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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Tumoren der Haut

Hautkrebs gehért zu den am haufigsten auftretenden Krebsarten, besonders in der
hellhdutigen Bevoélkerung (105, 114). Dies umfasst an erster Stelle nicht-
melanozytare Hauttumoren (non-melanoma skin cancer; NMSC), wie das Basalzell-
karzinom (BCC) und das Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma; SCC),
gefolgt vom malignen Melanom. Weitere NMSC sind die kutanen Lymphome und das
Merkelzellkarzinom (MCC), wobei das MCC einen der aggressivsten Hauttumoren
darstellt. Diese beiden letzteren Tumoren sind jedoch recht selten und nur fir ca. 1%
aller Hauttumoren verantwortlich (144). BCC und SCC sind dagegen die Hautkrebs-
arten mit der hoéchsten Inzidenz, die fiir ca. 95% der NMSC verantwortlich sind, de-
ren Inzidenz ca 100 Patienten/100.000 Personen in Deutschland betragt (zusam-
mengefasst aus (180)). Die Mortalitatsrate fur BCC und SCC ist glucklicherweise
sehr gering. Dies erklart auch, warum das Melanom mit nur etwa 10% aller Haut-
krebsfalle fir 80% der Hautkrebs-verursachten Todesfalle verantwortlich ist (83).
Weltweit zeigt der Hautkrebs Uber die letzten Jahre im Allgemeinen eine steigende
Inzidenz (114, 183). Einer der Hauptgriinde hierflr ist eine zunehmend hohe Belas-
tung mit ultravioletter (UV) Strahlung, die Gber DNA-Schaden zu genetischen Mutati-
onen und letzten Endes zur Entwicklung eines Tumors fihren kann (105, 131). Das
haufige Vorkommen und die steigende Inzidenz zeigen die Notwendigkeit der Ent-
wicklung neuer Therapieformen fir Hauttumoren. In der vorliegenden Arbeit wurden
daher fur das maligne Melanom und das Merkelzellkarzinom, die beiden aggressivs-
ten Hauttumoren, fiir die gerade in fortgeschrittenen Stadien nur wenige Therapie-
moglichkeiten zur Verfugung stehen, neue Optionen zur Auswahl an Therapien und
Behandlungsmdglichkeiten genauer untersucht.

1.2 Das Melanom

Im Jahr 2006 gehdrte das maligne Melanom deutschlandweit zu den zehn haufigsten
Krebsneuerkrankungen (145). In der Tat konnten bei den Frauen 4,3% und bei den
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1. Einleitung

Méannern 3,2% aller bésartigen Neubildungen dem Melanom zugeschrieben werden,
und das Melanom war fir 1% aller Krebstodesfalle verantwortlich (145). Der hoch
aggressive Tumor entwickelt sich aus Melanozyten und tritt in erster Linie in der Haut
auf, aber auch Melanome der Schleimhaute (119, 138) und des Auges (137, 169)
sind bekannt. Es sind verschiedene Stadien der Tumorgenese und Progression be-
schrieben (108). Modellhaft steht dort als Ausgangspunkt der Entwicklung eines Me-
lanoms ein gutartiger Navus, der zu einem spateren Zeitpunkt in einen dysplastisch
veranderten Navus dbergeht. Aus diesem entwickelt sich der Primartumor des ma-
lignen Melanoms, der zunachst horizontal und dann vertikal wachst und dabei auch
metastasieren kann. Als letzter Schritt der Tumorprogression steht dann die Meta-
stase. Die Assoziation mit einem N&avus scheint aber nur in 20-50% der Melanome
gegeben zu sein (53, 165).

Man unterscheidet zwischen verschiedenen Subtypen des Melanoms: das superfizi-
ell-spreitende, das nodulare, das Lentigo-Maligna-Melanom, das akral-lentigindse
sowie das teils nicht klassifizierbare Melanom (133). Von diesen Formen bildet das
nodulare maligne Melanom auf Grund seines schnellen Wachstums und seiner frih-
zeitigen Metastasierung einen besonders aggressiven Typ (159), wahrend das Lenti-
go-Maligna-Melanom eher langsam wéchst und eine glnstige Prognose hat (38).

Die AJCC (American Joint Committee on Cancer) Klassifizierung des Melanoms er-
folgt anhand der Parameter Tumordicke, Ulzeration, Mitoserate, Lymphknotenbefall,
Fernmetastasierung und Serum LDH-Konzentration (17). Bei friihzeitigem Erkennen
eines Melanoms im Stadium | oder Il, d.h. bei Vorliegen eines Primartumors ohne
weitere Absiedlungen, betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 97% und 53%
(17). Wenn die Lymphknoten bereits befallen sind, d.h. das Stadium Il erreicht wur-
de, so fallt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf etwa 40% fiir Patienten mit ulzeriertem
Primartumor und Lymphknoten mit Makrometastasen. Das Stadium |V ist durch das
Vorliegen von Fernmetastasen charakterisiert und die 1-Jahres-Uberlebensrate liegt
zwischen 10 und 30% (17).

1.2.1 Therapie des Melanoms

Bei der friihzeitigen Erkennung des Melanoms im Stadium | oder Il besteht die The-
rapie aus der Exzision des Primartumors und gegebenenfalls des Schildwéach-
6



1. Einleitung

terlymphknotens und anschlieBend aus regelméaBigen Kontrolluntersuchungen (61).
Sollten bereits ein oder mehrere Lymphknoten befallen sein, erfolgt zusatzlich eine
Lymphadenektomie. Fur high risk Melanompatienten besteht die Moglichkeit einer
adjuvanten Therapie mit Interferon-a, die neben einer Verbesserung des progressi-
onsfreien Uberlebens in einigen Studien auch eine Verbesserung des Gesamtiiber-
lebens gezeigt hat (62, 90-92). Fir Patienten im Stadium der Fernmetastasierung
(Stadium 1V) gab es bis vor kurzem keine wirklich effektiven Therapiemdglichkeiten.
Die Standardtherapie besteht aus einer Monochemotherapie mit Darcarbazin (DTIC)
(61), die allerdings lediglich eine Ansprechrate von 10-26,3% aufweist (158, 207). In
klinischen Studien wurde weiterhin der Einsatz von Polychemotherapien sowie Im-
muntherapien getestet, es stellte sich allerdings kein signifikanter Uberlebensvorteil
im Vergleich zur Therapie mit DTIC heraus (25, 52, 83). Neuere ,Targeted-
Therapien® zeigen jedoch in klinischen Studien beachtenswerte Erfolge. Hier sei be-
sonders der BRAF Inhibitor Vemurafenib genannt, der spezifisch auf Tumoren mit
der BRAF V600OE Mutation wirkt (166). In einer Phase Il Studie konnte gezeigt wer-
den, dass Patienten die mit Vemurafenib behandelt wurden, ein besseres Gesamt-
Uberleben zeigen, als solche, die mit DITC behandelt wurden. Die Uberlebensrate
lag dabei nach 6 Monaten bei 84% in der Vemurafenib Gruppe (Ansprechrate 48%)
im Vergleich zu 64% in der mit DITC behandelten Gruppe (Ansprechrate 5%) (32). In
der Tat fuhrten die klinischen Ergebnisse zu einer Zulassung des Medikaments durch
die FDA im August 2011 und durch die EMA im Marz 2012 far Patienten mit fortge-
schrittenem Melanom und BRAF V600E Mutation. Nachteil der Therapie mit dem
BRAF Inhibitor sind zahlreiche starke Nebenwirkungen, wie zum Beispiel das Auftre-
ten von SCCs (146). Auch scheint diese Therapie mit dem Problem einer schnellen
Resistenzentwicklung konfrontiert zu sein, oft entsteht eine solche Resistenz bereits
innerhalb weniger Monate (195). Weiterhin gilt es zu bedenken, dass eine Anwen-
dung nur bei vorliegender BRAF V600E Mutation in Frage kommt. Innerhalb der 42%
der Patientengruppe mit einer BRAF Mutation ist dies fur 80% der Félle gegeben (s.
COSMIC Database, Wellcome Sanger Trust) (151). Eine solche Einschrankung der
Therapie auf Patientensubgruppen gilt fir die meisten zielgerichteten Inhibitoren, die
fir eine Behandlung des metastasierenden Melanoms in Betracht gezogen werden
kénnen. Weiterhin ist ihr Einsatz als Monotherapie vermutlich nur ein erster Schritt

bei der Entwicklung neuer Behandlungsformen. Zuklnftig sind Kombinationen mit
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1. Einleitung

den klassischen Therapien wie der Chemotherapie oder mit immunmodulierenden
Therapien denkbar. Diesbeziglich wurde Ipilimumab, ein Antikbrper gegen das cyto-
toxic T-lymphocyte—associated antigen 4 (CTLA-4) im vergangenen Jahr flr die The-
rapie von Patienten mit metastasiertem Melanom zugelassen. CTLA-4 schrankt die
Aktivierung von T-Lymphozyten ein. Der Einsatz des Antikdrpers soll diesen Effekt
aufheben und dadurch eine andauernde Immunreaktion gegen den Tumor aufrecht-
erhalten. Bei Patienten mit metastasiertem Melanom flhrte dies als Mono- aber auch
in Kombinationstherapie mit einer Impfung zu einem verlangerten Gesamtiberleben
(75).

1.2.2 Der ATP-basierte Chemosensitivitatsassay

Trotz der neuen Mdglichkeiten in der Behandlung des Melanoms durfte die Chemo-
therapie als Einzeltherapie oder in Kombination mit anderen Therapiearten weiterhin
fur viele der fortgeschrittenen Melanompatienten die Standardtherapie bleiben. Ziel
muss es daher sein, auch fur diese Therapieform eine optimierte, zielgerichtete The-
rapiestrategie zu finden. Hierbei kbnnte der im Jahr 1995 von Andreotti und Kollegen
entwickelte ATP-basierte Tumorchemosensitivititsassay (ATP-TCA; siehe Abb. 1)
hilfreich sein (8). In diesem Assay kénnen Tumorzellen ex vivo auf ihre Sensitivitat
gegenuber verschiedenen Zytostatika hin getestet werden. Da die Zellen wahrend
der Testung nicht zu Wachstum und Proliferation angeregt werden, bilden sie exakt
die Tumorzellzusammensetzung ab, die beim Zeitpunkt der Gewebeentnahme in vi-

vo vorgelegen hat.



1. Einleitung
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Abb. 1: Schematische Darstellung der ex vivo Chemosensitivitatstestung. Der Assay basiert auf der Messung des ATP-
Gehaltes frischer, aus Metastasengewebe gewonnener Tumorzellen (nach Andreotti et al. (8)). Die Berechnung des individuel-
len Chemosensitivitatsindex (ICSI) erfolgt Uber die Summation der Effekte der Einzeldosen im Vergleich zu unbehandelten
Tumorzellen; TDC = Test-Medikament Konzentration

Bisherige klinische Einsatzgebiete des ATP-TCA waren beispielsweise der Versuch
einer Vorhersage des Erfolgs einer Chemotherapie an Gewebeproben von primaren
Uvea-Melanomen (129). Auch wurde das System erfolgreich zur Vorhersage der
Chemosensitivitdt von Patientinnen mit metastasierendem Ovarialkarzinom einge-
setzt (101). Durch den Assay konnte gezeigt werden, dass Melanome unterschiedli-
che Sensitivitaten gegenliber einer ganzen Reihe verschiedener Zytostatika, einzeln
oder in Kombination, aufweisen kénnen (39, 188). Im Rahmen einer Phase |l Studie
(187) wurde daraufhin mit Hilfe des ATP-TCA fir Patienten mit metastasierendem
Melanom, die bislang keine Chemotherapie erhalten hatten, ein individueller Chemo-
sensitivitatsindex (BICSI) berechnet. Die Substanzen, die hierbei ex vivo das beste
Ergebnis aufwiesen, wurden im Anschluss auch fir die Therapie des jeweiligen Pati-
enten herangezogen. Anhand des BICSI konnten die Patienten im Nachhinein in eine
chemoresistente und chemosensitive Gruppe eingeteilt werden. Die Gruppe, die eher
chemosensitiv auf die fir sie beste individuelle Therapie angesprochen hatte, wies
dabei eine erhdhte Therapieansprechrate sowie ein verlangertes Gesamtiberleben
auf (187). Eine der ex vivo am wirksamsten getesteten Zytostatika-Kombinationen
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1. Einleitung

war dabei die von Paclitaxel und Cisplatin. Der ATP-TCA bildet also eine hervorra-
gende Grundlage, um das Ansprechen von Patienten auf eine Chemotherapie vor-

herzusagen.

1.3 Das Merkelzellkarzinom

Das Merkelzellkarzinom (MCC) wurde erstmals im Jahre 1972 von Toker (175) be-
schrieben und lasst sich histologisch in drei Formen - den klassisch trabekularen,
den intermedidaren sowie den kleinzelligen Typ - einteilen (68). Das Auftreten elektro-
nendichter neurosekretorischer Granula im MCC lieBen Merkelzellen als Ursprungs-
zellen des Tumors vermuten, da solche Strukturen innerhalb der Haut nur dort zu
finden sind (68, 152). Die Vermutung, dass es sich bei den Vorlauferzellen der Mer-
kelzellen um adulte epidermale Stammzellen handelt (6), konnte in einer aktuellen
Arbeit bestéatigt werden. Dort wurde nachgewiesen, dass Merkelzellen wahrend der
Embryonalentwicklung aus epidermalen Stammzellen hervorgehen (190).
Die Inzidenz des Tumors ist von 0,15 pro 100.000 Einwohner im Jahre 1986 auf 0,44
im Jahr 2001 angestiegen (74). Dieser Anstieg um 8% pro Jahr ist héher als der des
malignen Melanoms mit einer Rate von 3% pro Jahr (74). Als Grund fir diesen rapi-
den Anstieg kann eine erhdhte Aussetzung gegentber Risikofaktoren angenommen
werden. Einer der wichtigsten ist - wie beim Melanom - die Sonnenstrahlungexpositi-
on. So stellen hellhautige Personen mit erhéhter Exposition von UV-Strahlung eine
besondere Risikogruppe dar. Bei ihnen entwickelt sich das MCC vorwiegend an den
sonnenexponierten Extremitaten (20, 72, 74). In erster Linie tritt das MCC bei alteren
Personen mit einem Durchschnittsalter von ca. 70 Jahren auf (18). Bei Gruppen mit
jungerem Alter handelt es sich haufig um immunsupprimierte Patienten (191).
Die Progression des MCC wird nach der AJCC in vier Stufen eingeteilt (1). Stufe |
umfasst den Primartumor mit einer GroRe von < 2cm, die 5-Jahres Uberlebensrate
liegt hier bei 60-79%. Erreicht der Tumor eine GréBe von > 2cm, befindet er sich in
Stufe 1l und die Uberlebensrate sinkt auf 49-58%. In Stufe Il liegen Mikro- und Mak-
rometastasen des Lymphknotens vor. Die 5-Jahres-Rate liegt dabei bei 26-42%. Im
Stadium der Fernmetastasierung (IV) betragt das Uberleben nach 5 Jahren lediglich
18% (106, 155). Die Therapieoptionen flir das MCC sind stark begrenzt. In frihen
Stadien ist neben der groBflachigen Exzession des Tumors eine Strahlentherapie
10
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das Mittel der Wahl. Ist die Krankheit weit fortgeschritten, kommt auch die Chemo-
therapie zur Anwendung, hier vor allem Doxorubicin, Vincristin, Etoposid und Cispla-
tin, allein oder in Kombination (155, 173). Aufgrund der hohen Toxizitat und Remissi-
onsrate sowie dem durchschnittlich eher hohen Alter der Patienten, bringt die Che-
motherapie wenige Vorteile und ihr Einsatz muss sorgfaltig abgewogen werden
(155).

1.3.1 Das Merkelzellpolyomavirus

Generell tritt das MCC bei Patienten mit Immunsuppression, Organtransplantationen,
Lymphomen oder HIV Infektionen wesentlich haufiger auf (149). Diese Assoziation
mit einem immunsupprimierten Status kdnnte auf eine virale Pathogenese hinweisen.
Feng und Kollegen konnten tatsachlich mittels digital transcriptome subtraction (DTS)
in 80% der Félle ein neues Polyomavirus im MCC nachweisen, das meist mono-
klonal integriert im Genom der Tumoren vorlag (57). Weitere Untersuchungen konn-
ten diese Entdeckung belegen und obwohl die Haufigkeit viruspositiver MCCs
schwankte, scheint er in ca. 80% der Falle nachweisbar zu sein (19, 89, 164). Da das
neu entdeckte Merkelzellpolyomavirus (MCV) monoklonal in den Tumoren vorlag,
konnte darauf zuriickgeschlossen werden, dass es vor der Expansion der Tumorzel-
len integriert ist (57). Dies wiederum spricht far die Beteiligung des Virus bei der Ent-
stehung und Pathogenese der meisten MCC. In einer aktuellen Arbeit konnte das
MCYV sogar in fast allen untersuchten Tumoren nachgewiesen werden (147).

Polyomaviren gehdren zur Gruppe der DNA-Viren und bestehen aus einem nicht
umbhitillten, ikosaedrisch geformten Capsid. In diesem liegt das doppelstréangige, zir-
kuldare Genom in einer supercoiled Formation vor und ist zusammen mit zellularen
Histonen in einem ,Minichromosom*® assoziiert (81). Das virale Genom kann in einen
frihen, einen spéaten und einen nicht-codierenden Bereich eingeteilt werden. Im fri-
hen Bereich liegen die Sequenzen fir die Tumor-Antigene (TAs), im Falle des MCV
sind dies das small-T-Antigen (sTA) und das large-T-Antigen (LTA) und im spéten
Bereich sind die Strukturproteine codiert. Der nicht-kodierende Bereich enthalt den
Replikationsursprung (ori), die Promotoren, das glucocorticoid-responsive element
(GRE-Element) sowie eine Enhancer-Region. Die bekanntesten Vertreter der Po-
lyomaviren sind das simian virus 40 (SV40), das murine Polyomavirus (MPYV) und

11
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die humanpathogenen JC- und BK-Viren (JCV und BKYV). Insgesamt konnten, gerade
durch viele Neuentdeckungen in den letzten Jahren, zehn Polyomaviren im Men-
schen nachgewiesen werden (197).

Die wichtigsten Proteine der Polyomaviren sind die TAs. Fiur SV40 und MPYV konnte
ihre onkogene Aktivitat bereits gezeigt werden (35). Hauptverantwortlich hierfiir ist
die Interaktion der TAs mit den =zellularen Tumorsupressoren p53, dem Re-
tinoblastomprotein (RB) und der Serin/Threonin Protein Phosphatase (PP2A) (5, 11).
Die TAs entstehen durch alternatives SpleiBen aus einem Vorlaufertranskript. Beim
MCYV fuhrt dies zur Bildung vier verschiedener Genprodukte: dem LTA, zwei sTA Va-
rianten und dem 57kt, einem zum SV40 17kt analogen Produkt (161) (vgl. Abb. 2).
Alle Varianten enthalten eine CR1 und eine DnadJ Domane, nur das sTA besitzt zu-
satzlich eine PP2A Bindungs-Domane. LTA und 57kt beinhalten ein LXCXE Motiv,
das als Bindedoméne flur das RB dient. Exklusiv im LTA liegen weiterhin ein origin-
binding-motiv (OBD), ein Zink Finger- und Leucin Zipper Motiv sowie Doméanen mit
Helikase und ATPase Aktivitat. Alle bisherigen Sequenzen fir in MCC integrierte
MCV kodieren fir ein durch Deletion oder Mutation trunkiertes LTA. Dies fuhrt dazu,
dass sich LTA und 57kt nicht weiter unterscheiden lassen und sowohl die LTA spezi-
fischen Doméanen und Motive, als auch die Bindedoméane fir den zellularen Tumor-

suppressor p53 verloren gehen (77, 78, 154, 161).

© [] coding sequence
o
LTA shRNA ® untranslated RNA
(418-429 and 861-871) LXCXE stop codons
TA shRNA P :
(391-419) / \ \\ VYiﬁG‘a N:lg.; intron
LT OBD Helicase/ATPase ]
' RB b:rﬁdlng
LO7KT" /W \ — ] [ ]
¥ stop  MKL-2 BroLi
codons 1453 1580
STA(1) T
A
STA(2) I ]
7
196 429 756 861 1622 2778 3080

Abb. 2: Ubersicht iiber die verschiedenen T-Antigene des MCV. Alle vier TAs entstehen aus einem gemeinsamen Vorlau-
ferprodukt durch alternatives SpleiBen. LTA und 57kt werden jeweils durch eine, das sTA hingegen durch zwei mRNAs codiert.
Das 5’-Ende ist bei allen Varianten identisch. Der Einsatz einer shRNA die in dieser Region angreift ermdglicht den gemeinsa-
men knockdown aller TAs.
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Das sTA des MCV entfaltet sein onkogenes Potential, indem es die Dephosphorylie-
rung von aktivem 4E-BP1 hemmt (162). Dies hat zur Folge, dass es im MCC zur er-
héhten cap-abhangigen Translation kommt. Eine weitere Bestatigung fiir die Rolle
des MCV bei der MCC Pathogenese stellt die Beobachtung dar, dass der Knock-
down der viralen TAs in MCV+ MCC Zelllinien zu einem Zellzyklusarrest oder zur
Apoptose fuhrt (78). Diese oncogenic addiction konnte auch in vivo mit Hilfe eines
Xenotransplantationsmodells bestatigt werden (77). In derselben Arbeit wurde ge-
zeigt, dass eine intakte RB-Bindedomane des LTAs bendtigt wird, um das Uberleben
der MCV+ MCC Zellen zu sichern. Die Tatsache, dass MCV+ MCC Zellen und Tumo-
ren abhangig von der Expression des viralen TAs sind, macht besonders das LTA zu

einem vielversprechenden Ziel fir neue Therapieansatze.

1.4 Entwicklung neuer Therapieoptionen fiir Melanom und Merkle-
zellkarzinom

Wie aus den vorherigen Abschnitten zu entnehmen ist, handelt es sich sowohl beim
Melanom als auch beim Merkelzellkarzinom um auBerst aggressive Tumoren mit
steigender Inzidenz. Weiterhin stehen den betroffenen Patienten mit fortgeschrittener
Tumorerkrankung keine Therapien mit langerfristigem Erfolg zur Verfigung. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher fir das maligne Melanom und das Merkelzellkar-
zinom neue Optionen zur Auswahl an Therapien und Behandlungsméglichkeiten ge-

nauer untersucht.

1.4.1 Identifikation und Evaluierung von molekularen Biomarkern der ex
vivo Chemosensitivitat und des klinischen Chemotherapieerfolgs beim

malignen Melanom

Chemotherapie stellt weiterhin eine tragende Saule fir die Behandlung von fortge-
schrittenen Melanompatienten dar. Dabei Iasst die heterogene Chemosensitivitat un-
ter den Melanompatienten vermuten, dass eine patientenspezifische Selektion der zu
verwendenden Zytostatika die generell geringe Ansprechrate deutlich verbessern
kénnte. Der ATP-basierte Chemosensitivitatsassay bietet diesbezlglich bereits einen

guten Selektionsprozess. Er hat allerdings den Nachteil, dass er langwierig und rela-
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tiv arbeits- und kostenintensiv ist. Zudem kann er nur unter standardisierten Labor-
bedingungen durchgeflihrt werden. Um dem entgegenzuwirken, wiirde die ldentifika-
tion und Charakterisierung von pradiktiven Biomarkern der ex vivo Chemosensitivitat
gegeniber verschiedenen Zytostatika einen wichtigen Schritt zur Etablierung einer
individualisierten Chemotherapie darstellen.

Flar das Melanom konnten bereits verschiedene Biomarker identifiziert werden, die
jedoch Uberwiegend prognostische Relevanz im Hinblick auf das Gesamtiberleben
der Patienten zeigen (76, 185, 186) und nur selten pradiktiven Wert flr den Thera-
pieerfolg hatten (125, 184, 189). Im Bereich von pradiktiven Therapiemarkern konnte
bislang lediglich gezeigt werden, dass eine Uberexpression von p16™<** und das
Fehlen einer BRAF Mutation mit der in vivo Ansprechrate auf eine mit Melphalan und
Actinomycin-D basierten Therapie korreliert (60). In einer weiteren Arbeit wurde die
geringe Expression des ,SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regu-
lator of chromatin, subfamily b, member 1 Proteins (SMARCB1 aka SNF5) in Korre-
lation mit einem schlechten GesamtlUberleben von Patienten mit metastasiertem ma-
lignem Melanom gesetzt (109). In dieser Arbeit konnte ferner gezeigt werden, dass
ein siRNA-vermittelter SNF5 knockdown die Chemoresistenz gegentber Doxorubi-
cin, Etoposid und Camptothecin in Melanomzellen erhéht. Beide Arbeiten zeigen,
dass die Suche nach Biomarkern der Chemosensitivitat zu vielversprechenden Er-
gebnissen fihren kann. So konnte fir das Ovarialkarzinom mit Hilfe des ATP-TCA
bereits eine Assoziation zwischen Chemosensitivitat, u.a. gegeniber Cisplatin, und
der Genexpression der sensitivitatsvermittelnden Gene gezeigt werden (66). Weiter-
hin konnte eine parallel zu dieser Arbeit verdffentlichte Studie zeigen, dass die
Chemosensitivitdt gegentber Zytostatika bei Melanomzellen gut mit der Expression
derjeniger Gene korreliert, die eine Chemoresistenz vermitteln (139). Hierbei waren
vor allem Kandidaten aus den Bereichen der Apoptose und DNA-Reparatur vertre-
ten. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation und Charakterisierung wei-
terer Biomarker der ex vivo Chemosensitivitat des malignen Melanoms.

Fur ein initiales Screening nach Kandidatenmolekilen zur Vorhersage der ex vivo
Chemosensitivitat wurde ein Gen-Expressions-Profiling mittels einer Microarray Ana-
lyse von jeweils 3 chemoresistenten bzw. chemosensitiven Melanomzelllinien durch-

gefuhrt. Basierend auf den Ergebnissen differentiell exprimierter Gene aus dieser
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Untersuchung wurden 6 verschiedene Genprodukte als mégliche Chemosensitivi-
tatsmarker ausgewabhlt (Tab. 1).

Tab. 1: Ausgewaéhlte differentiell exprimierte Kandidatengene aus Zelllinien aus chemosensitiven versus chemoresis-
tenten Melanommetastasen

Name Gen Symbol Funktion

Secernin 1 SCRN1 Dipeptidase

Lysyl oxidase-like 1 LOXL1 Proteinmodifikation
Dystonin DST Zytoskelettorganisation
Serpin peptidase inhibitor B1 SERPINB1 Endopeptidase Inhibitor
Thymosin, beta 4, X-linked TMSB4X Zytoskelettorganisation
Vesicle-associated membrane protein5  VAMP5 Muskelentwicklung

Secernin kodiert fir ein zytosolisches Protein, das fiir die Regulation der Exozytose
bedeutsam ist (194) und eine Uberexpression in Magenkarzinomgewebe zeigt (171).
Das Genprodukt von Lysyl-Oxidase-Like-1 spielt eine Rolle fir den Aufbau und Er-
halt der extrazellularen Matrix (112), und kann im Falle einer Mutation des Gens Aus-
l6ser eines Glaukoms oder Aortenaneurysmas sein (98, 174). Zudem wurde es als
Regulator pathophysiologischer Signalkaskaden beim Harnblasenkarzinom be-
schrieben (199). Dystonin kodiert fUr ein Protein, das mit dem Zytoskelett interagiert
(41, 208). Vamps ist Teil eines Proteinkomplexes, der an der Verschmelzung von
Vesikeln und Zellmembranen beteiligt ist (209). Serpin-Peptidase-Inhibitor-1
(SERPINBT1) kodiert fir ein Protein, das als Endopeptidase in der Pathophysiologie
der Lungenfibrose sowie der bronchopulmonalen Dysplasie beschrieben ist (22,
204). Fur das Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle konnte gezeigt werden, dass
dort eine erhéhte Expression von SERPINB1 vorliegt, und dass SERPINB1 die Zell-
motilitat férdert (181). Das Genprodukt von Thymosin-beta-4 ist ein mit den Actin-
filamenten des Zytoskeletts interagierendes Protein, das eine Rolle in der epithelial-
mesenchymalen Transition und somit in der Tumorprogression und Metastasierung
spielt (193). Diese Funktion konnte im Mausmodell auch flr das maligne Melanom
nachgewiesen werden (31, 84). Fur Thymosin-beta-4 ist als einziges Produkt der

sechs genannten Kandidatengene bereits eine Assoziation mit der ex vivo Chemo-
15
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sensitivitdt von Tumoren (Zervixkarzinom, Kolorektalkarzinom) beschrieben (79,
134).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Genexpression dieser Kandidatenmarker
mit der Chemosensitivitdt und dem klinischen Chemotherapieerfolg von Patienten mit
metastasierendem Melanom zu assoziieren. Hierdurch sollten Biomarker der ex vivo

Chemosensitivitat fir das maligne Melanom identifiziert werden.

1.4.2 Neue Therapieoptionen fir das Merkelzellkarzinom

Nachdem es fir seltene Tumorerkrankungen wie das MCC auBerst schwer ist, klini-
sche Studien durchzuflihren, sind Therapieoptionen meist nur fir einzelne Falle be-
schrieben. Eine effiziente Therapie fir Patienten mit fortgeschrittenem MCC hat sich
dabei noch nicht herauskristallisiert. Die Beteiligung des MCV an der Tumorgenese
und die Tatsache, dass das Uberleben von MCC Zelllinien von der Expression der
viralen Onkogene abhangig ist, bieten eine Grundlage fir neue Therapien.

1.4.2.1 Interferon

Interferone (IFNs) wurden erstmals im Jahre 1957 von Isaacs und Lindenmann be-
schrieben (82). Sie wurden von Zellen sezerniert, die mit hitzeinaktivierten In-
fluenzaviren behandelt worden sind. IFNs gehéren zu einer groBen Familie von multi-
funktionellen Proteinen, die sowohl eine antivirale als auch eine antitumorale Wir-
kung aufweisen. Ebenso haben sie Effekte auf das Immunsystem, die durch interfe-
ronstimulierte Gene (ISGs) vermittelt werden (27). Drei verschiedene IFN Typen
konnten bereits beschrieben werden. Typ | IFNs (a, B, €, K, v, w) sowie Typ Il IFN
(IFN A1-3) (9) werden als Antwort auf Virusinfektionen, doppelstrangige RNA oder
ahnliche Stimuli hin produziert. Die Expression von Typ Il IFN (IFN y) erfolgt in akti-
vierten T-Lymphozyten und natirlichen Killerzellen (82, 156). Die biologische Aktivi-
tat von IFNs wird durch ihre Bindung an ihre zugehdrigen Rezeptoren vermittelt. Dies
sind in erster Linie der IFN-a/B Rezeptor fur Typ |, der IFN y Rezeptor fur Typ Il und
der IL10R2/IFNLR1 Rezeptor fiir Typ Ill IFNs. Nach der Bindung kommt es zur Akti-
vierung verschiedener Signalwege, wie z.B. der Jak/STAT Signalkaskade. Diese 16-
sen die Transkription verschiedener Gene aus, die daraufhin die antiproliferative oder
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antivirale Wirkung von Typ | und Il oder die immunmodulatorische Wirkung von Typ
Il IFN herbeifiihren (27). Welchen genauen Effekt die aktivierten Rezeptoren vermit-
teln, ist abhangig von verschiedenen weiteren Faktoren. Hierzu zahlt unter anderem
der Einfluss weiterer Zytokine, ob die betroffene Zelle zuvor aktiviert wurde oder wie
das umgebende physiologische Milieu beschaffen ist.

Auf therapeutischer Ebene beschrankt sich der Einsatz zum gréBten Teil auf Typ |
IFNs und hier besonders auf IFN a. So wurde zum Beispiel rekombinantes IFN a2
zur Therapie von Haarzellleuk&dmie, dem Nierenzellkarzinom oder dem malignen Me-
lanom zugelassen (67, 91, 92, 99). Weiterhin wird IFN a zur Behandlung von Hepati-
tis B und C sowie dem mit HIV assoziiertem Kaposisarkom verwendet, wahrend IFN
B zur Behandlung von multipler Sklerose herangezogen wird (29, 110, 117, 141,
198).

1.4.2.2 Artemisinin

Artemisinin ist ein sekundarer Pflanzeninhaltsstoff, der aus dem einjahrigen Beifuss
(Artemisia annua) gewonnen werden kann, einer Heilpflanze, die in der traditionellen
chinesischen Medizin bereits lange bekannt ist (51, 96). Wiederentdeckt wurde sie
von chinesischen Wissenschaftlern in den 1970’er Jahren. Diese suchten im Auftrag
der Nordvietnamesischen Regierung wahrend des Vietnamkrieges ein neues Mittel
gegen Malaria, da viele der Soldaten daran erkrankt waren (182).
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Abb. 3: Der einjahrige Beifuss (Artemisia annua) und seine Inhaltsstoffe. Artemisia annua (A) gehért zur Familie der Aster-
aceae und ist urspriinglich im eurasischen GroBraum beheimatet. Sein Inhaltstsoff Artemisinin (B) und das daraus gewonnene
Derivat Artesunate (C) finden als Mittel gegen Malaria Einsatz, und sie besitzen antitumorale und antivirale Eigenschaften. Die
Peroxidbriicke der Stoffe bildet bei Kontakt mit Eisen freie Sauerstoffradikale, die wahrscheinlich mechanistisch ausschlagge-
bend fur die Wirkung sind.

Mittlerweile findet Artemisinin (ART) und auch seine Derivate (nachfolgend als Arte-
misinine bezeichnet), in erster Linie Artesunate (ATS) und Artemether (ATM), weite
Verbreitung in der Anwendung gegen die vom Protozoen Plasmodium spec. ausge-
|6ste Malaria. Es werden hierbei zwei Hauptmechanismen vermutet, tber die Artemi-
sinine ihre Wirkung vermitteln. Die Theorie, dass ihre Wirkung durch Hemmung des
Calcium-Transporter PFATP6 vermittelt wird (97), konnte aktuell jedoch nicht bestatigt
werden (10). Ein zweiter moglicher Mechanismus verbirgt sich hinter der Struktur der
Artemisinine: Sie besitzen eine Peroxidbricke (s. Abb. 2), die in Anwesenheit von
Eisen instabil wird und zur Freisetzung freien radikalen Sauerstoffs (reactive oxygen
species (ROS)) fuhrt (24), der dann durch Alkylierung von Proteinen die Wirkung des
Stoffes vermittelt (12, 46, 202).

Neben der Behandlung von Malaria wurde in einigen Arbeiten auch ein antitumoraler
Effekt der Artemisinine nachgewiesen, sowohl in vitro (47, 48, 69) als auch in vivo
(42). Weitere Untersuchungen an Glioblastom- und Mammakarzinomzellen zeigen,
dass ATS durch Produktion von ROS zur Entstehung von Nekrose und mitochondri-
al-vermittelter Apoptose fuhrt (23, 71). Auch antivirale Wirkung konnte fir die Artemi-
sinine nachgewiesen werden. So kommt es durch Artesunate zur Inhibition der Rep-
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likation des humanen Zytomegalievirus (HCMV) sowie des Herpes-simplex-Virus 1
(HSV1) (50, 87). Auch das Hepatitis-B Virus (HBV) und das Hepatitis-C Virus (HCV)
sprechen auf die Behandlung mit Artemisininen an (136, 150). Von den beiden zu-
letzt genannten Viren ist auch bekannt, dass sie mitverantwortlich fur die Entstehung

einiger humaner Karzinome sind (120).

1.4.2.3 Evaluierung der Wirkungsweise von Interferonen und Artemisininen auf
das Merkelzellkarzinom

Interferone und Artemisinine sind bekannt fir ihre antitumoralen und antiviralen Ei-
genschaften. Tatséachlich konnte fir IFNs bereits gezeigt werden, dass sie mit den T-
Antigenen anderer Polyomaviren interagieren. In zwei Arbeiten wurde erfolgreich
demonstriert, dass die Expression viraler Gene durch den Einsatz von Typ | IFNs bei
JCV (36) und Typ Il IFN bei BKV (2) Infektion verhindert werden kann. Bei beiden
kam es zu einer Reduktion in der LTA Expression. Weiterhin induzieren IFNs die Ex-
pression des ,promyelocytic leukemia® Proteins (PML), fir das seinerseits durch die
Interaktion mit dem LTA eine Regulation der Infektion mit JCV nachgewiesen werden
konnte (64). Krasagakis et al konnten bereits zeigen, dass eine MCC Zelllinie sensitiv
auf IFN a reagiert (94), allerdings ohne Berlcksichtigung des MCV. Erste klinische
Erfolge konnten auch bei der Behandlung des MCC mit IFN bescheinigt werden (26,
123). In der vorliegenden Arbeit sollten daher die immunmodulatorischen und anti-
proliferativen, sowie im Hinblick auf das MCV besonders die antiviralen Eigenschaf-
ten von IFNs in vitro und in vivo untersucht werden.

Uber die Artemisinine ist vergleichsweise wenig bekannt. Ihre Wirkung wird wahr-
scheinlich durch die Modulierung zellulérer Proteine durch ROS vermittelt (23, 71).
Ihre Wirkung auf andere DNA-Viren wurde bereits beschrieben (51). Zwar sind die
genauen Mechanismen hier nicht erforscht, dennoch bieten die bisherigen For-
schungsergebnisse ausreichend Grund, auch die Wirkungsweise von Artemisinin auf
MCV+ MCC Zelllinien genauer zu beleuchten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der Tierexperimente wurden funf Wochen alte weibliche
NOD.CB17/Prkdc*®® Mause verwendet. Alle Tiere wurden von der Firma Harlan Win-
kelmann (Rossdorf, Deutschland) bezogen und unter speziellen pathogenfreien Be-
dingungen gehalten. Alle Experimente wurden unter Einhaltung des gultigen Tierver-

suchsrechts vorgenommen.

2.1.2 Material

2.1.2.1 Gerate

Gerat

Hersteller/Lieferant

Typbezeichnung

Autoklav

Blottingkammer

Brutschrank (30°)

Brutschrank (37°; 5% COy)

Digitalkameraaufsatz fur
Lichtmikroskop

Fedegari Autoclavi SPA
Varioklav, Albuzzano,
ltalien

BioRad, Minchen,
Deutschland

Memmert, Schwabach,
Deutschland / Heraeus,
Hanau, Deutschland
Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe, Deutschland
Leica, Heerbrugg,
Schweiz

Tecnoclav 135S

Mini Trans Blot
Mini PROTEAN
BM200, B6030

Heraeus Incubate-
Function Line
ICC50
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Durchflusszytometer

Eismaschine

Geldokumentation

Gelkammern

Lichtmikroskop

Lichtmikroskop
Mikropipetten

Mikrowelle

Neubauer Zahlkammer

PCR Workstation
PCR-Maschine

pH-Meter
Pipettierhilfe
Plattenphotometer
RT-PCR-Maschine
Bakterienschuttler

Spannungsquelle
Sterilwerkbank

2. Material und Methoden

BD Biosciences, Heidel-
berg, Deutschland
Scotsman Ice systems,
Mailand, ltalien

Herolab GmbH,
Wiesloch, Deutschland

Thermo Fisher Scientific

Olympus, Hamburg,
Deutschland

Leica

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Sharp Electronics, Ham-
burg, Deutschland
Marienfeld, Lauda Ké-
nigshofen, Deutschland
Herolab

Life technologies, Darm-
stadt, Deutschland
WTW, Weilheim,
Deutschland

Brand Laborbedarf,
Wertheim, Deutschalnd
Tecan, Crailsheim,
Deutschland

Life technologies
Eppendorf AG

BioRad

Thermo Fisher Scientific

FACSCanto

Scotsman AF-20

EASY 429K

OWL A2 Large Gel Sys-
tems
CK2

DM750

Eppendorf Reference,
Eppendorf Research
Sharp R-3V10

Clean Lab

96-well GeneAmp PCR-
System 9700

inoLab pH 720

Accu-Jet

SLT Spectra

7500 fast real-time PCR
Innova

Power Pac 300

Heraeus Lamin Air HB
2448 & HB 2472
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Heizblock

Konvokalmikroskop
Kahlschrank (-20°)

Kdhlschrank (-80°)

Vortexter

Waage

Wasserbad
Zentrifuge

Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

2.1.2.2 Verbrauchsmaterial

Material

2. Material und Methoden

Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Leica

Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland

Thermo Scientific

IKA, Staufen, Deutsch-
land

Mettler GmbH, GieBen,
Deutschland

Memmert

Hettich, Kirchlengern,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

TCR 100

TCS SP2
Liebherr Premium

ULT Freezer
MS-1

Mettler P160

WB-7
Hettich Rotanta/RP

Heraeus Biofuge pico
Heraeus Megafuge 1.0 R
Heraeus Biofuge fresco

Volumen / Durchmesser Firma

Becherglaser
Eppendorf-Caps
Erlenmeyerkolben

FACS-Ro6hrchen

Roéntgenfilm

Kryoobjekttrager

50 ml, 100 ml, 250 ml, 500

ml,1L,2L
1,5 ml

50 ml, 100 ml, 250 ml, 500

ml, 1L, 2L
5ml

Schott, Mainz,
Deutschland
Eppendorf AG

Schott

BD Biosciences
Fujifilm Corporation,
Dusseldorf, Deutsch-
land

Langenbrink, Te-
ningen, Deutschland
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Kryoréhrchen

Kulturréhrchen

Messzylinder

Microtiterrohrchen

Nitrozellulose

Objektglaser
Objekttrager
Parafilm

Pipetten

Pipettenspitzen

ReaktionsgefaBe

Ruhrfisch

Schraubverschlussflaschen

Schraubverschlussréhrchen
Spritzen

Sterilfilter

UV-Kuvetten
Whatman-Papier

Zellkulturflaschen

2. Material und Methoden

1,7 ml

d: 16 mm, h: 160 mm
50 ml, 100 ml, 250 ml,
1000 ml

1,2 ml

1mlL2ml,5ml, 10 ml, 25 ml
10 pul, 20 pl, 100 pl, 200 pl,

1ml

100 uL, 500 wl, 1,5 ml, 2 ml

80 ml, 250 ml, 500 ml,
1000 mi

15 ml, 50 ml
1ml,5ml, 10 mi
PorengréBe 0,2 um, 0,45 pum

1,5 ml

50 ml, 250 ml, 550 mi

Thermo Fisher
Scientific
Schott

Schott

Omnilab, Bremen,
Deutschland

GE Healthcare, Frei-
burg, Deutschland
Marienfeld
Marienfeld

Roth

Sarstedt Nimbrecht,
Deutschland
Sarstedt / Costar,
Washington, USA
Biozym, Hessisch
Oldendorf, Deutsch-
land / Sarstedt
Hartenstein, Wiirz-
burg, Deutschland

Schott

Greiner, Fricken-
hausen, Deutschland
BD Biosciences
Corning, Corning,
USA

Eppendorf
Bioscience, Dassel,
Deutschland

Greiner
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Zellkulturplatten
Zellkulturplatten 12-Loch
Zellkulturplatten

Zellkulturschalen

Zellschaber -

2.1.2.3 Chemikalien und gebrauchsfertige L6sungen

Substanz

6-Loch, Flachboden

96-Loch, Flachboden

d:6¢cm, 10 cm

BD Biosciences
Corning

Greiner

Thermo Fisher Sci-

entific
BD Biosciences

Firma

7-AAD (7-Aminoactinomycin)
Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8)
LB-Agar

Agarose

Ampicillin

Antibody diluent

Artemisinin

Artesunate
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)

Complete protease inhibitor cocktail tablets

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNAse

DNA —Probenpuffer (6x)

dH:0

BD Bioscience
Roth
Life technologies

Biozym

Sigma Aldrich, Schnell-

dorf, Deutschland
DAKO, Hamburg,
Deutschland
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roche, Mannheim,
Deutschland
Serva, Heidelberg,
Deutschland

Boehringer Ingelheim,

Ingelheim am Rhein,

Deutschland

Fermentas, St. Leon-

Roth, Deutschland
Life technologies
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dNTPs

Doxycyclin

EDTA

EDTA 0,02 % in PBS

Ethanol (100 %, 96 %, 70 %)

EZ Mount Eindeckmedium

Formaldehyd (37 %ige wassrige Losung)
Fotales Kélberserum (FCS)

Glycerin

Glycin

Interferon (human; beta und gamma)

Kollagenase D
LB Broth Base
MatriGel™

Methanol

Multiferon

Natriumdesoxycholat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Penicillin/Streptomycin

Phenol

Life technologies
Sigma Aldrich

Roth

Sigma Aldrich
Apotheke Uniklinik
Wirzburg, Deutschland
Thermo Fisher Scien-
tific

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich / Bio-
chrom, Berlin, Deutsch-
land

Roth

Roth

Pepro Tech, Hamburg,
Deutschland
Boehringer Ingelheim
Life technologies

BD Biosciences
Merck, Darmstadt,
Deutschland

Swedish Orphan,
Stockholm, Schweden
Roth

Roth

Roth

Roth

Thermo Fisher
Scientific

PAN Biotech, Aiden-
bach, Deutschland
Roth
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Polybrene®

2-Propanol

REAL® Peroxidase Blocking Solution (IHC)
Salzs&ure

Target retrieval solution (pH6 und pH9)
TEMED

Tris
Tris HEPES Running Buffer

Tween®-20

Trypanblau

Trypsin/EDTA (0,5/0,2%) in PBS (10x)
Vectashield with DAPI®

2.1.2.4 Enzyme und Reaktionspuffer

Enzym / Puffer Konzentration

Merck

Apotheke Uniklinik
DAKO

Merck

DAKO

Life technologies
Roth

Thermo Fisher Scienti-
fic

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
PAN Biotech
DAKO

Firma

BioTherm™ DNA Polymerase 5 U/l
Ligationspuffer

Puffer Tango (10x)

RNAse A 10 U/ul
Smal 10 U/ul
T4 DNA Ligase 5 U/l
Taqg-Puffer

Xbal 10 U/ul

Ares Bioscience,
K&ln, Deutschland
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Ares Bioscience

Fermentas
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2.1.2.5 Kits und gebrauchsfertige Materialien
Kit

Firma

5-20 %, 10 % & 12 % Precise protein gels

Absolute qPCR low ROX mix®

ATP-TCA-Assay-Kit (Sartori Test)

CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (MTS)

DAKO EnVision™-Hrp IHC Kit

DuoLink in situ co-IP kit

Lipofectamine 2000®
Nova Red® Substrate Kit

PeqGOLD Total RNA™ Kit

Pierce® BCA protein assay kit
Pierce® ECL western blotting substrate
Qiagen plasmid midi kit

QIAquick® gel extraction kit
Restore™ plus western blot stripping buffer

SuperScript® Il reverse transcriptase
SYBR® safe DNA gel stain

Thermo Fisher Scien-
tific

Thermo Fisher Scien-
tific

DCS - Innovative Diag-
nostik Systeme, Ham-
burg, Deutschland
Promega, Mannheim,
Deutschland

DAKO

OLINK Bioscience,
Uppsala, Schweden
Life technologies
Vector Labs, Wertheim,
Deutschland

PEQLAB Biotechnolo-
gie, Erlangen, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scien-
tific

Thermo Fisher Scien-
tific

Qiagen, Hilden,
Deutschland

Qiagen

Thermo Fisher Scien-
tific

Life technologies

Life technologies
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2.1.2.6 GroBenstandards

Substanz

Firma

Gene Craft® 100bp DNA ladder
PageRuler® plus prestained protein ladder
Quick-load® 1kb DNA ladder

Ares Bioscience
Fermentas

New England Biolabs,

2.1.2.7 Puffer und Lésungen

Puffer / Losung

Frankfurt a. M., Deu-
tschland

Zusammensetzung / Hersteller

1x Trypsin/EDTA Lésung

Avertin

Blocking-Solution

Elektrophoresepuffer

FACS Puffer

Formalin (4%)

5 ml 10x Trypsin/EDTA Losung
45ml PBS

29 2,2,2-Tribromethanol
2,5 ml 2-Methyl-2-Butanol
ad 80 ml dH-O

5% (m/v) Milchpulver
0,05% (v/v) Tween 20
In PBS

159 Tris

729 Glycin

50 ml 10% SDS
ad 1 LdH0

1% (v/v) FCS
In PBS

11ml Formaldehyd (37%)
89ml PBS
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Gewebelysepuffer

Lammli Puffer (4x)

Tris-Acetat Puffer (TAE) (1x)

RIPA Lysepuffer

Transferpuffer

Trypanblaulésung

2. Material und Methoden

10% (v/v) Kollagenase D
1% (v/v) DNAse
In RPMI 1640 ohne Zusétze

250 mM Tris/Cl pH 6,8

8% SDS

25% Glycerol

0,02% Bromphenolblau
8% B-Mercaptoethano

40 mM Tris-Acetate pH8,0
1 mM EDTA

50 mM Tris/HCI pH8

150 mM NacCl

1% NP40

0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% SDS

25 mM Tris
190 mM Glycin
20% Methanol

0,1% (v/v) Trypanblau
20% (v/v) Ethanol

L deO
2.1.2.8 Medien
Medium Zusammensetzung
LB-Medium e 20g LB Broth Base
e ad 1L ddH.O
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LB-Agarplatten

1,6% (w/v) Agar in LB-Medium

LB*-Agarplatten e 1,6% (w/v) Agar
e 0,01% (w/v) Ampicillin in LB-
Medium (Endkonzentration

100mg/ml)

LB*-Medium e 0,01% (w/v) Ampicillin in LB-
Medium (Endkonzentration
100mg/ml)

RPMI Komplettmedium e 10% (v/v) Fotales Kalberserum
(FCS)

e 10 mg/ml Penicillin/Streptomycin
e in RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

2.1.2.9 Bakterienstamme

Bezeichung Eigenschaft Bezugsquelle
Top 10 One Shot® e chemisch kompetent Thermo Fisher
E.coli Scientific

2.1.2.10 Zellen und Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden mit RPMI Komplettmedium bei
37°C und 5% CO, Begasung kultiviert.

2.1.2.10.1 HEK 293-T-Zellen

Bei 293-T-Zellen handelt es sich um eine Variante der Human Embryonic Kidney
(HEK) 293-Zellen. Sie exprimieren das groBe SV40-T-Antigen und wurden von der
Firma LGC Standards (Wesel, Deutschland) bezogen. Die Zelllinie ist aus Transfek-
tionsversuchen die von Harald zur Hausen im Jahre 1967 (211) durchgeflhrt wurden
hervorgegangen.
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2.1.2.10.2 MCC Zelllinien
Die MCV+ MCC Zellinien WaGa und BroLi wurde an der Klinik fir Dermatologie, Ve-

nerologie und Allergologie des Universitatsklinikums Wirzburg etabliert. Sie stam-

men aus Tumoren von Patienten mit histologisch gesicherter MCC Diagnose. Die
MCV+ Linien MKL- 1 und MKL-2 sowie die MCV- Linien UISO, MCC13 und MCC26

sind von anderen Gruppen etabliert und charakterisiert worden. Tabelle 2 gibt einen

Uberblick Uber die verwendeten MCC-Zelllinien, ihre Eigenschaften so wie ggf. vor-

handene Stop-Codon Mutationen im Bereich des LTA bei den MCV+ Linien.

FOr den Doxycyclin induzierten T-Antigen knockdown wurden die retroviral transdu-
zierten Linien MKL-1 piH TA tet, MKL-2 piH TA tet and WaGa piH TA tet verwendet.

Die Linien wurden in unserem Labor an der Klinik fir Dermatologie genetisch veran-

dert und anschlieBend charakterisiert (77).

Tab. 2: Ubersicht Giber die verwendeten MCC Zelllinien.

Alt Ge- Lokalisati- Morpholo- Verdopp- stop codon CK-
er
schlecht on gie lungszeit mutation 20
Lymphkno- )
Deletion
MKL-1 26 m ten- Spharoid 3 Tage +
1612-1657
metastase
MKL-2 72 m k.A. Sphéroid 3 Tage + C1453A -
Einzelzell-
WaGa 67 m Aszites . 4 Tage + C1461T -
suspension
. Pleurapunk- L
BroLi 55 m tat Sphéroid 5 Tage + K.A. +
a
Lymphkno-
LALE Adhéarente
MCC13 80 w ten- 1 Tage - - -
Zellen
metastase
Adhéarente
MCC 26 k.A. k.A. k.A. 1 Tage - - k.A.
Zellen
Adharente
UISO 46 w Primartumor 1.5 Tage - - -
Zellen
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2.1.2.10.3 Melanomzellinien

Der GroBteil der verwendeten Melanomzelllinien wurde an den Kliniken flir Dermato-
logie, Venerologie und Allergologie des Universitatsklinikums Wurzburg und des Uni-
versitatsklinikums Mannheim im Rahmen des routinemaBig durchgefiihrten Chemo-
sensitivitdtsassays etabliert. Die hierfir notwendigen Gewebeproben wurden aus
Tumoren von Patienten mit histologisch gesicherter Melanomdiagnose mit deren
Einverstandnis entnommen. Die weiteren verwendeten Melanomzelllinien kénnen der

Tabelle 3 enthommen werden.

Tab. 3: Verwendete Melanomzelllinien.

Bezeichung Eigenschaft Referenz
SkMel28 Human, m, 51 Jahre, BRAF V600E+ (168)
FM88 Human, Geschlecht & Alter unbekannt, (16)
BRAF V600E+
A375 Human, f, 54 Jahre (65)

2.1.2.10.4 Fibroblasten

Alle verwendeten Fibroblasten wurden an der Klinik fir Dermatologie, Venerologie

und Allergologie des Universitatsklinikums Wirzburg gewonnen und etabliert.

2.1.2.11 Plasmidvektoren

Bezeichung Beschreibung / Eigenschaften Bezugsquelle
pKH1 e Lentiviraler Expressionsvektor Monique
o shRNA Expressionskassette Verhaegen
e exprimiert GFP unter der (192)

Kontrolle des humanen ubiquitin-
C promotors

pKH1scr e wie pKH1, enthalt unspezifische  Roland Houben
scrambled shRNA (78)
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pRSV rev

pHCMV-G

pMDLg/pRRE
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o Helferplasmid fur lentivirales
Vektorsystem

e Codiert far rev

e Helferplasmid fur lentivirales
Vektorsystem

e Codiert fur HCMV Glycoprotein

e Helferplasmid fur lentivirales
Vektorsystem

e Codiert fur gag, pol und das rev

responsive element (RRE)

2.1.2.12 Primer, Probes und Oligonukleotide

Monique
Verhaegen (44)

Monique
Verhaegen
(205)

Monique
Verhaegen (44)

Von der Firma Sigma-Aldrich wurden die synthetisierten und entsalzten PCR-, und

Sequenzierprimer sowie die an ihrem 5’-Ende phosphorylierten shRNA- Oligonukleo-

tide bezogen. Die TagMan® Sonden stammen von der Firma Eurogentech (Kéln,

Deutschland). Am 5 Ende befindet sich Fam, am 3‘ Ende ein Black Hole Quen-

cher 1. Sonden und Primer wurden mit der Software Primer Express® 3 von Applied

Biosystems entworfen. Die Target-Sequenzen der shRNA Oligonucleotide wurden

der Datenbank des RNAi Konsortiums entnommen und wurden dort ausfihrlich be-

schrieben

Bezeichnung Sequenz in 5°-3‘-Richtung Verwendung
LoxL1_sense TGCCAGTGGATCGACATAACC gPCR
LoxL1_anti-sense CGTTGTTGGTGAAGTCAGACTC gPCR
Vamp5_sense CTCCGCAGGCAGAGAAGC gPCR
Vamp5_anti-sense CATAATTTCCGTCACCTCGTTCG gPCR
SCRN1_sense TGATTGTGGATCGTGATGAAGC qPCR
SCRN1_anti-sense CATCTTAGTGGTGAGCGAAAGC gPCR
SerpinB1_sense TGCATATGGCTACATCGAGGAC qPCR
SerpinB1_anti-sense TCCAAAGTCAACTGTTCCTCAATC qPCR
TMSB4X_sense CGAAACTGAAGAAGACAGAGACG gPCR
TMSB4X_anti-sense GCACGCCTCATTACGATTCG gPCR
RPLPO_sense CCATCAGCACCACAGCCTTC gPCR
RPLPO_anti-sense GGCGACCTGGAAGTCCAACT gPCR
LoxL1_probe AACTACATCCTCAAGGTGCACGTGAACCC gPCR
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Vamp5_probe
SCRN1_probe
SerpinB1_probe
TMSB4X_probe
RPLPQ_probe
KH1-Sequenzierprimer
SerpinB1 shRNA 284 fw

2. Material und Methoden

TATTCCTGCCATCGCTGCTGCCGC
AATGCACCTCACTCCCTCTGTGACTTTCTC
TGCCGTGTGCTGGAACTGCCTTACC
TCCACTGCCTTCCAAAGAAACGATTGAACA
ATCTGCTGCATCTGCTTGGAGCCCA

TGTCGCTATGTGTTCTGGGA
GTGGAGCGTCTTATATTCTGAATCAAGAGTTCAGAATATAAGAC shRNA-Insert

GCTCCATTTTTTGT

SerpinB1 shRNA 284 rev

GAATATAAGACGCTCCAC

SerpinB1 shRNA 1219 fw

TCAGGTAATAAAGCACTATTTTTTGT

SerpinB1 shRNA

rev

2.1.2.13 Antikorper

gPCR
gPCR
gPCR
gPCR
gPCR

Sequenzierung

CTAGACAAAAAATGGAGCGTCTTATATTCTGAACTCTTGATTCA  shRNA-Insert

GTAGTGCTTTATTACCTGAGTTTAGTGAAGCCACAGATGTAAAC shRNA-Insert

1219 CTAGACAAAAAATAGTGCTTTATTACCTGAGTTTACATCTGTGG shRNA-Insert
CTTCACTAAACTCAGGTAATAAAGCACTAC

Name (Clone bzw. Verdinnung
Bestellnummer) (Anwendung) Hersteller

LTA (CM2B4) 1:1000 (WB) Santa Cruz Biotechnologies,
1:1000 (IHC) Heidelberg, Deutschland

PML (sc-5621) 1:200 (WB) Santa Cruz Biotechnologies
1:200 (IHC, IF)

SerpinB1 (HPA018871) 1:500 (WB) Sigma Aldrich
1:500 (IHC)

MART-1/Melan-A (A103)  1:1000 (IHC) DAKO

Cleaved-Caspase 3 1:2000 (IHC) New England Biolabs

(D-178)

B-Tubulin (TUB2.1) 1:2500 (WB) Sigma Aldrich

Anti-mouse/rabbit/goat 1:1000 (WB) DAKO

HRP markierte

Sekundérantikdrper

HLA-ABC (EMRS8-5) 1:100 (IHC) Abcam, Cambridge, UK

HLA-ABC (w6/32)

1 pl/5*10° Zellen (FACS)

Immunotools, Frisoythe,
Deutschland
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lgG2a Isotyp-Kontrolle 1 pl/5*10° Zellen (FACS) Immunotools

2.1.2.14 Software

Programm Hersteller / Homepage
Adobe™ CS® 4 Adobe Systems Inc., Dublin, Ireland
Ape-A Plasmid Editor M. Wayne Davis
Entrez PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

. 1s™ Double Digest® http://www.fermentas.com/doubledigest/index.
ermenats ouble Diges

html
FlowJo® Treestar Inc., Ashland OR, USA
IM®50 Digital Imaging Software Leica
Microsoft™ Office 2003 Microsoft, Redmond WA, USA
http://www. ncbi.nlm.nih.gov/blast/
NCBI-Blast
mmtrace.html
Prism® GraphPad Software, San Diego CA, USA
2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und zellbiologische Methoden

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit den in Abschnitt 3.1.10 beschriebenen Zell-
linien gearbeitet. Alle im Folgenden beschriebenen Inkubationsschritte sowie die Kul-
tivierung der Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,-Zufuhr durchge-
fuhrt. Die Zentrifugation der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur (RT) flr 5 Minuten
und 400 g. Alle Medien wurden auf 37°C erwarmt, bevor sie verwendet wurden.

2.2.1.1 Auftauen von eukaryotischen Zellen

Die in Kryoréhrchen bei -180°C in flissigem Stickstoff gelagerten, tiefgefrorenen Zel-
len wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und zum Waschen in ein 50 ml Blau-
deckelréhrchen pipettiert, in das 50 ml auf 37°C vorgewarmtes PBS vorgelegt wur-

den. Im Anschluss wurde gemischt und abzentrifugiert. Der verbliebene Uberstand
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wurde verworfen und das Pellet im verbleibenden PBS resuspendiert, dann noch-
mals mit 5 ml PBS gewaschen, der Uberstand verworfen und die Zellen im Rest ge-
|6st. Die Suspension wurde in 12 ml Medium aufgenommen und in eine 200 ml Zell-

kulturflasche Uberfiihrt.

2.2.1.2 Einfrieren von Zellen

Die adharenten Zellen wurden von der Zellkulturflasche mit 2,5-5 ml Trypsin/EDTA
gelbst, die Reaktion mit demselben Volumen Medium angestoppt, alles in ein 15 ml
oder 50 ml Blaudeckelr6hrchen Gberfiihrt und dann abzentrifugiert. Sphéaroide und
Suspensions-Zellen wurden direkt aus den Kulturflaschen entnommen und abzentri-
fugiert. Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit PBS. Der Uberstand wurde
abgekippt, das Pellet im Restlberstand resuspendiert und die Suspension dann in
1 ml einer eisgekihlten Lésung aus FCS und 10 % DMSO aufgenommen und in 1,5
ml Kryoréhrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden tUber Nacht im -80°C Kuahlschrank ge-

lagert und dann in den Stickstofftank Gberfiihrt.

2.2.1.3 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden mit 10 ml PBS gewaschen. Zum Trypsinisieren der Zellen wurden
5 ml Trypsin/EDTA zugegeben und die Zellkulturflasche fir 5 min im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Nachdem sich alle Zellen geldst hatten wurden 5 ml Medium hinzu-
gegeben, verbliebene adhdrente Zellen vom Boden der Flasche abgespult und alles
gut resuspendiert. Je nach beobachtetem Wachstum und weiterem Verwendungs-
zweck wurden die Zellen, meist im Verhaltnis 1:10 gesplittet. Beim Einsatz von
200 ml Flaschen wurden 15-20 ml Medium hinzugegeben und bei 600 ml Flaschen
25-50 ml Medium eingesetzt. Unter den verwendeten Kultivierungsbedingungen war
es notwendig die Zellen etwa alle 3-4 Tage zu passagieren. Sphéaroidal wachsende
Zellen wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit 1-2 mal pro Woche gesplittet (vgl.

Tab. 2) und in einer Konzentration von 510° Zellen/ml weiterkultiviert.
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2.2.1.4 Dissoziation von spharoidal wachsenden Zellen

Die Sphéroide wurden aus der Zellkulturflasche enthommen, in ein 50 ml Blaudeckel-
réhrchen Uberfihrt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml 0,02 % EDTA
Lésung gewaschen und im Anschluss in 3 ml 0,02 % EDTA Lésung aufgenommen
und im Brutschrank flr 5-10 min inkubiert. Im Anschluss konnten die Zellen durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren dissoziiert werden. Sie wurden dann zweimal mit
PBS gewaschen und je nach Verwendungszweck in der gewtinschten Menge Kul-

turmedium oder PBS aufgenommen.

2.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Durch Verwen-
dung von Trypanblau wurden die toten Zellen gefarbt und die lebenden Zellen im
Anschluss in den 4 GroBquadraten der Kammer unter dem Lichtmikroskop ausge-
zahlt. Unter Zuhilfenahme der folgenden Formel lieB sich nun die Zelldichte der Aus-

gangskultur bestimmen:
Mit: D = Zelldichte [Zellen/ml]

N N = Anzahl gezéhlter Zellen

D=—-v-10* Q = Anzahl ausgezahlter GroBquadrate
V = Verdunnungsfaktor

10* = Umrechnungsfaktor von Zellen/ul auf Zellen/ml

Sphéroide wurden vor der Bestimmung der Zellzahl mit 0,02 % EDTA-L&sung disso-

Ziiert.

2.2.1.6 Transfektion von HEK 293T Zellen mit Lipofectamin 2000 zur Herstel-
lung lentiviraler Vektoren

Lipofectamin besteht aus kationischen Lipiden, die eine hohe Ladungsdichte besit-
zen und dadurch in der Lage sind, Nukleinsduren in Vesikeln zu binden. Die Vesikel
binden an die Zelloberflache und werden samt der DNA endosomal in die Zelle auf-
genommen.

Zur Transfektion der Zellen sollte nach M&glichkeit ein zu etwa 80 % konfluenter Zell-
rasen vorliegen. Hierzu wurden die HEK 293T Zellen gezéhlt und ca. 6,5*10° /well in
einer 6-well Platte ausgesat. Die Zellen wurden nun Gber Nacht unter den bekannten
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Bedingungen kultiviert und ihr Wachstum am nachsten Tag unter dem Lichtmikro-
skop Uberprdift.

Die Transfektion mit Lipofectamin 2000 erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
Far die Herstellung lentiviraler Vektoren zur Expression von shRNA-Konstrukten ge-
gen SerpinB1 und das MCV LTA wurde die DNA der einzelnen Plasmide nach fol-
gendem Verhaltnis dem erforderlichen DNA-Mix zugegeben:

Plasmid Relativer DNA-Anteil
pKH1 mit shRNA Expressionskassette 1
pRSV rev 0,25
pHCMV-G 0,35
pMDLg/pRRE 0,65

Der Transfektionsansatz wurde Uber Nacht inkubiert und das Medium im Anschluss
gewechselt. Am darauf folgenden Tag konnten die Zellen flr weitere Versuche oder
die Ernte der lentiviralen Vektoren verwendet werden.

2.2.1.7 Gewinnung von lentiviralen-Partikeln und Transduktion eukaryotischer

Zellen

Durch lentivirale Vektoren ist es mdglich, genetisches Material wie z.B. shRNA
Expressionskassetten in eukaryotische Zellen einzubringen. Sie haben den Vortell,
dass sie stabil ins Wirtsgenom integrieren und ein breites Anwendungsspektrum
bieten, da sie auch Zellen auBerhalb der Teilungsphase infizieren.

Zur Herstellung von lentiviralen Partikeln wurden HEK 293T Zellen wie in 2.2.1.6
beschrieben mit den zur Vektorproduktion bendtigten Plasmiden transfiziert. Am Tag
darauf wurde das Medium der transfizierten Zellen gewechselt und 6 ml frisches
Medium hinzugefigt. Am vierten Tag nach der Transfektion konnten die
Vektorpartikel geerntet werden. Hierzu wurde der Mediumiberstand aus den wells
der 6-well Platte wieder abgenommen, mit einem 0,45 um Mikrofilter gefiltert und in
ein Blaudeckelréhrchen Uberfihrt. Zum Vektoriberstand wurde 1 pg/ml Polybrene
hinzugeflugt. Hierbei handelt es sich um ein kationisches Polymer, das die
Transduktionseffizienz  verbessert indem es durch Ladung hervorgerufene
Wechselwirkungen zwischen dem Vektorcapsid und der Zelloberflache neutralisiert.
Die zu transduzierenden Zellen wurden gewaschen und der Vektorlberstand
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unverdiinnt auf die Zellen gegeben. Fiir etwa 7,5*10° Zellen wurde 1 ml Uberstand
verwendet. Adhéarente Zellen wurden hierfir am Tag zuvor ausgesat, Spharoide
hingegen vor der Transduktion dissoziiert. Die Transduktion wurde in 6-well Platten
durchgefihrt. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt, da Polybrene nach
langerer Inkubationszeit zytotoxische Wirkung auf einige Linien zeigte. Vier Tage
nach der Transduktion konnten die Zellen fir weitere Analysen und Versuche

verwendet werden.

2.2.1.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Analyse von Oberflaichenmarkern auf Zellen sowie zur Uberpriifung der Trans-
duktionseffizienz wurde die Durchflusszytometrie herangezogen. Zellen kénnen hier-
bei auf die Haufigkeit eines Ereignisses innerhalb einer Zellpopulation hin untersucht
werden. Das Durchflusszytometer detektiert Streulicht bzw. Fluoreszenzimpulse, die
von Zellen wahrend ihrer Passage durch einen Laserstrahl emittiert werden. Dieses
Streulicht wird durch die Zellgr6Be, Zellmembranstruktur sowie durch intrazellulare
Bestandteile beeinflusst. Zellen kdnnen dadurch in unterschiedliche Fraktionen sor-
tiert und gezahlt werden. Diesem Zweck dienen als wesentliche Parameter der so-
genannte Forward Scatter (FSC =Vorwartsstreulicht) und der Side Scatter (SSC =
Seitwartsstreulicht). Der FSC wird durch Beugung des Lichts hervorgerufen und gibt
Auskunft Uber die ZellgréBe. Der SSC wird durch die Brechung des Lichts verursacht
und dient als MaB fir die Granularitat einer Zelle. Auch Immissionen von mit floures-
ziereneden Markern versehenen Antikérpern, mit denen die Zellen gefarbt wurden,
kénnen durch das FACS-Gerét detektiert werden.

Die Auswertung der am Durchflusszytometer durchgefihrten Messungen erfolgte mit
dem Programm FlowdJo.

2.2.1.8.1 Kontrolle der Transfektions- und Transduktionseffizienz
Die erfolgreiche Transfektion und Transduktion wurde Uberprift, indem die Zellen auf
das fluoreszierende Protein GFP hin untersucht wurden. Dieses wurde von den Vek-
toren, mit denen die Zellen transfiziert bzw. transduziert wurden, codiert. Zur Kalibrie-

rung des Durchflusszytometers wurden als Negativabgleich Zellen untersucht, die
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kein fluoreszierendes Protein enthielten. Zur Analyse wurden 5*10° in ein FACS
Réhrchen Gberfihrt und zum Waschen in 500 pl FACS Puffer aufgenommen. Die
Suspension wurde fiir 5 min bei 400 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 100 pul FACS Puffer aufge-

nommen und analysiert.

2.2.1.8.2 Farbung von MHC-Klasse | Molekiilen

MHC Klasse | wurde durch Fluoreszenz detektiert, indem das Molekil mit PE mar-
kierten Antikérpern gefarbt wurde. Zum Negativabgleich wurden jeweils ungefarbte
und mit einer IgG2a Isotypkontrolle gefarbte Zellen mitgefuhrt.

Zur Messung wurden adhéarente Zellen trypsinisiert und spharoide dissoziiert. Etwa
5*10° Zellen wurden in FACS-R6hrchen tiberfiihrt und zweimal mit 500 pl FACS Puf-
fer gewaschen. Die Zellen wurden fur 5 Minuten bei 400 g abzentrifugiert, der Puffer
abgekippt und das Pellet in 50 pul FACS Puffer resuspendiert. Zur Zellsuspension
wurde 1ul des jeweils verwendeten Antikdrpers gegeben, kurz gemischt und alles fur
eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurde noch zweimal gewaschen
und die Zellen zur FACS Analyse in 100 ul FACS Puffer aufgenommen. Zur Identifi-
zierung der lebenden Zellen wurde kurz vor der Messung pro Probe noch 1 pl 7-AAD

hinzugefugt.

2.2.1.8.3 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid

Zur Zellzyklusanalyse wurden die Zellen trypsinisiert bzw. dissoziiert, zweimal mit FACS
Puffer gewaschen und etwa 1*10° Zellen in 500 pl FACS Puffer aufgenommen und in ein
15 ml Blaudeckelréhrchen Uberflhrt. Unter Vortexen wurden dann tropfenweise 5 ml eis-
kaltes Ethanol (70 %) zugegeben und die Zellen Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen wurde dann eine Mischung aus 1 ml PBS / 1% FCS, 0,05 mg/ml
Propidiumjodid (PI) und 0,1 mg/ml RNAse A zu den Zellen gegeben und das Ganze fur
1 h bei 37°C inkubiert. Die Analyse erfolgte im Anschluss am FACS Gerét. Pl interkaliert
in doppelstrangige DNA. Anhand der Farbeintensitat kann daher auf den DNA Gehalt in
den Zellen geschlossen und diese dadurch in die verschiedenen Zellzyklusphasen ein-
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geordnet werden. Auch apoptotische Zellen kénnen durch diese Methode identifiziert

werden.

2.2.1.9 MTS Proliferationsassay

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4  sulfophenyl)-2H-
tetrazolium] ist ein Tetrazoliumsalz, das durch Dehydrogenasen aus stoffwechselaktiven
Zellen in Formazan umgesetzt und ins Kulturmedium abgegeben wird. Die Reaktion ist
mit einem Farbumschlag verbunden, der am Photometer gemessen werden kann. Die
Konzentration an Formazan verhalt sich proportional zur Stoffwechselaktivitat und durch
die Intensitat des Farbumschlags kann somit auf die Proliferation, Viabilitdt und Stoff-
wechselaktivitat der Zellen zurtickgeschlossen werden.

Der MTS Assay wurde in einer 96-well Platte nach Protokoll des Herstellers durchge-
fuhrt. Die Zellen wurden fir den Versuch jeweils in Triplikaten ausgesat. Die Zellzahl pro
well richtete sich nach der Proliferationsrate und GréBe der Zellen. Fir MCC13 und
MCC26 wurden jeweils 1000 Zellen/well, fir UISO 3000 Zellen/well, fir WaGa 10.000
Zellen/well und fir BroLi, MKL-1 sowie MKL-2 jeweils 80.000 Zellen/well ausgesat.

2.2.1.10 Chemosensitivitatsassay und Chemosensitivitatsindex

Der Chemosensitivitatsassy wurde nach Exzision des Primartumors oder der Meta-
stase innerhalb von 24 h durchgefihrt. HierfGr wurde verbliebenes Binde- und Fett-
gewebe entfernt und ca. 1 cm® Tumorgewebe flir den Assay herangezogen. Das
verbleibende Gewebe wurde zur Routinehistologie, Kryokonservierung und RNA Ex-
traktion verwendet. Die Chemosensitivitatstestung wurde mit dem DCS ATP-TCA-
Assay-Kit wie bereits mehrfach beschrieben (8, 184, 187) durchgeflhrt (vgl. auch
Abb. 1). Hierflir wurde das zu testende Gewebe enzymatisch dissoziiert und die ver-
bliebene Suspension Uber eine Ficoll-Hypaque-Dichtezentrifugation in Einzellzellen,
Blutzellen und Debris aufgetrennt. Die Tumorzellen wurden abpipettiert, in Medium
Uberfuhrt, gezahlt und nur bei einer Viabilitat von >25% flr den Assay verwendet.
AnschlieBend wurden sie in einer 96-well Rundbodenplatte ausgesat und mit Medi-
um sowie mit den zu testenden Chemotherapeutika in 6 unterschiedlichen Konzent-
rationen versetzt. Hierfir wurden ausgehend von einer Test-Konzentration Lésungen
erstellt die 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, 100% und 200% konzentriertes Testreagenz
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enthielten. Flr jede Konzentration wurde in Triplikaten getestet. Bei den verwendeten
Zytostatika handelte es sich um Cisplatin, Doxorubicin, Vinblastin, Paclitaxel, Gemci-
tabine und Treosulfan. Die Zellen wurden nun fir 7 Tage im Brutschrank inkubiert,
anschlieBend lysiert und ihr ATP Gehalt C(ber eine Luciferin-Luciferase-
Luminiszenzreaktion am Plattenphotometer bestimmt. Als Referenzwert fir 100%-
tige Viabilitat wurde der Wert der Zellen die nur mit Medium inkubiert wurden heran-
gezogen. Der Chemosensitivitatsindex liegt theoretisch zwischen 0 und 600. Er wird
durch Aufsummieren des prozentualen Anteils der Zellviabilitdt Gber alle getesteten
Zytostatikakonzentrationen hinweg gebildet. Ein Chemosensitivitdtsindex von 600
zeigt damit eine maximale Zellviabilitat und damit keine Chemosensitivitat der getes-
teten Tumorzellen an. Ein Index von 0 hingegen zeigt keine lebenden Zellen und
damit ihre maximale Chemosensitivitat gegenliber dem getesteten Zytostatikum an.
Liegt der Wert bei tber 600, so ist es zu einer erhdhten Proliferation unter Behand-
lung mit dem getesteten Zytostatikum gekommen. Die so bestimmten Chemosensiti-
vitatsindices wurden zur Korrelation mit der Gen- und Proteinexpression der Kandi-
datenmarker in den Ausgangstumorgeweben verwendet.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung von Bakterien auf Nahrbéden

Bakterien wurden zur Kultivierung auf LB-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Zur Aufbewahrung wurden die Platten mit Parafilm
verschlossen und bei 4°C im Kihlschrank gelagert.
Zur Herstellung der Agarplatten wurde zu LB-Medium 1,6% Agar hinzugegeben, das
ganze gut vermischt und autoklaviert. Zur Herstellung von Platten zur Selektion wur-
de nach dem Abkihlen des Agarmediums auf 50°C Ampicillin zugegeben, bis eine
Endkonzentration von 100 pg/ml erreicht wurde. Die Agaroselésung wurde unter der
Sterilwerkbank in sterile Petrischalen aus Polystyrol gegossen bis der Boden voll-
stdndig bedeckt war und durch vorsichtiges Schwenken gleichmaBig verteilt. Die ab-
geklhlten und erstarrten Platten wurden verschlossen und bis zum Gebrauch bei
4°C im Kaltelabor gelagert.
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2.2.2.2 Kultivierung von Bakterien in Flissigkulturen

Zur Durchfuhrung von Plasmidmidiprdparationen wurden Bakterien in LB-Medium
(iber Nacht angeziichtet. Fiir eine Ubernachtkultur (UNK) wurden 100 ml Medium in
Erlenmeyerkolben vorgelegt und mit Ampicillin bis zu einer Endkonzentration von
100 pg/ml versetzt. Zum Animpfen der FlUssigkulturen wurde je nach Verwendungs-
zweck und durchgeflhrter Vorarbeit entweder eine Bakterieneinzelkolonie einer
Agarplatte, 1-2 ul Bakteriensuspension einer vorhandenen Flissigkultur oder Bakie-
rienmaterial aus einer Glycerinkultur verwendet. Die Bakterien wurden in jedem der
Falle mit einer sterilen Pipettenspitze in das Medium Uberflhrt. Die Kulturen wurden
anschlieBend Uber Nacht im Schuttler bei 37°C und 150 bis 250 rpm inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgte die Weiterverarbeitung der Kulturen oder Lagerung bei
4°C im Kuhlschrank.

2.2.2.3 Anlegen von Glycerolstocks

Zur dauerhaften Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden Glycerolstocks ange-
legt. Hierzu wurde 1 ml einer frischen UNK zu 200 ul einer autoklavierten Glyceroll6-
sung aus gleichen Anteilen Glycerol und LB*-Medium gegeben und bei -80°C gela-
gert.

2.2.2.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

Als Transformation bezeichnet man die Aufnahme von DNA in eine Bakterienzelle.
Transformiert man chemisch-kompetente Zellen mit zirkularen Plasmidmolekilen, die
einen eigenen Replikationsursprung (origin of replication) besitzen, ist es mdglich,
diese DNA zu amplifizieren. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide codierten alle
ein Ampicillinresistenz-Gen, sodass eine Selektion der Bakterien, die das Plasmid
aufgenommen hatten, durch Anreichern des Kulturmediums mit diesem Antibiotikum
moglich war.

Fir die Transformation wurden chemisch kompetente E.coli TOP10 One Shot - Zel-
len verwendet. Zu 25 pl dieser Zellen wurden 1 pul eines Ligationsansatzes gegeben
und die Mischung far 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss erfolgte fir 30 sek ein
Hitzeschock bei 42°C im Heizblock und weitere 2 min Inkubation auf Eis. Dann wur-
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den 250 ul ampicillinfreies LB™-Medium zugegeben und die Bakteriensuspension zur
Expression der Resistenzgene fir 1 h im Schuttler bei 37°C inkubiert. Danach wurde
fir 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und das Bakterien-
pellet im verbliebenen Restmedium resuspendiert. Zur Selektion wurde die Suspen-
sion auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausplattiert und dann Gber Nacht bei 37° C im
Brutschrank inkubiert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Annealing von DNA-Oligonukleotiden
Die SERPINB1 shRNA-Inserts fiir die vorliegende Arbeit wurden als Oligonukleotide

bestellt, die vor der weiteren Verwendung einem Annealing (Zusammenlagerung)
unterzogen werden mussten. Die Oligonukleotide wurden hierzu auf eine Konzentra-
tion von 25 uM eingestellt. Dann wurden 40 pl dH>O mit 12 pl 0,5 M NaCl-Lésung
und je 4 ul sense strand und antisense strand DNA versetzt und flr 2 min auf 80°C
erhitzt. Bei diesem Schritt erfolgt die Auflésung der Sekundarstrukturen und die
Temperatur muss ggf. an die Schmelztemperatur der Oligonukleotide angepasst
werden. Im Anschluss erfolgte das Annealing der beiden komplementaren Nukleo-
tidstrdnge indem der komplette Ansatz im abgeschalteten Heizblock langsam auf
27°C heruntergekihlt wird. Das so entstandene doppelstrangige DNA-Insert konnte

nun durch eine Ligation weiterverarbeitet oder bei -20°C eingefroren werden.

2.2.3.2 Praparation von Plasmid-DNA

Die Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgte durch alkalischen Lyse,
die zum Aufbruch der Bakterienwande flhrte. Durch Zugabe einer natriumhydroxid-
haltigen Lésung wurden die Zellen lysiert und Proteine sowie chromosomale und
Plasmid-DNA denaturiert. Durch die darauffolgende Zugabe von Natrium- bzw. Kali-
umacetat kam es zur Préazipitation chromosomaler DNA und anderer zellularen Be-
standteile sowie zur Neutralisation des Lysats. In Lésung verbliebene Plasmid-DNA
konnte ihre Struktur renaturieren und wurde anschlieBend selektiv an eine Matrix ge-
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bunden. Aus 50 ml UNK Bakterienfliissigkulturen konnten mittels einer Midipraparati-
on groBe Plasmide isoliert werden. Hierzu wurde das ,Plasmid purification midiprep
kit“ der Firma Qiagen verwendet. Nach alkalischer Lyse erfolgt die Isolation der
Plasmid-DNA durch silika-basierte Anionaustauschchromatographie die eine an-
schlieBende Fallung ermdglicht. Die Durchfiihrung erfolgte nach der Anleitung des
Herstellers.

2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Mit Hilfe eines Photometers konnte durch die Messung der optischen Dichte (OD) bei
einer Wellenlange von 260 nm die Konzentration von DNA oder RNA in einer Probe
ermittelt werden. Die zu testende Probe wurde im Verhaltnis 1:100 mit Wasser ver-
dinnt und in eine UV-Kilvette Gberflhrt. Zur Ermittlung eines Referenzwertes wurde
eine Messung mit dem zur Verdinnung verwendeten Wasser durchgefihrt. Die Kon-
zentration der Nukleinsdure wurde vom Photometer automatisch berechnet und in
ug/ul ausgegeben.

2.2.3.4 Restriktionsverdau des lentiviralen Vektors KH1

Um die shRNA Expressionskassetten in den KH1 Vektor hinein klonieren zu kénnen,
wurde dieser mit den Restriktionsendonukleasen Smal und Xbal hydrolytisch an se-
quenzspezifischen Stellen doppelverdaut. Fir den Restriktionsverdau wurde der
nachfolgend aufgefiihrte Ansatz verwendet.
Menge Reagenz
5ug KH1 Plasmid-DNA
Je 1yl Restriktionsenzym
2,0 ul Restriktionspuffer (10fach)
ad 20,0 yIl H.O

Der Verdau wurde Uber Nacht unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen

(s. Fermentas Internetseite Double Digest) im Brutschrank durchgefthrt. Durch gel-
elektrophoretische Auftrennung wurden die Enzyme inaktiviert und das Fragment
isoliert.
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2.2.3.5 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

Zur analytischen Gelelektrophorese des verdauten KH1 Vektors wurden 0,7%-tige
Agarosegele verwendet. Zur Herstellung der Gele wurden 0,7 g Agarose in 100 mi
1xTAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelést. Nach Abkihlen auf etwa 50°C
wurde ,SYBR safe DNA gel stain“ 1:10000 zugegeben, durch leichtes Schwenken in
der Losung verteilt und die Agarose in einen Plexiglasschlitten gegossen. Nach der
Polymerisation wurde das Gel in die Gelkammer gelegt, diese mit 0,5xTAE—Puffer
beflllt bis das Gel knapp mit Puffer bedeckt war und die Kdmme entfernt. Die Plas-
mid-DNA wurden mit 6x Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen geladen. Ein
DNA-Ladder wurde zur Abschatzung der GréBe des Fragments verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei 180 V flr 45 min.

2.2.3.6 Isolierung und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die zum KH1 Vektor passende Bande wurde unter UV-Licht mit einem vorher abge-
flammten Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem
,QIAquick gel extraction kit* der Firma Qiagen nach Herstellerprotokoll extrahiert und

gereinigt.

2.2.3.7 Ligation
Zur Ligation der shRNA Expressionskassetten in den geschnittenen KH1 Vektor
wurde die doppelte Menge an Insert im Vergleich zum Vektorplasmid eingesetzt.

Folgendes Pipettierschema wurde fir einen Ligationsansatz verwendet:

Menge Reagenz
200 ng KH1 Vektor (100ng/ul)
1,0 ul shRNA Insert
T4-DNA-Ligase (5 u/ul, Fermen-
1,0 ul
tas)
1,0 pl Ligationspuffer (Fermentas)
ad 20,0 ul  H20
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Nach 2 h Inkubationszeit bei RT wurden die Ansatze zum Stoppen der Reaktion auf
65°C im Heizblock erhitzt und im Anschluss zur Transformation eingesetzt.

2.2.3.8 Isolation von RNA aus Gewebe oder Zellen

Zur Isolation von RNA wurden Zellen oder Schnitte von kryokonserviertem Gewebe
verwendet. Die Isolation wurde mit dem ,PeqGOLD Total RNA kit“ der Firma
PEQLab nach Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Zellen wurden hierzu gewa-
schen, gezahlt und etwa 1,5*10° Zellen im Lysepuffer des Kits aufgenommen. Bei
Gewebe wurden je nach GréBe der Probe 25-50 Schnitte von 20 pm Dicke verwen-
det, in die vorgeschrieben Menge Lysepuffer aufgenommen und durch Vortexten und
Auf- und Abpippettieren moglichst dissoziiert. Die Isolation erfolgte auf Eis und die
Lagerung der RNA bei -80°C.

2.2.3.9 cDNA Synthese

Die Synthese von cDNA aus RNA erfolgte mit dem ,Superscript |l reverse transcrip-
tase cDNA Kit“ der Firma Life science. Als Grundlage des Kits dient die reverse
Transkriptase des Moloney murinen Leukamievirus. Die Synthese erfolgt nach An-
gaben des Herstellers im Thermocycler unter Verwendung folgenden Reaktionsmi-
Xes:

6,0 ul Total RNA

1,2 ul Reverse Transkriptase (200 Units/pl)

1,0 pl Random Primer (20 ng/ul)

1,0 pl Oligo (dT) Primer (10 pmol/ul)

1,0 pl dNTP-L6sung (jede Base 10 mM)

2,0 ul DTT (100 mM)

4,0 ul 5x First strand buffer

3,8 ul H.O bidest

20,0 pi Gesamtvolumen
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2.2.3.10 Quantitative Polymerasekettenreaktion (qQPCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion kann man in vitro schon mit einer geringen
Ausgangskonzentration an sogenannter template DNA, Sequenzen definierter Lange
amplifizieren und diese ggf. in quantitativen Mengen zur Weiterverarbeitung verwen-
den. Durch den Vergleich mit einem sogenannten Housekeeping-Gen ist es aber
auch maoglich, die relative Expression verschiedener Gene zu bestimmen. In dieser
Arbeit wurde die relative Expression verschiedener Kandidatengene der Chemosen-
sitivitdt gegenltber dem Housekeeping-Gen RPLPO mit Hilfe von Tag-Man Sonden
bestimmt. Sonden und Primer wurden mit der Software ,Primer Express 3“ von Ap-
plied Biosystems entworfen. Fir GAPDH stand ein fertiger Mastermix derselben Fir-
ma zur Verfigung. Die relative Quantifizierung wurde nach der von Livak und Sch-
mittgen beschriebenen AACqg-Methode (vormals AACt) durchgefthrt. Hierbei wird
zuerst der ACg-Wert zwischen Ziel- und Housekeeping Gen berechnet:

ACq = Cq Zielgen — Cq Housekeeping Gen
Die Expression des Zielgens wird nun auf eine Referenzprobe bezogen. Im Falle der
Kandidatengene war dies eine zuvor ausgewahlte Kalibratorprobe.

AACq = ACq Zielgen - ACq Zielgen Kalibrator
Der Expressionsunterschied (Ratio) zwischen den untersuchten Proben und dem
Kalibrator wurde Uber die folgende Formel berechnet.

Ratio = 2724
Zur Durchfihrung der qPCR wurde der ,Absolute gPCR low ROX mix®“ der Firma
Thermo Fisher Scientific nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Grundlage fur
die gPCR-Reaktion wurden die folgenden Mengen an Reagenzien eingesetzt:
1,0 pl cDNA template
1,2 pl Forward primer (5 uM)
1,2 pl Reverse primer (5 uM)
0,4 pl Probe (100 nM)
10,0 ul 2x uMM Buffer
6,2 ul dH.0O

20,0 Gesamtvolumen

Die Reaktionsansatze wurden auf Eis in ein PCR-ReaktionsgefaB3 pipettiert, wobei

darauf zu achten war, dass die Polymerase immer am Schluss des Ansatzes zuge-
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geben wurde. Der komplette Ansatz wurde zur Amplifikation in die Thermocycler ge-

geben. Fir die gPCR wurde folgendes Programm eingestellt:

Zyklen Schritt Dauer Temperatur
1 Aktivierung 15 Minuten 95°C
45 Denaturierung 15 Sekunden 95°C
Elongation 1 Minute 60°C
1 Kihlung o0 4°C

2.2.3.11 Sequenzierung von DNA

Durch die Sequenzierung von DNA kann die genaue Nukleotidabfolge des eingesetz-
ten templates bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde so die Klonierung
von shRNA Expressionskassetten in den KH1 Vektor Uberprift. Alle Sequenzierun-
gen wurden durch die Firma SeqglLab (Géttingen, Deutschland) durchgefihrt. Hierflr
wurden 600-700 ng Plasmid-DNA und 20 pmol Primer auf einem Gesamtvolumen

von 7 ul in ein 0,2 ml ReaktionsgefaB Uberfuhrt und eingesendet.

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurde RIPA-Puffer (Lysepuffer) mit Proteaseinhibitor
im Verhaltnis 1:25 vermischt. Die Zellen wurden in ein 15 ml Blaudeckelrfhrchen
dberfiihrt, bei 400 g fir 5 min abzentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Im
Anschluss wurden sie im RIPA-Puffer (Lysepuffer) aufgenommen. Fiir 1*10° Zellen
wurden 100 pl Lysepuffer verwendet. Die Mischung wurde gevortext und fir 30 min
auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde alles fir 10 min bei 10.000 rpm und 4°C zentri-

fugiert. Der Zelldebris wurde verworfen und das Lysat bei -20°C gelagert.
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2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Zelllysats wurde mit dem ,Pierce BCA
protein assay kit* der Firma Thermo Fisher Scientific nach Protokoll des Herstellers
durchgefihrt. Die Messung der Konzentration erfolgte am ELISA-Reader.

2.2.4.3 Immunoblotting

Zur Proteindetektion dber einen Immunoblot wurden 20 pg des Zelllysats mit 4x
Lammlipuffer und RIPA-Puffer auf ein Volumen von 20 pl gebracht und auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen. Zur GréBenbestimmung wurde der ,PageRuler plus
prestained protein ladder“ verwendet. Das Gel wurde in die SDS-Page Kammer ein-
gespannt und diese mit SDS running Buffer geflllt. Die Elektrophorese wurde bei
konstanten 100 V fir 90 min durchgefthrt.

Im Anschluss wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert. Hierfir wurden das Gel und die Membran in eine Tank-Blot Kammer ein-
gesetzt und diese mit Blottingpuffer geflllt. Der Blot wurde unter Kihlung auf Eis fur
50 min bei konstanten 400 mA durchgefiihrt.

Die Membran wurde anschlieBend dreimal fiir 5 min mit 0,05%Tween-20/PBS gewa-
schen und dann fir 1 h mit 5 %-Milchlésung geblockt. Nach erneutem dreimaligem
Waschen wurde der Primarantikérper, verdinnt in 5 %-Milchlésung auf den Blot ge-
geben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde der Blot
dreimal fiir 10 min gewaschen und dann mit einem der Spezies entsprechenden und
an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelten Sekundarantikérper fir 1 h inkubiert.
Die jeweiligen Verdinnungen der verwendeten Primar- und Sekundarantikérper kén-
nen Abschnitt 2.1.2.13 entnommen werden. Die Membran wurde anschlieBend er-
neut gewaschen, leicht getrocknet und in die Belichtungskammer Uberfihrt. Dort
wurde sie mit ,Pierce ECL western blotting substrate“ der Firma Thermo Fisher Sci-
entific entsprechend den Herstellerangaben versetzt und die Chemolumineszenz mit
Hilfe eines Rontgenfilms detektiert.

Im Anschluss wurde der Blot erneut dreimal gewaschen, die Membran fir 15 min in
Stripping Buffer inkubiert, nochmals gewaschen und entweder eine weitere Analyse
durchgefliihrt oder der Blot zur Archivierung getrocknet.
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2.2.5 Histologische Methoden

2.2.5.1 Erstellung von Gewebediinnschnitten

Die kryokonservierten Tumormetastasen wurden zur Anfertigung von Gewebeschnit-
ten zur RNA-Isolation in einen Kryostaten eingespannt. Die Schnittdicke wurde je
nach GroBe der Gewebeprobe auf 20-40 um eingestellt. Die Schnitte wurden in ei-
nem 1,5 ml Eppendorfgefa3 aufgefangen und bei -80°C bis zur weiteren Verarbei-
tung gelagert.

Zur Immunhistochemie wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Tumorge-
webe verwendet. Die Verarbeitung dieser Proben und die Herstellung von 3 um Ge-
webeschnitten wurden im Rahmen der routinemé&Bigen Probenverarbeitung der Uni-
versitats-Hautklinik Wirzburg durchgefuhrt.

2.2.5.2 Immunhistologische Farbungen

Zur Entparaffinierung wurden die 3 um dicken Paraffinschnitte je zweimal fir 10 min
bei RT mit Xylol, abs. Ethanol und 70% Ethanol gewaschen und zum Abschluss mit
bidest. Wasser gespilt. Um die Antigene wiederherzustellen wurden die Schnitte mit
,DAKO Target Retrieval Solution“ (pH9) fir 40 min bei 90°C inkubiert und anschlie-
Bend zweimal mit bidest. Wasser und einmal mit PBS gewaschen.

Nach einstiindiger Inkubation mit ,DAKO blocking solution® bei RT und zwei weiteren
wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4°C mit den entsprechenden Antikdrpern gefarbt.
Die jeweiligen Verdinnungen der verwendeten Antikérper kénnen Abschnitt 3.1.2.13
entnommen werden. Die Detektion der Antikdrper erfolgte mit ,DAKO EnVision-HRP*
und dem ,Nova Red Substrate Kit“ der Firma Vector Laboratories nach den jeweili-
gen Angaben des Herstellers. Die Zellkerne wurden mit Hematoxylin fir 30-60 sek
gefarbt und die Schnitte abschlieBend mit Wasser und destilliertem Wasser gewa-
schen und mit ,Aquatex” eingedecki.

Um die Interaktion zwischen den PML und LTA Proteinen nachweisen zu kdénnen
wurde das Duolink System der Firma Olink Bioscience verwendet. Die Durchflihrung
der Farbung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Zur Analyse und Dokumen-
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tation der Farbungen wurde das DM750 Mikroskop mit ICC50 Digitalkameraaufsatz

der Firma Leica verwendet.

2.2.5.3 Immunfloureszenzfarbung von Cytospins

Zur Durchfihrung der Immunfloureszenz wurden die Cytospins flr 10 min bei RT mit
Aceton fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und fir weitere 10 min mit ,DAKO blo-
cking solution® inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen mit dem po-
lyklonalen PML Kaninchen Antikérper in der Verdinnung 1:100 und mit Cy3-
gelabelten Ziege anti-Kaninchen Antikdrper in der Verdinnung 1:200 jeweils fur 45
min bei RT gefarbt. Die geféarbten Zellen wurden mit ,Vectashield with DAPI“ einge-
deckt und am Konvokalmikroskop analysiert und dokumentiert.

2.2.6 Tierexperimentelle Methoden

Alle in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche wurden durch die zustandigen Behdr-
den genehmigt (Regierung von Unterfranken; Tierversuchsantrag Az. 55.2-2531.01-
59/06) und unter Einhaltung der vorgeschriebene Gesetze durchgefiihrt.

2.2.6.1 Induktion der Xenotransplantate

Die Induktion von Tumor-Xenotransplantate erfolgte durch die s.c. Injektion von 1*10°
Zellen/100p! in die laterale Flanke von weiblichen NOD.CB17/Prkdc®™®® Mausen. Die
Zellsuspension war zuvor im Verhaltnis 1:1 mit MatriGel Matrix gemischt worden um
das Volumen von 100 pl zu erreichen. Das MatriGel verhindert die Verteilung der
Zellen unter der Haut. Nach variabler Inkubationszeit wurde entweder mit der tagli-
chen i.t. Injektion von 10.000 Units Multiferon in 50 ul PBS oder 100 mg/kg in DMSO
gelbstes Artesunat in 50 ul PBS begonnen. Als Kontrolle diente jeweils das gleiche
Volumen der Tragersubstanz.
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2.2.6.2 Berechnung des Volumens subkutaner Tumoren

Zur Volumenberechnung wurden die Mause aus den Kafigen genommen und die
Lange und Héhe der Tumoren mit einer Schieblehre vermessen. Das Tumorvolumen

wurde nach folgender Formel berechnet:

V=m/6*a**b (a: Lange; b: Héhe)

2.2.6.3 Exzision subkutaner Tumoren

Erreichten die Tumoren ein Volumen von etwa 0,5 cm3 wurde der Versuch abgebro-
chen und die Xenotransplantate entnommen. Die Tiere wurden hierflr durch die i.p.
Injektion von 15 pl/g Kdrpergewicht Avertin anasthesiert und die subkutanen Tumo-
ren operativ entfernt. Fett- und Bindegewebe wurde direkt nach der Entnahme von
den Tumoren entfernt und diese in ein 2 mL Kryoréhrchen Gberfihrt. Das Gewebe
wurde dann direkt in fliissigem Stickstoff schockgefroren und spater bei -80°C bis zur
weiteren Analyse eingefroren. Gewebe das zur FACS Analyse verwendet werden
sollte wurde direkt nach der Entnahme in auf 37°C vorgewarmtes PBS Uberflhrt und

dann weiterverarbeitet.

2.2.6.4 Gewinnung einer Zellsuspension aus Xenotransplantaten

Zur Gewinnung einer Zellsuspension aus Xenotransplantaten wurde frisches Tumor-
gewebe in einer Petrischale mit einem Skalpell in méglichst kleine Stiicke geschnit-
ten. Die Stlcke wurden dann in 3 ml Gewebelysepuffer aufgenommen, in ein 15 ml
Blaudeckelréhrchen tberfihrt und fir 2,5 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit dem Stempel einer 10 ml Spritze vorsichtig durch ein Zellsieb gedrtickt
und in einem neuen 15 ml Blaudeckelr6hrchen in etwa 10 ml RPMI 1640 ohne Zu-
satze aufgenommen. Die Zellen wurden nun zweimal gewaschen indem sie flr 8 min
bei 400 g abzentrifugiert und in frischem RPMI 1640 ohne Zusatze aufgenommen
wurden. Im Anschluss wurden sie gezahlt und fir die FACS Analyse vorbereitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Chemosensitivitat beim Melanom

Far eine groBe Zahl von fernmetastasierten Melanompatienten und fir die Mehrheit
der Patienten mit BRAF Wildtyp im Stadium der Fernmetastasierung, ist eine Che-
motherapie zurzeit immer noch das erste Mittel der Wahl. Durch ex vivo Chemosen-
sitivitatsbestimmungung kann das Ansprechen auf die Behandlung auf die getesteten
Zytostatika individuell flr jeden Patienten vorhergesagt werden. Dass diese Ergeb-
nisse von klinischer Relevanz sind, konnte bereits in einer Studie beim metastasier-
ten Melanom bestatigt werden (187). In der vorliegenden Arbeit sollten daher Kandi-
datengene (siehe Tab. 1), die durch eine Microarray-Analyse von chemosensitiven
versus chemoresistenten Melanomzelllinien identifiziert wurden, auf ihre F&higkeit

hin untersucht werden, als Biomarker der ex vivo Chemosensitivitat zu dienen.

3.1.1 Korrelation zwischen der Genexpression der Kandidatenmarker
und des ex vivo Chemosensitivitatsindex (ICSI)

Die Expression der flinf vorab mittels Microarray identifizierten Gene (s. Tab. 1) sollte
in 150 kryokonservierten Tumorgeweben untersucht werden. Bei diesen Geweben
handelte es sich um histologisch bestétigte Melanommetastasen, deren Chemosen-
sitivitat ex vivo quantifiziert worden war. Die Patienten, denen die zu untersuchenden
Gewebeproben enthommen worden waren, wurden anschlieBend anhand des erhal-
tenen Chemosensitivitatsprofils chemotherapeutisch behandelt und der klinische Ver-
lauf dokumentiert. Von diesen 150 Proben konnte aus 130 Proben RNA von ausrei-
chender Qualitdt gewonnen werden. 85 Proben stammten von Patienten, die beim
Kooperationspartner Prof. Schadendorf an der Universitats-Hautklinik Mannheim be-
handelt worden sind, die restlichen 45 wurden an der Universitats-Hautklinik Wirz-
burg behandelt. Die Genexpressionsanalyse erfolgte mittels Real Time PCR in
Tagman Technologie, und die bestimmten Expressionsdaten wurden mit den indivi-
duellen Chemosensitivitatsindices (ICSI) der im ex vivo Chemosensitivitatstest ein-
gesetzten Zytostatika korreliert. Die Chemosensitivitatstestung mittels der ATP-TCA
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Methodik bietet den Vorteil, dass die zu testenden Zytostatika jederzeit individuell
ausgewahlt und zusammengestellt werden kénnen. Allerdings gibt die Anzahl der
aus einer entnommenen Tumorprobe gewonnenen vitalen Tumorzellen eine obere
Grenze fUr die Anzahl der zu testenden Substanzen vor. Entspechend wurden nicht
bei allen Patienten alle zur Verfligung stehenden Substanzen und Kombinationen
getestet. Dies fuhrte dazu, dass in den beiden Zentren Mannheim und Wirzburg
teilweise unterschiedliche Chemotherapeutika getestet wurden, sodass die statisti-
sche Auswertung nur fir die Kombination von Cisplatin und Paclitaxel Gber alle Pro-
ben hinweg erfolgen konnte. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von SerpinB1 und der Chemosensitivitat auf die Einzelsubstanzen Vin-
blastin und Cisplatin, sowie fir alle getesteten platinhaltigen Kombinationstherapien.
In der Gesamtkohorte konnte fir 128 Melanompatienten eine hochsignifikante Korre-
lation zwischen der SERPINB1 Genexpression und dem entsprechenden ex vivo
gemessenen Chemosensitivitatsindex flr Paclitaxel und Cisplatin (p=0,0045) nach-
gewiesen werden. AuBerdem fir Cisplatin als Einzelsubstanz sowie flr die Kombina-
tion aus Cisplatin und Gemcitabine und fir die Einzelsubstanz Vinblastine (siehe Ta-
belle 4, Abb. 4). Die Korrelationen mit den anderen vier untersuchten Kandidatenge-
nen LoxL1, SCRN1, Vamp5 und TMSB4X blieben ohne signifikantes Ergebnis (Tab.
4, Abb. 4).
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Tab. 4: Ubersicht iiber die Korrelationen zwischen den einzelnen individuellen Chemosensitivitatsindices (ICSI) und

der jeweiligen zugehorigen relativen Quantifizierung (qPCR) der einzelnen Kandidatenmarker.

LoxL1 SCRN1 Vamp5 SerpinB1 TMSB4X
Cisplatin Rho=0,07091 Rho=0,005103 Rho=0,08863 Rho=0,2428 Rho=0,03268
p=0,5293 p=0,9633 p=0,4227 p=0,028 p=0,7679
N=81 N=84 N=84 N=82 N=84
Doxorubicin Rho=0,0455 Rho=0,06176 Rho=-0,1044 Rho=0,2038 Rho=-0,1343
p=0,6867 p=0,5768 p=0,3446 p=0,0646 p=0,2234
N=81 N=84 N=84 N=82 N=84
Vinblastin Rho=0,0967 Rho=0,2090 Rho=0,1304 Rho=0,2592 Rho=0,04733
p=0,3905 p=0,0564 p=0,2372 p=0,0187 p=0,6690
N=81 N=84 N=84 N=82 N=84
Paclitaxel Rho=-0,00109 Rho=0,03205 Rho=0,01132 Rho=0,06217 Rho=0,06698
p=0,9923 p=0,7736 p=0,9191 p=0,5790 p=0,5474
N=80 N=83 N=83 N=82 N=83
Gemcitabine Rho=-0,06385 Rho=-0,05821 Rho=-0,05049 Rho=-0,07568 Rho=-0,1715
p=0,5736 p=0,6012 p=0,6503 p=0,5019 p=0,1210
N=80 N=83 N=83 N=81 N=83
Treosulfan Rho=0,02013 Rho=-0,07447 Rho=0,08321 Rho=0,09803 Rho=-0,06059
p=0,8584 p=0,5008 p=0,4517 p=0,378 p=0,5841
N=81 N=84 N=84 N=83 N=84
Gemcitabine + Rho=0,02841 Rho=0,01762 Rho=0,0727 Rho=0,08315 Rho=-0,06976
Treosulfan p=0,8031 p=0,8761 p=0,5111 p=0,4548 p=0,5283
N=81 N=84 N=84 N=83 N=84
Paclitaxel + Cis- Rho=0,07413 Rho=0,0456 Rho=0,07305 Rho=0,2557 Rho=0,1106
platin p=0,5107 p=0,6804 p=0,6804 p=0,0045 p=0,3165
N=81 N=84 N=84 N =128 N=84
Paclitaxel + Doxo- Rho=0,0545 Rho=0,09026 Rho=-0,004961 Rho=0,1412 Rho=0,008378
rubicin p=0,6289 p=0,4142 p=0,9643 p=0,2029 p=0,9397
N=81 N=84 N=84 N=83 N=84
Gemcitabine + Rho=-0,1289 Rho=0,1022 Rho=0,01294 Rho=0,02291 Rho=-0,1729
Vinblastin p=0,2515 p=0,3551 p=9070 p=0,8381 p=0,1160
N=81 N=84 N=84 N=82 N=84
Gemcitabine + Rho=0,0302 Rho=0,1436 Rho=0,1085 Rho=0,2362 Rho=-0,01154
Cisplatin p=0,7882 p=0,1927 p=0,3259 p=0,0326 p=0,9170
N=81 N=84 N=84 N=82 N=84
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Abb. 4: Signifikante Korrelationen zwischen der relativen Quantifizierung (QPCR) von SERPINB1 und dem jeweils zu-
gehodrigen Chemosensitivitatsindex (ICSI). A, ICSI Vinblastin (Spearman r= 0,2592; p=0,0187, N=82), B, ICSI Cisplatin
(Spearman r=0,2428; p=0,028, N=82), C, ICSI Paclitaxel und Cisplatin (Spearman r= 0,2586; p=0,0033, N=128) und D, ICSI
Gemcitabine und Cisplatin (Spearman r= 0,2362; p=0,0326, N=82). Die dargestellte Gerade gibt die lineare Ausgleichgerade

wieder.

Eine Einteilung der Gewebe in verschiedene Chemosensitivitatsstufen und die an-
schlieBende ANOVA-Analyse ergaben signifikante Unterschiede zwischen dem je-
weiligen ICSI und der SERPINB1 Expression (Abb. 5).
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Abb. 5: Korrelationen zwischen der relativen Quantifizierung (qPCR) von SERPINB1 und dem Chemosensitivitatsindex
(ICSI) der Substanzkombination Paclitaxel plus Cisplatin. Werden die 128 getesteten Gewebe in Sensitivitdtsgruppen ein-
geteilt und die zugehdrige relative Quantifizierung (RQ) von SERPINBT mit einem Kruskal Wallis Test auf Unterschiede hin
Uberprift, so zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (H=9,45; p= 0,0239). Die horizontalen
Balken geben den Mittelwert an, die Fehlerbalken den jeweils zugehdérigen Standardfehler.

3.1.2 Korrelation zwischen der SERPINB1 Expression und dem ICSI der

Zytostatika-Kombination Paclitaxel plus Cisplatin

Fir die Funktion eines Genes ist letztendlich die Expression auf Proteinebene ent-
scheidend, besonders da das mRNA Expressionslevel nicht zwingend mit der Ex-
pression auf Proteinebene korrelieren muss. Immunhistologische Farbungen ver-
schiedener Melanomschnitte zeigen bereits eine differentielle Proteinexpression von
SERPINB1 (Abb. 6A&B). Betrachtet man diese allerdings in Zusammenhang mit den
zugehdrigen ICSI Werten, so zeigt sich schnell, dass eine Korrelation in diesem Falle
nicht vorliegt. Geweben mit hoher SERPINB1-Expression kbnnen sowohl chemosen-

sitive als auch chemoresistente ICSI-Werte zugeordnet werden (Abb. 6C).
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Abb. 6: Differentielle Expression von SerpinB1 auf Proteinebene. A & B, Die immunhistochemische Farbung von
SERPINB1 in zwei Melanomschnitten in 20 facher (oben) und 40 facher (unten) VergréBerung. Die Aufnahmen lassen vernu-
ten, dass SERPINB1 nicht ausschlieBlich im Tumorgewebe exprimiert wird, sondern auch von umliegenden Zellarten (Bystan-
der-Zellen). C, Betrachtet man gezielt verschiedene fir SERPINB1 positiv gefarbte Tumorgewebe, zeigt sich eine heterogene
Expression. Eine Zunahme der Expression bei ansteigendem ICSI gegeniiber der Behandlung mit Paclitaxel und Cisplatin lasst
sich nicht nachweisen.
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Die durchgefihrten Farbungen deuteten bereits darauf hin, dass SERPINB1 nicht
ausschlieBlich von Tumorzellen exprimiert wird. Dies sollte durch eine Doppelfarbung
von SERPINB1 und MART1, welches als Marker fiir Melanozyten das Melanomge-
webe anfarben kann, bestatigt werden. In der Tat zeigen diese Doppelféarbungen,
dass SERPINB1 nicht nur im Tumor, sondern auch im Tumorstroma exprimiert wird
(Abb. 7). Interessanterweise scheinen auch Unterschiede in der Lokalisation des

Proteins zu bestehen: In einigen Zellen scheint SERPINB1 vermehrt im Kern vorzu-

liegen, andere hingegen zeigen eine deutliche Expression im Zytoplasma der Zellen.

Abb. 7: SERPINB1-Expression in Melanomzellen und im umliegenden Tumorstroma. Doppelfdrbungen von SERPINB1
(rot) und MART1 (blau) als Marker fur Tumorgewebe in Melanomgewebe. Auf beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass es zu
einer deutlichen Expression von SERPINB1 auch auBerhalb der Melanomareale kommt. Desweiteren zeigt sich eine stark
heterogene Farbung der Melanomareale. Weiterhin ist zu erkennen, dass das Protein innerhalb der Zellen auch im Kern lokali-
siert ist.

3.1.3 In vitro Korrelation zwischen SERPINB1 Expression und dem ICSI
der Zytostatika-Kombination von Paclitaxel plus Cisplatin

Nachdem SERPINB1 sowohl von den Tumorzellen als auch vom Tumorstroma ex-
primiert wird, stellte sich die Frage wie die Expression von SERPINB1 in den Tumor-
zellen die Chemosensitivitat beeinflusst. Mit Hilfe von 49 Melanomzelllinien, die im
Rahmen der durchgeflihrten Chemosensitivitatstestungen aus den entsprechenden
getesteten Metastasen etabliert werden konnten, wurde diese Frage adressiert. Dazu
wurde die SERPINB1 Expression mittels Real Time PCR in den Zelllinien bestimmt
und im Anschluss mit den ISCls flr die Gewebe, aus denen die Zelllinien generiert
wurden, korreliert. In der Tat ergaben sich zu den ISCls fiir Cisplatin und alle Cispal-
tin enthaltenden Zytostatikakombinationen wiederum signifikante Korrelationen (r=-
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0,3387; p=0,0173). Uberraschenderweise waren die Ergebnisse aber gegenlaufig zu
den fir die Gewebe beobachteten; so korreliert z.B. niedrigere SERPINB1 Expressi-
on mit erhéhter Chemosensitivitat gegeniber Paclitaxel und Cisplatin (Abb. 8A). Die
Einteilung der Zellen in Chemosensitivitatsstufen und die anschlieBende ANOVA-
Analyse bestatigen die Beobachtung, wenn auch nur in einem annahernd grenzsigni-
fikanten Bereich (p= 0,0833; Abb. 8B). Flr 23 der getesteten Zelllinien waren auch
die Sensitivitditsdaten der Gewebe bekannt, aus denen diese gewonnen wurden.
Tragt man nun diese Daten gegen die Expressionsdaten im gleichen Diagramm ge-
geneinander auf und zieht durch jede Population die Ausgleichsgerade, so zeigt sich
deutlich, dass der Trend gegensétzlich verlauft (Abb. 8C). Fur die Gewebe ist die
Tendenz sogar bereits signifikant (r=0,6067; p=0,0021). Um diesen Befund weiter zu
validieren und zu Uberprifen, ob ein Zusammenhang zwischen Chemosensitivitat
und dem Expressionsniveau besteht, wurden 5 Zelllinien Gber einen Zeitraum von 6
Wochen mit sukzessiv ansteigender Konzentration an Cisplatin kultiviert, um chemo-
resistente Linien zu generieren. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der
SERPINB1 mRNA Expression durch Tag-Man-Analyse. In vier der flnf Zelllinien
zeigte sich eine Reduktion der SERPINB1 mRNA Expression durch die Kultivierung
mit Cisplatin (Abb. 8D).
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Abb. 8: Korrelation der Expression von SERPINB1 mit dem ICSI von Paclitaxel und Cisplatin in primaren Melanomzell-
linien. A, Die Korrelation von SERPINB1 in Zelllinien und dem jeweils zugehdrigen ICSI verlauft negativ und damit kontrar zu
den im Gewebe erhaltenen Ergebnissen. Die Korrelation zwischen beiden Faktoren ist signifikant (N=49; Spearman r=-0,3387;
p=0,0173). B, Bei Einteilung der 49 Zelllinien in Sensitivitatsgruppen und der Uberpriifung der zugehdrigen relativen Quantifizie-
rung von SERPINB1 mit einem Kruskal Wallis Test, so ergibt sich ein grenzsignifikanter Unterschied in der Genexpression
zwischen den einzelnen Gruppen (N=49; H=6,668; p= 0,0833). Die horizontalen Balken geben den Mittelwert an, die Fehlerbal-
ken den jeweils zugehérigen Standardfehler. C, Tragt man die relative Quantifizierung der SERPINB1 Expression in den Gewe-
ben gegen die der aus den Geweben gewonnenen Zelllinien auf und zieht durch beide Gruppen eine Ausgleichsgerade, so
verlaufen diese Geraden gegenlaufig. Dieser Trend ist fir die Expression im Gewebe (in griin dargestellt) bereits signifikant
(N=23; r=0,6067; p=0,0021). D, Nach der sechswdchigen Kultivierung von Melanomzelllinien mit Cisplatin (die Konzentration
wurde dabei kontinuierlich von 1uM auf 10uM erhdht) wiesen vier von fiinf behandelten Zelllinien im Vergleich mit unbehandel-
ten Zellen derselben Linie eine geringere Expression von SERPINB1 auf.

3.1.4 Knockdown von SERPINB1 in Melanomzelllinien

Um zu Gberprifen, ob SERPINB1 einen Einfluss auf die Chemosensitivitat von Mela-
nomzelllinien hat, wurden lentivirale Vektoren mit einer shRNA Expressionskassette
gegen SERPINBT1 kloniert. Die shRNA Konstrukte integrieren stabil in das Genom
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der mit ihnen behandelten Zelle. Zur Transduktion wurden die drei etablierte Zellli-
nien, A375, FM88 und SkMel28 verwendet. Der Immunoblot zeigte in allen drei Li-
nien einen deutlichen knockdown von SERPINB1 (s. Abb. 9).

A375 FM88 SkMel28

SERPINB1 il - ® -

scr 284 1219 scr 2841219 scr 284 1219
beta TUBULIN e M S S S s oo

Abb. 9: Knockdown von SERPINB1 in drei Melanomzelllinien. Durch den Einsatz von lentiviralen Vektoren die eine Expres-
sionskassette fir eine SERPINB1 shRNA enthielten, konnte in drei Melanomzelllinien erfolgreich ein knockdown des Proteins
herbeigefuhrt werden. Verwendet wurden shRNA Konstrukte, die an Position 284 und 1219 des Gens angriffen. Als Kontrolle
wurde eine scrambled (scr) shRNA mitgeflihrt, die gegen kein Target im menschlichen Genom gerichtet war.

Im Anschluss sollten MTS-Assays mit den knockdown-Linien durchgefiihrt werden.
Nach einigen Tagen kam es jedoch in eben diesen Linien zu einem Wachstumsstop
und anschlieBender Apoptose. Dies konnte unabhangig vom shRNA Konstrukt in
mehreren Versuchen wiederholt beobachtet werden. Somit war der Einfluss des
knockdowns auf die Chemosensitivitat nicht bestimmbar.

3.1.5 Korrelation zwischen SERPINB1 Expression und Uberlebenszeit

Als Nachstes wurde untersucht, ob die SERPINB1 Expression als prognostischer
Marker fiir die Uberlebensdauer von Patienten mit Melanom im Stadium IV herange-
zogen werden kann. Dazu wurde die gesamte Kohorte in 2 Gruppen anhand des re-
lativen medianen SERPINB1 mRNA Gehaltes als ,cut off* unterteilt, und die Uberle-
benskurven mittels Kaplan-Meier-Methode erstellt. Diese Unterteilung ergab Uber
das gesamte Patientenkollektiv keinen signifikanten Unterschied fir das Gesamt-
Uberleben (Abb. 10A; Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test: p=0,35). Bei der Analyse der-
jenigen Subpopulation von Patienten aus der Gesamtkohorte, die nach der Testung
mit einer Platin-basierten Chemotherapie behandelt wurden, zeigte die Patienten-
gruppe mit erhdhter SERPINB1-Expression ein deutlich verbessertes Uberleben
(Abb. 10B; Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test: p=0,0166).
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Bezieht man die LDH und S100B-Konzentrationen als prognostische Serummarker
des metastasierten Melanoms Uber die Gesamtkohorte mit ein, so ergibt sich erwar-
tungsgeméanB eine verbesserte Uberlebenschance fiir Patienten mit geringer LDH
(Gehan-Breslow-Wilcoxon-Test: p=0,022), bzw S100 Konzentration (Gehan-Breslow-
Wilcoxon-Test: p=0,0032). Eine Korrelation zwischen LDH oder S100B und dem
SERPINB1 Gehalt lag allerdings nicht vor.
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Abb. 10: Kaplan-Meyer-Kurven zum Zusammenhang der Uberlebenswahrscheinlichkeit mit dem SerpinB1, LDH und
S$100 Gehalt und Korrelation zwischen LDH und S100 Gehalt mit der SERPINB1 Expression. A, Eine durchschnittlich
héhere Expression an SERPINBT hat keinen Einfluss auf das Gesamtiliberleben ab Stadium IV innerhalb der Gesamtkohorte
bei den untersuchten Patienten (p=0,3503). B, In der Untergruppe der Patienten, die mit Platin basierender Chemotherapie
behandelt wurden, weisen die Patienten mit erhdhter SERPINB1 Expression ein verbessertes Uberleben auf (p=0,0166). C, Fiir
einen geringeren LDH Wert ergibt sich Uber die Kohorte der mit Platin behandelten Patienten eine hdhere Uberlebenswahr-
scheinlichkeit (p=0,0220). D, Ebenso ergibt sich fiir Patienten mit geringem S100 Wert eine verbesserte Uberlebenswahrschein-
lichkeit (p=0,0032). Dargestellt sind jeweils die Kaplan-Meier-Kurven fiir die Gruppen, deren Wert kleiner bzw. gréBer/gleich
dem Median der gestesteten Gesamtgruppe ist. Die senkrechten Striche geben den Zeitpunkt eines Zensurereignisses an. E-F,
Eine Korrelation zwischen LDH (r=0,145; p=0,1713) und S100 (r=-0,0209; p=0,8618) Gehalt mit der SERPINB1 Expression liegt
nicht vor. Die dargestellte Gerade gibt die lineare Ausgleichgerade wieder.
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3.2 Merkelzellkarzinom

Im zweiten Teil der Arbeit wurden mdgliche Therapieoptionen fir das Merkelzellkar-
zinom untersucht. Bisherige Ergebnisse weisen stark darauf hin, dass das MCV di-
rekt an Entwicklung und Pathogenese der meisten MCC beteiligt ist. Daher wurden
die Effekte von Typ | und Typ Il Interferonen sowie Artemisinin und dessen Derivat
Artesunate auf das MCC in vitro und praklinisch untersucht, nachdem die antikanze-
rogenen und antiviralen Eigenschaften dieser Substanzen bereits mehrfach fir ande-

re Entitdten beschrieben wurden.

3.2.1 Interferon

3.2.1.1 Interferon inhibiert die Proliferation und Viabilitdt von MCV+ und MCV-
MCC Zelllinien

Als Erstes wurde der Einfluss von Multiferon ((MFN), eine Mischung aus 5 verschie-
denen IFN a Subtypen), IFN B und IFN y auf die Proliferation, den Metabolismus und
die Viabilitdt von 4 MCV+ und 3 MCV- MCC Zelllinien hin untersucht. Die Ergebnisse
zeigten sehr deutlich, dass zum einen die MCV+ MCC Zelllinien wesentlich sensitiver
auf die Behandlung mit IFN hin reagierten (Wilcoxon-Test: p=0,0039) und zum ande-
ren, dass der Effekt von Typ | IFNs auf alle Zelllinien wesentlich starker war (Wil-
coxon-Test: p=0,0313) als der von IFN y (p=0,25) (Abb. 11). In der Tat konnte die
starkste Inhibition in MCV+ Zelllinien nach MFN oder IFN 8 Behandlung beobachtet
werden. Der Einfluss von IFN y war generell eher schwach und unabhangig vom Vi-
russtatus der Zellen (Wilcoxon-Test: p=0,25). Interessanterweise zeigten zwei der
MCV- Linien (MCC13 und MCC26) keinerlei Sensitivitat gegentiber der Behandlung
mit IFN.
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Abb. 11: Typ | und Typ Il IFNs zeigen einen unterschiedlich starken Einfluss auf die Proliferation von MCC Zelllinien.
Um den Effekt von IFNs auf die verschiedenen MCC Zelllinien zu untersuchen, wurde der MTS Proliferationsassay verwendet.
Dargestellt ist die relative metabolische Aktivitat MCV+ (A, C, E) und MCV- (B, D, F) MCC Zelllinien bei unterschiedlich starken
Konzentrationen von MFN (A, B), IFN B (C, D) und IFN y (E, F) im Verhaltnis zu normalem Nahrmedium. MFN und IFN B zeigen
den starksten antiproliferativen Effekt auf die MCV+ MCC Zelllinien MKL-1 (schwarze Linie), MKL-2 (rote Linie), WaGa (blaue
Linie) und BroLi (grune Linie). IFN y zeigt einen kaum ausgepragten Effekt auf die Proliferation der MCV+ Zellen. Fur die MCV-
MCC Zelllinien kann ein Effekt nur fur UISO (violette Linie) unter Behandlung mit MFN und IFN B gezeigt werden. MCC13
(braune Linie) and MCC26 (orangene Linie) scheinen generell resistent gegeniber IFN zu sein.

Um zu klaren, worauf der Mechanismus des inhibitorischen Effekts von IFN auf die

MCC Zelllinien beruht und um mégliche Unterschiede zwischen MCV+ und MCV-
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Linien herauszuarbeiten, wurde fir alle sieben untersuchten Zelllinien eine Zellzyk-
lusanalyse durchgefiihrt. Verglichen wurde dabei der Einfluss der verschiedenen
IFNs zu der jeweiligen unbehandelten Kontrolle (Abb. 12). Diese Analysen ergaben,
dass in fast allen Zelllinien, die eine eingeschrankte Viabilitat auf die Behandlung mit
Typ | IFNs hin gezeigt hatten, vor allem eine Erhéhung der Anzahl der Zellen in der
subGO0 Phase zu beobachten war. Dies deutet auf Apoptose als wichtigen Mecha-
nismus fir den inhibitorischen Effekt von Typ | IFN hin. Eine Ausnahme bildete je-
doch die MCV+ Zelllinie MKL-1; hier konnten keine Unterschiede zwischen den ver-
schiedenen Behandlungsgruppen bezuglich der Frequenz an subGO festgestellt wer-
den. FUr die MCV+ Linie BroLi ist auBerdem zu beachten, dass auch die Kontroll-
gruppe bereits eine erhdéhte subGO Population aufwies. Fur IFN y hingegen konnte
mit Ausnahme von MCC 26 keinerlei Einfluss auf den Zellzyklus fir die getesteten

Linien nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Typ | IFNs induzieren Apoptose in MCC Zelllinien. A-C, zeigt die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse durch Propidi-
um-lodide Farbung nach sieben Tagen Inkubation mit MFN (A), IFN B (B) oder IFN y (C). Die dargestellten Histogramme zeigen
die jeweilige Kontrollgruppe (grau schattiert) im Vergleich mit dem jeweiligen IFN (schwarze Linie). D-F zeigt die prozentuale
Verteilung der Zellen in der subGO Phase nach Behandlung mit MFN (D), IFN B (E) oder IFN y (F) (schwarze Balken) im Ver-
gleich mit den unbehandelten Kontrollzellen (weiBe Balken).
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3.2.1.2 IFN Behandlung fuhrt zur verringerter LTA und verstarkter PML Expres-
sion in MCC Zelllinien.

In vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die an-
dauernde LTA Expression des MCV notwendig ist, um die Viabilitdt von MCV+ MCC
Zelllinien zu erhalten (77, 78). Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit durch den Ein-
satz genetisch veranderter MKL-1, MKL-2 und Waga Zellen bestétigt werden. Unter
Behandlung mit Doxycyclin exprimieren diese Zellen eine shRNA gegen die T-
Antigene des MCV und erzeugen so einen knockdown. Nach 5 Tagen zeigte sich in
den Doxocyclin behandelten Zellen eine deutliche Reduktion in der Viabilitat im Ver-
gleich zu den jeweiligen Kontrollzellen (Wilcoxon Test: p=0,031; Abb. 13).

== unbehandelt
Il LTA knockdown
1.04
fren)
£
S 0.5
0.0 |l 1 1
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& & &

MCV+ MCC Zelllinien

Abb. 13: Der knockdown der viralen T-Antigene fiihrt zu einer verminderten Viabilitdt in MCV+ MCC Zelllinien. Finf
Tage nach der Doxycyclin induzierten Expression einer shRNA gegen die T-Antigene des MCV, konnte in den MCV+ Zelllinien
MKL-1, MKL-2 und WaGa im MTS-Assay eine verminderte Viabilitat im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen ohne knock-
down festgestellt werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse und der Beobachtung, dass IFN die Aktivitdt von T-
Antigenen anderer Polyomaviren beeinflussen kann (2, 36), wurde als N&chstes
Uberprift, ob die verminderte Viabilitdt nach Einsatz von IFN durch eine verringerte
Expression von LTA herbeigeftihrt wurde. In der Tat zeigten Immunoblot Ergebnisse
eine deutliche Reduktion in der LTA Expression nach Behandlung mit Typ | IFN fur
alle getesteten Linien, mit dem stérksten Effekt nach Einsatz von MFN (Abb. 14). Fur

IFN y zeigten sich nur Auswirkungen auf die Zelllinie WaGa.
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Abb. 14: Die Behandlung von MCV+ MCC Zelllinien mit IFN beeinflusst die Expression des MCV LTA und des PML
Proteins. Nach siebentégiger Inkubation mit 50.000 Units/mL MFN und IFN B sowie 10.000 Units/mL IFN y wurde Zelllysat aus
den MCV+ MCC Linien gewonnen und per Western Blot auf die Expression von MCV LTA hin Uberprift. Fir alle Linien konnte
dabei eine Reduktion in der Expression beobachtet werden, besonders nach dem Einsatz von Typ | IFN. Ebenfalls konnte in
drei der Linien eine Induktion der Expression von PML beobachtet werden. Als Ladekontrolle diente B-Tubulin.

Neben der direkten Interaktion von IFN mit viralen Onkogenen, sind aber auch eine
Reihe weiterer Proteine, die mit viralen Onkogenen interagieren kénnen und v.a. von
Typ | IFN beeinflusst werden, beschrieben. Eines hiervon ist PML, dessen Zusam-
menhang mit einer verminderten LTA Aktivitdt anderer Polyomaviren bereits nach-
gewiesen werden konnte. Im Immunoblot konnten wir zeigen, dass die PML Expres-
sion nach Behandlung anstieg. Nur fir die Zelllinie WaGa schien dieser Effekt nicht
ganz so stark ausgepragt zu sein (Abb. 14). Eine Immunfluoreszenzfarbung von PML
in dieser Zelllinie zeigte jedoch auch hier eine deutliche Steigerung nach Behandlung
mit MFN (Abb. 15) in Form einer Zunahme an den sogenannten PML nuclear bodies.
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WaGa
vor MFN Behandlung nach MFN Behandlung

Abb. 15: Multiferon fiihrt zu erhéhter PML Expression in WaGa Zellen. Nach Behandlung mit 3500 Units/ml Multiferon
zeigen die WaGa Zellen in der Immunfluoreszenzfarbung eine Erhdhung der Expression von PML in Form sich bildender PML
nuclear bodies.

3.2.1.3 Wirksamkeit von Multiferon in vivo

Nach den positiven in vitro Ergebnissen sollte der Effekt von IFN im praklinischen
Modell Uberprift werden. Dazu wurden in der Arbeitsgruppe etablierte Xenotrans-
plantationsmodelle fir die MCV+ WaGa und MCV- UISO Zelllinien herangezogen.
Zehn Tage nach Injektion der Zellen wurde mit der Behandlung begonnen, d.h. tagli-
che intratumorale Gabe von MFN oder PBS flr die Kontrolltiere. Die Ergebnisse
zeigten fur die MCV+ WaGa Xenotransplantate eine Abnahme des Tumorwachstums
in der behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Unterschied ist fir
die Tage 20 und 23 statistisch signifikant (ungepaarter t-test: p=0,0004 und
p<0,0001). Fir die MCV- UISO Xenotransplantate zeigte sich dagegen ein stetiges
Tumorwachstum unabhangig von der applizierten Substanz (Abb. 16).
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Abb. 16: Die Behandlung von MCC Xenotransplantaten mit MFN fiihrte zu einem verminderten Wachstum von MCV+
WaGa Tumoren, nicht aber fiir MCV- UISO Tumoren. Die Behandlung von MCV+ WaGa Xenotransplantate mit MFN (n=6)
fhrte zu einem reduzierten Tumorwachstum im Vergleich zur PBS behandelten Kontrollgruppe (n=6). Diese Unterschiede sind
statistisch signifikant fir Tag 20 und 23 des Versuchszeitraums (ungepaarter T-Test p=0,0004 nach Tag 20 und p<0,0001 nach
Tag 23). Im Vergleich dazu konnte in MCV- UISO Xenotransplantaten (beide Gruppen n=6) kein antitumoraler Effekt von MFN
nachgewiesen werden (ungepaarter T-Test; p=0,9638).

Nachdem der in vitro Effekt von MFN teilweise auf Apoptose zurlckzufiihren war,
wurde der in vivo Effekt diesbezuglich analysiert, indem Paraffinschnitte des Tumors
auf die Anwesenheit von cleaved caspase 3 als Marker fur Apoptose gefarbt wurden.
In Ubereinstimmung mit den in vitro Ergebnissen zeigte sich dabei eine erhdhte Ex-
pression von cleaved caspase 3 in den MFN behandelten Tumoren (Abb. 17A). Der
beobachtete apoptotische Effekt von MFN auf die MCV+ WaGa Tumoren kdnnte
durch eine Interaktion von PML und LTA vermittelt werden. Um dies zu Uberprifen
wurde das Duolink System verwendet. Bei dieser speziellen Farbetechnik resultiert
nur dann ein Signal, wenn sich die beiden zu untersuchenden Proteine in unmittelba-
rer Nahe zueinander befinden (167). In der Tat konnte mit dieser Methode in den
MCV+ WaGa Xenotransplantaten eine Ko-Lokalisation von PML und LTA nachge-
wiesen werden, die in erster Linie im Bereich des Zellkerns auftrat (Abb. 17B). Als
Kontrolle dienten MCV- UISO Xenotransplantate, in denen aufgrund des fehlenden
LTAs kein Signal beobachtet werden konnte.
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Abb. 17: MFN induziert in MCV+ WaGa Xenotransplantaten eine erh6hte Expression von cleaved caspase 3 und eine
Ko-Lokalisation von PML und LTA. A, In MCV+ WaGa Xenotransplantaten konnte nach intratumoraler Injektion von MFN
eine erhéhte Expression von cleaved caspase 3 im Vergleich zur mit PBS behandelten Kontrollgruppe gezeigt werden. B, Un-
abhangig vom MFN Behandlungsstatus konnte mit der Duolink Technologie durch den Einsatz von Antikérper gegen PML und
LTA eine Ko-Lokalisation beider Proteine in MCV+ WaGa Xenotransplantaten nachgewiesen werden. Eine solche Interaktion
fehlte in den MCV- UISO Xenotransplantaten, da hier kein LTA vorlag.

3.2.1.4 Indirekte therapeutische Effekte von IFN auf MCV+ und MCV- Zelllinien

Neben einem direkten Effekt auf Tumorzellen besitzen IFNs auch immunmodulatori-
sche Effekte. So ist von ihnen bekannt, dass sie die Expression von MHC-Klasse |
Molekilen auf Zellen induzieren oder erhéhen kénnen und somit die Immunogenitat
von Tumoren steigern kdnnen. Um zu Uberprifen, ob ein solcher Effekt, der sich the-
rapeutisch nur indirekt durch eine gesteigerte Zerstérung des Tumors durch die Im-
munantwort zeigen wirde, bei MCC Zelllinien zu finden ist, wurde die MHC | Expres-
sion durchflusszytometrisch vor und nach Behandlung mit Typ | und Il Interferonen
analysiert.

Die MCV+ Linien MKL-1, WaGa und BroLi waren unbehandelt negativ fir MHC Klas-
se | Molekile, zeigten aber eine Induktion nach Behandlung mit Typ | als auch Typ II
IFN. MKL-2 zeigte bereits unbehandelt eine leichte Expression, die durch den Ein-

satz von Typ | IFN nochmals gesteigert werden konnte. Interessanterweise flhrte der
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Einsatz von IFN y hier zu einer Reduktion von MHC Klasse | Molekullen. Bei allen
MCV- Linien konnte bereits im unbehandelten Zustand eine Expression von MHC
Klasse | nachgewiesen werden, am stérksten fiir MCC26. Eine Behandlung mit Typ |
und Typ Il IFN fihrte nochmals zu einer Erhéhung fir MCC13 und UISO, aber nicht
fir die bereits stark positiven MCC26 Zellen (Abb. 18). Insgesamt zeigt sich ein ein-
deutigerer und homogenerer Effekt fir die MCV+ im Vergleich zu den MCV- MCC

Zelllinien.
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Abb. 18: Induktion und Erh6hung der MHC Klasse | Expression in MCC Zelllinien nach siebentédgiger Behandlung mit
IFN. A-C: Anderungen in der MHC Klasse | Expression in drei MCC Zelllinien nach Behandlung mit Multiferon (rot), IFN B (griin)
und IFN y (blau) im Vergleich mit unbehandelten Zellen (schwarz) und der jeweils zugehdrigen Isotypkontrolle (grau schattiert).
MHC | negative WaGa Zellen (A) zeigten eine Induktion nach Behandlung mit IFN mit dem starksten Effekt fir IFN y. MCC13
(B) war bereits positiv, der Einsatz von IFN fuhrte allerdings zu einer Erhéhung von MHC Klasse | Molekilen. Die BroLi Zellen
(C) waren zu Beginn ebenfalls negative und zeigen wie WaGa eine Induktion der Expression nach IFN Behandlung. Auf dem
Histogramm kann weiterhin nochmals der Einfluss von IFN auf die Viabilitdt der Zellen deutlich nachvollzogen werden. D-E:
Uberblick tiber den Anteil MHC Klasse | positiver Zellen der MCV+ (D) und MCV- (E) MCC Zelllinien. Abgebildet sind jeweils
die unbehandelten Zellen (schwarze Balken) und nach siebentagiger Inkubation mit MFN (rote Balken), IFN B (griine Balken)
und IFN vy (blaue Balken). Der Effekt von IFN auf Induktion und Erhéhung von MHC | war gréBer fir die MCV+ als die MCV-

Linien, die durchwegs auch unbehandelt bereits positiv waren.
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Aufgrund des fehlenden Immunsystems in dem Xenotransplantationsmodell kann
zwar kein mdoglicher klinischer Effekt bestimmt werden, aber zumindest Uberprift
werden, ob es auch in vivo zu einer gesteigerten MHC Klasse | Expression kommt.
Dazu wurden die Tumoren der Xenotransplantationsmodelle fir WaGa und UISO
immunhistochemisch auf die Expression von MHC Klasse | untersucht. Zusétzlich
wurden Zellen aus frischem Tumormaterial isoliert und durchflusszytometrisch analy-
siert. Verglichen wurden jeweils die mit MFN behandelten Tumoren mit der PBS Kon-
trolle. Weiterhin standen Paraffinschnitte von Xenotransplantationsmodellen aus
MKL-1 und MKL-2 (N=2 pro Gruppe) zur Verfigung. Hier wurde 28 Tage nach Injek-
tion der Zellen Uber eine Woche hinweg taglich MFN intratumoral injiziert. Fir WaGa
lasst sich sowohl in der FACS Farbung als auch in der IHC eine deutliche Steigerung
der MHC | Expression feststellen. Bei UISO hingegen zeigte nur die FACS Auswer-
tung eine leichte Erhéhung (Abb. 19A), die IHC hingegen wies keine Unterschiede
auf (Abb. 19B). Das Xenotransplantat von MKL-1 zeigte eine deutliche Induktion der
MHC | Expression, wahrend MKL-2 bereits unbehandelt positiv war, auf IFN Einfluss
hin aber eine klare Steigerung aufwies (Abb. 19C).
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Abb. 19: Induktion und Erhéhung der MHC Klasse | Expression in MCC Xenotransplantaten nach Behandlung mit MFN.
A, Nach Exzession des Tumors wurden die Zellen der Xenotansplantate vereinzelten und mit einem HLA-ABC-FITC Antikorper
gefarbt. Fir das WaGa Transplantat zeigten die MFN behandelten Zellen (schwarze Linie) einen deutlichen Anstieg an MHC
Klasse | Positivitat, wahrend die unbehandelten (grau schattiert) konstant blieben. Die behandelten UISO Tumoren wiesen
lediglich ein leichtes Hintergrundsignal in der behandelten Gruppe auf. B, Auch die IHC zeigte fiir WaGa eine klare Erhéhung an
MHC Klasse | Expression, wahrend UISO annéhernd unveréndert blieb. C, Mit MFN behandelte Xenotransplantate von MKL-1
und MKL-2 wurden ebenfalls immunhistochemisch auf MHC Klasse | hin gefarbt. Hier zeigte sich fir MKL-1 eine klare Induktion
nach der Behandlung, wahrend es bei den bereits stark positiven MKL-2 Transplantaten nochmals zu einer Steigerung der
Expression kam.
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3.2.2 Artemisinine

3.2.2.1 Artesunat, nicht aber Artemisinin hemmt die Proliferation von MCC Zell-
linien in vitro.

Zu Beginn der Experimente wurden Artemisinin und sein halbsynthetisches Derivat
Artesunate auf ihre antiproliferativen Eigenschaften in jeweils drei MCV+ und MCV-
MCC Zelllinien hin untersucht. Die gewahlten Konzentrationen lagen zwischen 0 und
100 uM. Dabei zeigte sich ein starkerer inhibitorischer Effekt von Artesunate als von
Artemisinin; bereits bei Konzentrationen um 10 uM ergab sich eine deutlich vermin-
derte Viabilitat bei Anwendung des Derivates. Artemisinin blieb hier weitestgehend
ohne Effekt. Die gréBere Sensitivitat der MCV+ Linien impliziert zudem einen virus-
spezifischen Effekt (s. Abb. 20).
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Abb. 20: Artesunate hat einen stérkeren Einfluss auf die Viabilitdt von MCC Zelllinien als Artemisinin. Zur Untersuchung
des Effektes wurde der MTS-Proliferationsassay verwendet. Abgebildet ist die Abnahme der Viabilitdt von drei MCV+ (A-C)
bzw. MCV- (D-F) MCC Zelllinien Uber einen Konzentrationsgradienten von 0 bis 100 uM fir Artemisinin (schwarze Linie) und
Artesunate (rote Linie). Die MCV+ Zelllinien MKL-1 (A), MKL-2 (B) und WaGa (C) reagierten deutlich sensitiver auf Artesunate
als auf Artemisin. Bei MKL-1 kam es sogar unter Artemisinin Behandlung zu weiterem Zellwachstum. Ein &hnliches Bild ergibt
sich fir die MCV- Linien MCC13 (D), MCC26 (E) und UISO (F), hier zeigte aber auch Artesunate erst bei héheren Konzentrati-
onen einen deutlichen antiproliferativen Effekt.
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Aufgrund der Ergebnisse diesen initialen Screens sowie der Beobachtung, dass eine
Artesunate Konzentrationn von 10 uM bereits erfolgreich gegentiber anderen DNA-
Viren angewendet wurden (50, 87), wurde die Viabilitdt bei Konzentrationen von 1
und 10 uM fir ein groBes MCC Zellpanel mittels des MTS-Proliferationsassays be-
stimmt. Als Kontrolle dienten die jeweiligen unbehandelten Zelllinien.

Fir die MCV+ Linien MKL-1 (p<0,0001), MKL-2 (p=0,0003) und WaGa (p<0,0001)
ergab die One-way-Anova-Analyse statistisch signifikant unterschiedliche Ergebnisse
Uber alle drei getesteten Konzentrationen hinweg. Fur BroLi konnte dies nicht beo-
bachtet werden. In der MCV- Gruppe konnten nur MCC13 (p=0,0005) und MCC26
(p<0,0001) signifikante Unterschiede aufweisen (s. Abb.: 21). Diese lagen dabei zwi-
schen unbehandelt und 10 pM bzw. 1 und 10 pM. Lediglich far MKL-1 unterschieden
sich alle Konzentrationen auch im Einzelvergleich signifikant voneinander (Bonferro-
ni’'s-Multiple-Comparision-Test; s. Tab. 5). Generell reagierten auch hier die MCV+
Linien sensitiver auf Artesunate als die MCV- Linien, was sich in einer statistischen
Signifikanz bei der 10 puM Konzentration widerspiegelt (Mann-Whitney-Test,
p=0,0051).

Neben den MCC Zelllinien wurden im Verlauf der Versuchsreihe auch Melanomzellli-
nien und Fibroblasten auf Ihre Reaktivitdt gegentber Artesunate hin getestet. Hier
fanden sich allerdings keine Unterschiede zwischen den behandelten und der unbe-
handelten Kontrollgruppe. Lediglich die Melanomlinie UACC257 zeigte geringe, je-
doch statistisch nicht signifikante Sensitivitat.
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Abb. 21: MCC Zelllinien, nicht aber Melanomlinien und Fibroblasten reagieren sensitiv auf die Behandlung mit Ar-

tesunate. Abgebildet ist die Viabilitat der jeweiligen Linien unter Behandlung mit 1 oder 10 uM Artesunate relativ zur unbehan-

delten Kontrolle. Zur Messung wurde der MTS-Proliferationsassay verwendet. A: MCC Zelllinien reagierten sensitiv auf Kon-

zentrationen von 10 pM Artesunate und die One-Way-Anova-Analyse ergab statistisch hochsignifikante Unterschiede (

ok

p<0,0005) fir die Linien MKL-1, MKL-2, WaGa, MCC13 und MCC26. B: Fiir Melanomzelllinien und Fibroblasten zeigten sich
keinerlei signifikante Unterschiede.
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Tab. 5: Ubersicht {iber die One-Way-Anova Statistik der MCC-Zelllinien unter Artesunat Behandlung und Einzelver-
gleich durch Bonferroni’s Multiple Comparision Test. Vgl. Abb. 21; Signifikanzlevel ***: p<0,0001; **: p<0,01; *: p<0,05

Bonferroni’s Multiple Comparison Test
One-way-Anova

p<0,05
L oum oum 1uM
F-Wert p-Wert Signifikanz Level
vs 1 uM vs 10 uM vs 10 uM
MKL-1 132  <0,0001 b b e b
MKL-2 14,3 0,0003 b ns b b
WaGa 470  <0,0001 b ns e e
BroLi 1,14 0,3466 ns ns ns ns
MCC13 13,3 0,0005 b ns b b
MCC26 24,0 <0,0001 i ns b b
uISO 1,99 0,1710 ns ns ns ns

3.2.2.2 Inhibition der LTA Expression durch Artesunat in vitro.

Zur Uberpriifung ob &hnlich wie bei IFN eine Inhibition der LTA Expression durch Ar-
tesunate Behandlung erfolgt, wurden MCV+ MKL-1 und WaGa Zelllinien fir 4 Tage
mit 0,5 oder 5 UM Artesunate kultiviert. Der 5 uM Wert wurde gewahlt, da es sich da-
bei um etwa den IC50-Wert fur die MCV+ Zelllinien handelt.

In der Tat zeigte sich im Immunoblot eine deutliche Verminderung der LTA Expressi-
on nach Behandlung mit 5 uM Artesunate (Abb. 22a). Daher wurde als n&chstes
(berpriift, ob eine Uberexpression von LTA in den Zellen den inhibitorischen Effekt
von Artesunate verhindern kann. Dazu wurde der gleiche Versuchsaufbau mit gene-
tisch veranderten Zelllinien durchgefihrt, die LTA ektopisch Uberexprimieren (77).
Auch wenn die initiale LTA Expression wie erwartet hdher in diesen Zellen war, so
zeigte sich bei der 5 pM Konzentration fast kein Unterschied mehr zwischen den
ektopisch LTA Uberexprimierenden Zellen und den Kontrollzellen. Dies bestatigte
sich auch beim MTS Assay, bei dem eine LTA Uberexpression keine Auswirkung auf
den Artesunate-bedingten antiproliferativen Effekt hatte (Abb. 22B-C).
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Abb. 22: Artesunate bedingte Inhibition der LTA Expression in MCV+ Zelllinien. A, Die Kultivierung von MKL-1 und WaGa
Zelllinien mit 5 uM Artesunate fiihrte zu einer Reduktion der LTA Expression. Der Effekt konnte durch eine Uberexpression von
viralem TA (piH TA WaGa) nicht aufgehoben werden und unterschied sich nicht von den unverénderten Kontrollen (piH MCS).
B-C, Aus diesem Grund lieB sich in beiden Zelllinien auch der durch Artesunate verursachte antiproliferative Effekt durch TA
Uberexpression nicht aufheben.

3.2.2.3 Wirksamkeit von Artesunat in vivo.

SchlieBlich sollte die Wirksamkeit von Artesunate im préklinischen Modell untersucht
werden. Hierzu wurde wiederum das etablierte Xenotransplantationsmodell der
MCV+ WaGa Zelllinie herangezogen. 31 Tage nach Injektion der Zelllinien hatten alle
Tumoren ein Volumen von mindestens 55 mm?3 erreicht, und es wurde mit der tagli-
chen Behandlung mit i.t. Injektion von 100 mg Artesunate /kg begonnen. Die Kon-
trollgruppe erhielt die gleiche Menge Tragersubstanz.

In der Kontrollgruppe ist deutlich ein starker Anstieg des Tumorwachstums zu be-
obachten (Abb. 23). In der mit 100 mg/kg Artesunate behandelte Gruppe hingegen,
stagniert das Wachstum. In der Tat unterscheidet sich der Verlauf des Tumorwachs-
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tums in beiden Gruppen signifikant voneinander (Two-way-Anova-Analyse F=5.4;
p=0,0452). Die Bonferroni-posttests ergaben hierbei signifikante Unterschiede fir die
Tage 48 (t=3,07; p<0,05) und 52 (t=3,72; p<0,01) nach Injektion der Zellen.

H
J

-8~ PBS Kontrolle N=5
=~ 100 mg/kg Artesunate N=6

Relative Veranderung im >
Tumorvolumen
"

o

35 40 45 50 55
Tage nach Zellinjektion

B Tage nach PBS 100 mg/kg
Zellinjektion  Kontrolle Artesunat

W
o

34

52

Abb. 23: Bei Behandlung von WaGa Xenotransplantaten mit Artesunat kam es zu einer Stagnation des Tumorwachs-
tums im Vergleich mit einer unbehandelten Kontrollgruppe. A, Dargestellt ist die relative Anderung des Tumorvolumens der
mit 100mg/kg Artesunate (griine Linie) behandelten Tiere im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe (schwarze Linie).
Der schwarze Pfeil markiert den Therapiebeginn an Tag 33. Deutlich zu erkennen ist die Stagnation des Tumorwachstums in
der mit Artesunate behandelten Gruppe. B, Aufnahmen der Tumoren kurz nach Beginn am Tag 34, und zum Ende am Tag 52
des Behandlungszeitraums. Der Tumor der PBS Kontrolle ist auf etwas mehr das doppelte Volumen angestiegen, wahrend der
Tumor der Artesunate Gruppe seine GrdBe nicht veranderte.
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4. Diskussion

4.1 Chemosensitivitat

Aufgrund der steigenden Inzidenz fiir das maligne Melanom (114, 183) sowie die,
insbesondere flr Patienten ohne therapeutisch angreifbare Mutationen, geringen
Therapieméglichkeiten im Stadium der Fernmetastasierung (61), besteht eine groBe
klinische Anforderung fur die Verbesserung der Behandlungsméglichkeiten. Dies
lasst sich theoretisch durch neue, effizientere Therapieformen oder aber durch die
Verbesserung bestehender Therapien durch pratherapeutische Selektion (Therapie-
Individualisierung anhand molekularer Chrakteristika) bewerkstelligen. Fur die Che-
motherapie, die nach wie vor eine prominente Rolle bei der Behandlung von meta-
stasierten Melanompatienten einnimmt, scheint besonders die beschriebene Selekti-
on geeigneter Patienten vielversprechend zu sein. Daher sollten in der vorliegenden
Arbeit mdgliche Biomarker der ex vivo Chemosensitivitat identifiziert werden.

Chemosensitivitat und —resistenz kénnen durch vielerlei Faktoren vermittelt werden.
Biomarker kénnen hier hilfreiche Werkzeuge zur Identifikation chemosensitiver Pati-
enten sein. Fur viele Mechanismen wie Apoptose, DNA-Reparatur oder Proliferation
konnten flir das Melanom bereits Biomarker identifiziert werden (139), aber auch
neue Bereiche wie Epigenetik spielen hierbei eine wichtige Rolle. So konnte gezeigt
werden, dass in Tumorzelllinien unterschiedlicher Entitaten jeweils kleine Subpopula-
tionen existieren, die eine mehr als 100-fach reduzierte Sensitivitdt gegenlber einer
medikamentésen Behandlung aufweisen (160). Diese resistenten Zellpopulationen
sind unter anderem charakterisiert durch eine Aktivierung des insulin-like growth fac-
tor Rezeptor 1 (IGF1R) und einer Anderung im Chromatinstatus, der durch Chroma-
tin-modifizierende Enzyme, wie z.B. Histon-Methylasen, bedingt ist. Dabei wird ver-
mutet, dass IGF1R bei der Aktivierung solcher Enzyme beteiligt ist. Es konnte de-
monstriert werden, dass die Resistenz der Zellen reversibel ist und nur in Anwesen-

heit der Histon-Demeythelase KDM5A aufrecht erhalten werden kann (200).
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4.1.1 Die Rolle von SERPINB1 bei der Chemosensitivitat des Melanoms

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen auf einen Zusammenhang zwischen
der Expression von SERPINB1 und der Chemosensitivitat des Melanoms gegentiber
Cisplatin-basierter Chemotherapie schlieBen. Hierbei scheinen allerdings Tumor-
Stroma-Interaktionen und damit einhergehende Funktionsédnderungen im Zellmeta-
bolismus, die sich auch in der Lokalisation und Funktion des Proteins bemerkbar
machen, entscheidende Einfllisse zu haben.

Die SERPINB1 Expression in allen untersuchten Gewebeproben konnte erfolgreich
mit dem ex vivo bestimmten Chemosensitivitatsindex fiur die Substanzkombination
Paclitaxel (Taxol) und Cisplatin korreliert werden. In der Mannheimer Subpopulation,
die flr weitere Zytostatika getestet wurde, lag eine Korrelation immer nur bei einer
Verwendung von Cisplatin allein oder in Kombination mit anderen Chemotherapeuti-
ka vor. Diese Beobachtung lasst darauf schlieBen, dass die Sensitivitdt gegenlber
Cisplatin ausschlaggebend fir den gegebenen Zusammenhang ist. Die Proteinex-
pression von SERPINB1 hingegen wies keine Korrelation mit den Chemosensitivi-
tatsdaten auf, was vielleicht durch die begrenzte Zahl an evaluierbaren Proben be-
dingt ist. Schaut man sich wiederum die Genexpression in den Zelllinien und die be-
kannten Chemosensitivitatswerte (ICSI-Werte) an, so ergibt sich hier ebenfalls eine
Korrelation, die aber genau entgegengesetzt verlauft, d.h. Zellen mit hohem
SERPINB1 Gehalt sind sensitiv gegentiber Cisplatin, wahrend resistente eine niedri-
gere Expression aufweisen. Ein Zustand, der sich auch durch kunstliche Resistenz-
entwicklung herbeifihren lieB. Eine mdgliche Erklarung fir diese auftretenden Dis-
krepanzen liegt in den Eigenschaften von SERPINB1 selbst und in der Funktion von
Cisplatin und den damit verbundenen Mechanismen der Resistenzentwicklung.
Cisplatin entfaltet seine zytotoxische Wirkung, indem es die DNA durch Strang-
VerknUpfungen modifiziert, vornehmlich zwischen Purinbasen. Die dabei entstehen-
den sogenannten Platinlasionen verhindern die fehlerfreie Replikation und induzieren
so Apoptose (4, 86). Fir die Ausbildung einer Resistenz gegenlber Cisplatin gibt es
verschiedene Méglichkeiten (93). So scheinen Anderungen in der Aufnahme des
Stoffes und eine einhergehende herabgesetzte Akkumulation in den Zielzellen (113,
124) sowie der interne pH-Wert (pHi) der Zielzellen (103), die Effizienz von Cisplatin

zu beeinflussen. Weiterhin kann es zu einer Herabsetzung der toxischen Eigenschaf-
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ten durch intrazellulare Glutathione oder Metallothionin kommen (88, 206). Ebenso
kénnen DNA-Reparaturmechanismen eine Rolle bei der Resistenzentwicklung spie-
len (121).

SERPINB1 wird auch als Leukozyten Elastase Inhibitor (LEI) bezeichnet. In seiner
urspringlichen Konformation hat es Proteaseaktivitat und dient zur Inhibition von
Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3 (37). Durch eine Veranderung des Zellmili-
eus zu einem niedrigeren pH hin und die dadurch vermittelte Aktivierung der genann-
ten Proteasen und ihrer Interaktion mit SERPINB1 kommt es zu einer post-
translationalen Modifikation des Proteins (7, 179): durch Abspaltung des sogenann-
ten ,reactive center loops* (RCL) wird eine Domane mit Endonuklease-Aktivitat frei-
gelegt und SERPINB1 in die sogenannte LEI abgeleitete DNAse Il (L-DNAse II) um-
gewandelt. Auf diese Weise ist es der Zelle mdglich, Apoptose unabhéngig von akiti-
ven Caspasen einzuleiten. Die Aktivierung von L-DNAse Il erfolgt bevorzugt bei pH4,
dieser Wert kann jedoch durch extrinsische zellulare Faktoren erhéht werden (179).
Ferner kommt es zur Translokation von L-DNAse Il in den Zellkern. Verantwortlich
hierfir ist ein ,nuclear localization signal’ (NLS), das nach der Abspaltung des RCL
freigelegt wird und im Zusammenspiel mit einem ,nuclear extrusion signal’ (NES) flr
die Translokation verantwortlich ist (179). Fiir den Transport von SERPINB1 in den
Zellkern wurde ein anderer Mechanismus beschrieben, bei dem es zur Interaktion
von intaktem SERPINB1 Uber den RCL mit Elastase kommt. Diese wiederum besitzt
ein NLS, das den Transport der beiden Molekiile in den Kern ermdéglicht (21). Ferner
konnte gezeigt werden, dass der Export von L-DNAse |l aus dem Nukleus tiber Crm1
erfolgt. Abbildung 24 gibt eine Ubersicht iiber die Entstehung und Funktion der L-
DNAse Il in der caspaseunabhangigen Apoptose.
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Abb. 24: Synthese von LEI abgeleiteter DNAse Il und ihre Funktion in der Caspase-unabhéngigen Apoptose. Die Funkti-

on von SERPINB1, auch bezeichnet als LEI, ist die Inhibition von Elastasen und Proteasen. Steht die Zelle unter Stress kann
eine translationale Modifikation von LEI in die sogenannte LEI abgeleitete DNAse Il durch interagierende Proteine (z.B. AP24
oder CathepsinG) erfolgen. Auch ein veranderter pH-Wert in den Zellen kann zur Transformation fiihren. Durch die Spaltung
wird ein ,nuclear localization signal“ (NLS) sowie eine Region mit Endonuclease Aktivitat freigelegt. Uber das NLS erfolgt der
Transport von L-DNAse Il in den Kern, wo sie durch Degradation der DNA Apoptose einleitet. Interagiert SERPINB1 mit Elasta-
sen, die ein NLS besitzen, so kann das Protein auch direkt in den Kern transportiert werden und die Transformation erfolgt im
Nucleus. Durch ein ,nuclear extrusion signal* (NES) und die Interaktion mit Crm1 erfolgt der Transport von L-DNAse |l aus dem
Kern heraus. Durch die pro-apoptotische Funktion von L-DNAsell auf der einen Seite und ihren Transport aus dem Kern sowie
der antiapoptotischen Funktion von SERPINB1 auf der anderen Seite kann diese Form der Caspase-unabhangigen Apoptose

reguliert werden.

Eine Akkumulation von L-DNAse Il im Kern fihrt nachweislich zur Apoptose (107). Im
Zytoplasma hingegen weist SERPINB1 antiapoptotische Wirkung auf, indem es z.B.
die Aktivierung von Caspase 8 sowie Elastasen inhibiert (135). Ubereinstimmend
dazu konnte gezeigt werden, dass die transiente Uberexpression von SERPINB1 in
BHK Zellen zur Resistenz gegen Etoposid vermittelten Zelltod fuhrt (7). In Melanom-
zelllinien kam es nach dem knockdown von SERPINB1 zur Apoptose. Dies kénnte
darauf zurtickzufiihren sein, dass es seine antiapoptotischen Funktionen nicht mehr
ausfuihren konnte. Allerdings ist nicht auszuschlieBen, dass der Zelltod auch durch
Off-Target Effekte der verwendeten shRNA Konstrukte hervorgerufen wurde.
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Die ambivalente Funktion von SERPINB1, also sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Funktionen und das Zusammenspiel mit anderen zellularen Faktoren
kénnte die fehlende Korrelation zwischen Chemosensitivitdt und Proteinexpression
erklaren. So kénnte eine Elastase, die sowohl fir die Translokation als auch far die
Transformation verantwortlich ist, auf Proteinebene ein potentieller Biomarker sein,
nicht aber die Proteinexpression von SERPINB1. Auch Mutationen in NLS und NES
kénnen die apoptotische Wirkung von SERPINB1 beeinflussen, indem sie den Import
in den Kern bzw. den Export aus dem Kern heraus verhindern oder beschleunigen
(107, 178).

Die Gegenlaufigkeit der Genexpression von SERPINB1 in Gewebe und Zelllinien
lasst sich mit der Transformation in L-DNAse Il allerdings nur schwer erklaren und
kénnte schlicht durch physiologische Unterschiede zwischen Langzeitzellkultur und
frischem Gewebe zustande kommen. Andererseits spielen ,in situ” viele weitere Fak-
toren, wie z.B. Tumor-Stroma-Interaktionen, eine betrachtliche Rolle. Auf Protein-
ebene spricht hierfir die immunhistochemische Farbung, in der hohe SERPINB1
Konzentrationen auch im Stroma zu erkennen waren. Ebenso gibt es verschiedene
Arbeiten die darlegen, dass es zu differentieller Genexpression sowohl in Fibroblas-
ten als auch in Tumorzellen kommt, je nachdem ob sie allein oder in Kokultur mitei-
nander wachsen (59, 143). Solche mdglichen Verédnderungen im Genexpressions-
profil durch Interaktionen von Fibroblasten und Tumorzellen wurden in den unter-
suchten Zelllinien nicht berlcksichtigt. Interaktionen zwischen den beiden Zelltypen
kénnten auch Unterschiede flr die Chemosensitivitat zur Folge haben. Fir Bauch-
speicheldrisenkrebszellen konnte z.B. gezeigt werden, dass die Sensitivitat der Zel-
len gegentber Etoposid bei Kokultivierung mit Fibroblasten abnahm (128). Verant-
wortlich hierfir war eine positive Feedback-Schleife. Die Tumorzellen sezernierten
geringe Mengen Interleukin- (IL-B). Diese reichten aber aus, um in den Fibroblasten
die Expression von induzierbarer Stickstoffoxid Synthase (iINOS) zu erhéhen. Hier-
durch kam es zur erhéhten Abgabe von Stickstoffoxid (NO) durch die Fibroblasten.
Das NO wiederum flUhrte zur erhéhten Sezernierung von IL- B in den Tumorzellen.
Durch die Hemmung von iNOS konnte der Kreislauf unterbrochen werden und ein-
hergehend nahm auch die Chemosensitivitat der Tumorzellen wieder zu. Dieses Bei-
spiel verdeutlicht die Komplexitat, die in vivo in Tumoren und ihrem umgebenden

Gewebe vorliegt. Die Kokultivierung von Melanomzellen und Fibroblasten und eine
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anschlieBende SERPINB1 Expressionsanalyse kénnten hier Aufschluss geben, ob
ahnliche Beeinflussungen auch fir Expressionsunterschiede auf mRNA Ebene ver-
antwortlich sein kdnnen.

Veranderungen in der Chemosensitivitdt kénnen wie bereits erwahnt auch durch
physiologische Einflisse hervorgerufen werden. Als Beispiele kénnen hier die Ho-
moostase des Mikromilieus und der pHi-Wert angefihrt werden. Maus-
Mammakarzinomzellen (EMT6), die mit dem Na+/H+ Antiport Transporter Inhibitor
Hexamethylen Amilorid (HMA) behandelt wurden, haben Resistenzen gegenlber
Cisplatin entwickelt (102). In BHK Zellen flhrte die Behandlung mit HMA hingegen zu
einer Erhéhung der durch L-DNAse Il vermittelten Apoptoserate (7). Da Na+/H+ An-
tiporter auch den pHi von Zellen beeinflussen, kann auch hier ein Zusammenhang
zwischen Cisplatinresistenz, pHi und L-DNAse Il vermutet werden. Chau und Kolle-
gen konnten in Lungenkrebszellen (HTBS56) zeigen, dass ein erhdhter pHi zu einer
Resistenz gegenlber Cisplatin fihrt (33).

4.1.2 Ist SERPINB1 ein potentieller zuklinftiger Biomarker der Chemo-

sensitivitat beim Melanom?

Um SERPINB1 als Biomarker zu etablieren, sind noch einige Untersuchungen not-
wendig, die Aufschluss Uber das genaue Zusammenspiel zwischen seiner Expressi-
on und der Chemosensitivitdt gegentber Cisplatin geben. Zwar bildet der ATP-TCA
die Gegebenheiten in vivo relativ genau ab, sind jedoch z.B. Tumor-Stroma-
Interaktionen eine ausschlaggebende GrdBe flr Resistenz und Expression, so kénn-
ten bereits kleinere Abweichungen groBe Auswirkungen haben.

Betrachtet man SERPINB1 als prognostischen Marker, so gibt es zwischen Patienten
mit hoher und niedriger Expression keine Unterschiede in der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit. Fir die etablierten Marker LDH und S100 hingegen konnten die in der
Literatur beschriebenen Ergebnisse auch in diesem Falle reproduziert werden.
Schlisselt man die Patienten nun nochmals auf und betrachtet nur die Gruppe, die
mit platinhaltiger Chemotherapie behandelt wurde, so unterschieden sich die Uberle-
bensraten bei unterschiedlich starker SERPINB1-Expression. Interessanterweise

haben hier die Patienten mit héherer Expression einen Uberlebensvorteil. Dies ist
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héchstwahrscheinlich durch die pro-apoptotische Funktion von SERPINB1 in Folge
der durch die Chemotherapie ausgelésten Stressreaktion zu erklaren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die funktionelle Charakterisierung von
SERPINB1 fir die Chemosensitivitdt gegenlber Cisplatin einen genaueren Einblick
in einen der Mechanismen der Chemosensitivitat gegenlber diesem Zytostatikums
geben kénnte. Hieraus sollten sich weitere Anséatze zur therapeutischen Intervention
herausarbeiten lassen, auch in Bezug auf die duale Funktion des Proteins bei der
Apoptose. Ferner kénnten im Zusammenspiel mit weiteren platinspezifischen Mar-
kern diejenigen Patienten selektiert werden, die von einer solchen Therapie mit ho-
herer Wahrscheinlichkeit profitieren, wahrend Patienten mit voraussichtlich cisplatin-
resistenten Tumoren anderen gangigen Chemotherapien oder beispielsweise immu-
nologisch ausgerichteten Therapiestrategien zugefiihrt werden kdénnten. Dieser letzte
Aspekt wirde durch die Identifizierung weiterer Biomarker flr verschiedene spezifi-
sche Chemotherapien noch an Gewicht gewinnen. Sollte es auBerdem mdglich sein,
z.B. durch Blockierung des IGF1R Signalweges Einfluss auf die Chemoresistenz von
Melanomzelllinien zu nehmen, so kdnnten Kombinationstherapien aus entsprechen-

den Inhibitoren und Chemotherapeutika vielversprechend sein.

4.2 Merkelzellkarzinom

4.2.1 Wirkungsweise von Interferon auf das MCC

Seit Isaacs und Linderman im Jahr 1957 die Interferone entdeckt haben (82), gelten
diese aufgrund ihrer antiproliferativen und immunmodulatorischen Eigenschaften als
vielversprechende Medikamente gegen Krebs. Weiterhin lasst sie ihre Fahigkeit, in
direkter oder indirekter Form die Expression und Funktion viraler Onkogene zu be-
einflussen, ideal fir die Behandlung virusinduzierter Tumoren erscheinen. In einem
Teilprojekt der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss von Typ | und Typ Il In-
terferonen auf das MCC, einen seltenen aber hoch aggressiven Tumor der Haut,
dessen Onkogenese ursachlich mit dem MCV in Verbindung zu stehen scheint, un-
tersucht.
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Klinisch relevant und auch in vivo im préklinischen Modell zu beobachten ist die ver-
minderte Viabilitdt und Proliferation der MCC Zelllinien durch IFN Behandlung, vor
allem fur Typ | Interferone. Dieser Effekt steht besonders in MCV+ Linien gréBtenteils
in Zusammenhang mit der Induktion von Apoptose, wobei MKL-1 als einzige der un-
tersuchten Linie die Ausnahme zu bilden scheint. Solche ,Ausreiler” konnten aber
auch schon in anderen Arbeiten, wie einer Untersuchung an Lungenkrebszellen (95),
festgestellt werden. Weiterhin sollte festgehalten werden, dass fur die BroLi Zelllinie
bereits ein GroBteil apoptotischer Zellen in der unbehandelten Gruppe gefunden
werden konnte, wahrscheinlich begriindet durch die MCV Infektion an sich. Tatséach-
lich ist das MCC seit seiner Beschreibung durch Toker im Jahr 1972 (175) bekannt
fir seine hohe Rate apoptotischer Zellen (127). Fur viele DNA-Viren, wie z.B. Po-
lyomaviren, ist die Induktion von Apotose in den Wirtszellen Teil des viralen Replika-
tionszyklus und dient dem Release reifer Virionen. Ausschlaggebend fir diesen Pro-
zess ist die Expression sogenannter viraler very late proteins (172), die allerdings fir
das MCV noch nicht beschrieben werden konnten. Allerdings gibt es auch Vermu-
tungen, dass miRNAs an diesen Prozessen beteiligt sein kénnten (85). In der Tat
konnte fir das MCV bereits eine miRNA beschrieben werden (104, 157).

Wie bereits erwahnt, konnte flir andere humane Polyomaviren ein Zusammenhang
zwischen IFN und viraler Proteine berichtet werden: die Behandlung von BK Virus
infizierten Zellen mit IFN y (2) und die von JC Virus infizierten Zellen mit Typ | Interfe-
ronen (36) fuhrt zur Inhibition der viralen LTAs Expression. Aufgrund (i) dieser Be-
obachtungen, (ii) dem Effekt von Typ | IFNs auf das Uberleben von MCV+ MCC Zell-
linien und (iii) der Abhangigkeit von MCV+ Linien von der LTA Expression (77, 78),
wurde der Einfluss der IFNs auf die Expression dieses potentiellen Onkogens in
MCV+ MCC Zellen untersucht. Hier hat sich gezeigt, dass besonders die Typ | IFNs
zu einer hohen Reduktion der LTA Expression in den Zellen fUhren. Der Effekt ist
allerdings nicht homogen Uber alle untersuchten Linien hinweg. Dies ist ein weiteres
Beispiel fur die Komplexitat und Vielfalt der IFN induzierten Signalwege, sowohl im
Allgemeinen als auch im MCC.

Neben diesem direkten Einfluss von IFN auf die LTA Expression gibt es auch die
Méglichkeit der indirekten Interaktion. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
eine Infektion humaner Gliazellen mit JC Virus durch die IFN induzierte Expression

von PML reduziert werden konnte (64). Dieser Effekt basiert auf einer funktionellen
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Inhibierung von LTA. Das virale Protein bindet an PML nuclear bodies Uber Interakti-
on mit der LXCXE Doméne, einem konservierten Aminosduremotiv welches auch die
Bindung an RB vermittelt (30, 77). Es gibt zahlreiche Arbeiten, die die antiviralen Ei-
genschaften von PML und den PML nuclear bodies aufzeigen (54-56, 64). In der vor-
liegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auch in MCV+ MCC Zellen nach
Behandlung mit IFN zu einer starken Erhéhung der PML Expression kommt. Weiter-
hin konnte in den MCV+ WaGa Xenotransplantaten eine Ko-Lokalisation von PML
und LTA nachgewiesen werden. Wie bereits flir andere Polyomaviren beschrieben
(30, 54-56, 64), fuhrt der Anstieg der PML Expression zu einer Erhéhung in der In-
teraktion mit LTA und damit auch zu einer Reduktion an frei vorliegendem LTA in der
Wirtszelle (64). Durch diese Interaktion mit viralen- aber auch mit Wirtsproteinen
(132), die fur die Transkription des Virusgenoms zwingend benétigt werden, kénnte
PML antiviral wirken. Insgesamt scheint also die Kombination aus verringerter Ex-
pression und funktioneller Aktivitat von LTA durch IFN flr dessen starke und schnelle
Inhibition der Viabilitdt von MCV+ MCC Zelllinien verantwortlich zu sein. Dies wird
auch durch die in vivo Daten gestltzt, da hier ebenfalls ein Effekt auf Seiten der
MCV+ WaGa Xenotransplantate, nicht aber bei den MCV- UISO Transplantaten vor-
lag. Nachdem in vitro ein Effekt auf UISO und die anderen MCV- Linien zu beobach-
ten war, ist es etwas erstaunlich, dass keinerlei Effekt im Mausmodell zu beobachten
war. Dies kénnte aber in dem schnellen und aggressiven Wachstum der UISO Tumo-
ren begrindet sein. Zusatzlich kdnnte eventuell auch die Injektionsdosis an MFN fur
diesen aggressiveren Tumor zu gering gewesen sein.

Die Beobachtung, dass der antiproliverative Effekt auch in MCV- Zelllinien, wenn
auch nur in schwacherer Form und in vitro, zum Tragen kommt, verdeutlicht die
Komplexitét der IFN Signalwege. In der Tat missen weitere Mechanismen als die
bisher beschriebenen beteiligt sein. So ist zum Beispiel bekannt, dass IFN a in ande-
ren Zellen Apoptose durch eine erhdhte Expression von tumor necrosis factor rela-
ted-apoptosis inducing ligand (TRAIL) herbeiftihrt. Die Interaktion von TRAIL mit sei-
nen Liganden l6st eine Signalkette aus, die zur Aktivierung von Effektor-Caspasen,
wie cleaved-Caspase 3 fuhrt (201). Die Anwesenheit eben dieser Caspase konnte in
den WaGa Xenotransplantaten in der IHC festgestellt werden. Weiterhin konnte fr
Myelomzelllinien gezeigt werden, dass die durch IFN a induzierte Apoptose via

TRAIL Induktion Uber eine Beteiligung von PML vermittelt wird (40). Hier wére es in-
91



4. Diskussion

teressant in weiteren Experimenten die vielfaltige Rolle von PML an der verminderten
Viabilitat in IFN behandelten MCC Zelllinien genauer zu untersuchen. Neben PML
und TRAIL gibt es eine ganze Reihe weiterer ISGs, die an zellularen apoptoseindu-
zierenden Signalwegen beteiligt zu sein scheinen. Somit kénnten diese auch zur
Sensitivitat von MCC Zelllinien beitragen (118). So wurden zum Beispiel ISG54 (170)
und USP18 (142) als Vermittler bzw. Regulator des IFN induzierten Zelltodes be-
schrieben. Die Tatsache wiederum, dass MCC13 und MCC26 von der Behandlung
unbeeinflusst blieben, kann mit der Fahigkeit von Krebszellen, Resistenzen gegen-
tber IFN zu entwickeln, erklart werden. Dies kann, wie fir das Melanom gezeigt,
durch eine erhéhte STATS Expression (196) induziert werden. Aber auch epigeneti-
sche Prozesse kdnnen solch eine Resistenzbildung herbeifiihren (100, 116). Eine
andere Arbeit hat gezeigt, dass in IFN resistenten Leberkrebszellen eine Hemmung
von ,insulin-like growth factor binding-protein 7* (IGFBP7) vorliegt (176). Der urséach-
liche Mechanismus hierfir konnte allerdings nicht geklart werden. Eine andere M6g-
lichkeit ist die Beteiligung von miRNAs an der Resistenzbildung von Zellen gegen-
dber IFN. Wiederum flur Leberkrebs ist z.B. beschrieben, dass die miRNA-146a
durch Beeinflussung von SMAD4 die Sensitivitat der Zellen gegentiber IFN steuert
(177). Ob eine, und wenn ja welche, dieser Moglichkeiten an der Resistenzentwick-
lung von MCC13 oder MCC26 beteiligt ist, konnte im Zuge dieser Arbeit nicht geklart
werden und bedarf weiteren Untersuchungen.

Neben diesen direkten Effekten von IFN auf die Proliferation und Viabilitat, gibt es
auch weitere Effekte, die man als klinisch indirekt bezeichnen kénnte, da sie durch
die Stimulation immunologischer Funktionen gekennzeichnet sind und daher nur bei
einem funktionierenden Immunsystem sichtbar werden. In vielen Tumorzellen oder
virusinfizierten Zellen kommt es zu einer Herunterregulierung von MHC Klasse | Mo-
lekilen, um der Erkennung durch T-Zellen zu entgehen (13, 28, 140). Wie bereits
mehrfach in der Literatur beschrieben, kann eine Behandlung mit IFN zu einer Re-
expression von MHC Klasse | Molekllen fihren (122, 126, 148). Auch ein GroBteil
der untersuchten MCC Zelllinien ist negativ oder weist eine geringe Expression von
MHC Klasse | auf. In diesen Zelllinien I&sst sich durch den Einsatz von IFNs eine In-
duktion oder eine Erhéhung der Expression dieses Rezeptors herbeifihren. Die Auf-
hebung eines solchen immun escape Effektes kann z.B. daher rihren, dass IFNs

virale Proteine hemmen, die fir die Herunterregulierung von MHC Klasse | verant-
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wortlich sind, wie es bereits fir das Cytomegalievirus gezeigt werden konnte (73).
Far die MHC Klasse | negativen MCV+ Linien konnte ein solcher Zusammenhang
zwischen LTA Aktivitdt und Hemmung der MHC | Expression jedoch nicht gezeigt
werden; der knockdown von LTA in WaGa Zellen z.B. hatte keinen Effekt auf die Ex-
pression von MHC Klasse | (Daten nicht gezeigt). Auch wenn andere virale Proteine
hierflr verantwortlich sein kénnen, spricht die Tatsache, dass auch die MCV- Linien
eine geringere MHC Klasse | Expression aufweisen daflr, dass die Tumorzellen an
sich verantwortlich fir den immune escape sind, wie es schon vom malignen Mela-
nom oder dem Nierenzellkarzinom bekannt ist (58, 63, 80). Erfreulich ist jedoch, dass
die in vitro Beobachtungen in den in vivo Xenotransplantationsmodellen bestatigt
werden konnten, dass MFN Gabe zu einer Induktion bzw. verstarkten MHC Klasse |
Expression in den Tumoren fihrt. Ob diese Effekte letztendlich eine erhéhte Immun-
antwort gegen den Tumor induzieren, konnte im Xenotransplantationsmodell mit im-
munsupprimierten Mausen verstandlicherweise nicht geklart werden. Allerdings zeigt
eine aktuelle Studie an 116 MCC Patienten, dass eine hohe Anzahl an intratumora-
len T-Lymphozyten mit einem verbesserten GesamtlUberleben verbunden ist (163).
Dies konnte sowohl fir MCV+ als auch fiir MCV- Tumoren bestatigt werden.

Zelltod

MCV- MCC Zelle
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Abb. 25: Direkte und indirekte therapeutische Effekte von IFNs auf MCV+ und MCV- MCC Zelllinien. Durch die Anwen-
dung von IFNs wird in MCC Zelllinien Apoptose herbeigefihrt, die fir die MCV+ Linien zum Teil auf eine Inhibition des MCV
LTA zuriickgefihrt werden kann. Neben diesem direkten Effekt fihrt die erhdhte Expression der MHC Klasse | Expression zu
einer gesteigerten Sensitivitat der Tumorzellen gegenlber einer Immunantwort z.B. durch zytotoxische T-Zellen (CTL).

In dieser Arbeit konnten verschiedene Anhaltspunkte fir den direkten antiproliferati-
ven Effekt von IFN, besonders des Typ |, sowohl in vitro als auch in vivo dargelegt
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werden. Diese Effekte sind maBgeblich auf die Induktion von Apoptose zurlickzufih-
ren. Far die MCV+ MCC Linien durfte der Effekt gréBtenteils Uber die Inhibition der
Expression des viralen LTA sowie die verstarkie Expression von zellularem PML,
welches die LTA Funktion einschréanken kann, vermittelt werden. Die indirekten im-
munmodulatorischen Effekte von IFN zeigen sich in den Tumorzellen in einer erhéh-
ten MHC Klasse | Expression. Diese Beobachtungen zusammengenommen (Vgl.
Abb. 25) lassen die Behandlung von MCC Patienten mit Interferonen zu einer viel-
versprechenden Therapieméglichkeit werden. Dies wird von einzelnen Fallberichten
bestatigt, die bereits von einer erfolgreichen Behandlung des metastasierenden MCC
durch lokale IFN Therapie berichten (26, 123).

4.2.2 Wirkungsweise von Artemisininen auf das MCC

Seid ihrer Wiederentdeckung zu Beginn der 70’er Jahre des vorigen Jahrhunderts
(182) werden Artemisinin und seine Derivate weltweit zur Behandlung von Malaria
eingesetzt und sind hierfir von der WHO empfohlen worden (3, 14). Neben ihrer to-
xischen Wirkung auf Plasmodium spec. haben sie antitumorale (42, 48, 49, 69) und
antivirale (51, 87, 136, 150) Eigenschaften, die mehrfach belegt werden konnten.
Diese doppelte Wirksamkeit macht sie, wie schon die Interferone, zu einem geeigne-
ten Kandidaten im Einsatz gegen das MCC. In dieser Arbeit wurde daher der Einfluss
von Artemisinin und seinem Derivat Artesunate sowohl auf MCV+ als auch MCV-
MCC Zelllinien untersucht.

Waéhrend Artemisinin nur einen leichten Einfluss auf die MCV+ Linien MKL-2 und
WaGa aufwies, zeigte sich flr Artesunate ein deutlicher antiproliferativer Effekt so-
wohl auf die MCV+ als auch MCV- Linien. Dieser schien dabei nochmals unter-
schiedlich stark auszufallen. Fir die MCV- Zellen lag der IC50 eher zwischen Kon-
zentrationen von 10 bis 100 uM, wahrend fir zwei der MCV+ Linien der IC50 zwi-
schen 1 und 10 uM erreicht wurde. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
antiproliferative Effekt, den Artesunate gegeniber Tumorzellen hat, durch den anti-
viralen Effekt verstarkt wird. Tats&chlich konnte eine antivirale Aktivitat mit IC50 Wer-
ten < 10 uM bereits flr verschiedene Typen von Herpesviren nachgewiesen werden
(50, 87). Diese fallen wie das MCV in die Gruppe der doppelstrangigen DNA-Viren.
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Auch zeigen verschiedene Arbeiten, dass Artemisinin eine geringere Wirkung ge-
gentber Viren aufweist als Artesunate (87, 130).

Wie bereits in 4.2.1 erldutert, benétigen MCV+ Linien das LTA zur Aufrechterhaltung
ihrer Viabilitat (78). Im Western Blot zeigte sich tats&chlich, dass es durch Anwen-
dung von 5 uM Artesunate zu einer verminderten Expression des LTA in den MCV+
Linien kommt. Auch durch eine gezielte Uberexpression des LTA wird der Einfluss
auf dessen Expression und die Viabilitat der untersuchten Zelllinien nicht verbessert.
Dies spricht dafir, dass der direkte Effekt von Artesunat auf die LTA Expression sehr
stark zu sein scheint und in den MCV+ Linien einen entscheidenden Beitrag zum an-
tiproliferativen Effekt leistet. Bemerkenswert ist jedenfalls, dass Artemisinine schein-
bar einen direkten Einfluss auf die Expression von MCV LTA haben. Dies konnte bis-
lang weder fir Artemisinin oder eines seiner Derivate beschrieben werden. Der ge-
naue Mechanismus dieses Effektes bleibt daher weitestgehend unbekannt. Seine
Untersuchung kdnnte aber neue Einblicke in die antivirale Wirkungsweise der Arte-
misinine ergeben und die Entwicklung neuer Therapieansdtze bei anderen Viruser-
krankungen ermdglichen. Bislang wurde davon ausgegangen, dass die antivirale
Wirkung auf einer Inhibition von Wirtsproteinen beruht, die der Virus flr seine Repli-
kation bendtigt. Im spezifischen Falle von HCMV handelt es sich hierbei z.B. um AKT
oder p70S6K, die von Artesunat inhibiert werden (51). Im Falle von MCV kdnnte es
daher eher ausschlaggebend sein, dass es vielleicht, wie bei Gravett et al gezeigt, zu
einer Herabregulation von RB nach Anwendung von Artesunate kommen kann (69).
Zur Aufrechterhaltung des Tumorwachstums wird die Interaktion zwischen viralen
LTA und RB benétigt (77), die durch Anwendung von Artesunat eventuell nicht mehr
gegeben ist.

In vivo konnte durch die tagliche i.t. Injektion von 100 mg/kg Artesunat eine Stagnati-
on des Tumorwachstums herbeigeflhrt werden, wahrend Tumoren einer unbehan-
delten Kontrollgruppe immer weiter anwuchsen. Diese Beobachtung entspricht de-
nen von Du et al (43). Die Gruppe zeigte, dass Tumoren aus Xenotransplantations-
modellen von Bauchspeicheldriisenkrebszellen ebenfalls bei Behandlung mit 100
mg/kg Artesunat im Wachstum stagnieren.

Die Wirkung von Artesunat ist aber nicht auf die MCV+ MCC Linien beschrankt, auch
wenn diese eine hdhere Sensitivitat aufweisen. Es mussen daher zusétzlich noch

andere Mechanismen als die antiviralen an der Wirkung von Artesunate in den MCC
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Zelllinien beteiligt sein. Der PI3K/AKT Signalweg kénnte hier eine wichtige Rolle
spielen. Wie bereits erwahnt, wird dieser durch den Einsatz von Artesunat gehemmt
(34, 51). In der Mehrheit der MCC Falle liegt der PIBK/AKT Signalweg aktiviert vor,
unabhangig vom MCV Status des Tumors und seine Hemmung fuhrt zu einer ver-
minderten Proliferation in MCV+ und MCV- MCC Zellen (70). Eine solche Hemmung
kénnte durch den Einsatz von Artesunat hervorgerufen werden. Dies kénnte eine
mogliche Erklarung fir den antiproliferativen Effekt unabhd@ngig vom Virusstatus sein.
Ein weiterer ausschlaggebender Faktor kénnte die Entstehung von ROS nach Be-
handlung mit Artesunate sein. In Anwesenheit von Eisen zerfallt die fir Artemisinine
typische Peroxibriicke (s. Abb. 3) und der reaktive Sauerstoff wird freigesetzt. Dieser
Mechanismus tragt z.B. zu dem Effekt von Artemisinin und Artesunate auf Plasmodli-
um bei (12). Zusatzlich konnte in Glioblastomzellen nachgewiesen werden, dass die
Entstehung von ROS durch den Einsatz von Artesunate zu DNA-Schaden fihrt, die
letzten Endes Apoptose und Nekrose zur Folge haben. Die Zugabe von Eisen ver-
starkt den Effekt, wahrend sogenannte ROS-scavanger hingegen den Effekt ab-
schwéachen, indem sie den reaktiven Sauerstoff in den Zellen abfangen (23). Eine
andere Arbeit demonstriert in MCF-7 Brustkrebszellen, dass die Anwendung von Ar-
tesunate zur mitochondrialen Apoptose flhrt, deren Ausléser wiederum ROS ist,
dessen Entstehung durch lysosomales Eisen katalysiert wird (71). Zhou und Kolle-
gen konnten in Lungenadenokarzinom Zelllinien zeigen, dass durch Artesunate
Caspase-unabhangige Apoptose ausgeldst wird (210). Dies erfolgt durch Induktion
von Bak, dass zur Freisetzung des mitochondrialen Apoptose induzierenden Faktors
(AIF) fuhrt und damit einhergehend den Zelltod auslést. Eine andere Gruppe stellte
wiederum den Zusammenhang zwischen Artesunate und dem Tumorsupressor p53,
her (115). Hier fihrte die Behandlung von HSC Leberzellen zu einer erhéhten Ex-
pression von p53 was wiederum Apoptose ausloste.

Die vorausgegangenen beschriebenen Arbeiten haben gemeinsam, dass es ndtig
war, Konzentrationen von 50 bis 100 uM Artesunat zu verwenden, um erste Auswir-
kungen sehen zu kénnen. Dies ist das 10 bis 20 fache dessen, was benétigt wird, um
einen antiproliferativen Effekt in MCV+ MCC Zellen zu beobachten. Diese Beobach-
tung spricht ebenfalls daflr, dass der antivirale Effekt von Artesunate additiv zum
antitumoralen wirkt. Eine Tatsache, die Artesunate zu einem &uBerst interessanten

Kandidaten zur Behandlung des MCC macht, da es verspricht sowohl auf MCV+ als
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auch MCV- MCCs zu wirken. Es werden aber weitere in vitro und in vivo Experimen-
te durchgefiihrt werden missen, um die genaue Wirkungsweise von Artesunate in
MCC Zelllinien zu klaren und somit die Austestung von Artesunate in klinischen Stu-
dien zu rechtfertigen.

4.2.3 Interferon und Artesunate als Therapieoptionen beim MCC

Sowohl Interferone als auch Artemisinine besitzen antitumorale und antivirale Eigen-
schaften. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beide Stoffgruppen vielver-
sprechend fur die Behandlung von MCV+ und MCV- MCCs sind. Ein weiterer Ansatz
der hierbei verfolgt werden sollte, ist die Kombination beider Behandlungsoptionen.
Es hat sich gezeigt, dass die antiviralen Eigenschaften von Artesunate und Interferon
auf unterschiedlichen Mechanismen beruhen (27, 45, 153, 203). Ebenso verhalt es
sich mit den antitumoralen Unterschieden, die bei IFN eher auf Caspase abhangiger
(27) und bei Artesunate scheinbar eher auf Caspase unabhangiger Apoptose (23,
71) beruhen. Da sowohl fur IFNs als auch fir Artesunate bereits Resistenzbildungen
gegen den jeweiligen antitumoralen Effekt bekannt sind (15), kbnnte eine Kombinati-
on der Anwendung beider Stoffe groBe Therapievorteile mit sich bringen. Erste Kom-
binationen aus Artesunate und anderen Medikamenten konnten in vitro bereits er-
folgreich getestet werden (111). Eine Tatsache die zuversichtlich macht, auch in Zu-
kunft immer neue und vielversprechende Therapien gegen Tumorerkrankungen,

nicht nur im Bereich der Dermatologie, entwickeln zu kénnen.
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Far Patienten mit malignem Melanom im Stadium der Fernmetastasierung gibt es bis
heute lediglich Therapieoptionen mit sehr eingeschrankten Erfolgsaussichten. Diese
Tatsache bestatigt die Notwendigkeit von Biomarkern zur Vorhersage des Erfolgs
verschiedener Therapien. Der ATP-basierende ex vivo Chemosensitivitdtsassay hat
sich als erfolgreiche Methode zur individuellen Vorhersage eines Chemotherapieer-
folgs herausgestellt. Tatsachlich zeigte der Assay ein heterogenes Sensitivitatsprofil
gegen verschiedene Chemotherapeutika und lieB in getesteten Patienten ein ex vivo
wirksames Chemotherapieregime identifizieren, das anschlieBend auch Kklinische
Therapieerfolge bei Verwendung der Therapie mit dem besten individuellen Chemo-
sensitivitatsindex (BICSI) zeigte. Um diesen sehr aufwendigen Assay zukinftig zu
umgehen, sollten in der vorliegenden Arbeit pradiktive molekulare Biomarker der
Chemosensitivitat identifiziert werden. Hierfir wurden im Voraus durch einen
Microarray die Kandidaten Secernin 1 (SCRN1), Lysyl oxidaselike 1 (LOXL1), Thy-
mosin beta 4 X-linked (TMSB4X), Vesicle-associated membrane protein 5 (VAMP5)
und Serine protease inhibitor B1 (SERPINB1) als differentiell exprimierte Gene in
chemosensitivem gegenlber chemoresistentem Gewebe identifiziert. Die relative
Expression dieser Kandidatengene wurde daraufhin in bis zu 128 verschiedenen Me-
lanomgeweben mit dem Chemosensitivitatsindex verschiedener Chemotherapeutika
korreliert. Hierbei konnte eine signifikante Korrelation zwischen SerpinB1 mit der
Chemosensitivitdt gegentber der Therapiekombination mit Paclitaxel und Cisplatin
auf Gen- aber nicht auf Proteinebene identifiziert werden. Weiterhin konnte eine dif-
ferentielle Expression ebenfalls in chemosensitiven und -resistenten Melanomzellli-
nien nachgewiesen werden, die allerdings im Vergleich mit dem analysierten Gewe-
be in gegensatzlicher Richtung verlief. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
SerpinB1 ein vielversprechender Marker fir die Chemosensitivitdt gegentber Paclit-
axel und Cisplatin ist, dessen funktionelle Bedeutung aber unklar bleibt.

Das Merkelzellkarzinom (MCC) ist ein seltener und hoch aggressiver Tumor der mit
dem Merkelzellpolyomavirus (MCV) in Zusammenhang steht. Da MCC Zelllinien zur
Aufrechterhaltung ihrer Viabilitat die MCV T-Antigene benétigen, kénnte der Einsatz

von Interferonen (IFN) ein moglicher therapeutischer Ansatz zur Behandlung dieser
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Krebserkrankung sein. In der vorliegenden Arbeit haben wir daher die Effekte von
IFNs auf MCC Zelllinien, mit besonderer Berlcksichtigung der MCV+ Linien, unter-
sucht. IFNs vom Typ | (hier Multiferon, ein Mix verschiedener IFN a Subtypen, und
IFN B) wirkten stark inhibierend auf die zelluldre Viabilitdt. Die Zellzyklusanalyse
zeigte eine Erhéhung des sub-G Anteils der Zellen nach Behandlung mit IFN, was
auf Apoptose als ausschlagebenden Grund schlieBen lieB. Diese Effekte waren flr
die Behandlung mit IFN y weniger stark ausgepréagt. Der inhibitorische Effekt von Typ
| IFNs auf MCV+ MCC Zelllinien war assoziiert mit einer verringerten Expression des
viralen groBen T-Antigens (LTA) und einer Erh6hung in der Expression von promy-
elocytic leukemia protein (PML), das daflrr bekannt ist, die Funktion des LTA stérend
zu beeinflussen. Zusatzlich fihrte die intratumorale Anwendung von Multiferon in vi-
vo zu einer Regression im Wachstum von MCV+, aber nicht MCV- MCC Xenotrans-
plantaten. Die Ergebnisse zeigen das Typ | IFNs einen starken antitumoralen Effekt
haben, der zum Teil durch die Regulierung des LTA herbeigefihrt wird. Neben die-
sen direkten Effekten der IFNs auf die Zellproliferation induzieren diese auch die Ex-
pression von MHC Klasse | Molekllen in MCC Zelllinien. Die Durchflusszytometrie
zeigte eine Induktion der MHC Klasse | Expression in drei MHC | negativen MCC
Zelllinien und eine Erhéhung der Expression, die vor der Behandlung eine geringe
Menge an MHC | aufwiesen. Diese Effekte konnten auch in den in vivo Xenotrans-
plantaten beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit IFN
sowohl direkte als auch indirekte Effekte auf das MCC hat und eine breite Anwen-
dung in Patienten mit MCV+ und MCV- Tumoren finden kann. Neben IFNs sind auch
Artemisinin und seine Derivate bekannt fur ihre antitumoralen und antiviralen Eigen-
schaften. Daher haben wir den Effekt des Artemisininderivats Artesunate auf MCV+
und MCV- MCC Zelllinien getestet. Tatsachlich konnten wir auch hier einen anti-
proliferativen Effekt des Stoffes nachweisen, der starker auf MCV+ als auf MCV- Zell-
linien wirkte und bei ersteren wiederum mit einer reduzierten LTA Expression einher-
ging. Im Vergleich dazu blieben Fibroblasten von der Behandlung unbeeinflusst. Das
verringerte Tumorwachstum konnte ebenfalls fur in vivo Xenotransplantationsmodelle
gezeigt werden. Auf Grundlage dieser Erkenntnis sollte eine genauere Untersuchung
dieses alten Naturheilstoffes fliir die Behandlung von MCC Patienten in Betracht ge-

zogen werden.
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For melanoma patients with distant metastases all available therapeutic options
demonstrate only very limited efficacy up to date. This fact substantiates the need of
predictive markers for therapy response. For example, ex-vivo chemosensitivity test-
ing by an ATP-based luminescence assay is a promising tool to predict the individual
outcome of different chemotherapy regimens. Indeed, this assay demonstrates a
heterogeneous chemosensitivity against different cytotoxic drugs which correlates
with chemotherapy outcome in terms of therapy response and overall survival; for the
treatment of the patient the drug with the best individual chemosensitivity index
(BICSI) is used. To circumvent this elaborate assay in the future, we want to identify
and characterize predictive molecular biomarkers of specific chemosensitivity. Initial-
ly, predictive biomarker aspirants were identified by a microarray comparing chemo-
sensitive and chemoresistant melanoma cell lines. To this end, we found Secernin 1
(SCRN1), Lysyl oxidaselike 1 (LoxL1), Thymosin beta 4 X-linked (TMSB4X), Vesicle-
associated membrane protein 5 (Vamp 5) and Serine protease inhibitor B1 (Ser-
pinB1) as differential expressed in chemosensitive versus chemoresistant melanoma
cells. Furthermore, we correlated the relative expression of our candidates with the
chemosensitivity index of different chemotherapy regimes in up to 128 melanoma
tissues so far. Importantly, we found a significant correlation between SerpinB1 gene
but not protein expression and chemosensitivity towards Paclitaxel and Platin. More-
over, we also detected a differential expression of SerpinB1 in melanoma cell lines
which however was running in reverse direction compared to the analyzed tissues. In
conclusion, SerpinB1 seems to be a promising biomarker for prediction of Paclitaxel

and Platin chemosensitivity.

Merkel cell carcinoma (MCC) is a rare and highly aggressive skin cancer associated
with the Merkel cell polyomavirus (MCV). As MCC cell lines demonstrate oncogene
addiction to the MCV T-antigens, pharmacological interference of the large T-antigen
(LTA) may represent an effective therapeutic approach for this deadly cancer. In this
study, we investigated the effects of interferons (IFNs) on MCC cell lines, especially
on MCV positive (MCV+) lines. Type | IFNs (i.e. Multiferon, a mix of different IFN o

subtypes, and IFN B) strongly inhibited the cellular viability. Cell cycle analysis
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demonstrated increased sub-G fractions for these cells upon IFN treatment indicating
apoptotic cell death; these effects were less pronounced for IFN y. Notably, this in-
hibitory effect of type | IFNs on MCV+ MCC cell lines was associated with a reduced
expression of the MCV LTA as well as an increased expression of promyelocytic leu-
kemia protein (PML), which is known to interfere with the function of the LTA. In addi-
tion, the intra-tumoural application of multiferon resulted in a regression of MCV+ but
not MCV- MCCs in vivo. Together, our findings demonstrate that type | IFNs have a
strong antitumour effect, which is at least in part explained by modulation of the vi-
rally encoded LTA. Moreover, in addition to directly affecting MCC cell proliferation,
IFNs strongly reinduce MHC class | expression in MCC cells. Flowcytometry demon-
strated a re-induction of MHC class | expression upon IFN treatment in three MHC
class |- MCV+ cell lines and an increase in MHC class | expression in cell lines that
were characterized by a weak expression prior to treatment. Importantly, the increase
or induction of MHC class | expression could also be demonstrated in vivo in xeno-
transplantation models. These results imply that IFN treatment has both a direct and
an indirect effect in MCC and should be applicable in a general manner, i.e. irrespec-
tive of the MCV status of the patient. Beside IFN, Artemisinins are also known for
their antitumoral and antiviral properties. In consequence, we tested the effect of Ar-
tesunate, i.e., an Artemisinin drivate, on MCV+ and MCV- MCC cell lines. In this re-
gard, we could demonstrate an antiproliferative effect which was stronger on MCV+
cell lines, and which was associated with a reduced expression of the viral LTA. In
contrast, fibroblasts were uneffected by Artenusate treatment. The reduced tumor
growth could also be shown in vivo by intra-tumoral injection of Artesunate in MCV+
xenotransplantation models. According to these findings, a more detailed investiga-
tion of this ancient natural drug for the treatment of MCC patients should be consid-
ered.
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7-AAD 7-Amino-Actinomycin

aka also known as; auch bekannt als
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I Liter
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M Mol
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ml Milliliter
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ns nicht signifikant

ori origin of replication; Replikationsursprung
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PCR Polymerase Chain Reaction
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RNAI RNA-Interferenz
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Tab. Tabelle
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