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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1. Ziele und Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Das maligne Melanomgehort zu den bdsartigsten Tumoren der Haut und Schleimhaut
des Menschen (Braun-Falco, 2002). Im Frihstadium als Melanoma in situ erkannt,
betragt die Heilungschance einerseits nahezu 100%, in spateren Stadien andererseits
ist selbst unter Einsatz von Chemotherapeutika die Prognose flr die Patienten schlecht:
Bei bestehenden Fernmetastasen betragt die mittlere Uberlebenszeit nur 6-9 Monate
(Balch et al., 2001). Aufgrund dessen ist es bis heute eines der Hauptziele der
Melanomforschung neue molekulare Ziele fur die  Entwicklung neuer
Behandlungsstrategien zu identifizieren. Eine in silico (angelehnt an lateinisch in silicio
fur in Silicium; bezeichnet Vorgange, die im Computer ablaufen) Modellierung von
Signaltransduktionswegen in der Melanomentstehung kann hier helfen, komplexe
biologische Vorgange zu verstehen. Sie kann fur das Experimentdesign ein wertvoller
Ideengeber sein und zur effizienteren Gestaltung der Wirkstoffentdeckung beitragen.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen bisher qualitativ beschriebene
Signaltransduktionswege des malignen Melanoms identifiziert und in ein quantitatives in
silico Modell Uberfihrt werden. Grundlage ist hierbei die genaue Recherche des
aktuellen Kenntnisstands der Melanomentstehung auf molekularer und zellularer
Abstraktionsebene. Anhand exemplarischer Signalwege soll in dieser Arbeit ein neues
systembiologisches in silico Modell mit dem Modellierungswerkzeug EPISIM aus den
extrahierten Daten erstellt werden. Die systembiologische Modellierung mittels EPISIM
wird in Kooperation mit der Universitat Heidelberg (BIOQUANT und Universitatsklinik:

Institut fir Medizinische Biometrie und Informatik) durchgefihrt.

Im Folgenden wird ein Einblick in die Systembiologie gegeben und das verwendete
Modellierungswerkzeug, der EPISIM Modeller, vorgestellt. Des Weiteren wird
Grundlegendes zur Morphologie, Physiologie und Biochemie des Melanozyten sowie
zur Tumorentstehung, Signaltransduktionsvorgangen und zum malignen Melanom

beschrieben.
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1.2. Systembiologische in silico Modelle

Systembiologische in silico Modelle sollen einen Beitrag zum Verstandnis lebender
biologischer Systeme leisten. Sie sollen quantitative Messdaten liefern, die in moglichst
hohem Malle mit der Realitat korrelieren und die Erfassung und Simulation von
komplexen biologischen Zusammenhangen ermaoglichen. Der systembiologische Ansatz
beruht dabei auf der quantitativen Modellierung von biologischen Vorgangen und
zyklisch wiederholten Experimenten. Ziel ist die Validierung aufgestellter Hypothesen
mit den erarbeiteten in silico Modellen (Reil3, 2006): Die Bestandteile eines Organismus
mit seinen Molekulen und deren Interaktionen werden charakterisiert und es wird
erfasst, wie diese die Funktionen der Zelle regulieren. Reaktionen auf Stérungen des
Organismus werden registriert, wie beispielsweise die Uberexpression von Genen,
Anderungen der Wachstumsbedingungen oder die Stimulation mit Hormonen. Auch die
Dynamik der Zelle mit ihren unterschiedlichen Komponenten, Vesikeltransport, und
Kompartimentalisierung wird charakterisiert. Um die gewonnen Daten zu testen, werden
die Informationen in quantitative Modelle Ubersetzt, so dass Hypothesen formuliert und
das Modell anhand der getroffenen Erkenntnisse verbessert werden kann. Unter
gegebenen Bedingungen kann ein valides Modell das Verhalten einer Zelle
prognostizieren und so Maoglichkeiten projektieren, das Zellverhalten zu kontrollieren
oder zu verandern. Dementsprechend haben Grabe et al. 2005 ein erstes Modell zur
dynamischen Simulation von Epithelgewebe am Beispiel der menschlichen Epidermis
vorstellen konnen.

Datenbanken wie KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes) sind entwickelt
worden, um das Wissen uber Signalwege und involvierte Gene und Genprodukte
elektronisch zu erfassen (Kanehisa and Goto, 2000). Die Signalweg- und
Genomdatenbank EcoCyc (Encyclopaedia of Escherichia coli K12 Genes and
Metabolisim) ist organspezifisch und beschreibt Metabolismus und
Signaltransduktionswege von Escherichia coli (Karp, 2001).

Um ein in silico Modell zu erstellen, mussen somit die entsprechenden medizinischen,
biologischen, biochemischen und molekularen Daten gewonnen und in ihren
Zusammenhangen erschlossen werden. Dabei kann die Komplexitat sehr

unterschiedlich sein und von relativ einfachen Enzymreaktionen tber bestimmte
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Abschnitte eines Stoffwechselweges, ganzen Signaltransduktionswegen bis hin zu

komplexeren Gewebe- und Organfunktionen reichen.

1.3. Der EPISIM — Modeller

Der EPISIM Modeller ist das in dieser Arbeit verwendete Modellierungswerkzeug. Es
wurde entwickelt um das individuelle Verhalten von Zellen im Gewebekontext in silico zu
Modellieren. Die Modelle werden hierarchisch strukturiert und so komplexe Zellvorgange
spezifiziert (Satterlin et al., 2009). Hier wird der EPISIM Modeller fir die Modellierung
von Signaltransduktionswegen im Melanozyten, in Melanomzellen und deren

Zusammenhange speziell in der Melanomentstehung angewandt.

J - J —!].DD% = ‘§/ % - By ‘—-;Episim Mod...
TT Mavigator &8 =0 '-v:!my.mhe ) =0
-

v = Development of melanoma +

L_—’ akt-signaling pathway.r h Select
1 1.3 camp.mbe Ll Marques 2
L_—’ cancerogenesis.mbe —_—
@ functions.mdf e Sonnections “
L_-’ mapk-signaling pathwa —* Transition
L_! mel akt-signaling pathy (= Elements &

Ly mel camp.mbe
, State
L mel mapk-signaling pat . .
Y v Transition Choice

ool ol e B el

- L Transitian
85 outline 532 5= A Condition
. Submodel

Connection Paoint

|~ Documentation

3
1 properties &8 s ¥ =0
Property Value
description
id 4 12468639398750
name
» *

Abb. 1.1. Episim Ansicht

Alle erstellten Modelle sind im Navigator [1] aufgefiihrt. Sie kdnnen aufgerufen und auf der Leinwand [2]
angezeigt werden. Im Outline View [3] sind alle im angezeigten Modell enthaltenen Elemente mit Namen
aufgeflhrt und kénnen durch Anklicken im Modell gefunden werden. Der Properties View [4] zeigt die
zugewiesenen Eigenschaften der einzelnen Elemente.



EINLEITUNG 4

1.3.1. Die Modell Elemente
Im Folgenden werden die flr die in der Modellierung verwendeten Modellelemente und
ihre Funktionen vorgestelit.

Input und Output Port:

Der Input bzw. der oder die Output Ports sind die Ein- bzw. Ausgange der Modell-
Elemente, Gber die ein Element an das vorangehende und nachfolgende anknupft.
State:

In jedem State Element kdnnen Zuordnungen von Werten zu bestimmten Eigenschaften
oder das Ausflhren von Funktionen in so genannten Action Strings definiert werden.
(Tab.1.1). Dabei kann der Zustand sowohl Aktivitat als auch Inaktivitat der Zelle
ausdrucken: z.B. die Abgabe von Melanin von einem Melanozyten an umliegende
Keratinozyten am Ende eines Signalweges. Wenn bei gegeben Bedingungen mehrere
Aktionen moglich sind, z.B. die Melaninabgabe an die Nachbarzelle oder in den

Interzellularraum, wird zufallig bestimmt, welcher Action String ausgefiihrt wird.

—_
| melanin ,; melanin - random one action string \
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T); Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T);
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',F);

Abb. 1.2. State: Melanin wird abgegeben.

Der Benutzer definiert die Variable, ihren Wert und ihr Ziel. Es wird entweder Melanin nur an die
Nachbarzellen (Send(melanin, MELANINFORBEIGHBOURS,T);) (links) oder an die Nachbarzelle und
alternativ in den Interzellularraum Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T);
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',F); (rechts). In letzterem Element wird durch Zufall
bestimmt, welcher Action String ausgefiihrt wird.

Aktion Befehl
Trifft zu =1;
Trifft nicht zu =0;

Senden eines Stoffes an die | Send(variable,value,T);
Nachbarzelle

Senden eines Stoffes in den | Send(variable,value,F);
interzellularen Raum

Zelle erhalt einen Stoff vom Nachbarn Receive(variable,value,T);

Zelle erhalt einen Stoff aus dem | Receive(variable,value,F);
Interzellularraum

Eine neue Zelle entsteht, der weitere | NewCell(n_);
Werte zugewiesen werden kdnnen

Tab. 1.1. Action strings
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Actions Strings kénnen Zuordnungen von Werten (values) zu bestimmten Eigenschaften (Properties) oder
Ausflihren von definierten Funktionen sein. Die Funktionen Send(variable,value,T/F); und
Receive(variable,value,T/F); erlauben die Ausfilhrung des Transport von Material oder interzellularen
Signalmolekilen zu oder von einer Nachbarzelle bzw. aus oder in den Interzellularraum. Die Funktion
NewCell(n_); fuhrt die Entstehung einer neuen Zelle aus, deren Eigenschaften definiert werden mussen.

Transition Condition

Das Element Transition Condition wird fir die Aufzweigung in zwei voneinander
verschiedene Pfade in Abhangigkeit von boolschen Ausdricken verwendet, die
entweder wahr oder falsch sein kénnen. Es kann z.B. als Condition String (Tab.1.2.)
definiert werden: Ein Ligand bindet an einen Rezeptor trift zu -
sligandBindingToReceptor==1“. Im Gegensatz dazu: Ein Ligand bindet an einen

Rezeptor trifft nicht zu - ,ligandBindingToReceptor==0“ .

akt-start
|: false

true

ligandBindingTo...

Abb. 1.3. Transition Condition: ligandBindingToReceptor== Beispielsweise kbénnen viele
Signaltransduktionswege durch die Bindung einer Tyrosinkinase gestartet werden. Trifft diese Bedingung
zu, lauft die Kaskade Uber den Output Port ,true“ und trifft auf das nachste Element. Wenn die Bedingung
nicht zutrifft, kdnnte der Zellzyklus in der inaktiven G0-Phase verharren.

Wert Befehl
ist ungleich ==
ist gleich I=
ist grofRer/gleich <=
ist kleiner/gleich >=

zwei oder mehr Bedingungen missen | &&

erfullt sein

mindestens eine Bedingung muss erflillt | ||

sein

Tab. 1.2 Condition Strings: Mit boolescher Algebra kann definiert werde, welche Bedingungen erflillt
sein missen, um den Pfad Gber den Output Port ,true® zu verfolgen.
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Transition Choice

Ein Transition Choice Element erlaubt in einem Modell die Verzweigung in mehrere
Pfade. Die Output Ports der Transition Choice Elemente werden als Werte oder
Ergebnisse von mathematischen Termen definiert. Welcher Output Port genommen
wird, definiert der Action- oder Condition String vorangehender Condition Choice oder
State Elemente. Der ,default Output Port wird im Transition Choice Element verfolgt,
wenn keiner der definierten Output Ports mit dem Wert der Variable oder dem

mathematischen Term Ubereinstimmt.

—py oot 15 MITE'
2, 'GSKTHREE'
3;'CASPASENINE'
4; IKAPPAB'
5; 'SSIXKINASE' JP—
6; FKHR'
7; 'PIKKMTOR"

default

aki

Abb. 1.4. Transition Choice: Das Phosphoprotein Akt inhibiert und aktiviert verschiedene weitere
Proteine, die unterschiedliche Zellvorgange beeinflussen. Je nach herrschenden Bedingungen wird ein
Output Port gewahlt.

Submodell

Um die Signaltransduktionswege zu verknipfen und zu verschachteln, kann ein

Submodell zur hierarchischen Gliederung der Modelle verwendet werden.

Submodel
Example.mbe r\ <«—> [D/D

Abb. 1.5. Submodell. Das Submodell (links) enthalt das Modell Example.mbe (rechts). Submodelle
werden zur besseren Ubersicht und Gliederung von komplexen Modellen verwendet.

test==1

Connection Point

Connection Points kdnnen eingefugt werden, wenn mehrere Transitions, die von

Transition oder State Elementen ausgehen, zu einem einzigen weiteren Element flihren
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sollen. Ein Connection Point hat nur einen Output Port, es kdnnen bei diesem Element

jedoch mehrere Transitions an den Input Port anknupfen.

cellCycledrrest

cellCycleArrest=1;

Abb. 1.2. Connection Point: Zusammenflihrung von vier Transitions, die zum Stopp des Zellzyklus
fuhren.

1.3.2. Data file

Im zentralen Data file werden alle Konstanten, alle globalen Simulationsparameter und
alle Zelleigenschaften technischer und biologischer Natur fur Simulation und
histologischen Hintergrund definiert.

Constants sind in den Modellen genutzte Konstanten, die mit Namen und Wert definiert
werden mussen.

Global tissue property sind globale Gewebeeigenschaften beschreibende Variablen,
die sich auf alle Zellen beziehen.

Cell type: Jeder Zelle, die in der Simulation erscheint, wird einem Zelltyp sowie einem
Differenzierungsgrad zugewiesen.

Cell property sind die Variablen, deren Werte in jedem State, Transition Condition und

Condition Choice Element des Modells modifiziert werden konnen.

1.4. Der Melanozyt

Melanozyten sind dendritische Zellen, die sich normalerweise im Stratum basale der
Epidermis befinden und in Kontakt mit der Basalmembran stehen. Dort bilden sie
schlanke Zellfortsatze, die sich zwischen den Keratinozyten ausbreiten. Melanozyten
haben die Aufgabe das Pigment Melanin zu synthetisieren und Uber die Dendriten in
Melanosomen an die umliegenden Keratinozyten abzugeben (Hautbraunung). Melanin
schitzt die Haut vor Schaden durch ultraviolette Strahlung (UVR). Ein Melanozyt
versorgt ca. 36 Keratinozyten mit Melanin (= Melanozyteneinheit). Die Zahl der

Melanozyten ist bei allen Ethnien gleich, jedoch bestehen Unterschiede hinsichtlich der
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Menge des gebildeten Melanins (Horn et al., 2005; Schiebler et al., 2003; Meves et al.,
2006).

Abb.1.6. Der Melanozyt: M: Melanozyt, m: Melanosom, K: Keratinozyt, Z: Zellkern, D: Dendrit
(Zellauslaufer), B: Basalmembran, L: Lederhaut/Dermis
© S. Opitz/C. Ziihlke, BIOForum.

5-8 umliegenden Keratinozyten beeinflussen ihrerseits einen Melanozyten und bilden
mit ihm eine epidermale Einheit. In dieser Homoodstase kontrollieren die Keratinozyten
das Wachstum und das Verhalten der Melanozyten durch ein komplexes System
parakriner Wachstumsfaktoren und Zell-Zell-Adhasionsmolekulen (Welsch et al., 2004).

Wenn ein Melanozyt stimuliert wird, werden in seinem Innern Signaltransduktionswege
angestofRen. Dies kann durch endogene Faktoren (z.B. im Rahmen des Wachstums der
Haut) einerseits, durch exogene Faktoren (Umwelteinflisse) andererseits geschehen.
Als exogener Faktor erhoht UVR die Ausschuttung verschiedener Faktoren wie
bFGF/FGF2 (fibroblast growth factor), HGF/SF (hepatocyte growth factor/scatter factor),
M/SCF (mast/stem cell factor), Endotheline wie ET-1 und MSH (Melanotropin). Diese
Faktoren stoBen  Signaltransduktionswege im Melanozyten an, die zu
Melaninproduktion, Proliferation und Uberleben der Melanozyten fiihren. UVR kurbelt
jedoch nicht nur den Zellzyklus des melanozyten an, sondern verursacht auch Schaden

in seiner DNA. Die Folgen dieser DNA-Schaden kénnen letztendlich zur malignen
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Entartung eines Melanozyten. (Hearing et al., 2005; Hocker et al., 2007; Dhomen et al.,
2007; Yamazaki et al., 2005; Rouzaud et al., 2005; Slominski et al., 2001).

1.5. Molekulare Tumorbiologie

Maligne Tumorzellen unterscheiden sich in vielen Aspekten von normalen Zellen, aus
denen sie entstehen. Sie sind unabhangig von Wachstumsfaktoren und haben ein
unlimitiertes replikatives Potential (Hanahan et al., 2000). Sie sind unempfindlich gegen
Apoptoseinduktion sowie hemmenden Signalen (Brown et al., 2005; Maser et al., 2002).
Aulerdem weisen maligne Tumorzellen eine genomische bzw. epigenetische Instabilitat
sowie angiogenes und metastatisches Potential auf (Sieber et al., 2003; Carmeliet et al.,
2000; Bogenrieder et al., 2003)

Der Entstehungsprozess eines malignen Tumors mit diesen Eigenschaften erstreckt
sich Uber einen langeren Zeitraum, da eine Tumorzelle nicht infolge einer Mutation,
sondern als Endprodukt von akkumulierten Mutationen verschiedener Gene entsteht
(Hanahan et al., 2000).

Die fur maligne Tumore charakteristische unkontrollierte Zellproliferation beruht beim
Melanom auf somatischen Mutationen. Diese betreffen die genannten Veranderungen,
also vor allem Gene, die den Zellzyklus regulieren, die Apoptose auslésen und flur die
DNA-Reparatur zustandig sind (Evan et al., 2001).

1.5.1. Protoonkogene

Protoonkogene sind Gene, die stimulierend auf Wachstums-, Teilungs- und
Differenzierungsprozesse der Zelle wirken. Sie codieren Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptoren, zytoplasmatische Rezeptorproteine, Transkriptionsfaktoren und andere
Proteine, die positiv auf den Zellzyklus wirken (Loffler et Petrides 2002).

Im Falle der Mutation eines Protoonkogens kommt es im haufigsten Fall zu einem
Funktionsverlust und die Zelle verliert ihre Teilungsfahigkeit. Meist geht die einzelne
Zelle dadurch in Apoptose, was unproblematisch fur den Organismus ist (Rassow et al.,
2006; Horn et al. 2005).

Somatische Mutationen kdénnen aber auch dazu flhren, dass die Expressionsrate von

Protoonkogenen zunimmt oder ihre Aktivitat dauerhaft erhoht ist. (Loffler et Petrides
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2002) Aus einem Protoonkogen kann dann ein Onkogen entstehen. Damit erfahrt die
Kontrolle normaler Wachstums- und Differenzierungsprozesse eine problematische
standige Stérung und maligne Zellen kdnnen entstehen:

Onkogene verschaffen der Zelle Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren, indem sie
aktivierte Komponenten der mitogenen Signaltransduktionswege vortauschen oder
bewirken die Uberexpression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren oder anderen
Proteinen, mit der Konsequenz einer standigen Stimulation der Zellteilung (Loffler et
Petrides 2002, Polski et al., 2003).

1.5.2. Tumorsuppressorgene

Tumorsuppressorgene codieren Proteine, die den Protoonkogenen entgegen, also
proapoptotisch und zellzyklushemmend wirken. lhre Inaktivierung kann daher die
Entstehung von Tumorzellen férdern (Horn et al. 2005).

Die zwei wichtigsten Tumorsuppressoren sind das Rb (Retinoblastom) —Protein und das
p53-Protein. Beide Proteine sind zentrale Hemmstoffe des Zellwachstums und
kontrollieren den kritischen Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus
(Lowe et al. 2004).

Andere Faktoren, die das Tumorwachstum vorantreiben, sind die fehlende Verankerung
zu den Nachbarzellen, sowie die Fahigkeit zur Angiogenese und zur Metastasenbildung
(Haass et al. 2005).

1.6. Signaltransduktion

Als Signaltransduktion werden in der Biochemie und Physiologie Prozesse bezeichnet,
durch die Zellen auf duRere Reize reagieren, diese umwandeln und in das Zellinnere
weiterleiten. Zu Beginn eines Signaltransduktionsweges bindet ein Faktor (z.B. ein
Peptidhormon) an einen Rezeptor. Das dadurch ausgeloste Signal wird in das Innere
der Zelle weitergeleitet. Im Zellkern binden Transkriptionsfaktoren an regulatorische
Elemente der DNA, wodurch wird die Transkription von Genen stimuliert wird.

(Rassow et al., 2006)
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Eine Vielzahl von Enzymen und sekundaren Botenstoffen (Second Messenger) sind in
einer oder mehreren nachgeschalteten Ebenen an den Signaltranduktionswegen
beteiligt. Dabei wird in der Regel das urspringliche Signal verstarkt
(Signalamplifikation).

Wichtige biologische Prozesse, die durch Signaltransduktion reguliert werden, sind u. a.
Zellproliferation,  Gentranskription, Immunreaktion, Sehvorgang, Geruchssinn und
Muskelkontraktion (Rassow et al., 2006; Horn et al. 2005).

1.6.1. Stimulation

Ein intrazellularer oder extrazellularer Stimulus ist das Startsignal fir einen
Signaltransduktionsweg (Horn et al. 2005). Extrazellulare Stimuli sind Hormone,
Wachstumsfaktoren, Extrazellulare Matrix, Zytokine, Chemokine, Neurotransmitter und
Neurotrophine. Als Intrazellulare Stimuli bezeichnet man elektromagnetische Wellen
(Licht), Schallwellen (auditorische Haarzellen), Hitzeschwankungen (werden von

sensorischen Neuronen detektiert) und auch Duftstoffe. (Rassow et al., 2006;)

1.6.2. Signalweiterleitung

Die Weiterleitung der von einem Rezeptor aufgenommenen extrazellularen oder
intrazellularen Signale zu Effektorproteinen der Zelle ist die eigentliche Aufgabe der
Signaltransduktion. Diese erfolgt durch koordinierte Protein-Protein-Interaktionen und
einer Aktivierung von zwischengeschalteten Effektoren, welche wiederum weitere
Effektoren aktivieren kdnnen.

Als Botenstoffen kommt den Second Messengern eine besondere Bedeutung zu:
Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), Inositoltrisphosphat (IP3), Diacylglycerol (DAG) und Calciumionen (Ca2+). Sie
sind Schnittstellen von Signaltransduktionswegen, da sie verschiedene Signalwege
aktivieren, diese untereinander vernetzten. AufRerdem erlauben sie zellspezifische
Reaktionen (Rassow et al., 2006; Horn et al. 2005).



EINLEITUNG 12

1.7. Das Maligne Melanom
Als maligne Melanome werden alle Malignome aus melanozytaren Zellen bezeichnet.
Entstehen kann diese Art von Hautkrebs an jeder Stelle der Haut, auch an der

behaarten Kopfhaut oder an der Mundschleimhaut (Meves et al., 2006).

1.7.1. Epidemiologie

Die Melanominzidenz nimmt in der kaukasischen Bevolkerung weltweit zu,
insbesondere bei stark sonnenexponierten hellhautigen Bevolkerungsgruppen. In
Mitteleuropa betragt die Inzidenz 10 — 12 pro 100.000 Einwohner und Jahr, in den USA
10 — 25 und die hochsten Inzidenzen wurden mit 50 — 60 pro 100.000 Einwohner und
Jahr aus Australien berichtet. Bei Asiaten und Afrikanern, also bei Bevélkerungen mit
starkerer Pigmentierung ist das Melanom hingegen selten und nahezu ausschlief3lich im
Schleimhautbereich oder palmo-plantar lokalisiert (Deutsche Kurzleitlinie: Malignes
Melanom, 12. Juli 2007).

Besonders oft betroffen sind Menschen im mittleren Lebensalter zwischen 45 und 60
Jahren. Das Maligne Melanom ist der Tumor des Menschen mit der am schnellsten
wachsenden Inzidenz (Braun-Falco et al., 2005; Dummer et al.,, 2006). Das
Lebenszeitrisiko fur hellhautige Frauen und Manner Nordamerikas und Mitteleuropas an
einem Melanom zu erkranken, liegt bei etwas mehr als 1%. Noch vor 50 Jahren lag es
bei 1/6 dieses Wertes.

1.7.2. Atologie und Pathogenese

Bei der Atiopathogenese des Malignen Melanoms spielen unterschiedliche
Risikofaktoren eine Rolle.

Hierzu zahlen (Creagan et al., 2007; Braun-Falco et al. 2005; Fritsch et al., 1998):

Dispositionelle Faktoren:

- ethnische Zugehorigkeit (Kaukasier)

- heller Hauttyp (keine oder geringe Pigmentierung nach Sonnenexposition)
- Haar- und Augenfarbe (blondes, rotblondes Haar und blaue Augen)

- positive Familienanamnese



EINLEITUNG 13

- Gestorte DNA-Reparatur (Xeroderma pigmentosum)

Erworbene Faktoren:
- Anamnese von Sonnenbranden (Ultraviolette Strahlung)
- Immunsuppression

- Hoher soziobkonomischer Status

Vorlauferlasionen
(30-40% der Melanome entstehen aus einem melanozytaren Navus, alle anderen de
novo auf klinisch unauffalliger Haut)

- hohe Anzahl an Navuszellnavi (NZN)

- kongenitale NZN

- klinisch Atypie-verdachtige NZN

1.7.3. Klinik und Diagnostik

Maligne Melanome weisen eine aulerordentliche morphologische Vielfalt auf, die sich in
unterschiedlicher Auspragung von Grolde, Tiefenausdehnung, Farbe sowie sekundaren
Veranderungen wie z.B. Ulzerationen zeigt (Braun-Falco et al. 2005).

Klinisch und histologisch lassen sich verschiedene Melanomtypen voneinander
unterscheiden:

Superfiziell spreitendes Melanom (SSM), nodulares Melanom (NM), lentigo-maligna-
Melanom (LMM), akral-lentigindses Melanom (ALM) sowie weitere seltene Varianten
maligner Melanome. (Braun-Falco et al. 2005)

Bei der mikroskopischen Beurteilung und Diagnosestellung ist eine Vielzahl von
Gesichtspunkten zu bertcksichtigen, die in histoarchitektonische und zytologische

Kriterien unterteilt werden kénnen (Ackermann et al., 1994):

Architektur der Pigmentlasion:
- Asymmetrie
- Unscharfe Begrenzung im Randbereich

- Fehlende Reifung/Maturation der Pigmentzellen in der tieferen Dermis
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- Melanozytennester unterschiedlicher GroRe und Form, in ungleichmalligen
Abstanden

- Konfluenz der Melanozytennester

- Melanozyten in suprabasalen epidermalen Zellschichten

- Uberwiegend von melanozytaren Einzelzellen gegenuber zu Nestern aggregierte
Melanozyten

- Pigmentausbreitung innerhalb der epithelialen Adnexstrukturen

Zytologische Veranderungen:
- Zellmorphologie, Kernpleomorphie
- vergrolerte Kern-Plasma-Relation

- nekrotische Melanozyten

1.7.4. Therapie und Prognose

Ein malignes Melanom muss durch eine Operation vollstandig entfernt werden.

Der empfohlene Sicherheitsabstand der Deutschen Dertmatologischen Gesellschaft
betragt 0,5 cm fir ein Melanoma in situ, 1 cm fir Melanome von einer Dicke bis 2 mm
und 2 cm fir Melanome > 2 mm mit hohem Metastasierungsrisiko. Zusatzlich kann es
je nach Kklinischer Ausdehnung indiziert sein, eine radikale Lymphadenektomie
durchzuflhren, kutane oder Organmetastasen zu entfernen, sowie eine adjuvante oder
palliative Immun-, Chemo- oder Strahlentherapie durchzufiihren (Deutsche Kurzleitlinie:
Malignes Melanom, 12. Juli 2007).

Bestehend aus Melanomzellen, die als entartete Melanozyten aufgefasst werden und
nicht in festem Zell-Zell-Kontakt stehen, hat das Maligne Melanom ein hohes
Metastasierungspotential. Es kann trotz fehlender Beschwerden und einer relativ
geringen GrolRRe bereits frihzeitig Tochtergeschwiilste in Lymphknoten sowie anderen
Organen bilden (Braun-Falco et al. 2005).

90 % aller Malignen Melanome kommen derzeit als Primartumor ohne erkennbare
Metastasierung zur Erstdiagnose. In diesem Stadium betragt die 10-Jahres-
Uberlebensrate ca. 75-80 %.

Die wichtigsten prognostischen Faktoren beim primaren malignen Melanom ohne
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Metastasen sind nach neueren Studien folgende:
- Die vertikale Tumordicke nach Breslow am histologischen Praparat (< 0,75
mm: ca. 97 % 10-Jahres-Uberlebensrate (10-JUR); 0,76-1,5 mm: ca. 90 % 10-
JUR; 1,5-4 mm ca. 65 % 10-JUR; > 4 mm: ca. 50% 10-JUR) (Breslow, 1975;
Balch et al., 2001)
- der Invasionslevel nach Clark (insb. die Unterscheidung zwischen Level Il und
[I) (Clark et. al, 1969)
- das Vorhandensein einer Ulzeration (Balch et al., 2001)
- der klinisch-histologische Typ (ungunstig: primar noduldare Melanome und
akrolentigindse Melanome)
- das Geschlecht (signifikant schlechtere Prognose fur Manner) (Balch et al.,
2001; Garbe et al, 2002)
- die Tumorlokalisation (ungunstige Prognose flir oberen Stamm, Oberarme,
Hals und behaarten Kopf) (Garbe et al., 1990)
Die Heilung des malignen Melanoms kann bisher nur durch die operative Therapie in
frihen Stadien gewahrleistet werden.
Lediglich mit Interferon o wurde ein glnstiger Einfluss auf das Gesamtlberleben einer
Studienpopulation erreicht. Die Ubrigen systemischen Chemotherapien kdnnen zur
Remission und Verlangerung des rezidivfreien Intervalls fuhren, wirken jedoch

statistisch nicht lebensverlangernd (Meves, 2006)

In dieser Arbeit werden vier wichtige Signaltransduktionswege im gesunden
Melanozyten und in der Melanomzelle vorgestellt und in silico modelliert. Die
Vorgehensweise der Modellierung mit dem EPISIM Modeller wird im folgenden Kapitel

vorgestellt.
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2. Material und Methoden

2.1. Literaturrecherche

Ziel der Literaturrecherche war es, die wichtigsten Signalwege in der Entwicklung
des malignen Melanoms zu extrahieren, sowie ihre entscheidenden Beziehungen
untereinander herauszustellen. Die Daten zu diesen Signalwegen lieferte die
medizinische Datenbank der National Library of Medicine ,PubMed® mit den
Suchbegriffen: ,melanoma mapk® , ,melanoma akt* , ,melanoma wnt* , ,melanoma f-

catenin®, ,melanoma nuclear factor-kappa B“ .

2.2. Aufbereitung der Daten

Bei der Datenaufbereitung wurde besonderer Wert auf die prazise Herausarbeitung
der moglichen  Veranderungen der  Signaltransduktionswege in  der
Melanomentstehung gelegt. Hier ist tabellarisch die Datenlage zum NF«xB (Nuclear
factor kappa B) — Signaltransduktionsweg angefuhrt (Karin, 1999; Dhawan et al.,
2001; Dhawan et al., 2002; Chawla-Sarkar et al., 2003; Amiri et al., 2005; Das et al.,
2005):

Der NFxB-Signalweg im Melanozyt und mogliche Veranderungen in der

malignen Entartung

Melanozyt Mogliche Veranderungen in der
malignen Entartung

Signalweg inaktiv

NFkB ist an seinen Inhibitor kB

gebunden und gelangt nicht in den
Zellkern

Signalweg aktiv Signalweg ubermalig aktiv

TNFa und TLRs aktivieren die IKK oder | IKK grundsatzlich aktiv durch fehlerhafte
PKC erhoht die IKK Aktivitat PKC, fehlerhaftes Ras, Raf oder Akt

Die IKK phosphoryliert kB, die E3-
Ligase ubiquitiniert kB zum Abbau und
NFxB ist frei und transloziert in den

Zellkkern . . e
Andere Faktoren, die NFkB aktivieren | Ubermalige oder grundsatzliche

-- ; Aktivierung von Uber fehlerhafte Ras-
k d Akt, Ras, CK I, PKA d o
Nﬁ?ge{] S as cun oder Akt-Aktivitat
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Funktionen von NFxB im Zellkern Verstarkte Funktionen und zusatzliche
Aktivierungen von NFxB
Initiation der Expression von: Erhohte Transaktivierungskapaziat von
NF«B bei Aktivierung durch Akt
1. Anti-apoptotischen Proteinen: CKIl und PKAc aktivieren NFxB
- Iaps (c-Iap 1und 2, ML-lAP) zusatzlich
- Survivin

- Bcl-2 like proteins, BCL-XL

- TRAF 1 und 2: Schleife zur NFxB
Aktivierung: TRAFs aktivieren NIK

- NIK aktiviert die IKKs o und/oder
- IkB Abbau - NF«xB Aktivierung | Uberexpression von NIK
- TRAF Aktivierung

- NIK aktiviert ERK 1 und 2

2. Zellzyklusregulierenden Proteinen: ERK 1 und 2 aktivieren NFxB Uber die
- CyclinD MKS1 zusatzlich
- CDK2

3. Unterdruckung von TRAIL fuhrt zur
Apoptosehemmung

4. Inflammationsmediatoren:
- Chemokine aktivieren

ruckkoppelnd NF«B Eine standige Entziundungsreaktion hilft
- Interleukine dem Tumor beider Neoangionese
- iNOS
- COX-2

5. Proteine pro Metastasierung: VEGF,
MMP

Tab. 2.1. NFkB-Signalweg im Melanozyt und moégliche Stérungen bzw. zusitzliche Fahigkeiten
bei der Melnomentstehung

Akt= AKR mouse thymoma

Bcl= B-cell lymphoma/leukemia gene, CDK2= Cyclin-dependent-Kinase, CKIl= Casein Kinase I,
COX-2= Cyclooxygenase 2, ERK= Extra cellular signal regulated kinase, laps= Inhibitor of apoptosis,
iNOS= inducible nitric oxide synthase, lkB= Inhibitor kappa B, IKK= lkB-Kinase-Komplex, MKS1=
MAP kinase 4 substrate 1, MMP= Matrixmetalloproteinase, NIK= NFxB inducing kinase, PKAc=
Proteinkinase Ac, PKC= Proteinkinase C, Raf= Rous sarcoma associated factor, Ras= Receptor
activated substrate, TLRs= Toll like receptors, TNFa.= Tumor necrosis factor alpha, TRAF= Tumor
necrosis factor receptor associated factor, TRAIL= Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing
ligand, VEGF= Vascular endothelial growth factor
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2.3. Die Modellierung

Mit dem EPISIM Modeller wurden Zelleigenschaften und Zellvorgange definiert und

in der Modellierung der Signaltransduktionswege verwendet.

Vorgang Variable / Property Element | Condition String / Action
String

Start einer ligandBindingToReceptor | Transition | ligandBinding

Kaskade Condition | Toreceptor==

Melanosomen | melanin State Send(melanin,

Abgabe MELANINFOR

NEIGHBOURS,T);

Apoptose apoptosislsindicated State apoptosislsindicated=1;
celldeath celldeath=1;

Apoptose apoptosisinhibition State apoptosisinhibition=1;

wird inhibiert | celldeath celldeath=0;

Faktor ist | ...IsActivated Transition-

aktiv Condition | ...IsActivated==

Faktor ist ...IsDeficient Transition-

fehlerhaft Condition | ...IsDeficient==

Zellzyklus- cellcycleprogression State cellCycleProgression=1;

progression proliferation proliferation=1;

Zellzyklus- cellCycleArrest State cellCycleArrest=1;

arrest proliferation proliferation=0;

Entstehung hasBirthWish State NewCell(species=

einer neuen proliferation 'MELANOMA CELL',

malignen celldeath proliferation=1,celldeath=0,

Zelle hasBirth hasBirthWish=1);(melanin,
Wish 'MELANINFOR
Melanin NEIGHBOURS',T); Send
of (of,'GF',T);Send (gf,'GF',F);

Tab. 2.2. Wichtige Zellvorgdange und ihre Umsetzung in der Modellierung.
Fir einen Zellvorgang (z.B. Melanosomen-Abgabe) wird ein geeignets Element (z.B. State Element)
gewahlt und mittels Condition-/action-/transitionString die jeweiligen Variablen (z.B. melanin) dieses

Vorgangs definiert (z.B. (melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);
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2.3.1. Praktisches Vorgehen
Das praktische Vorgehen der Modellierung der herausgearbeiteten Daten mit dem
EPISIM  Modeller soll zusammenfassend am  Beispiel des NFkB-

Signaltransduktionsweges im gesunden Melanozyt erklart werden.

Workspace, Projekt, Modell:

Nach der Installation und dem Start des EPISIM Modellers wurde ein Workspace
erstellt. Das Workspace ist das Verzeichnis, indem alle Resourcen flur die
Modellierung eines Projekts enthalten sind. In der Menu bar ist dem Projekt dieser
Arbeit der Name ,Development of melanoma® gegeben worden. Im einem
Workspace ist genau ein Projekt moglich. Im Projekt ,Development of melanoma®“
wurde fur jeden erarbeiteten Signaltranduktionsweg ein Modell erstellt.

In der Darstellung sind die Schritte berucksichtigt worden, die sowohl entscheidend
fur den Aktivitatszustand und das Fortleben der Zelle, als auch fur das Verstandnis
der Vorgange sind. Um ein neues Modell Element — State, Transition Condition,
Transition Choice, Submodell oder Connection Point — wird das Element ausgewahlt
und auf der Leinwand (Canvas) platziert. Jede Zelleigenschaft wird als Variable in die
zentrale Data file aufgenommen und kann in Condition Strings sowie Action Strings,
verwendet werden. Alle Output Ports eines Elements mussen mit einem Input Port

eines anderen Uber eine Transition verbunden sein.

Modellbeispiel: NFk B-Signaltransduktionsweg im Melanozyten:

NFkB: Start des Signaltransduktionsweges

(Die genauen molekularbiologischen Vorgange sind ausfuhrlich im Ergebnisteil
erlautert: S.54-56)

Ein Signaltransduktionsweg wird uber die Bindung eines Liganden an seinen
Rezeptor gestartet. Es gibt verschiedene Mechanismen, die den Start unterbinden
konnen. Bei DNA-Schadigung kann die Kaskade trotz Abwesenheit eines Liganden
angestollen werden, wenn Proteine fehlerhaft exprimiert und standig aktiv sind.
(Horn et al., 2005; Rassow et al., 2006)

In der Modellierung wird anfangs entschieden, ob aktivierende Bedingungen
herrschen (Abb.2.7.), wofir ein Transition Condition Element fur den Start

ausgewahlt wird. Der NFkB-Signaltransduktionsweg wird
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durch die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor aktiviert. [1]: conditionString:

sligandBindingToReceptor== NFkB wird daneben von Faktoren anderer
Signaltransduktionswegen moduliert und aktiviert. Dazu gehoren Akt und Ras, die
von NFxB indirekt aktivieren. Die PKC (Proteinkinase C) hebt die IKK-Aktivitat,
wahrend die CK Il (Casein Kinase IlI), PKAc und MKS 1 NFxB direkt induzieren
(Amiri et al., 2005). Modelliert wird die mit einem Condition choice Element: Trifft eine
dieser Bedinungen zu, d.h. ist ener dieser genannten faktoren in sener Funktion
aktiv, wir NFkB aktiviert, auch wenn kein Ligand im Vorfeld gebunden hat[13].

Wenn die aktivierenden Bedingungen in der Zellumgebung oder in der Zelle nicht
erfullt werden (Output Port false), bleibt der Signalweg inaktiv, im Bespiel wird NFkB
nicht aktiviert [2]: Action String ,nfKappaBlIsInhibited=1;". Folglich schreitet der
Zellzyklus nicht voran, da keine aktivierenden Signale gegeben werden [10]: Action
String ,cellCycleArrest=1;". Beide Vorgange sind Zustande, die sich aus den
Zellumgebungsbedingungen, definiert im Transition Condition Element [1], ergeben
und werden mit einem State Element dargestellt.

Trifft eine der aktivierenden Bedingungen zu, wird NFxB aktiviert. NFxBs Inhibitor
lxB wird durch die IKK zum Abbau markiert, NFxB wird frei und kann in den Zellkern
translozieren  (Karin, 1999). [3]: ,ikklsActivated=1;iKappaBisDegraded=1;
nfkappaBInNucleus=1“. Hier wurde ein State Element genutzt, da ein

Aktivitatszustand herrscht.
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nfKappa...

false
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ikklsActivated=1;
iKappaBlsDegraded=1;
nfKappaBInNucleus=1;
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nfKappaBInN
nfKappaBInN
nfKappaBInN
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nfKappaBInN
nfKappaBInN

Abb. 2.1. NFxB: Start des Signaltransduktionsweges: Bei Bindung eines Liganden an den

entsprechenden Rezeptor kommt es zur Aktivierung der IKK, IkB wird abgebaut und nfkB kann in den
Nukleus translozieren und dort aktiv werden [1] [3] [4]. Wird der Signaltranduktionsweg gar nicht erst

aktiviert, schreitet der Zellzyklus auch nicht voran [1][2][10].

[1]: conditionString: ,ligandBindingToReceptor==
[4]: nfkappaBInNucleus='lAPS';nfKappaBInNucleus="SURVIVIN';nfKappaBInNucleus=

'TRAILSUPPRESSION';nfKappaBInNucleus="BCLTWO';nfKappaBInNucleus="CDTWOK;
nfKappaBInNucleus="CYCLIND';nfKappaBInNucleus="TRAFONEANDTWO';nfKappaBInNucleus=

'‘BCLXL";

[12]: Rucklaufige Transition: Nik aktiviert die IKK

[13]: Other factors activate nfKappaB: raslsActivated==1]||aktlsActivated==1||pkclsActivated==1||
ckllisActivated==1||pkaclsActivated==1||mkslisActivated==

NFxB ist im Nucleus aktiv

Im Nucleus wirkt NFkB auf den Aktivitatszustand verschiedener Faktoren (IAPS,

Survivin, BCL2, Trail, CD2K, Cyclin D, Traf 1 und 2, BCL-XL), die den Zellzyklus
Beeinflussen (Chawla-Sarkar et al., 2003). Die Faktoren werden als Konstanten

definiert. CDK2 entspricht also der Konstante 'CDTWOK'. Im State Element [4] wird

definiert, auf welche Faktoren NF«xB wirkt.
Da die Auswirkungen der aktivierten Faktoren unterschiedlich sind, wurde eine

Transition Choice Element mit den Konstanten als Output Ports zwischen geschaltet

[5].
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cellCycleArrest=1;

cellCycleArrest
D r—%———%_%____

10
12

nfKappaB - random one actionstring execution b__ _[_/\; targets o
nfKappaBInNucleus="IAPS'; 2 SURVIVIN'
nfKappaBinNucleus="SURVIVIN'; 3: TRAILSUPPRESS..
nfKappaBinNucleus="TRAILSUPPRESSION'; 4 BOLTWO'
nfkappaBinNucleus="BCLTWO'; §: COTWOK'
nfkappaBlinNucleus="CDTWOK; 6 CYCLIND'
nfKappaBinNucleus="CYCLIND"; 7: TRAFONEANDT.. false
nfkappaBlnNucleus="TRAFONEANDTWO'; 8 BCLXL' true
nfKappaBinNucleus="BCLXL'; 5 default nikisActivated==...

4 nfKappaBinMucleus

Abb. 2.2. NFkB ist im Nucleus aktiv: es wirkt auf verschiedene Faktoren: IAPS, Survivin, BCL2, Tralil,
BCL-XL , Traf 1 und 2, CD2K sowie Cyclin D.
[6] niklsActivated=="IKK'||nikIsActivated=="ERK'

Die Auswirkungen der von NFkB beeinflussten Faktoren

Die Suppression von Trail sowie die Aktivierung von den IAPS, Survivin, BCL2 und BCL-
XL bewirken die Hemmung der Apoptose der Zelle. Die Aktivierung der CDK2 und von
Cyclin D wirkt sich positiv auf das Fortleben der Zelle aus und kurbeln den Zellzyklus an.
Die Zellvorgange der Hemmung der Apoptose und das Fortschreiten der Apoptose
wurden als inaktiver bzw. aktiver Zustand als Action Strings [8] ,apoptosisisinhibited=1“
und [9] ,cellcylceprogression=1 in State Elementen dargestellt.

Die Proteine Traf 1 und 2 ([5] Output Port "TRAFONEANDTWOQ') aktivieren den Faktor
Nik. Dieser kann entweder ERK, welches den Zellzyklus ankurbelt oder in einer
autokrinen Schleife, die mittels einer ricklaufigen Transition [12] zum Transition condition
Element ,ikk* fuhrt, die IKK aktivieren (Dhawan et al., 2002). Mit einem Transition
Condition Element [6] SniklsActivated=="IKK'||nikISActivated=='"ERK"' werden die
Umgebungsbedingungen definiert.  Durch ein Transition Choice Element [7] wird
entschieden, welcher Faktor aktiviert wird: es gibt Output Ports mit den Konstanten 'IKK'
und 'ERK'. Wirkt Nik auf keine der beiden, hat dies keine Auswirkungen. Bleibt ein
Ereignis in der Zelle wie in diesem Fall aus, fuhrt in allen Modellen eine Transition vom

Output Port ,false” zum End Connection Point [13].
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apoptosisinhibition b —
targots e )
1 wps P M_“},::;;..;?"/?)D apoptosisisinhibited=1 2 _
2, SURVIVIN' p— ; H;’y::(a P —
3, TRALSUPPRESS... " P / P
12 [~ e
4 BeLTWO ~. — e colicycToprogression
e me—— — — n
5 'COTWOK Pr— =z = .f;-___}r“_‘h-«;—,.—f“__ | cellcycleprogression=1;
_,—_,—_r-—'—'-:_ - = ]
8;'CYCLIND' P—7] = "1 | 12 |"I 9
L -
T; TRAFONEANDT.. P”,Hj fal-ﬂ'" ol - }I, _—
| = 1, 1K ™ —
8 BoLx P/ ; e P‘f f —
getaun p [ nikls Activated==...| 2, ERe P —
1 1 -
rfia ppaBInNUE laus 6 ] default ="
5 niklsActivatec 7

Abb. 2.3. Die Auswirkungen der von NFkB beeinflussten Faktoren: IAPS, Survivin, BCL2, Trail, und
BCL-XL inhibieren die Apoptose, wahrend CD2K sowie Cyclin D den Zellzyklus vorantreiben. Traf 1 und 2
wirken auf NIK, das kann entweder ERK oder die IKK aktiviert.

[6] niklsActivated=="IKK'||nikIsActivated=="ERK'

Auswirkungen auf den Zellzyklus und Melaninabgabe

Im Falle der Zellzyklusprogression gibt der Melanozyt Melanin an die benachbarten
Keratinozyten. Fur die Abgabe von Stoffen an die Umgebung oder Nachbarn einer Zelle
wird ein State Element mit einem Send Action String verwendet [11]:
»Send[melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T];"

Dem State Element ,apoptosisinhibition“ [8] wird die Hemmung der Apoptose ausgefuhrt.
Wird der Signalweg gar nicht erst aktiviert oder steht der Zellzyklus aus anderen
Grinden still, folgt das State Element ,cellCycleArrest”. Die angeschlossene Transition
fuhrt zum End Connection Point — es wird dargestellt, dass keine Vorgange in der Zelle

ablaufen.
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10

cellCycleArrest
— .
cellCycleArrest=1; —

apoptosisinhibition
apoptosislsinhibited=1;
— —
]

_ | 11 melanin - random one actlon string
—
- cellcycleprogression ///DSend(meIanin.'M ELANINFORNEIGHBOURS',T); r

e r/' Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',F);

9 A

Abb. 2.4. Auswirkungen auf den Zellzyklus und Melaninabgabe: Zellzyklusprogression, Hemmung der
Apoptose und Melaninabgabe oder Zellzyklusstopp am Ende des NFkB-Signaltransduktionsweges

2.4.2. Validierung

Um sicherzustellen, dass das Modell technisch korrekt spezifiziert wurde, ist nach
der Fertigstellung die Validierung notwendig.

Dabei wird das Modell auf die Vollstandigkeit von Start- und Endpunkt und die
Verbindung jedes Input und Output Ports mit einem anderen Element Uberpruft. Es
wird getestet, ob alle Variablen in die Data file aufgenommen wurden und eindeutig
sind. Des Weiteren wird die Richtigkeit der Zuweisungen von Zelleigenschaften und
der Syntax von Zuweisungen und Boolesche Ausdricke verifiziert.

Die Validierungsergebnisse zeigen, wo technische Fehler gemacht wurden. Mit der
Fehlermeldung lasst sich dann genau verfolgen, welches Element, welche Variable

oder welcher Port mit dem bestehenden Problem ist.

Nach Validierung und Fehlerkorrektur jedes Modells, wurden die einzelnen Modelle
zu einem ausfuhrbaren Code Modell zusammengefugt, das fur eine Computer-

Simulation genutzt werden kann.
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3. Ergebnisse

Eine wichtige Herausforderung der Erstellung eines Modells der
Signaltransduktionswege in Melanozyten und in einer Melanomzelle war es, aus einer
Fulle von existierenden Daten, fragmentierten Informationen und Ubersichtsarbeiten die
entscheidenden Schritte herauszufiltern. Mit dem  EPISIM-Modeller wurden diese
komplexen Informationen logisch zusammengefiigt und systematisch in ein in silico
Modell implementiert. Die gesammelten und geordneten Ergebnisse dieser Studie der
Signaltransduktionswege werden im Folgenden dargelegt und das entstandene Modell

vorgestelit.

3.1. Das Modell: ,;signaling pathways — melanocyte or melanoma.mbe*

Das Modell ,signaling pathways — melanocyte or melanoma.mbe“ umfasst die als
Submodelle [4], [5] Modelle des gesunden wund entarteten Melanozyten:

,cancerogenesis.mbe” oder ,melanocyte signaling pathways.mbe.”

P normal melanocyl
f melanocyte si... \

4

dna-da...

Meolanocyte 'D stimulati..
false

false
species="MELANOCYTE' ; true

true

11

is Stimulate d==1 dnalsDamaged=... \ (
2 3 \I /

D cancerogenas.
canceragenesi...

Abb. 3.1.1. ,;signaling pathways — melanocyte or melanoma.mbe*

Die Zelle wird als Melanozyt definiert [1]. Wenn die Bedingungen der Stimulation [2] und der DNA-
Schadigung [3]: ,dnalsDamaged==1&&repairFailed==1“ zutreffen, ist die Moglichkeit der Kanzerogenese
gegeben: der Pfad lauft zum Submodell ,cancerogenesis.mbe” [5]. Ist die DNA nicht geschadigt, laufen
die regular intakten Signaltransduktionswege in einem gesunden Melanozyten ab: Submodell [4]:
»,melanocyte signaling pathways.mbe*.

Die Submodelle ,cancerogenesis.mbe“ und ,melanocyte signaling pathways.mbe.”

wiederum fuhren zu den betrachteten Signaltransduktionswege im Melanozyt bzw. im
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mdglicherweise  entarteten  Melanozyt (Abb. 3.1.2. und 3.1.3.): MAPK-
Signaltranduktionsweg (Mitogen-Activated-Protein-Kinase), Akt -Signaltransduktionsweg
(AKR mouse thymoma), NFkB-Signaltranduktionsweg (Nuclear factor kappa B ) und
Whnt)/Catenin-Signaltransduktionsweg (Wingless-type mouse mammary tumor virus
integration site). Die Submodelle zum Rb/E2F-Signaltransduktionsweg
(Retinoblastoma/Gene, die Transkriptionsfaktoren der Zellzykluskontrolle kodieren)

befinden sich als Submodelle in den Modellen ,mapk-signaling pathway.mbe® und ,mel

maphk
/D mapk-signalin...

ak

mapk-signaling pathway.mbe".

akt-signaling ...

—|  pathways- random one acilonsirl... normal mela.

1, MAPK
pathways="MAPK", - 4
pathways="AKT" 3. "NFKAPOAE'

pathways="NFKAPPAB"; T nfKappaE -
pathways="BETACATENIN'; P nfKappaB-sign...

pathw ays

1 5
2
\D betaCateniy
6 wnt beta-cate...

Abb. 3.1.2. ,melanocyte signaling pathways.mbe*“

Je nachdem welcher Action String ausgewahlt wird [1], fihrt der Pfad vom Ausgang des Transition Choice
Elementes ,pathways” [2] zu einem der in den Submodelle untergeordneten Signaltransduktionswege [3]
- [6] ,mapk-signaling pathway.mbe®, ,akt-signaling pathway.mbe*, ,nfKappaB-signaling pathway.mbe*“ und
~wnt beta-catenin-signaling pathway.mbe*
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mapk-pathwa)
mel mapk-sig...
3
pathways dna@amag...tlmml
= I ki-pathwa)
pathways="MAPK'; oAKT akt-pathwa)
pathways="AKT" me| akt-signali...
3; BETACATENIN
pathways='NFKAPPAB": , , 4 m
h 'BETACATENIN' HNTIAFRE
pathways= ;
i betaCatenii
1 pathw ays )
mel wnt beta-c..
5

nfkappal

mel nfKappaB-...

Abb 3.1.3. ,,cancerogenesis.mbe“
Die Pfade flihren wie in Abb. 3.1.2. zu Submodellen. Da hier die DNA geschadigt ist, kdnnen die in den
Submodelle enthaltenen Wege zur Melanomentstehung fiihren (daher ,mel“) [3] - [6]: ,mel mapk-signaling
pathway.mbe”, ,mel akt-signaling pathway.mbe", ,mel wnt beta-catenin-signaling“ pathway.mbe und ,mel
nfKappaB-signaling pathway.mbe*.

Jeder dieser Signalwege ist im Navigator zu finden und kann einzeln gedéffnet und

angeschaut werden.

T Nawvigator 3

=" Development of melanoma
L L

Lr

Ly cancerogenesis.mbe

@ functions.mdf
L AL

L L
L L
Ly
Ly

Ly mel rb e2f-signaling pathway.mbe

akt-signaling pathway.mbe
camp.mbe

mapk-signaling pathway.mbe

mel akt-signaling pathway.mbe

mel camp.mbe

mel mapk-signaling pathway.mbe
mel nfkappaB-signaling pathway.mbe

Ly mel ski-signaling pathway.mbe

B mel wnt beta-catenin-signaling pathway.mbe
L

L L
Ly
Ly
Ly

melanocyte signaling pathways.mbe
nfappaB-signaling pathway.mbe
rb eZf-signaling pathway.mbe

signaling pathways - melanocyte or melanoma.mbe
ski-signaling p%—— 1
Variables(...).data

Ly wht beta-catenin-signaling pathway.mbe

Abb. 3.1.3. Navigator
Alle Modelle und die zentrale Datafile [1] werden Gber den Navigator aufgerufen.
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3.2. Wichtige Schritte in der Melanomentstehung und deren

Modellierung

3.2.1. Schadigung der DNA

Fur die initiale Bahnung der Krebsentstehung ist entscheidend, ob die DNA der Zelle
Schaden nimmt. (Reed et al.; 1999; Yarosh, 2004; Rouzaud et al., 2005) Es folgend ist
wichtig, ob die zelleigenen Reparaturmechanismen gegriffen und den DNA-Schaden
beheben konnten, z.B. durch Rb-Proteine (retinoblastoma proteins) (Tonks et al. 2006).
Mit einem Transition Condition Element (s.0. Abb. 3.1.1. [2]) wird definiert, ob die DNA
geschadigt wurde und ob ein Reparaturversuch erfolgreich war: Conditionstring:
,dnalsDamaged==1&&repairFailed==1“. Wenn beide Bedingungen zutreffen, fuhrt der

Pfad zum Submodell ,cancerogenesis.mbe®, d.h. eine maligne Entartung ist moglich.

3.2.2. Fehlerhafte Faktoren

Das Modell ,cancerogenesis.mbe“ reprasentiert einen Melanozyten dessen DNA
geschadigt ist. Welche Faktoren eines Signaltransduktionsweges von diesem Schaden
betroffen sind, wird im zugehdrigen Modell definiert. Beispielsweise Raf (Rous sarcoma
associated factor) ist in der Mehrzahl der Melanome von einer Mutation betroffen, d.h.
trotz fehlender aktivierender exogener Faktoren ist Raf aktiv und (bt seine Funktion aus
(Abb.3.2.2). (Alsina et al., 2003; Becker et al., 2006; Haluska et al., 2006; Roberts, 2006;
Hao et al., 2007).
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{:; camg
J} mapk-start 1, ‘GRECEPTOR' P camp.mbe r|

' 2: TYROSINKINASE' b‘\\

I,' ligandBindingToReceptor —

| aE ~
l: mapk-star — I’{ E“DD ‘[}
| e P’ \ true

| ligandBindingTo... | ras==PSIXTEEN...

: e I’h_ — ™ faise P_______h_;_' 6 ——
true true P"__—___

rasls Deficiont==" | raflsDeficlent==1 |

false

3 5

Abb. 3.2.2. ,mel mapk-signaling pathway.mbe*“ Beispiel firr einen defekten Faktor:[1]: Kein Ligand
bindet an den Rezeptor, die Bedingung ,ligandBindingToReceptor==1“ trifft nicht zu, Output Port ,false”
wird genommen. [2], [3]: Ras (Receptor activated substrate) oder Raf (Rous sarcoma associated factor)
kénnen fehlerhaft und ohne Stimulation aktiv sein. Die Bedingungen ,raslsDeficient==1“ und/oder
.raflsDeficient==1“ treffen zu, daher wird jeweils der Output Port ,true®* genommen und die
Signaltransduktionskaskade lauft an.

3.2.3. Eine entartete Zelle entsteht
Ein entarteter Melanozyt entsteht am Endpunkt eines Modells. Dabei mussen nicht alle
Faktoren, von denen die fehlerhafte Expression im Malignen Melanom bekannt ist,
betroffen sein. An diesem Punkt in einem Modell angekommen entsteht eine
Melanomzelle mit den Eigenschaften einer entarteten Zelle: Unabhangigkeit von
Wachstumsfaktoren, Unempfindlichkeit gegeniber hemmenden Signalen, Genetische
Instabilitat, Unempfindlichkeit gegenuber Apoptoseinduktion, unbegrenztes replikatives
Potential. (Hanahan et al. 2000; Fensterle, 2006).

— = \

melanoma cell B

NewCell(species="MELANOMACELL', prolife...
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T);
Send(gf, 'GF",T);
Send(gf,'GF',F);
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Abb. 3.2.3. Eine Melanomzelle entsteht

[1]: Die entstandene Melanomzelle besitzt im Action String definierte Eigenschaften:
.NewCell(species='"MELANOMACELL',proliferation=1,celldeath=0,hasBirthWish=1);Send(melanin,' MELA
NINFORNEIGHBOURS', T);Send(gf, 'GF',T);Send(gf,'GF',F);"

[2]: Transition Action ,hasBirthWish=1;"

3.3. Die Signaltransduktionswege in Melanozyt und Melanomzelle
Im Folgenden werden die Signaltransduktionswege im Melanozyten und maoglichen
Veranderungen in der Melanomentstehung erlautert sowie die zugehorigen Modelle

dargestellt.

3.3.1. Der MAPK-Signaltranduktionsweg (Abb. 3.3.1 — 3.3.5.)

Der Mitogen-Activated-Protein-Kinase-Signaltransduktionsweg (MAPK-Signaltrans-
duktionsweg, mitogene Kaskade) ist Konvergenzpunkt vieler Signaltransduktionswege
des Melanozyten. Er hat durch diese Vernetzung eine Schrittmacherfunktion und
mundet in der Aktivierung verschiedener Proteine und Faktoren, die zu Proliferation und
Differenzierung der Zelle beitragen. (Fensterle, 2006) Der Start der mitogenen Kaskade
im gesunden Melanozyten erfolgt entweder Uber die Bindung eines Wachstumsfaktors
(EGF= Epidermal growth factor, bFGF= b Fibroblast growth factor oder M/SCF=
mast/stem cell factor) an einen entsprechenden Tyrosinkinase-Rezeptor (EGF-
Rezeptor, FGF-Rezeptor=, c-Kit (=Stammzellfaktor)-Rezeptor) oder Uber die Aktivierung
eines G (Guanosintriphosphat=GPT)-Protein gekoppelten Rezeptors wie dem
Melanocortin-Rezeptor mit seinem Ligand dem oMSH (aMelanotropin) (Haas et al.,
2005; Halaban, 2005). Beide Wege fuihren zur Aktivierung der GTPase (Ras (Receptor
activated substrate), letztere Uber die Adenylatcyclase, zur cAMP(Zyklisches
Adenosinmonophosphat) Erhéhung intrazellular und schliel3lich zur Aktivierung von Ras
durch den cAMP-driven Exchange Faktor (Busca et al., 2000; Smalley, 2003). Am Ende
Signalweiterleitung Uber Ras - Raf > MEK (MAPK/ERK Kinase) 1 und 2 stehen ERK
(Extra cellular signal regulated kinase) 1 und 2 mit ihren entsprechenden Funktionen. Es

existieren in jedem Glied dieser Kette Proteine, die ihren Verlauf kontrollieren.
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Ras:
Bei normaler Ras Stimulation aktiviert Ras die Serin/Threonin Kinase Raf (A-Raf, B-Raf,
cRaf1) direkt. Bei starker Ras Stimulation gibt es Mechanismen, welche die Zelle vor

onkogener Transformation schitzen und in der gesunden Zelle zum Zellzyklusstopp

fuhren: Ras induziert via ERK die Regulation sowohl von p53 und somit die Apoptose
als auch von p16™“ (Inhibitor of Cyclin-dependent Kinase 4-Pocket Protein), das CDK
(Cyclin-dependent-Kinase) 4 und 6 inhibiert (Chin et al., 2006).

Raf:

Neben der MEK 1 und 2 Aktivierung erhdht eine starke Raf Stimulation die p21°"™* (p21
Cyclin-dependent Kinase Inhibitor) Expression. p21°"" bewirkt als CDK-Inhibitor (CKI)
den Zellzyklusarrest Smalley, 2003).

Gehemmt werden kann Raf von Raf 1 kinase inhibiting protein und Proteinen der
Sprouty-Familie (SPRY) (Tsavachidou et al., 2004).

MEK1 /2 und ERK1/2:

MEK 1 und 2 (Mitogen activated protein kinase), von Raf aktiviert, phosphorylieren ERK.
Im Cytoplasma inaktivieren ERK die Bad (Bcl-xL/Bcl-2-associated death promoter) und
Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death), die die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2
(B-cell lymphomal/leukemia-2 gene) und Bax (Bcl-associated protein x) inhibieren, und
tragen so zum Fortleben der Zelle bei (VanBrocklin et al., 2003; Panka et al., 2006;).
Bad wird durch die p90RSK (90-kDa ribosomale S6 Kinase Pocket Protein) deaktiviert.
Es bleibt im inhibitorischen Komplex mit 14-3-3 cytoplasmatischem Protein und kann
seine proapoptotische Funktion nicht ausfiihren. ERK migrieren zusatzlich in den
Zellkern, wo sie mehrere Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und aktivieren, welche
die Expression von zellzyklusantreibenden und anti-apoptotischen Proteinen
induzieren. Der so genannte ,Survival Factor* melanocyte transcription factor
microphthalmia (Mitf), stimuliert die Melaninsynthese, das anti-apoptotische Protein Bcl-

2 und andere Faktoren, die fur die Zellzyklusprogression sorgen (Widlund et al., 2003;
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Panka et al., 2006;). laps (Inhibitor of apoptosis) und BCL-X1 sind Proteine, die die
Apoptose inhibieren und deren Expression auch von ERK eingeleitet wird. Eine
wichtige Funktion, die ERK im Nukleus des Melanozyten erfillt, ist die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren c-Jun (N-Terminale Kinase), Ets (E26 avian leukemia oncogene)
und CRFB (Corticotropin-releasing factor B). Sie regulieren die Transkription der fur die
Zellzyklusprogression wichtigen Faktoren Cyclin D und E2F (2 und 4) (Halaban, 2005).
An dieser Stelle schlieldt sich der Rb/E2F-Signalweg an.

Abb. 3.3.1. — 3.3.5. mapk-signaling pathway.mbe

g-recept..
talse
true
ligandBindingTeo...

2 true

tal=e

mapk-start

_

talsa raslsActivated==...

true

ligandBindingTe...

Abb. 3.3.1. Uber einen G-Rezeptor oder einen Tyrosinkinase-Rezepzor wird Ras aktiviert.
[1]:ligandBindingToTyrosinkinaseReceptor==1 [2]:ligandBindingToGReceptor==
[4]:raslsActivated =="P16INK4A'||raslIsActivated=="P53'
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_— rafiohibi.. 4. arRONG -
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4> 9 —"
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ras|sActivated==...
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cdk4Andélsinhibited=1;
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Abb. 3.3.2. Ras kann durch p16™~*2 [4][6], inhibiert werden, so dass die CDK4 und 6 nicht
aktiviert werden [8]. Wird Raf nicht von rafiKinaselnhibitingProtein und Spry2 inhibiert [5],
aktiviert es bei normal starker Aktivierung MEK [9], bei starker Aktivierung p21CIp [10], das zum
Zellyzyklusarrest fihrt.

[4]: raslsActivated=="P16INKA'||[rasIsActivated=="P53' [5]: raflsActivated=='"NORMAL'&&raf1Kinase
InhibitingProteinlsActivated==0&&spry2lsActivated==0||raflsActivated=="STRONG'&&raf1Kinaselnhibiting
ProteinlsActivated==0&&spry2lsActivated==0

- —— e ——
o —— - T —
__—'——'_'_——__ __———_____
T
e
true
== ——
badisinhibited e
—_— — =
— =——— 13 |—— =
> mekActl.. I — s —— P
false
erkAct,.
frue H—ﬂ[""\ ‘%"HUCLE“' erkinNucleus- random one action... b targets
mekls Activated=... 2:'BAD" nNucl MITE _| > 1, "MITF
erkKinNucieus= . on ;
11 5B erkinNucleus="CJUNETS"; e
erklsActivate ! 3;'CRFB'
12 erkinNucleus="'CRFB'; 4 1APS'
! 1
erkinNucleus="IAPS": ——
14 erkinNucleus

15

Abb. 3.3.3. Uber MEK [11] wird ERK aktiviert [12]. Wenn ERK nicht durch Bad oder Bim gehemmt

[12][13], transolziert es in den Nukleus zur Initilerung verschiedener Faktoren [ 14][15].

[11]: meklsActivated=="NUCLEUS'||meklisActivated=="BAD'||mekIsActivated=="BIM'

[14]: erkInNucleus=="MITF";erkiInNucleus=="CJUNETS';erkInNucleus=="MYC'; erkinNucleus=="lAPS";
erkinNucleus=="ETWOF";
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N __——_——:_:—_—5-{:—_:_ 19
— 1:—2,____::__—__
miti- randoim one actonsiring execution — —
mitf .
mitflsExpressed="TYROSINASE'; > 1; TYROSINASE Dapoptosi:
mitflsExpressed="BCLTWOQO", 2, 'BCLTWC' g
mitflsExpressed="CELLCYCLEGENES", Dos o =s e 20—
mitflsExpresse:
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cellcy
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Abb. 3.3.4. MITF wird exprimiert [16] und wirkt antiapoptotisch iiber BCL2 [18][21],
zellzyklusaktivierend iiber die Expression verschiedener Proteine [18][22] und tragt iiber die
Tyrosinase zur Melaninsynthese bei. CJun, Ets und CRFB greifen in den Rb/e2f-
Signaltransduktionsweg ein [15][17]. IAPS und BCL XL inhibieren die Apoptose [15][21]

[17] Submodell: rb e2f-signaling pathway.mbe

cellCycleArrest

"DEP/D cellCycleArrest=1 FE“‘“

\DDD apopiosls r — B

apoptosisisindicated=1;

—

apoptosisinhibition

melanogenesis

Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS',T);

apoptosisisinhibited=1;

21

23

cellcycleprogression

cellcycleprogression=1;

22

Abb. 3.3.5. Ende der Kaskade: Schreitet der Zellzyklus voran [22], sendet der Melanozyt Melanin
eine seine benachbarten Keratinozyten [23] und proliferiert. Wird der Zellzyklus gestoppt [19]
proliferiert er dementsprechend nicht. Wenn die Apoptose eingeleitet wird [ 20], stirbt die Zelle.
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Der MAPK-Signaltransduktionsweg im Melanom

Der MAPK-Signaltransduktionsweg ist ein besonders wichtiger Signaltransduktionsweg
in der Onkogenese eines Melanoms (Houben, 2004; Gray-Schopfer et al., 2005;
Halaban, 2005; Panka et al., 2006;). In praktisch jeder Melanomzelle findet sich eine
standige Aktivierung durch verschiedene Veranderungen (Fensterle, 2006; Haluska et
al., 2006; Hao et al., 2007; Chiu et al., 2007). Mutationen und Deregulationen, die zum
permanenten Anschalten dieses Signaltransduktionsweges fihren und dadurch eine
Tumorzelle vor der Apoptose bewahren und ihre Proliferation sichern kénnen, sind
nahezu konsequent vorhanden (Cohen et al., 2002; Smalley, 2003). Die vermehrte
Aktivitat zeigt sich in zugehorigen hohen Proteinaktivitaten beispielsweise der Kinasen
ERK 1 bzw. 2 (Mirmohammadsadegh, 2007).

Autokrine Stimulation:

Indem Melanomzellen die Fahigkeit erlangen sich durch autokrine Mechanismen selbst
zu stimulieren, koénnen sie ohne aulRere Wachstumsfaktoren proliferieren.
Beispielsweise exprimieren sie die Wachstumsfaktoren FGF1 und HGF (Hepatocyte
growth factor) sowie ihre Rezeptoren bFGF und HGFR (Hepatocyte growth factor
receptor) (Satyamoorthy et al., 2003). Des weiteren unterstitzen parakrine
Mechanismen wie der IGF (Insulin-like growth factor) und PDGF (Plateled derived
growth factor) das Wachstum zusatzlich (Abb. 3.3.12. [36]) (Satyamoorthy et al., 2001).

Ras und Raf — Mutationen:

Wenn Ras oder Raf fehlerhaft exprimiert sind, kbnnen sie auch ohne Stimulation Gber
einen Rezeptor den MAPK-Signalweg aktivieren (Panka et al., 2006). In ca. 9-15% der
Melanome findet man Mutationen von Ras und in ca. 60 % von Raf (meist B-Raf) (Alsina
et al., 2003; Becker et al., 2006; Haluska et al., 2006; Roberts, 2006; Hao et al., 2007)
Bei starker Raf-Aktivierung, die in malignen Zellen haufig vorkommt, kann Raf den CDK-
Inhibitor p21¢'" aktivieren, welcher die Zelle vor onkogener Transformation schiitzen
kann. Es kommen auch bei p21°" Mutationen vor, so dass es seine Funktion nicht

erfillen kann (Smalley, 2003) Die Raf-Inhibitoren, Raf1-Kinase-Inhibiting-Protein und
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SPRY2, sind in malignen Melanozyten haufig herunterreguliert oder fehlen ganz
(Tsavachidou, 2004).

P53:

Das Protein p53 blockiert den Zellzyklus, wenn gravierende Schaden in der DNA
vorliegen. Haben DNA-Reparatursysteme die Schaden repariert, kann dieser wieder
fortgesetzt werden. Ist eine Reparatur nicht moéglich, wird die Apoptose eingeleitet und
somit verhindert, dass geschadigte Zellen sich vermehren und entarten. Im malignen
Melanom sind Punktmutationen oder Allelverlust von p53 selbst selten oder kommen gar
nicht vor (Chin, 2003). Es findet sich jedoch haufig ein Verlust von Tumorsupressor Gen
p14ARF (
dementsprechend seine proapoptotische und zellzyklusblockierende Wirkung nicht
ausuben (Lowe et al., 2004; Horn, 2005; Packer et al., 2007).

p14 Alternate reading frame). Dadurch wird p53 vermehrt abgebaut und kann

Bad und Bim: proapoptoische Proteine

Ist Bad aktiv, transloziert es ins Mitochondrium und verhindert durch Bindung an Bcl-2
und Bcl-XL deren Apoptoseinhibierung. Die RSK 9(0-kDa ribosomale S6 Kinase) kann
durch Phosphorylierung von Bad diese Funktion aufheben. In malignen Melanomzellen
konnen das hochaktive ERK oder eine fehlerhafte RSK Bad dauerhaft ausschalten, d.h.
die Apoptose der malignen Zellen verhindern (Shimamura et al., 2000; VanBrocklin et
al., 2003; Haluska et al., 2006). Ein anderes Mitglied derselben Proteinfamilie, dass die
Apoptose induzieren kann, aber von ERK 1 und 2 im Melanom in erhéhtem Male
abgebaut wird, ist Bim (Ley et al., 2003).

ERK:

In einer Melanomzelle kann ERK die zusatzliche Fahigkeit erlangen, uUber die MKS1
(MAP kinase 4 substrate 1) NFkB zu aktivieren, was zum Fortbestehen einer malignen
Zelle beitragt (Guldberg et al., 1997; Dhawan et al., 2001).
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E2F:

Im nicht stimulierten Melanozyten liegen E2Fs (E2F2, E2F4) gebunden vor. Im Melanom
sind die Signaltranduktionskaskaden unabhangig von Wachstumsfaktoren geworden
und E2Fs kdnnen immer aktiv sein. E2F1 wird im Melanom erhoht exprimiert, was in
diesem Falle zur Proliferation und nicht wie in der gesunden Zelle zur Apoptose fuhrt
(Roberts, 2006).

Abb. 3.3.6. — 3.3.12. mel mapk-signlaing pathway.mbe

. camy
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1,"GRECEPTOR camp.mbe |
2, TYROSINKINASE' 4
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true true
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false
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raslsDeficient==" raflsDeficient==1

Abb. 3.3.6. Auf dem normalen Weg wird Ras iiber einen G-Rezeptor oder einen Tyrosinkinase-
Rezeptor aktiviert [1][2][4] und kann durch p16INK41 oder p53 gehemmt werden [6]. Ras und Raf
konnen jedoch durch Mutationen fehlerhaft und so trotz fehlender Ligandenbindung an einen
Rezeptor aktiv sein [1][ 3][ 4].

[1]: ligandBindingToReceptor=="GRECEPTOR'||ligandBindingToReceptor=="TYROSINKINASE' [3]:
raslsDeficient==1 [5]: raflsDeficient==1 [6]: ras=="PSIXTEENINKFOURA'||ras=="PFIFTYTHREE'
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|| 2"PFIFTYTHREE'

p16INK4alsUpre...

[+ ] redctivate
PIGINKA... /D-:dkdlAndﬁAreActivateé
P ekt g R RN INKKFOURA 9 oo L6
Fedn;

cdk4And6lsinhibited:

default 14
erkisActivate: 7 —
— 53Upre... ——— —
PR false
false true 14ARF
10 p false
true p5ilsUpregulate...
raf1Kina... 13 true
ras=='PSIXTEEN... false

true

p14ARFAsDeficie...

Kinaselnhibi

raf - random one actionstring execution

:

raflsActivated="PTWOONECIPONE";
raflsActivated="NFKAPPAB";
raflsActivated="MEK";

11

Abb. 3.3.7. ERK kann bei starker Stimulation direkt von Ras aktiviert werden [7] und aktiviert dann
selbst die CDK4 und 6 [16]. Dieser Vorgang kann durch p1 6" oder p53 gestort werden [7][16].
Sind diese jedoch defekt (p16™"** [9], bzw. p53s Regulator p14"*F [10][13]) konne sie ihre
tumorsuppressive Funktion nicht mehr erfiillen. Bei normal starker Ras-Aktivierung wird Raf
aktiviert. Auch Raf kann ungehemmt aktiv sein [11], wenn seine Inhibitoren
Raf1KinaselnhibitingProtein und Spry2 [ 8] defekt sind.

[6]: ras=="PSIXTEENINKFOURA'||ras=='"PFIFTYTHREE' [8]: raf1KinaselnhibitingProteinlsDeficient==
||spry2IsDeficient==1 [9]: p16INK4alsUpregulated==1||p16INK4alsDeficient==0

[10]:p53IsUpregulated==1 [13]: p14ARFIsDeficient==
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-
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6INK4alsUpre...

true

cdk4And6Arelnhibited

cdk4And6lsinhibited=1;

53Upre...
p a false

true

pS3lsUpregulate...

13

true

p14ARFIs Deficie...

mek

meklsActivated=1:

raf - random one actionstring execution

>

raflsActivated="PTWOONECIPONE":
raflsActivated ="NFKAPPAR',
raflsActivated="MEK';

11

12

raf

rafisActivatet

17
1: 'MEK' ,-"D p21GIF false
2, 'PTWOOMNECIPONE' 18 frue
3 'NFKAPPAB' p21CIP1IsDeficie..
defaull
\D nfKappaB /
mel anappaB—...r
19

Abb.3.3.8. Raf aktiviert MEK [17] und den NFxB-Signaltransduktionsweg[19], kann jedoch von
P21%"! inhibiert werden, falls dieses nicht defekt ist [11][12][18]. CDK4 und 6 werden von ERK
aktiviert oder von p16™** inaktiviert [9][14][16].
[13]: p14ARFIsDeficient==1 [18]: p21CIP1IsDeficient==1 [19]: mel nfKappaB-signaling pathway.mbe
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mek
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cdks

cdksAreActivated=1;

bb. 3.3.9. ERK ist aktiv. Uber Raf wird der NFik B Signalweg und die CDKs aktiviert
[18]: p21CIP1IsDeficient==1 [19]: mel nfKappaB-signaling pathway.mbe

bim
false

24 true
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> ok 1; ERKNUCLEUS'
2. BIM
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defaull
erklsActivate:

false

/,{> bad

25 frue
rsklsDeficient==...

erknucleus- random one actionstrr..

23

erkinNucleus="MITF";

erkinNucleus="MYC';
erkinNucleus="|APS';
erkinNucleus="ETWOF";

26

erkinNucleus="MITFTWO';

erkinNucleus="CJUNETS';
erkinNucleus="NFKAPPARB';

——=
‘\> fargets 1, MITF
2, MITFTWO
3; MY C!
4;'1APS"
5, "ETWOF'
6, 'CJUNETS
7, 'NFKAPPAB'
27 defaull /
erkinNucleus

Abb. 3.3.10. Die ERK ist im Nucleus aktiv [23][26]. Bad kann bei starker Aktivierung von ERK
durch die RSK inhibiert werden, welche jedoch defekt sein kann.[24]: bimlisinhibited==1 [25]:
rskisDeficient==1||ERK=="STRONG'
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Abb. 3.3.11. Die durch ERK aktivierten Faktoren [27] haben postitive Auswirkungen auf den

Zellzyklus[31][32] und

Apoptose [24][25]. [32]

das Uberleben [30]der Zelle. Bad und Bim nehmen Einfluss auf die

: mel rb e2f-signaling pathway.mbe [33]: melanoma cell

callCycladrrest

cell

CycleArrest=1;

29

apoplosis

apoptosi

sisindicated=1;

1 30

apoptosisinhibition

apoptosi

sisinhibited=1;

malanoma cell

Send(gf,'GF",F});

NewCell(species="MELANOMACELL', prolife...
Send({melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);
Send(gf, 'GF',T});

autocrin...

3 1 cellcycleprogression k=
i cellcycleprogression=1; 33 P tnlm
34
mel rb e2f-sig.
/{> 32
Abb. 3.3.12. Eine Melanomzelle kann entstehen. Sie proliferiert ungehemmt, geht nicht in

Apoptose, versendet Melanin und Wachstumsfaktoren [35] und hat gegebenenfalls die Fahigkeit
zur autokrinen Wachstumsstimulation [ 36].
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[33]: NewCell(species='MELANOMACELL', proliferation=1, celldeath=0,
hasBirthWish=1); Send(melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);Send(gf, 'GF',T);Send(gf,'GF',F);
[34]: autocrineStimulation==

3.3.1.1. Rb/E2F-Signaltranduktionsweg
Eine groRe Rolle spielen in diesem Signalweg die Pocket Proteine oder auch Rb-
Proteine, erstmals von Knudson 1971 im Retinoblastom entdeckt. Sie Uberwachen als
Regulatoren des Zellzyklus die Restriktionspunkte von Ruhe- und DNA-Synthese Phase
(Halaban, 1999; Petrocelli et al., 2000). E2Fs sind transkriptionsaktive Faktoren, die den
Zellzyklus ankurbeln. Im nicht mitogen-stimulierten Melanozyten sind freie E2Fs selten:
Im Komplex mit Pocket Proteinen wie p130 oder seltener mit pRb gebunden, findet
keine Transkription statt und der Zellzyklus stoppt. Im mitogen-stimulierten Melanozyten
sind E2F2 und E2F4 hingegen frei und transkriptionsaktiv E2F aktiviert Cyclin E,
welches dann wie auch Cyclin D die CDK (cyclin dependent kinases) aktiviert.
Die CDK-Aktivitat wird durch Inhibitoren, die CKI (CDK-Inhibitor) -Familien INK4
(Inhibitor of Cyclin-dependent Kinase 4) und WAF/KIP (wild-type p53 aktivated fragment/
(Proteine der Cyclin-dependent Kinase Inhibitoren), kontrolliert. INK4 (p16INK4a) binden
an CDK 4 und 6, so dass Cyclin D keine Bindung mehr eingehen kann. WAF/KIP
(P21WAF1, p27KIP1, p57KIP2) bilden einen Komplex mit Cyclin E-CDK2, dessen
Aktivitat wird so inhibiert wird. Folglich findet keine Zellzyklusprogression statt (Petrocelli
et al., 2000; Halaban, 2005).
Die CDK inhibieren wiederum durch vermehrte  Phosphorylierung die
Tumorsuppressorfamilie der  Retinoblastomproteine (pRb, p107, p130 = Pocket
Proteine). Somit wird E2F (2 und 4) aus dem supprimierenden Komplex mit den Pocket
Proteinen befreit. Ohne die Hemmung durch die Retinoblastomproteine kann E2F ab
sofort die kontinuierliche Expression von Genen bewirken, die den Zellzyklus ankurbeln:

- Zellzyklus Progression und verstarkende Stimulation CDK: Cycline A, D, E, cdc2,

p107, p21 CIP
- DNA-Synthese: Dihydrofolatreduktase, DNA-Polymerase a.
- Transkriptionsfaktoren: c-Myc (V-myc myelomatosis viral oncogene homolog), c-
MYB, B-MYB, E2F1, E2F2

(Halaban, 1999; Petrocelli et al., 2000; Haass et al., 2005; Halaban, 2005)
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Je nach zellularem Kontext kann E2F1 Apoptose induzieren oder Proliferation
unterstlitzen. Es existiert ein Selbstschutz der Zelle vor maligner Entartung: die
Uberexpression von E2F1 kann zur Apoptose des Melanozyten fihren (Haass et al.,
2005; Roberts, 2006).

Am Ende der Signaltransduktionskaskade stehen die Melanogenese und die
Melaninabgabe an die benachbarten Keratinozyten, sowie weitere Differenzierung und
Proliferation (Haass et al., 2005).

Abb. 3.3.12. — 3.3.15. rb e2f-signaling pathway.mbe
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Abb. 3.3.13. Nur wenn p16m'“a und die CKI nicht aktiv sind [2], werden liber die Cycline E und A
[3] die CDKs [4] aktiviert.

[2]: p16INK4alsActivated==1||ckiAreActivated==1||p16INK4alsActivated==1&&ckiAreActivated==

[3]: cyclinElsActivated==1||cyclinDIsActivated==
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Abb. 3.3.14. Die CDK wiederum inaktivieren die Pocket Proteine [5], so wird E2F
transkriptionsaktiv [ 6].
[7]: e2f1IsOverexpressed==

\[}D/D cellCycleArrest
cellCycleArrest=1;

melanin

Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOUR...
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cellcycleprogression

cellcycleprogression=1;

\D apopfosis
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Abb. 3.3.15. Zur Apoptose der Zelle kann es kommen, wenn E2F iiberexprimiert wird [11], Abb.
3.3.14.[7] [10]: Send(melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);
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Rb/E2F-Signalweg im Melanom

Im Melanom wird die Aktivitat der zligelnden Pocket-Proteine von Wachstumsfaktoren
nicht mehr nur eingeschrankt, sondern ist auch ohne deren Mitwirken immer
unterdrtckt. Ihre Funktion wird durch den standig angeschalteten MAPK-Signalweg und
andere Faktoren gestort, die zur Cyclin-Uberproduktion, stéandiger CDK-Aktivitat und
damit zur Rb-  Hyperphosphorylierung  fuhren  (Halaban, 2005). Das
Tumorsuppressorgen Rb ist in 60 % aller menschlichen Tumoren mutiert. Ist es defekt,
werden die fur die Synthese-Phase des Zellzyklus notwendigen Proteine verstarkt
produziert (Smalley et al., 2003; Halaban, 2005). Rb steht in engem Zusammenhang mit
den Protoonkogenen Cyclin und CDK4, sowie ihrem Hemmestoff p16. In jedem Tumor ist
eine der Komponenten des p16-Cyclin D-CDK4-Rb-weges der Zellregulation verandert
(Ganten et al., 2001).

CDKs:

Der uneingeschrankten Phosphorylierung der tumorsuppressiven Pocket-Proteine (Rb)
durch CDK4/6 und CDK2 im Melanom liegen zwei Tatsachen zugrunde: Erstens kann
die CDK-Inhibierung durch die CKls entfallen, wahrend zweitens die CDK-aktivierenden
Cycline hochreguliert sein kdnnen. AuRerdem ist eine Punktmutation in CDK4 bekannt,

welche die hemmende Bindung von p16INK4a verhindert (Halaban, 1999).

CKis:

Die Cyclin-dependent Kinase Inhibitoren gehéren zur INK oder zur CIP/KIP-Familie.
P16INk4a gehort zur INK4 Proteinfamilie und inihibiert die CDKs 4 und 6. Diese
Phosphorylieren und inaktivieren das Rb-Protein, wodurch der Zelle der Eintritt in die S-
Phase des Zellzyklus gewahrt wird (Serrano et al., 1993). Der Verlust von P16INK4a,
welcher zur Rb-Inaktivierung und so zu ungehemmter Zellzyklusprogression flhrt, ist im
malignen Melanom sehr haufig (Kumar et al., 2001; Chin et al., 2006). Im Melanom
kommt auch der Verlust von p14ARF vor. Folgend kann HDM2 (Human double minute-
2) p53 ungehindert zum Abbau markieren, so dass dieses nicht mehr die Apoptose
induzieren und das Zellwachstum unterdricken kann (Packer et al., 2007). Wahrend

p27KIP1, bekannt als positiver Regulator der Apoptose, im Melanom haufig supprimiert
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ist, kann p21WAF1, das die Zellen vor p53 induzierter Apoptose schutzt, Uberexprimiert
sein (Katayose et al., 1997; Halaban, 1999).

Abb. 3.3.16. — 3.3.20. mel rb e2f-signaling pathway.mbe
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Abb. 3.3.16. MAPK-Signalweg kann in DNA-gschadigten Melanozyten permanent aktiv sein [1].

Werden die Cycline liberexprimiert [3], konne sie direkt die CDKs aktivieren Abb. 3.3.17 [12]. Die

verschiednen CKls kdnnen jedocj noch in die CDK-Aktivierung eingreifen [4].

[2]: ckiAreActivated=="PONEFOURARF'||ckiAreActivated=="PSIXTEENINKFOURA'||ckiAreActivated==
'PTWOSEVENKIPONE'||ckiAreActivated=="PTWOONEWAFONE'

[3]: cyclinsAreOverexpressed==
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Abb. 3.3.17. Die CKls kdonnen jedoch in Melanomzellen héaufig in ihrer Funktion gestort sein und so
ihre tumorsuppressiven Fahigkeiten verlieren [5][6][7][8].

[5]: p14ARFIsDeficient==1 [6]: p16INK4alsDeficient==1 [7]: p27kiplsSuppressed==1

[8]: p21waflsOverexpressed==1 [9]: p16INK4alsActivated="CDKFOUR';p16INK4alsActivated="CDKSIX";
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Abb. 3.3.18. Durch eine Punktmutation von CDK4 kann die Inhibierung durch p16'ﬁR“a verhindert
und daher der Zellzyklus nicht gehemmt werden.[10][11]. Die Pocket Proteine werden durch die
CDKs inaktiviert [12] [13]. [11]: cdk4IsDeficient==
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Abb. 3.3.19. Die Auswirkungen von E2F auf die Progression des Zellzyklus Involvierte Faktoren
sind Cycline D, E, A CDC2,
Dihydrofolatreduktase sowie weitere Transkriptionsfaktoren [16].
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Abb. 3.3.20. Auch hier entsteht moglicherweise eine Melanomzelle [19].
[19]: NewCell(species='MELANOMACELL',unknownFactor=1, proliferation=1, celldeath=0,
hasBirthWish=1);Send(melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);Send(gf, 'GF',T);Send(gf,'GF',F);

[20]: autocrineStimulation==
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3.1.2. Der Akt-Signaltransduktionsweg

Der Akt-Signaltransduktionsweg (Akt = AKR mouse thymoma) ist der zentrale Weg der
Apoptoseregulation einer Zelle (Datta et al., 1999). Akt sorgt je nach zellularem Kontext
fur die Phosphorylierung von Proteinen, die direkt oder Uber Zwischenschritte anti-
apoptotische oder zellzyklusaktivierende Funktionen innehaben (Robertson et al., 2004 /
2005).

Die Mitglieder der Akt-Proteinfamilie sind die Phosphoproteine AKT1/PKBalpha,
AKT2/PKBbeta und AKT3 PKBgamma. Besonders wichtig im Melanozyten und in der
Melanomentstehung ist Akt3c (hier: Akt).

AngestolRen wird der Akt-Signaltransduktionsweg durch die Bindung eines Liganden
(Wachstumsfaktoren, Intergrine) an einen Rezeptor (Tyrosinkinase Rezeptor, Integrin
Rezeptor)und die darauf folgende PIP3 (Phosphatidylinositol-3, 4,5-triphosphat)
Phosphorylierung Uber die PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3 Kinase) und PIP2
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat). PIP3 aktiviert AKT indirekt durch dessen
Akquirierung an die Membran und die Aktivierung der Kinase PDK-1 (Phosphoinositide
abhangige Kinase 1). Die PDK-1 kann Uber die PKC (Proteinkinase C) MEK aktivieren
und zusatzlich den Zellzyklus ankurbeln kann.

Durch Hemmung bzw. Aktivierung verschiedener Zielsubstrate im Nucleus oder im
Zytosol blockiert Akt die Apoptose:

Akt wirkt aktivierend auf CREB (cyclin AMP responsive element binding protein), das die
Mitf — Expression initiiert. Mitf fuhrt u.a. zur Bcl-2 -Aktivierung und dartber zur
Expression von TBX;, welche Uber Unterdriickung der CDKN2A/ARF-Aktivitat p53
schwacht, fuhrt (Widlund et al., 2003). AuRerdem aktiviert es PIKKs (Pil3K related
Kinases) wie mTOR, die die Apoptose hemmen (Becker et al., 2006). Unterdriicken
kann Akt die Apoptose durch die Inhibierung von den pro-apoptotischen Faktoren BAD,
Caspase 9 und FKHR (Forkhead homolog 1) (Li et al., 2003; Robertson et al., 2004 /
2005).

Neben der Regulation der Apoptose hat Akt auch die Fahigkeit, positiv auf den
Zellzyklus einwirken: Akt hemmt die GSK3 (glycogen synthase kinase 3), die Cyclin D
zum Abbau markiert. Cyclin D kann also seiner Zellzyklus unterstitzenden Funktion

nachkommen (Wu et. al., 2003). Ribosomale S6 Kinasen werden phosphoryliert und
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kurbeln so den Zellzyklus an (Halaban, 2000). Erhdhte Akt-Aktivitat erhoht auch die
Bindungsaktivitdt vom zellzyklusunterstitzenden NFkB an die DNA (Dhawan et al.,
2002).

Die Gegenspieler von Akt:

Faktoren, welche den Akt-Signalweg regulieren kénnen, sind PTEN (phosphatase and
tensin homologue deleted from chromosome 10), Proteinphosphatasen (PP2A) und
siRNA(small interfering RNA) (Wu et. al., 2003; Robertson, 2004/2005 ). Wahrend PP2A
nur die PIP3-Aktivitat inhibiert, kann PTEN zur Inaktivierung der ILK (Integrin Linked
Kinase) fuhren. Die ILK mediiert die erhdhte Cyclin D Expression und Stabilitat: ILK -
PI3K > Akt/PKB -> Inaktivierung GSK3 - g-Catenin 1 - Cyclin D. PTEN induziert des
Weiteren die Apoptose durch die Unterdriickung des antiapoptotischen BCL-2 (Wu et.
al., 2003; Robertson, 2004/2005). Auf genetischer Ebene wird die Expression von Akt
durch die siRNA kontrolliert (Robertson, 2005).

Abb. 3.3.21. — 3.3.24. akt-signaling pathway.mbe

pten- random one actionstring e... ———'D prenjl BKTINHI ’_
ptenlsActivated="AKTINI... 2, LK -
ptenlsActivated="'ILK’; 3:'BCLTWO'
ptenlsActivated="BCLTW... default
\ 5 ptenlsActivatec
akt-start
false

\ 6
\D pten false

true

false
ligandBindingTo...

true

Z

pi3kisActivated=...
2 true plp3 A ak
ptenisinhibited=... ' ak
2;'PDKONE’
3 4 default ak
pip3ls Activatec ak
ak

Abb. 3.3.21. Uber die PIK3 und PIP3 wird Akt aktiviert [2][4][7]. PTEN stort diesen Mechanismus
[3], indem einerseits Akt inhibiert wird, anderesseits liber die ILK der Zellzyklus inhibiert und liber
BCL2 die Apoptose indiziert wird [ 5][ 6]. [1]:ligandBindingToReceptor==1 [2]:pi3kIsActivated==
&&pip3lsActivated==1&&pp2alsinhibited==1[ 3]:ptenlsIinhibited=="AKT'||ptenisInhibited=='"PDKONE'
[5]:ptenisActivated="AKTINIHIBITION';ptenls Activated="ILK";ptenlsActivated="BCLTWO';
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Abb. 3.3.22. Die PDK1 kann sowohl Akt als auch iiber PKCzeta MEK aktivieren [10][11][12] und so
zu Zellzyklusorogression und Apoptosehemmung beitragen. Akt aktiviert Faktoren, die die
Apoptose hemmen: MITF liber die Aktivierung von BCL2 bzw. Hemmung von p53 und Bad [9],
Caspase9, kB, PIKMTor und FKHR; und den Zellzyklus ankurbeln: GSK3 und S6Kinase.

[7]: akt="MITF";akt="INHIBITION';akt="CASPASENINE';akt="IKAPPAB';akt="SSIXKINASE';akt="FKHR';
akt="PIKKMTOR; [9]: bcl2IsActivated==1]||p53IsInhibited==1||badlsInhibited==1 [10]: pdk1IsActivated==
'PKCZETA'&&meklsActivated=="MEK'||pdk1IsActivated=="AKT"
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Abb. 3.3.24. Melanin wird an benachbarte Keratinozyten abgegeben [17]. [17]:

Send(melanin,MELANINFORNEIGHBOURS',T);

Der Akt-Signalsignaltransduktionsweg im Melanom

Studien zeigen, dass in bis zu 60% der Melanome eine Deregulation der Akt-Expression

auftritt (Robertson et al., 2004). Je nach zellularem Kontext fuhrt das Anschalten des

AKT-Signaltranduktionsweges zur Phosphorylierung von Proteinen, die direkt oder

indirekt die Apoptose inhibieren oder den Zellzyklus aktivieren. So ist in 60% aller

Melanome die Phosphatase PTEN inaktiviert, die so ihre Funktion als Gegenspieler von
Akt nicht ausfiihren kann (Wu et al., 2003; Fensterle, 2006; Haluska et al., 2006; Chiu et

al., 2007; Hao et al. 2007). Uberexpression von Liganden und Rezeptoren fihren neben

autokriner Stimulation zum permanenten Anschalten des Signalweges. Selten kdnnen

auch Mutationen von Akt oder der PI3K selbst beobachtet werden (Robertson et al.,

2004; Dai et al., 2005).
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Ras:

Ras kann uber die PI3K Akt aktivieren kann und dient damit der Zelle als
Apoptoseschutz. Wie erwahnt ist Ras in der Mehrzahl der Melanome Ubermafig aktiv.
Die standige Ras-Aktivitat fuhrt zu standiger Akt-Aktivitdt (Downward, 1998; Haluska,
2006).

PTEN:

PTEN ist ein weiteres wichtiges Element in der veranderten Signaltransduktion in
Melanomzellen. Der Verlust dieses Tumorsuppressors als effektiver Inhibitor des Akt-
Signalweges konnte in 30 % der Falle gezeigt werden (Guldberg et al., 1997; Tsao et
al., 1998;).

Akts zusatzliche Downstream-Ziele im Melanom:

Der Switch von E-Cadherin zu N-Cadherin in Melanomen aktiviert Akt. Dieser Weg fuhrt
zu BAD-Inaktivierung, Akkumulation von p-Catenin, erhoéhter Transaktivierung und
nuklearen Lokalisation von NFxB (Li et al., 2001; Dhawan et al., 2002).

Durch Akt iber hnTERT(humane Telomerase Reverse Transkriptase) — Phosphorylierung
erhoht sich die Telomerase-Aktivitat (Kang et al., 1999).

Aulerdem reguliert Akt MelCam (melanoma cell adhesion molecule) herauf, welches
das proapoptotische Bad inhibiert und in einer reziproken Regulationsschleife Akt
aktiviert (Li et al., 2003).
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Abb. 3.3.25. — 3.3.24. akt-signaling pathway.mbe
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Abb. 3.3.25. Wenn Ras permanent aktiv ist, wir der Signalweg trotz fehlender Ligandenbindung
angestofen [1] [3]. PTEN kann in einer DNA geschéadigten Zelle betroffen sein und seine
tumorsuppressive Funktion nicht ausiiben [4] [5] [ 6].

[1] ligandBindingToReceptor==1 [2] pi3kisActivated==1&&pip3IsActivated==1&&pp2alsActivated==0

[3] raslsPermanantlyActive==1 [4] ptenlIsDeficient==1[5] ptenlsActivated="PIPTHREEINHIBITION'; pten
IsActivated="ILK";ptenlIsActivated="BCLTWOQ"'; [6] pp2alsActivated=="AKT'||pp2alsActivated=="PDKONE'

[7] pip3IsActivatedPermanantly
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Abb. 3.3.26. Akt kann in Melanomzellen zusétzlich iiber den Switch von E-Cadherin zu N-Cadherin
aktiviert werden [11]. Dieser Weg fiihrt dann zu BAD-Inaktivierung, Akkumulation von p-Catenin,
erhohter Transaktivierung und nukleare Lokalisation von NFxB [12], Abb. 3.3.27.[12].

[5] ptenlsActivated="PIPTHREEINHIBITION';ptenlsActivated="ILK";ptenlsActivated="BCLTWO";

[7] pip3IsActivatedPermanantly [8] pdk1IsActivated=="PKCZETA'&&pdk1IsActivated=="MEK'||pdk1ls
Activated=="AKT' [11] eCadherinSwitch=="BADINHIBITION'||eCadherinSwitch=="BETACATENIN'||
eCadherinSwitch=="NFKAPPAB'
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Abb. 3.3.27. Neben den in Abb. 3.3.22. gezeigten Faktoren, kann Akt in Melanomzellen zusatzlich
die Telomerase-Aktivitdt erhdhen sowie MelCam heraufregulieren [15] [16].
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Abb. 3.3.28. MelCam inhibiert einerseits das proapoptotische Bad [17] [20] und aktiviert
andererseits in einer reziproken Regulationsschleife wiederum Akt [17].
[18] bcl2IsActivated==1||p53IsInhibited==1||badlsInhibited==

apoptosis

iislsindicated=1;

noptosisinhibition

slsinhibited=1;
20
cancerogenasis
PI NewCell(species="MEL... pl
Send{melanin,'MELANIN...
Send(gf, 'GF',T); false ¥
cellcyclaprograssion Send(gf,'GF',F): true

cleprogression=1; 2 autocrineStimul..

21 23

Abb. 3.3.29. Auch der Akt Signalweg kann letztendlich die Cancerogenese entscheidend
beeinflussen.
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3.1.3. NFxB-Signaltransduktionsweg

(Modell ,nfKappaB-signaling pathway.mbe“ sieche Material und Methoden S. 18 — 23)
NFkB (Nuclear Factor k B) ist ein dimerer Transkriptionsfaktor, der die Expression von
Faktoren des Wachstums, der Apoptose und der normalen Immunreaktion als Antwort
auf proinflammatorische Zytokine reguliert und initiiert (Dhawan et al., 2002; Amiri et al.,
2005).

Wenn NFkB an seinen Inhibitor IkB (Inhibitor ¥ B) im Cytosol gebunden ist und daher
keine Translation in den Zellkern stattfindet, ist der NFkB-Signaltransduktionsweg
inaktiv. Die Aktivierung erfolgt Gber TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) und TLRs (Toll
like Receptors), die Uber den IkB-Kinase Komplex (IKKa, IKKB und IKKy (NEMO)) die
IkB dem proteasomalen Abbau zufihren. NFkB wird freigesetzt und kann in den
Zellkern translozieren (Karin, 1999).

Dort initiiert es die Expression von Genen oder die Aktivierung von Faktoren, die wichtig
fur das Zelliberleben und die Zellzyklusaktivierung sind. Zu den Anti-apoptotischen
Faktoren gehoren laps, Survivin, Bcl-2, Bel-XL sowie Traf 1 und 2 (tumor necrosis factor
receptor associated factor) (Chawla-Sarkar et al., 2003). TRAF 1 und 2 flGhren in einer
Schleife zur NFxB Aktivierung: TRAFs aktivieren NIK (NFxB inducing kinase), NIK
aktiviert die IKKs o und/oder f , d.h. IkB Abbau, NFxB Aktivierung und wiederum TRAF
Aktivierung. Aulierdem aktiviert NIK ERK 1 und 2 (Dhawan et al., 2002). Die den
Zellzyklus Proteine sind die CDK 2 und Cyclin D. Aul3erdem inhibiert NFkB Faktoren,
die normalerweise die Apoptose einleiten, wie z.B. TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis inducing ligand) (Chawla-Sarkar et al., 2003).

Mit beeinflusste Inflammationsmediatoren sind Chemokine, Interleukine, iINOS, COX-2
und Proteine der Metastasierung wie VEGF und MMPs (Das et al., 2005).

NFkB wird neben dem oben beschriecben Weg von Faktoren anderer
Signaltransduktionswegen moduliert und aktiviert. Dazu gehort die erwahnte
Modellierung durch Akt. Die Ras induzierte Aktivierung von NFxB fuhrt zur
Unterdrickung der Apoptose. Die PKC (Proteinkinase C) hebt die IKK-Aktivitat, die CK Il
(Casein Kinase Il), PKAc und MKS 1 kénnen NFkB direkt induzieren (Amiri et al., 2005).
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Der NFkB-Signalweg im Melanom
Die NFkB-Aktivitat ist in vielen bosartigen Tumorerkrankungen erhoht und verursacht im
Melanom eine Deregulation der Gentranskription. NFkB kann eine Vielzahl von pro-

apoptotischen, pro-angiogenetischen und pro-metatstatischen Faktoren induzieren und

Mechanismen beeinflussen, die den NFkB-Signaltransduktionsweg in der Situation der

Entartung eines Melanozyten beeinflussen. (Amiri et al., 2005; Ueda et al., 2006).

IKK:

Die IKK ist in der malignen Entartung haufig dadurch GbermaRig aktiv, dass Ras, Raf,
und die PKC die IKK starker aktivieren und Ras und Raf zusatzlich den IkB-Spiegel
erniedrigen konnen (Dhawan et al., 2002; Nishida et al., 2003; Amiri et al., 2005;).

NIK:
Es konnte gezeigt werden, dass NIK im Melanom haufig Gberexprimiert wird. Es stellt
einen potenten direkten Aktivator von NFkB dar und ist in die Aktivierung des IKK-

Komplexes involviert (Woronicz et al., 1997; Nemoto et al. 1998).

Akt/PKB:

Akt kann einerseits Uber Interaktionen mit dem IKK-Komplex und andererseits Uber die
Erhohung des an die DNA gebundenen Anteils von NFkb, was zu einer erhohten
Transaktivierungskapaziat fuhrt, NFkB vermehrt aktivieren (Datta et al., 1999; Dhawan

et al. 2002).

Ras/Raf/MEK/ERK:

Im deregulierten MAPK-Signaltransduktionsweg kdénnen die Komponenten Ras, B-Raf
und ERK Uber die MKS1 die NFxB-Aktivitat erhdhen (Dhawan and Richmond
2001/2002; Liu et al., 2006).
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Abb. 3.3.30. — 3.3.33. mel nfKappaB-signaling pathway.mbe
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Abb.3.3.30. Wenn Ras, Raf, PKC1 oder Akt selbst fehireguliert oder fehlerhaft [ 2] sind wird die IKK
libermassig [ 4] aktiviert, lkB wird degradiert und INFkB kann in den Nukleus translozieren [ 5].

[1] ligandBindingToReceptor==1[2] rasIsDeficient==1||raflsDeficient==1||pkclsDeregulated==1||
aktlsDeregulated==1[16]: Other factors activate nfKappaB: rasIsActivated==1||aktIsActivated==
||pkclsActivated==1||ckllisActivated==1||pkaclsActivated==1||mkslisActivated==
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Abb.3.3.31. Da Akt die Transaktivierungsaktivitit on NFkB erhéhen kann, fiihrt in diesem Falle [7]
die Transition direkt zur Zellzyklusprogression [ 10]. Andernfalls [8] fiihrt Nfk B liber die CDK2 und
Cyclin D zur Zellzyklusprogression und inihibiert tiber IAPS, Survivin, BCL2-like-Protein und die
Suppression von Trail die Apoptose [11].

[7] aktlsDeregulated==
[9] niklsActivated=="STRONG'
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Abb.3.3.32. Traf 1 und 2 aktivieren Nik [9]. Bei normaler Aktivierung aktiviert Nik die IKK und ERK
[12] [13]. Bei starker Aktivierung wird in einer reziproken Schleife NfkxB durch Nik sogar direkt
aktiviert [ 8].

[9] niklsActivated=="STRONG'
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Abb.3.3.33. Die Deregulationen des NfkB-Signaltranduktionsweges kann zur Melanomentstehung
fuhren.

[14] NewCell(species='"MELANOMACELL', proliferation=1,celldeath=0,hasBirthWish=1); Send(melanin,
'MELANINFORNEIGHBOURS',T);Send(gf, 'GF',T);Send(gf,'GF',F); [15] autocrineStimulation==

3.1.4. Der Wnt/p-Catenin-Signaltransduktionsweg

Das zentrale Ziel des Wnt-Signaltransduktionweges (= wingless-type mouse mammary
tumor virus integration site familiy member) ist die Aktivierung von p-Catenin. Aktives f3-
Catenin ist im Komplex mit TCF (lymphoid specific DNA binding protein/T-cell factor)
verantwortlich fur die Expression von Myc und anderen Proteinen, die wichtig fur die
Entwicklung und den Zellzyklus des Melanozyten sind (Weeraratna, 2005).

Wenn der Wnt-Signaltransduktionsweg nicht stimuliert wird, ist g-Catenin inaktiv in
einem Komplex mit APC (adenomatous polyposis coli), GSK3 (=GSKg), p-TrCP, Axin
und PP2A und wird Uber Ubiquitinierung dem proteasomalen Abbau zugefuhrt (Moon,
2005). Binden Wnt 1 oder 8 an den zugehoérigen LRP-Rezeptor (frizzled Rezeptor),
reagieren die G-Proteine Gao und Goaq und rekrutieren DSH (cytoplasmatisches Protein
Dishelved) an die Zellmembran. DSH wird mit seinen Domanen Dix und PDZ aktiviert
und bindet an das Axin. Daraufhin verlasst GSK3 den Komplex und p-Catenin kann

aktiv werden. (Polakis, 2000). Alternativ zur Wnt-Stimulation kann hier Akt Gber die
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Hemmung des GSK 3 denselben Effekt haben (Weeraratna, 2005). Ungebundenes,
aktives p-Catenin akkumuliert und transloziert dann in den Zellkern um mit TCF
(lymphoid specific DNA binding protein) einen Transkriptionskomplex zu bilden. Die
transkribierten Gene kurbeln den Zellzyklus an: C-Myc, das mit dem Protein MAX einen
funktionellen Heterodimer formt, der dann die Expression von Zellzyklus betreffenden
Zielgene reguliert: Brn-2 (Proliferation), Cyclin D, c-Jun, Mitf, B-Raf und Nr-CAM
(Conacci-Sorrell et al., 2002; Larue et al., 2006; Schepsky et al., 2006).

Antagonisiert wird der Wnt-Signaltransduktionsweg durch seine kompetitiven Inhibitoren
SFRP (=Secreted frizzled related Proteins), Wif-+ (Wnt inhibiting factor) und die
Dickkopf-Familie (DKK 1-4) (Aguilera et al., 2006).

Abb. 3.3.34. — 3.3.36. wnt beta-catenin-signaling pathway.mbe
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Abb.3.3.34. Bei Stimulation des Wnt-Signaltransduktionswegs [1] oder alternativ Hemmmung des
GSK3 durch Akt [4] wird B-Catenin aus seinem Komplex befreit [2]. f-Catenin akkumuliert und
transloziert dann in den Zellkern [ 5].

[1]wntBindingToLRP==1&&competitivelnhibition==0 [2] betaCateniniInKomplex==

[4] gsk3IsInhibited==1 [5] betaCateninAccumulates==1&&betaCateninBuildsTranscriptionkomplex==



ERGEBNISSE 65

[ cellCycleArrest
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Abb.3.3.35. Dort sorgt er fiir die Transkription von den Zellzyklus ankurbelnden Faktoren: Myc,

Cyclin D, cJun, MITF, BRN2POU, BRaf, NrCam

[6] betaCatenininNucleus="CMYC';betaCatenininNucleus="CYCLIND';betaCateninInNucleus="CJUN';
betaCatenininNucleus="MITF';betaCatenininNucleus='BRNTWOPOU'; betaCatenininNucleus='"BRAF';
betaCatenininNucleus='NRCAM';

cellCycleArrest
[: m——
cellCycleArrest=1; =
T —
_—__‘—_

9 _—_—___—_—___‘————_
melanin
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOUR...
10
cellcycleprogression ____—f-*‘ﬂ_df
—
cellcycleprogression=1; fﬁ_ﬁf
e

8

Abb.3.3.36. SchlieBlich wird Melanin an die benachbarten Keratinozyten abgegeben.
[10] Send(melanin, MELANINFORNEIGHBOURS',T);

Wnt/g-Catenin-Weg im Melanom

Wnt/p-Catenin-Weg ist in der Onkologie gut erforscht. Die p-Catenin Uberexpression
kann zu Neoplasien fuhren und wird haufig in Melanomen beobachtet (Weeraratna,
2005; Larue et al., 2006; Pecina-Slaus et al., 2007). Dieser Weg ist zentral fur die
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Induktion des Transkriptionsfaktors c-Myc, der eine wesentliche Rolle fir die
Entwicklung von Melanozyten und in vielen Tumoren spielt (Weeraratna, 2005).

Dabei sind innerhalb des Wnt/B-Catenin-Signaling folgende Ausléser fur eine
Deregulation des Weges und somit der $-Catenin Funktionalitat gefunden worden:

Bei Fehlfunktionen des Adenomatous polyposis coli tumor suppressor Proteins (APC)
durch Verlust seiner Heterozygotie oder Hypermethylierung muss sich der p-Catenin
supprimierende Komplex auflésen (Rubinfeld et al., 1997; Worm et al., 2004). Seltener
kommen Mutationen in p-Catenin selbst vor, die eine erhdhte Aktivitat verleihen (Rimm
et al.,, 1999). Auch die fehlgeschlagene Ubiquitinierung zum Abbau von fB-Catenin
konnte eine Ursache fir dessen erhohtes Vorkommen in Melanomen sein (Weeraratna,
2005). Ein fur die Melanozytenentwicklung wichtiger und in fast allen Melanomen
Uberexprimierter Transkriptionsfaktor ist MITF. Er ist mitentscheidend fir das Uberleben
von malignen Melanozyten (Garraway et al., 2005). MITF wird einerseits durch f-
Catenin induziert wird und steigert andererseits selbst direkt die f-Catenin Aktivitat im
Melanom.Schepsky et al., 2006).

Der Akt-Signaltranduktionsweg beeinflusst die Melanomenstehung Uber p-Catenin. Es
wurde beobachtet, dass in metastasierenden weiter fortgeschrittenen Melanomen, die f3-
Catenin-Spiegel erniedrigt waren. Vermutlich liegt dies daran, dass Zellen mit einer
Deregulation von p-Catenin zwar initial wichtig fur die Tumorenstehung sind, aber einen
deutlichern Angriffspunkt fir das Immunsystem darstellen, wahrend die Zellen ohne §-

Catenin Uberproduktion der Kérpereigenenabwehr entfliechen (Bachmann et al., 2005).
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Abb.3.3.37. — 3.3.38. mel wnt beta-catenin signaling pathway.mbe
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betaCateninlsDegraded
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wntBindingToL...

5

Abb.3.3.37. In einer geschadigten Zelle konnen die Deregulation von APC, Akt, p-Catenin selbst,
Fehler in der Ubiquitinierung von p-Catenin [2] oder iiberexprimiertem MITF [3] zur Aktivitat von
B-Catenin fiihren [ 5].

[1] wntBindingToLRP==1&&competitivelnhibition==0[2] apclsDeficient==1||betaCateninIsDeficient==1||
aktlnhibits GSK3==1||ubiquitinationFailed==1 [3] mitflsActivated=="BETACATENIN'

[5] betaCateninIinNucleus='CMYC';betaCatenininNucleus="CYCLIND';betaCateninInNucleus="CJUN';
betaCatenininNucleus="MITF';betaCatenininNucleus='"BRNTWOPOQOU';betaCatenininNucleus='"BRAF";
betaCatenininNucleus="NRCAM';betaCatenininNucleus="PPARDELTA';

cellCycledArmast

cellCycleArrest=1;

cellcycleprograssion T
cellcycleprogression=1; / autecrineStimul...

cancersgenesis

NewCell(species="MELAN...
Send(melanin, MELANINF...
Send(gf, 'GF',T);
Send(gf,'GF'",F);

Abb.3.3.38. Die p-Catenin Uberexpression kann zur Entstehung einer Melanomzelle fiihren.

[8] NewCell(species='"MELANOMACELL',unknownFactor=1,proliferation=1,celldeath=0,hasBirthWish=1);
Send(melanin,'MELANINFORNEIGHBOURS' T);Send(gf, 'GF',T);Send(gf,'GF',F);[9]
autocrineStimulation==
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4. Diskussion

4.1. Signaltransduktionswege als in silico Modelle

Das Modellieren von komplexen normalen und pathologischen zellularen Prozessen am
Computer mit dem Ziel diese Prozesse besser zu verstehen und Daten zu gewinnen,
findet in den letzten Jahren besonders in der Darstellung von Signaltransduktionswegen
vielfaltige Anwendung. Suresh Babu, Joo Song und Yoo modellierten den
Signaltrandsuktionsweg des Epidermalen Growth Factors (Suresh Babu et al., 2006).
Rashbass, Stekel und Williams konnten schon 1996 anhand ihres Modells der
Epidermis Einblicke in die verschiedenen Ereignisse, die in unter den vielfaltigen
dermatologischen Bedingungen eintreten kénnen, geben (Rashbass et al., 1996).

Einem in silico Modell von zellularen Vorgangen sollten drei wichtige Eigenschaften
zugeschrieben werden kénnen: Es soll erstens helfen, die untersuchten biologischen
Phanomene besser zu verstehen, zweitens eine Zusammenfassung des aktuellen
Kenntnisstandes in dem jeweiligen Gebiet zu geben, welche gut kommunizierbar ist und
drittens bestimmte Eigenschaften des betrachteten Funktionssystems vorherzusagen,
damit Experimente designed werden kénnen, die diese Eigenschaften Uberprifen (Reil,
2002).

Unter erfolgreicher Einhaltung dieser Ziele konnten beispielsweise Schoebert et al. 2002
in ihrer systembiologischen Analyse der MAP-Kinase Kaskade, schlieRen, dass die
Anfangsgeschwindigkeit der Rezeptoraktivierung die physiologische Reaktion der
Signalkette bestimmt (Schoeberl et al., 2002). Cho et al. verfolgten den gleichen Weg
und erreichten eine systemtheoretische Annaherung an die Vorhersage des
Signalverhaltens von NF«xB fir jegliche Variation seines Liganden TNFa (Cho et al.
2003).

Im Folgenden soll dargelegt werden in wiefern das erstellte Modell die beschriebenen

Funktionen erfullen kann.
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4.4.1. Beitrag zum Verstandnis der Melanomentstehung

Die Darstellung der Signaltransduktionswege im Melanozyten und in der Melanomzelle
mittels EPISIM bietet die Moglichkeit die Struktur der Melanomentstehung hierarchisch
durch Submodelle darzustellen. Dabei wird der Betrachter Schritt fir Schritt ins Detail
gefuhrt. Es wird deutlich, was passieren muss, damit die Moglichkeit der malignen
Entartung gegeben ist, welches die wichtigsten Signaltransduktionswege in der
Melanomentstehung sind, was in einem gesunden Melanozyten ablauft, wo die
Schlisselmomente in der Entartung liegen, welche Proteine defekt sein kdnnen und was

letztendlich die Auswirkungen sind.

4.1.2. Zusammenfassung des aktuellen Kenntnisstandes

Durch die Codierung als Bedingung oder Aktion jedes wichtigen Schrittes betrachteten
Signaltransduktionswege wird der aktuelle Kenntnisstand im Detail erfasst, kann aber
komprimiert dargestellt werden. Daher sind von Stimulation des Melanozyten Uber
entscheidende Proteindefekte bis hin zu den madglichen Auswirkungen auf den
Zellzyklus und Aktivitdten Melanozyten bzw. der Melanomzelle die bekannten Ablaufe in
einem Modell untergebracht. Die Verschachtelung der einzelnen Kaskaden macht es

mdglich, trotz groRer Komplexitat die Inhalte leicht zu erklaren und zu verstehen.

4.1.3. Experimentdesign

Die Simulation des Modells sollte es erlauben, das Verhalten des erstellten Netzwerks
vorherzusagen und mit diesem Wissen Experimente zur Validierung durchzuflhren.

Mit dieser Arbeit stellt das hier dargelegte Modell den Grundstein der Simulation dar.
Die Simulation als solche ist geplant, konnte jedoch bis dato nicht durchgefiihrt werden,

so dass dieser Punkt offen bleiben muss.

4.2. Diskussion der Signaltransduktionswege

In dieser Arbeit wurden exemplarisch vier im Vordergrund stehende Signalwege in
melanozytaren Zellen modelliert. Dass die erstellten Modelle der
Signaltransduktionswege  (MAPK-, AKT-, NFkappaB-, WNT-Signalweg) die

bedeutendsten in der Melanomenstehung sind, konnte in zahlreichen Forschungsreihen
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und Ubersichtsarbeiten belegt werden (Fensterle, 2006; Dahl et al., 2007; Lomas et al.,
2008). Es gibt weitere Signaltransduktionswege in der Melanomentstehung, die nicht
einzeln modelliert oder miteinbezogen wurden. Beispielsweise besprechen Dahl et al.
die Melanomentwicklung auf genetischer Ebene sowie die involvierten
Signaltransduktionswege in ,The genome and epigenome of malignant melanoma“
(Dahl et al., 2007). Dabei stellen sie den RAS-RAF-MEK-ERK Signalweg (Mutation von
BRAF, NRAS oder KIT), den p16 INK4A-CDK4-RB Signalweg (Mutation von INK4A
oder CDK4) und den ARF-p53 Signalweg (Mutation von ARF oder TP53) in den
Vordergrund, gehen aber auch auf den PI3K-AKT Signalweg (Mutation von NRAS,
PTEN oder PIK3CA) und den Wnt-Signalweg ein (Mutation von APC).

Alle hier genannten Mutationen sind auch in Modell dieser Arbeit bertcksichtigt worden.
Es wurde kein einzelner ARF-p53 Signalweg erstellt, sondern seine Auswirkungen
wurden in die Modelle mit eingearbeitet.

Ein weiterer Signaltransduktionweg, der nicht bertcksichtigt wurde, ist der JAK-STAT-
Signaltransduktionsweg, welchen Lopez-Bergami in ihrer Arbeit ,Understanding
signaling cascades in melanoma“ diskutieren. Es ist zwar bekannt, dass er eine Rolle in
der Melanomgenese spielt, die zu Grunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch
nicht geklart (Lopez-Bergami et al., 2007).

Die Ostrogenrezeptor-Signalkaskade, welche beispielsweise in der Brustkrebs
Entwicklung wichtig ist, findet keine Beachtung. Es bestehen einige Kenntnisse Uber
seine Wirkweisen in der Melanomentstehung, wie Tanemura et al. zusammenfassen
(Tanemura et al., 2007). Die genauen Hintergriinde sind derzeit Forschungsgegenstand
und lassen auf einen Zusammenhang zwischen Ostrogenrezeptorexpression und
Prognose der Melanomerkrankung schlieRen (Schmidt et al., 2006; de Giorgi et al.,
2009).

4.3. Vergleich zu anderen Modellen (KEGG und EcoCyc)

Die KEGG-Signalweg Database beinhaltet die graphische Darstellung von zellularen
Prozessen wie der Signaltransduktion oder dem Metabolismus der Zelle. Es werden
bekannte Signalwege durch die Einarbeitung der Interaktionen von Proteinen,

Beziehungen von Enzymen untereinander und die entsprechenden exprimierten Gene
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reproduziert.
EcoCyc stellt Signaltransduktionswege umfassend vom Uberblick des Signalwegs bis
hin zu einer detaillierten Ansicht der Strukturen der chemischen Komponenten dar.
In beiden angeflhrten Datenbanken wird grundsatzlich eine Zelle betrachtet. Im
Gegensatz dazu war es mittels des EPISIM Modeller moéglich, ein Modell zu erstellen,
das spater im Kontext einer multizellularen Simulation eingesetzt werden kann. Eine
andere Besonderheit, in der sich dieses Modell der Melanomentstehung von anderen
unterscheidet, ist, dass Zellvorgange beim Start einer Kaskade nicht definitiv feststehen.
In der Darstellung bedeutet dies, dass in graphischen Modellen wie bei KEGG die
Auswirkungen eines Faktors nur in eine Richtung dargestellt werden konnen.
Betrachten wir beispielsweise in der Melanomentstehung den Tumorsuppressor PTEN:
In den meisten Modellen kann man erkennen:

- PTEN kann in der Melanomentstehung haufig defekt sein

- Dies fuhrt zum Funktionsverlust

o Keine Inhibition der PIP3
o Damit keine Akt-Hemmung

- Uberleben der Zelle
Das bedeutet, dass die Auswirkungen von funktionsfahigem und defektem PTEN
gleichzeitig dargestellt werden.
Im EPISIM Modell kann man parallele Moglichkeiten anschauen, da das Verhalten der
Zelle auf den Conditions aufbaut:

- PTEN ist defekt ist wahr - ein Pfad fuhrt zu den Auswirkungen

- PTEN ist defekt ist falsch > anderer Pfad zeigt PTEN Funktionen
Hierauf resultieren ein besseres Verstandnis der Melanomentstehung einerseits und, in
einer Simulation des Modells in Abhangigkeit der zutreffenden Konditionen, mehrere

Ausgangsmaoglichkeiten andererseits.

4.4. Nutzen des Modells
4.4.1. Nutzen fiir die Therapieentwicklung des Malignen Melanoms
Der erste und wichtigste Schritt der Therapie des Malignen Melanoms ist die Exzision

des Primartumors. Nach histologischer Diagnosestellung und Staging-Diagnostik erfolgt
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Die Einstufung in ein Tumorstadium. Ab dem Stadium lllb ist nach Entfernung der
regionalen Metastasen eine Chemo- und Immuntherapie indiziert (Deutsche
Kurzleitlinie: Malignes Melanom, 12. Juli 2007)

Auch unter Einsatz von Chemotherapeutika ist die Prognose flir Patienten ab dem
Stadium Illb schlecht: Bei bestehenden Fernmetastasen betragt die mittlere
Uberlebenszeit nur 6-9 Monate (Balch et al., 2001). Aufgrund dessen ist bis heute eines
der Hauptziele der Melanomforschung neue molekulare Ziele fir die Entwicklung neuer
Behandlungsstrategien zu identifizieren. Die Resultate verschiedener
Forschungsgruppen haben ergeben, dass insbesondere der MAPK-Signalweg und der
AKT-Signaltransduktionsweg viel versprechende Therapieansatze reprasentieren (Meier
et al., 2005; Becker et al., 2006; Meier et al. 2007). Die computergestitzte Modellierung
dieser Signaltransduktionswege kann das reale Experiment nicht ersetzen, allerdings
die Forschung vereinfachen und effizienter gestalten. Eine spatere Simulation kann zum
Prozess der Wirkstoffentdeckung beitragen, indem potenzielle Zielproteine fur
Therapeutika identifiziert werden koénnen oder sogar die Untersuchung der
Auswirkungen unterschiedlicher Wirkstoffe auf das therapeutische Ergebnis ermoglicht

wird.

4.4.2. Nutzen fiir die Molekularbiologie

Bei der Entdeckung von neuen Faktoren eines Signaltransduktionsweges oder einer
ganzen Kaskade kann das Modell als Analyseinstrument dienen. Es kann dem Versuch
dienen, Schlisselschritte voraus zu sagen oder einen neuen Faktor in den Kontext der
Signalkaskaden einzuordnen. Bestatigende oder auf das Modell aufbauende

Experimente kdnnen so gezielter gestaltet und besser geplant werden.

4.5. Weiterentwicklungsmoglichkeiten des Modells

Im Modell ,Development of melanoma“ werden die Signalkaskaden zunachst bis zur
Melanogenese bzw. ersten Zellteilung einem dann entarteten Melanozyten dargestelit..
Daruber hinaus gehend konnte auch die Modellierung des Wachstums eines Melanoms
bis hin zur Metastasierung eine Weiterentwicklungsoption sein. Im Fokus der

Nachforschungen kénnte der Ubergang von der radialen in die vertikale
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Wachstumsphase sowie die Vorgange der Metastasierung. Es musste untersucht
werden, welche intrazellularen Vorgange es der Melanomzelle ermoglichen, in andere
Epidermisschichten zu wachsen, sich aus dem Zellverband zu lésen und zu

metastatsiern. So kdnnte das Modell erweitert und optimiert werden.

4.6. Das Modellierungswerkzeug EPISIM Modeller

Die Handhabung des EPISIM Modellers ist auch fur nicht Informatiker schnell zu
erlernen. In der Taskleiste findet der Benutzer logisch aufgebaut wie in anderen haufig
verwendeten Programmen alle notwendigen Werkzeuge um die Datei zu bearbeiten, die
Ansicht zu andern, zu validieren oder das Hilfe-Menu aufzurufen. Durch die
ubersichtliche und standig prasente Anordnung von Leinwand, Properties View,
Navigator und Elementpalette ist die technische Erstellung eines Modells flr den
Benutzer immer nachvollziehbar. Elemente kénnen per Drag&Drop auf der Leinwand an
gewulnschter Stelle platziert werden und mussen daher in komplexen Modellen nicht
erst erstellt und dann platziert werden. Eingegebene Befehle in den Properties werden
im bearbeiteten Element sofort sichtbar, so ist eine direkte Kontrolle moglich. Basierend
auf der booleschen Algebra mit logischen Eigenschaften der Operatoren UND, ODER,
NICHT koénnen Zellvorgange eindeutig in Action- und ConditionStrings Ubersetzt
werden, so dass der Benutzer schliellich mit relativ einfacher Mathematik ein
funktionsfahiges Modell erstellen kann.

Insbesondere bei der Erstellung von komplexen Modellen war es problematisch, dass
Vorgange nicht zeitgleich ablaufen kénnen, sondern eine Entscheidung getroffen
werden muss, welcher Weg eingeschlagen wird. In einer Zelle laufen in der Realitat
jedoch die verschiedenen Signalkaskaden durchaus zeitgleich ab. Durch die standige
Wiederholung der Durchlaufe durch die Modelle und die je nach definierten
Umgebungsbedingungen auch teils zufallige Auswahl bei aquivalenten Moglichkeiten ist
hier eine gute Annaherung an die Realitat gegeben.

Schwierig war, dass die Abgabe eines Stoffes aus einer Zelle in Form einer Mengen-
und Einheitsangaben definiert werden sollte. Bei der Melaninabgabe existieren solche
Einheiten jedoch nicht, so dass in den Modellen Melanin in Form eines Actionstrings als
die Konstante '"MELANINFORNEIGHBOURS' abgeben wird.
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Hinsichtlich der Variablen kénnte es fur den Nutzer eine deutliche Vereinfachung sein,
wenn diese automatisch in der zentralen Datafile generiert werden und dort vom
Benutzer nur noch zugeordnet und bei Bedarf genau definiert werden koénnten. So
umginge man die Gefahr, dass nicht genutzte Variablen in der Datafile existieren oder
die Erstellung einer Variablen Ubersehen wird.

Des Weiteren wurde die Moglichkeit, ein oder mehrerer Elemente zu kopieren und
vollstandig im selben oder auch einem weitern Modell einzufligen, die Modellierung von

verschiedenen Variationen bestimmter Zellvorgange deutlich vereinfachen.

4.7. Ausblick: Simulation des Modells

Dieses computergestutzten in silico Modell der Melanomentstehung eroffnet
interessante Perspektiven und kann einige Einblicke liefern. In dieser Arbeit sind die
Grundlagen fir eine mogliche Simulation geschaffen worden.

Folgend soll das Modell in Zusammenarbeit mit Universitat Heidelberg (BIOQUANT und
Universitatsklinik: Institut fir medizinische Biometrie und Informatik) optimiert und

schliel3lich soweit entwickelt sein, dass eine Simulation erfolgreich stattfinden kann.
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5. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erstellung eines computergestutzten in
silico Modells der Signaltransduktionswege in der Melanomentstehung mit dem
EPISIM Modeller.

Durch die Recherche des aktuellen Kenntnisstandes konnten die zentralen
Signaltransduktionswege identifiziert, die von Mutationen betroffene Onkogene
und Protoonkogene detektiert und deren Auswirkungen auf andere Faktoren

und den Zellzyklus erortert werden.

Signaltransduktionsweg | Onkogene Tumorsuppressoren

MAPK ras, raf, RSK, p21°", P16INK4a, p14ARF,
CDK4, Cyclin (D1, | p53
A, E)

Akt ras, Akt, PI3K PTEN

NfxB ras, raf, akt PTEN

Whnt -Catenin apc

Tab.5.1. Die wichtigsten Signaltransduktionswege in der malignen Entartung eines
Melanozyten und betroffene Onkogene und Protoonkogene.

Mit dem Modellierungswerkzeug EPISIM wurde im zweiten Schritt ein in silico
Modell entwickelt. Die in den Signaltransduktionswegen involvierten Proteine
wurden als Zelleigenschaften definiert und mit den zur Verfigung stehenden
Modell Elementen und Werkzeugen modelliert. Entstanden ist das Modell
,Development of melanoma“ in dem ein Melanozyt im zellularen Kontext
betrachtet wird. Er steht im Austausch mit den Nachbarzellen und sein
Zellzyklus verhalt sich entsprechend der intra- und extrazellularen
Bedingungen. Bei DNA-Schadigung kann es zur malignen Entartung kommen.
Die in diesem Fall veranderten Proteine und die Folgen dieser Veranderungen
auf Zellzyklus und Apoptose der Zelle sind der Kernpunkt der Modellierung.
Gleichzeitig wurden die unveranderten Vorgadnge im gesunden Melanozyt
modelliert, so dass Schlusselunterschiede der Signaltransduktionswege des
gesunden vs. einem DNA-geschadigten Melanozyten in der Modellierung zu
Tage treten.

Das Modell soll aullerdem als Grundlage fur eine systembiologische Simulation

dienen.
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