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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Haut

Die Haut stellt die aul3ere Begrenzung des Menschen zu seiner Umwelt dar. Mit einer
Gesamtflache von 1,5-2 m? und einem Gewicht von 3,5-10 kg ist sie das gréRte Organ. Die
Haut besteht aus drei Schichten: Epidermis, Dermis und Subkutis. Die Epidermis ist ein
mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel. Die Hauptzellpopulation stellen die Keratinozyten
(mehr als 90 Prozent). AuRerdem befinden sich in der Epidermis Melanozyten, Langerhans-
Zellen, Merkel-Zellen und Lymphozyten (Moll, 2016).

Im histologischen Bild sind mehrere Schichten zu unterscheiden (siehe Abb. 1.1) :

= Das Stratum basale ist eine Schicht kubischer Zellen, die sogenannten

Basalzellen.

= Dariber befindet sich das vielschichtige Stratum spinosum, in dem die
Keratinozyten gréi3er, polygonal und in h6heren Schichten zunehmend flacher
werden. Untereinander sind die Keratinozyten durch multiple ,stachelartige”
Interzellularbriicken  (Desmosomen) verbunden, weshalb sie auch

Stachelzellen heil3en.

= Das Stratum granulosum mit seinen Koérnerzellen bildet eine bis mehrere
Schichten aus. Die Kérnerzellen enthalten basophile Keratohyalingranula und

sind deutlich abgeflacht.

= Das Stratum corneum ist die aullerste Zellschicht, bestehend aus ganz
flachen, fest gepackten, kernlosen Hornzellen, die dicht gefillt sind mit
Tonofilamenten und einer amorphen Matrix. Das Stratum lucidum, ausgepragt

an Palmae und Plantae, ist die unterste Zelllage dieser Schicht (Moll, 2016).

Die Keratinozyten, die im Lauf der terminalen Differenzierung ihre Gestalt wandeln
(Basalzelle, Stachelzelle, Kornerzelle, Hornzelle) und schlielich im Stratum corneum
kernlose Zellfragmente darstellen, bauen die Epidermis auf. Die Langerhans-Zellen sind
dendritische Zellen, die suprabasal in der Epidermis und im Haarfollikel lokalisiert sind. Ihre
wesentliche Funktion ist, T-Helferzellen zu aktivieren (siehe Abb. 1.2, Moll, 2016). Sie spielen
eine zentrale Rolle bei der Einleitung primarer Immunreaktion (Fritsch, 2009).
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Abb. 1.1: Mikroskopische Struktur der Haut (Moll, 2016)

In der Basalschicht von Epidermis und im Bulbus des Haarfolikels sind die
Melanozyten lokalisiert. Ihre Dichte ist individuell und lokalisationsabhangig sehr stark
variabel. Durchschnittlich betragt sie 1100-1500/mm?. Vereinzelte Melanozyten kommen
auch in der Dermis vor. Lichtmikroskopisch sind diese grof3en hellen Zellen mit Dendriten oft
nicht sicher zu erkennen. Sie lassen sich jedoch elektronenmikroskopisch anhand der
charakteristischen, pigmentierten Organellen, der Melanosomen, oder der pigmentlosen
Vorstufen, den Primarmelanosomen, identifizieren (Moll, 2016). Diese Zellen sind Zellen
neuroektodermaler Herkunft, die in ihren Melanosomen das Pigment Melanin produzieren
und dieses an die Keratinozyten abgeben (siehe Abb. 1.2). Sie sind fir die Hautfarbe und die
Eigenfarbe von Haaren verantwortlich und dienen vorwiegend dem Schutz der Haut vor der
UV-Einstrahlung. Die Melanozyten-Vorlaufer (Melanoblasten) entstehen in der Neuralleiste
und wandern ab der 8. Schwangerschaftswoche dorsoventral durch das Mesenchym.
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Wahrend der Wanderung differenzieren sie und erreichen in der 12. Woche die Haut, wo sie
als Melanozyten die Basalschicht besiedeln (Fritsch, 2009).

Keratinozyten Langerhans Zelle

~_ Vimentin
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4 neuro
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Golgi Apparat Desmosom

Melanozyt

Merkel Zelle

Abb. 1.2: Schematische elektronmikroskopische Darstellung der dendritischen
epidermalen Zellen (Melanozyt, Langerhans-Zelle und Merkel-Zelle (Moll, 2016)

Der Anteil von den jeweiligen Zellarten wird so reguliert, dass die Homdostase
aufrechterhalten bleibt. Wenn diese Homoostase nicht etabliert ist, kann Hautkrebs
entstehen. Es sind verschiedene Hautkrebsentitaten bekannt. Das maligne Melanom ist ein
hochgradig bésartiger Tumor, dessen Ursprungszellen Melanozyten sind. Die Neoplasien der

Melanozyten umfassen auRerdem die melanozytaren Navi (Fritsch, 2009).

1.2 Malignes Melanom

Das maligne Melanom der Haut (MM), auch schwarzer Hautkrebs genannt, ist die
bosartigste Form von Hautkrebs (Deutsche Krebsgesselschaft, 2015; American Cancer
Society, 2015). Obwohl nur 2 Prozent aller Hautkrebsentitaten MM ist, hat MM die hochste
Sterbefallerate (American Cancer Society, 2015). Deshalb ist seine frihe Erkennung und

bestmdgliche Behandlung wichtig.

1.2.1 Epidemiologie

Etwa 9600 Manner und ebenso viele Frauen erkrankten 2010 in Deutschland an
einem malignen Melanom der Haut. Basierend auf der Zahl der Neuerkrankungen ist MM die
funfthaufigste Krebsart sowohl bei Frauen als auch bei Mannern. Dazu kommen noch etwa
6000 in situ Melanome, die noch friihzeitiger mehrheitlich bei Frauen entdeckt wurden. Das
mittlere Erkrankungsalter der Frauen liegt mittlerweile bei 58 Jahren - niedriger als zuvor.
Manner erkranken im Mittel acht Jahre spéater. Die hdchsten Erkrankungsraten in Europa

werden aktuell in Danemark gemessen, innerhalb Deutschlands zeigt sich kein klares
3
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geographisches Muster (Robert Koch Institut, 2013). Das Risiko, im Laufe des Lebens ein
Melanom zu entwickeln, betrdgt in Deutschland etwa 1:500, in Australien bereits 1:50
(Deutsche Krebsgesselschaft, 2015). Die Mortalitatsrate in Australien und Neuseeland (4,1 in
100000) ist deutlich hoher als die Mortalitétsrate in Europa im Jahr 2012 (1,5 in 100000)
(WHO, 2012).

Menschen mit einem hellen Hauttyp, die nicht oder schlecht bréunen, sowie
Menschen mit einer grof3en Anzahl von Pigmentmalen tragen ein héheres Risiko, an einem
Melanom zu erkranken. Eine erbliche Veranlagung gilt auch als eine Ursache der Melanom-
Entstehung. Als wichtigster exogener Risikofaktor gilt die natirliche oder kinstliche UV-
Exposition durch Sonne oder Solarien, insbesondere in der Kindheit und Jugend. Besonders
wiederkehrende intensive UV-Belastung, wie sie in Sommerurlauben vorkommt, erhéht das

Risiko an einem Melanom zu erkranken (Robert Koch Institut, 2013).

1.2.2 Diagnose und Klassifizierung

In der Regel haben Patienten mit einem malignen Melanom der Haut zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung keine Beschwerden. Gelegentlich fiihren Juckreiz oder eine kleine
Blutung aus dem Tumor zu einem Arztbesuch. Es tritt bei Mannern am héaufigsten am
Rucken, bei Frauen bevorzugt an den Unterschenkeln auf. Maligne Melanome der Haut
kénnen sich in ihrem Aussehen sehr voneinander unterscheiden. Meist handelt es sich um
dunkle oder schwarze Flecken. Sie kénnen flach, erhaben (Uber die Hautoberflache hinaus
gehend) oder knotig sein (Deutsche Krebsgesselschaft, 2015). Hier unterscheidet man 4
klassische Wuchstypen (siehe Tabelle 1.1 und Abb. 1.3) und Sonderformen (siehe Tabelle
1.1).

Das Melanom entsteht durch eine neoplastische Transformation von Melanozyten
und kann sich in allen Melanozyten-enthaltenden Geweben befinden, z.B. Haut, Nagelbett,
Mundschleimhaut, Nasenrachenraum, Aderhaut, und Harntrakt (Fritsch, 2009; Chang, et al.,
1998). Die Median-Zeit zwischen der Diagnose des priméren Melanoms und dem Befund
einer Metastase ist 2,6 Jahre (Kim, et al., 2010). Die Median-Zeit der Diagnose einer
Metastase und dem Tod ist weniger als 6 Monate (Sandru, et al., 2014, Fritsch, 2009).
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Tabelle 1.1: Klinische Klassifikation der Melanome (Fritsch, 2009).

Relative Haufigkeit

Lokation

Lentigo-maligna-Melanom 5% Gesicht, Handrucken
Oberflachlich-spreitendens 65% Alle sonnenexponierten
Melanom Regionen

Nodulares Melanom 15% Alle sonnenexponierten
(Knotiges Melanom) Regionen
Akral-lentigindses Melanom 5% Akren, Nagelbett
Unklassifizierbare Melanome | bis 10% Mund-, Genitalschleimhaut

Schleimhautmelanome

Melanome innerer Organe

Augen, ZNS, Lymphknoten

nob e

Abb. 1.3: Verschiedene Formen von malignen Melanomen: A. Noduléares

Melanom (Knotiges Melanom

, B. oberflachlich spreitendes Melanom, C.

Melanom unter dem Fingernagel (akral-lentiginéses Melanom), und D. Lentigo-
maligna-Melanom (A-C: Deutsche Krebsgesselschaft, 2015; D: Baykal und

Yazganoglu, 2014)

Ist ein Melanom bei seiner Diagnose noch dinn und wachst nur in der Epidermis,
sind die Heilungschancen bei 100%. Dringt der Tumor in die Dermis vor, bekommt er

maoglicherweise Zugang zu den Blut- und Lymphgefalen und kann sich dadurch ggf. im
ganzen Korper ausbreiten. Je tiefer ein Tumor in die Haut eingewachsen ist, desto groRRer

wird die Wahrscheinlichkeit, dass er Krebszellen gestreut hat. Der weitere Verlauf der
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Erkrankung wird dann von der Wachstumsgeschwindigkeit der gestreuten Krebszellen

bestimmt (Deutsche Krebsgesselschaft, 2015).

Zur klinisch-makroskopischen Einschatzung eines Pigmentflecks hilft die sogenannte
ABCDE-Regel. Treffen diese Kriterien auf einen verdachtigen Pigmentfleck zu, wird in der

Regel zu einer vorsorglichen Entfernung des Flecks geraten (Goebeler, et al., 2012) :

" Asymmetrie
= Begrenzung: polyzyklisch, unscharf — Ausbreitung von Tumorzellen innerhalb der
Epidermis

" Colour: unterschiedliche Pigmentierung

Durchmesser: >5 mm

= Erhabenheit und rasche GréRenzunahme

Fur das maligne Melanom ist die TNM-Klassifikation des American Joint Committee
on Cancer (AJCC) aus dem Jahr 2009 die Leitlinie zur Klassifizierung des Melanom-Status
von Patienten. Die TNM-Klassifikation beruht auf einem anatomisch basierten System, das
ein Karzinom nach seiner Tumordicke (T), Ausbreitung in die Lymphknoten (N) oder
Metastasierung in andere Korperteile (M) differenziert. Im Unterschied zu vorhergehenden
Klassifikationen wird bei der aktuellen Klassifikation von 2009 neben der Tumordicke und
Ulzeration auch die Mitoserate bei Tumordicke < 1 mm einbezogen. AuRerdem deutet ein
erhdhtes Level der Laktatdehydrogenase im Serum von Patienten, die bereits eine
Fernmetastase haben, auf eine schlechte Prognose hin (Balch et al., 2009). Eingruppierung
hinsichtlich des Stadiums nach der AJCC-Klassifikation (Balch et al., 2009):

= Stadium 0: Melanoma in situ (auf das epidermale Kompartiment beschrankt)

= Stadium | und II: Primarmelanome, Unterteilung in Abh&angigkeit von zunehmender
Tumordicke, Mitoserate, Vorhandensein einer Ulzeration

= Stadium llI: zusétzlich Lymphknotenmetastasen, Satelliten- (weniger als 2 cm vom
Primartumor entfernt) oder In-transit-Metastasen (mehr als 2 cm vom Primé&rtumor
entfernt, aber vor dem drainierenden regionalen Lymphknoten)

= Stadium IV: Fernmetastasen (h&matogen vor allem in Lungen, Leber, ZNS (zentralen
Nervensystem) und Knochen)

Die Dermatoskopie ist eine HilfsmaRnahme zur Verbesserung der klinischen
Diagnostik. Die entscheidende diagnostische Methode ist die Histologie. Bei einem
oberflachlich-spreitenden Melanom ist die Epidermis haufig leicht verbreitert und von grofl3en
rundlichen, atypischen Melanozyten mit reichlich hellem Zytoplasma durchsetzt, die den
Zellen des Morbus Paget ahneln (,pagetoide Melanomzellen®). Ist die Basalmembran
durchbrochen, liegt ein invasives Melanom vor. Bei einem anderen Wuchstyp, dem

noduléren Melanom, infiltrieren spindelige, epitheliode oder pleomorphe Melanomzellen
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Epidermis und Dermis, gelegentlich auch die Subkutis. Ein weiterer Wuchstyp, das Lentigo
maligne Melanom ist charakterisiert durch Nester atypischer, stark pigmentierter
melanozytarer Zellen, die die Dermis infilrtieren. In der basalen Epidermis eines
akrolentiginésen Melanoms finden sich zahlreiche atypische Melanozyten, die nestférmig die

Epidermis durchsetzen und invasiv in die Dermis vorwachsen (Moll, 2016).

Die Histologie ist manchmal schwierig. In  bestimmten Fallen sind
immunohistochemische Marker hilfsreich: S-100, HBM45, Nk1-C3, und Transferrin-Rezeptor
(PAL-M1). Das wichtigste Kriterium ist aber die Tumordicke. Diese ist die Distanz vom

Stratum ganulosum zum unteren Tumorrand (Fristch, 2009).

AulRer der oben beschriebenen bésartigen Neoplasie (Malignantes Melanom) gibt es
gutartige melanozytare Neoplasien. Sie sind entweder bei Geburt schon vorhanden
(kongenitale melanozytare Navi) oder entstehen in den ersten Lebensjahrzenten (erworbene
melanozytare Navi (Navus-Zell-Navi) (Fritsch, 2009). Navus-Zell-Navi haben im Gegensatz
zu malignen Melanomen eine rund-ovale Begrenzung und eine homogene Farbe (Moll,
2016). Aber manche Navus-Zell-Navi besitzen dysplastische oder atypische Eigenschaften,
sodass es schwer ist, sie von in situ Melanomen zu unterscheiden (Piepkorn und Barnhill,
2014).

1.2.3 Therapie

Ein malignes Melanom muss durch eine Operation vollstandig entfernt werden. Ist der
Tumor mehr als einen Millimeter dick, sollte zusatzlich der im Lymphabfluss der betroffenen
Hautregion erstgelegene Lymphknoten operativ entfernt und untersucht werden. Dieses gilt
auch fur Tumore zwischen 0,75 und 1,0 mm Dicke, wenn bestimmte weitere Risikofaktoren
vorhanden sein sind. In Deutschland wird bei Melanomen von mehr als 2 mm Eindringtiefe
eine Immuntherapie mit Interferon-alpha empfohlen, die zusatzlich zur Operation
durchgefuhrt wird. Interferon-alpha regt das korpereigene Abwehrsystem an, eventuell
verbliebene, nicht sichtbare Tumorzellen zu bekéampfen (Deutsche Krebsgesselschaft, 2015).

Haben sich bereits Tochtergeschwiilste in inneren Organen gebildet, z.B. Lunge,
Knochen, Leber, Gehirn, kdnnen neben der Operation Strahlentherapie, Immuntherapien und
auch unter bestimmten Voraussetzungen, die so genannte ,Targeted Therapy®, zielgerichtete
Behandlungen, angewendet werden. Vemurafenib kommt aus der Gruppe der so genannten
.rargeted Therapy“. Diese Substanz wird bei Patienten angewendet, bei denen in der
Melanomzelle eine bestimmte BRAF-Mutation gefunden wird. Dies fuhrt zu einer
konstitutiven Aktivierung des RAF-MEK-ERK-Signaltransduktionsweges, der relevant ist fur

die Tumorentwicklung und -progression des Melanoms (Deutsche Krebsgesselschaft, 2015).
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Im Zentrum der Melanomforschung stehen insbesondere weitere Immuntherapien,
die das Immunsystem gegen die Krebszellen aktivieren sollen. Wirkstoffe in Form
monoklonaler Antikérper und kombinierte Therapien mit immunologischen Medikamenten
und der ,Targeted Therapy“, stehen dieser gezielten Therapie gegen Melanomzellen zur
Verfligung. Diese Kombinationstherapien stellen mit hoher Wahrscheinlichkeit eine weitere
Verbesserung der Behandlungsmdéglichkeiten beim fernmetastasierten Melanom dar
(Deutsche Krebsgesselschaft, 2015).

1.3 Melanom und das mehrstufige Modell der Krebs-Entstehung

Krebs ist eine Erkrankung, bei der dynamische Verédnderungen des Genoms beteiligt
sind, z. B. Mutationen von Onkogenen, die mit einem dominanten Funktionsgewinn assoziiert
sind, und von Tumorsuppressorgenen, deren Funktion in der Tumorentstehung verloren
geht. Die Tumorgenese ist ein mehrstufiger Prozess von genetischen Veranderungen, die
zur progressiven Transformation von normalen Zellen zu einem malignen Derivat fuhren. Die
Genome von Tumorzellen kdnnen an mehreren Stellen durch Punktmutation bis hin zu

komplexen Chromosomtranslokationen verandert werden (Kinzler und Vogelstein, 1996).

Die Entstehung eines malignen Phanotyps erfordert mindestens eine Veranderung in
sechs verschiedenen zellphysiologischen Prozessen: dauerhafte proliferative Signalisierung,
Entgehen der Wachstumssuppression, Umgehung der Apoptose, unlimitiertes replikatives
Potential, kontinuierliche Angiogenese, Invasion in Gewebe und Metastasierung (siehe Abb.
1.4; Hanahan und Weinberg, 2011). In 40% der humanen Melanome wurden Mutationen im
B-RAF-Protein gefunden, die zu einer konstitutiven Signalisierung des Mitogen-aktivierten
Protein (MAP)-Kinase-Wegs fiuhrt (Davies und Samuels, 2010). Die Uberaktivierung dieses
Signalwegs verusacht eine stark-erhdohte Proliferation. Ein anderes Protein dieses
Signalwegs ist das N-Ras-Protein. Die Mutationen in N-Ras wurden oft bei chronisch
sonnenexponierten Bereichen gefunden. AuRRerdem spielt die Entgehung der
Wachstumssuppression auch eine Rolle im Melanom. Sowohl in Melanomzell-Linien als
auch bei Melanom-Patienten wurden Deletionen im Gen CDKN2A gefunden. Dieses Gen
kodiert zwei Proteine. Das eine Protein, p14ARF, inhibiert Mdm2, welches p53 degradiert.
Der humane Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schadigung
die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der Induktion der
Apoptose (des programmierten Zelltods) oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind (Hocker,
et al., 2009).

Das Versagen beim Aufrechterhalten des Gleichgewichts zwischen Zellteilung,
Zelltod, und Zellen, die eigentlich absterben sollen, flhrt zur Malignitat-Entstehung. Im Krebs
gibt es generell zu wenig Apoptose (Wong, 2011). Stérungen oder Defekte bei diesem

Prozess ermdglichen chemoresistente Melanomen den Zelltod zu umgehen (Hocker, et al.,
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2009). APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) spielt eine essentielle Rolle bei der
Apoptose in Melanom. In der Anwesenheit von Cytochrome C und dATP wird APAF in ein
oligomerisches Apoptosom eingebaut und ist verantwortlich fir die Aktivierung von
Procaspase-9 und das Aufrechterhalten der enzymatischen Aktivitat durch Caspase-9 (Bao,
et al., 2007). Soengas, et al. (2001) berichtet, dass die metastasischen Melanome die APAF-
1-Expression verloren haben. Ein anderer Vorgang bei der Krebsentstehung, der auch in
Melanom stattfindet, ist die unlimitierte Replikation. Humane Telomere beinhalten viele
Basen der “TTAGGG”-Sequenz. Ein Teil dieser terminalen Sequenzen war von den Enden
der Chromosomen bei jeder S-Phase wegen unvollstdndiger DNA-Replikation verloren
gegangen. Aber die de novo Zugabe von TTAGGG-Sequenzen durch Telomerase
kompensiert diesen Verlust. Carvalho, et al. (2006) hat die Telomerase-Aktivitat (TA) von
gutartigen melanozytaren Tumoren und von Melanomen untersucht. Wahrend 67% der
Melanome eine TA aufwiesen, wurde die TA nur bei 7% der gutartigen Tumore detektiert.

Darlber hinaus wurde herausgefunden, dass die Angiogenese durch das Protein
PTN in Melanomen gefordert wurde. Wu et al. (2005) berichtete, das innerhalb priméren
Melanomen die PTN-Immunoreaktivitdt mit der Metastasierung und verminderter
Uberlebenszeit assoziiert ist. Es wurde auch tber verschiedene Proteine berichtet, die bei
der Invasion von Melanomen eine Rolle spielen z. B. E-Cadherin, SLUG, und NEDD1
(Kyrigidis, et al, 2010).

Dauerhafte Entgehen der
proliferative Wachstum-
Reprogra- Signalisierung Suppressoren
mmierung Das
des Entkommen
Energie- des Immun-
metabo- systems
lismus
Um- Unlimi-
gehung tiertes
der replikati-
Apop- ves
tose Potential
Genom- Tumor-
Instabilitét fordernde
und Entzundung
Mutation

Angiogenese Invasion und
S Metastasierung

Abb. 1.4: FUr die Krebsentstehung sind genetische Alterationen in verschiedenen
Mechanismen der Zellphysiologie ndtig (Hanahan und Weinberg, 2011, modifiziert).

Die konzeptuellen Fortschritte in der letzen Dekade haben zwei Prozesse zu der Liste

hinzugefiigt, Reprogrammierung des Energie-Metabolismus und das Entkommen der
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Kontrolle des Immunsystems, die in der Krebsentstehung stattfinden. Enstscheidend fur das
Erwerben dieser Tumoreigenschaften sind genomische Instabilitdt und Inflammation (siehe
Abb. 1.4; Hanahan und Weinberg, 2011).

1.4 Invasion und Metastasierung bei Melanom

Trotz neuen Entwicklungen und Fortschritten in der Diagnose, in operativen
Techniken, in genereller Patientenbetreuung, und in lokalen und systemischen Therapien,
sind die meisten Krebstodesfalle auf die Resistenz der Metastasen gegen die
konventionellen Therapien zuriick zu fuhren (Talmadge und Fidler, 2010). Dies betrifft auch
Melanom-Patienten (Zbytek, et al., 2008). Etwa 90% der Todesfalle wurden durch
Metastasen verursacht (Gupta und Massagué, 2006). Die Median-Zeit zwischen der
Diagnose des primaren Melanoms und den Befund einer Metastase ist 2,6 Jahre (Kim, et al.,
2010). Die durchschnittliche Uberlebenszeit bei Auftreten von Fernmetastasen betragt aber
nur 6-7 Monate (Fritsch, 2009).

Der mehrstufiger Prozess einer Metastasierung

UL Angiogensse Motilitat und Invasion

Kapillaren, Venula,

. lymphatische
Emb_olle & GeFile
Kreislauf

Ametierungin
Kapillarbetten

Adharenz -
- Mehrzellige Aggregate
Ex::;ams:?n {Lymphozyten und Thrombozyten)

Farenctiym Reaktion zur

Mikroumgebung

| | Metastasierung
Tumorzell- von Melastasen
Proliferation und
-Angiogenese Metastasen
AACR Centennial Series Cancer Research

Abb. 1.5: Der Metastasierungsprozess besteht aus sequenziellen und selektiven
Schritten. Das Ergebnis jedes Schritts ist abhangig von der Interaktion zwischen
metastasierender Subpopulation und homdostatischen Faktoren (Talmadge und
Fidler, 2010, modifiziert).

Metastasierung ist ein mehrstufiger Prozess (siehe Abb. 1.5). Am Anfang des
Prozesses ist die Entstehung eines Primar-Tumors und die Entwicklung dieses Tumors zu

einem invasiveren Typ. Die nachsten Schritte zur Metastasierung im Melanom sind die
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Bildung von Gefallen, die Entgehung der Immun-Kontrolle, die Bildung von Embolien,
Extravasation und zuletzt die Siedelung von Tumorzellen in einem Organ (Metastase). Die
kutanen Melanome, die Melanome in der Haut, metastasieren oft zur Lunge. Sie kdnnen
aber auch zum Duinndarm metastasieren. Die Leber ist das Haupt-Zielorgan bei der

Metastasierung von Aderhaut-Melanomen (Zbytek, et al., 2006).

Melanome stammen aus Melanozyten, die normalerweise in der Basal-Schicht der
Epidermis vorkommen. Aus der unkontrollierbaren Proliferation von Melanozyten enstehen
melanozytare Navi, die unterschiedliche Dysplasie-Grade zeigen kénnen. Die Meisten von
denen entwickeln sich nicht zu einem malignen Melanom (siehe Abb. 1.6), aber Einige von
denen breiten sich aus. Es wurde aber auch herausgefunden, dass einige dysplastische
Melanozyten zunachst keine Navi bilden, sondern direkt eine Lasion mit einer Fahigkeit, sich

Zu streuen, bilden (Gaggioli und Sahai, 2007).

Das Ursprungswachstum von dysplastischen Melanozyten verlauft meist lateral und
findet innerhalb der Epidermis statt. Dies wird als das radiale Wachstum (Radial Growth
Phase, RGP) bezeichnet und ist mit einer guten Prognose korreliert. Allerdings zeigt die
nachste Phase, das vertikale Wachstum (Vertical Growth Phase, VGP), mehr sichtbare
Invasion in die Dermis und ist Klinisch gefahrlicher. Die Umwandlung in VGP ist mit dem
Erwerben von metastasischen Eigenschaften korreliert, da die Zellen in die Basal-Membran
eindringen und eine verstarkte Vaskularisierung haben. Dies bedeutet, dass die Zellen
wahrscheinlich weit auswandern konnen. Der VGP-Tumor kann sich dann in mehrere
aggresive Varianten von Melanomen entwickeln. Dies wird durch eine verstarkte

Vaskularisierung und Invasion gezeigt (Gaggioli und Sahai, 2007).

Die Bildung von neuen Gefal3en in Primar-Tumoren und Metastasen ist sehr
bedeutsam. Dadurch kénnen neue Wege fir die metastatische Disseminierung entstehen
(Carmeliet und Jain, 2000).

Danach erfolgt das Eindringen in die Blutbahn oder in die Lymphbahn. Das Zell-
Adhasion-Molekil MCAM ist Giberexprimiert, wenn Melanome invasiv werden. Dieses Protein
fordert die Interaktion zwischen Melanom- und Endothel-Zellen und beglnstigt dadurch den
Eintritt in die Gefalie (Bogenrieder und Herlyn, 2002).

AulRerdem entwickeln Melanome unterschiedliche Mechanismen, um zu verhindern,
dass sie von Immunzellen angegriffen werden. Eine Strategie von Melanomzellen ist der
inhibitorische Effekt von Zytokinen fur die Proliferation zu verhindern. Oncostatin M ist ein IL-
6-Zytokin, das in vitro die Melanom-Proliferation inhibiert. Metastatische Melanome
entwickeln eine Resistenz gegen diese Zytokine durch die Modifikation des Rezeptors von
Oncostatin M (Lacreusette, et al., 2007).
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Normal Navus RGP VGP metastatisch
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Abb. 1.6: Die Entwicklung eines metastatischen Melanoms. Die Entwicklung eines
Melanozyten zu einem malignen Melanom ist dargestellt. Viele Navi entstehen, aber
nur wenige werden in einen malignen Typ gewandelt. AulRerdem kann ein maligner
Typ direkt aus Melanozyten ohne die Navus-Phase entstehen (Gaggioli und Sahai,
2007).

Obwohl Melanome hauptséchlich durch die Lymphbahn metastasieren, wurde aber
der Prozess von Melanomzellen, bei dem sie an den Endothelzellen anhaften und die
anschlieend in extrazelluldare Matrix (ECM) invadieren, sehr ausfihrlich untersucht. Dieser
Prozess ist die sogenannte Extravasation, bei dem die Melanom-Zellen aus den Geféal3en in
die umgebenden Gewebe auswandern. Die wichtigen Punkte bei diesem Prozess sind die
Adhéasion zu Endothel-Zellen und der Abbau von ECM-Komponenten (Zbytek, et al., 2008)

Neutrophile férdern die Adhésion von Melanom-Zellen zu dem Endotheliom und die
anschlielende Extravasation. Dies geschieht durch die Bindung von ICAM-1 an
Melanomzellen und B2-Integrine an Neutrophile (Liang, et al., 2008). Es gibt aber einige
Melanomzellen, die andere potentielle Kandidaten exprimieren, die die Adh&sion vermitteln
konnen z.B. avB3- or a4B1-Integrine. Daruiber hinaus ist die Produktion von Metalloproteasen
von Krebszellen sehr wichtig, da die Tumorzellen bei dem erhohten intertitiellen Druck wegen
des Tumorwachstums Kollagen in der ECM degradieren missen. Es wurde gezeigt, dass
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aggressive Melanome Matrix-Metalloproteinasen produzierten z.B. MMP-1, -2, -9, -14
(Seftor, et al., 2001).

Die Melanom-Zellen haben unterschiedliche Strategien zu migrieren bzw. invadieren.
Wenn es keine ECM-Barriere gibt, sondern nur eine mit ECM- beschichtete Oberflache,
fuhren die Melanomzellen diese vier Vorgange durch: 1. Erweitern der Ausstilpung, 2. die
Adhasion, 3. die Kontraktion, 4. De-Adhasion. Die Erweiterung der Ausstllpung erfolgt durch
Aktin-Polymerisierung. Wenn eine Zelle schon eine Austllpung erweitert hat muss sie eine
neue Adhasion bilden, um die Austllpung zu stabilisieren. Die Haupt-Molekile bei diesem
Prozess sind die Integrine. Viele Arbeitsgruppen haben lber die deregulierte Expression von
Integrinen in invasiven Melanomen berichtet (Melchiori, et al., 1995; Seftor et al., 1999; Van
Belle et al., 1999).

Wenn die Adhasionen zu der ECM schon gebildet sind, muss eine Kraft zu den
Adhasionen hinzukommen, sodass die Zellen sich bewegen kénnen. Diese Kraft wird durch
die produktive Interaktion zwischen Aktin und Myosin-Motor-Proteinen generiert. Der letzte
Schritt dieses Prozesses ist die De-Adhédsion. Wenn eine Kontraktions-Kraft zu diesen
Adhasionen zugegeben wird, ohne einige Adhasionen wieder zu entfernen, wird die Zelle nur
einen internen Druck bilden, kann sich aber dann nicht bewegen. Deshalb ist die Ablésung
von einigen Adhéasions-Komplexen fir eine effektive Motilitat erforderlich (Gaggioli und
Sahai, 2007).

Um durch eine dichte ECM-Barriere durch zu wandern, miissen die Melanom-Zellen
aber die ECM mit Metalloproteinasen degradieren. AuRer Matrixmetalloproteinasen
produzieren die Melanomzellen auch Cathepsine fur den ECM-Abbau (Gaggioli und Sahai,
2007). AuRerdem werden die fokale Kontaktbildung und die Invasion je nach ECM-Substrat
von unterschiedlichen Integrinen reguliert. Das a2B31-Integrin bindet an fibrillem Kollagen. Es
gibt aber auf3er Integrinen auch noch andere Rezeptoren, die auch fur die Adhasion zum
ECM-Substrat verantwortlich sind. Einer von diesen Rezeptoren ist CD44. In einer
Melanomzell-Linie mit einer sehr hohen Motilitdt, MV3, unterstitzten sowohl Integrine als
auch CD44 die Invasion. Wahrend Integrine fur die Invasion durch Kollagen verantwortlich
sind, ist CD44 fur die Invasion durch Hyaluronan verantwortlich (Maaser, et al., 1999).
Weitere Studien berichteten auch Uber die Forderung der Invasion durch Integrine in
Melanomen (Integrine a2f31 und B3) (Klein, et al., 1991; Trikha, et al., 1997).

Darlber hinaus kdnnen Melanomzellen sowohl als Einzelzellen als auch als Gruppe
migrieren oder invadieren. Als Einzelzellen migrieren die Krebszellen durch eine amdboide-
oder mesenchymale Bewegung. Die Zellen mit der mesenchymalen Bewegung sind
spindelformig und die Migration bzw. Invasion ist abhangig von der Adhasion durch Integrin

und von der Anwesenheit der Kontraktionskraft an beiden Zell-Enden (Friedl und Wolf,
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2003). In Maaser et al. (1999) wurde die Invasion einer MV3-Zelle in der Kollagen-Matrix
gezeigt. Diese Melanom-Zelle war spindelformig. Tumorzellen kénnen als Einzel-Zellen in die
Blut-/Lymph-Gefal3e eindringen (Van Zijl, et al., 2011).

Bei der kollektiven Invasion gibt es fordere hochmobile Zellen, die die Migrations-Spur
fur die hinteren Zellen bilden. In ex vivo Primar-Melanom-Modellen, die in 3D-Kollagen-Matrix
kultiviert werden, war die Invasion der multizellularen Kluster von der Funktion von [(1-
Integrin-1 abhangig. Hier wurde aullerdem gezeigt, dass die B1-Integrin-Expression in
forderen invadierenden Zellen konzentriert war (Hegerfeldt, et al., 2002). AufRerdem
berichteten Hegerfeldt, et al. (2002), dass nachdem die kollektive Invasion durch Zugabe von
B1-Integrin-1-Antikorper inhibiert wird, die Zellen eine neue Migrations-Strategie entwickeln.
Hier migrieren die Zellen einzeln mit einer amdboiden Bewegung, welche B1-Integrin-
unabhangig ist. Dieses zeigte, dass es die Melanomzellen nicht nur kollektiv im Stroma

migrieren kénnen, sondern auch als Einzel-Zellen im Stroma migrieren.

Die kollektive Invasion spielt wahrscheinlich auch bei allen Schritten zur
Metastasierung z. B. der lokalen Invasion, dem Eintritt in die Blut-/Lymph-Gefafl3e, und dem
metastatischen Aussden eine Rolle (Friedl, et al., 2012). Friedl und Wolf, 2003, haben
beschrieben, was der Vorteil der kollektiven Invasion fir die Zellen sein kénnte. Die grof3e
Zellgruppe kann promigratorische Faktoren und Matrix-Proteasen mit hohen Konzentrationen
produzieren und die inneren Zellen von dem immunologischen Angriff durch Lymphozyten
und natirliche Killerzellen schitzen. AuRerdem bewegen sich heterogene Gruppen von
Zellen als eine Einheit gemeinsam. Hier konnen die mobileren Zellen die Invasion von
weniger mobilen Zellen férdern. Die Zellen mit der geringeren Motilitdt sind
vermutlicherweise Apoptose-resistente Klone, die damit wahrscheinlich die Invasionseffizienz
und die Uberlebensfahigkeit erhohen (Friedl und Wolf, 2003).

AuRerdem konnten die Krebszellen den Migrations-Mechanismus reprogrammieren,
sodass sie ihre invasiven Eigenschaften aufrechterhalten kdnnen. Dies geschieht durch
morphologische und funktionelle Dedifferenzierung. Krebspréparate, die gegen
Adhasionsrezeptoren oder Matrix-verdauende Enzyme gezielt sind, zeigten deshalb
vermutlicher weise keine effektive Wirkung in den klinischen Forschungen (Friedl und Wolf,
2003).

15 Z0-1

Eine wichtige Funktion von Epithel- und Endothelzellen ist ihre lon- und Groéf3e-
selektive Barrierefunktion zwischen benachbarten Geweben. Interzellulare Verbindungen,
z.B. Adharenz- und Tight-Junctions spielen eine entscheidende Rolle in der Bildung und

Aufrechterhaltung von epithelialen und endothelialen Barrieren. Tight-Junctions (TJs) sind
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die am weitesten apikale liegenden Strukturen des Apikalkomplex, die apikale- und

basolaterale Domé&nen abgrenzen (Niessen, 2007).

Z0-1, Zona Occludens-1, ist das erste gefundene TJ-Protein. Stevenson, et al (1986)
hatte einen monoklonalen Antikorper mit TJ-Membranfraktion als Immunogen hergestellt, der
ein 225-kD TJ-assoziertes-Polypeptid in der Leber erkannt hat. Dieses Polypeptid wurde
dann als ZO-1 benannt. Dieses Protein gehdrt zur Familie der Membran-assozierten
Guanylatkinasen (MAGUKSs) und besteht aus einer SH3-Doméne, einem GUK-Domane,
einer Prolin-reichen-Domane und drei PDZ-Doménen, die sich an Protein-Protein-
Interaktionen beteiligen. Aul3erdem gibt es auch eine variable Doméne, die sogenannten U-
Doméne (siehe Abb. 1.7, Bauer, et al., 2010). ZO-1 interagiert mit anderen ZO-Proteinen,
Z0-2 (Gumbiner, et al., 1991; Jesaitis und Goodenough, 1994) und ZO-3 (Haskins, et al.,
1998) durch die Bindung der jeweiligen PDZ-2 Doméanen (Utepbergenov, et al., 2006).

Ul uz U3 U4 Us Us
.\ i —_— v J : .

Y ———

Claudins —7— JAMs ZONAB, Occhudin ABR “—qp—

Cx-36 Z0-2,70-3 Apg2 a-catenin AF6/afadin.
Cx- -43, Cx-46, ZAK : ‘
£ ” )
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Abb. 1.7: ZO-1 interagiert mit transmembranen Proteinen und mit peripheralen
zytoplasmatischen Proteinen an der Zell-Zell-Verbindung (Bauer, et al., 2010). ABR:
Aktin bindendes Bereich; AF-6:ALL-1 Fusion-Partner am Chromosom 6; Apg-2: (ATP
und Peptid-bindendes Protein in Keimzellen)-2; Cx: Connexin; Ga12: G Protein a 12
Subunit; GUK: Guanylat-Kinase-ahnliche Doméane; JAM: Junction-Adhasion-Molekiil;
hScrib: human Scribble; PATJ: Protein associated with tight junctions; P-P-P: Proline-
reicher Bereich; PDZ: Psd95/discs large/zonula occludens-1-Doméne; SAF-B: Scaffold
attachment Faktor-B; SH3:Src Homologie-3 Domaéne; U1-U6: Unique variablen
Domane; ZAK: ZO-1 assozierte Kinase; ZONAB: ZO-1 assoziertes Nukleinsaure-
bindendes Protein; ZU5: Domane in ZO-1 and Unc5-ahnliche Netrin-Rezeptoren.

PDzZ ist eine Abklrzung von den Mitgliedern der Proteine, die diese Domane
besitzen, das postsynaptische Dichte-Protein (PSD95/SAP90), das “Drosophila septate
junction protein Discs-large” (Dlg), und ZO-1. SH3-Domanen wurden in Proteinen gefunden,
die bei den Signalwegen zur Regulierung des Zytoskelets beteiligt sind, das Ras- Protein,
die Src-Kinase und viele andere. AuRRerdem binden ZO-Proteine manche peripheralen
junktionalen Proteine z.B. Aktin- und Myosinbindende Proteine, Signalmolekile, und
transkriptionelle  Regulatoren. Dazu wechselwirken alle ZO-Proteine direkt mit
Aktinfilamenten (Bauer, et al., 2010). Aul3er ihrer charakterischen Doménen besitzen ZO-
Proteine Kernlokalisations- und Kernexportsignal, das ihr Pendeln zwischen Zytoplasma und

Kern ermdglicht.

Obwohl ZO-1 sich typischerweise in Tight Junctions von epithelialen Zellen befindet,

kommt es auch in manchen nicht-epithelialen Zelltypen vor, z. B. in Astrozyten, Schwann-
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Zellen und Sarkoma-Zelllinien. Diese Zelltypen bilden aber keine Tight-Junctions (Howarth,
et al., 1992). ZO-1 kann in anderen Zellverbindungen wie bei Adh&renz- und Gap-Junction
gefunden werden. Dariber hinaus wurde es in vielen Studien auch belegt, dass dieses
Protein nicht nur strukturelle Barriere-Funktionen hat, sondern auch beteiligt ist bei der

Signaltransduktion und der Transkriptionsregulierung (Bauer, et al., 2010).

1.5.1 ZO-1und Zellverbindungen

Membranen von benachbarten Zellen bilden interzellulare junktionale Komplexe, um
die Nachbar-Zellen zu verankern (Adharenz-Verbindung), um eine parazellulare Barriere
herzustellen (Tight-Junction), um die Diffusion von integralen Proteinen zu verhindern (Tight-
Junction) und um die Zell-Zell-Diffusion von kleinen lonen und Molekilen zu erlauben (Gap-
Junction). Alle diese Zellverbindungen haben gemeinsame Adapterproteine, die ZO-Proteine

(Derangeon, et al., 2009).

Z0O-Proteine  sind  Gerlistproteine, die unterschiedliche Proteine zum
zytoplasmatischen Bereich der Zellverbindung rekrutieren (Bauer, et al., 2010), z. B.
Molektle fur die Bildung von Aktinzytoskelett-Adhasionskomplexen an der flihrenden Stelle
einer migrierenden Zelle (Taliana, et al., 2005). AuRerdem binden ZO-Proteine Barriere-
bildende Claudine und interagieren mit Signalproteinen und anderen strukturellen Proteinen
in der Tight Junction-Struktur und -Funktion (Fanning und Anderson, 2009). Es gibt drei
Mitglieder der ZO-Protein-Familie: ZO-1, -2, and -3. Nur ZO-1 und ZO-2 sind im Zellkern
lokalisiert. Die drei Proteine haben alle drei PDZ-Domanen, eine SH3-Doméane, eine GUK-
Doméne und einen Prolin-reichen Bereich, der entweder an dem C-Terminus (ZO-1 und ZO-
2) oder zwischen der zweiten und der dritten PDZ-Doméne (ZO-3) liegt. Darlber hinaus
interagieren alle ZO-Proteine direkt mit Aktin-Filamenten entweder via ihre COOH-Terminus-
Bereiche (ZO-1, ZO-2) oder via N-Terminus-Bereich (ZO-3) (Bauer, et al., 2010). Die Tight-
Junction (TJ) ist die apikalste Verbindung zwischen epithelialen Zellen und fungiert sowohl
als eine Barriere fur die parazellulare Diffusion von lonen und Molekilen, als auch als Zaun,
der die apikale Plasmamembran von dem basolateralen Bereich von Zellen trennt (D’Atri und
Citi, 2002; Kirschner 2010). ZO-1 und ZO-2 sind wichtig fur die Bildung von TJ. Nach der
Herunterregulation von ZO-1 hatten MDCK-Zellen keine typischen TJ-Strange mehr.
AulRerdem ist die parazellulare Permeabilitat hoher (Fanning, et al., 2012). Die Interaktion
von ZO-1 mit dem C-Terminus von Claudinen wird durch PDZ-1 etabliert (Itoh, et al. 1999).
Wahrend JAMs an PDZ2/3 von ZO-1 binden (Ebnet, et al. 2000), bindet Occludin an die
SH3-GUK Domane (Schmidt, et al., 2004) (siehe Abb. 5).

AuRerdem spielen ZO-Proteine eine Rolle bei der Bildung und Funktion von
Adharens-Verbindungen (,adherens junction“, AJ). Sowohl in Wirbeltieren als auch in

Wirbellosen binden sie unterschiedliche AJ-Proteine z. B. a-Catenin, ARVCF, p120 und AF-
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6/afadin (Bauer, et al., 2010 und Fanning, et al., 2012). Adharens-Verbindungen kommen in
unterschiedlichen Bereichen des Korpers, besonders in Epithelien vor. Cadherine an der AJ
binden die &uRere Umgebung zum Aktin-Zytoskelett und sind beteiligt an der Signalgebung
vom AufRenbereich der Zelle zum Zytoplasma (Karp, 2005). In Non-Epithelzellen wirkt ZO-1
durch direkte Bindung seines Amino- und Carboxyl-Terminus mit Catenin und
Aktinfilamenten als Vernetzungsprotein zwischen dem Cadherin/Cathenin-Komplex und dem
Aktin-Zytoskelett (Itoh, et al., 1997).

Die Struktur und Funktion sowohl von Adhéarens- als auch von Tight-Junctions ist vom
kortikalen Aktin-Zytoskelett abhangig. Das Aktin-Zytoskelett spielt nicht nur eine Rolle bei der
Zellmigration, sondern auch bei der Veradnderung der Zellmorphologie. Aktin-Filamente
liegen hauptsachlich im Kortex, ein enger Bereich direkt unter der Plasmamembran. In dieser

Region sind die meisten Aktinfilamente in einem Netzwerk geordnet (Lodish, et al., 2000).

Darliber hinaus assoziiert sich ZO-1 mit Gap-Junctions durch direkte Interaktionen mit
Connexinen (Kausalya, et al., 2001 und Li, et al., 2004), was auf eine generelle Funktion von
Z0O-Proteinen in intrazellularer Adhasion und Kommunikation hinweist. Es wurde gezeigt,
dass ZO-1 direkt mit unterschiedlichen Gap-Junction-Proteinen interagiert z. B. Cx43
(Toyofuku, et al., 1998), Cx45 (Laing, et al., 2001), und Cx36 (Li, et al., 2004). Laing, et al
(2005) hat gezeigt, dass eine Uberexpression von ZO-1 in Osteoblasten zu einer erhéhten

Permeabilitat von Gap-Junctions flihren.

1.5.2 Die physiologische Rolle von ZO-1 in normalen Geweben und Zellen

Z0O-1 wird bereits sehr frih in der Entwicklung eines Organismus exprimiert. In den
Blastomeren der Embryonen von Saugetieren wurde ZO-1 schon detektiert (Fleming, et al.,
1989). Die Anwesenheit dieses Proteins ist wichtig flr die erfolgreiche Entwicklung eines
Embryos. Eine fatale Konsequenz vom fehlenden ZO-1 zeigte das Sterben eines Maus-
Embryos. Der Embryo erlitt massive Apoptose im Notochord und in neuralen Gefal3en.
AulRRerdem war die vaskulare Entwicklung im Dottersack gestort (Katsuno, et al., 2008).

AuBerdem wurde bei einer Studie auch die Rolle von ZO-1 in der Migration
untersucht. Taliana, et al. (2005) berichtete tiber die Anwesenheit von ZO-1 an der Front von
migrierenden Fibroblasten und vermutete deshalb, dass ZO-1 die Adhasionskomplexe

wahrend der Migration organisiert.

Z0-1 interagiert sowohl mit nukledren Proteinen, als auch mit zytoplasmatischen
Proteinen (Bauer, et al., 2010). Viele Studien belegen, dass solches Protein, das zwischen
Nukleus und Zytoplasma pendelt, in Signalwegen beteiligt ist. Die SH3-Doméne von ZO-1
bindet unterschiedliche Signalproteine, z. B. Serin-Protein-Kinase (ZAK), Y-Box-

Transkriptionsfaktor ZONAB-Protein (ZO-1-assoziertes Nuklein-Saure-bindendes Protein),
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das Hitzeschockprotein Apg2 und das G-Protein Gal2 (Bryse, et al., 2002). Die Interaktion
zwischen ZO-1 und ZONAB reguliert die Proliferation von manchen Zellen, z. B. von MDCK-
Zellen. Das ZO-1-Level ist in proliferierenden MDCK-Zellen niedrig und steigt mit der
Zelldichte. Die Uberexpression vom ZO-1 inhibiert die nukledare Ansammlung von ZONAB
und ZONAB kolokalisiert dann mit ZO-1 an der Zellverbindung. Demzufolge ist die
Proliferation gehemmt, da eine nukledre ZONAB-Lokalisation fir die Proliferation notwendig
ist (Balda und Matter, 2000).

Z0O-1 fordert aulRerdem die Differenzierung von embryonalen Stamm-Mauszellen
(ESZ) zu ihren epidermalen Zell-Linien durch die Inhibition der Signalwege in ESZ-
Regeneration (z.B. Stat3) und durch die Aktivierung der Signal-Wege in der Differenzierung
(z. B. Erk) (Xu, et al., 2012). Aufgrund der Ergebnisse der Studien kénnte vermutet werden,
dass ZO-1 mit seinen Multidomanen noch mit anderen Signalproteinen interagiert und die

jeweiligen Signalwege beeinflusst.

1.5.3 ZO-1lin der Tumorgenese

Das ZO-Protein gehort zur Familie der MAGUK-Proteine (Membran-assoziierte
Guanylat-Kinasen). Ein anderes Protein, auch ein Mitglied dieser Familie, ist Dlg. Die
Homologie von ZO-Proteinen mit Drosophila Tumorsuppressor-Protein DIgA (Willot, et al.,
1993) dient als erster Hinweis auf die bisher unbekannte Rolle von ZO-Proteinen in der
epithelialen Krebsentwicklung und/oder Progression. DIg Protein mit Mutationen verursacht

neoplastisches Uberwachstum von larva-imaginalen Disc-Zellen (Woods und Bryant, 1989).

So wie DIg fungiert ZO-1 in verschiedenen Krebsarten als ein Tumorsuppressor.
Unterschiedliche Studien berichteten darliber, dass eine verminderte ZO-1-Expression mit
einer Tumormanifestation in Brustkrebs und in kolorektalen Karzinomen korreliert ist (Martin,
et al.,, 2004; Kaihara, et al. 2003). Brustkrebs-Patienten mit Metastasen haben ein
signifikantes vermindertes ZO-1-Level im Vergleich zu Patienten ohne Metastasen (Martin, et
al., 2004). Dennoch ist ZO-1 in verschiedenen Krebsentitaten z. B. Pankreaskrebs,
Magenkrebs und Melanom uberexprimiert (Kleeff, et al. 2001; Resnick, et al., 2005; Smalley,
et al., 2005).

Polette, et al. (2005) beschrieb eine andere Rolle vom ZO-1 in Brustkrebs. Die
Herunterregulation von ZO-1 durch siRNA verminderte die Invasivitat der Tumorzellen, was
nicht einem Tumorsuppressor entspricht. Hier ist die Expression einer Matrix-
Metalloproteinase, MT1-MMP, nach dem ZO-1-Knockdown vermindert. Da ZO-1 in invasiven
Tumorzellen im Zytoplasma konzentriert ist und die MT1-MMP-Expression durch ZO-1
reguliert wird, wird es hypothetisiert, dass ZO-1 an Invasions-Signalwegen beteiligt ist. Eine

andere Studie bestatigt die Rolle von ZO-1 in der Migration. Es wurde gezeigt, dass ZO-1
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mit a5B1-Integrin an den Lamellen von migrierenden Lungenkrebs-Zellen interagiert. Die
Herunterregulation von ZO-1 verursachte eine verminderte gerichtete Zellmigration (Tuomi,
et al, 2009).

Interessanterweise ist die ZO-1-Expression in Magenkarzinomen je nach
Differentationsgrad unterschiedlich. In normalem Epithelium und in differenzierten Tumoren
ist ZO-1 an der apikalen Seite der Zellen exprimiert, die eine Drlisen-ahnliche Struktur bilden.
In undifferenzierten Adenokarzinomen ist die ZO-1-Expression aber stark reduziert bis nicht

nachweisbar (Kimura, et al., 1997).

Darlber hinaus ist ein verandertes ZO-1-Level auch in Hautkrebsarten gefunden
worden. ZO-1 wurde in Merkel-Zell-Karzinomen gefunden, aber die Merkelzelle ist ZO-1
negativ (Haass, et al., 2003). Merkel-Zell-Karzinom-Zelllinien sind auch ZO-1 positiv (Fuchs,
2011). Uber eine andere Hautkrebsart berichtet Smalley et al. (2005) als Allererster dariiber,
dass die Expression von ZO-1 in Melanomproben und Melanomzelllinien hochreguliert ist. In
Melanozyten wurde keine ZO-1-Expression nachgewiesen. Andere normale Hautzellen, wie

Keratinozyten und Fibroblasten exprimierten aber ZO-1.

Melanomzellen besallen aber andere typische TJ-Proteine wie Claudin-7 und
Occludin nicht. Nur eine Melanomzell-Linie exprimierte Occludin. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass das erhohte ZO-1-Level nicht von verédnderten Tight-Junctions verursacht
wird (Smalley, et al, 2005).

Smalley, et al (2005) untersuchte die Expression von Adharens-Junction-Proteinen in
Melanomen. ZO-1 war in metastasierten Melanomen stark exprimiert und es gab eine
Kolokalisation von ZO-1 mit N-Cadherin in den gesamten Tumoren. In Melanomzellen
kolokalisierte ZO-1 nicht nur mit N-Cadherin sondern auch mit anderen Adharens-Junction-
Proteinen, z. B. B-Catenin und phospho-p120-Catenin. Manche Melanomzellen exprimierten
E-Cadherin aber nicht an dem Zell-Zell-Kontakt, sodass es vermutlicherweise nicht
funktionell ist. Andere getestete Melanomzellen besafRen kein E-Cadherin. Im Gegensatz
dazu ist die Interaktion von ZO-1 und N-Cadherin aber funktionell. Kalzium-Switching-
Experimente zeigten, dass die beiden Proteine unter Hochkalzium-Bedingung zur Zell-Zell-
Adhasion rekrutriert wurden. Aul3erdem ist die physikalische direkte Interaktion dieser beiden
Proteine durch eine Immunoprazipitation bestatigt. Der Verlust von E-Cadherin und die
Hochregulation von N-Cadherin wurde bei einer malignen Transformation von Melanomen oft
beobachtet (Li, et al., 2001; Haass, et al., 2004). Durch den Verlust von E-Cadherin kann die
Kommunikation zwischen Keratinozyten und Melanozyten nicht gewahrleistet werden.
Demzufolge entkommen werdende Melanomzellen der Keratinozyten-Kontrolle und
kommunizieren miteinander und mit Fibroblasten via N-Cadherin-basiertem Zellkontakt
(Haass, et al., 2004).
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Daruber hinaus berichtet Smalley, et al. (2005), dass der lentivirale Knockdown mit
einem shRNA-Konstrukt in einer Melanomzell-Linie eine verminderte Invasivitat und
Adhasion zeigt. Dass reduzierte Adhasion die Invasion beeintrachtigt, scheint zunachst nicht
plausibel. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist, dass fir eine Tumorinvasion eine sorgfaltige
orchestierte Zell-Adh&sion zur benachbarten Matrix entscheidend ist. Somit kdnnte die

Inhibition der Adhéasion die Zellmotilitat blockieren (Smalley, et al., 2005).

In unserem Labor wurden bereits vor dieser Doktorarbeit auch
Invasionsuntersuchungen von unterschiedlichen Melanomzell-Linien durchgefiihrt (Bohner,
et al., 2011). Dabei zeigte sich, dass Spharoide aus 1205Lu-Zellen invasiver waren als
Sphéaroide aus MV3-Zellen. Im Vergleich zu MV3-Zellen besalRen 1205Lu-Zellen mehr ZO-1-
Protein. Dies deutet auch darauf hin, dass das ZO-1-Level bei der Invasion von Melanom-

Zellen eine Rolle spielt.

1.6 Zielsetzung der Doktorarbeit

Z0-1 ist in malignen Melanomen (MM) exprimiert, aber nicht in Melanozyten. In einer
friheren Studie fihrte der shRNA-Knockdown von ZO-1 in WM35-Melanomzellen zu
verminderter Zell-Zell-Adhasion und Zell-Invasivitat (Smalley et al., 2005). In der Vorarbeit in
unserem Labor konnte ZO-1 Expression aber bereits in benignen Navuszellnavi (NZN)
nachgewiesen werden, was gegen die reine An- bzw. Abwesenheit von ZO-1 als
entscheidenden Faktor fUr die Malignitat spricht. Unsere Hypothese ist daher, dass das ZO-

1-Proteinlevel die Malignitat von Melanomzellen beeinflusst.

Um dies zu testen, wurden lentivirale shRNA-Transfers in zwei Melanom-Zell-Linien,
WM35 und 1205Lu-Zellen durchgefiihrt. Wéhrend die WM35-Zellen aus einem priméaren
Tumor stammen, stammen die 1205Lu-Zellen aus einer Lungen-Metastase. Hierdurch
wurden Melanomzellen mit unterschiedlichen ZO-1-Mengen generiert. Mit diesen sowie den
Ursprungszellen wird eine Reihe von in vitro Phanotyp-Untersuchungen durchgefiihrt. Hier
soll die Rolle von ZO-1 in biologischen Prozessen, die fur die Tumorprogression
entscheidend sind, z. B. Invasion, Migration, Proliferation, sowie Zelldissoziation aufgeklart
werden. Fur diese Versuche wurden 2D-adhérente Zellrasen und 3D-Sphéroide verwendet.
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2. Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

In der Tabelle 2.1 werden die Gerate und Materialien, die in dieser Doktorarbeit

verwendet wurden, aufgelistet.

Tabelle 2.1: Die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien

Geratename Geratetyp Hersteller

Bakterien-Brutschrank Kelvitron®t Heraeus Instruments, Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
USA

Bakterienkultur-Schuttler G25 Newbrunswick, Eppendorf AG,

Bakterien-Platte
Bakterien-Rdhrchen
Blotkammer

Blotkassette

Deckglaser

Digitalkamera

Drehschittler bei 4 °C

Drehschittler bei Raum-
Temperatur

ELISA-Reader

Entwicklungsgerat fur
Western-Blot-Filme

Feinwaage
Geldokumentationsanlage
Heizblock

Heizmagnetrihrer

Mikroskop-Inkubator fiir Live

Imaging

Lichtmikroskop

92 x 16 mm mit Nocken
Polypropylen, 14 ml

Mini Trans-Blot® Cell

Mini Gel Holder
Cassette

21x26mm Nr.1

Leica EC3

Auto Shake Genier

Tiny Turner

Sunrise

Curix 60

Sartorius BP 210 D
Gene Genius System
Dri-Block DB3

MR 3001

Mikroskop Olympus
IX81gekoppelt mit dem
Inkubator ACUOQ3, Air
Conditioning Unit, Evotec

Leica DM IL

Hamburg, DE

Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Corning, Inc., New York, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Menzel-Glaser, Braunschweig,
DE

Leica Camera AG, Wetzlar,
DE

Scientific Industries, Inc., New
York, USA

CTI, Idstein, DE

Tecan Group Ltd., Mannedorf,
CH

Agfa, Berlin, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE
Syngene, Cambridge, UK
Techne, Cambridge, UK
Heidolph, Schwabach, DE

Olympus und Evotec,
Hamburg, DE (Einzelstick)

Leica Camera AG, Wetzlar,
DE
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Multiwell Platten

NanoDrop-Photometer

Nitrozellulosemembran fir

Western-Blot

Objekttrager

Papier-Filter
pH-Meter
Pipetten

gPCR-Maschine

gPCR-Platte

Reinstwasseranlage

Schaumstoff

SDS-PAGE-Kammer

Serologische Pipetten

Skalpell

Spritzenfilter 0,22 um

Spritzenfilter 0,45 pm

Sterilwerkbank

Thermocycler

Multiwell™ 96-, 24-, und
o6-well

NanoDrop-1000
Porengrofie: 0,45 pym

Microslide, mit
Mattstreifen, Kanten
geschnitten oder
geschliffen 90°C,
halbweis

8,5x9
Knick 766 Calimatic

Eppendorf Research 0,5-
2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-200 pl, 100-1000 pl

StepOne-PCR

MicroAmp® Fast Optical
96-Well Reaction Plate

Astacus LS TI

Mini Trans-Blot foam
pads, 4,8 x 11 cm

Mini-PROTEAN® Tetra
Cell

Sterile Pipetten (2, 5, 10,
20 ml)

Cutfix Stainless, Einmal-
Skalpell # 1

PVDF, Durchmesser=33
mm

PVDF, Durchmesser=33
mm

Heraeus HERA Safe

Biometra UNO
Thermoblock

BD Falcon, Corning, Inc., New
York, USA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co KG, Sondheim,
DE

Bio-Rad, Hercules, USA
Knick GmbH&Co., Berlin, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Applied Biosystem, Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
USA

Applied Biosystem, Thermo
Fisher Scientific, Waltham,
USA

Membrapure GmbH,
Bodenheim, DE

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Corning, Inc., New York, USA

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, DE

Carl-Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, DE

Merck Millipore, Hessen, DE
Heraeus Holding GmbH,
Hanau, DE

Biometra, Géttingen, DE
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Tischwaage

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge

Vortexer

Wippschiittler

Zellkultur-Brutschrank

Zellkulturflaschen

Zellkultur-Schalen

Zellkultur-Zentrifuge
Zellschaber
Zentrifugationsbecher

Zugelassene Zentrifuge fur
Lentiviren-S2-Arbeit

Sartorius BL3100

Heraeus Biofuge fresco

Biofuge 13

Avanti® J-E

Vortex-Genie 2

KS 250

BBD 6220 Zellkultur

Warmeschrank (37 °C, 5

oder 10% CO,, 90%
Luftfeuchtigkeit)

25 cm? und 75 cm?

6 cm? und 10 cm?

Function Line, Laborfuge

400R
24 cm

Polypropylen, 250 ml
Multifuge 3SR

Sartorius AG, Géttingen, DE

Heraeus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Heraeus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, DE

Scientific Industries, Inc., New
York, USA

IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Staufen, DE

Heraeus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

BD Falcon, Corning, Inc., New
York, USA

Corning, Inc., New York, USA

Heraeus, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

TPP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, CH

Kisker, Steinfurt, DE

Heraeus Holding GmbH,
Hanau, DE

Alle Zell-Linien wurden in sterilen Kulturgefa3en der Firma Corning, Inc. kulitiviert. Tabelle

2.2 gibt eine Ubersicht tber die verwendeten KulturgefaBe und die verwendeten Volumina

der Kulturmedien.

Tabelle 2.2: Verwendete ZellkulturgefaRe mit Volumina

Kulturschalen Flache Mediumvolumen Hersteller
6-well-Platte 9,5 cm? 2,5ml BD Falcon, Corning,
Inc.
24-well-Platte 1,9 cm? 1 ml BD Falcon, Corning,
Inc.
96-well-Platte 0,32 cm? 100 pl  BD Falcon, Corning,
Inc.
6 cm-Schale 28,26 cm? 5ml Corning, Inc.
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10 cm-Schale 78,5 cm?
T25-Zellkulturflasche 25 cm?
T75-Zellkulturflasche 75 cm?

10 ml Corning, Inc.

5 ml| BD Falcon, Corning,
Inc.

15 ml BD Falcon, Corning,
Inc.

2.2 Chemikalien und Medien

In dieser Arbeit wurden verschiedene Chemikalien fir die Herstellung von

Reagenzien, Puffern, und Medien genutzt (siehe Tabelle 2.3). AuRerdem werden auch die

unterschiedlichen Medien sowohl fur die Kultivierung von humanen Zellen als auch fir die

Kultivierung der Bakterien Escherichia coli in der Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Chemikalien und Medien

Substanz oder Medium

Hersteller

Acrylamid
Seakem LE Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin

Bacitracin
Bacto-Agar
B-Mercaptoethanol
Bisacrylamid
Bromphenolblau

BSA, Bovines Serum Albumin

Carbenicillin di-Natrium-Salz

Collagen | rat tail
Coomassie Brilliant Blau G250

DMEM mit stabilem Glutamin und hohe
Glukose (4,5 g/l)

DMSO, Dimethylsulfoxid
EDTA.4.Na, Zellkultur geeignet
EDTA

Serva, Heidelberg, DE
Lonza, Basel, CH
Serva, Heidelberg, DE

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BD, New Jersey, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Corning, Inc., New York, USA
Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin, DE
Merck Millipore, Billerica, USA
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Eisessig
EMEM

Essigsaure

Ethanol absolut

Eukitt

Fotales Kélberserum, FCS Gold Europa
Glukose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Hexadimethrin-Bromid oder Polybren
HEPES, Zellkultur geeignet

Igepal

Isopropanol

LB-Lennox Broth

Leupeptin
L-Glutamin (200 mM)

Magermilchpulver

Methanol

Magnesiumchlorid, MgCl,
Magnesiumsulftat-Heptahydrat, MgSQO,.7H,0

Molekulargewichts-Marker GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder

Molekulargewichts-Marker O‘GeneRuler 1 kb
DNA Ladder

Nalgene-Kryo-Roéhrchen (1 ml)

Natriumbicarbonat, NaHCO; 7,5% (w/v)
Natriumchlorid, NaCl

Natrium-Deoxycholat

Merck Millipore, Billerica, USA
Lonza, Basel, CH

Riedel-de Haen, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA

Merck Millipore, Billerica, USA
Kindler GmbH, Freiburg, DE
PAA

Merck Millipore, Billerica, USA

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin, DE

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

J. T. Baker Avantor Performance
Material, Center Valley, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

25



Material

PBS, steril, Zellkultur geeignet, w/o ca*,
Mgz+

Penicillin/Streptomycin (10000 U/10000
Hg/ml)

Pepstatin A

Phosphosaure, 86%

PMSF, Phenylmethylsulfonylfluorid
Ponceau S Solution

Protein-GroRenstandard, Spectra™ Multicolor
Broad Range

Puromycin dihydrochlorid
Restriktionsenzyme

RPMI Zellkulturmedium 1640

Salzsaure, HCI

SDS, Natriumdodecylsulfat

Sodium-Pyruvat, 100 mM, Zellkultur geeignet
TEMED, Tetramethylethylendiamin

Tris, Trizma Base

Trypanblau

Trypsin, 2,5 %

Trypsin-EDTA, 0,05%, phenol-red

Trypton enzymatic digestic casein

Tween

Biochrom AG, Berlin, DE

Biochrom AG, Berlin, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Biochrom AG, Berlin, DE

Carl-Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe,
DE

Bio-Rad, Miinchen, DE
Biochrom AG, Berlin, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Biochrom AG, Berlin, DE
Gibco™, Life Technologies
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.2.1 Zusammensetzung der Zell-Kulturmedien und der verwendeten Trypsin-EDTA-

Ldsungen

In Tabelle 2.4 und Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien

und Trypsine aufgelistet, die Zell-Linien finden sich in Tabelle 3.2.
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Tabelle 2.4: Die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien

Melanom Medium

293T-Medium

Standard-Medium (Biochrom
AG)

FCS Gold Europa (PAA)
L-Glutamin (Biochrom AG)

Penicillin/Streptomycin
(Biochrom AG) (VIv))

Sodium-Pyruvat (Biochrom -
AG)

HEPES (Biochrom AG) -

10 % (v/v)

87 % (viv) RPMI 1640

86 % (v/v) DMEM mit
stabilem Glutamin und hoher
Glukose (4,5 g/l)

10 % (v/v)

4 mM (2 % (viv)) -
100 U/ml/ 100 pg/ml (1 %

100 U/ml/ 100 pg/ml (1 %
(viv))

1 mM (1 % (viv))

20 M (2 % (v/V))

Tabelle 2.5: Die Zusammensetzung der verwendeten Trypsin-EDTA-L&sungen

Melanom Trypsin

293T-Trypsin

Trypsin (0,25 %) -
Trypsin (2,5 %)
EDTA.4.Na (Biochrom AG)

PBS (Biochrom AG) 89 % (v/v)

0,5 mg/ml (20% (v/v))

2,5 mg/ml (10% (v/v)) -
0,1 mg/ml (1 % (v/v))

0,2 mg/ml (2 % (v/v))
78 % (viv)

2.3 Kits

Fur manche molekularen Arbeiten und zelluldre Assays wurden Kits verwendet (siehe

Tabelle 2.6).

Tabelle 2.6: Die in dieser Arbeit verwendeten Kits

Kits

Hersteller

Cell Proliferation, ELISA, BrdU (colorimetric)
iMaxima™ Probe qPCR Master Mix

Kit Maxima First Strand cDNA Synthesis
Quick Cell Proliferation Assay Kit
RNAse-Free DNase Set

RNeasy® Mini Kit

peqGOLD Plasmid Miniprep | Kit

peqGOLD XChange Plasmid Maxi Kit

ProFection® Mammalian Transfection
System

Roche Diagnostic, GmbH, Mannheim, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioVision, Inc., Milpitas, USA

Qiagen, Hamburg, DE

Qiagen, Hamburg, DE

Peglab Biotechnologie, VWR International
GmbH, Darmstadt, DE

Peglab Biotechnologie, VWR International
GmbH, Darmstadt, DE

Promega Corporation, Madison, USA
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Corning® BioCoat™ Control Inserts (24-well-
Platte)

Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion
Chambers (24-well-Platte)

Diff-Quik Stain Set

ECL Loésung Super Signal® West Pico
Chemiluminescent Substrate

Corning, Inc., New York, USA

Corning, Inc., New York, USA

Siemens Healthcare, Erlangen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.4 Primer-Sonde-Sets

Fur die quantitative PCR wurden Primer-Sonde-Sets sowohl fir die cDNA des

Gentranskripts ZO-1, als auch fir die cDNA des Gentranskriptes GAPDH von der Firma

Thermo Fisher Scientific verwendet (siehe Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Primer flir die quantitativen PCR-Assays

Gen Tagman®-Sonde

Z0-1 Hs01551861 m1l

GAPDH Hs03929097 g1
2.5 Plasmide

Fir die Herstellung von shRNA-Lentiviren wurden sowohl shRNA-lentivirale Vektoren

als auch lentivirale Verpackungsplasmide genutzt, die in der Tabelle 2.8 aufgelistet sind. Die

shRNA-lentiviralen Vektoren besal3en spezifische Sequenzen, die gegen unterschiedliche
Stellen der ZO-1-mRNA gerichtet waren (siehe Tabelle 2.9).

Tabelle 2.8: Plasmide fiir die Herstellung von ZO-1-shRNA-Lentiviren

Plasmid

Funktion

pLKO.1 NT (erhalten von Dr. Stefan
Werner, Institut fir Tumorbiologie,
Campus Forschung, UKE-Hamburg)

besitzt Carbenicillin-, Puromycin-Resistenz-
und eine shRNA-Sequenz, die gegen keine
humane oder murine mRNA gerichtet ist,

wurde als Kontrolle im Knockdown-Versuch
verwendet.

pLKO.1-puro-shRNA Klone 52-56
(Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

besitzen Carbenicillin-, Puromycin-Resistenz-
und shRNA-Sequenzen, die gegen ZO-1-
MRNA gerichtet sind, und wurden zur

Etablierung von Knockdown-Systemen
verwendet.
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pLKO.1 Empty (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

pMDLg/pRRE (erhalten von Prof. Dr.
Nicole Fischer, Mikrobiologie, Campus
Forschung, UKE-Hamburg)

pRSV-Rev (erhalten von Prof.. Dr.
Nicole Fischer, Mikrobiologie, Campus
Forschung, UKE-Hamburg)

pCMV-VSV-G (erhalten von Prof. Dr.
Nicole Fischer, Mikrobiologie, Campus
Forschung, UKE-Hamburg)

besitzt Carbenicillin-, Puromycin-Resistenz-
und keine shRNA-Sequenz in seinem
Klonierungsitus, wurde als Kontrolle im
Knockdown-Versuch verwendet.

besitzt Ampicillin-Resistenz und gag-Sequenz,
die strukturelle Proteine der Viren kodiert, und
pol-Sequenz, die retrovirus-spezifische
Enzyme kodiert. Dieses Plasmid ist eines von
den Verpackungsplasmiden fur die Herstellung
von Lentiviren.

besitzt Ampicillin-Resistenz. Dieser Vektor ist
eines von den Verpackungsplasmiden und
kodiert das Rev-Protein der Viren. Dieses
Protein reguliert die Genexpression der
Lentiviren sowohl auf der Transkriptionsebene
als auch auf der Post-Transkriptionsebene.

besitzt Ampicillin-Resistenz. Dieser Vektor
kodiert VSV-G, das Hull-Protein der
hergestellten Viren (Addgene).

Tabelle 2.9: pLKO.1.shRNA Vektoren und ihre ZO-1-spezifischen Target-Sequenzen

[retails for RH
Hairpin sequence for TRCHOOOOq16252

Color Codes: sense loop antisense ShRNA-Nr. :

|I:I:GI3GCF-ATM&EI:AGEGTWETNCTCG%E&TMMGCTGCTWNTGC G 52 |

Hairpin saqueance for TRCHOOOO416252

|EEGBGEGATETCATA&&E"ITCGTA&ETCGAB'ITAEGMETI'I'NGP«EATEGC G 53 |

Hairpin sequence for TRCHOOOO4 16254

|I3I:GGCCTGEATMA&TAMECAMTETCGJ&EATWGI:'I'I'I'NTGTN’GCP-.GG G 54 |

Hairpin sequence for TRCHOOOO416255

|EEGGEGMEA‘I’I’I’GMGCA%WETEGMMWGCGWCMTGGTEG G 55 |
L

Hairpin sequence for TRCHOOOO4 16256

|EEGBGEETGCATMMTMCMTEGJ&ETWBETWNTGTHGEMGE G 56 |

2.6 Antikérper

Fir die Detektierung der Proteine, die sich in den Zelllysaten befanden, wurden die
Antikorper in der Tabelle 2.10 und Tabelle 2.11 genutzt.

Tabelle 2.10: Die verwendeten Primer-Antikdrper

Antigen Spezies Klon Firma Verdinnung
a-Tubulin Maus monoklonal, Kat-Nr: CP06, 1:3000
DMIA Calbiochem®,
Merck
Millipore
B- Aktin Maus monoklonal, Kat-Nr: 1:10000

29



Material

AC-15 Ab441,
Sigma-Aldrich
Z0-1 Kaninchen polyklonal Kat-Nr: 61- 1:100
7300, Thermo
Fisher
Scientific
n-Terminal-ZO-1 Kaninchen polyklonal Kat-Nr: 40- 1:200
2300, Thermo
Fisher
Scientific
Z0-1 Maus monoklonal, Kat-Nr: 33- 1:100
701-1A12 9100, Thermo
Fisher
Scientific
Tabelle 2.11: Die verwendeten sekundaren Antikdrper
Antikérper-Konjugat Anti- Spezies Firma Verdinnung
Meerrettichperoxidase  Maus Ziege Jackson 1:5000
ImmunoResearch

Meerrettichperoxidase  Kaninchen

Laboratories Inc.

Ziege Jackson 1:5000

ImmunoResearch
Laboratories Inc.

2.7 Zell-Linien

In dieser Arbeit verwendete humane Zell-Linien werden in der Tabelle 2.12

aufgelistet.

Tabelle 2.12: Verwendete Zell-Linien

Zelllinie Tumorart Ursprungsgewebe

HEK-293T Y Nierenkarzinom Nierenepithel

WM1205Lu ? Malignes Melanom Lungenmetastase von WM793B in Maus
WM35 ? Malignes Melanom Primartumor, RGP

WM793B? Malignes Melanom Priméartumor, VGP

Mv3? Malignes Melanom Xenotransplantat einer humanen Metastase

1) erhalten von Dr. Stefan Werner, Tumorbiologie, Campus Forschung, UKE-Hamburg; 2) vorhanden in
Campus Forschung, UKE-Hamburg; RGP (radial-wachsende Phase) VGP (vertikal-
wachsende Phase)

Dermatologie,
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2.8 E. coli-Linie fir eine bakterielle Transformation

In dieser Arbeit wurde eine E. coli-Linie, TOP10F’ von Invitrogen fir eine bakterielle
Transformation verwendet. Durch diese Transformation Ubernehmen die Bakterien die

Plasmide in ihre Zellen.

29 Restriktionsenzyme
Restriktionsenzyme und die dazugehdrigen Reaktionspuffer wurden von der Firma
Thermo Fisher Scientific bezogen. Diese Enzyme wurden fur den Verdau von Plasmiden

verwendet, um die Plasmide zu tberprifen.

2.10 Software

Proteinsignale, die auf den Western-Blots detektiert wurden, wurden mit Hilfe der
Software ImageJ (NIH) quantifiziert. AuBerdem wurden mit dieser Software die Bilder von
Collagen-Invasionsassays und die Bilder von Dissoziationsassays ausgewertet. Fir die
Datenverarbeitung wurden die Microsoft Office Programme MS Excel und MS Powerpoint
verwendet. Die statistischen Auswertungen wurden mit der Software IBM-SPSS 22

durchgeflhrt
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Standardkulturbedingungen

Die Kultivierung der Zell-Linien erfolgte in BBD 6220 (Heraeus, Thermo Fisher
Scientific) bei 37°C in wassergesattigter Atmosphére und 10 % CO, fur Zellen in DMEM
basierendem Medium bzw. 5 % CO2 fur Zellen in RPMI basierendem Medium. Die Zell-
Linien wurden dreimal wdchentlich unter sterilen Bedingungen passagiert. Hierzu wurden die
adharent-wachsenden Zellen mit 5 ml PBS bei 37°C gewaschen und anschlielRend mit 2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung von dem Bodern der T75-Flasche abgeldst. Der Vorgang wurde durch
Zugabe von 5 ml vorgewarmtem FCS-PBS abgestoppt und die resuspendierten Zellen dann
in einer bestimmten Dichte ausgeséat, sodass sie nach zwei Tagen ca. 70-80% konfluent
waren. Fur Melanom-Zell-Linien wurden die Kulturen 1/6 gesplittet. Die HEK293T-Zellen

wurden 1/3 gesplittet.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen kénnen durch Einfrieren in flissigen Stickstoff bei -196°C fir
langere Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die
Bildung von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, wird den Zellen durch Zugabe des
stark hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSQO) langsam das Wasser entzogen. Die Zellen
wurden in 5 ml Einfriermedium (10 % (v/v) DMSO, 10% FCS, 90 % (v/v) Vollmedium)
resuspendiert, jeweils 1 ml in Nalgene-Kryo-Réhrchen Uberfuhrt und auf -80°C gekuhlt. Die
Zellen wurden dann am nachsten Tag in flissigen Stickstoff Gberfiuhrt. Zur Reaktivierung der
Zellen, die bei -200 °C gelagert wurden, wurden die Zellen, bei ca. 37 °C im Wasserbad
aufgetaut, anschlie@end mit 5 ml FCS-PBS gewaschen, und bei 1100 rpm fir 5 Minuten
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 15 ml Vollimedium resuspendiert und in eine
T75-Flasche Uberfuhrt und schlie3lich inkubiert.

3.1.3 Puromycin-Resistenz-Bestimmung durch WST-1-Assay

Durch einen WST Assay (Water Soluble Tetrazolium Salt Assay) kann die Viabilitat
von Zellen quantifiziert werden. Dieser Assay basiert auf der Fahigkeit von lebenden Zellen,
mit mitochondrialer Dehydrogenase Tetrazolium-Salz WST-1 zu Formazan zu spalten. Das
Spaltprodukt Formazan kann mit Hilfe eines ELISA-Readers gemessen werden. Pro Well
einer 96-well-Platte wurden 16000 Zellen ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium mit
Puromycin-haltigen Medien mit unterschiedlichen Konzentrationen gewechselt. Dieser Tag,
an dem das erste Mal Puromycin auf die Zellen gegeben wurde, wird als Tag 0 bezeichnet.
Am nachsten Tag (Tag 1) wurden 10 pl Quick-Cell-Proliferation-Reagenz (Biovision, Inc.) zu
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manchen Zellen in einer 96-well-Platte zugegeben und im Brutschrank fir 2 Stunden
inkubiert. Die Absorbanz wurde bei 450 nm mit Referenzwellenlange 650 nm mit dem ELISA-
Reader gemessen. Alle zwei Tage wurde ein Medium-Wechsel durchgefihrt. Ab Tag 1 bis

Tag 5 wurde jeden Tag der WST-Gehalt der Zellen gemessen.

3.1.4 Herstellung lentiviraler Zellkulturiberstande

Fur die Herstellung lentiviraler Uberstande wurden HEK293T-Zellen unter
Verwendung des ProFection-Transfektionsreagenz (Promega Corporation) transfiziert. Am
Tag vor der Transfektion wurden 5x10° HEK293T-Zellen in einer 10 cm Schale ausgeséat. Am
Tag der Transfektion wurde in ein 15 ml Falcon-Gefald 500 pl 2 x HBS vorgelegt und dann
mit DNA/CaCl,-Lésung (pro Transfektionsansatz: 15 pg pLKO.1-puro-shRNA Plasmid-DNA,
10 pg pMDLG/pRRE (Verpackungsplasmid), 5 pug pRSV-Rev (Verpackungsplasmid) 2 pl
pCMV-VSV-G (Hullplasmid), Wasser ad. 437,5 pl und 62,5 pl 2 M CacCl,) tropfenweise
versetzt. Wahrenddessen wurden mit Hilfe einer Pasteurpipette Luftblasen in der Flissigkeit
erzeugt. Diese Transfektionsansatze wurden anschlieBRend fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das alte Medium der HEK293T-Zellen wurde durch neues
Medium, das 25 uM Chloroquin enthielt, erneuert. Die Transfektionsansatze wurden vor der
Zugabe auf die Zellen gevortext. Die Zugabe auf die Zellen erfolgte tropfenweise. Nach 8
Stunden wurde das Medium mit neuem Medium ohne Chloroquin gewechselt. 24 Stunden
nach der Transfektion wurde der Zellkulturiberstand, der die lentiviralen Partikel enthalt,
abgenommen und mit einem PVDF-Spritzenfilter mit einer Ausschlussgréf3e von 0,45 pym
steril filtriert. Anschlieend wurde das Zellkulturmedium erneuert. Der so gewonnene virale
Uberstand (Filtrat) wurde bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Der Zellkulturiiberstand

wurde 48 Stunden nach der Transfektion ein zweites Mal gewonnen.

3.1.5 shRNA-Transfer mit Hilfe lentiviraler Zellkulturiiberstande

Um die Expression des Gens ZO-1 von Melanomzellen zu vermindern, wurde ein
shRNA-lentiviraler Transfer durchgefiihrt. Hier enthalten die Lentiviren eine shRNA-Sequenz
(siehe 3.1.5), die nach der Infektion ins Genom der Melanomzellen integriert wird. Diese
shRNA ist spezifisch an die mMRNA eines bestimmten Gens gerichtet. Die shRNA wird in der
Zelle weiter zu siRNA prozessiert. Diese siRNA mit dem RISC, RNA-induced silencing
complex, bindet die mRNA und degradiert diese mRNA. Dies fihrt zu einer Verminderung

des Levels des entsprechenden Proteins.

Wenn nicht anders beschrieben wurde, wurden am Tag vor der Infektion 10°
Zielzellen in einer 6-well-Platte ausgesat. Das alte Medium wurde abgesaugt und mit 2 ml
neuem Medium, das 8 pug/ml Polybrene enthielt, gewechselt. Nun wurden 200 pl des steril-

filtrierten lentiviralen Uberstandes hinzugegeben. Um die Effizienz der Infektion zu erhéhen,
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wurde die Zellkulturplatte fir 60 min bei 1000 xg zentrifugiert (Multifuge 3SR, Heraeus
Holding GmbH). Die Zellen wurden mit dem Infektionsgemisch Uber Nacht inkubiert. Danach
wurde das Gemisch durch ein Puromycin-haltiges Medium ersetzt und weiter fir 48 Stunden
inkubiert. Als negative Kontrolle der Transduktion wurde Puromycin auch zu den Zellen ohne
Viren gegeben. Diese Zellen sollten und waren alle nach der Puromycin-Zugabe
abgestorben. Nach der Inkubation wurden die Zellen in T75-Flaschen Uberfahrt und im

Puromycin-haltigem Medium weiterkultiviert.

3.1.6 Herstellung von Spharoiden

Zur anschlieBenden Durchfiihrung eines Invasionstests wurden Spharoide von Zellen
hergestellt. Ein Spharoid ist ein kugelformiges Aggregat, das aus mehreren Tausend
Tumorzellen besteht. Am Tag des Versuchs wurde 1,5% Agar nobile in PBS in einer
Mikrowelle erhitzt. 100 pl flissiges Agar wurde in jedes Loch einer 96-Loch-Platte gegeben
und bei RT unter der sterilen Werkbank ausgelieren lassen. Aus den kultivierten Zellen
wurde eine Zellsuspension angesetzt, die 25000 Zellen/ml enthielt. In jedes Loch wurden 200
ul Zellsuspension reingegeben. Nach 3 Tagen wurden die Spharoide auf dem Agar gebildet

und fur einen Invasionsassay oder einen Adh&sionsassay verwendet.

3.1.7 3D-Kollagen-Invasionsassay

Bei diesem Versuch kann die Invasion von Zellen aus einem Spharoid, beobachtet
werden. Hier wird ein Sphéroid in einem Kollagen-Gel eingebettet und in der Inkubationszeit
invadieren das Spharoid und seine Zellen im Kollagen-Gel. Dieser Prozess &hnelt dem
Invasionsprozess, der in vivo in der Krebsentstehung entsteht, bei dem Tumorzellen in das

umliegenden Gewebe eindringen.

3.1.7.1 Durchfuhrung des Invasionsassays

Kollagen in Essigsaure fir 1 mg/ml Kollagen-Gemisch

1500 pl Rattenschwanz Kollagentyp 1 (Je nach Batch eine andere
Konzentration)

mit 0,02 N Essigsaure verdinnt bis zu einer Kollagenkonzentration von 1
mg/ml

Kollagen in Essigsaure fur 2 mag/ml Kollagen-Gemisch

3000 pl Rattenschwanz Kollagentyp 1 (Je nach Batch eine andere
Konzentration)

mit 0,02 N Essigsaure verdinnt bis zu einer Kollagenkonzentration von 2
mg/ml
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Kollagen-Gemisch (1 und 2 mg/ml)
634 i EMEM

57 pl L-Glutamin (200 mM)
693 i FCS
5250 ul Kollagen in Essigsaure mit der jeweiligen Konzentration

Alle Losungen wurden auf Eis gestellt. Die Invasion der Sphéaroide in 1 und 2 mg/ml
Kollagen Typ 1 wurde untersucht. Hierzu wurde Kollagen Typ | Rattenschwanz in 0,2 N
Essigsaure verdunnt und 5250 pl dieser Lésung wurde zu den anderen Lésungen
zugegeben (siehe oben). Der pH-Wert dieses Gemisches wurde durch Zugabe von 7,5 %
NaHCO3 neutralisiert. Zu der Losung wurde soviel NaHCO3 zugegeben, bis einen
Farbumschlag zur Pfirsichfarbe entstanden ist. In ein Loch einer 24-Loch-Platte wurden 200

pl des Kollagen-Gemisches gegeben und in dem Brutschrank inkubiert.

Wahrenddessen wurden vier Spharoide aus der Agar-Platte in einem 0,5 ml Eppi-
Gefall gesammelt. Die Flussigkeit wurde aus dem GefalR entfernt, mit 300 ul kaltem
Kollagengemisch versetzt und direkt in ein Well der Kollagen-Platte gegeben. Pro
Zellbehandlung und Kollagenkonzentration wurden drei Wells vorbereitet. Hierbei wurden die
Spharoide mittig platziert. Anschlieend wurde die Platte im Brutschrank fir eine Stunde
hingestellt, sodass das Kollagen fest wurde. Nachdem das Kollagen fest war, wurde 1 ml
Melanom-Medium addiert und in den Brutschrank 2 Stunden vor der Inkubation im Olympus-
Inkubator gestellt. Wahrenddessen wurde der Inkubator vor der Verwendung eingeschaltet
und far die Zellkultur-Bedingungen eingestellt (5% CO, und 37 °C). Die Platte wurde im
Evotec-Olympus-Inkubator fiir 65 Stunden inkubiert. Dabei wurden alle finfzehn Minuten
Photos mit der 4x VergroRerung aufgenommen Die Bilder hatten eine Aufldsung von 1376 x
1032 Pixel. Es wurde ein Spharoid pro Well fur die Aufnahme ausgewahlt, das in der Mitte
des Wells lag. Die Auswertung der Flache der Spharoide erfolgte mit der Software
FlJl/imageJ.

3.1.7.2 Auswertung des Invasionsassays

Die aufgenommenen Photos wahrend des Versuchs wurden mit Hilfe der Software
FlJl/imageJ analysiert. Zur Bestimmung der Grof3e der Sphéaroidsflache wurde zun&chst
bestimmt, wieviel um die Lange eines Pixels hat. Es wurde ein Bild von einem Lineal-
Objekttrager mit der gleichen VergréfRerung, wie es oben beschrieben wird, aufgenommen.
Im Programm ImageJ wurde dieses Bild gedffnet. Es wurde ein Strich mit dem Tool Straight
Line auf dem Lineal im Bild gezogen, wo dadurch eine Distanz von 100 um markiert wurde.
Es wurde dann Analyze gewahlt. Als Nachstes wurde Set-Scale angeklickt. Im darauf
folgenden Fenster wurde 100 um in das Feld ,known distance” und pm in das Feld “unit of

length” eingegeben. Automatisch wurde unten angezeigt: 0,617 Pixel/um. Unter Image und
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Properties wurde nun 1,61989 als Pixel Width, Pixel Height und Voxel Depth angezeigt. Dies
bedeutet, dass ein Pixel 1,61989 um entsprach.

Wenn die Bilder von Spharoiden getffnet wurden, wurde dieser Wert unter Image,
Properties als Pixel Width, Pixel Height und Voxel Depth und pum als unit of length
eingegeben. AufRerdem wurde ,global* ausgewdahlt. Hier wurde die innere Flache des
Sphéroids, wo das Spharoid noch als ein kompakter Zellverband zu sehen war, als
Sphéroidgrolle ausgemessen. Mit dem Tool Brush konnte diese Flache markiert und als ein
ROI (Region of Interest) gespeichert werden. Aul3erdem wurde die Gesamtflache, in der das
Sphéaroid und seine ausgewanderten Zellen sich ausbreiteten, gemessen. Mehrere ROls
konnten dann mit der Auswahl ,Multi Measure” gemessen werden. Die Differenz zwischen
der Gesamtflache und der Spharoidflache wurde als Invasionsflache benannt (siehe Abb.
3.1).

. Sphéroidsgrofie
0 Std. 20 Std. D Invasion

Abb. 3.1: Abbildung eines Sphéroids mit Invasion: Die Sphéaroidsgro6fie ist rot markiert.
Die Invasion ist die Differenz der Gesamtflache und der Spharoidsgrofie (grin).

Die Flachen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Aus diesen
Werten wurde eine Trendlinie mit Excel gebildet, wo auch die Steigung der Linie in der
Funktion ermittelt wurde. Die Steigung ist hier eine Flachenanderung pro Zeiteinheit. Ein
Beispiel ist in der Abb. 3.2 dargestellt. Die Trendlinie des Sphéroids K-2 hatte die Funktion:
Y= 16315x + 127634. Die Steigung der Linie war 16315 und zeigte die

Invasionsflachenénderung pro Zeiteinheit eines Sphéroids (um?/Std.).
In der weiteren Arbeit werden folgende Begriffe verwendet:

- Steigung der Gesamtflache: Gesamtflachenanderung pro Zeiteinheit.
- Steigung der Invasionsflaeche: Invasionsflachenanderung pro Zeiteinheit

- Spharoidwachstum: Spharoidflachenanderung pro Zeiteinheit

Die Steigungen wurden zusammen mit ihrem ZO-1-Proteinlevel in einer Excel-Datei
eingetragen und statistisch mit der Software SPSS analysiert. AuRerdem wurden die
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Ursprungsgesamtflachen gemessen und spater statistisch untersucht, ob sie die Steigungen

beeinflussten. Die Ursprungsgesamtflache ist die Gesamtflache bei 0. Std.

1205Lu-Invasion in 1 mg/ml Kollagen
500000

*K-l
450000
400000 K2
£ Dy =
E ooy |2V 16315x+127634£/x K-3
(] —— -
< 300000 / ” . NT-L
© 250000 s =>=NT-2
£ 200000 S NT-3
ks
@ 150000 /L il 52-1
Z 100000 > ——52-2
50000 L - 52-3
—
0 I T T T T 1 54-1
0 5 10 15 20 25 54-2
Zeit (Std.) 54-3
—Linear (K-2)

Abb. 3.2: Ein Beispiel einer Trendlinie eines Spharoids und ihre Funktion bei einem
Invasionsversuch: Die Trendlinien und Steigungen von anderen Sphéaroiden dieses
Versuchs wurden auch mit dem Excel-Programm ermittelt.

3.1.8 Dissoziationsassay

Um die Zell-Zell-Adhé&sion zu untersuchen wurde bei diesem Assay die Zell-Zell-
Verbindung in einem Spharoid mechanisch durch Pipettieren und enzymatisch durch Zugabe
von 0,01 %-Trypsin mit der Zeit aufgeldst. Zum Ansetzen einer 0,01% Trypsin-Losung wurde
0,05 % Trypsin-EDTA (Gibco) in PBS verdiinnt und 5 Minuten vor der Verwendung bei 37 °C
vorgewarmt. Ein Spharoid in 200 pl Medium wurde aus einem Loch der Agar-Platte mit einer
1000 pl-Spitze rauspipettiert und in einer 6 cm-Schale platziert. Dieses Spharoid mit 25 pl
Medium wurde auf einen Deckel einer 96-Well-Platte transferiert. Durch dreimaliges

Waschen mit 50 yl PBS wurden Reste vom Medium mit FCS entfernt.

Nach dem Waschen wurde zu dem Sphéaroid 100 pl PBS gegeben. Ein Bild dieses
Spharoids im PBS mit einer Auflésung von 2048x1536 wurde als Zeitpunkt O aufgenommen.
Die VergréBerung des Bildes betrug 5 x. PBS wurde abgenommen und mit 100 pl 37 °C -
warmen 0,01%-Trypsin versetzt. Das Sphéaroid wurde 10 Mal hoch- und runterpipettiert und
fur eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde ein Photo
aufgenommen. Bei jeweiligen Inkubationszeiten wurde das Sphéaroid 10 Mal hoch- und
runterpipettiert. Weitere Inkubationszeiten betrugen 2 Minuten, 4 Minuten und 6 Minuten. Es

gab drei technische Replikate.
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Zur Bestimmung der Grof3e der Spharoidsflache musste zunachst bestimmt werden,
wieviel pm? ein Pixel hat. Es wurde ein Bild von einem Lineal-Objekttrager mit der gleichen
Pixel-Auflosung und VergréRerung, wie es oben beschrieben wird, aufgenommen. Im
Programm ImageJ wurde dieses Bild gedffnet. Die Bestimmung der Skalierung wurde wie
oben in 3.1.7.2 beschrieben berechnet. Die Spharoidflache wurden anhand des Software
ImageJ mit dem Tool Brush markiert, als ROI gespeichert, und gemessen. Aus diesen
Werten wurden wie im Spharoidsinvasionsassay (siehe 3.1.7.2) ebenfalls Trendlinien mit
Excel erfasst und die negative Steigung der ermittelten Funktion stellt die Reduktion der
Sphéroidsflache in pm?® pro Minute dar (siehe Abb. 3.3). Auf dem Bild ist es zu erkennen,
dass zwichen 0 und 4 Minuten die Kurven zum Teil nicht linear verlaufen. Deshalb wurden
drei negative Steigungen oder die sogenannte Abnahme der Flache ermittelt. Die Abnahme

der Flachen zwischen 0-1, 1-2, und 2-4 Minuten wurden berechnet.

1205Lu-Dissoziation

*K-l
1600000 ——kD
|_ 54-3.
«~ 1400000 0-1 Min.: y = -1253238,55x + 1436468,63 K-3
g_ 1200000 1-2 Min.: y = -86232x + 269462 == NT-1
= 2-4 Min.: y = -5357,6x + 107713
2 1000000 NT-2
% 800000 NT-3
2 600000 ——52-1
% 400000 ° ——52-2
200000 - 52-3
0 . . , | e——54-1
0 1 2 3 4 5 54-2
Zeit (Min.) 54-3

Abb. 3.3: Ein Beispiel der Trendlinien der Dissoziation eines Spharoids (54-3) und ihre
Funktion: Die Trendlinien und Steigungen von anderen Sphéaroiden dieses Versuchs
wurden auch mit dem Excel-Programm ermittelt.

3.1.9 BrdU-Proliferationsassay

Die Quantifizierung von proliferierenden Zellen erfolgte durch einen BrdU Assay, der
auf der Messung der BrdU-Aufnahme von Zellen wahrend der DNA-Synthese basiert. BrdU
ersetzt Thymidin in der DNA der teilenden Zellen. Die eingebaute BrdU wurden durch den
Antikérper anti-BrdU-POD markiert. Dieser Immunkomplex wurde in einer spateren
Substratreaktion detektiert. Der Kit ,Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)* (Roche)
wurde fur diese Versuche verwendet. Ein Tag vor der ersten Messung wurden 2000 Zellen in
