.1) abgestoppt und die Objekttrager
wurden in destilliertem H,O gewaschen und mit Glycerolgelatine (Merck, Darmstadt)

eingedeckelt.
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I1.5 Proteinanalytische Methode
I1.5.1 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse, auch Durchflusszytometrie genannt wird mit fluoreszenzmarkierten
Zellen durchgefiihrt; dabei konnen Zellpopulationen charakterisiert, identifiziert und
aufgetrennt werden. Die Zellsuspension wird durch eine Trigerfliissigkeit (Facs-Flow) so
verdiinnt, dass jeweils nur eine Zelle im rechten Winkel zum Fliissigkeitsstrom angeordneten
Laser passiert. Verschiedene Detektoren messen darauthin diverse Zellparameter, darunter die
Streuung des Laserlichts.

Zu den fluoreszenzunabhingigen Streulichtparameter gehdren: das Vorwértsstreulicht
(forward scatter FCS) es korreliert mit der Grosse der Zellen und das Seitwértsstreulicht (side
scatter SSC), dass ein relatives Mass fiir die intrazellulire Granularitit der Zelle darstellt.
Zusétzlich konnen mehrere Fluoreszenzen (fluoreszenzabhingige Parameter) gleichzeitig
gemessen werden.

Der Fluoreszenzfarbstoff (FITC) wird durch Licht der Wellenlédnge 450-500nm (blaues Licht)
angeregt und strahlt ein einergiedrmeres Licht der Wellenlédnge 500-550nm (gelbgriines Licht)
aus. Fiir die FACS Analyse (BD Bioscience, Heidelberg) wurden die Zelllinien WM 1552,
IGR 39, WM 1205 LU und WM 451 LU verwendet.

Die unterschiedlichen Zelllinien werden in Kulturflaschen bis zu 5x 10°-1x 10° Zellen
angeziichtet. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen werden mit den entsprechendem
HBSS Medium (Gibco, Karslsruhe) gewaschen, abtrypsiniert und anschliessend wurden 8ml
Stoppmedium zu den verschiedenen Zelllinien (Gibco, Karslruhe) hinzugegeben. Nach
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen
zentrifugiert (5 Min. bei 1800Upm), der Uberstand abgesaugt und die Zellpellets wurden mit
Iml 1x PBS/1% BSA gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
dekantiert und 50ul Erstantikorper (Anti-67kDa Laminin receptor IgM; Maus, monoklonal,
Ab-1; Dianova, Hamburg) in verschiedenen Verdiinnungen (1:10, 1:20, 1:50 und 1:100 in 1x
PBS/1% BSA) hinzugegeben. Die Inkubation mit dem Erstantikorper erfolgte fiir 1 Std. bei
Raumtemperatur. Nach einen weiteren Waschschritt (1%BSA/1x PBS) und Zentrifugation
wurde der Uberstand entfernt und der Zweitantikorper (Anti Maus IgM FITC Konjugat,
Sigma, Miinchen) wurde in einer 1:20 Verdiinnung (in 1x PBS/1%BSA) hinzugegeben und
im Dunkeln fiir 1 Std. aufbewahrt. Abschliessend wurden die Zellen gewaschen, zentrifugiert
und die Zellpellets in 500ul 1x PBS resuspendiert. Die FACS Analyse wurde dann sofort
gestartet.

60



Ergebnisse

IIT Ergebnisse
II1.1  Ubersicht

Zuerst wird eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit eingesetzte Vorgehensweise gegeben.

Ausgangsmaterial

4 Pimamelanome 4 lymphknotenmetastasen

- 5 um Kryostatschnitte -5 um Kryostatschnitte

- H&E Farbung - H&E Farbung
Laser capture microdissection (LCM) Laser capture microdissection (LCM]
- Isolierung reiner Tumorzellen - Isolierung reiner Tumorzellen

RNA-Isolierung RNA-Isolierung
cDMA Herstellung und Amplifikation (SMART) cDNA Herstellung und Amplifikation (SMART
- Erst- und Zweistrangsynthese - Erst- und Zweistrangsynthese
- Aufreinigung (PCR Purification Kit) - Aufreinigung (PCR Purification Kif))
- Rsalverdau - Rsal-Verdau
- Aufreinigung (Phenol/Chloroform) - Aufreinigung (Phencl/Chlorofom)
\

Subtraktive Hybridisierung (SH)

- Adaptorenligation

- Ligationseffizienztest

- Erste und zweite Hybridisienung

- Erste und zweite PCR-Amplifikation
- Subtraktionseffizienztest (GAPDH)

Klonieung

- Herstellung eines T/A Viektors
- Ligation

- Transformation

|

Screening zur Bestétiqung der differentiellen Produkte
- Kolonie PCR

- Subtraktionssonde und cDMA Sonde herstellen

- Hesrtellung von cDNA-Arays (Dot Blot)

- Hybridisierung der Arays mit der Subfraktionssonde
- Hybridisierung der Arrays mit cDNA Sonde

}

- Sequenzierung der differentiell bestatigten Klone und BLAST search

- Northerm Blot zur Bestatigung der differentiellen Genexpression

- In sifu Hybridiserungen, FACS Analyse und Immunhistochemie zur Bestimmung des
Expressionsprofils

Abb. 10: Ubersichtsdarstellung der Vorgehensweise in dieser Arbeit. Nach der Isolierung von
Melanomzellen in Primdrmelanom und Lymphknotenmetastasen anhand der Laser Capture Microdissection
(LCM) erfolgte die Gesamt RNA-Isolierung. Die entsprechenden RNA’s wurden daraufhin gepoolt, um einen
reprasentativen Querschnitt der Genexpression der Melanomzellen zu erreichen. Anschliessend wurde aus den
geringen RNA Mengen iiber den SMART Kit (BD Bioscience Clontech) cDNA synthetisiert und iiber PCR
amplifiziert. Die Qualitdt der gewonnenen cDNA wurde iiber GAPDH-, Tyrosinase- und MelanA- PCR
iiberpriift. Daraufhin wurde die subtraktive Hybridisierung iiber den PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit
durchgefiihrt. Differentielle ¢cDNA’s wurden kloniert und einem Screening Verfahren unterzogen. Hierzu
wurden amplifizierte Inserts einzelner Klone auf doppelte Filter (Array/Dot Blot) aufgetropft. Fiir das Screening
wurden Primdrmelanom- und Lymphknotenmetastasen spezifische Subtraktions- und cDNA- Sonden hergestellt
und mit den Arrays hybridisiert. Somit kdnnen differentiell exprimierte Transkripte identifiziert werden. Die
erste Hybridisierung mit der Subtraktionssonde diente als Vorscreening, dabei wurde der Hintergrund minimiert
(Wang and Brown ef al.,1991). Nach der zweiten Hybridisierung mit der entsprechenden cDNA Sonde wurden
die bestitigten differentiellen Klone sequenziert. Uber eine Homologiesuche iiber das BLAST Programm
(Altschul et al., 1997) wurden diese Klone dann identifiziert. Uber Northern Blots wurde anschliessend die
differentielle Expression untersucht. Uber weitere Analysen wie z.B. Immunhistologie oder in situ
Hybridisierungen wurde das Expressionsmuster im Hautgewebe detektiert.
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I11.2 Isolierung reiner Melanomzellen aus dem Gewebeverband iiber Laser

Capture Microdissection

Anhand der Laser Capture Microdissection (LCM) konnen Melanomzellen aus einem
Gewebe schnell und effektiv isoliert werden, um diese fiir molekulare Analysen zu
verwenden. Bei der LCM wurden die Zellen des Interesses auf einem Polymerfilm (Cap, siche
I1.3.1) transferiert und die Zellen anschliessend weiter aufgearbeitet. Die Morphologie der
Zellen als auch die vorhandene DNA, RNA und Proteine sollten dabei weitgehend intakt
bleiben.

I11.2.1 Gewebeauswahl fiir die Laser Capture Microdissection

Es wurden fiir den Vergleich der Genexpression im Primértumor versus
Lymphknotenmetastase je vier Melanome und vier Lymphknotenmetastasen von
unterschiedlichen Patienten verwendet (siche Tabelle 2). Dies hat den Vorteil, dass
individuelle Expressionsschwankungen kompensiert werden und vor allem Gene identifiziert
werden, die in einer Mehrzahl der Patienten differentiell exprimiert werden. Somit kann ein
reprisentativer Querschnitt der Genexpression erhalten werden. Der Nachteil dabei ist, dass
polymorphe Gene isoliert werden konnen. Die Auswahl der verwendeten Gewebe beruhte

hierbei auf histologischen Befunden.

Gewebe Register- | Tumor | Clark Verlauf der Patienten
Nr.: -dicke | Level
Primiirmelanom: 1251/99 | 4 mm v - 1/1999: SSM
superfiziell - 11/2000: Hautmetastasen und
spreitendes Lymphknotenfernmetastasen
Melanom (SSM) - 3/2001: Fernmetastasen im Skelett,

zentrales Nervensystem (ZNS) und in
verschiedenen Organen

(PM1) - 11/2001: verstorben

Primirmelanom: 12717/00 | 1 mm IV |-8/2000: SSM und Lymphknotenmikro-

superfiziell metastasen

spreitendes - der weitere Verlauf ist unbekannt

Melanom (SSM)

(PM2)

Primérmelanom: 1799/98 | 14 mm v - 4/1998: NM

nodulires Melanom - 2/1999: regionale Lymphknoten-

(NM) metastasen und Lymphknotenfern-
metastasen

- 6/1999: Fernmetastasen in Lunge,
ZNS, Skelett und in anderen Organen
(PM3) - 8/1999: verstorben
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Gewebe Register- | Tumor | Clark Verlauf der Patienten
Nr.: -dicke | Level

Primarmelanom: 10687/99 | 11mm AY/ -3/1997: N\M

nodulires Melanom - 6/1999: NM Lokalrezidiv

(NM) - 12/1999: Hautmetastasen, Fern-
metastasen und Lymphknoten-

(PM4) metastasen

Lymphknoten- 7577/97 | 3,5cm - - 9/1995: NM, 4,2mm, Clark Level IV

metastase (LKM) - 1996: Lymphknotenfernmetastasen

- 1997: regionale Lymphknoten-

metastasen

- 9/1997: Fernmetastasen in Lunge und
in anderen Organen

(LKM1) - 1/1998: verstorben
Lymphknoten- 9925/98 | 3,8cm - - 8/1996: lentigindses Melanom (LM),
metastase (LKM) 12mm, Clark Level V

- 6/1997: Lymphknotenmetastasen
- 7/1998: Lymphknotenmetastasen
- 10/1998: Lymphknotenfernmetastasen
- 12/1998: Fernmetastasen in der Leber
- 12/1999: Fernmetastasen im ZNS

(LKM2) - 1/2000: verstorben

Lymphknoten- 3668/00 | Smm - - 3/2000: LM, 20 mm, Clark Level V

metastase (LKM) - 2000: Lymphknotenmetastasen und

(LKM3) Fernmetastasen

Lymphknoten- 10363/98 | 2,5cm - - 6/1989: SSM, 3,2mm, Clark Level III

metastase (LKM) - 8/1998: regionale Lymphknoten-
metastasen und Lymphknotenfern-

(LKM4) metastasen

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Gewebe. Daten zur Tumordicke der Primirmelanome und der
Lymphknotenmetastasen und Krankheitsverlauf. Die Proben wurden fiir die spitere Weiterverfolgung
nummeriert: PM1, PM2, PM3 und PM4 = Primidrtumore. LKMI1, LKM2, LKM3 und LKM4 =
Lymphknotenmetastasen.

I11.2.2 Isolierung der Melanomzellen aus Lymphknotenmetastasengewebe

Nach der Gewebeauswahl wurde fiir die Identifizierung der Melanomzellen HE (Hematoxillin
& Eosin Y) und HMB-45-Farbungen (nicht dargestellt) an Sum dicken Kryostatschnitten der
einzelnen Geweben durchgefiihrt. Bei einer HE-Férbungen werden Zellkerne gefarbt,
wihrend bei einer HMB-45 Firbung die Melanomzellen spezifisch gefdarbt werden (siche
II.3.1.2 und II.3.1.1). Bei einer HE-Farbung konnen allein aufgrund der Morphologie der
Zellen Melanomzellen identifiziert werden.

Nachdem die Lokalisation der Melanomzellen in den Schnitten bestimmt wurde, wurden
parallel fiir die LCM Kryostatschnitte angefertigt und mit HE angefdrbt. Nach der
10mintitigen Lufttrocknung wurden die einzelnen Objekttriager (ohne Deckglas) sofort fiir die

LCM eingesetzt.
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Als erstes wurde die minimale Anzahl der Melanomzellen bzw. Laserimpulse bestimmt, die
fiir die anschliessende molekularbiologische Aufbereitung notwendig ist. Die cDNA Qualitit
wurde dabei iiber eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) des Haushaltsgens GAPDH
analysiert. Es zeigte sich, dass 800-1200 Laserimpulse ausreichend sind, um eine
ausreichende cDNA Quantitdt zu erreichen. Dies entspricht ca. 4800-7200 isolierte
Melanomzellen aus den Lymphknotenmetastasen (Laserimpuls x 6 = isolierte
Gesamtzellzahl). Es konnte gezeigt werden, dass 4800 Melanomzellen fiir eine cDNA
Herstellung guter Qualitdt ausreichend waren. Fiir die Isolierung von 4800-7200
Melanomzellen wurden pro eingesetztes Gewebe in der Regel 5 Objekttrager mit je 2
Kryostatschnitten bendtigt. Die Anzahl der Gewebsschnitte héngt hierbei von der
Tumorgrdsse ab, bei sehr kleinen Tumoren wurden fiir die Isolierung der erwiinschten Zellen
meist mehr Schnitte benotigt.

In Abbildung 11 sind HE-Schnitte der verwendeten Lymphknotenmetastasen vor und nach
der LCM-Isolierung der Melanomzellen gezeigt. Es ist zu sehen, dass die Melanomzellen aus

den Geweben erfolgreich herausgeldst wurden.

Lymphknotenmetastasen
Vor LCM Nach LCM
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Abb. 11: Ubersicht der Isolierung reiner Melanomzellen aus Lymphknotenmetastasen. Bilder A-F zeigen
die HE Firbungen der Melanomzellen vor der Ubertragung der Melanomzellen aus den Lymphknotenmetastasen
auf die Caps, wihrend in Bilder G-M die HE Firbungen der Melanomzellen nach der Ubertragung der
Melanomzellen aus den Lymphknotenmetastasen auf die Caps zu sehen ist.

I11.2.3 Isolierung der Melanomzellen aus Primirmelanomgewebe

Als erstes wurde nach der Gewebeauswahl (siehe III.2.1) fiir die Identifizierung der
Melanomzellen HE (Hematoxillin & Eosin Y) und HMB-45 Farbungen an 5um dicken
Kryostatschnitten durchgefiihrt (nicht dargestellt). Anschliessend wurden parallel
Kryostatschnitte angefertigt, mit HE gefarbt und der LCM unterzogen.

Die Anzahl der Laserimpulse betrug wie bei den Lymphknotenmetastasen 800-1200, um eine
suffiziente cDNA Quantitit zu erhalten. Die cDNA Qualitétsiiberpriifung erfolgte hier auch
iiber eine GAPDH-PCR. Somit wurden auch bei dem Primdrmelanomen ca. 4800-7200
Melanomzellen pro Gewebe isoliert. Da in den vorhandenen Primdrmelanomen im Vergleich
zu den Lymphknotenmetastasen weniger Melanomzellen vorhanden waren, wurden fiir die
Isolierung von 4800-7200 Melanomzellen 8 Objekttrager mit je 2-3 Kryostatschnitten

verwendet.
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In Abbildung 12 sind exemplarisch HE-Farbungen vor der LCM und nach der Entfernung der

Melanomzellen aus den Primértumoren dargestellt.

Primdrmelanome

Nach LCM
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Abb. 12: Ubersicht der Isolierung reiner Melanomzellen aus Primiirtumoren. Bilder A-F zeigen die HE
Firbungen der Melanomzellen vor der Ubertragung der Melanomzellen aus den Primirmelanomen auf die Caps,
wihrend in Bilder G-M die HE Firbungen der Melanomzellen nach der Ubertragung der Melanomzellen aus den
Primdrmelanomen auf die Caps zu sehen ist.

Nach der Isolierung der reinen Melanomzellen aus den Primdrmelanomen bzw.
Lymphknotenmetastasen wurden die Melanomzellen auf den einzelnen Caps sofort in
fliissigen Stickstoff schockgefroren, damit die RNA nicht degradiert wird. Anschliessend
wurden die einzelnen RNA’s isoliert (siehe 11.3.1.3). Die entsprechenden GAPDH-PCR’s sind

in I11.2.4 zu sehen.

I11.2.4 RNA Extraktion aus mikrodissektierten Melanomzellen

Fir die Gewinnung der RNA wurden aus mikrodissektierten Melanomzellen zwei
verschiedene  Isolierungsprotokolle  getestet: die  Isolierung der RNA  iiber
Guanidinisothiocyantat-(GTC; RNA Clean™ System) und die Isolierung iiber den Gentra-Kit
(Minneapolis, USA; siehe 11.3.1.3 und I1.3.2.2). Die Quotienten aus den Extraktionswerten bei
260nm und 280nm, die den Reinheitsgrad angeben, lagen zwischen 1,4 und 2,0. Der
Reinheitsgrad der RNA lies keine Aussagen iiber die Integritit der RNA zu, solange der Wert
zwischen 1,4 und 2,1 lag. RNA’s mit Werten unter 1,4 sind meistens degradiert (Hipfel et al.,
1998). Die Ergebnisse der Messungen der RNA Extraktionen sind in Tabelle 3

wiedergegeben.
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GTC-RNA- Gentra-RNA-
Isolierungprotokoll Isolierungsprotokoll
Gewebe Quotient Ausbeute in pug Quotient Ausbeute in pug

260/280nm 260/280nm
SSM (PM1) 1,6 0,03 1,4 0,11
SSM (PM2) 1,7 0,12 1,7 0,71
NM (PM3) 1,5 0,12 1,9 0,57
NM (PM4) 1,4 0,08 1,8 0,37
LKM (LKM1) 1,6 0,13 1,8 0,52
LKM (LKM?2) 1,6 0,02 1,8 0,25
LKM (LKM3) 1,5 0,08 2,0 0,38
LKM (LKM4) 2,0 0,02 2,0 0,43

Tabelle 3: Gegeniiberstellung der Reinheit und Ausbeute der RNA unter Verwendung von zwei
unterschiedlichen Isolierungsprotokolle.

Es ist zu sehen, dass mit der Gentra-Isolierungsmethode eine hohere RNA-Ausbeute erreicht
wurde als mit der GTC-RNA-Extraktionsmethode. Ausserdem ist der Quotient, d.h.
Reinheitsgrad der RNA tendenziell besser.

Eine Qualitétsiiberpriifung der RNA wurde iiber die Herstellung und anschliessenden
Amplifizierung (siche I1.3.3) der cDNA iiber SMART und der PCR-Amplifikation des
Haushaltsgens GAPDH vorgenommen (siche Abb.13). Eine Uberpriifung der RNA-Qualitit

iiber Gelektrophorese konnte nicht vorgenommen werden, da die RNA-Mengen zu gering

waren.
GAPDH PCR's
GTC-Isolierung Gentra-lsolierung
MM LKM MM LKM
M ‘1 2 3 4‘ 5 & 7 8 PosPoslNeg. Neg.1 2 3 4|5

6 7 8 |Pos. Pos. M

ii‘llllii'

Abb. 13: Uberpriifung der RNA-Qualitiit iiber nested GAPDH-RT-PCR. In Bild A sind die iiber die GTC-
Isolierungsmethode gewonnenen RNA'’s fiir die cDNA Herstellung verwendet worden, wéhrend in Bild B die
Gentra-Methode zur RNA Extraktion eingesetzt wurde. Neg. = Negativ Kontrolle, Pos. = Positiv-Kontrolle (SK-
Mel 28), LKM = Lymphknotenmetastasen cDNA, MM = Primdrmelanom cDNA und M = Marker (100bp, MBI,
Fermentas). Die GAPDH spezifische Bande liegt bei 247bp. Spuren 1-4 weisen die Primdrmelanomen cDNA
auf: Spur 1 = PMI1, Spur 2 = PM2, Spur 3 = PM3 und Spur 4 = PM4. Spuren 5-8 weisen die
Lymphknotenmetastasen cDNA auf: Spur 5 = LKM1, Spur 6 = LKM2, Spur 7 = LKM3 und Spur 8§ = LKM4.
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Mit beiden eingesetzten Methoden konnte, ausser in Probe 4 (GTC-Methode), erfolgreich das
Haushaltsgen GAPDH amplifiziert werden. Jedoch ist ersichtlich, dass bei gleichbleibender
Zyklenzahl mehr GAPDH-Produkt mit der Gentra-RNA-Extraktion zu erzielen war als mit
der GTC-RNA-Isolierungsmethode. Dies liegt wahrscheinlich vor allem an der h6heren RNA-
Menge, die mit dieser Isolierungsmethode erzielt wurde. Dieses Gentra-RNA-
Extraktionsprotokoll wurde daraufhin leicht modifiziert und fiir die weiteren RNA-
Isolierungen verwendet (siche 11.3.1.3).

Da vor allem ein reprasentativer Querschnitt der Genexpression erreicht werden sollte,
wurden die RNA’s gleicher Ausgangsgewebe gepoolt, d.h. je 15ul RNA aus den vier
einzelnen Lymphknotenmetastasen- bzw. aus den vier Primdrmelanomen. Die RNA’s wurden

anschliessend fiir die cDNA Herstellung mittels SMART-Kit weiterverarbeitet.

I11.3 Herstellung und Amplifikation von cDNA

Nach der RNA-Isolierung aus den  mikrodissektierten = Melanomzellen  der
Lymphknotenmetastasen und der Primidrmelanome wurde die cDNA iiber die SMART-
Methode (BD Biosciences Clontech, Heidelberg) generiert und iiber eine LD (long distance)
PCR Amplifikation angereichert (Chenchik et al., 1998; Herrler et al., 2001). Die SMART
cDNA Synthese Methode umfasst dabei mehrere Schritte: die Erstrang cDNA Synthese, die
Zweitstrang cDNA Synthese iiber eine LD PCR Amplifizierung und die Aufreinigung der
PCR Proben. Danach wurden die aufgereinigten Proben iiber einen Rsal-Restriktionsverdau in
kleinere Produkte geschnitten, damit bei der anschliessenden PCR amplifizierten subtraktiven
Hybridisierung die Adaptoren ligiert werden konnen. Nach dem Rsal-Verdau wurden die

Proben einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen und gefillt.

Nach der cDNA-Synthese wurde zunidchst die optimale Zyklenzahl fiir die SMART-
Amplifikation der cDNA aus Lymphknotenmetastase bzw. Primidrmelanom und der Positiv-
Kontrolle humane Plazenta cDNA bestimmt, damit ein représentativer Querschnitt der
Genexpression in den unterschiedlichen Geweben erhalten bleibt (siche Abb. 15). Zunichst
wurde die Erstrang cDNA Synthese eingeleitet. Dazu wurden je 3ul Gesamt RNA aus den
gepoolten mikrodissektierten RNA’s eingesetzt (siche I1.3.1.3). Fiir die anschliessende
Zweitstrang cDNA Synthese {iber eine LD PCR wurden je 7l Erstrang-cDNA eingesetzt. Bei
der Optimierung der PCR Zyklenzahl wurden fiir jede Tester oder Treiber cDNA je 3 PCR

Reaktionsgefdsse verwendet.
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Nach 15 Zyklen wurden zwei der PCR Reaktionsgefiasse auf Eis aufbewahrt und aus dem
dritten Eppendorfgefdss wurde nach einer bestimmten Zyklenzahl (18-, 21- und 24 Zyklen) je
15ul Aliquots entnommen (siehe 11.3.3.2). Je 5ul der einzelnen Aliquots wurden auf einem

Agarose Gel aufgetragen (siche Abb. 14).

SMART LD PCR-Amplifikation
Plazenta MM LKM MM LKM

Abb. 14: Uber SMART LD PCR amplifizierte cDNA’s (Doppelbestimmung). M = Marker (1kb, 100bp,
MBI, Fermentas). MM = Primdrmelanom, LKM = Lymphknotenmetastase, Plazenta = Positiv Kontrolle und
neg. = Negativ Kontrolle. Nach jeweils 15, 18, 21 und 24 Zyklen (zunehmende Dreiecke) wurden je S5ul PCR
Produkt auf einem 1,2%igen TAE Agarosegel analysiert. Spuren 1-4 zeigen die Amplifikate der Positiv
Kontrolle (humane Plazenta), Spuren 5-6 und 13-16 die aus Primdrmelanomen amplifizierte cDNA und Spuren
9-12 bzw. 17-20 die aus Lymphknotenmetastasen amplifizierte cDNA.

Wie in Abb.14 zu sehen ist, variierte die ideale PCR Zyklenzahl in den unterschiedlichen
cDNA’s. Nach Anleitung des SMART-Protokolls sollte eine Uberamplifizierung vermieden
werden, da der reprisentativer Querschnitt der Genexpression in den Geweben verfélscht
werden kann, und es zu einer Uberschreitung der exponentielle Phase kommen kann. Dies hat
zur Folge, dass eine Akkumulierung von Einzelstrang cDNA im Vergleich zu Doppelstrang
cDNA erfolgt, welche die Klonierung nach der PCR amplifizierten subtraktiven
Hybridisierung beeintrachtigen kann. Ebenso steigt die Fehlerquote der thermostabilen
Polymerase (Barnes et al. 1994, Cheng et al., 1994) durch die Erhéhung der PCR Zyklenzahl
an. Bei der generierten Primdrmelanom cDNA lag die ideale PCR Zyklenzahl bei 20, wahrend
bei der amplifizierten Lymphknotenmetastasen cDNA 17 PCR Zyklen optimal waren. Bei der
Positiv-Kontrolle (humane Plazenta) waren 19 Zyklen die ideale PCR Zyklenzahl. Bei der
Lymphknotenmetastasen erfolgte die Bestimmung der PCR-Zyklenzahl anhand der Proben 9-
12.
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II1.3.1 Analyse der Quantitit /Qualitiit der iiber SMART generierten cDNA’s

Die liber den SMART Kit gewonnenen cDNA’s wurden auf ihre Qualitdt mittels nested
GAPDH-PCR iiberpriift (siehe 11.3.3.4; Abb.15). Das Haushaltsgen GAPDH ist ein ubiquitér
exprimiertes Transkript.

Aus der ersten GAPDH-PCR wurden 2ul PCR-Produkt fiir die nested PCR verwendet.
Anschliessend wurden aus der nested GAPDH-PCR je 5ul der einzelnen cDNA’s auf einem
1%-igen Agarosegel aufgetragen. Zusétzlich zur SMART Positiv-Kontrolle (humane
Plazenta) wurde eine weitere GAPDH Positiv Kontrolle (SK-Mel 28-Melanomzellen, siehe
I1.3.2.2.1) verwendet.

GAPDH-PCR
Plazenta LKM MM
1 2 7 8 9|pos. -K M

Abb. 15: Uberpriifung der Qualitiit der iiber SMART hergestellten cDNA’s. Plazenta = Positiv-Kontrolle,
LKM = Lymphknotenmetastasen cDNA, MM = Primdrmelanom cDNA, pos. = Positiv Kontrolle (SK-Mel 28), —
K = Negativ Kontrolle und M = Marker (100bp, MBI, Fermentas). Die GAPDH spezifische Bande liegt bei
247bp. Spuren 1-3 humane Plazenta-, Spuren 4-6: die Lymphknotenmetastasen- und Spuren 7-9: die
Primirmelanom- cDNA.

Es ist zu sehen, dass in allen cDNA’s, ausser von der Primdrmelanom ¢cDNA Probe 9, das
Haushaltsgen GAPDH amplifiziert wurde.

Zusitzlich wurden zur weiteren Kontrolle nested PCR’s mit den Melanommarkern MelanA
und Tyrosinase durchgefiihrt. Anhand der beiden Melanommarker konnte liberpriift werden,
ob bei der Laser Capture Microdissection die richtigen Zellen, d.h. die Melanomzellen isoliert
wurden, da nur diese Zellen oben genannte Gene, die im Pigmentstoffwechsel involviert sind,
exprimieren. Die nested MelanA PCR und die Tyrosinase PCR’s laufen {iber je 35 Zyklen
(siehe 11.3.3.4).
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Aus der ersten MelanA- bzw. Tyrosinase-PCR wurden je 2ul PCR-Produkt fiir die nested
PCR verwendet. Anschliessend wurden aus der jeweiligen nested PCR 5pul auf einem 1%-igen

Agarosegel aufgetragen (siche Abb. 16). Neben der SMART Positiv Kontrolle (humane
Plazenta) wurde SK-Mel 28 als weitere Positiv Kontrolle verwendet (sieche 11.3.2.2.1).

Tyrosinase-PCR MelanA-PCR

Plazenta LKM MM Plazenta, LKM MM
M-K 1 2 3/4 5 6 7 8 9 |pos. M-K1T 2 34 5 6 7 8 9| pos.

...'Q“ﬂ‘

Abb. 16: Uberpriifung der Qualitit der iiber SMART hergestellten cDNA’s. Plazenta = Positiv-Kontrolle,
LKM = Lymphknotenmetastasen cDNA, MM = Primdrmelanom cDNA, pos. = Positiv Kontrolle (SK-Mel 28), —
K = Negativ Kontrolle und M = Marker (100bp, MBI, Fermentas). Die Tyrosinase spezifische Bande liegt bei
207bp, wihrend die MelanA spezifische Bande bei 266bp liegt. Spuren 1-3: humane Plazenta-, Spuren 4-6:
Lymphknotenmetastasen- und Spuren 7-9: Primdrmelanom- cDNA .

Wie in Abb. 13 gezeigt wird, konnte in allen cDNA’s, ausser Primdrmelanom cDNA Probe 9,
Tyrosinase und MelanA amplifiziert werden. Es war erstaunlich, dass die SMART-Positiv-
Kontrolle (humane Plazenta) ebenfalls in der MelanA- und Tyrosinase- PCR eine Bande
ergab. Es konnte sein, dass die aus dem Kit verwendete Plazenta cDNA Kontrolle
Melanozyten enthielt. Nach der Qualitdtsanalyse wurden die einzelnen cDNA’s in die PCR
amplifizierte subtraktive Hybridisierung eingesetzt, um differentiell exprimierte Gene zu

1dentifizieren.

II1.4 PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung

I11.4.1 Analyse des Restriktionsverdaus, der Adaptorligation und der Subtraktions-
effizienz

Zur Isolierung differentiell exprimierter Gene wurde die PCR amplifizierte subtraktive

Hybridisierung verwendet (Diatschenko et al., 1996; Gurskaya et al, 1996). Die Methode

wurde nach Anleitung des PCR-Select™ ¢cDNA Subtraction Kit (Clontech, Palo Alto, USA)

durchgefiihrt (siche 11.3.4).
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Die iiber SMART amplifizierte Lymphknotenmetastasen und Primidrmelanom cDNA’s
wurden zuerst aufgereinigt (sieche 11.3.3.3) und anschliessend iiber einen Rsal-
Restriktionsverdau in kleinere Produkte geschnitten, die die Adaptorligation bei der
anschliessenden PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung ermoglicht (siehe 11.3.4.3
und Abb. 17). Nach dem Rsal-Verdau wurden die Proben einer Phenol-Chloroform-
Extraktion unterzogen und gefallt.

Parallel hierzu wurde die cDNA der im Kit vorhandenen Positiv Kontrolle (Skelettmuskel)
vorbereitet (siehe 11.3.4.1). Das Verfahren bestand dabei aus mehreren Schritten: die Erstrang-
und Zweitstrang cDNA Synthese und den Restriktionsverdau mit Rsal. Zur Kontrolle des
Restriktionsverdaus der einzelnen ¢cDNA’s wurden unverdaute doppelstringige cDNA‘s
neben Rsal verdauter cDNA auf einem 1%-igen TAE Agarosegel aufgetragen und die
Grossenverteilung der DNA's miteinander verglichen (Abb. 17).

Rsal Verdau
Skelettmuskel LKM MM
M u v u v uw v neg. M

1000bp

Abb. 17: Effizienz des Rsal Restriktionsverdaus. M = Marker (1kb, 100bp, MBI Fermentas), Skelettmuskel =
Positiv Kontrolle, LKM = Lymphknotenmetastase, MM = Primdrmelanom, neg. = Negativ Kontrolle. 2,5ul
unverdaute (uv) cDNA wurde im Wechsel mit 5 pl Rsal-verdauter (v) cDNA aufgetragen..

Unverdaute cDNA sollte im Bereich zwischen 0,5 und 10kb liegen, wéhrend verdaute cDNA
im Bereich zwischen 0,1 und 2kb liegen sollte. Wie in Abb. 17 zu sehen ist war der Rsal-
Restriktionsverdau bei allen cDNA’s erfolgreich, da ein Shift in der Grossenverteilung der
einzelnen cDNA’s nach dem Rsal-Verdau zu sehen war. Die durch den Rsal-Verdau
entstandenen glatten Enden fungierten als Ansatzstellen fiir die anschliessende

Adaptorligation.
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Bei der Adaptorligation wurden die Adaptoren an die Tester c¢DNA‘s
(Lymphknotenmetastasen, Primdrmelanom und Skelettmuskel) ligiert. Dabei fungierten in
zwel separaten Ansitzen sowohl Primidrmelanom als auch Lymphknotenmetastasen als
Tester, um iiberexprimierte Gene der Primdrmelanome bzw. der Lymphknotenmetastasen zu
identifizieren. Die Adaptoren wurden nur an die Tester- und nicht an die Treiber-cDNA’s
ligiert. Ein Erfolg der Adaptorenligation wurde mittels GAPDH-PCR unter Verwendung
GAPDH spezifischer und Adaptoren spezifischer Primer untersucht (Abb. 18). Die PCR
Reaktion fiir GAPDH wurde iiber 25 Zyklen durchgefiihrt. Dabei wurden 2 Ansétze pro Probe
durchgefiihrt.

Ligationseffizienztest
Skelettruskel MM LKM
Mn/l 2 34, 5 6 7 8 91011 12 M

Abb. 18: Effizienztest der Adaptorligation. M = Marker (1kb und 100bp, MBI Fermentas), n.= Negativ
Kontrolle, Skelettmuskel = Positiv Kontrolle, MM = Primdrmelanom, LKM = Lymphknotenmetastase. Spuren
1-4 Positiv Kontrolle, 5-8 Primdrmelanom und Spuren 9-12 Lymphknotenmetastase. Spur 1,3,5,7,9 und 11
zeigen die Banden aus der Kombination Adaptor spezifischer Primer und GAPDH-Primer. Spur 2,4,6,8,10 und
12 zeigen die Banden der internen GAPDH-Primer (siche 11.2.2.5.4).

PCR Produkte, die mit den internen spezifischen GAPDH Primer amplifiziert werden, weisen
eine kleinere Bande (500bp) auf. PCR Produkte, die aus der Amplifizierung mit einem
GAPDH spezifischen und einem Adaptor spezifischen Primer entstehen, weisen eine grossere
Bande (750bp) auf. Durch Vergleich der Bandenintensitit der verschiedenen PCR-
Amplifikate der internen GAPDH Primer und der Kombination aus GAPDH-spezifischen
Primer und Adaptor spezifischen Primer kann festgestellt werden, ob ausreichend Adaptoren
ligiert wurden. Bei allen drei Proben war die Adaptorligation erfolgreich.

Das Gelingen der Adaptorenligation ist fiir die nach den zwei Tester-Treiber-
Hybridisierungen abschliessenden Supressions-PCR’s essentiell, da die hierfiir verwendeten

Primer an die Adaptoren ansetzen (Diatschenko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996).
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Nach der Adaptorligation, erfolgte die erste Tester-Treiber-cDNA Hybridisierung, in der ein
Uberschuss an Treiber cDNA gegeben wurde. Somit entstehen, wenn die cDNA in Tester und
Treiber vorkommen, aus kinetischen Griinden Mischhybride. Hingegen verbleiben
differentielle Transkripte, die nur im Tester vorkommen, einzelstringig (siche 11.3.4). Nur
diese konnen bei der darauffolgenden zweiten Hybridisierung bei der Vermischung beider
Tester-Fraktionen Doppelstranghybride mit unterschiedlichen Adaptoren bilden, um
exponentiell iiber PCR amplifiziert zu werden.

Die erste Hybridisierung erfolgte fiir 10 Stunden. In der zweiten Hybridisierung wurden die
beiden Tester und frischer Treiber zusammengefiigt und fiir 12 Stunden inkubiert. Bei den
beiden Hybridisierungen ist zu beachten, das die erste Hybridisierung nie mehr als 12 Std.
iiberschreiten sollte, da die Einzelstrang Tester-Molekiile bevorzugt mit sich selbst
hybridisieren. Somit konnen sie nicht mehr bei der anschliessenden zweiten Hybridisierung
Doppelstranghybride bilden (Diatschenko et al., 1996; Gurskaya et al, 1996). Ausserdem
sollte die zweite Hybridisierung stets ldnger als die erste Hybridisierung dauern, um
garantieren zu konnen, dass geniigende Doppelstranghybride gebildet worden sind
(Diatschenko et al., 1996; Gurskaya et al., 1996).

Zur Anreicherung Lymphknotenmetastasen spezifischer Gene wurden cDNA aus
mikrodissektierten Melanomzellen aus Lymphknotenmetastasen als Tester und ¢cDNA aus
mikrodissektierten Melanomzellen aus Primidrmelanomen als Treiber benutzt. Hingegen
wurden fiir die Anreicherung Primidrmelanom spezifischer Gene Treiber und Tester in einem

zweiten Ansatz ausgetauscht.

Anschliessend erfolgte die PCR-Amplifikation {iber Adaptor-spezifische Primer zur
exponentiellen Anreicherung der cDNA’s. Durch die Suppressions-PCR wurde die
Amplifizierung der haufig differentiellen Transkripte supprimiert, so dass eine Angleichung
an seltene differentiellen Transkripte stattfinden konnte. Von den PCR Produkten wurden je
8ul unsubtrahierte und subtrahierte Probe auf einem 2%-igen TAE Agarosegel aufgetragen,
um die Reaktion zu tiberpriifen (Abb. 19).
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PCR Amplifikation nested PCR
1 2 3 45 6éneg M 1 23 4 5 6neg M

200bp

Abb. 19: Anreicherung der differentiellen ¢cDNA’s. M = Marker (1kb, 100bp, MBI Fermentas), neg. =
Negativ Kontrolle. In Bild A ist die erste PCR Amplifikation und in Bild B die nested PCR mit Adaptor
spezifischen Primern nach der Subtraktion dargestellt. Spur 1 zeigt die unsubtrahierte Primdrmelanom cDNA,
Spur 2 die unsubtrahierte Lymphknotenmetastasen cDNA und Spur 3 die unsubtrahierte Positiv Kontrolle
(Skelettmuskel). Spur 4 enthdlt die subtrahierte Primdrmelanom c¢DNA, Spur 5 die subtrahierte
Lymphknotenmetastasen cDNA und Spur 6 die subtrahierte Skelettmuskel cDNA.

Eine Uberpriifung der Effizienz der Subtraktion erfolgte, indem die Hiufigkeit spezifischer
cDNA’s vor und nach der Subtraktion ermittelt wurde. Hierzu wurden spezifische
semiquantitative PCR’s fiir GAPDH und Tyrosinase mit subtrahierter und unsubtrahierter
cDNA durchgefiihrt (siche Abb. 20 und Abb. 21). Fiir die PCR Amplifikationen vor und nach
der Subtraktion sind jeweils unterschiedliche Zyklenzahlen erforderlich, um gleiche
Bandenintensititen auf einem 2%-igen TAE Agarosgel zu erreichen. Eine Differenz von 5
Zyklen entspricht ca. einer 20-fachen Anreicherung bzw. Reduzierung (Diatschenko et al.,
1996). Fiir die PCR’s wurden unsubtrahierte und subtrahierte nested PCR Produkte im
Wechsel aufgetragen. Zu erwarten war, dass GAPDH als ubiquitér exprimiertes Transkript

nach der Subtraktion reduziert vorliegt.
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Semiquantitative GAPDH PCR

Skelettmuskel Lymphknotenmetastase  Primdrmelanom
Unsubtrahiert | Subtrahiert \Unsubtrahiert| Subtrahiert Unsubtichiert| Subtrahiert

500bp

Abb. 20: Subtraktionseffizienztest mittels semiquantitativer GAPDH PCR. —K = Negativ Kontrolle, M =
Marker (1kb und 100bp, MBI Fermentas). Nach jeweils 18, 23, 28 und 33 Zyklen (zunehmende Dreiecke)
wurden je 5pl unsubtrahierte bzw. subtrahierte Probe entnommen und auf einem 2%-igen TAE Agarosegel
aufgetragen. Die Grosse der PCR Produkte ist in Basenpaaren angegeben.

Es ist zu sehen, dass nach der Subtraktion sowohl bei der Positiv-Kontrolle als auch bei
Lymphknotenmetastasen- und Primdrmelanom- cDNA‘s als Tester das Haushaltsgen GAPDH
reduziert vorliegt. Dabei lag die Differenz bei allen cDNA’s bei ca. 13 Zyklen.

In Abb. 21 ist das Ergebnis der nested Tyrosinase PCR aufgezeigt. Bei der Tyrosinase-PCR
wurden im Wechsel die nested PCR-Proben der unsubtrahierten bzw. subtrahierten cDNA

aufgetragen.

Semiguantitative Tyrosinase PCR

Skelettmuskel Lymphknotenmetastase Primdrmelanom

Uns..lb’rrahier’r‘ Subtrahiert Unsubfrahiert Subhc:hierf‘Unsubhclhie Subtrahiert

—— 200bp

Abb. 21: Subtraktionseffizienztest mittels semiquantitativer Tyrosinase PCR. —K = Negativ Kontrolle, M =
Marker (1kb und 100bp, MBI Fermentas). Nach jeweils 20, 25, 30 und 35 Zyklen (zunehmende Dreiecke)
wurden je 5pl unsubtrahierte bzw. subtrahierte Probe entnommen und auf einem 2%-igen TAE Agarosegel
aufgetragen. Die Grosse der PCR Produkte ist in Basenpaaren angegeben.
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Es ist zu erkennen, dass Tyrosinase nach der Subtraktion mit Lymphknotenmetastasen als
Tester und Primdrmelanom als Treiber nicht angereichert wurde, wdhrend nach der
Subtraktion mit Primdrmelanom als Tester und Lymphknotenmetastase als Treiber Tyrosinase
angereichert wurde. Dabei wurde Tyrosinase durch die Subtraktion mit Primdrmelanom als
Tester mit einer Differenz von ca. 8 Zyklen angereichert. Erstaunlich war, dass die Positiv
Kontrolle (Skelettmuskel) bei der Tyrosinase PCR Banden ergab. Erwartet wurde eher eine
Anreicherung von Tyrosinase-Transkript, wenn Lymphknotenmetastasen als Tester
verwendet wurde, da bereits gezeigt wurde, dass die Tyrosinase Expression mit der
Melanomprogression abnimmt (de Vries et al., 2001). Zusammenfassend kann gesagt werden,

dass die Subtraktion bei beiden erfolgreich gewesen ist.

I1I. 4.2 Analyse der Subtraktionsbanken mittels Kolonie-PCR

Nach der Uberpriifung der Effizienz der Subtraktion mit Lymphknotenmetastasen- bzw.
Primértumor als Tester wurden die subtrahierten nested PCR-Produkte in einen geeigneten
T/A Vektor kloniert und in kompetente Bakterien transformiert und ausplattiert. Dabei erwies
sich die Klonierung in den pCR 2.1 Vektor erfolgreicher als in den Bluescript Vektor SKII.
Insgesamt wurden je 320 Bakterienklone aus den subtrahierten Lymphknotenmetastasen- und
Primérmelanomen cDNA Banken als Tester gepickt, um sie anschliessend iiber Kolonie PCR
zu amplifizieren. Dabei diente die Kolonie PCR der Anreicherung der klonierten cDNA’s
iiber die an den Adaptoren ansetzenden Primer. In Abb. 22 ist exemplarisch eine Kolonie-

PCR einiger Lymphknotenmetastasen Klone aufgezeigt.

Kolonie PCR (Lymphknotenmetastasen)

Abb. 22: Uber Kolonie PCR amplifizierte Inserts der Lymphknotenmetastasen Subtraktions cDNA Bank.
M = Marker (100bp, MBI Fermentas; Erlduterungen siche Text).

Es ist zu erkennen, dass bei den -einzelnen angereicherten und klonierten
Lymphknotenmetastasen ¢cDNA’s die Insertgrossen sehr variabel sind, dabei lagen die

Grossen in der Regel zwischen 100-1000 Basenpaaren.
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Waren mehrere Banden zu sehen, so war das darauf zuriickzufiihren, dass die gepickte
Kolonie nicht nur aus einem, sondern aus zwei oder mehreren Klonen bestand. Der hohe
Anteil an verschiedenen grossen Transkripten bei den Lymphknotenmetastasenklonen kdnnte
darauf hinweisen, dass viele Gene bei der Metastasierung aktiviert sein konnten.

In Abbildung 23 ist das Ergebnis der Kolonie-PCR der gepickten Primdrmelanomklone
dargestellt.

Kolonie-PCR (Primarmelanom)

Abb. 23: Uber Kolonie PCR amplifizierte Inserts der Melanom Subtraktions cDNA Bank. M = Marker
(100bp, MBI Fermentas; Erldauterungen siche Text).

Es ist zu sehen, dass die Grosse der differentiell exprimierten Transkripte in
Primdrmelanomzellen im Vergleich zu denen in Metastasenzellen fast alle im selben Bereich
lagen waren. Die Insertgrossen lagen dabei in der Regel zwischen 200-300 Basenpaaren
(Abb. 23 A), lediglich wenige Klone zeigten wie in Abb. 23 A und B dargestellt abweichende
Insertgrossen. Dies konnte darauf hindeuten, dass keine grosse Heterogenitdt in der
Primdrmelanom c¢cDNA Bank vorhanden war. Ausserdem konnte die eingesetzte RNA
und/oder cDNA der Primdrmelanomen in ihrer Qualitdt schlechter gewesen sein als die der
Lymphknotenmetastasen. Schliesslich kdnnte es auch sein, dass im Primdrmelanom weniger

Gene iiberexprimiert vorliegen als in der Lymphknotenmetastase.

I1I. 4.3 Screening der Subtraktionsbanken mittels cDNA Arrays
I11.4.3.1 Hybridisierungen mit den Subtraktionssonden

Anschliessend wurden die einzelnen Klone der Lymphknotenmetastasen- bzw.
Primidrmelanom Subtraktions-Bank einem doppelten Screeningverfahren mittels Arrays
unterworfen, um festzustellen, welche der klonierten Transkripte differentiell exprimiert
werden.

Als erstes wurden in einem Vorscreening die Arrays mit Lymphknotenmetastasen- bzw.

Primirmelanom Subtraktionssonden hybridisiert.
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Die Subtraktionssonden wurden dabei aus den nested PCR Produkten der PCR amplifizierten
subtraktiven = Hybridisierung  (Primdrmelanomsonde aus der Hybridisierung mit
Primdrmelanom cDNA als Tester bzw. Lymphknotenmetastasensonde aus der Hybridisierung
mit Lymphknotenmetastase cDNA als Tester) hergestellt (siehe 11.3.7). In Abb. 24 wird

gezeigt, wie die Auswertung der einzelnen Signale erfolgt ist.

Lymphknotenmetastasen Sonde Primmarmelanom Sonde
LKM MM MM LKM
TN TN
' /) Bestatigt [ ' _
f,/"""\_l o \ f,,»"""\\_l P
\ ) [\ \| Negativ ] C ) [\ ).

. Falsch positv. [
. Verkehrt positiv. 0

Abb. 24: I"Jbers1cht der Auswertung bei der Array Hybridisierung. LKM = Lymphknotenmetastasen
spezifische Klone, MM = Primdrmelanom spezifische Klone (weitere Erklarungen im Text).

Y !
| |,

v .
™
\_/
00

Wie in Abb. 24 dargestellt ist, wurden Klone, die mit beiden Subtraktionssonden ein Signal
zeigten, als falsch positive Klone bezeichnet und anschliessend ausselektiert. Klone, die mit
beiden amplifizierten Subtraktionssonden kein Signal zeigten, sind negative Klone und
wurden ebenfalls ausselektiert. Falls z.B. ein Melanomklon nur mit der Melanom spezifischen
Subtraktionssonde ein Signal ergibt, so ist dieser ein bestétigt differentieller Klon. Falls der
Klon hingegen nur mit der Lymphknotenmetastasen Sonde ein Signal zeigt, wird er als ein

verkehrt positiver Klon gewertet.

Fiir das Vorscreening wurden von den 320 iiber Kolonie-PCR amplifizierten Klone 267
amplifizierte Inserts der Lymphknotenmetastasen spezifischen bzw. 138 amplifizierte Inserts
der Primdrmelanom spezifischen Subtraktions cDNA Bank mit den Subtraktionssonden
hybridisiert. Hierzu wurden je 60 amplifizierte Inserts auf eine Nylonmembran aufgetropft,

fixiert und mit den Subtraktionssonden hybridisiert (Abb. 25).
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Lymphknotenmetastasen Vorhybridisierung
LKM Klone mrl LKM Subtraktionssonde LKM Klone mit MM Subtraktionssonde
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Abb. 25: Exemplarischer ¢DNA Arrays der Hybridisierung der Lymphknotenmetastasen bzw.
Primirmelanomklonen mit den Subtraktionssonden. In Bild A sind 60 amplifizierte Inserts der
Lymphknotenmetastasen  spezifischen  Subtraktions c¢DNA  Bank (LKM Klone) mit einer
Lymphknotenmetastasen Subtraktionssonde (LKM) hybridisiert. In Bild B sind dieselben Inserts auf die
entsprechende Positionen aufgetropft und mit einer Primdrmelanom spezifischen Subtraktionssonde (MM)
hybridisiert. In Bild C sind 60 amplifizierte Transkripte der Primdrmelanom spezifischen Subtraktions cDNA
Bank (MM Klone) aufgetropft und mit einer Primdrmelanom spezifischen (MM) Subtraktionssonde hybridisiert.
In Bild D sind dieselben Inserts auf die entsprechende Positionen aufgetropft und mit einer
Lymphknotenmetastasen spezifischen Subtraktionssonde (LKM) hybridisiert. Der gelbe Kasten zeigt
exemplarisch falsch positive Klone, der lila Kasten verkehrt positive Klone, der rote Kasten negative Klone und
der blaue Kasten die bestitigt differentiellen Klone.

Aus Abbildung 25 ist zu erkennen, dass der Anteil an falsch positiven Klone bei der
Vorhybridisierung der Lymphknotenmetastasen spezifischen amplifizierten Inserts mit den
Subtraktionssonden sehr hoch ausgefallen ist. Ein dhnliches Bild konnte bei den
Primdrmelanom spezifischen Inserts gezeigt werden. Auch hier ist bei der Hybridisierung mit
den Subtraktionssonden ein hoher Anteil falsch positiver Klone bzw. verkehrt positiver Klone

zu sehen. Der Anteil an bestitigt differentiellen Klone war hierbei sehr gering.
In Abb. 26 ist das Ergebnis des Vorscreenings mit den Subtraktionssonden zusammengefasst.

Von den insgesamt je 320 getesteten Klonen konnten 267 Lymphknotenmetastasen Klone und
138 Melanom Klone iiber Kolonie PCR amplifiziert werden.
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Vorscreening mit den Subtraktionssonden

Lymphknotenmetastasen Klone insg.: 267 Melanom Klone insg.: 138
7% 4%

3%

25%

36%
55%

65% 5%
O Bestdtigte Klone [ Falsch positive Kione [ Verkehrt positive Kione ll Negative Klone

Abb. 26: Ergebnis des Vorscreenings mit den Subtraktionssonden. Anzahl der unterschiedlich aufgetretenen
Klone ist in Prozent angegeben. 100% entspricht der Gesamtzahl der eingesetzten Klone, d.h. bei den
Lymphknotenmetastasen wurden insgesamt 267 Klone und bei den Primdrmelanomen 138 Klone fiir der
Hybridisierung eingesetzt.

Von den 267 Lymphknotenmetastasen Klonen erwiesen sich 25% als bestétigt differentiell,
7% als verkehrt positiv und 3% als negativ. Der hochste Anteil mit 65% waren falsch positive
Klone. Von den 138 iiber Kolonie PCR amplifizierten Melanom Klonen erwiesen sich
lediglich 4% als bestitigt differentiell, 5% als negativ, 36% als falsch positive Klone und 55%
der Klone waren verkehrt positive Klone. Die genaue Anzahl der gewonnen Klone beim

Vorscreening mit den Subtraktionssonden wird in Tabelle 4 dargestellt.

Lymphknotenmetastasen- Primérmelanom-
spezifische Klone spezifische Klone

Anzahl der 267 138
Klone insgesamt
Anzahl der 173 48
falsch positiven Klone
Anzahl der 20 77
verkehrt positiven Klone
Anzahl der 9 7
negativen Klone
Anzahl der 67 6
differentiellen Klone

Tabelle 4: Ergebnis des Screenings mit den Subtraktionssonden. Von den insgesamt 267 eingesetzten
Lymphknotenmetastasen Inserts erwiesen sich 67 als differentiell, 173 als falsch positiv, 20 als verkehrt positiv
und 9 als negativ. Von den insgesamt 138 Primidrmelanom Inserts erwiesen sich 6 als differentiell, 48 als falsch
positiv, 77 als verkehrt positiv und 6 als negativ.
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Die differentiellen Klone wurden anschliessend auf ihre differentielle Genexpression mit
einer weiteren Hybridisierung mit Lymphknotenmetastasen- bzw. Primidrmelanom cDNA
Sonden iiberpriift (siehe I1.3.7). Die Hybridisierung dieser Klone mit den ¢cDNA-Sonden
wurde vor allem deshalb durchgefiihrt, um festzustellen, ob die Klone bei der Hybridisierung
mit den cDNA-Sonden noch immer falsch positiv erscheinen wiirden, oder ob es sich bei

diesem Ergebnis um ein Artefakt der Subtraktionssonde handelt.

Da sich bei den klonierten cDNA’s der Melanomklone nur 6 Klone nach dem Vorscreening
als bestitigt differentiell erwiesen, wurden fiir die weitere Uberpriifung der differentiellen
Genexpression falsch positive- und verkehrt positive Klone der Primidrmelanomklone fiir die
Hybridisierung mit den cDNA Sonden verwendet. Hierfiir wurden die gesamten 77 verkehrt
positiven- und 39 der falsch positiven Primdrmelanomklone verwendet. Auch bei den
Lymphknotenmetastasenklone wurden 9 falsch positive Klone fiir die weitere Uberpriifung

einer moglichen differentiellen Genexpression eingesetzt.

111.4.3.2 Hybridisierungen mit cDNA-Sonden

Die Hybridisierung mit cDNA-Sonden diente der Bestdtigung der differentiellen Transkripte
und der weiteren Eliminierung nicht differentieller Klone. Das Screening mit der cDNA-
Sonde ist aussagekriftiger als das Subtraktionssonden Screening, bei dem die PCR-Produkte
mit ihresgleichen, den subtrahierten Amplifikaten, hybridisiert wurden. Somit dient nach
Wang et al., 1991 die Hybridisierung mit den Subtraktionssonden nur fiir eine Vorselektion
der Klone. Die Hybridisierung mit einer cDNA-Sonde spiegelt die Stirke des Signals die

Expressionshéufigkeit des Transkripts im Ausgangsgewebe wieder.

Zuerst wurden cDNA-Sonden hergestellt. Dazu wurden erneut aus demselben
Ausgangsgewebe iiber SMART-PCR Primidrmelanom cDNA‘s bzw. Lymphknotenmetastasen
cDNA‘s generiert, gepoolt, aufgereinigt und einer DIG Markierung unterworfen (siche
I1.3.7.1). Fiir dieses zweite Screening wurden 67 Klone, die aus dem Vorscreening der
Lymphknotenmetastasen als differentiell bestitigt wurden und 9 falsch positive Klone
verwendet, wihrend 6 Klone, die sich aus dem Vorscreening der Primidrmelanome als
differentiell bestdtigt hatten, 77 verkehrt positive und 39 der falsch positive Klone verwendet

wurden.
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Die PCR-Amplifikate der Inserts wurden wie unter I1.3.7.1 beschrieben auf eine
Nylonmembran aufgetragen, fixiert und anschliessend mit den Lymphknotenmetastasen

spezifischen und Primidrmelanom spezifischen cDNA-Sonden hybridisiert (Abb. 27).

Lymphknotenmetastasen zweite Hybridisierung
LKM Klone mit LKM cDNA-Sonde LKM Klone mit MM cDNA-Sonde

-

Primarmelanom zweite Hybridisierung
MM Klone mit MV cDNA-Sonde MM Klone mit LKM cDNA-Sonde

Abb. 27: ¢cDNA Arrays der Hybridisierung der Lymphknotenklone bzw. Primdrmelanomklone mit den
cDNA-Sonden. In Bild A sind 60 amplifizierte Transkripte der Lymphknotenmetastasen spezifischen
Subtraktions cDNA Bank (LKM Klone) mit einer Lymphknotenmetastasen cDNA-Sonde (LKM) hybridisiert. In
Bild B sind dieselben Inserts auf die entsprechende Positionen aufgetropft und mit einer Primdrmelanom
spezifischen cDNA-Sonde (MM) hybridisiert. In Bild C sind 60 amplifizierte Inserts der Primdrmelanom
spezifischen Subtraktions cDNA Bank (MM Klone) aufgetropft und mit einer Primdrmelanom spezifischen
(MM) cDNA-Sonde hybridisiert. In Bild D sind dieselben Inserts auf die entsprechende Positionen aufgetropft
und mit einer Lymphknotenmetastasen spezifischen cDNA-Sonde (LKM) hybridisiert. Der gelbe Kasten zeigt
falsch positive Klone, der lila Kasten verkehrt positive Klone, der rote Kasten negative Klone und der blaue
Kasten die bestitigt differentiellen Klone.

Die Auswertung der einzelnen Spots erfolgte wie bereits bei den Subtraktionssonden
beschrieben. Aus Abbildung 27 ist zu erkennen, dass der Anteil an negativen Klone bei der
zweiten Hybridisierung der Lymphknotenmetastasen- und der Primdrmelanom spezifischen
amplifizierten Inserts mit den cDNA-Sonden sehr hoch ausgefallen ist. In Abb. 28 ist das

Ergebnis des zweiten Screenings mit den cDNA-Sonden zusammengefasst.
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Screening mit den cDNA Sonden

Lymphknotenmetastasen Klone insg.: 76 Klone Primdrmelanom Klone insg.: 122
15% 11% 12% 5%

18%

23%
51%
65%

O Bestatigte Klone [ Falsch positive Klone [ Verkehrt positive Klone ] Negative Klone

Abb. 28: Ergebnis des zweiten Screenings mit den cDNA-Sonden. Anzahl der unterschiedlichen
aufgetretenen Klone ist in Prozent angegeben. 100% entspricht der Gesamtzahl der eingesetzten Klone, d.h. bei
den Lymphknotenmetastasen wurden insgesamt 76 Klone und bei den Primirmelanomen 122 Klone eingesetzt.

51% bzw. 65% der Klone erwiesen sich bei der Hybridisierung mit den cDNA Sonden als
negative Klone. Bei den Lymphknotenmetastasen erwiesen sich 15% der Klone als
differentiell bestétigt, wihrend beim Primdrmelanomen 12% differentiell bestitigt wurden.
23% bzw. 18% waren falsch positive und 11% bzw. 5% waren verkehrt positive Klone. Der
hohe Anteil an negativen Klonen und falsch positiven Klonen fiihrt zu der Vermutung, dass
die Dot-Blot Screeningmethode nicht sensitiv genug ist. Es ist moglich, dass mit diesem
Screening Verfahren diese Klone nicht detektiert werden konnten, da die entsprechenden
cDNA'’s seltene Transkripte repriasentieren, die im Rahmen der Suppressions-PCR effizient
amplifiziert wurden.

Die genaue Anzahl der gewonnen Klonen beim zweiten Screening mit den cDNA-Sonden

wird in der ndchsten Tabelle 5 dargestellt.
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Lymphknotenmetastasen- Primirmelanom-
spezifische Klone spezifische Klone

Anzahl der getesteten 76 122
Klone insgesamt
Anzahl der 17 22
falsch positiven Klone
Anzahl der 9 6
verkehrt positiven Klone
Anzahl der 39 79
negativen Klone
Anzahl der 11 15
differentiellen Klone

Tabelle S: Ergebnis des Screenings mit den cDNA-Sonden. Von den insgesamt 76 -eingesetzten
Lymphknotenmetastasen cDNA’s erwiesen sich 11 als differentiell, 17 als falsch positiv, 9als verkehrt positiv
und 3 als negativ. Wéahrend von den insgesamt 122 Primdrmelanom Inserts erwiesen sich 15 als differentiell, 22
als falsch positiv, 6 als verkehrt positiv und 79 als negativ.

Fiir die Beurteilung der Transkripte beziiglich ihrer Beteiligung an der Progression des
malignen Melanoms wurde als nédchster Schritt die Sequenzierung der differentiellen Klone

durchgefiihrt.

I11.5 Sequenzierung der differentiellen Transkripte

Es wurde die mit den cDNA Sonden bestétigten 11 Lymphknotenmetastasen spezifische und
15 Klone der Melanom spezifischen cDNA Bank sequenziert. Ausserdem wurden 23 Klone
sequenziert, die sich mit den Lymphknotenmetastasen Subtraktionssonden als differentiell
bestétigt erwiesen haben.

In Abb. 29 sind Dot Blots von 10 Klonen aus der Lymphknotenmetastasen spezifischen
Subtraktionsbank, die iiber Sequenzierung und Homologievergleiche in den Genbanken

identifiziert worden sind, gezeigt.
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Differentiell exprimierte Klone der LKM

LKM MM

™

’ BAC Klon RP 11- 306 M1

. IMAGE: 4769127

L OK/SW-cl, 82

fryptophan 5 monooxygenase
Akfivierungsprotein

Tyrosin 3 monooxygenase/ -
-

LKM MM

Bac Kion RP 11-339 H12 ® YB-1/clopB

Laminin Rezepftor 1

Importin 11

" IMAGE: 3912859

Nuklear Rezeptor
Koaktivator 4

-

Abb. 29: [Exemplarische Dot Blots der identifizierten differentiellen Klone. LKM =
Lymphknotenmetastasen, MM = Primdrmelanom. Dargestellt sind Signale aus der Array Hybridisierung mit der
Lymphknotenmetastasen Sonde (LKM) im Vergleich zu den Signalen aus der Hybridisierung mit der
Primirmelanom Sonde (MM). Die bestitigten differentiellen Klone werden sequenziert und iiber die Genbank

identifiziert.

Die isolierten Gene werden in Tabelle 6 nach ihrer Funktion/Vorkommen zusammengefasst.

Funktion/Vorkommen

Isolierte Gene

> Mitochondriale Proteine

> Ribosomale Proteine
> Transportproteine

> Translation

> Transkription
> Signaltransduktion

> Zelladhision
> Unbekannt

NADH Dehydrogenase 4, Cytochrom C oxidase, isolate
mitochondrium 183 und 526

L7,L21 und OK SW-cl.82

Importin 11

Eukaryotischer Elongationsfaktor 1 alpha und Capping
Protein

YB-1 und Nuklear Rezeptor Koaktivator 4

Tyrosinase =~ 3  monooxygenase 5  tryptophan
monooxygenase (14-3-3 theta)

67kDa Laminin Rezeptor 1

IMAGE: Klone: 3912859, 3952593 und 4769127

Bac Klone: RP 11-306 M1 und RP 11-339 H12

Tabelle 6: Allgemeine Darstellung der identifizierten Gene. Die isolierten Gene sind nach ihrer Funktion

bzw. Vorkommen aufgelistet.
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Auftillig war, dass eine Reihe von Genen isoliert wurden, die im Metabolismus der Zellen
eine Rolle spielen. Da in der Metastase der Stoffwechsel angeregt ist, war das Vorhandensein
dieser Gene zu erwarten. Zusdtzlich sind einige bislang auf ihre Funktion unbekannte Gene
gefunden wurden wie beispielsweise IMAGE Klon 3952593, 3912859 und 4769127. Zudem
sind keine Daten iliber die Funktion von OK/SW-cl.82 mRNA, Bac Klon RP 11-306 M1 und
Bac Klon RP 11-339 H12 beschrieben. Zusitzlich sind Gene gefunden wurden, die eine Rolle
bei der Metastasierung spielen wie beispielsweise der YB-1 Transkriptionsfaktor und der
Laminin Rezeptor 1. Die Gene IMAGE: 3912859, IMAGE: 4769127, Bac Klon RP 11-306
M1, Bac Klon RP 11-339 H12, Importinl1 und der Laminin Rezeptor 1 wurden fiir weitere
Analysen mittels Northern Blots ausgewihlt, um die differentielle Genexpression zu
verifizieren. Somit kann festgestellt werden, wie sich die Expression wihrend der malignen
Transformation von normaler Haut iiber benigne Navi zu Primdrmelanomen, Lymph- und
Hautmetastasen verandert.

In der Tabelle 7 erfolgt eine detaillierte Auflistung aller Lymphknotenmetastasen spezifischen
Gene nach ihrem Expressionsprofil, der isolierten Insertgrosse, Homologie und, wenn
bekannt, nach ihrer Funktion.

Leider sind keine Sequenzdaten zu den Primdrmelanom Klonen vorhanden. Entscheidende
Parameter, welche die Sequenzierung beeintrichtigen konnten, werden im

Diskussionsabschnitt ndher erldutert.
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Tabelle 7: Uberexprimierte Gene in der Lymphknotenmetastase

Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
Tyrosin 3 400 bp | 282/289 |- Gehirn, Epithelzellen, die - gehort zur 14-3-3 Proteinfamilie: Watanabe et al., 1994,
monooxygenase/ (97%) 14-3-3 theta-Expression steigt aktivieren Tyrosin- und Chaudhary et al., 2000,
tryptophan 5 mit der epithelialen Differen- Tryptophan- Hydroxylasen und Hermeking et al., 2003
monooxygenase zierung an inhibieren Protein Kinase C
Aktivierungsprotein
(14-3-3 theta, YWHAQ) - Signaltransduktion, Zellzyklus- Yaffe et al., 1997,
- ist in einer chemoresistenten kontrolle Sinha et al., 2000
Mewo-Zelllinie iberexprimiert
- Protein weist Chaperonaktivitit auf |Zimmermann ef al.,
2000
2166 bp
Importin 11 480 bp | 201/228 |- Testis, embryonale Karzinome |- Transportprotein: koordiniert den Scott et al., 2000
(88%) 60S Ribosomentransport
- UbCM2 Translokation in den
Nukleus tiber Importin 11
1420 bp
Capping protein muscle | 580 bp | 253/263 |- Gehirn, Plazenta, - Translation Hutchings et al., 2003,
Z-line alpha 1 (96%) Skelettmuskel, Erythrozyten
(CAPZA)) - reguliert das Wachstum der Barron-Casella et al.,
Aktinfilamente, Zellbewegung 1994,
550 bp | 485/502 Hart et al., 1997
(96%)

1706 bp
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Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
Eukaryotic translation 800 bp | 137/145 |- Gehirn, Plazenta, Lunge, - Translationsprotein: wichtig fiir Brands et al., 1986,
elongation factor 1 (94%) Leber, Niere und Pankreas, die Bindung der 80S Ribosomen Welle et al., 1997
Skelettmuskel
- Bindungspartner von Exportin 5 Calado et al., 2002,
1948 bp
Ribosomen Protein L7 |500bp | 417/428 |- Colon, Rektum, Plazenta, 60S- |- a) bei der Cap abhéngigen Kasai et al., 2003,
(97%) und 80S- Ribosomenkomplex Translation beteiligt an: Odintsova et al., 2003
GTP Hydrolyse, Bindung der 60S
UE an den Translationsinitiations-
650 bp | 469/474 komplex, Freilassung der 40S-
(98%) und 60S- UE aus dem 80S

838 bp

Ribosom

- b) bei der Cap unabhéngigen
Translation beteiligt an:
Abkopplung der tRNA
Polypetidkette und Bildung neuer
Peptidbindungen.

- L7 Dimerisierung unterstiitzt die
DNA- und RNA- Bindung

Hemmerich et al.,1993
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Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
Ribosomen Protein L21 500 bp |[326/328 |- Muskel, Rhabdomyosarcom, - a) bei der Cap abhéngigen Petter et al., 1994,
(98%) 60S- und 80S-Ribosomen- Translation beteiligt an: Frigerio et al., 1995,
Komplex, Colon, Leber, GTP Hydrolyse, Bindung der 60S | Kenmochi et al., 1998
Uterus, Retina Skelettmuskel UE an den Translationinitiations- | Bortoluzzi ef al., 2001
und Eierstocke komplex, Freilassung der 40S-
300 bp |224/226 und 60S- UE aus dem 80S
(99%) Ribosom
- b) bei der Cap unabhéngigen Petter et al., 1994
Translation beteiligt an:
Abkopplung der tRNA
Polypetidkette und Bildung neuer
568 bp Peptidbindungen
Cytochrome C oxidase I | 600 bp | 461/467 |- Mitochondrien, Prostata, - Bestandteil des Atmungsketten- Kadenbach et al., 1983,
(MTCOI) (98%) Niere, Skelettmuskel Herz, komplex 4 (im Mitochondrium- Shoffner and Wallace et
lumen) al., 1995
650 bp | 461/464 - Elektronentransport Holthofer et al., 1999,
(99%) Huang et al.,1999,
Williams et al., 2004
900 bp | 450/455
(98%)
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Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
isolate 183 280 bp | 218/231 |- Mitochondrien - Citratzyklus, Fettsdureoxidation Mishmar et al., 2003
mitochondrion (94%)
850 bp | 434/442
(98%)
650 bp 55/61
(90%)
16568 bp
isolate 526 570 bp | 297/315 |- Mitochondrien - Citratzyklus, Fettsdureoxidation Mishmar et al., 2003
mitochondrion (94%)
16573 bp
NADH Dehydrogenase 4 | 800 bp | 446/485 |- Mitochondrien - Elektronentransport Anderson et al., 1981,
(MTND4) (91%) Oliver and Wallace et
- Atmungskette I al., 1982,
Andrews et al., 1999
550 bp | 421/431
(97%)
470 bp | 384/387
(99%)
1668 bp
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Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
Immunoglobulin kappa | 800 bp | 398/400 |- B-Zellen - Immunantwort Tomlinson et al., 1995
locus (99%)
515442 bp
MHC Klasse Komplex II | 800 bp | 178/184 |- Leukozyten, Macrophagen, - Immunantwort, Antigen- Lee et al., 1982
DR ALPHA (96%) Blut, B-Lymphozyten, Prisentierung Larhammar et al., 1982
dentritische Zellen Abendroth et al., 2000
1237 bp
Laminin Rezeptor 1 (67 |350bp | 323/328 |- Colon-, Mamma- und Lungen- |- Zelloberflichen- bzw. non Gehlsen et al., 1989
kDa; Multidrug (98%) Karzinom, intergrin- Protein: bindet

resistance associated
protein MGr1-Ag)

1039 bp

- Expression in Névi, zunehmend
wéhrend Melanomprogression

- Protein auch in einer
Melanomzelllinie gefunden

- hohe Expression in
metastasierenden humanen
Tumoren

- hohere Expression in
Lungenkarzinomzelllinie als in
benigner Zelllinie

- hohe Expression in
Ovarialtumoren (korreliert mit
der Invasivitit)

an Laminin (Glykoprotein;
Hauptkomponente der
Basalmembran) und Elastin

- Potentielle Rolle bei der
Colonkarzinom Progression

- wird durch p53 reguliert

- Potentielle Rolle bei der
Zelladhision,
Zellproliferation,
Zellkommunikation,
Angiogenese,
Tumorprogression und
Metastasierung

Vacca et al., 1993,

Rao et al., 1983,

Modugno et al., 2002

Satoh et al., 1992,
Castronovo et al., 1993,
van den Brule ef al.,
1994,

Montuori et al., 1996,
Vande Broek et al.,
2001,

Donadlson et al., 2001,
Fulop et al., 2002,
Chen et al., 2002, Asano
et al., 2004
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Differentielles Insert- Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
Bac Klon RP 11-306 M1| 850bp | 334/352 |- Adenokarzinom, Uterus - unbekannt Sanger Center 1998
(94%)
140226 bp
Bac Klon RP 11-339 350 bp | 256/261 |- fotaler Leber und Herz, - unbekannt Sulston ef al., 1998
H12 (98%) Adenokarzinom, Plattenzellen-
karzinom, hepatzelluldres
Karzinom, Lungentumor, Haut,
850bp | 252/257 | Milz, GCB-Zellen,
(98%) Glioblastoma
215532 bp
OK/SW-cl.82 mRNA 350 bp 220/252 |- Colon Adenokarzinom - unbekannt Itoh et al., 2001
(87%)
463 bp
IMAGE: 3952593 470 bp | 384/387 |- Eierstocke, Adenokarzinom - unbekannt Straussberg et al., 2002
(99%)
800 bp | 480/490
(97%)
600 bp | 446/485
(91%)
1748 bp
IMAGE: 3912859 800 bp | 384/408 |- Uterus, Leiomysarcoma, - unbekannt Straussberg et al., 2002
(94%) fotales Gehirn, Diinndarm
780bp | 190/201
(94%)

2677 bp
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Differentielles Insert- | Homo- Expressionsmuster Funktion Referenz
Genprodukt grossen | logie (bp)
IMAGE: 4769127 700 bp | 405/410 |- Plazenta, fotale Leber - unbekannt Straussberg et al., 2002
(98%)
2122 bp
Nuklear Rezeptor 780 bp | 471/483 |- Gehirn - Transkriptionsfaktor, Mitglied der | Yeh et al., 1996,
Koaktivator 4 (97%) Steroid Superfamilie Rahmann et al., 2003,
(Androgen rezeptor: Thin et al., 2003,
ARA 70) - Prostata
- in Gegenwart von Testosteron Zhou et al., 2002
verstarkt der Androgen Rezeptor
(ARA) die transkriptionelle
Aktivitdt von Androgen
3506 bp
nuclease sensitive 680 bp | 149/159 |- ubiquitir - YB-1 gehort zur Familie der Sakura et al., 1988,
element binding (93%) menschlichen Kilteschockproteine

protein-1 (YB-1)

- vor allem in Skelettmuskel und

Herz stark exprimiert

- in Mamma- und kolorektales

Karzinom, Osteo- und

Lungen- Sarkom, Ovarialtumor

- korreliert mit der Tumor

Progression beim Melanom,
sonst sind keine weiteren Daten

zum Melanom bekannt

- Transkriptionsfaktor: bindet an
Y-Box von einigen Genen an das
CCAAT Motiv

- bindet an die Y-Box von MHC
Klasse II Promotoren mit der
Consensussequenz: CTGATTGG
(identisch zu CCAAT Box)

- im Mamma- und Lungen-
Karzinom fiihrt die Hochregulation
von YB-1 zur Translokation in
den Nukleus (prognostischer
Marker)

Matsumoto und Wolffe
etal., 1998

Didier et al., 1988
Hipfel et al., 2000
Janz et al., 2002

Saji et al., 2003,
Gessner et al., 2004,
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- DNA Reparatur, Zellproliferation, |Ohga ef al., 1998,

Imunsuppression, Apoptose, Swamynathan et al.,
Zytostatikaresistenz, Invasion 2002, Jiirchott et al.,
und Metastasierung 2003, Holm et al., 2004

- Interaktionen mit AP-2 und p53 Zhang et al., 2003,
Mertens ef al., 1998,

2003
- wird durch GATA Transkriptions- | Yokoyama et al., 2003
faktoren reguliert
- YB-1 Translokation in den Holm et al., 2002

Nukleus bei andenoviralen
infizierten Zellen; unterstiitzt die
Virus Replikation

1474 bp

Tabelle 7. Uberexprimierte Gene in der Lymphknotenmetasase. Es sind 34 Genprodukte (mit Angaben der Transkriptgrossen in Basenpaaren) der Lymphknotenmetastasen
spezifischen Subtraktions-cDNA-Bank aufgefiihrt (fett gedruckt in schwarzes Schrift) und die bei der Hybridisierung mit der Lymphknotenmetastasen-Subtraktions- bzw. cDNA-
Sonde (fettgedruckt in blauer Schrift) ein stérkeres Signal zeigten als mit der Melanom- Subtraktions- bzw. cDNA- Sonde. Der IMAGE Klon: 3912859 und 4769127, der
Laminin Rezeptor 1 (LAMRI), Importin 11, die beiden Bac Klone: RP 11-339 H12 und RP 11-306 M1 wurden im Northern Blot néher charakterisiert. Die Angaben in der
dritten Spalte geben die Ubereinstimmung des klonierten Genfragmentes mit der Sequenz in der Genbank an. Dabei beruht die Diskrepanz zwischen Insertgrésse und
Sequenzhomologie auf den Umstand, dass beim Sequenzieren nur die ersten ca. 200-400 Basenpaare zuverldssig lesbar waren. In der vierten Spalte wird das Expressionsmuster
des klonierten Genfragmentes dargestellt und in der flinften Spalte die dazugehorige Literaturangabe.
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I11. 6 Verifizierung der differentiellen Genexpression mittels Northern Blot
Es wurden zur Bestitigung der differentiellen Genexpression Melanomzelllinien
unterschiedlicher =~ Wachstumsphasen ~ verwendet. Folgende Gene aus der
Lymphknotenmetastasen spezifischen Subtraktionsbank wurden fiir den Northern Blot

vewendet:

e Bac Klon RP 11-339 H12
e Importin 11
e Laminin Rezeptor 1 (67kDa, LAMR1)

e Tyrosinase 3 monooxygenase/tryptophan 5 monooxygenase Aktivierungsprotein

(14-3-3 theta; YWHAQ)

Zusitzlich wurden Northern Blots von den Klonen: IMAGE 4761927, 2912859 und Bac RP
11-306 M1 durchgefiihrt. Die Banden waren jedoch fiir eine Auswertung zu schwach. In der
néchsten Tabelle 8 sind die Ergebnisse der RNA-Extraktion aus Melanomzelllinien beziiglich
der Reinheit und Ausbeute dargestellt. Der Reinheitsgrad der RNA’s lag in der Regel

zwischen 1,4 und 1,9.

RNA
fiir Northern Blots
Zelllininen Quotient Ausbeute in ug
260/280nm

Fibroblasten 1,8 6,1
Keratinozyten 1,9 1,14
Melanozyten 1,7 0,27
WM 1552 (RGP) 1,4 15
WM 35 (RGP) 1,5 5,73
IGR 39 (RGP) 1,7 2,8
WM 115 (VGP) 1,4 4,2
WM 793 (VGP) 1,6 2.4
SK-Mel 19 (met. Melanom) 1,3 1,2
SK-Mel 28 (met. Melanom) 1,9 2,08
MS (met. Melanom) 1,8 2,06
WM 1205 LU (hochaggressives 1,8 6,94
metastatisches Melanom)

WM 451 LU (hochaggressives 1,8 5,1
metastatisches Melanom)

Tabelle 8: Ergebnisse der Gesamt-RNA Isolierungen aus Melanomzelllinien. Dargestellt sind die Reinheiten der RNA-
Quotient aus 260nm/280nm und die Ausbeute in pg. RGP = radial growth phase, VGP = vertical growth phase, met.
Melanom = metastatisches Melanom.
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Nach der RNA-Extraktion wurden die RNA’s iiber ein Agarose-Gel fiir den Northern Blot
aufgetrennt (Abb. 30). Abb. 30 zeigt eine intakte RNA, da deutlich die 18S- und 28S-Banden

der einzelnen RNA’s zu sehen sind.

RNA-Gel
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

—4,7kb

—1.8kb

Abb. 30: RNA-Gel fiir einen Northern Blot. Spur 1 weist Fibroblasten- , Spur 2 Keratinozyten-, Spur 3 WM
Melanozyten-, Spur 4 WM 1552-, Spur 5 WM 35-, Spur 6 WM 115-, Spur 7 WM 793-, Spur 8 IGR 39-, Spur 9
SK-Mel 28-, Spur 10 WM 1205 LU- und Spur 12 WM 451 LU RNA auf. Die 28 S Bande ist bei 4,7kb und die
18 S Bande bei 1,8 kb zu sehen.

In Abb. 31 sind die Northen Blots des Bac Klons RP 11-339 H12, von Importin 11, Laminin
Rezeptor 1 (67kDa, LAMRI1) und von Tyrosinase 3 monooxygenase/tryptophan 5
monooxygenase Aktivierungsprotein (14-3-3 theta; YWHAQ) dargestellt. Die 28 S-Sonde
(4,7kb) dient hierbei als Kontrolle fiir die Integritit der geladenen RNA und als Standard fiir
die semiquantitative Auswertung der Signale durch die spezifischen Sonden mit Hilfe des

Computerprogramms Molecular Analyst (BioRad, CA, USA).

Northern Blots
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Abb. 31: Northern Blot Hybridisierungen. Bild A zeigt die Northern Hybridisierung mit dem Bac Klon RP11-
339 H12, Bild B Importin 11, Bild C Laminin Rezeptor 1, und Bild D das Tyrosin 3 monooxygenase/tryptophan
5 monooxygenase Aktivierungsprotein (YWHAQ).
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Aufgrund der Tatsache, dass kein RNA-Marker verwendet wurde, erfolgte die
Grossenermittlung der einzelnen RNA’s dadurch, dass ihre Banden zu denen der 18S- und
28S-Sonden in Relation gesetzt wurden. Anschliessend wurde die semiquantitative

Auswertung der RNA-Expression durchgefiihrt (Tabelle 9).

Ratio: Gen/28S
Zelllinien Bac Klon RP | Importin 11 Laminin YWHAQ
11-339 H12 Rezeptor 1

Fibroblasten - 0,64 1,22 0,83
Keratinozyten - 0,84 1,07 0,4
Melanozyten - 0,88 - 0,94
WM 1552C (RGP) - 0,91 0,24 0,29; -
WM 35 (RGP) - 0,95 0,99 0,23; -
WM 115 (VGP) 0,81 0,77 1,08 0,09; -
WM 793(VGP) 0,21 1,1 1,46 0,15; -
IGR 39 (VGP) 1,15 1,04 0,75 0,46; -
SK-Mel 19 (met. Melanom) 1,01 1,01 0,28 0,32; 0,3
SK-Mel 28 (met. Melanom) 0,00977 2,0 0,85 0,6
M5 (met. Melanom) 0,05 - 1,07 1,2; 0,26
WM 1205 LU 0,68 0,92 0,65 0,3; 0,7
(hochaggressives
metastatisches Melanom)
WM 451 LU 0,35 0,99 0,64 0,6; 0,6
(hochaggressives
Melanom)

Tabelle 9: Ubersicht der semiquantitativen RNA-Expressions-Ermittlung. Die Ermittlung der einzelnen
Ratios durch Ermittlung des Verhiltnises von Gen zu 28S-RNA unter Verwendung des Programms Molecular
Analyst (BioRad, CA, USA).

In der nidchsten Abbildung (Abb. 32) sind die Auswertungen der Expressionsprofile des Bac
Klons RP11-339H12, YWHAQ, Laminin Rezeptor 1, Importin 1 und IMAGE: 3912859 in
den analysierten Zelllinien zusammengefasst. Fiir das bessere Verstindnis sind die

Wachstumsphasen der einzelnen Zelllininen eingezeichnet.
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Abb. 32: Ubersicht der semiquantitativen Auswertung der Northern Blots. n.a = nicht auswertbar. Die
Genfragmente des unbekannten Bac Klon RP11-339 H12 sind in Bild A dargestellt. In Bild B ist der Importin
11, in Bild C der 67kDa Laminin Rezeptor 1 und in Bild D ist das Tyrosinase 3 monooxygenase/tryptophan 5
monooxygenase Aktivierungsprotein (YWHAQ) dargestellt. Die unterschiedlichen Wachstumsphasen sind
schematisch in jedes Bild eingezeichnet. Hierbei steht fiir RGP (radial growth phase), VGP (vertical growth
phase), Metastas. Melanom = Metastatisches Melanom und Hochag. Melanom = hochaggressives Melanom.
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Bei allen untersuchten Klonen konnte keine Korrelation mit den Wachstumsphasen der
Melanomzelllininen beobachtet werden.

Beim unbekannten Bac Klon RP11-339 H12 konnten die ersten vier RNA’s nicht ausgewertet
werden. Die stirkste Expression konnte in der radial wachsenden Zelllinie IGR 39 beobachtet
werden. Zuséatzlich konnten starke Signale in der vertikalen Zelllinie WM 115 und in den
metastastischen Zelllinien SK-Mel 19, WM 1205 LU und WM 451 LU detektiert werden.
Importin 11 agiert als Transportprotein von Substraten in den Nukleus (Scott ef al., 2000) und
wurde in allen untersuchten Zelllinien exprimiert.

Der Laminin Rezeptor 1 (67kDa) wurde ebenfalls in jeder Melanomzelllinie exprimiert. Die
Melanozyten RNA konnte dabei nicht ausgewertet werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass
der Laminin Rezeptor in Metastasen iliberexprimiert wird (Vacca et al., 1993, Asano et al.,
2004).

Das Protein YWHAQ spielt eine Rolle bei der Signaltransduktion (Zimmermann et al,. 2000)
und wird ubiquitér exprimiert. Die starkste Expresssion fiir dieses Aktivierungsprotein konnte
in der metastatischen Zelllinie M5 detektiert werden. Zusitzlich wurde YWHAQ stark in
Fibroblasten und Keratinozyten exprimiert.

Generell kann man sagen, dass mittels Northern Blots an den Melanomzelllinien keine
Korrelation mit der Tumorprogression auf RNA-Ebene zu sehen ist. Als ndchstes wurde,
aufgrund der bekannten Literaturangaben der Laminin Rezeptor 1 fiir ndhere Analysen
verwendet. Hierzu wurden auf Proteinebene die Laminin Expression in unterschiedlichen
Melanomzelllinien anhand von FACS-Analysen untersucht. Fiir die Expressionsanalyse im
Gewebe wurden immunhistologische Farbungen und in situ Hybridisierungen durchgefiihrt.
Fiir die Bestitigung der differentiellen Expression der einzelnen Gene in der Metastase ist es
notwendig Northern Blots mit unterschiedlichen Geweben (Haut, Nivus, Melanom)
anzufertigen. Leider konnten das Expressionsprofile der einzelnen Gene im Gewebe nicht

analysiert werden, da keines zur Verfligung stand.
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I11.7 Expressionsanalyse des Laminin Rezeptors 1 (67kDa)

I11.7.1 FACS-Analyse
Anhand der FACS-Analyse (BD Bioscience, Heidelberg) wurde die Expressionsanalyse des

Laminin Rezeptor 1 Proteins in unterschiedlichen Melanomzelllinien ermittelt. Hierfiir
wurden die radial wachsenden Zelllinien WM 1552 und IGR 39 und die metastatischen
Zelllinien WM 1205 LU und WM 451 LU verwendet. Diese Zelllinien wurden ausgewaihlt, da

sic auf RNA-Ebene mittels Northern Blot eine Laminin Expression aufzeigten. Der

Erstantikorper (Anti-67kDa Laminin receptor IgM; Maus, monoklonal, Ab-1; siehe II.1.7)

wurde zunichst in verschiedenen Verdiinnungen (1:10, 1:20, 1:50 siehe I1.5.1) getestet.

In der nidchsten Abbildung (Abb. 33) sind die einzelnen FACS-Auswertungen der

eingesetzten Melanomzelllinien zusammengefasst.
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Abb. 33: Ubersicht der Laminin Rezeptor 1 FACS-Auswertungen. In Bild A ist die FACS-Analyse der radial
waschenden Zelllinie WM 1552, in Bild B der radial wachsenden Zelllinie IGR 39, in Bild C der metastatischen
Zelllinie WM 1205 LU und in Bild D der metastatischen Zelllinie WM 451 LU aufgezeigt. Als Kontrolle
wurden ungefirbte Zellen und als Negativ Kontrolle wurden Zellen verwendet, bei denen nur der
Zweitantikorper (2.AK) verwendet wurde. Der Laminin Rezeptor 1 Erstantikdrper wurde in unterschiedlichen
Verdiinnungen getestet: 1/10, 1/20, 1/50 und 1/100.

In der nichsten Tabelle 10 werden die Prozentangaben der Laminin Rezeptor 1 positiven

Zellen aller verwendeten Melanomzelllinien zusammengefasst.

Prozentualer Anteil der
Laminin Rezeptor 1 positiven Zellen
Zelllinien 1/10 1/20 1/50 1/100
Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung Verdiinnung
WM 1552 33,26 2,5 5,16 7,42
IGR 39 31,45 3,54 6,77 6,85
WM 1205 LU 21,42 3,5 5,83 6,61
WM 451 LU 21,19 4,14 5,85 6,12

Tabelle 10: Prozentuale Ubersicht der Laminin Rezeptor 1 positiven Zellen in den unterschiedlichen
Zelllinien.

Wie aus Abb. 33 und Tabelle 10 zu erkennen ist, war lediglich bei der radial wachsende
Melanomzelllinie WM 1552 eine deutliche Laminin Rezeptor 1 Detektion méglich. Uber 30%

der Zellen zeigten bei einer 1/10 oder 1/20 Verdiinnung eine Laminin Rezeptor 1 Expression.
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Dieses Ergebnis stimmt mit den Northern Blot Daten nicht iiberein, da in dieser
Melanomzelllinie eine schwache Laminin Rezeptor 1 RNA Expression zu detektieren war.
Bei der radial wachsenden Melanomzelllinie IGR 39 und in den metastatischen
Melanomzelllinien WM 1205 LU und WM 451 LU ist keine Expression des Laminin
Rezeptors 1 zu sehen. Somit kann keine konkrete Aussage iliber die Proteinanalyse in diesen
Zelllinien getroffen werden. Eventuell weisen die verwendeten Melanomzelllinien IGR 39,
WM 1205 LU und WM 451 LU kein Laminin Rezeptor 1 auf. Parameter, die die FACS-
Analyse hierbei erschwert haben konnten, werden im Dikussionabschnitt dieser Arbeit niher

erlautert.

I11.7.2 Immunhistologie

Fiir den Nachweis der Lokalisation des Laminin Rezeptor 1-Genprodukts im Gewebe wurde
der Vectastain ABC Kit (Avidin biotinylated enzyme Complex, sieche I1.1.5) verwendet. Als
primirer Antikorper wurde ein monoklonaler a-Maus 67kDa Laminin receptor: IgM (siehe
I.1.7) verwendet. Der Nachweis erfolgte indirekt durch einen sekunddren, a-Maus IgM
Antikorper (AK), der biotinyliert ist. Es wurden Sum dicke Paraffinschnitte von
unterschiedlichen Geweben angefertigt: gesunde Haut, Nédvi (2x compound- und Ix
dyplastischer- Navi), Melanome (1x nodulédres-, 1 akrolentigindses- und 2x superfiziell
spreitende- Melanome) und 2x Hautmetastasen.

Pro Gewebeprobe wurden je 3 Schnitte angefertigt, um einen représentativen Querschnitt zu
erhalten. Als Positiv-Kontrolle fiir die Antikorperfairbung dienten Mamma Karzinom-
Paraffinschnitte. Die Schnitte wurden zuerst fiir 5 Minuten in Citratpuffer gekocht. Der
Erstantikorper (siehe 11.1.7) wurde in unterschiedlichen Verdiinnungen (1:10, 1:25, 1:50 und
1:100 in 1x PBS) getestet. Nach der Inkubation mit dem Zweitantikorper wurde fiir die
Farbreaktion das chromogen Substrat Neufuchsin (Dako, CA, USA) verwendet. Die
Farbreaktion wurde nach 38 Minuten abgestoppt und mit filtriertem HE (Dako, CA, USA)
erfolgte die Gegenfarbung (siehe I1.4.1). Die beste Firbung wurde mit einer 1:50 Verdiinnung
des Laminin Rezeptors 1 Antikorper erzielt. In den néchsten Abbildung 34 ist exemplarisch

das Ergebnis der immunhistologischen Farbung dargestellt.
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Laminin Rezepftor 1
Negativ Kontrollen

1/50 Verdlnnung

Haut

Névus

Navus

Primdrmelanom

Hautmetastase

Abb. 34: Expression des Laminin Rezeptors 1 in Geweben von Haut, Nidvus, Primidrmelanomen und
Hautmetastasen (Immunhistologie). In Bild A-E sind die Negativ Kontrollen und in Bild F-K die Laminin
Rezeptor 1 Féarbung in einer 1/50 Verdiinnung aufgezeigt. In der Positiv Kontrolle (Mamma Karzinom) konnte
keine Farbung beobachtet werden.
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Wie aus Abb. 34 zu erkennen ist, wurden in den Haut-, Ndvus- und Primidrmelanom-Geweben
(SSM) die Haarfollikelzellen unspezifisch gefarbt. In der Hautmetastase wurden zusétzlich
die Kontakte der einzelnen Tumornester zur extrazelluliren Matrix oder zum Stroma
unspezifisch  angefarbt. Zusdtzlich sind auf allen Gewebesschnitten einzelne

Farbstoffprazipitate verteilt. Somit sind nur unspezifische Farbungen erzielt worden.

I11.7.3 in situ Hybridisierung

Fiir die Analyse der RNA Expression des Laminin Rezeptors 1 in Hautgeweben wurden in
situ Hybridisierung durchgefithrt. Hiefiir wurden Spum dicke Paraffinschnitte von
unterschiedlichen Geweben angefertigt: 2x gesunde Haut, 2x compound Nivus, Ix
akrolentigindses-, 1x noduldres- und Ix superfiziell spreitendes Melanom und 2x
Hautmetastasen.

Als erstes wurde das in pCR2.1 Vektor klonierte Laminin Rezeptor 1 cDNA Fragment in den
pBluescript SK-Vektor umkloniert, um eine in vitro Transkription {iber die T3 bzw. T7
Polymerasen zu ermdoglichen (siehe 11.4.2.3). Dazu wurden der pBluescript SK-Vektor bzw.
die Laminin Rezeptor 1 Plasmid-DNA mit den Restriktionsenzymen Apal und Sacl (Abb. 35
A und B). Nach dem Verdau wurde der pBluescript SK-Vektor dephosphoryliert (siche
I1.4.2.1) und eine Gelelution durchgefiihrt (siche I1.3.5.2). Auch die verdaute Laminin
Rezeptor Plasmid-DNA wurde entsprechend verdaut und iiber eine Gelelution aufgereinigt

(Abb. 35 C).

Restfriktionsverdau mit Apal und Sacl Nach Gelelution

LAMR1 M LAMR1 Vektor M

M Bluescript-Vektor M

Vi e esase®e

LR

350bp|

350bp

Abb. 35: Restriktionsverdau mit Apal und Sacl und Uberpriifung der Gelelution. M = Marker (100bp und
1kb, MBI, Fermentas), LAMRI1 = Laminin Rezeptor 1. Bild A zeigt den Restriktionsverdau mit der LAMRI-
DNA, Bild B den Restriktionsverdau mit der Bluescript Vektor-DNA. In Bild C wurde die Anwesenheit der
LAMRI1- und der Bluescript- DNA nach einer Gelelution iberpriift.
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Nach erfolgreicher Umklonierung wurde die Laminin Rezeptor 1 c¢cDNA mit den
Restriktionsenzymen Sacl/Apal linearisiert (siehe 11.4.2.2, Abb. 36). Sacl schneidet im
pBluescript Plasmid am 5 Ende, somit wurde durch die Inkubation mit T7 RNA Polymerase
antisense Transkripte hergestellt. Wihrend das Apal am 3° Ende schneidet, wurden sense

Transkripte mit der Inkubation von T3 RNA Polymerasen gewonnen.

Linearisierung der LAMRT-DNA
LAMRT Apal LAMRT Scicl M

Abb. 36: Uberpriifung der Linearisierung. M = 1kb Marker (MBI, Fermentas), LAMR1 = Laminin Rezeptor.
Die ersten 4 Spuren zeigen die Linearisierung der LAMR1-DNA mit dem Restriktionsenzym Apal, und die
nichsten Spuren die Linearisierung mit dem Restriktionsenzym Sacl.

Die Sonden wurden iiber eine in vitro Transkription von 1pg/ul Laminin Rezeptor 1 cDNA in
dem pBluescript SKII Vektor mit Hilfe des DIG RNA labeling Kits (Roche, Mannheim) und
T3 und T7 Polymerase hergestellt (siehe 11.4.2.3). In der Abbildung 37 ist die Uberpriifung

der DIG-Markierung der beiden Sonden aufgezeigt

Uberpriifung der DIG Markierrung
1:1 1:10 1:100 1:1000

T3 (Antisense)

T7 (Sense)

Abb. 37: Uberpriifung der DIG-Markierung der Laminin Rezeptor 1 Sonden. Die Sonden wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen (1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000) aufgetropft. Nach Einleitung von Roche
entsprechen 1pg eingesetzte template DNA 10ug markierte RNA. Nach der verwendeten Anleitung von Hirsch
et al., 1991 sind in der 1:1 eingesetzten Sonde 100ng Sonde pro pl vorhanden.
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In Abbildung 38 ist das Ergebnis der in situ Hybridisierung an Gewebe von Haut, Nédvus,
Primdrmelanomen (superfiziell spreitende = SSM und noduléres = NM) und Hautmetastase

dargestellt.

Laminin Rezeptor 1
Sense Antisense

- HGUT

Hautmetastase
N

Abb. 38: In situ Hybridisierungen vom Laminin Rezeptor 1 an Geweben. In Bild A-E sind die sense- und in
Bild F-J die Antisense Hybridisierungen gezeigt. Sense = Negativ Kontrolle, Antisense = Laminin Rezeptor 1
Férbung.
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Anhand der in situ Hybridisierung konnten keine spezifische Hybridisierung an den einzelnen
Gewebsschnitten detektiert werden, obwohl die Sonden bei der Uberpriifung der DIG
Markierung starke Signale aufweisen. Es miissen eine Reihe anderer Parameter bei einer in
situ Hybridisierung berlicksichtig werden, die im spdteren Diskussionsabschnitt erldutert

werden.
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IV  Diskussion

IV.1 Bewertung der iiber Laser Capture Microdissection isolierten RNA

Fiir ein besseres Verstindnis der molekularen Vorginge in der Krebsentstehung spielt die
Identifizierung und Quantifizierung der Genexpressionen in Tumorzellen eine wichtige Rolle.
Gewonnene Zellpopulationen aus einzelnen Gewebsbiopsien sind heterogen. Hingegen
spiegeln kultivierte Zellen nie die in vivo Bedingungen bzw. Verhalten wieder und weisen oft
genomische Verdnderungen aufweisen (Meade-Tollin ef al., 1990, Mikolowska-Mennis et al.,
2002).

Die Unterschiede im Expressionsverhalten sind oft auf Kulturartefakte zuriickzufiihren. Diese
entstehen zum einen dadurch, dass die Zellen aus ihrer normalen Umgebung entfernt wurden
und sie den Kontakt zu den benachbarten Zellen und den Kontakt untereinander verlieren.
Zum anderen wirken sich die verwendeten Zellkulturmedien, Wachstumsfaktoren und

anderen Additiva bzw. lange Kultivierungszeiten auf die Zellen aus.

Mit der Methode der Laser Capture Microdissection konnen maligne Zellen aus einem
heterogenen Gewebe schnell und effektiv isoliert werden. Dabei bleibt sowohl die
Morphologie der Zellen als auch die RNA, DNA und die vorhandenen Proteine weitgehend
unverdndert. Entwickelt wurde die Methode im National Institute of Health (NIH) (Emmert-
Buck and Liotta et al., 1996). Die Laser Capture Microdissection ist somit eine wichtige
Grundlage fiir molekulargenetische Studien wie beispielsweise fiir die Analysen von
Mutationen, Genexpression und zur Herstellung von cDNA-Banken von isolierten
Tumorzellen aus Nativmaterial.

In dieser Arbeit wurde als Ausgangsmaterial Gefrierschnitte von Lymphknotenmetastasen
und Primdrmelanomen verwendet. Bei der Isolierung der Melanomzellen erwiesen sich 800-
1200 Laserimpulse als ausreichend, um eine gute cDNA Qualitét zu erreichen. Somit wurden
insgesamt  ca.  4800-7200  Melanomzellen aus den  Primdrtumoren  bzw.
Lymphknotenmetastasen isoliert (Laserimpuls x 6 = isolierte Gesamtzellzahl). Ein Problem
bei der Laser Capture Microdissection ist die schlechte RNA-Qualitdt und die geringe RNA-
Quantitét, die aus den einzelnen Proben erhalten wurde. Um eine mdgliche RNA Degradation
zu minimieren, ist es notig, schnell und sauber zu arbeiten. Zusétzlich sollten die einzelnen
Gewebsschnitte auf bestimmte Weise gelagert werden, d.h. die einzelnen Objekttrager miissen
nach der HE-Féarbung in einer luftdichten Glasschale auftbewahrt werden, die davor mit

10%SDS und DEPC-H,0 ausgewaschen wurden (Ehrig et al., 2001).
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Ausserdem sollte, um eine Degradierung der RNA wihrend der Laser Capture
Microdissection zu verhindern, das Gewebe gekiihlt gelagert werden, was aber den Ablauf der
Laser Capture Microdissection erschwert.

Wie es in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnte aus den mikrodissektierten Melanomzellen der
Lymphknotenmetastasen bzw. Primdrmelanomenn fiir den anschliessenden SMART-Kit eine
ausreichend RNA-Menge isoliert werden. Das Problem in dieser Arbeit war jedoch die
schlechte RNA-Qualitdt. Hierzu wurde die RNA-Qualitét elektrophometrisch und iiber eine
GAPDH-PCR gemessen. Zusitzlich wurde die Analyse der RNA Quantitdt/Qualitit aus den
mikrodissektierten Melanomzellen in der Frauenklinik von Herrn Bonin iiber dem Agilent
Bioanalyser freundlicherweise durchgefiihrt, welches ebenfalls durch elektrophometrische
Messung die RNA- Qualitdt und —Quantitit bestimmt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die verwendete RNA rein von Proteinverunreinigungen war. Bei der Messung der RNA-
Qualitdt und Quantitdt mit Hilfe des Agilent Bioanalyser konnte gezeigt werden, dass die
RNA aus den mikrodissektierten Melanomzellen eine schlechte Qualitit aufzeigte, da weder
der 18S- noch der 28S-Peak der einzelnen RNA’s zu detektieren war. Es sind in dieser Arbeit
nur wenige differentiell exprimierte Gene identifiziert worden. Dies konnte darauf hindeuten,

dass die verwendete RNA aus den mikrodissektierten Melanomzellen degradiert vorlag.

Das Problem der schlechten RNA-Qualitdt und/oder Quantitdt ist bei der Laser Capture
Microdissektion ein bekanntes Problem, da meist eine begrenzte Anzahl an mikrodissektierten
Zellen fiir die weiteren Analysen zur  Verfiigung steht.  Herkdmmliche
Guanidinisothiocyantat-(GTC)-RNA- Isolierungsprotokolle bendtigen in der Regel 10°
Ausgangszellen und einen geeigneten Carrier fiir eine ausreichende RNA Gewinnung. Diese
hohe Zahl an Ausgangszellen ist bei kleinen Tumoren kaum zu erreichen, da meist nicht
geniigend Ausgangsgewebe fiir die Isolierung der erwiinschten Zellen vorhanden ist.

In einer neuen Studie konnte gezeigt werden, dass mit dem neuentwickelten RNA 6000 Pico
Assay Kit eine ausreichende RNA-Menge guter Qualitidt hergestellt werden kann. Die
Messung erfolgte durch den Agilent 2100 Bioanalyser, jedoch ist dieser Assay sehr
kostenintensiv (Copois et al., 2003).

Eine Alternative zur ,.konventionellen GTC-RNA-Isolierung ist die Kombination der Laser
Capture Microdissection und der in vitro Transkription, dabei wird die mRNA {iber die in
vitro Transkription der cDNA amplifiziert (Ernst ef al., 2002, Baugh et al., 2001, Aoyagi et
al., 2003, Luzzi et al., 2003).
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Der Vorteil dabei ist, dass als Ausgangsmaterial 2-100ng Gesamt-RNA ausreichend sind fiir
eine anschliessende Microarray-Analyse (Affymetrix GeneChip, Baugh et al., 2001). Dabei
diente zur Isolierung der RNA das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen und zur Uberpriifung
der RNA Qualitdt das Agilent Programm.

Das es moglich ist aus Laser Capture Microdissection Proben grosser Tumoren RNA guter
Qualitit zu isolieren, wurde bereits in vielen Publikationen fiir Mamma-, hepatozelluléres-,
Prostata-, Pankreas-, Augen- und Colon Karzinom beschrieben (Luo et al., 1999, Sgroi et al.,
1999, Kohda et al., 2000, Ohyama et al., 2000, Dolter et al., 2001, Fuller et al., 2003, Michel
et al., 2003, Farrow et al., 2004, Wang et al., 2004).

Hier erfolgte die Farbung der Zellen ebenfalls durch H&E und die RNA wurde in der Regel
iiber den RNAEasy Kit der Firma Qiagen oder anhand des Microisolations Kit der Firma
Stratagene (CA, USA) isoliert. In der Regel wurden {iber 10000-70000 Laserimpulse
verwendet, dies entspricht ca. 60000-420000 isolierten Zellen. Trotz allem ist der Erhalt einer
stabilen und guten RNA wihrend der Zeit der Fixierung, Firbung und Isolierung der

erwiinschten Zellpopulationen kritisch.

Studien belegten, dass eine ideale Fixierung mit Ethanol statt Formalin oder Aceton die
Integritit/Stabilitdit der RNA aufrechterhilt (Fend et al., 1999, Goldswothy et al., 1999, Su et
al., 2004). In dieser Arbeit erfolgte die Fixierung ebenfalls mit Ethanol. Ausserdem ist die
Verwendung von Gefrierschnittenmaterial im Vergleich zu in Paraffin eingebettetem Gewebe
besser fiir die anschliessende RNA Isolierung geeignet (Fend et al., 1999, Goldswothy et al.,
1999). Dies konnte an murinen Leberzellen gezeigt werden, die iiber Laser Capture
Microdissection isoliert wurden. Hierfiir wurde zur Quantifizierung der cDNA-
Konzentrationen anhand des Haushaltsgens GAPDH RT-PCR-Analysen angefertigt. Es zeigte
sich, dass bei Gefrierschnitten im Vergleich zu Paraffin eingebetteten Gewebe, die GAPDH-
Konzentrationen hoher lagen. (Goldsworthy et al., 1999).

Eine weitere Schwierigkeit ist die unterschiedliche Transkriptionsaktivitit in den Geweben,
was dazu fiihrt, dass die Quantitdt an isolierbarer RNA variiert. Um geniigend RNA fiir die
PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung und die Herstellung der cDNA Sonden zu
erhalten, wurden in dieser Arbeit jeweils 4 Primdrmelanome und 4 Lymphknotenmetastasen

gepoolt. Somit konnen individuelle Expressionsschwankungen kompensiert werden.
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Ausserdem konnen somit Gene identifiziert werden, die in einer Mehrzahl von Patienten
differentiell exprimiert sind, welche eine essentielle Rolle bei der Pathogenese des malignen
Melanoms einnehmen konnten. Eine wichtige Voraussetzung hierfiir ist, dass das Gewebe
nach der Operation sofort schockgefroren wird. Durch spezielle Vorgehensweisen bei der
Aufbereitung des Gewebes wie beispielsweise die Verwendung von fliissigem Stickstoff und
von einem GTC-Phenol-Mix-Uberschuss garantieren ein gutes Aufschliessen des Gewebes

(Hipfel et al., 1998).

In drei weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die sensitive Methode der RT-PCR in
Kombination mit der Laser Capture Microdissection verwendet werden kann ohne den
reprasentativen Querschnitt der Genexpressionen zu beeintrachtigen (Fink ef al., 1998, Bustin

et al., 2002, Copois et al., 2003).

Im Bereich der dermatologische Onkologie ist fiir die Funktionsanalyse atypischer Névi beim
malignen Melanom die Laser Capture Microdissection und LOH (LOH = loss of
heterozygosity) Analyse eingesetzt worden. Ebenfalls ist die Laser Capture Microdissection
bei Angiofibromen und beim Merkel-Zelltumor verwendet worden (Boni ef al., 1999, Maitra
et al., 2002).

Sander et al., verwendet die Laser Capture Microdissections-Methode in Kombination mit der
Immunhistochemie, um nach BRAF-Mutationen in mikrodissektierten Zellen, am Névi,
Primdrmelanomen und Metastasen zu suchen (Sander et al., 2003). Auch im Cancer Genome
Anatomy Project (GCAP) wurde mit Hilfe der Laser Capture Microdissection eine Vielzahl
von Genen katalogisiert, die bei der Tumorprogression unterschiedlicher Karzinome (Prostata,
Mamma, Eierstock, Kolon und Lunge) von Bedeutung sind. Somit konnten neue cDNA

Banken hergestellt werden (Simone et al., 1998 und 2000).

IV.2 Bewertung der SMART-Methode

Fiir eine Genexpressionanalyse ist meist die RNA Quantitit und/oder Qualitét der limitierende
Faktor. Die RNA Isolierung aus sehr kleinen Probenmengen kann sehr schwer und ineffizient
sein. Die neuentwickelte SMART-Methode (switch mechanism at the 5’ end of RNA
transcripts) beruht auf einer LD (long distance) PCR Amplifizierung der generierten
doppelstrangigen cDNA, dabei entsteht fiir die anschliessende PCR amplifizierte subtraktive
Hybridisierung eine suffiziente cDNA-Menge (Chenchik et al., 1998, Herrler et al., 2001). Es
wurde belegt, dass mit der Verwendung der SMART-Technik eine bis zu 2000fache
Anreicherung durch die LD-PCR mdglich ist (Puskas et al., 2002).
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In dieser Arbeit wurde zuerst die optimale PCR Zyklenzahl ermittelt. Die ideale Zyklenzahl
betrug bei der generierten Primdrmelanom cDNA 20 Zyklen, wihrend bei der amplifizierten
Lymphknotenmetastasen cDNA 17 PCR Zyklen ideal waren. Bei der Positiv-Kontrolle
(humane Plazenta) waren 19 Zyklen die optimale Zyklenzahl. Wichtig bei der Benutzung der
SMART-Methode ist die ermittelte PCR-Zyklenzahl einzuhalten. So bleibt einerseits der
reprisentative Querschnitt der Expression der verschiedenen Gene erhalten. Andererseits
fiihrt eine Erhéhung der PCR-Zyklenzahl zu einer Uberschreitung der exponentiellen Phase,
in dessen Folge es zur Akkumulierung von einzelstringiger cDNA kommt, welche spéter die
PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung und die Klonierung erschweren kann.
Zusétzlich fiihrt eine Erhohung der PCR-Zyklenzahl durch den Einbau falscher Basen zu
einer erhohten Fehlerrate der thermostabilen Polymerase (Chenchik et al, 1998,
Zhumabayeva et al., 2001, Yang et al., 2004).

Somit sollte fiir die Gewinnung einer guten cDNA-Qualitit und zum Erhalt der
Genreprésentation aus den einzelnen Geweben die ermittelte PCR-Zyklenzahl unbedingt

eingehalten werden (Berryman et al., 2001, Zhumabayeva et al., 2001).

Zudem konnen mit der SMART-Methode Volle-Linge-cDNA’s generiert werden (Zhu et al.,
2001). Dabei spielen die modifizierten Oligo-Primer aus dem Kit eine tragende Rolle, sie
weisen an ithren 3° Enden eine Oligo(G)-Sequenz auf. Diese konnen dann Basenpaare durch
die reverse Transkriptase (RT) mit den angefligten Desoxycytidinen bilden. Danach wechselt
die RT die Matrize und beendet die Auffiillreaktion. Eine hergestellte cDNA-Bank aus
Skelettmuskel zeigte bei der Sequenzierung eine ldngere Sequenz im 5’-Bereich als die

bereits verdffentlichte cDNA-Bank (Ciavatta et al., 1999, Zhu et al., 2001).

In dieser Arbeit konnte {iiber den SMART-Kit erfolgreich cDNA aus der
Lymphknotenmetastase und aus dem Primidrmelanom generiert werden. Wichtig bei der
cDNA-Herstellung ist, eine Uberamplifizierung zu vermeiden, da der reprisentativer
Querschnitt der Genexpressionen in den unterschiedlichen Geweben somit verfialscht werden
kénnte. Andererseits kann es zu einer Uberschreitung der exponentielle Phase kommen. Dies
hat zur Folge, dass eine Akkumulierung von Einzelstrang ¢cDNA im Vergleich zu
Doppelstrang cDNA erfolgt, die die Klonierung nach der PCR amplifizierten subtraktiven
Hybridisierung beeintrachtigt konnte. Die Qualitit und Quantitédt der generierten cDNA wurde
anhand einer GAPDH-PCR iiberpriift.
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Zusitzlich konnte durch weitere PCR Kontrollen iliber die Melanommarkern MelanA und
Tyrosinase gezeigt werden, dass die richtigen Zellen, d.h. die Melanomzellen iiber die Laser
Capture Microdissection isoliert wurden, da nur die Melanomzellen diese im

Pigmentsoffwechsel involvierten Gene exprimieren.

Ausserdem konnte gezeigt werden, dass die iliber SMART hergestellte cDNA fiir
Genexpressionsanalysen aus verschiedenen Tumoren eingesetzt werden kann (Zhumabayeva
et al., 2001). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die iiber SMART hergestellte cDNA
im Vergleich zu den entsprechenden RNA’s stirkere Hybridisierungssignale, die {iber einen
Phosphoimager bestimmt wurden, aufzeigten. Somit vermutet Zhumabayeva et al., dass die
SMART-Methode eine sehr hohe Sensitivitdt bei der Detektion von unterreprisentierten

RNA-Transkripten aufweist (Zhumabayeva et al., 2001).

In einer weiteren Studie konnte {iber RT-PCR gezeigt werden, dass iiber SMART generierte
cDNA’s im Vergleich zur RNA der Querschnitt der Genexpressionen aufrechterhalten wurde
(Endege et al., 1999).

Bei kleinen Tumoren ist es meist sehr schwierig eine ausreichende RNA-Menge fiir ein
Genexpressionsanalyse zu erreichen. Hierzu wurde in einer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die
SMART Effizienz durch die Zugabe von T4Gen-32 Protein um ca. 100% gesteigert werden
kann (Oliva et al., 2000, Villalva et al., 2001). Der Bakteriophage spielt eine essentielle Rolle
bei der DNA Replikation, -Rekombination und -Reparatur, indem es spezifisch an
einzelstringige DNA bindet und sie stabilisiert (Pant et al., 2003, Jones et al., 2004). Zudem
ist bekannt, dass das T4Gen-32 Protein die Effizienz der Taq Polymerase, reversen
Transkriptase und Telomerase erhohen kann. Jedoch ist dabei der genaue Mechanismus noch
unbekannt (Chandler et al., 1998).

Studien belegten, dass mit der SMART-generierten ¢cDNA auch Microarray-Analysen
durchgefiihrt werden kénnen (Vernon et al., 2000, Wang et al., 2003, Becker et al., 2004).

IV.3 Bewertung der Methode der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung
war bereits in unserem Labor mit den Ausgangsgeweben Névi versus Primdrmelanom
etabliert worden (Hipfel er al, 2000). Es ist bekannt, dass mit der PCR amplifizierten
subtraktiven Hybridisierung vor allem starke Expressionsunterschiede detektiert werden

konnen (Matz et al., 1998).
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Aus diesem Grund hat diese Methode im Vergleich zum Differential Display, RNA-
Fingerprint, Microarrays oder SAGE (serial analysis of gene expression), weitere Methoden
zur Identifizierung differentieller Genexpression, leichte Vorziige bei tumorbiologischen
Fragestellungen (Liang et al., 1992, Welsh et al., 1992). Zhang et al., vermutet ndmlich, dass

Gene mit starken Expressionsunterschieden biologisch bedeutsamer sind (Zhang et al., 1997).

Die Anwendung differentieller Techniken hat den Vorteil, dass weder Kandidatengene noch
fehlerhafte Proteinprodukte oder beteiligte Chromosomenregionen bekannt sein miissen. Die
Methode des Differential Displays erlaubt die vergleichende Hybridisierung von ¢cDNA’s
zweier Zellpopulationen und kommt mit geringen RNA-Mengen aus (Liang ef al., 1992). Der
Nachteil besteht darin, dass nur die 3’-Enden der mRNA’s erfasst werden und somit eine
Identifizierung des Gens erschwert sein kann. Ausserdem erhilt man beim anschliessenden
Screening der Klone viele falsch positive Klone. Die Ursache dafiir ist, dass eine differentielle
Displaybande mehrere verschiedene Sequenzen enthédlt (Callard et al, 1994, Matz et al.,
1998, Broude ef al.,, 2002). Der Vorteil des Differential Displays liegt darin, dass cDNA’s
mehreren Gewebe zur gleichen Zeit verglichen werden konnen. Im Gegensatz zur PCR
amplifizierten subtraktiven Hybridisierung konnen somit aktivierte und inaktivierte Gene

gleichzeitig dargestellt werden.

Ein Nachteil der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung ist, dass in der Regel 0,5-
2ng RNA eingesetzt werden miissen. Dies konnte in dieser Arbeit mit der SMART-Methode
umgangen werden. In der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung werden
differentiell exprimierte Gene nicht physikalisch getrennt (Oligo (dT)s;p Latexbeads,
Hydroxyapatit oder Streptavidin Biotin Sdulen), sondern mittels Suppressions-PCR spezifisch
angereichert (Diatschenko ef al., 1996; Gurskaya et al., 1996).

Somit ist das Verfahren im Vergleich zur konventionellen Subtraktion weniger zeit- und
arbeitsaufwendig, und es kann bis zu einer 5000fachen Anreicherung der unterrepriasentierten
Transkripte mit Hilfe der Suppression-PCR kommen (Ditaschenko ef al., 1996, Gurskaya et
al., 1996). Dabei rehybridisieren aus kinetischen Griinden hdufig vorkommende differentielle
Transkripte in der Regel mit sich selbst. Dadurch entstehen zwei identische Adaptoren an den
cDNA Enden (siehe I1.3.4). Als Folge tritt eine sogenannte Schlaufenbildung ein, die eine
Primer Anlagerung und somit die Amplifizierung der cDNA Fragmente verhindert. Auf diese
Weise kommt es zu einer Anreicherung der seltenen Transkripten, da ihre Anreicherung
exponentiell erfolgt, wihrend die Anreicherung des hdufig vorkommenden Transkripten

supprimiert wird.
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In dieser Arbeit konnte ein erfolgreicher Rsal-Verdau gezeigt werden. Das Gelingen des Rsal-
Verdaus ist zur Herstellung glatter Enden fiir die anschliessende Adaptorligation essentiell.
Auch zu lange cDNA’s konnten die Hybridisierung nachteilig beeinflussen, da sie durch die
Bildung von komplexen Sekundéarstrukturen die Bindung ausreichender Mengen von Sonde
an Matrize inhibieren konnten.

Eine Zerstiickelung der cDNA in viele kleine Fragmente kann fiir den Erhalt der
Représentation der Expression einzelner Gene vorteilhaft sein. Da einige cDNA’s aus einer
gemeinsamen Genfamilie stammen und somit dhnliche Sequenzen besitzen, kénnen sie
untereinander kreuzhybridisieren und den repridsentativen Querschnitt der Genexpressionen

verfilschen (Diatchenko ef al., 1996).

Die PCR amplifizierte subtraktive Hybridisierung ist eine sehr sensitive Methode, da auch
Transkripte mit weniger als 300-500 Kopien erfasst werden konnen. Problematisch bei
solchen Transkriptmengen/Kopienzahl ist spdter die Detektionsgrenze bei dem
anschliessendem Screeningverfahren.

Mit cDNA-Arrays- und Northern Blot- Hybridisierungen sind diese Transkripte oft nicht
mehr zu detektieren, da ihre Anzahl unter der Detektionsgrenze ist oder sie liefern falsch
positive Ergebnisse (Matz et al, 1998, Osborne et al, 2002). Dies wurde durch die
Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten Array-Hybridisierungen bestitigt. Der grosste
prozentuale Anteil der Subtraktionsprodukte bei den Hybridisierungen zwischen
Lymphknotenmetastasen und Primdrmelanomen als auch zwischen Primédrmelanomen und
Lymphknotenmetastasen lieferte mit den Subtraktionssonden falsch positive Signale und mit
den cDNA-Sonden negative Signale. Aus den je 320 generierten Klonen konnten bei den
Lymphknotenmetastasen 267- und bei den Primdrmelanomen 138 Klone {iber die Kolonie-
PCR amplifiziert werden. Bei den Lymphknotenmetastasen erwiesen sich mit den
Subtraktionssonden davon 25% (67 Klone) als bestdtigt differentiell und bei den
Primdrmelanomen 4 % (6 Klone).

Eine Moglichkeit fiir den hohen Anteil an negativen Klonen beim Screeningverfahren mit den
cDNA-Sonden anhand der Array-Hybridisierungen ist, dass mit dieser Methode diese Gene
nicht detektiert werden konnten, da die entsprechenden cDNA’s seltene Transkripte
reprisentieren, die im Rahmen der Suppressions-PCR effizient amplifiziert wurden. Dieses
Ergebnis fiihrt zu der Vermutung, dass somit die Stirke der Suppressions-PCR im Rahmen

der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung demonstrieren konnte.
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Da sie eine exponentielle Anreicherung von seltenen cDNA’s fordert, wéahrend sie die
Anreicherung hiufig vorkommender Transkripte supprimiert.

Da der Verdacht bestand, dass die Methode des Screenningverfahrens mittels Dot Blot nicht
sensitiv genug war und der Anteil der differentiellen Klone beim Melanom zu gering war,
wurden fiir die weiteren Screeningschritte mit den cDNA-Sonden falsch positive und verkehrt
positive Klone verwendet. Auch bei der Lymphknotenmetastase wurden zusétzlich zu den 67
differentiell bestétigten Klonen 9 falsch positive Klone analysiert.

Dabei ergab sich folgendes Ergebnis: aus den 76 Klone von der Lymphknotenmetastase
erwiesen sich am Ende 15% (11 Klone) und beim Melanom 12% (15 Klone) als differentiell

bestatigt.

Es wird in einer Vielzahl von Studien belegt, dass die meisten Screeningverfahren nicht
sensitiv genug sind, um die differentielle Genexpression zu bestitigen bzw. wenige
Kopienzahlen zu detektieren. Beispielsweise in der Arbeitsgruppe von Eleveld-Trancikova
konnten von 600 Klone lediglich 30 nach dem Screening als differentiell exprimiert bestétigt

werden (Eleveld-Trancikova et al., 2002).

Sensitivere Methoden wie beispielsweise die quantitative RT-PCR’s hitten eventuell aus den
falsch positiven und negativen Klonen differentielle cDNA’s bestitigen konnen. In einer
Studie von Giitgemann et al., wurde fiir die Detektion differentieller Genexpression einer
invasiven Melanomzelllinie (Mellm) die Microarray- (Atlas, Clontech) und die RT-PCR
Analyse verwendet (Giitgemann et al., 2001). Nach der Evaluierung der Array-Daten konnten
36 Gene als differentiell bestétigt werden. 26 (72%) dieser Gene erwiesen sich in der

quantitativen RT-PCR Analyse als differentiell exprimiert (Giitgemann et al., 2001).

Die Subtraktionseffizienz der Lymphknotenmetastasen- bzw. Primdrmelanom cDNA wurde
in dieser Arbeit mittels einer GAPDH-PCR getestet, dabei wurde die Haufigkeit spezifischer
cDNA’s vor und nach der Subtraktion ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass GAPDH, wie
nach einer erfolgreichen Subtraktion erwartet wurde, vermindert vorlag. Aus der
Lymphknotenmetastasen spezifischen cDNA Subtraktionsbank konnte eine Vielzahl von
Genen, die in der Lymphknotenmetastase exprimiert sind, isoliert werden. 34 Sequenzen, die
21 verschiedene Gene reprasentieren, konnten in ihrer differentiell exprimierten

Genexpression im Dot Blot bestétigt werden.
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Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mit der Kombination aus Laser Capture
Microdissection, SMART-Kit und PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung
differentielle Gene isoliert werden konnen.

Die Kombination dieser verschiedenen Methoden wurde bis jetzt nur in einer Arbeit
durchgefiihrt (Diggle et al, 2003). Hierbei wurde der Laminin Rezeptor 1 als
iiberexprimiertes Gen in urothelialen Karzinomen gefunden. Als Ausgangsmaterial diente
einerseits gesundes Gewebe und ein Karzinom im ersten Tumorstadium. Fiir die
Gewebepréiparation wurden 9um dicke Kryostatschnitte von 10 Patienten angefertigt, um
einen reprisentativen Querschnitt der Genexpressionen zu erhalten.

Da in dieser Arbeit das Vorhandensein von ausreichendem Patientenmaterial begrenzt war,
wurden je 4 Primdrmelanome und 4 Lymphknotenmetastasen fiir die Identifikation
differentieller Genexpressionen verwendet. Die einzelnen Gewebsschnitte wurden ebenfalls,
wie in dieser Arbeit beschrieben, iiber H&E angefirbt.

Ausserdem wurden bei Diggle ef al., einige Gefrierschnitte mit CK20 (Zytokeratin 20)
markiert, um bestimmte Areale im Gewebe zu definieren (Diggle et al., 2003). Dies garantiert
die exakte Isolierung der erwiinschten Zellen anhand der Laser Capture Microdissection.
Wenn man jedoch herkdmmliche Farbungen wie beispielsweise H&E — mit
immunhistochemischen Farbungen vergleicht, konnte gezeigt werden, dass bei den
immunhistochemischen Firbung stets eine Reduktion der RNA-Konzentration vorlag. Die
Ursache hierfiir waren die langen Waschschritte in wéssrigen Losungen (Fend ef al., 1999, Jin
etal., 1999).

In dieser Arbeit wurde fiir die exakte Bestimmung der einzelnen Melanomzellen vor der Laser
Capture Microdissection H&E- und HMB 45-Firbungen an einzelnen Gewebsschnitten
durchgefiihrt, sodass ebenfalls eine exakte Lokalisation bzw. Isolierung der Melanomzellen
aus den Lymphknotenmetastasen und den Primdrmelanomen moglich war.

Fiir die Isolierung der erwiinschten Zellen, mit Hilfe der Laser Capture Microdissection,
wurden 70000 Laserimpulse verwendet, d.h. 420000 Zellen wurden insgesamt isoliert. Eine
so grosse Anzahl kann nur aus sehr grossen Tumoren isoliert werden. In dieser Arbeit waren
die zur Verfiigung gestellten Tumor sehr klein, sodass insgesamt je 4800-7200 reine
Melanomzellen fiir die Primdrmelanome und die Lymphknotenmetastasen isoliert werden
konnten. Die RNA Extraktion erfolgte bei Diggle ef al., iiber einen Kit der Firma Flowgen,
wihrend die RNA Qualitét liber eine RT-PCR gemessen wurde und die RNA Quantitét {iber
Northern Blots bestimmt wurde. In der Regel lag die RNA Quantitdt zwischen 80-800ng. So

hohe RNA Mengen konnen in der Regel nur aus grossen Tumoren isoliert werden.
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Fir die cDNA Herstellung, anhand des SMART-Kits, wurden 100 ng Gesamt-RNA
verwendet (Diggle et al,, 2003). Nach der PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung
wurden die cDNA’s in den pGEM-T-Easy-Vektor kloniert und hundert gewonnene cDNA’s
wurden sequenziert (Diggle e al, 2003). Dabei erwiesen sich 17% als Metabolismus-, 5%
Zytoskelett-, 17% Zellsignal-, Zellwachstum- und Zelltransport-, 44% Translations-

spezifische Gene und 15% der Gene waren in ihrer Funktion noch unbekannt.

Auch in dieser Arbeit wurden neben Translationsproteine, Transportproteine,
Transkriptionsfaktoren, einem Adhédsionsprotein, einem Haushaltsgen, mitochondriale und
ribosomale Produkte identifiziert. Bei den Translationsgenen waren unter anderem das L7
Ribosomenprotein vorhanden, dieses Protein wurde wie in dieser Arbeit ebenfalls als
differentielles Genprodukt identifiziert. Zu den Metabolismus spezifischen Genen gehdrten
unter anderem das Cytochrom C Oxidase und die NADH Dehydrogenase 4, die ebenfalls in
dieser Arbeit isoliert wurden.

Die differentielle Genexpression wurde anschliessend fiir zwei identifizierten Genen, Laminin
Rezeptor 1 und TATI (tumour-associated trypsin inhibitor), anhand immunhistochemischen
Farbungen, bestitigt. Dabei korrelierten beide Genexpressionen mit der Tumorprogression.
Hierbei wurden 28 Tumore von 26 Patienten verwendet (Diggle et al., 2003). Dies zeigt, dass

durch Kombination dieser Methoden differentiell exprimierte Gene isoliert werden kdnnen.

Eine neue Methode, die zur Identifizierung differentiell exprimierter Gene immer mehr
Anwendung findet, ist die Microarray Analyse. Sie wurde bereits in einer Reihe von
Karzinomen wie z.B. Brust, Lunge, Kolon und malignen Melanom zur Isolierung Tumor
spezifischer Gene verwendet. Auch die Kombination aus Laser Capture Microdissection/
SMART/PCR amplifizierten subtraktiven Hybridisierung und Microarray Analyse wurde in
vielen Studien angewendet, um schneller und effizienter differentiell exprimierte Gene zu
identifizieren (Bangur et al., 2002, Jiang et al., 2002, Luzzi et al., 2003 Alonso et al., 2004).
Der Nachteil einer Microarray Chip Analyse ist, dass die meisten erhiltlichen Chips mit
bekannten Oligonukleotiden gespottet sind, somit konnen keine neuen Gene identifiziert
werden. Zusézlich ist eine Microarray Analyse sehr kostenintensiv und die neuerworbene

Datenfiille muss iiber einen Statistiker analysiert werden.
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IV .4 Isolierung tumorrelevanter Gene im malignen Melanom

IV 4.1 Identifizierung differentiell exprimierte Gene in der Lymphknotenmetastase

Die Identifikation der differentiell exprimierten Lymphknotenmetastasen (LKM)-Transkripte
war erfolgreich. Alle 11 differentiell bestétigten Klone, die bei der Hybridisierung mit den
cDNA Sonden detektiert wurden, sind sequenziert worden. Zusétzlich wurden noch 23
differentiell bestitigt exprimierte Klone, die durch die Hybridisierung mit den
Subtraktionssonden identifiziert wurden, sequenziert.

Es wurden in der LKM eine Reihe von Genen identifiziert, die im Metabolismus des malignen
Melanoms eine tragende Rolle spielen. Anhand der hohen Teilungsrate und der erhohten
Transkription von Stoffwechselgenen bei den metastasierenden Zellen ldsst sich dieser hohe
Anteil an diesen Transkripten erkldren. Es wurde fiir eine Reihe anderer Karzinome gezeigt,
dass bei der Isolierung metastatisch relevanter Gene ebenfalls viele Gene identifiziert wurden,

die im Stoffwechsel involviert sind (Vaarala et al., 1998, Diggle et al., 2003).

In dieser Arbeit wurden mitochondriale und ribosomale Produkte, die beim Metabolismus
eine Rolle spielen, identifiziert. Zu den identifizierten mitochondrialen Proteinen gehoren:
Cytochrom C oxidase I (MTCO1), NADH Dehydrogenase 4 (MTND4), 183- und 526- isolate
Mitochondrium. MTCO1 und MTND4 spielen eine Rolle im Elektronentransport.

183- und 526- isolate Mitochondrium sind dagegen im Citratzyklus und im Fettsdureabbau
beteiligt (Shoffner and Wallace et al., 1995, Mishmar et al., 2003, Popovic et al., 2004 und
Williams et al., 2004).

In einer Studie von Lutz-Bonengel et al., wurde MTND4 auf mogliche Polymorphismen
untersucht, um variable Positionen zu identifizieren. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass in
1200 Basen des MTND4 Gens 28 Positionen variabel sind. Basenaustausche im MTND4 Gen
waren dabei meist in den Regionen 11719, 11251, 11467 und 11812 zu beobachten (Lutz-
Bonengel et al., 2003). Dabei erwies sich der Basenaustausch in Position 11719 fiir SNP
(single nucleotide polymorphism)-Analysen niitzlich, um spdter bei Aufkldrungen
gerichtlicher Entscheidungen wie beispielsweise Vaterschaftsklagen zu helfen (Lutz-
Bonengel et al., 2003). Die Auswirkung dieser Basenaustausche wurde jedoch nicht

untersucht.

Bei den ribosomalen Proteine handelt es ich um das L21 und L7, beide sind fiir die Cap-
abhéngige und Cap-unabhédngige Translation verantwortlich. Bei der Cap-abhéngigen
Translation sind sie an der GTP Hydrolyse, Bindung der 60S Ribosomenuntereinheit an den

Translationinitiationskomplex und bei der Freilassung der 40S- und der 60S Untereinheit aus
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dem 80S Ribosom beteiligt. Hingegen sind bei der Cap-unabhéngigen Translation L7 und L21
bei der Abkopplung der tRNA Polypeptidkette und der Bildung neuer Peptidbindungen
beteiligt. Ausserdem unterstiitzt eine L7-Dimerisierung die DNA-und RNA Bindung
(Bortoluzzi et al., 2001, Petter et al., 1994, Kasai ef al.,, 2003 und Hemmerich et al., 1993). Es
wurde gezeigt, dass das L7 Protein posttranslational modifiziert wird, dazu gehodren

Acetylierungen bzw. interne Metyhlierungen oder Hydroxylierungen (Odintsova et al., 2003).

Daneben wurden Translationsproteinen, Transportproteine, Transkriptionsfaktoren, ein
Adhésionsprotein und ein Haushaltsgen isoliert. Zu den Translationsproteinen zéhlen das
Cappingprotein muscle Z-line alpha 1 (CAPZA1l) und der eukaryotische translation-
elongation-factor-lalpha (EF1A1). Durch die Bindung an die Enden der Aktinfilamente
reguliert CAPZ1 das Wachstum der Aktinfilamente (Barron-Casella et al., 1995, Hutchings et
al., 2003).

EF1A ist an der Bindung von Aminoacyl-tRNAs an die 80S-Ribosomen involviert, dabei
wird GTP zu GDP hydrolysiert (Brands et al., 1986, Ditzel et al., 2000). Ausserdem agiert
EF1A als Bindungspartner fiir Exportin 5 (Calado et al., 2002).

Als Transkriptionsfaktoren (TF) wurden YB-1, auch bekannt als NSEP-1 (nuclease sensitive
element binding protein-1) oder dbpB (DNA-binding protein B) und der Nuklear Rezeptor
Koaktivator 4 (Androgen rezeptor: ARA 70) gefunden.

YB-1 gehort zu einer Proteinfamilie, die durch eine Kilteschockdoméne gekennzeichnet ist
(Sakura et al., 1988). YB-1 spielt bei eine Reihe von zelluliren Funktionen wie
beispielsweise die Regulation der Transkription und Translation, DNA-Reparatur,
Immunsuppression, Signaltransduktion, Zellproliferation, Apoptose, Zytostatikaresistenz
(MDR), Invasion und Metastasierung zahlreicher Tumoren eine entscheidende Rolle (Ohga et
al., 1998, Swamynathan et al., 2002, Jurchott et al., 2003, Holm et al., 2004). Im Mamma-
und Lungenkarzinom liegt eine nukledre Translokation von YB-1 vor. Hierbei korreliert die
zunehmende nukledre Proteinkonzentration mit einer schlechteren diagnostischen Prognose
(Janz et al., 2002, Saji et al., 2003, Gessner et al., 2004).

Inwiefern YB-1 mit der Melanomenstehung und -progression zusammenhédngt, ist jedoch
noch weitgehend unbekannt. YB-1 besitzt eine N-terminale Domine, die die Transkription
zahlreicher Gene reguliert, und eine C-terminale Domédne, die mit anderen Proteinen
dimerisieren kann, wie beispielsweise mit AP-2 oder p53 (Mertens et al., 2003, Zhang et al.,

2003).
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YB-1 bindet ausserdem an die Kontrollregion zahlreicher Gene, die bei der Tumorinitiation
und Progression beteiligt sind z.B. EGF und MMP-2. YB-1 wird in einer Reihe Cisplatin-
resistenter Tumorzelllinien iiberexprimiert, dabei bindet YB-1 an die cisplatinmodifizierte
DNA und interagiert mit einem Protein aus dem DNA-Reparaturmechanismus (Shibahara et
al. 2004). Zudem wirkt YB-1 inhibierend auf die MHC-Klasse-II-Expression (Didier et al.,
1988, McDonald et al., 1995) und die Expression des Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF, Coles et al., 1996), was eine Immunsuppression bewirkt.

Der Nuklear Rezeptor Koaktivator 4 (Androgen Rezeptor ARA 70) ist ein Mitglied der
Steroid Superfamilie, und in Gegewart von Testosteron verstirkt der Androgen Rezeptor die
transkriptionelle Androgen-Rezeptor-Aktivitét. (Yeh et al., 1996, Zhou et al., 2002, Culig et
al., 2003, Cronauer et al., 2003, Rahmann et al., 2003 und Thin et al., 2003). Der Androgen
rezeptor ARA 70 kann sowohl an die C- als auch an die N-terminale Doméne von Androgen

binden (Zhou et al., 2002).

Sechs auf ihre Funktion unbekannte Gene wurden in dieser Arbeit identifiziert. Dazu gehort
der Bac Klon RP 11-339 H12, Bac Klon RP 11-306 M1, OK/SW-cl.82 mRNA, IMAGE
Klon: 3952593, IMAGE Klon: 3912859 und IMAGE Klon: 4769127.

IV.4.1.1 Bewertung der Bestitigung differentieller Genexpression durch Northern Blots

Vier der identifizierten differentiell exprimierten Genprodukte wurden aufgrund ihres zum
Teil bekannten/unbekannten Funktionsprofils und interessanten Expressionsprofil anhand von
Northern Blot Analysen ndher untersucht. Da kein Nativgewebe in der verfligbaren Zeit
vorhanden war, wurden die Northern Blot Analysen an Melanomzelllinien unterschiedlicher
Wachstumsstadien durchgefiihrt.

Der Laminin Rezeptor 1 ist ein Adhésionsmolekiil und wurde in einer Vielzahl metastatischer
Karzinome gefunden (Gehlsen et al, 1989, Vacca et al., 1993, Ding et al., 2004). Dem
LAMR1 wird eine essentielle Rolle bei der Zelladhdsion, Zellproliferation,
Zellkommunikation, Angiogenese, Signaltransduktion, Tumorprogression und
Metastasierung zugesprochen (Gloc et al., 1999, Donadlson et al., 2001, Fulop et al., 2002,
Chen et al., 2002, Asano et al., 2004). Jedoch ist die genaue Rolle des Laminin Rezeptors 1
beim malignen Melanom noch unbekannt.

Der 67kDa Laminin Rezeptor 1 konnte in jeder verwendeten Zelllinie: in den radial
wachsenden Zelllinien WM 1552, WM 35 und IGR 39, in den vertikal wachsenden Zelllinien
WM 793 und WM 115, in den metastatischen Zelllinien SK-Mel 19, SK-Mel 28 und M5 und
in den hochaggressiven Zelllinien WM1205 LU und WM 451 LU detektiert werden.
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Zusatzlich konnte eine RNA-Expression des Laminin Rezeptors 1 in den Fibroblasten und
Keratinozyten beobachtet werden. Vacca et al., zeigte, dass eine Laminin Rezeptor 1
Expression zwar in atypischen Navi vorkommt, aber in der Regel mit der Tumorprogression
des malignen Melanoms korreliert (Vacca et al., 1993). Dies konnte in dieser Arbeit nicht
bestitigt werden. Das stirkste Signal war bei der vertikal wachsenden Tumorzelllinie WM
793 zu beobachten.

Der 37kDa-Laminin Rezeptor 1, welches auch als Ribosom assoziiertes Protein p40 bekannt
ist, wird als Vorlauferprotein vom 67-kDa LAMRI1 angesehen (Ardini et al., 1998, Jackers et
al., 1996). Jedoch ist der genaue Mechanismus fiir die Bildung des 67-kDa LAMRI1 aus dem
Vorlauferprotein noch unbekannt (Rao et al, 1989, Buto et al, 1998). Die LAMRI-
Expression wird durch p53 reguliert (Modugno et al, 2002). Zudem wird der LAMRI1
Rezeptor mit dem Integrin a6 koexprimiert und koreguliert (Ardini ef al., 1997). Dies fiihrt zu
der Vermutung, dass der LAMRI in der Regulation oder Stabilisierung des Laminins mit den
o6p4 oder a6B 1 Integrinen beteiligt ist.

In urothelialen Karzinomen wurde der LAMRI als tliberexprimiertes Gen isoliert, wobei die
LAMRI1-Expression mit der Tumorprogression korrelierte. Fiir die Analyse kamen die
Methoden Laser Capture Microdissection, SMART-Kit und PCR amplifizierten subtraktiven
Hybridisierung zur Anwendung (Diggle et al., 2003).

In einer neuen Studie konnte gezeigt werden, dass eine Mutation im Laminin Rezeptor 1-Gen
fir die rechte Herzkammer Dysplasie in Maéusen verantwortlich ist, indem es die
Genexpression der Kardiomyzyten &ndert. Fiir die Degenerierung der Kardiomyzyten
interagiert der Laminin Rezeptor 1 dabei mit dem Heterochromatin Protein 1 (Asano et al.,
2004). Ausserdem konnte Givant-Horwitz et al., zeigen, dass der Laminin Rezeptor 1 in
neoplastischen Zellen iiberexprimiert ist, und dass die Laminin Rezeptor 1 Expression mit
dem Invasions- und Metastasierungspotential korreliert (Givant-Horwitz et al., 2004). Anhand
einer Laminin Rezeptor 1 Transfektion an der metastatischen Melanomzelllinie A375SM
konnte eine reduzierte Bindung an Laminin und eine reduzierte Invasion im Matrigel
beobachtet werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Laminin Rezeptor 1 die
Dephosphorylierung von ERK, JNK und MAPK und die Aktivierung von MMP-2 induziert
(Givant-Horwitz et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde aufgrund der bekannten Literaturangaben der Laminin Rezeptor 1 fiir
ndhere Analysen ausgesucht. Hierzu wurden auf Proteinebene die Laminin Expression in

unterschiedlichen Melanomzelllinien anhand FACS-Analysen untersucht.
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Fiir die Expressionsanalyse im Gewebe wurden immunhistologische Farbungen und in situ
Hybridisierungen durchgefiihrt.

Fiir die FACS-Analyse wurden sowohl die radial wachsenden Zelllinien WM 1552 und IGR
39 als auch die hochaggressiven metastatischen Zelllinien WM 1205 LU und WM 451 LU
verwendet. In der verfiigbaren Zeit gab es keine IgM Isotypenkontrolle, zur Uberpriifung
unspezifischer Bindung und keine Positiv-Kontrolle. Lediglich 33% der Zellen der radial
wachsenden Zelllinie WM 1552 zeigte eine Laminin Rezeptor 1 Proteinexpression, bei den
anderen Zelllinien konnte kaum Protein detektiert werden. An sich kann keine konkrete
Aussage iiber die Laminin Rezeptor 1 Proteinanalyse getroffen werden. Es kann sein, dass die
verwendeten Melanomzelllinien IGR 39, WM 1205 LU und WM 451 LU keinen Laminin
Rezeptor 1 aufweisen. Die IgM-Antikorper (AK) weisen eine geringere Affinitét als z.B. IgG-
AK auf. Zusitzlich konnte die ungewohnlichen Quartirstruktur des Laminin Rezeptor 1-
IgM’s, fiinf aneinandergebundene Antikorper der allgemeinen Struktur bilden ein Pentamer,
eventuell die Bindung des IgM-Molekiils an die Zelloberfldache erschwert haben.

Fir den Nachweis der Lokalisation des Laminin Rezeptors 1 im Gewebe wurden
immunhistochemische Féarbungen an Paraffin eingebettetem Gewebe wie z.B. Haut, Navi
(compound- und  dysplastischer Névi), Melanome (nodulédres-, akralentigindses- und
superfiziell spreitende- Melanome) und Hautmetastasen angefertigt. Als Positiv-Kontrolle
diente in Paraffin eingebettetes Gewebe eines Mamma-Karzinoms. An sich kann auch hier
keine konkrete Aussage getroffen werden, da lediglich die Haarfollikelzellen in allen
Geweben unspezifisch angefarbt wurden. Ansonsten waren iiber das gesamte Gewebe
Farbstoffprazipitate zu sehen. Die immunhistochemische Analyse konnte in der verfiigbaren
Zeit nur zweimal durchgefiihrt werden, somit konnte die Immunfirbung nicht etabliert

werden.

Fir die Analyse der Laminin Rezeptor 1-RNA Expression im Gewebe wurden in situ
Hybridisierungen an unterschiedlichen Gewebsschnitten wie beispielsweise gesunde Haut,
compound Navi, akralentigindses-, noduldres- Névus, superfiziell spreitendes Melanom und
Hautmetastasen angefertigt. Bei der in situ Hybridisierung konnte keine Laminin Rezeptor 1
Expression in den einzelnen Geweben detektiert werden. Auch hier zeigten die einzelnen
Gewebsschnitte unspezifische Farbstoffprézipitate. In der verfligbaren Zeit konnte die in situ
Hybridisierung nur einmal durchgefiihrt werden, somit konnte die in situ Hybridisierung nicht

etabliert werden.
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Auch die anderen 3 Gene zeigten im Northern Blot Expressionsprofile, welche die Ergebnisse
der cDNA Array Hybridisierung bestitigen. Das Protein YWHAQ, auch bekannt unter dem
Namen 14-3-3 theta, spielt eine Rolle bei der GTPasen vermittelten Signaltransduktion,
Zellzykluskontrolle und bei der Apoptose (Petrocelli et al., 2000, Zimmermann et al,. 2000).
Die starkste Expression fiir dieses Protein konnte in der metastatischen Zelllinie WM 451 LU
detektiert werden. Zusdtzlich wurde YWHAQ stark in den Zelllinien der radialen- bzw.
vertikalen Wachstumsphase exprimiert.

Das Protein YWHAQ ist ein Mitglied der 14-3-3 Familie, welche Tyrosin- und Trypotphan-
Hydroxylasen aktivieren und Protein Kinase C inhibieren (Chaudhary et al., 2000). Das 14-3-
3 theta Gen wird im malignen Melanom durch DNA-Schidden induziert, und ist fiir einen
stabilen G2 Zellzyklusarrest in den Epithelzellen verantwortlich (Petrocelli ef al., 2000). Das
14-3-3 theta Gen wird durch p53 reguliert, wobei seine Expression durch Methylierung der
CpG-Inseln im Promotor in einer Vielzahl von Karzinomen herunterreguliert wird
(Hermeking et al., 2003).

In einer Studie von Nomura et al., konnte gezeigt werden, dass das zytoplasmatische 14-3-3
theta Protein an Bax bindet und nach einem apoptotischen Signal Bax wieder freigibt.
Zusitzlich inhibierte eine 14-3-3 theta Uberexpression die Bax-induzierte Apoptose (Nomura
et al., 2003). Es ist bekannt, dass die Protein kinase C-zeta (PKC-zeta) Raf-1 phosphorylieren
und somit aktivieren kann, dabei werden die Interaktionen zwischen PKC-zeta und Raf-1
durch 14-3-3 theta, beta und zeta in vivo und in vitro vermittelt (van Dijk et al., 1997, van der
Hoeven et al., 2000).

Weitere Studien belegten, dass ein Mitglied der 14-3-3 Familie, ndmlich 14-3-3c, in einer
chemoresistenten Mewo-Zelllinie iiberexprimiert wird (Sinha ef al., 2000). Ein Verlust der
14-3-36  Expression fiihrt dazu, dass Tumorzellen sensitiver gegen Chemotherapeutika
werden. Somit konnte eine Inhibition der 14-3-3c-Expression einen neuen Therapieansatz
darstellen. Hierzu wird bereits UCN-01, ein 14-3-3c Inhibitor, klinisch gepriift (Hermeking et
al., 2003). Die 14-3-3c-Expression ist auf die Epithelzellen beschrankt, und steigt im Laufe
der Differenzierung. Zudem fiihrt eine Inaktivierung von 14-3-3c zu einer Immortalisierung
der Keratinozyten. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass 14-3-3c als Tumorsuppressor agieren
konnte (Hermeking et al., 2003). Eine weitere Studie zeigte, dass durch die Bindung der 14-3-
3 Proteine an p27 Akt die Zellzyklusprogression verstiarken kann (Fujita et al., 2002).
Importin 11 agiert als Transportprotein von verschiedenen Substraten in den Nukleus (Scott et
al., 2000) und konnte in allen untersuchten Zelllinien exprimiert werden. Tendenziell konnte

eine leichte Korrelation der Expression mit der Tumorprogression detektiert werden.
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Am stirksten wurde Importin 11 in den metastatischen Zelllinien exprimiert, dabei war das

starkste Signal in der Zelllinie M5 zu beobachten.

Der Transport von Proteine und RNA’s vom Kern ins Zytoplasma durch die
Kernporenkomplexe (NPC = nuclear pore complex) ist ein komplexer signalabhingiger
Prozess, dabei besitzen alle Importine ein Kernlokalisierungssignal (NLS = nuclear
localization signal, Gorlich et al.,, 1997). Der Transport wird iiberwiegend von Mitgliedern
der Importin B-Familie nukledrer Transportrezeptoren, zu denen auch Importin 11 gehort,
vermittelt. Diese Rezeptoren verfiligen {liber die Eigenschaft iiber ihre N-terminalen Domine
mit GTP gebundenem Ran zu interagieren. Diese Eigenschaft ist grundlegend fiir die
Kontrolle des im jeweiligen Kompartiment spezifischen Bindens bzw. Freisetzens von

Transportsubstraten.

Eine wichtige Voraussetzung fiir die Funktion eines Importrezeptors ist seine Fahigkeit, den
Transportliganden im Zytoplasma spezifisch zu binden, und in Abhédngigkeit von der Bindung
des Ran-GTP im Kern wieder zu dissoziieren, um rezyklisieren zu konnen. Es konnte gezeigt
werden, dass das ribosomale Protein L12 durch Importin 11 in den Nukleus in vivo und in
vitro transportiert wird. Hierbei inhibiert UbcM2 die Bindung von L12 an Importin 11 und
den Transport in den Nukleus (Plafker et al., 2002).

Der unbekannte Bac Klon RP11-339 H12 war in den metastatischen Zelllinien stark
exprimiert, wie aus dem vorangegangnem Screening zu erwarten war, da es aus
Lymphknotenmetastasengewebe isoliert wurde. Dabei war sein stirkstes Signal in der
Zelllinie radial wachsenden Zelllinie IGR 39 und in der metastatischen Zelllinie SK-Mel 19.
Aus der Datenbank ist jedoch bekannt, dass es eine Vielzahl homologe Gene zum Bac Klon
RP11-339 H12 gibt, die in vielen Geweben exprimiert werden. Zusétzlich wurden Nothern
Blots an den unbekannten Klonen: IMAGE 4769127, IMAGE 3912859 und Bac RP11-306
M1 durchgefiihrt. Die Signale waren fiir eine Auswertung allerdings zu schwach. Dies konnte
nicht an der Qualitidt bzw. Integritdt der RNA liegen, da eine Hybridisierung zwischen der
28S-Sonde aller aufgetragenen RNA’s aus den verschiedenen Zelllinien und der 28S- bzw.
18S-RNA moglich war. Somit lag der Grund fiir die schwache Expression-Detektion bei den

entsprechenden Sonden.
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Beim IMAGE Klon: 4769127 konnte ein Signal bei ca. 4,18kb detektiert werden, jedoch war
nach Literaturangabe aber eine Bande bei 2,1kb zu erwarten. Nach Uberpriifung der Sequenz
konnte der Klon als IMAGE: 4769127 bestitigt werden, eventuell handelt es sich hier um eine
weitere Spleissvariante. Tendenziell konnte fiir den moglichen IMAGE Klon: 4769127
gezeigt werden, dass es in einigen Zelllinien stidrker exprimiert wird wie in anderen. Die
starkste Expression war in den metastatischen Zelllinien WM 451 LU und SK-Mel 28 zu
sehen. Zusitzlich konnte eine Expression in den Keratinozyten, Melanozyten und in den
Zelllinien IGR 39, WM 1552, WM 793, WM 115 detektiert werden.

Beim Bac Klon RP11-306 M1 konnte ein Signal bei 3,4kb in den metastatischen Zelllinien
M5, WM 1205 LU und WM 451 LU detektiert werden.

Fiir alle unbekannte Klone der Lymphknotenmetastase gibt es bis dato noch keine Daten
beziiglich ihrer Funktion bei der Progression des malignen Melanoms. Bei keinem der hier
identifizierten Gene konnte eine direkte Beteiligung an der Progression des malignen
Melanoms nachgewiesen werden.

Fiir die Aufklarung ihrer moglichen Beteilung als pathogenetische Faktoren beim malignen
Melanom sind umfangreichere Analysen der einzelnen fiir Lymphknotenmetastasen

spezifischen Kandidatengenen notwendig.

Zudem muss zur Bestitigung der differentiellen Genexpression der hier ermittelten
Kandidatengenen ihr Expressionsmuster in verschiedenen Geweben wie beispielsweise Haut,
Névi und Melanom detektiert werden. Die Expressionsprofile der einzelnen Gene im Gewebe
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht analysiert werden.

Ziel sollte es sein, die interessanten Gene in bestehende Konzepte der Tumorprogression des
malignen Melanoms einzugliedern. Dadurch kénnten neue Mechanismen aufgezeigt werden,
welche dem Tumor unkontrolliertes Wachstum, Invasion, Angiogeneseinduktion,
Metastasierung und Resistenz gegen die Immunabwehr ermdglichen. Dies kann zu einem
besseren Verstindnis liber die komplexe Biologie des malignen Melanoms und eventuelle

neue Therapieansitze fiihren.
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IV. 4.2 Identifizierung differentiell exprimierter Gene im Primidrmelanom

Es sind keine Ergebnisse zu den Melanomsequenzen vorhanden, obwohl die eingesetzte
DNA-Konzentration stets ausreichend war. Dies wurde {iber geeignete Restriktionsverdaus an
den verschiedenen Minipreps iiberpriift und in der Regel wurden 200ng-1pg DNA fiir die
Sequenzreaktionen eingesetzt. Insgesamt war jedoch in dieser Arbeit eine niedrige
Klonierungseffizienz bei den Melanomklonen zu beobachten.

Wie bereits in der Kolonie-PCR gezeigt waren die Insertsgrossen bei den meisten
Primdrmelanomklonen gleich, dabei lagen die Insertgrossen in der Regel zwischen 200-300
Basenpaaren. Nur sehr wenige Klone zeigten unterschiedliche grosse Transkripte. Zusitzlich
waren die Klone auf der LB-Agarplatte nach der Transformation sehr klein und die Platte war
dicht bewachsen, was auf Microsatelittenbildung hindeutet. Es konnte sein, dass die
verwendete Primdrmelanom-RNA fiir die Identifikation differentieller Gene nicht in Ordnung
gewesen ist. Eine weitere Vermutung ist, dass nur wenige unterschiedlichen Transkripte im
Primdrmelanom versus Lymphknotenmetastase vorhanden sind. Bis heute sind keine Daten
iber die Identifikation differentieller Genexpressionen im Primdrmelanom versus

Lymphknotenmetastasen bekannt.
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IV.5 Zusammenfassung

Die Progression des malignen Melanoms wird von spezifischen Verdnderungen der
Genexpressionsmusters begleitet. Somit dient die Analyse der differentiellen Genexpression
der Aufklarung molekularer Mechanismen in der Pathogenese des malignen Melanoms.

In dieser Arbeit gelang unter Verwendung der Laser Capture Microdissections Methode die
Isolierung reiner Melanomzellen aus Primédrtumor- bzw. Lymphknotenmetastasen Gewebe fiir
die anschliessende Identifizierung differentiell exprimierter Gene. Durch das Poolen von
isolierter RNA aus je vier Primdrmelanom bzw. aus je vier Lymphknotenmetastasen konnen
individuelle Expressionsschwankungen ausgeglichen bzw. kompensiert werden. So kénnen
Gene identifiziert werden, die bei einer Mehrzahl der Patienten differentiell exprimiert sind.
Eine ausreichende ¢cDNA Quantitdt wurde mit Hilfe des SMART-Kit erreicht. Die PCR
amplifizierte subtraktive Hybridisierung wurde in zwei verschiedenen Richtungen
durchgefiihrt, d.h. einmal agierten die aus Lymphknotenmetastasen isolierten cDNA’s als
Tester und die aus Primdrmelanom gewonnen cDNA’s als Treiber. Beim zweiten Ansatz
fungierten die aus Primdrmelanomen gewonnenen cDNA’s als Tester und die aus
Lymphknotenmetastasen isolierten ¢DNA’s als Treiber. Die PCR-Amplifikate wurden
kloniert, und je 320 Klone generiert. Aufgrund der geringen Klonierungseffizienz konnten
keine Primdrmelanom spezifischen Gene isoliert werden. In einem zweifachen
Screeningverfahren mittels Dot Blot bestétigten sich 34 Lymphknotenmetastasen Klone als
differentiell exprimiert. Die 34 Lymphknotenmetastasen spezifischen Sequenzen,
reprasentierten 21 verschiedene differentiell bestitigt exprimierte Genen. Die meisten Gene
waren dabei am Metabolismus des malignen Melanoms beteiligt. Die identifizierten Gene
sind potentielle Faktoren bei der Pathogenese des Melanoms: die essentielle Rolle des 67kDa
Laminin Rezeptor 1 bei der Metastasierung und Invasion in verschiedenen Karzinomen ist in
einer Reihe von Studien belegt worden. Jedoch sind genaue Daten iliber die Funktion des
LAMRI1 beim malignen Melanom bisher unbekannt. Das Protein YWHAQ spielt eine Rolle
bei der Signaltransduktion, Importin 11 agiert als Transportprotein von Substraten in den
Nukleus und das unbekannte Bac Klon RP11-339 H12 war, wie aus dem vorangegangenem
Screening zu erwarten war, stark in der metastatischen Zelllinie SK-Mel 19 exprimiert. Sechs
Gene zeigten jedoch noch unbekannte Expressions- und/oder Funktionsprofile. Vier Gene
wurden ausgewihlt, um die Ergebnisse in Northern Blots zu verifizieren, um einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Regulation der Genexpression der einzelnen Gene und der
Progression des malignen Melanoms aufzudecken. Alle Gene zeigten dabei keine deutliche

Korrelation mit der Tumorprogression bei den verwendeten Melanomzelllinien.
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