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1 Einleitung 

1.1 Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolase L1 (UCHL1) 

Die Ubiquitin-Carboxy-terminale Hydrolase L1 (UCHL1), auch protein gene product 9.5 

(PGP9.5) genannt, ist eine Cystein-Protease der UCH-Familie, denen auch UCHL3, 

UCHL5/ UCH37 und das breast cancer type 1 susceptibility protein BRCA1 angehören. 

Diese Familie ist gekennzeichnet durch eine hoch konservierte Sequenzhomologie und 

der deubiquitinierenden Funktion. Deswegen bilden die Proteasen eine von fünf 

Untergruppen der deubiquitinierenden Enzyme [1]. Der kodierende Bereich des UCHL1-

Gens ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4 (4p14) lokalisiert und umspannt neun 

Exone über einen Bereich von ca. 11,5 kb. Die Genexpression kann durch verschiedene 

Mechanismen reguliert werden. DNA-Methylierung der CpG-Stellen im UCHL1-Promotor 

ist ursächlich für eine stark verringerte Genaktivität, vorwiegend bei der Pathogenese 

einer Vielzahl von Tumoren [2, 3]. Der Transkriptionsstart befindet sich ca. 45 bp 

(Position +1) vor dem translationsinitiierenden Startkodon [4]. Der minimal notwendige 

Promotorbereich befindet sich von -210 bis -129 bp [4]. Verschiedene Bindungsstellen 

diverser Transkriptionsfaktoren wurden identifiziert (z. B. für nuclear factor 'kappa-light-

chain-enhancer' of activated B-cells NFκB bzw. für signal transducers and activators of 

transcription STAT) [4]. Als Aktivatoren sind der hämatopoetische Transkriptionsfaktor 

Pu.1 über die Bindung an einer TATA-Box sowie der β-Catenin-TCF/ Lef (T cell-specific 

transcription factor/ lymphoid enhancer-binding factor)-Komplex beschrieben [5, 6]. 

Interessanterweise kann UCHL1 in seiner Funktion als Hydrolase β-Catenin stabilisieren, 

welches als Transkriptionsfaktor wirkend, die UCHL1-Genaktivität in einem positiven 

Rückkopplungsmechanismus erhöht [6]. Sowohl Aktivierung von NFκB als auch oxidativer 

Stress beeinflussen die UCHL1-Transkription negativ [7, 8]. Auf posttranskriptioneller 

Ebene wird die UCHL1-Translation über eine sogenannte long non-coding RNA (lncRNA) 

positiv beeinflusst [9]. Diese Antisense-UCHL1-RNA-Spezies werden unter zellulärem 

Stress vom Zellkern in das Zytoplasma transloziert, binden an die kodierende mRNA und 

stabilisieren die Ausbildung von Polysomen der Proteinsynthese. In neuronalen Zellen 

kann die UCHL1-Expression epigenetisch durch die miR-181b posttranskriptionell 

reguliert werden [10]. Dabei korreliert das exprimierte Protein der Hydrolase positiv mit 

der miRNA-Menge. Das globulär strukturierte UCHL1-Protein besteht aus                     

223 Aminosäuren (AS) mit einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa. 

Röntgenkristallstrukturanalysen belegen die für Hydrolasen charakteristische katalytisch 

aktive Triade, bestehend aus Cys90, His161 und Asp76 [11]. Ebenfalls besitzt UCHL1 

eine sogenannte crossover loop-Struktur, die bei der Substraterkennung und bei der 
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Diskriminierung großer Proteinsubstrate fungiert [11]. Posttranslationell kann UCHL1 ohne 

Einflussnahme auf die Enzymaktivität O-glykosyliert werden [12]. Monoubiquitinierungen 

von UCHL1 können durch strukturelle Konformationsänderungen in der Nähe des aktiven 

Zentrums die proteolytischen Eigenschaften blockieren [13]. Dieser Prozess ist durch 

Autohydrolyse reversibel. Während einer Phase des oxidativen Stresses in der Zelle kann 

die Protease am Tyr80 nitriert werden [14]. Die Hydrolase ist vorwiegend im Zytoplasma 

lokalisiert [15], kann aber gewebsspezifisch auch im Zellkern nachgewiesen       

werden [16, 17]. Eine Farnesylierung am C-terminalen Bereich verleiht UCHL1 

hydrophobe Eigenschaften, die eine Interaktion mit den Membranen des 

endoplasmatischen Retikulums ermöglicht [18].  

 

Physiologische UCHL1-Funktionen 

Mit einem Anteil von ca. 2 % aller Proteine ist UCHL1 konstitutiv stark in neuronalen bzw. 

neuroendokrinen Geweben des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert [19]. 

Moderatere Expressionsraten sind in den Tubulusepithel-, Sammelrohr- sowie 

Parietalzellen der Niere, in Ovarien und in Testis beschrieben [20-23]. Die Funktion der 

Hydrolase in den jeweiligen Geweben ist unvollständig aufgeklärt. Es wird angenommen, 

dass UCHL1 die Peptidbindungen hydrolytisch am C-terminalen Glycin von kleinen 

Ubiquitin-Konjugaten spaltet bzw. die Deubiquitinierung von Proteinen katalysiert [19, 24]. 

Diese Proteolyseschritte erlauben die Generierung und Zurückgewinnung (recycling) von 

monomeren Ubiquitin-Molekülen. Deubiquitinierte Proteine sind vor der proteasomalen 

Degradation geschützt. Die Hydrolaseaktivität ist bei UCHL1 gegenüber den anderen 

UCH-Mitgliedern signifikant geringer [25]. Die reversible kovalente Bindung von 

Monoubiquitin an die Protease trägt zu dessen Stabilisierung bei [13]. Mit der 

Dimerisierungs- und ATP-unabhängigen Ligaseaktivität verknüpft UCHL1 

Proteinsubstrate kovalent über K63-Bindungen [26]. Im Gegensatz zur K48-

Quervernetzung von Ubiquitin, die Proteine zur proteasomalen Degradation markiert, 

werden K63-Ubiquitin-ligierte Proteine davor geschützt. Es wird angenommen, dass 

UCHL1 mit seinen bivalenten Enzymaktivitäten eine wichtige Rolle in der 

Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase durch die Regulation des Proteinhaushaltes 

einnimmt und folglich in diversen Zellprozessen (z. B. Zellzyklus, Apoptose, 

Differenzierung und Signaltransduktion) involviert ist [25]. Während der Differenzierung 

renaler Tubuli und bei der Zellzyklusregulation von parietalen epithelialen Zellen der 

Bowman’schen Kapsel ist UCHL1 entscheidend an der Ausbildung der Nieren-Anatomie 

beteiligt [20]. Im akrosomalen Bereich von Spermatozoon lokalisiert, scheint es bei der 

Penetration der Oozyte während des Befruchtungsvorgangs mitzuhelfen [27]. UCHL1-
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Negativität bei der Oogenese ist mit einer schlechteren Eizellreifung assoziiert [28]. In 

Beta-Zellen des Pankreas exprimiert, fungiert die Hydrolase bei der Insulinsekretion und 

der Glukosetoleranz sowie als antiapoptotisches Protein unter lipotoxischen 

Stressbedingungen [29]. Jedoch sind die exakten physiologischen Funktionen und die zu 

Grunde liegenden molekularen Mechanismen unvollständig aufgeklärt. Eine 

gewebsspezifische UCHL1-Funktion wird von unserer Arbeitsgruppe postuliert. Vor allem 

in vitro- bzw. in vivo-Beweise für die Ligasefunktion und von UCHL1-prozessierten 

Interaktionspartnern fehlen.  

 

UCHL1 in der Tumorgenese und potentielle molekulare Mechanismen 

Je nach Entität sind für UCHL1 sowohl tumorsupprimierende als auch –fördernde 

Eigenschaften belegt [30]. Während eine heraufregulierte Expression mit meist 

schlechterer Prognose und Überlebensraten beispielsweise für Burkitt-Lymphome, nicht-

kleinzellige Lungentumore, Neuroblastome sowie für Pankreas- und medulläre 

Schilddrüsenkarzinome einhergeht [5, 31-34], ist UCHL1 im Nasopharynx-, Ovarial- und 

Leberkarzinom sowie beim Prostatakrebs und den diffusen Magentumoren meist 

vermindert exprimiert [3, 35-39]. Tabelle 1 fasst weitere Resultate verschiedener 

immunhistochemischer Analysen zur UCHL1-Expression in Tumoren zusammen. 

 

Tabelle 1: Immunhistochemische Analysen zur UCHL1-Expression in soliden Tumoren. 

Entität 

  

UCHL1-Expression 

  

Antikörper 

  

Referenz gesundes 
Gewebe 1 

  

Tumor 2 

Brust negativ 25/234 polyklonal [40] 

Kolon schwach positiv 
33/74 polyklonal [41] 

31/65 polyklonal [42] 

Lunge negativ 47/140 NCL-PGP9.5 [43] 

Gallenblase negativ 15/27 polyklonal [44] 

Prostata positiv 71/139 NCC-F2711 [36] 

Nebenschilddrüse negativ 19/127 polyklonal [45] 

1  gesunde Gewebszellen meist negativ mit Ausnahme UCHL1-positiver neuronaler Zellen in den Geweben 
2  Anzahl der UCHL1-positiven Tumore im Verhältnis zur Gesamtzahl der analysierten Tumorproben (oft keine 

separaten Angaben zur Häufigkeit der UCHL1-Expression in histologischen Subtypen bzw. Metastasen)  

[40], [41], [42], [43], [44], [45] 
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Arbeiten unserer eigenen Arbeitsgruppe können eine vom Tumortyp und -stadium 

abhängige UCHL1-Expression beim Nierenzellkarzinom (NZK) charakterisieren [2, 46]. 

Während die meisten Primärtumore im Vergleich zum korrespondierenden gesunden 

Nierenzellepithel verringerte Proteinmengen aufweisen, sind nach Metastasierung dieser 

Tumore gesteigerte UCHL1-Konzentrationen exprimiert. Dieses bivalente 

progressionsabhängige Expressionsmuster der Hydrolase ist ebenfalls für das kolorektale 

Karzinom belegt [37, 42]. Der bisher am besten charakterisierte genregulatorische 

Mechanismus in der Expressionskontrolle von UCHL1 während der Tumorentstehung ist 

die epigenetische Genstilllegung mittels Promotor-DNA-Methylierung. So ist ein erhöhter 

CpG-Methylierungsgrad mit dem UCHL1-Verlust beim Prostata-, Ovarial- und 

Leberkarzinom sowie beim NZK assoziiert [2, 36-39].  

Diverse Transfektionsstudien bekräftigen das gewebsspezifische onkogene bzw. 

supprimierende Potential der Hydrolase [47]. Die genauen zellulären und molekularen 

Funktionen sind jedoch unvollständig charakterisiert. Es wird angenommen, dass UCHL1 

mit seinen bifunktionellen Enzymaktivitäten den Proteinhaushalt in der Zelle durch 

ubiquitinabhängige Stabilisierung bzw. Degradation der Polypeptidketten beeinflusst. Dies 

ist ursächlich für eine deregulierte Expression von Transkriptionsfaktoren, Onkogenen, 

Tumorsuppressoren und von Proteinen, die u. a. den Zellzyklus, die Apoptose, die 

Signaltransduktion, die Migration und Invasion propagieren [47].  

β-Catenin ist sowohl an der Zelladhäsion in Kombination mit Cadherinen als auch an der 

Signaltransduktion des Wnt-Signalweges beteiligt. In humanen embryonalen 

Nierenepithelzellen (HEK293) verringert UCHL1 den Polyubiquitinierungsgrad von 

β-Catenin und verhindert somit dessen proteasomalen Abbau [6]. Angereichertes 

β-Catenin ist im nukleären Komplex mit TCF/ Lef an der Transkription überlebenswichtiger 

und antiapoptotischer Proteine (z. B. c-Myc, c-Jun und Survivin) involviert. Der epithelial-

mesenchymale Transition (EMT)-fördernde Effekt von UCHL1 im Prostatakarzinom durch 

verstärkte Synthese von Matrixmetalloproteasen (MMP) und Vimentin bei gleichzeitiger 

Herunterregulation von E-Cadherin könnte ebenfalls über das Wechselspiel der Hydrolase 

mit β-Catenin vermittelt werden [48].  

Durch verschiedene Arbeitsgruppen ist eine Modulation von verschiedenen 

Zellzyklusregulatoren durch UCHL1 beschrieben. So beschleunigt beispielsweise die 

Interaktion der Hydrolase mit dem Jun-activation domain-binding protein 1 (JAB-1) den 

nukleären Export des Zellzyklusinhibitors p27, wodurch dieses Protein der proteasomalen 

Degradation zugänglich gemacht wird [16]. p27 kann durch Inhibition des Komplexes aus 

einem Cyclin (CCN) mit einer Cyclin-abhängigen Kinase (CDK) das zelluläre Wachstum 

hemmen [49]. Aufgrund der starken Herunterregulation in einer Vielzahl von 
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verschiedenen Tumorarten und aufgrund der klinischen Relevanz ist p27 ein 

interessantes Kandidatenprotein für die Generierung neuer Krebstherapieformen [49]. Der 

stabilisierende Effekt von UCHL1 auf das Tumorsuppressorprotein p53 und dessen 

konsekutive Akkumulation im Zellkern sind mit einer Arretierung des Zellzyklus in der 

G1/ S-Phase und einer höheren Apoptoserate assoziiert [50-52]. In verschiedenen 

transformierten Zelllinien ist eine Kolokalisation der Hydrolase mit Mikrotubuli während der 

Mitose gezeigt worden [17]. Dadurch kann die Ausbildung des Spindelapparates inhibiert 

und der Zellzyklus blockiert werden.  

Der Transkriptionsfaktor NFκB reguliert eine Vielzahl zellulärer Prozesse. So ist er an der 

Aktivierung von proinflammatorischen und proapoptotischen Genen bei der Immunantwort 

bzw. dem programmierten Zelltod nach diversen exogenen Stimuli involviert. IκBα ist der 

zelluläre Inhibitor von NFκB, indem er durch Bindung die nukleäre Translokation 

verhindert. Zytoplasmatischer NFκB wird über Polyubiquitinierung proteasomal abgebaut. 

UCHL1 kann IκBα stabilisieren und somit die transkriptionelle Aktivität von NFκB negativ 

beeinflussen [52, 53]. In nicht-kleinzelligen Lungentumorzellen korreliert UCHL1 positiv 

mit dem Aktivierungszustand der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/ Proteinkinase B (Akt)- 

bzw. des Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)-Signalweges [54]. Da 

Hyperaktivierung beider Signalwege einen entscheidenden Prozess für die 

Tumorprogression darstellt, wird der Hydrolase eine tumorfördernde Funktion in dieser 

Entität zugeschrieben. Für Lymphome ist ebenfalls eine UCHL1-abhängige Akt-

Aktivierung mit erhöhtem Invasionsverhalten beschrieben [55]. Ein erklärender 

molekularer Prozess ist eine destabilisierende Wirkung der Hydrolase auf die PH domain 

and leucine rich repeat protein phosphatase 1 (PHLPP1), ein zellulärer Akt-Inhibitor, 

durch einen bisher unbekannten Regulationsmechanismus [55]. Eine deregulierte Akt-

Aktivierung bewirkt eine erhöhte Polyubiquitinierung und folglich die proteasomale 

Degradation von p53 und ist ursächlich für das onkogene Potential des Signalweges [56]. 

Somit konkurrieren die beiden UCHL1-vermittelten Prozesse der erhöhten Akt-

Phosphorylierung und der stabilisierenden Wirkung auf p53 miteinander und belegen die 

Komplexität der zellulären Veränderungen. Weiterhin kann UCHL1 die Internalisierung der 

Rezeptor-Tyrosinkinase c-Met nach Bindung des hepatozellulären Wachstumsfaktors 

(HGF) sowohl durch Deubiquitinierung als auch durch Ausbildung von Aktin-Stressfasern 

beeinträchtigen und somit mit dem PI3K/ Akt- bzw. dem MAPK-Signalweg 

interferieren [57]. Aufgrund der anomalen Aktivierung von c-Met in Tumoren werden 

momentan diverse Inhibitoren (z. B. Cabozantinib) im Rahmen klinischer Studien zur 

Behandlung von diversen Krebserkrankungen eingesetzt [58]. Somit wäre ein besseres 

Verständnis der UCHL1-vermittelten molekularen Prozesse auf die c-Met-Regulation im 
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Hinblick auf tumorrelevante Prozesse und dem Therapieansprechen von besonderem 

Interesse. 

Abbildung 1 zeigt eine Zusammenfassung an Proteinen, die das kanzerogene Potential 

der Tumorzellen im Zusammenspiel mit UCHL1 beeinträchtigen können.  

 

 

Abbildung 1:  Molekulare und zelluläre UCHL1-Funktionen. 

 Zusammenfassende Darstellung der UCHL1-vermittelten Funktionen auf zelluläre 

Vorgänge. (grüner Pfeil: positive Regulation; rote Linie: inhibierende Wirkung;                  

PIP – Phosphatidylinositolphosphate) 

 

1.2 Aminopeptidase N (APN)/ CD13 

Aminopeptidase N (APN)/ CD13, auch Alanyl- oder mikrosomale Aminopeptidase 

genannt, gehört zur Peptidasen-Familie M1/ Gluzincine (EC.3.4.11.2). Das Gen ist auf 

dem langen Arm des Chromosoms 15 (q25-q26) lokalisiert und überspannt 20 Exone mit 

ca. 35 kb. Die Expression wird gewebsspezifisch durch zwei verschiedene hintereinander 

angeordnete Promotorbereiche reguliert, die etwa 8 kb voneinander entfernt sind 

(Abbildung 2, [59]). Der epitheliale, proximal zum translationsinitiierenden Startkodon 



Einleitung  7 

 

befindliche Promotor weist den klassischen Aufbau einer transkriptionsregulierenden 

TATA-Box auf und ist vor allem in Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes und der Niere 

sowie in Hepatozyten und Endothelzellen aktiv [59-63]. Genregulative 

Transkriptionsfaktoren sind der hepatocyte nuclear factor 1 (HNF-1) und SP1 [64]. Der 

GC-reiche myeloische Promotor besitzt Bindemotive für die Transkriptionsfaktoren der 

Myb- und Ets-Familie und reguliert die differentielle APN-Expression während des 

Differenzierungsprozesses hämatopoetischer Zellen und in Fibroblasten [59, 65-67]. 

Zwischen beiden Promotoren ist eine ca. 300 bp lange Enhancer-Region lokalisiert, die 

über sogenannte Loop-Strukturen die transkriptionelle Genaktivität beider regulatorischen 

Genombereiche verstärkt [63]. Die jeweiligen mRNA-Spezies unterscheiden sich nur um 

ca. 170 bp Länge in der 5‘-untranslatierten Region, kodieren aber das gleiche Protein 

(Abbildung 2). APN ist ein aus 967 AS bestehendes Transmembranprotein des Typs 2. 

Dem intrazellulären N-Terminus (7 AS ohne initiales Methionin) folgen eine einfach-

durchspannende α-helikale Transmembrandomäne (24 AS) und die große Ektodomäne 

mit dem katalytisch aktiven Zentrum (Abbildung 2). Membrannah befindet sich eine ca. 

40 AS-lange Serin-Threonin-reiche Stielregion, die O-glykosidisch modifiziert werden 

kann, ohne jedoch die Enzymaktivität bzw. die Oberflächenexpression der Peptidase zu 

beeinträchtigen [68]. Monomerische APN hat ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa, 

wobei ungefähr ein Drittel der Gesamtmasse auf Zuckermodifikationen der 

10 N-Glykosylierungsstellen zurückzuführen ist. Auf der Zelloberfläche ist APN meist als 

nicht-kovalent gebundenes Homodimer exprimiert [69, 70]. Als zinkabhängige 

Metalloprotease besitzt die Aminopeptidase das charakteristische Bindungsmotiv 

HELAH [71, 72]. Weiterhin dient das Glutaminsäure-Motiv GAMEN der Polarisierung des 

gebundenen Peptidsubstrates [73, 74]. Im Jahre 2012 konnten Wong et al. erstmalig 

hochauflösend die Röntgenkristallstruktur des APN-Dimers im Komplex mit dem Substrat 

Angiotensin (Ang) IV bzw. mit den aminopeptidasenspezifischen Inhibitoren Bestatin bzw. 

Amastatin darstellen [75]. 
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Abbildung 2: Genlokus, mRNA-Spezies und Proteinstrukturen von APN.  

 Schematische Darstellung des APN-Gens mit der Anordnung der beiden Promotoren und 

dem dazwischen kodierten Enhancer (modifiziert nach [59]), der verschiedenen APN-

Transkripte mit unterschiedlicher 5‘-untranslatierter Region, aber gleichem offenen 

Leseraster und den Strukturkomponenten des APN-Proteins (basierend auf 

http://www.uniprot.org/uniprot/P15144) 

 

Physiologische APN-Funktionen 

APN ist ubiquitär auf der Oberfläche einer Vielzahl von Zelltypen des hämatopoetischen 

und nicht-hämatopoetischen Systems exprimiert. Dabei übt APN je nach Gewebe 

entweder digestive oder regulative Funktionen aus. Digestiv fungiert die Aminopeptidase 

vorwiegend in den epithelialen Bürstensaummembranen der Darmmukosa und den 

proximalen Tubuli der Niere, indem sie zur besseren Resorption kleine Oligopeptide in 

monomere AS, zu einem geringeren Teil auch in Di- und Tripeptide degradiert. Dabei 

spaltet APN bevorzugt neutrale AS N-terminal von Oligopeptiden mit folgender Präferenz: 

Ala>Phe>Tyr>Leu>Arg>Thr>Trp>Lys>Ser>Asp>His>Val. Peptide mit hochmolekularen 

Proteinmodifikationen bzw. mit einem Prolin an zweiter Stelle der Primärsequenz sowie 

große Proteine können nicht prozessiert werden [76]. Renale APN reguliert durch 

Spaltung von Ang III zu Ang IV nicht nur die Salzresorption in die Gefäße, sondern auch 

den arteriellen Blutdruck [77, 78]. Auf neuronalen synaptischen Membranen kontrolliert 

APN die lokale Bioverfügbarkeit von Endorphinen bzw. Enkephalinen (Leu- oder Met-

Enkephalin) sowie von den Neuropeptiden Neurokinin A und Bradykinin 

(zusammengefasst in [79]). Dadurch kann das analgetische Schmerzempfinden 

beeinflusst werden. In vaskulären Endothelzellen der Nabelschnur und der Aorta fungiert 
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APN vorwiegend bei der Formation und Morphogenese von Kapillaren [80, 81]. Lösliche 

APN kann unter anderem im Serum, im Urin und in bronchoalveolaren sowie synovialen 

Flüssigkeiten nachgewiesen werden [82-85]. Deren Funktion ist bisher unvollständig 

aufgeklärt. 

Im hämatopoetischen System ist APN vorwiegend in Monozyten, Makrophagen, 

Granulozyten sowie in dendritischen Zellen und deren entsprechenden Progenitorzellen 

exprimiert [86, 87]. APN gilt als diagnostischer Typisierungsmarker vorwiegend für die 

myeloische Zellpopulation und für Stammzellen [88, 89]. Die Stärke der APN-Expression 

ist vom Differenzierungsgrad abhängig. Die genauen biologischen APN-Funktionen und 

die molekularen Zusammenhänge während der Zellreifung sind jedoch unvollständig 

charakterisiert. Möglicherweise trägt APN entscheidend in der homotypischen 

Aggregation von Monozyten bei, die eine wichtige Voraussetzung zur Zellaktivierung und 

–reifung dieser Zellen darstellt [90]. Die enzymatische Aktivität ist in die Degradation 

chemotaktischer Proteine (z. B. Chemokin CXCL11) zur Anlockung 

immunmodulatorischer Zellen involviert [91]. Das APN-vermittelte katalytische 

Prozessieren von antigenen Peptiden, die an der Bindungsfurche der 

Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC)-Moleküle Klasse II gebunden sind, bewirkt ein 

verändertes Potential zur zellulären Erkennung durch T-Lymphozyten [92]. Weiterhin 

reguliert APN negativ die Tumornekrosefaktor (TNF)α-induzierte Apoptose in humanen 

Neutrophilen, die eine zentrale Rolle beim Abklingprozess von Entzündungsreaktionen 

spielt [93].  

Die APN-Genexpression kann durch diverse exogene Faktoren moduliert werden. 

Beispielsweise ist APN bei Entzündungsprozessen durch proinflammatorische Zytokine 

wie Interferon (IFN)-γ und Interleukin (IL)-4 in Monozyten/ Makrophagen 

heraufreguliert [94, 95]. Neben weiteren Zytokinen (z. B. IL-6, epidermaler 

Wachstumsfaktor EGF bzw. basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor bFGF) wird die 

transkriptionelle Aktivität u. a. durch oxidativen zellulären Stress verändert [96-99]. Unsere 

Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Aminopeptidase durch die Zytokine IL-4 und dem 

transformierenden Wachstumsfaktor (TGF)-β in Monozyten verstärkt, durch IL-10 jedoch 

verringert exprimiert ist (Abbildung 3, [100, 101]). In tubulären Nierenepithelzellen ist APN 

neben IL-4 durch IFN, TNFα, IL-1 bzw. IL-13 heraufreguliert [102, 103]. In konstitutiv 

negativen peripheren Blutlymphozyten ist die Expression durch Zell-Zell-Kontakt mit 

diversen APN-positiven Zellen transkriptionell induziert. So besitzen B- und 

T-Lymphozyten nach Kontakt mit fibroblastenähnlichen Synoviozyten, endothelialen bzw. 

epithelialen Zellen und Monozyten/ Makrophagen APN-Antigene und Alanin-Substrat-

spaltende Enzymaktivitäten auf ihrer Zelloberfläche [104-107]. Wir postulieren, dass 
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induzierte APN nicht nur bei der Inaktivierung von inflammatorischen Mediatoren fungiert, 

sondern auch in der Zelladhäsion, in der lymphozytären Migration oder an der 

Antigenpräsentation durch peptide trimming involviert ist.  

 

Pathophysiologische APN-Funktionen 

APN spielt eine bedeutende Rolle bei pathophysiologischen Prozessen. T-Zellen der 

Gelenkflüssigkeit bei Patienten mit rheumatoider Arthritis haben im Vergleich zu denen 

gesunder Spender ebenso erhöhte APN-Konzentrationen wie periphere Blutmonozyten/ 

Makrophagen von Patienten mit schwerem Trauma bzw. nach Operation am offenen 

Herzen (Abbildung 3, [108, 109]). In trachealen Epithelien dient die Aminopeptidase 

unabhängig von derer Enzymaktivität als Eintrittsstelle für diverse Coronaviren und ist 

somit involviert in Infektionserkrankungen der oberen Luftwege [110, 111]. Humane 

Zytomegalieviren benutzen ebenfalls APN als zelluläre Eintrittsstelle [112]. Die 

Internalisierung erfolgt jeweilig meist durch sogenannte Membran-Mikrodomänen (MMD), 

auch Rafts oder Caveolae genannt [113]. Diese speziellen Membranbereiche auf der 

Zelloberfläche sind Zusammenlagerungen diverser membranständiger Struktur- (z. B. 

Flotilline, Caveoline) bzw. Rezeptorproteine (z. B. G-Proteine, Glycosylphosphatidyl-

inositol-verankerte Proteine) mit im Vergleich zu anderen Membranbereichen erhöhten 

Konzentrationen an Cholesterol und Sphingolipiden. MMD fungieren in der Trans-, Endo- 

bzw. Exozytose, in Signaltransduktionsvorgängen sowie in der Rezeptorinternalisierung 

und steuern dabei diverse immunologische (u. a. B- und T-Zellantwort) sowie zelluläre 

Prozesse (z. B. Motilität, Sezernierung, exogene Stimulation, Stressantwort). Eine 

Assoziation von APN in MMD ist in Monozyten, in Epithelzellen des Dünndarms, in 

Endothelzellen und Fibroblasten belegt [81, 113-117]. Unsere eigene Arbeitsgruppe 

postuliert, dass APN in Synergie mit anderen Peptidasen wie Neutrale Endopeptidase 

(NEP)/ CD10 oder Dipeptidylpeptidase IV (DPIV)/ CD26 sogenannte peptidasereiche 

Hot spots in MMD bildet, die diverse zelluläre Prozesse im Zusammenspiel 

vermitteln [116]. Weiterhin ist APN in der Absorption von endo- und exogenem 

Cholesterol involviert [115]. 
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Abbildung 3: Genregulatorische Mechanismen der APN-Expression.  

 (grüner Pfeil: erhöhte APN-Expression, rote Linie: Verminderung) 

In bösartigen hämatopoetischen Erkrankungen wird APN routinemäßig als Indikator für 

myelomonozytäre Zellen, z. B. bei akuten myeloischen Leukämien (AML), 

eingesetzt [118, 119]. Die Expression ist bei der malignen Transformation dieser Zellen 

abnormal erhöht. Antiproliferative Effekte sowie blockierte Differenzierungsvorgänge 

durch aminopeptidasenspezifische Inhibitoren sind Belege für eine funktionelle 

Expression von APN in den Leukozyten [120-122]. Verschiedene Sequenzaberrationen 

tragen dabei zur tumorrelevanten Ausprägung bei [123-125]. In soliden Tumoren ist APN 

im Vergleich zu den korrespondierenden gesunden Geweben oft dereguliert (Tabelle 2). 

Die Regulationsrichtung ist dabei stark von der jeweiligen Tumorentität abhängig. Eine 

erhöhte APN-Expression im Vergleich zum gesunden Gewebe bzw. zu APN-negativen 

Tumoren ist mit schlechteren Prognosen für Tumore des Pankreas und der Lunge sowie 

bei Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen assoziiert [126-129]. Weiterhin konnte belegt 

werden, dass in undifferenzierten vergleichend zu differenzierten Schilddrüsenkarzinomen 

bzw. zum gesunden Struma-Gewebe mehr APN-Protein nachweisbar ist [127]. Im 

Kolonkarzinom korreliert die APN-Expression mit dem Tumorstadium [130]. Das 

krankheitsfreie bzw. das Gesamtüberleben der Patienten ist bei APN-Positivität im 

kanzerogenen Gewebe signifikant geringer. Patienten mit APN-negativen Metastasen 

überleben länger. Hohe Konzentrationen von löslicher APN in Patientenseren beim 

Bronchialkarzinom sind mit schlechter Prognose für die erkrankten Personen 
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assoziiert [131]. Prostatakarzinom-Patienten mit verringerten APN-Konzentrationen haben 

bessere Überlebensraten als die mit APN-positiven Tumoren [132]. Eine verminderte 

APN-Expression im Vergleich zu entsprechenden gesunden Geweben ist u. a. beim NZK 

und beim malignen Meningeom nachweisbar [133]. Beim NZK ist APN in ca. 30 % aller 

klarzelligen bzw. chromophilen Tumore, jedoch nicht in chromophoben Formen 

exprimiert [134]. Der Prozentsatz an APN-Positivität ist bei tumorinfiltrierenden 

T-Lymphozyten des NZK im Vergleich zu denen gesunder Patienten stark erhöht [135]. 

Die APN-Expression kann durch verschiedene Zytokine moduliert werden (Abbildung 3). 

In NZK-Zellen führen u. a. IL-1, IL-4 und IL-13 [102, 103], in Schilddrüsenkarzinomzellen 

z. B. EGF, bFGF oder IL-6 zu einer vermehrten Oberflächenexpression der 

Aminopeptidase [127]. Tabelle 2 fasst die Ergebnisse verschiedener 

immunhistochemischer Analysen zur Untersuchung der APN-Expression in gesunden 

bzw. tumoralen Gewebe zusammen. 

 

Tabelle 2: Immunhistochemische Analysen zur APN-Expression in soliden Tumoren. 

Entität 

  

APN-Expression 

  

Antikörper 

  

Referenz 3 gesundes 
Gewebe 1 

  

Tumor 2 

Ösophagus negativ 35/65 38C12 [136] 

Magen negativ 84/121 ? [137] 

Pankreas 
positiv 25/50 MH8-11 [126] 

positiv 20/53 WM-15 [138] 

Kolon positiv 67/114 MH8-11 [130] 

Leber positiv 51/53 38C12 [139] 

Brust nur in Adipozyten 50/135 38C12 [140] 

Lunge negativ 68/194 MH8-11 [129] 

Prostata 
positiv 9/33 F23 [141] 

positiv 132/331 38C12 [132] 

1  Aufgrund häufig fehlender Analysen/ Aussagen in den jeweiligen Studien wurden Informationen zur         

APN-Expression im gesunden Gewebe ausschließlich aus der Datenbank 

http://www.proteinatlas.org/ENSG00000166825/tissue verwendet.  
2  Anzahl der APN-positiven Tumore im Verhältnis zur Gesamtzahl der analysierten Tumorproben (oft keine 

separaten Angaben zur Häufigkeit der APN-Expression in histologischen Subtypen bzw. Metastasen) 
3  nur Studien mit einer größeren Anzahl an analysierten Tumorproben aufgelistet 

 

[136], [137], [126], [138], [130], [139], [140], [129], [141], [132]  
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Durch den Einsatz verschiedener aminopeptidasenspezifischer Inhibitoren bzw. in 

Transfektionsstudien der Genüberexpression/ -stilllegung konnten multiple tumorrelevante 

Funktionen für APN charakterisiert werden. Adhäsive, migratorische und invasive 

Veränderungen werden durch hydrolytische Spaltung von extrazellulären Matrixproteinen 

(z. B. Kollagene des Typs I bzw. IV) vermittelt [97, 142-146]. Weiterhin ist ein verändertes 

Ansprechen sowohl gegenüber dem Chemotherapeutikum Cisplatin im Ovarialkarzinom 

als auch gegenüber einer Strahlentherapie bei zervikalen Tumoren nachgewiesen 

worden [147, 148]. Ein genereller genregulatorischer Mechanismus der differentiellen 

APN-Expression sowie eine allgemeine tumorentitätsunabhängige APN-Funktion sind 

bisher nicht charakterisiert worden.  

Aufgrund der unterschiedlichen Aufgaben und aufgrund vieler unbekannter struktureller 

und funktioneller Komponenten wird APN auch als moonlighting ectoenzyme 

bezeichnet [79]. Abbildung 4 fasst schematisch APN-vermittelte zelluläre Prozesse 

zusammen. 

 

Abbildung 4: Multiple zelluläre Funktionen von APN.  
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2 Ziel der Arbeit 

Unter der Anleitung von Prof. Dr. Jürgen Langner bzw. seit 2003 von Prof. Dr. Barbara 

Seliger beschäftigt sich das Institut für Medizinische Immunologie der Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg mit der Identifizierung und Charakterisierung potentieller 

Biomarker, die für neue Therapieformen zur zielgerichteten Behandlung vor allem des 

malignen Melanoms und des NZK angewendet werden könnten. Dabei werden diverse 

Hochdurchsatzverfahren (RNA-Microarray, Proteom-basierende Analysen, Mutations-/ 

Polymorphismus-Bestimmung mittels hochauflösender Schmelzpunktanalyse) eingesetzt, 

die molekulare Aberrationen nachweisen und ihre Auswirkungen auf zellbiologische bzw. 

tumorrelevante Prozesse belegen. Neben immunologischen Fragestellungen stehen unter 

anderem Expressions- und Funktionsanalysen diverser zytosolischer und 

transmembraner Peptidasen sowie Ubiquitin-editierender Enzyme im Fokus der 

Institutsforschung.  

Die Expression von APN/ CD13 und UCHL1 ist oft in Tumorgeweben im Vergleich zum 

korrespondierenden Normalgewebe dereguliert. Weiterhin gibt es konträre 

Interpretationen, ob die jeweiligen hydrolytischen Enzymaktivitäten in die Tumorgenese 

involviert sind. Aufgrund unzureichender Informationen in der wissenschaftlichen Literatur 

wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen bearbeitet: 

1) Ist die Expression von APN und UCHL1 im Melanom im Vergleich zu Melanozyten 

bzw. zu gutartigen Nävi dereguliert? Sind diese Veränderungen mit klinisch-

pathologischen Parametern assoziiert?  

2) Welche genregulatorischen Mechanismen können die Veränderungen der 

möglichen differentiellen Genexpression erklären? 

3) Welche zellbiologischen Konsequenzen hat eine deregulierte Expression von APN 

und UCHL1? 

4) Haben die jeweiligen Enzymaktivitäten Einfluss auf zelluläre Funktionen? 

5) Welche molekularen Ursachen können die möglichen APN- bzw. UCHL1-

vermittelten Veränderungen begründen? 

 

Analysen zur enzymatischen APN-Aktivität in tumorbiologischen Prozessen lieferten oft 

konträre Ergebnisse. Weiterhin war unklar, wie APN signaltransduzierende Prozesse in 

der Zelle vermittelt. Zur besseren molekularen Charakterisierung sollten als zweiter 

Schwerpunkt dieser Arbeit verschiedene APN-Mutanten des aktiven Zentrums generiert 

und in einem Transfektionsmodell von HEK293-Zellen zell- und molekularbiologisch 
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analysiert werden. Weiterhin sollten mittels diverser zellbasierender 

Kolokalisationsstudien neue Interaktionspartner von APN in Monozyten bzw. in 

myeloischen Leukämiezellen identifiziert werden, die in Assoziation mit der 

Aminopeptidase signaltransduzierende Vorgänge vermitteln könnten. 
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3 Kurzbeschreibung der publizierten Manuskripte 

3.1 Manuskript 1: Heterogeneous expression and functional 

relevance of the ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 in 

melanoma 

 

Jens Wulfänger, Katharina Biehl, Anja Tetzner, Peter Wild, Kristian Ikenberg, Stephanie 

Meyer, Barbara Seliger. 

 

International Journal of Cancer (2013), 133(11):2522-32. 

 

Das Manuskript fasst die Ergebnisse der UCHL1-Expressionsanalysen in 

Gewebemikroarrays (TMA), Kurzzeitkulturen bzw. etablierten Zelllinien von Melanomen 

und die in vitro-Funktionsuntersuchungen der Hydrolase zusammen. In Melanozyten stark 

exprimiert, konnte UCHL1 in keinem der 50 Nävi, in 24 von 331 Melanomläsionen sowie 

in ca. 10 % der Kurzzeitkulturen bzw. der Melanomzelllinien nachgewiesen werden. Diese 

Expressionsreprimierung korrelierte mit einem verstärkten CpG-Methylierungsgrad des 

UCHL1-Promotors in den UCHL1-negativen Zelllinien im Vergleich zu den UCHL1-

positiven Melanozyten und Melanomzellen. Demethylierungsexperimente mit 

5‘-Desoxyazacytidin (DAC) konnten die UCHL1-Expression zumindest partiell 

rekonstituieren. Unter Verwendung von diversen Transfektionsmodellen der 

Genüberexpression bzw. -stilllegung konnte eine proliferationsfördernde Funktion der 

Hydrolase auf die Zellen durch die positive Modulation des MAPK-Signalweges bestimmt 

werden. Diese Effekte waren von der Hydrolaseaktivität abhängig, da die defiziente 

UCHL1-Variante C90S sich wie die Kontrollzelllinien verhielt. Weiterhin wurde gezeigt, 

dass UCHL1 über eine veränderte Aktivierung des PI3K/ Akt-Signalweges die Sensitivität 

der Zellen gegenüber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) am Beispiel von 

Wasserstoffperoxid modifiziert. Dieser Effekt war abhängig von der exprimierten UCHL1-

Menge in dem entsprechenden Zellmodell.  

 

Beiträge der Autoren 

Jens Wulfänger hat das Manuskript zusammen mit Barbara Seliger konzipiert und 

geschrieben sowie folgende Experimente durchgeführt: Zellkultur und –behandlung (DAC, 

ROS) sowie Proliferationsanalysen (XTT, Weichagartest), Expressions- und 

epigenetische Untersuchungen (PCR, kombinierte Bisulfitbehandlung und 

Restriktionsanalyse (COBRA), Bisulfit-Sequenzierung), statistische Auswertung. 
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Katharina Biehl hat bei der Generierung der diversen UCHL1-Transfektionssysteme und 

deren Analyse mitgewirkt. Weiterhin bewerkstelligte sie die Immunblotuntersuchungen.  

Anja Tetzner hat die ortsgerichtete Mutagenese von C90S und die 

Demethylierungsanalyse mittels HRM durchgeführt. 

Peter Wild, Kristian Ikenberg, Stephanie Meyer haben die verwendeten TMA etabliert und 

die immunhistochemischen Analysen der UCHL1-Expression, deren statistische 

Auswertung und die Korrelation mit klinischen Parametern durchgeführt.  

Barbara Seliger hat das Projekt vorgeschlagen, war an der Projektkonzeption und dem 

Schreiben des Manuskripts beteiligt. 

 

 

 

       

             Unterschrift Prof. Dr. Barbara Seliger 
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3.2 Manuskript 2: Promoter methylation of aminopeptidase N/ CD13 

in malignant melanoma 

 

Jens Wulfänger, Heike Schneider, Peter Wild, Kristian Ikenberg, Monica Rodolfo, Licia 

Rivoltini, Stephanie Meyer, Dagmar Riemann, Barbara Seliger 

 

Carcinogenesis (2012), 33(4):781-790. 

 

Das Manuskript beschreibt erstmalig die epigenetische Regulation der APN-Expression 

durch die Promotor-DNA-Methylierung im Melanom. Unter Verwendung von TMA, 

Kurzzeitkulturen bzw. etablierten Zelllinien konnte eine heterogene Expression von APN 

nachgewiesen werden. Da hohe myeloische Transkriptmengen bestimmt wurden, ist von 

einem aktiven myeloischen Promotor des APN-Gens auszugehen. In silico wurde 

erstmalig eine CpG-Methylierungsstelle in diesem Promotorbereich identifiziert und 

sowohl in vitro als auch in vivo charakterisiert. Der Verlust der APN-Expression in 

Melanomzellen war direkt mit einem hohen Grad an CpG-Methylierung assoziiert. Mittels 

des demethylierenden Agens DAC wurden myeloische Transkripte und APN-Protein 

sowohl zeit- als auch konzentrationsabhängig in den Melanomzelllinien induziert. 

Weiterhin zeigten die Zytokine TGF-β1 und IL-4, jedoch nicht bFGF, IL-6 und EGF einen 

additiven induktiven Effekt nach DAC-Behandlung. Die APN-Expression war invers 

korrelierend mit der von melanozytären Markern wie Microphthalmie-assoziierter 

Transkriptionsfaktor (MITF), Tyrosinase und melanoma antigen recognized by T cells 

(MART1). Zellbiologisch fungierte APN in Melanomzellen migrationsfördernd, hatte jedoch 

keinen Einfluss auf die Zellproliferation bzw. das verankerungsunabhängige Wachstum. 

Nach APN-Induktion durch DAC konnte eine Aminopeptidase-abhängige 

Migrationssteigerung in den behandelten Zellen nachgewiesen werden. In TMA wurde 

APN-Protein vorwiegend in primären Melanomläsionen detektiert, während in Nävi und 

Metastasen kaum APN nachweisbar war. Die Korrelation mit klinisch-pathologischen 

Parametern der Patienten zeigte, dass APN in der untersuchten Kohorte keine klinische 

Signifikanz hat. 

 

Beiträge der Autoren 

Jens Wulfänger hat das Manuskript zusammen mit Barbara Seliger konzipiert und 

geschrieben und folgende Experimente geplant, durchgeführt und interpretiert: In silico-
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Identifizierung der CpG-Insel, Expressionsuntersuchungen (PCR, Durchflusszytometrie), 

epigenetische Untersuchungen (COBRA, Bisulfit-Sequenzierung), Zellbehandlung (DAC, 

Zytokine, APN-Inhibitoren) und anschließende Analyse der APN-Induktion (PCR, 

Durchflusszytometrie), der Migration (Transwell-Tests) und der Proliferation (XTT). 

Heike Schneider generierte die stabil transfizierte Zelllinie WM-1862 und führte die 

Migrationsanalysen und Proliferationsstudien der Melanomzelllinien durch.  

Peter Wild, Kristian Ikenberg, Stephanie Meyer etablierten die verwendeten TMA und 

führten die immunhistochemischen Analysen der APN-Expression, die anschließende 

Korrelation mit den entsprechenden klinischen Parametern sowie deren statistische 

Auswertungen durch. 

Monica Rodolfo, Licia Rivoltini stellten die genomische DNA und RNA von Suspensionen 

bzw. Kurzkulturen der Melanome sowie deren klinikrelevanten und pathologischen 

Parametern zur Verfügung.  

Dagmar Riemann wirkte bei der Generierung stabil transfizierter Zelllinien mittels 

Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierens mit. Ebenfalls half sie beim Planen des 

Manuskripts, der Diskussion und beim Korrekturlesen. 

Barbara Seliger war an der Idee, an der Konzeption und am Schreiben des Manuskripts 

beteiligt. 

 

 

       

             Unterschrift Prof. Dr. Barbara Seliger 
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3.3 Manuskript 3: Aminopeptidase N (APN)/ CD13-dependent 

CXCR4 downregulation is associated with diminished cell 

migration, proliferation and invasion 

 

Jens Wulfaenger, Susanna Niedling, Dagmar Riemann, Barbara Seliger 

 

Molecular Membrane Biology (2008), 25(1):72-82. 

 

In diesem Manuskript wird die Funktion der APN-Enzymaktivität in einem HEK293-

Transfektionsmodell der APN-Überexpression beschrieben. Mittels ortsgerichteter 

Mutagenese wurden diverse Basensubstitutionen in den Kodonen des HELAH- bzw. 

GAMEN-Motivs eingeführt und stabil exprimierende Transfektanten generiert. Jegliche 

Mutation führte zu einem kompletten Verlust der APN-Enzymaktivität. Die 

Oberflächenexpression der Aminopeptidase war jedoch nicht beeinträchtigt. Die 

Expression von aktiver wildtypischer APN auf der Zelloberfläche von HEK293-Zellen 

führte sowohl zu einer verringerten Proliferation (Verdopplungszeiten und 

verankerungsunabhängiges Wachstum) als auch zu reduzierten Migrationsraten 

gegenüber Kollagen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass aktive APN nicht nur zu einer 

verminderten Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 auf mRNA- und Proteinebene 

in den Zellen führte, sondern auch die chemotaktische Migration zum entsprechenden 

Liganden, dem stromal cell-derived factor (SDF)-1α, negativ beeinflusste. Da in allen 

Experimenten die inaktive E388G-Variante ein vergleichbares Verhalten wie die 

parentalen bzw. Vektorkontrollzellen zeigte, konnte zusammenfassend festgestellt 

werden, dass die APN-Enzymaktivität ursächlich für die veränderten Zellcharakteristika 

und für die verschlechterte SDF-1α-vermittelte Chemotaxis der CXCR4-positiven Zellen 

war.  

 

Beiträge der Autoren 

Jens Wulfänger hat das Manuskript zusammen mit Dagmar Riemann und Barbara 

Seliger geplant und geschrieben und folgende Experimente durchgeführt: ortsgerichtete 

Mutagenese von E388G, Generierung des HEK293-Transfektionssystems, Bestimmung 

der Enzymaktivitäten und der enzymatischen Parameter, Proliferationsuntersuchungen, 

Migrationsanalysen, Expression der Chemokinrezeptoren, Chemotaxis 

Susanna Niedling generierte im Rahmen ihrer Diplomarbeit die Mehrzahl der verwendeten 

Plasmide. 
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Dagmar Riemann wirkte bei der Generierung stabil transfizierter Zelllinien mittels 

Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierens mit. Ebenfalls half sie beim Planen und Schreiben 

des Manuskripts. 

Barbara Seliger war an der Konzeption und am Schreiben des Manuskripts beteiligt. 

 

 

 

       

             Unterschrift Prof. Dr. Barbara Seliger 
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3.4 Manuskript 4: Functional co-localization of monocytic 

aminopeptidase N/ CD13 with the Fc gamma receptors CD32 

and CD64 

 

Dagmar Riemann, Anatolij Tcherkes, Gert H. Hansen, Jens Wulfaenger, Tanja Blosz, 

E. Michael Danielsen 

 

Biochemical and Biophysical Research Communications (2005), 331(4):1408-1412. 

 

Aufgrund weniger Informationen über die funktionelle Relevanz von APN in Monozyten 

wurden in diesem Manuskript putative Interaktionspartner der Aminopeptidase untersucht 

und identifiziert. Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag dabei auf der Komplexbildung 

mit diversen Fcγ-Rezeptoren. Unter Verwendung der konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskopie, der Elektronenmikroskopie mit Nano-Goldpartikeln und des Förster-

Resonanzenergietransfers (FRET) in der Durchflusszytometrie konnte erstmalig eine 

starke Kolokalisation von APN mit dem Fcγ-Rezeptor II/ CD32 bzw. mit dem 

Fcγ-Rezeptor I/ CD64 nicht nur in der monozytären Leukämiezelllinie THP-1, sondern 

auch in humanen peripheren Blutmonozyten nachgewiesen werden. Dagegen wurde 

keine Interaktion mit dem myeloid-specific sialic acid-binding receptor CD33 detektiert. 

Daher könnte das Zusammenspiel von APN mit den Fcγ-Rezeptoren einen funktionellen 

Signaltransduktionskomplex in Monozyten darstellen. 

 

Beiträge der Autoren 

Dagmar Riemann hat das Manuskript konzipiert und geschrieben sowie zusammen mit 

Anatolij Tcherkes die FRET-Untersuchungen sowie die immunologischen 

Fluoreszenzfärbungen durchgeführt. 

Gert H. Hansen und E. Michael Danielsen führten die Kolokalisationsstudien mittels 

Rasterelektronenmikroskopie unter Verwendung von Nano-Goldpartikeln durch. 

Jens Wulfänger generierte die Abbildungen der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie 

und half zusammen mit Tanja Blosz beim Schreiben des Manuskripts sowie beim 

Korrekturlesen. 

 

 

       

             Unterschrift PD. Dr. Dagmar Riemann 
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4 Publizierte Manuskripte  

4.1 Manuskript 1: Heterogeneous expression and functional 

relevance of the ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 in 

melanoma. 
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4.2 Manuskript 2: Promoter methylation of aminopeptidase N/ CD13 

in malignant melanoma. 
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4.3 Manuskript 3: Aminopeptidase N (APN)/ CD13-dependent 

CXCR4 downregulation is associated with diminished cell 

migration, proliferation and invasion. 
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4.4 Manuskript 4: Functional co-localization of monocytic 

aminopeptidase N/ CD13 with the Fc gamma receptors CD32 

and CD64. 
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5 Diskussion 

 

Der Schwerpunkt der Forschungen des Instituts für Medizinische Immunologie der Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg ist seit Jahren die Identifizierung und anschließende 

Charakterisierung potentieller Biomarker als neue Zielstrukturen für Therapieformen vor 

allem bei der Behandlung des Melanoms und des NZK. In der vorliegenden Arbeit wurden 

die molekularen und zellulären Funktionen von UCHL1 und APN näher charakterisiert und 

die klinische Relevanz derer Expression im malignen Melanom untersucht. In den 

nachfolgenden Abschnitten werden die jeweiligen publizierten Ergebnisse mit der 

aktuellen Literatur diskutiert. 

 

5.1 UCHL1, ein interessanter Kandidat für die Generierung/ 

Etablierung neuer Therapieformen des malignen Melanoms 

Aufgrund der differentiellen Genexpression und der vielfältigen molekularen bzw. 

zellulären Funktionen in tumorrelevanten Prozessen, wie Proliferation, Migration/ 

Invasion, Apoptose und Signaltransduktion, ist UCHL1 ein interessantes 

Kandidatenprotein für die Entwicklung einer neuen zielgerichteten Krebsbehandlung bzw. 

für eine T-Zell-basierende Immuntherapie [149]. Die vorliegende Arbeit unterstützt die 

Hypothese, die Hydrolase als mögliche Zielstruktur für den Einsatz bei 

Melanomerkrankungen in Betracht zu ziehen, da  

(i) UCHL1 in frühen Stadien der Melanomprogression stark herunterreguliert 

ist,  

(ii) UCHL1-positive Melanomzellen schnellere Proliferationscharakteristika 

aufweisen, 

(iii) die Hydrolase wichtige zelluläre Signaltransduktionswege beeinflusst  

(iv) und dadurch auch das Resistenzverhalten gegenüber ROS moduliert. 

 

UCHL1-Expression und –Regulation während der Melanomprogression 

In der vorliegenden Arbeit konnte unter Verwendung von etablierten TMA erstmalig 

gezeigt werden, dass bereits in sehr frühen Stadien der melanozytären Transformation 

die UCHL1-Expression stark herunterreguliert ist. Melanozyten sind definitiv UCHL1-

positiv. Sowohl vier unabhängig isolierte reine Melanozyten-Populationen in dieser Arbeit 

als auch drei unabhängige Studien bestätigten eine UCHL1-Positivität auf mRNA- und 
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Proteinebene [150-152]. Da in keinem der 50 immunhistochemisch untersuchten 

benignen Nävi entsprechendes Protein detektiert wurde, ist davon auszugehen, dass die 

Expression der Hydrolase bereits in diesen Vorstufen der maligen Transformation 

reprimiert wird. Dieses neue Ergebnis lässt eine stark tumorsupprimierende Rolle von 

UCHL1 postulieren.  

In den insgesamt 331 Melanomläsionen wurde das UCHL1-Protein mit einer Häufigkeit 

von ca. 7,2 % nachgewiesen. Es bestand kein signifikanter Zusammenhang der UCHL1-

Expression mit klinisch-pathologischen Parametern oder mit den histologischen Subtypen 

des Melanoms. Die Herunterregulation der Hydrolase ist durch die Ergebnisse einer 

früheren unabhängigen Studie bestätigt [152]. In dieser Untersuchung von Hoek et al. 

wurden insgesamt 553 Melanomproben mittels TMA und mittels polyklonaler UCHL1-

Antikörper analysiert. Dabei wurde ein putativer, aber nicht-signifikanter Zusammenhang 

zwischen schlechterem Überleben der Patienten bei UCHL1-Verlust nachgewiesen. Bei 

Betrachtung von ausschließlich primären Melanomen war diese Korrelation signifikant. 

Am häufigsten war UCHL1 in den primären Tumoren mit einem Durchmesser von weniger 

als 2 mm exprimiert. Aufgrund der geringeren Frequenz in metastasierten Melanomen 

interpretierten die Autoren insgesamt einen Verlust der UCHL1-Expression in 

progressiveren Tumorstadien. Keine Korrelation von UCHL1 war mit dem Patientenalter, 

Geschlecht, Ulzerationen bzw. dem Clark-Level (Eindringtiefe der Tumormasse) 

nachweisbar. In der gleichen Analyse wurde eine starke mRNA-Herunterregulation von 

UCHL1 in metastasierenden Melanomzelllinien im Vergleich zu Melanozyten mittels 

Affymetrix-Mikroarrays bestätigt. Dies korreliert mit den Ergebnissen der vorliegenden 

Arbeit. Mit ungefähr 10 % Vorkommen in den 18 Kurzzeitkulturen bzw. in den 

19 untersuchten Zelllinien war die Frequenz stark vermindert. Relativ homogene 

Expressionsraten wurden für die UCH-Familienmitglieder UCHL3 und UCHL5 bestimmt 

(Daten nicht gezeigt). Bei einem Vergleich der Expression von insgesamt 1300 Genen 

des Ubiquitin-Proteasom-Systems in drei Proben primärer Melanomzellen versus einer 

benignen Melanozytenkultur wurde UCHL1 als das Gen mit der signifikantesten 

differentiellen Expression detektiert [151]. In allen Tumorproben war die Hydrolase sehr 

stark herunterreguliert. UCHL3-Mengen waren in dieser Studie im Vergleich zu den 

Melanozyten ebenfalls nicht verändert.  

In der wissenschaftlichen Literatur ist belegt, dass die Promotor-DNA-Methylierung ein 

entscheidender Regulationsmechanismus für die verminderte UCHL1-Expression in 

verschiedenen Tumorentitäten darstellt. So wurde eine inverse Korrelation des 

Methylierungsgrads mit der Genaktivität in Karzinomzellen der Niere, der Prostata, des 

Darms, des Ösophagus und des Brustgewebe nachgewiesen [2, 36, 50, 153, 154]. In 
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einer Melanom-Studie wurde mittels verschiedener Array-basierender 

Experimentalansätze ein durchschnittlicher Methylierungsgrad von 42 % aller CpG-Stellen 

in den 23 untersuchten Zelllinien nachgewiesen [150]. Zellen mit keiner detektierbaren 

mRNA hatten einen größeren Prozentsatz (79 %), die mit hohen mRNA-Mengen einen 

geringeren (20 %). In UCHL1-positiven Melanozyten waren mit ca. 5 % die wenigsten 

CpG-Stellen methyliert. Diese Ergebnisse konnten durch die vorliegende Arbeit sowohl für 

Zelllinien als auch für Kurzzeitkulturen bestätigt werden. Hohe UCHL1-mRNA-Mengen in 

Melanozyten, in den Kurzkulturen T9 bzw. T14 und der stark positiven Linie Buf1286 

wiesen keine DNA-Methylierung auf, marginale Mengen bzw. UCHL1-Negativität waren 

mit einem stark erhöhten Prozentsatz an methylierten CpG-Stellen assoziiert. Unter 

Verwendung des DNA-Methyltransferase-inhibierenden Nukleotid-Analogons DAC in der 

Zellkultur konnte eine zumindest partielle Demethylierung der genomischen DNA und eine 

dosis- und zeitabhängige gesteigerte Transkription in verschiedenen UCHL1-negativen 

Zelllinien belegt werden. Nach DAC-Behandlung wurde eine erhöhte Proteinmenge nur in 

der konstitutiv schwach positiven Zelllinie FM-6 nachgewiesen. Dies kann verschiedene 

Gründe haben. Der demethylierende Effekt von DAC kommt nur während der DNA-

Replikation der Zellteilung zu tragen. Aufgrund der proliferationsinhibierenden Wirkung 

des DNA-Analogons in Kombination mit den hohen CpG-Methylierungsgraden war die 

gemessene Demethylierung unvollständig. So könnten folglich die erhöhten mRNA-

Mengen in den auf Proteinebene negativen Zellen unterhalb der für die Translation 

notwendigen Mengen liegen. Es kann auch nicht vollständig ausgeschlossen werden, 

dass Histonmodifikationen, transkriptionelle Suppressoren bzw. miRNA der Expression 

entgegenwirken.  

 

Proliferationssteigernde Wirkung von UCHL1 in Melanomzellen 

Bis zur vorliegenden Arbeit waren keine funktionellen Daten über die UCHL1-Expression 

in Melanomzelllinien bekannt. Unter Verwendung diverser Transfektionsmodelle der 

Genüberexpression und der –stilllegung konnte erstmalig eine proliferationsfördernde 

Wirkung der Hydrolase in Melanomzellen sowohl unter Zellkulturbedingungen, bei 

Serumdepletion und im verankerungsunabhängigen Wachstum belegt werden. 

Migrations- und Wundheilungscharakteristika waren im Vergleich zu den entsprechenden 

Kontrollen nicht verändert. Obwohl das Expressionsprofil der immunhistochemischen 

Analysen eine tumorsupprimierende Wirkung vermuten ließ, scheint UCHL1 in malignen 

transformierten Zellen eher tumorfördernde Funktionen auszuüben. Die genauen 

molekularen Mechanismen sind zwar bisher unvollständig untersucht, lassen aber 

folgende Interpretationen zu:  



Diskussion 78 

 

(i) Hydrolytische UCHL1-Aktivität. Bei diesen Prozessen ist höchstwahrscheinlich 

die enzymatische Aktivität involviert, da der Gesamtgehalt an 

polyubiquitinierten Proteinen signifikant verringert ist und die inaktive C90S-

Variante keine wachstumsbezogenen Veränderungen im Vergleich zu den 

entsprechenden Vektorkontrollzelllinien aufwies. Wildtypische UCHL1 

reduzierte die Menge polyubiquitinierter Proteine über einen 

Molekulargewichtsbereich von 10-300 kDa und scheint damit eher 

substratunspezifisch vorwiegend hydrolytisch aktiv zu sein. Die exakten 

Funktionen der UCHL1-Enzmaktivitäten sind unvollständig aufgeklärt. 

Vorwiegend fungiert die Hydrolase in der Generierung bzw. dem Recycling von 

monomeren Ubiquitin-Bausteinen. Als Substrate können die multimeren 

Ubiquitin-Genprodukte, wie das Ubiquitin B und C bzw. das ribosomale 

Ubiquitin-Fusionsprotein UbA80, dienen [155]. In Mäusen mit UCHL1-Defizienz 

wurden verringerte monomere Ubiquitin-Konzentrationen detektiert [156]. 

Durch Bindung kann UCHL1 ebenfalls Monoubiquitin stabilisieren und somit 

dessen lysosomalen Abbau verhindern [156]. Diese Assoziation ist unabhängig 

von der Enzymaktivität, da inaktives C90S ebenso dazu befähigt ist [156]. 

Weiterhin wird postuliert, dass UCHL1 Polyubiquitin-Ketten von Proteinen, die 

zur proteasomalen Degradation markiert wurden, hydrolysiert [19, 155]. 

Jedoch konnte eine weitere Studie eine direkte Hydrolase-vermittelte 

Deubiquitinierung von Proteinen nicht nachweisen [157]. Die Ligaseaktivität 

von UCHL1 zur K63-Ubiquitinverknüpfung mit Proteinen, die zur Stabilisierung 

dieser führt, ist bisher nur am Beispiel des neuronalen Proteins α-Synuclein 

in vitro nachgewiesen [26]. Direkte in vivo-Belege für die Implementierung 

beider UCHL1-Enzymaktivitäten in (patho-)physiologischen Prozessen fehlen 

und bedürfen weiterer Untersuchungen. 

(ii) Aktivierter MAPK-Signalweg. Durch Mutationen in den Genen 

signaltransduzierender Kinasen (z. B. N-Ras, B-Raf) ist der MAPK-Signalweg 

in den Melanomzellen sehr oft hyperaktiviert [158]. Dieses konstitutive 

Anschalten fördert die Karzinogenese [158]. In den analysierten 

Transfektionsmodellen dieser Arbeit wurde eine signifikante positive 

Korrelation zwischen wildtypischer UCHL1 und des Phosphorylierungsgrads 

der extracellular signal-regulated kinase ERK1 und ERK2 detektiert. Hemmung 

dieser Hyperaktivierung mittels des Inhibitors U0126 führte zu verringerten 

Proliferationsraten in den Wildtyp (WT)-Transfektanten, hatte jedoch keinen 

Einfluss auf die Vektorkontrollzellen. Da inaktives C90S nur marginale/ keine 

Veränderungen gegenüber den Kontrollen zeigte, ist die UCHL1-
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Enzymaktivität in diesen Prozess involviert. Die molekularen Hintergründe bzw. 

die Wirkungsorte der Hydrolase auf den MAPK-Signalweg sind jedoch 

weitestgehend unbekannt. Im Transfektionsmodell der UCHL1-Überexpression 

von vaskulären glatten Muskelzellen wurde eine verminderte Aktivierung der 

ERK-Kinasen nach exogener Stimulation mit TNFα im Vergleich zu den 

Vektorkontrollen beobachtet [159]. Nach UCHL1-Genstilllegung in HEK293-

Zellen wurde eine beeinträchtigte MAPK-Aktivierung sowohl nach c-Met-

Rezeptorstimulation durch HGF als auch durch direkte Interaktion mit dem 

α2-adrenergen Rezeptor gemessen [57, 160]. Somit lassen sich stromaufwärts 

von ERK vermittelte Regulationen durch die Hydrolase postulieren. 

(iii) Zusätzlicher aktivitäts- und MAPK-unabhängiger Mechanismus. Kabuta et al. 

zeigten im Jahr 2013, dass UCHL1 auch unabhängig der Enzymaktivitäten 

zellbiologische Prozesse steuern kann [161]. Durch die Interaktion mit den 

Cyclin-abhängigen Kinasen CDK1, CDK4 und CDK5 werden deren 

zellproliferationssteigernden Eigenschaften wahrscheinlich durch induzierte 

intramolekulare Konformationsänderungen verstärkt. Dabei scheint UCHL1 

weder mit der Bindungsstelle für die zellulären Inhibitoren p27 und p21 zu 

konkurrieren, noch das Phosphorylierungsmuster zu verändern. In diversen 

Transfektionsansätzen konnte eine positive Korrelation der UCHL1 mit der 

Zellproliferation verschiedener Tumorentitäten (z. B. Neuroblastom und 

Lungenkarzinom) bestimmt werden [161]. In der gleichen Arbeit wurde in 

einem Xenograft-Modell nach UCHL1-Genstilllegung mit spezifischer siRNA 

ein verringertes Wachstum nachgewiesen [161]. Caballero et al. belegten, 

dass UCHL1 über Interaktion mit JAB-1 ebenfalls befähigt ist, die 

proteasomale Degradation des zellzyklusinhibierenden p27 zu 

beschleunigen [16]. Folglich würden aktivierte CDK in Kombination mit stärker 

degradiertem p27 einen proliferationsfördernden Effekt auf Melanomzellen 

ausüben. Weiterhin könnten Wechselwirkungen und Modulationen der 

Hydrolase mit den α/β-Tubulinen ursächlich für einen veränderten Aufbau des 

Spindelapparates während der Mitose sein [17]. 

 

UCHL1-dosisabhängige Regulation der ROS-Sensitivität in Melanomzellen 

Viele Chemotherapeutika, z. B. Vinblastin, Cisplatin, Mitomycin C und Doxorubicin, 

entfalten ihre antitumorale Wirkung durch ROS-abhängige Aktivierung des apoptotischen 

Zelltods, da hohe ROS-Konzentrationen zur Inaktivierung/ Denaturierung lebenswichtiger 

zellulärer Proteine führen [162]. Tumorzellen sind jedoch über diverse 
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Resistenzmechanismen befähigt, dem Erfolg der Chemotherapie entgegenzuwirken [163]. 

Ein besseres Verständnis über die zellulären Vorgänge der (De-)Sensibilisierung der 

Tumorzellen gegenüber ROS wäre somit ein entscheidender Vorteil für die Optimierung 

von Behandlungsmöglichkeiten von Patienten u. a. mit malignem Melanom. Zum ersten 

Mal konnte mittels der vorliegenden Arbeit belegt werden, dass UCHL1 das 

Resistenzverhalten von Melanomzellen gegenüber Wasserstoffperoxid (H2O2) beeinflusst. 

Während die beiden konstitutiv UCHL1-positiven Zelllinien Buf1286 und FM-6 im 

Vergleich zu drei negativen Zelllinien (Colo-794, Colo-857, WM-1552C) eine deutlich 

höhere Toleranz aufwiesen, waren die veränderten ROS-Sensitivitäten in den jeweiligen 

Transfektionsmodellen abhängig von der Stärke der UCHL1-Expression oder von der 

untersuchten Zelllinie. Drei transfizierte Zelllinien mit hoher Genüberexpression (Buf1280, 

FM-82, Colo-857) waren resistenter, drei mit schwächerer UCHL1-Expression 

(WM-1552C, IRNE, Colo-794) sensitiver als die korrespondierenden Vektorkontrollen. Bei 

Buf1286-Klonen der Genstilllegung bzw. bei Zellklonen der FM-6-Parentalzelllinie mit 

jeweils unterschiedlicher Expression zeigten die Zellen mit mittleren UCHL1-Mengen 

signifikant größere Toleranzen gegenüber H2O2 als Zellen mit stärkerer bzw. schwächerer 

Expression. Obwohl die genauen molekularen Hintergründe des unterschiedlichen 

Toleranzverhaltens unbekannt sind, lassen sich aufgrund weiterer Ergebnisse bzw. der 

bestehenden wissenschaftlichen Literatur folgende Hypothesen aufstellen: 

(i) Modulation durch UCHL1-Enzymaktivität. In den Transfektionsmodellen der 

Genüberexpression beeinflusste inaktives C90S kaum/ nicht den 

Aktivierungsstatus der Akt-Kinase, was ein weiterer Beleg für die funktionelle 

Ausprägung der Enzymaktivität in Melanomzellen ist. Je nach Effektivität der 

Genüberexpression/ -stilllegung in dem untersuchten Zellsystem würden 

konsekutiv die Mengen enzymatischer UCHL1-Aktivitäten moduliert. Da die 

hydrolytische Funktion einen stärkeren Einfluss in den Melanomzellen hatte, 

würde eine stärkere Deubiquitinierung von Proteinen zu einem veränderten 

Gleichgewicht von beispielsweise pro- vs. antiapoptotischen Proteinen führen.  

(ii) Assoziation mit dem PI3K/ Akt-Signalweg. Eine Akt-Aktivierung korrelierte 

positiv mit einer höheren Apoptoseresistenz, während Zellen mit verringerten 

phosphorylierten Akt-Konzentrationen im Vergleich zu den entsprechenden 

Vektorkontrollen sensitiver gegenüber H2O2 reagierten. Ob UCHL1 mit Akt 

direkt interagiert oder beispielsweise den zellulären Inhibitor PHLPP1 in den 

Melanomzellen moduliert, ist bisher unbekannt. Weiterhin könnte eine UCHL1-

vermittelte Destabilisierung des Mammalian target of rapamycin (mTOR) 

Komplex 1 zu einer Akt-Aktivierung führen [164].  
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(iii) p53-vermittelte Apoptose. Einige Studien belegten, dass UCHL1 seine 

zellulären Funktionen durch direkte Modulation des Tumorsuppressors p53 

ausübt [50-52]. Jedoch sind die bisherigen Ergebnisse widersprüchlich. So 

förderte UCHL1 in der zervikalen Karzinomzelllinie HeLa die proteasomale 

Degradation [55], die Genstilllegung in HEK293 bewirkte eine p53-

Akkumulation [165]. Eine UCHL1-Überexpression führte in der 

Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 bzw. in der Tumorzelllinie des 

Nasenrachenraums HONE1 zu verstärkten p53-Mengen [50, 51]. Dies könnte 

sich unter anderem durch den unterschiedlichen Genstatus in den 

untersuchten Zelllinien erklären (siehe nächster Abschnitt). In der 

Prostatakarzinomzelllinie LNCaP war der Polyubiquitinierungsgrad und 

konsekutiv der proteasomale Abbau stark vermindert [38]. Ebenfalls konnte 

p53 durch die Komplexbildung von UCHL1 mit der E3-Ubiquitin-Proteinligase 

mouse double minute 2 protein (MDM2), die für die Proteinmarkung zur 

proteasomalen Degradation des Tumorsuppressors verantwortlich ist, 

stabilisiert werden [38]. Weiterhin führte die Aktivierung der Akt-Kinase zu 

einer K48-Ubiquitinierung von p53 und konsekutiv zu einem verstärkten Abbau 

des Tumorsuppressorproteins [56, 166].  

(iv) Genetische Status der verwendeten Zelllinien. Ein weiterer Erklärungsansatz 

für die bivalenten Eigenschaften von UCHL1 könnte die Selektion der Zellen/ 

Zelllinien sein. So wurde in Studien, die eine supprimierende UCHL1-Funktion 

beim Prostatakarzinom belegten [38, 167], schwach-metastasierende Zellen 

analysiert, während progressive Charakteristika in Zelllinien mit höherem 

Metastasierungspotential bestimmt wurden [48, 168]. Die Autoren spekulierten, 

dass sich (epi-)genetische Aberrationen (Mutation, Promotor-DNA-

Methylierung, miRNA) während des Fortschreitens des Tumors in spätere 

Phasen bzw. während der Langzeitkultur von Zelllinien anhäufen. So sind 

Mutationen im p53-Gen in späteren Tumorstadien stärker         

frequentiert [169, 170]. Es wurde geschlussfolgert, dass wildtypisches p53 der 

frühen Phasen durch UCHL1 deubiquitiniert und damit stabilisiert wird, 

mutiertes p53 der späteren Phasen aufgrund struktureller Alterationen jedoch 

nicht [30]. Bisher ist der p53-Status in den verwendeten Melanomzelllinien der 

vorliegenden Arbeit unbekannt. Es ist zu erwähnen, dass mit Ausnahme von 

FM-6 (N-Ras Q61L) alle anderen untersuchten Zelllinien V600E-mutiertes 

B-Raf exprimierten. Die Zelllinie Colo-857 hatte zusätzlich eine Gen-Deletion 

der Janus-Kinase 2, die sowohl zu einer verminderten MHC-Klasse I-

Expression als auch zur einer Resistenz gegenüber der IFN-γ-Stimulation 



Diskussion 82 

 

führte [171], und eine aktivierende Punktmutation in der Rezeptor-

Tyrosinkinase c-Met (T992N-Variante). Dies könnte sich ebenfalls auf das 

Resistenzverhalten auswirken. Weiterhin könnte die unterschiedliche Akt-

Beeinflussung in den Zelllinien in dem genetischen Status des zellulären 

Gegenspielers Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) begründet sein. In 

bis zu 40 % aller Melanome wurden Gendeletionen bzw. inaktivierende 

Substitutionen detektiert [172, 173]. Der p53- und PTEN-Gensequenz-Status 

wird in gegenwärtigen Arbeiten am Institut ermittelt. 

(v) Differentielle Genexpression/ Stabilisierung apoptoseinvolvierter Proteine. Die 

Genstilllegung der Hydrolase in HEK293-T-Zellen bewirkte nicht nur 

verminderte Proliferations- und Migrationseigenschaften und verbesserte 

Apoptoseinduktionsraten, sondern war auch begleitet von differentieller 

Genexpression [165]. Proapoptotische Gene wie das BCL2-               

associated X protein BAX und der BCL2-interacting killer BIK waren verstärkt 

exprimiert, antiapoptotische und migratorisch involvierte Gene (Paxillin, Rho A 

bzw. Janus-Kinase 1) transkriptionell reduziert. UCHL1-Überexpression in 

kolorektalen Karzinomzellen bewirkte eine Akkumulation der Caspase 9 und 

konsekutiv zu einem verstärkten Auslösen der Apoptose in diesen Zellen [39]. 

UCHL1 kontrollierte die mittels des Zytostatikums Doxorubicin induzierte 

Apoptose durch die Stabilisierung des proapoptotischen Proteins NOXA in 

Melanomzelllinien und Tumorgeweben [151]. Dies erfolgte posttranskriptionell 

durch die Deubiquitinierung des NOXA-Proteins. Andere in die Apoptose 

involvierte Proteine wie XIAP oder PUMA waren durch UCHL1 nicht 

beeinflusst. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass UCHL1 in Kombination 

mit NOXA ein interessanter Ansatzpunkt für die Tumorbehandlung mittels 

DNA-schädigenden Chemotherapeutika ist.  

 

Aufgrund der Beeinflussung des Wachstums- und ROS-Resistenzverhaltens durch 

Modulation tumorrelevanter Signalwege in einer Vielzahl der untersuchten Zelllinien und 

der damit zu interpretierenden Globalität der in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse 

könnte UCHL1 ein interessanter Ansatzpunkt/ Tumormarker für die Entwicklung von 

neuen Therapiestrategien zur Behandlung von Patienten mit malignem Melanom sein. 

Jedoch müssen weitere Studien folgen, um die genauen regulatorischen Mechanismen 

detailliert aufzuklären.  
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5.2 DNA-Methylierung des myeloischen Promotors als neuer 

epigenetischer Regulationsmechanismus der APN-

Genexpression  

APN ist in Tumoren im Vergleich zu den gesunden Ursprungsgeweben oft dereguliert. 

Obwohl die APN-Konzentrationen im Mamma- bzw. im Ovarialkarzinom erhöht sind, 

wurde keine Korrelation zu einem klinisch-pathologischen Parameter detektiert [140, 174]. 

Signifikant schlechtere Überlebensraten bei APN-Positivität im Vergleich zu APN-

negativen Tumoren wurden für Kolon- und Pankreaskarzinome beschrieben [126, 130]. 

Für nicht-kleinzellige Lungentumore dient APN als unabhängiger prognostischer Faktor 

für ein schlechtes Überleben [129, 131]. Eine signifikante negative Korrelation mit dem 

Auftreten von Lymphknotenmetastasen und mit dem Überleben wurde für APN-positive 

Magentumore nachgewiesen [137]. Ubenimex, Synonym für den 

aminopeptidasenspezifischen Inhibitor Bestatin, zeigte für AML und Lymphome ebenso 

therapeutische Wirksamkeit im Hinblick auf das Überleben wie in soliden Tumoren der 

Lunge und des Magens [175-177]. Weiterhin konnte Ubenimex die Sensitivität von 

zervikalen Krebszellen gegenüber einer Strahlentherapie erhöhen [148]. Ein besonderes 

Augenmerk liegt jedoch in der Funktion von APN als therapeutische Zielstruktur bei der 

Neovaskularisation, der Neubildung von Blutgefäßen. Peptide mit einem NGR-Motiv 

binden an APN von neuentstehenden Blutgefäßen, jedoch nicht in ruhenden 

Gefäßen [178]. Gekoppelt mit dem Apoptose induzierenden TNFα bzw. einer verkürzten 

Form des Gewebefaktors (tTF), werden die NGR-Fusionsproteine derzeit in klinischen 

Studien in Bezug auf ihre antiangiogenetische und folglich antitumorale Wirkung 

überprüft [179-182].  

Vor der Veröffentlichung der vorliegenden Arbeit waren die Informationen zur Expression 

und deren klinischen Relevanz, der Genregulation und Funktionen der Aminopeptidase 

während der Melanomprogression begrenzt. Elder et al. beschrieben die Expression des 

später als APN identifizierten Antigens 452 in Melanomzellen [183]. Hypoxie-adaptierte 

murine Melanomzellen B16F10 exprimierten erhöhte APN-Mengen auf mRNA- und 

Proteinebene [184], obwohl keine Konsensussequenz für die Bindung des 

Transkriptionsaktivators Hypoxie-induzierter Faktor (HIF)-1 in den APN-Promotoren 

kodiert ist [185]. Unter Verwendung von mikrobiellen aminopeptidasenspezifischen 

Inhibitoren bzw. blockierenden Antikörpern konnte eine wichtige Funktion von APN in der 

Invasion, in der Degradation der extrazellulären Matrix und bei angiogenetischen 

Prozessen während des Tumorfortschreitens belegt werden [145, 146, 186, 187]. Im 

Transfektionsmodell der Genüberexpression zeigten APN-Transfektanten im Vergleich zu 

den korrespondierenden Vektorkontrollen schnellere Migrationsraten, verstärkten MMP-
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unabhängigen Kollagenabbau und eine erhöhte Frequenz der Bildung von 

Lungentumoren in einem Mausmodell [142]. bFGF-Transfektanten wiesen eine deutliche 

Erhöhung der APN-Konzentrationen mit Zunahme der invasiven Zellcharakteristika 

auf [97]. Weiterhin deutete die Koexpression der Aminopeptidase mit dem intercellular 

adhesion molecule 1 (ICAM1) auf ein eher hoch-metastatisches Verhalten der 

Melanomzellen hin [188]. Daten zur klinischen Relevanz der APN-Expression in 

Melanomen sowie groß angelegte Studien mit einer Vielzahl von zu charakterisierenden 

Zelllinien fehlten.  

 

Expressionshäufigkeit, Funktion und klinische Relevanz von APN im Melanom 

In der vorliegenden Arbeit konnte APN-Protein in 41 % aller verwendeten 

Melanomzelllinien (n=17) durch durchflusszytometrische Messungen und in ca. 16 % aller 

355 Tumorläsionen durch immunhistochemische TMA-Analysen nachgewiesen werden. 

Dagegen waren nur ungefähr 4 % aller benignen Nävi (n=49) positiv für die 

Aminopeptidase. Somit ist von einer induzierten APN-Expression während der 

Melanomprogression auszugehen. Es sei zu erwähnen, dass die exprimierten mRNA- und 

Proteinmengen zueinander koordiniert vorlagen, so dass posttranskriptionelle 

Regulationsmechanismen nahezu ausgeschlossen werden konnten. Erstmalig wurde 

gezeigt, dass APN-Positivität mit einem totalen Verlust bzw. einer verringerten Expression 

einer Vielzahl melanozytärer Markerproteine (z. B. gp100, Tyrosinase und MART1) in 

Zelllinien und in Kurzzeitkulturen entsprechender Melanomläsionen assoziiert ist. 

Begründet werden konnte dieser Befund mit herunterregulierten Konzentrationen des 

involvierten Transkriptionsfaktors MITF. Die Expression proinvasiver bzw. 

prometastasierender Zytokine wie bFGF und TGF-β1 lag erhöht vor. Der Vergleich von 

vier APN-positiven mit vier negativen Zelllinien ergab bis zu 5-fach schnellere 

Migrationsraten bei Expression der Aminopeptidase. Inhibitorversuche mit Bestatin und 

Actinonin in APN-positiven Zellen sowie diverse Transfektionsmodelle der Genstilllegung 

mittels siRNA und der vektoriellen Überexpression belegten eine migrationssteigernde 

Funktion der Aminopeptidase in Melanomzellen und bestätigten in einer Vielzahl von 

Zellmodellen die zuvor publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen [97, 142, 187]. 

Proliferationscharakteristika wie Verdopplungszeiten und das verankerungsunabhängige 

Wachstum waren unabhängig vom APN-Status. Eine migrations- und invasionsfördernde 

Wirkung von APN konnte auch in anderen Tumorentitäten belegt werden. Kido et al. 

belegten in Osteosarkomzellen, dass durch Genstilllegung der Aminopeptidase mit 

komplementären shRNA-Konstrukten das Invasionspotential der Zellen zu Matrigel 

inhibiert wird [144]. Das APN-inhibierende Hydroxamsäure-Derivat 24F konnte die 
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Migrationsfähigkeit hepatozellulärer Karzinomzellen supprimieren [189]. Ein 

migrationsförderndes Potential von APN wurde weiterhin in Schilddrüsenkarzinomzellen 

und in Osteosarkomen bestimmt [127, 190]. Negativ auf invasive Zellcharakteristika wirkte 

sich die APN-Expression in Zellen des aggressiven Meningeoms und von 

Eierstocktumoren aus [133, 147]. 

Winnepenninckx et al. postulierten, dass APN als spezifischer Marker für das 

Spindelzellmelanom dienen könnte [191]. Dieser desmoplastische Subtyp des malignen 

Melanoms ist gekennzeichnet durch spindelzellförmige Zellen mit großem Zellkern, mit 

ausgeprägter interzellulärer Kollagenablagerung und hohem Metastasierungsgrad bei 

schlechter Prognose für die Patienten [191]. In Kombination mit den verstärkten in vitro-

Migrationsraten der APN-positiven Zellen in der vorliegenden Arbeit ließ sich eine 

Assoziation der Aminopeptidase-Expression mit klinischen Parametern erwarten. Obwohl 

ein erhöhter Clark-Level und die größere Turmordicke bzw. das Vorhandensein von 

Lymphknotenmetastasen signifikante prognostische Marker in der verwendeten Kohorte 

waren, konnte keine Korrelation mit dem APN-Status detektiert werden. Auch das 

Gesamtüberleben und das rezidivfreie Überleben der Patienten waren APN-unabhängig. 

Die Aminopeptidase wurde vorwiegend in primären maligen Melanomen mit einer 

Häufigkeit von ca. 17 % positiv immunhistochemisch gefärbt, während metastasierte 

Tumore nur eine Frequenz von 6 % aufwiesen. Zusätzlich wurden keine näheren 

Anhaltspunkte für eine mögliche Assoziation der APN-Expression mit einem zellulären 

Subtypen des Melanoms gefunden. Jedoch sei zu erwähnen, dass das 

Spindelzellmelanom in der vorliegenden Kohorte nicht näher in dem Gewebe-Mikroarray 

charakterisiert wurde. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass obwohl APN-

positive Melanomzellen in vitro multiple Charakteristika von metastasierenden Tumoren 

besaßen, keine in vivo-Relevanz der APN-Expression in Verbindung mit klinisch-

pathologischen Parametern in der verwendeten Kohorte nachweisbar war. 

 

Epigenetische CpG-Methylierung des myeloischen APN-Promotors – Ein neuer 

genregulatorischer Mechanismus zur Kontrolle der APN-Expression in Tumoren 

Differentielle Genexpression von verschiedenen Proteasen während der Initiation und 

Progression des malignen Melanoms ist mit epigenetischen Veränderungen assoziiert. So 

ist die DPIV-Expression mittels CpG-Methylierung des entsprechenden Promotors in 

frühen Stadien der Melanomprogression stark herunterreguliert [192]. In der vorliegenden 

Arbeit konnte von unserer Arbeitsgruppe als wissenschaftliche Erstbeschreibung eine 

epigenetische Regulation der APN-Expression durch Promotor-DNA-Methylierung in einer 
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Vielzahl von Melanomen charakterisiert werden. Durch das bioinformatische Programm 

MethPrimer wurde eine CpG-Insel mit insgesamt 132 CpG-Stellen in einer 1,3 kb langen 

Sequenz des myeloischen Promotors (im Bereich von -589 bis +688 relativ zum 

Transkriptionsstart) identifiziert (Abbildung 5, [193]). Weder im epithelialen Promotor, in 

der transkriptionellen Enhancer-Region noch in den dazwischen liegenden DNA-

Sequenzen konnten weitere CpG-Inseln bestimmt werden. Mit Hilfe von diskriminierenden 

Oligonukleotidsequenzen in der PCR wurde nachgewiesen, dass der myeloische 

Promotor in Melanomzelllinien und in Tumorläsionen aktiv ist, da entsprechende 

Transkripte in den APN-positiven Zellen detektierbar waren. Die epigenetischen 

Untersuchungen (COBRA, DNA-Sequenzierung) belegten einen heterogenen CpG-

Methylierungsgrad in signifikanter Abhängigkeit von der exprimierten APN-Menge. So 

korrelierten hohe mRNA-Mengen mit verminderter, keine oder marginale Expression mit 

starker Methylierung. Bei APN-Positivität war der durchschnittliche Methylierungsgrad des 

myeloischen Promotors bei ca. 32,1 %, bei Negativität bei ca. 75,2 % (Abbildung 5). In 

diesen Untersuchungen wurde ein 412 bp-langer Bereich mit insgesamt 32 verschiedenen 

CpG-Stellen kurz vor dem Transkriptionsstart analysiert (Abbildung 5). Davon zeigten die 

ersten 15 CpG-Stellen mit Ausnahme von WM-1552C im Vergleich zu den 17 anderen 

eine deutlich erhöhte Methylierungsdichte. Diese Ergebnisse wurden sowohl für diverse 

Tumore als auch für Kurzzeitkulturen von Melanomen bestätigt und bekräftigen erstmalig 

eine in vivo-Relevanz der epigenetischen Kontrolle der APN-Expression. Für die anderen 

putativen CpG-Stellen im myeloischen Promotorbereich kann bisher keine Aussage über 

deren Methylierungszustand getätigt werden, da die Amplifikation von PCR-Produkten 

aufgrund der Inkompatibilität der jeweiligen Sequenzbereiche fehlschlug. 

 

 

Abbildung 5: Differentielle CpG-Methylierung des myeloischen APN-Promotors. 
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Der semimethylierte Promotorbereich und die mittleren exprimierten mRNA-Mengen in 

den verwendeten Melanozytenkulturen deuten auf eine intermediäre Expression zwischen 

APN-Positivität und -negativität auf Proteinebene hin. Während einige Studien 

Melanozyten als APN-negativ klassifizierten [145, 183, 188], konnten Seftor et al. 

belegen, dass die viertägige Kultivierung von Melanozyten in einer von aggressiv 

metastasierenden Melanomzellen präkonditionierten extrazellulären Matrix zu einer 

erhöhten APN-Expression führt [194]. Die Autoren spekulierten eine mögliche 

epigenetische Transdifferenzierung des benignen Charakters der Melanozyten durch das 

umgebene Mikromilieu, bei dem APN induziert vorliegt.  

Bisher unveröffentlichte Ergebnisse weiterführender Experimente unserer Arbeitsgruppe 

konnten belegen, dass die DNA-Methylierung des myeloischen Promotors als 

genregulatorischer Mechanismus nicht nur auf das Melanom beschränkt ist. So wiesen 

die APN-negativen Kolonkarzinomzelllinien HT-29, Colo206F und Colo320 eine hohe 

Dichte an methylierten CpG-Stellen auf. Drei APN-positive NZK-Zelllinien hatten einen 

deutlich geringeren Methylierungsgrad als drei negative Zellen. Die Abhängigkeit des 

Methylierungsmusters von der Expressionsstärke der Aminopeptidase in Zelllinien des 

Prostatakarzinoms konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Durch Sørensen et al. 

wurde 2013 bestätigt, dass die im Vergleich zu den APN-positiven benignen 

Prostatagewebeproben herunterregulierte Expression von APN in den 

korrespondierenden Karzinomläsionen mit einer verstärkten CpG-Methylierung des 

myeloischen Promotors einherging [132]. Da diese inverse Korrelation keinen 

signifikanten Prognosefaktor in der verwendeten Kohorte darstellte, postulierten die 

Autoren, dass zusätzlich zur CpG-Methylierung die Abwesenheit von APN-relevanten 

Transkriptionsfaktoren der Myb- und Ets-Familie oder von Enhancer-Proteinen die 

verringerte Genexpression der Aminopeptidase im Prostatakarzinom begründen. Im 

hämatopoetischen System wurde in den APN-exprimierenden myeloischen 

Leukämiezelllinien THP-1, MonoMac-6, HL-60, U937 und K562 keine Methylierung des 

myeloischen Promotors nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Die negativen Burkitt-

Lymphomzellen Raji sowie die T-Zell-Leukämiezelllinie Jurkat wiesen dagegen jeweils 

einen sehr hohen Methylierungsgrad auf. Interessanterweise exprimierten sowohl die 

akute lymphatische B-Zellleukämiezelllinie Reh als auch niedrigmaligne B-Zell-Non-

Hodgkin-Lymphome keine APN auf ihrer Zelloberfläche, hatten aber auch keine 

methylierten CpG-Stellen im untersuchten Promotorbereich. Vergleichende 

Methylierungsstudien konnten belegen, dass während der Differenzierung von 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes aus den entsprechenden APN-positiven 

Progenitorzellen die Promotormethylierung für die Genstilllegung der Aminopeptidase in 

reifen T- und B-Lymphozyten keine signifikante Rolle spielt (Daten bisher 
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unveröffentlicht). Dies ist ein zusätzlicher Beleg für die Komplexität der 

Genexpressionsregulation von APN. Weiterführende Studien werden sich zukünftig darauf 

fokussieren, in welchen (patho-)physiologischen Prozessen die Promotor-DNA-

Methylierung des myeloischen Promotors eine Rolle in der Genregulation von APN spielt. 

 

Wiederherstellung der APN-Expression und –Funktion sowie der Zytokinstimulierbarkeit 

durch Promotor-DNA-Demethylierung in Melanomzellen 

Das Cytidin-Analogon DAC inhibiert durch dessen DNA-Inkorporation während der 

Replikation die entsprechenden Methyltransferasen, wodurch so generierte 

hypomethylierte Promotorbereiche wieder zugänglich für die transkriptionelle Regulation 

werden. Als Supplement im Zellkulturmedium eingesetzt, konnte eine konzentrations- und 

zeitabhängige Induktion der APN-Expression in zuvor negativen Melanomzelllinien 

nachgewiesen werden. Mittels hochauflösender Schmelzpunktanalysen konnte zumindest 

eine partielle Demethylierung des myeloischen Promotorbereiches bestimmt werden 

(Daten nicht gezeigt), die konsekutiv zu einer Transkriptsteigerung myeloischer mRNA-

Spezies und zu einem verstärkten Zelloberflächentransport von APN-Antigenen führte. 

Die DAC-Behandlung von APN-positiven Zellen hatte nur einen marginalen Einfluss auf 

die APN-Expression. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass die DAC-vermittelte 

Demethylierung in den Melanomzelllinien zu einer Restauration des transkriptionellen 

Ansprechens gegenüber den Zytokinen IL-4 und TGF-β und zu einer vermehrten 

additiven Oberflächenexpression von APN-Protein führte. Alleinige Zytokinbehandlung 

hatte keine veränderte transkriptionelle Aktivität in den APN-negativen Zellen zur Folge.  

Als Therapeutikum auch Decitabin genannt, wird DAC momentan in klinischen Studien 

der Phase I bzw. II bei der Behandlung einer Vielzahl von Tumorerkrankungen, z. B. beim 

myelodysplastischen Syndrom oder nicht-kleinzelligen Lungentumoren      

eingesetzt [195, 196]. Bei der Behandlung des metastasierenden Melanoms führte 

Decitabin beispielsweise in Kombination mit dem Zytostatikum Temozolomid zu 

objektiven Ansprechraten und zu verlängerten Überlebensraten [197]. Durch die 

verstärkte Expression melanomassoziierter Antigene (z. B. HMW-MAA) nach Decitabin-

Behandlung waren die Tumorzellen für zytotoxische T-Lymphozyten im Rahmen einer 

Immuntherapie besser erkennbar [198]. Fast alle in vitro-Studien konnten vor allem eine 

antiproliferative Wirkung von DAC nachweisen. Dies wird vor allem mit der 

Heraufregulation von Tumorsuppressoren begründet [199]. In der vorliegenden Arbeit 

konnten nach DAC-Behandlung die verschlechterten Wachstumseigenschaften anhand 

von acht verschiedenen Melanomzellen belegt werden. Während APN-positive Zellen 

nach Behandlung langsamer migrierten, wiesen behandelte negative Zellen nach APN-
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Induktion verstärkte Migrationsraten auf. Da der APN-spezifische Antikörper WM-15 

blockierend auf die Migration wirkte, ist von einer APN-vermittelten Steigerung 

auszugehen. Im Hinblick auf den Therapiererfolg bei der Behandlung des 

metastasierenden Melanoms mit Decitabin würde das erhöhte Migrationspotential 

kontraproduktiv sein. Ateeq et al. charakterisierten im Brustkarzinom eine DAC-induzierte 

Expression von prometastasierenden Genen (wie z. B. CXCR4, breast cancer-specific 

gene I und urokinase plasminogen activator surface receptor) und ebenfalls ein 

gesteigertes Migrations- bzw. Invasionsverhalten von nicht-invasiven 

Mammakarzinomzellen [200]. Somit lässt sich schlussfolgern, dass das Konzept des 

Einsatzes von global-demethylierenden Agentien wie Decitabin in der Antitumortherapie 

überdacht bzw. in Einzelfällen angepasst werden sollte.  

 

5.3 Etablierung und Charakterisierung eines Modellsystems zur 

Funktionsanalyse der APN-Enzymaktivität 

Bisherige Studien untersuchten die Funktion der APN-spezifischen Enzymaktivität in 

tumorrelevanten Prozessen unter Verwendung mikrobieller kompetitiver Inhibitoren (z. B. 

Bestatin, Actinonin und Probestin) [175, 201, 202]. Aufgrund der Kreuzreaktivität dieser 

mit anderen Aminopeptidasen ist es schwierig abzuschätzen, ob die resultierenden 

zellulären Konsequenzen der Inhibition auf APN restringiert oder das Zusammenspiel 

verschiedener Inhibitionen unterschiedlicher Peptidasen ist. So ist beispielsweise Bestatin 

befähigt, neben APN die ubiquitär exprimierten Aminopeptidase B sowie die 

Leukotrien-A4-Hydrolase LTA4H zu hemmen [203, 204]. Actinonin inhibiert lösliche oder 

membranständige Matrixmetalloproteinasen [205]. Weiterhin können diese Inhibitoren 

nicht nur durch die Zellmembran diffundieren, zytosolische Peptidasen inhibieren und 

somit beispielsweise die Apoptose der Zellen induzieren [206-208], sondern auch die 

Signalwege der Proteinkinase C oder pp60-SRC beeinflussen [209, 210]. Studien zur 

Funktionsbestimmung der APN-Enzymaktivität unter Verwendung des APN-spezifischen 

monoklonalen Antikörpers WM-15, der durch Bindung an das aktive Zentrum die 

enzymatische Katalyse beeinträchtigt, zeigten ebenfalls Nebeneffekte [211]. So führte 

WM-15 in APN-positiven monozytären Zelllinien nicht nur zur Hemmung der 

entsprechenden Enzymaktivität, sondern induzierte ebenfalls signaltransduzierende 

Prozesse, wie Calcium-Freisetzung, verstärkte Phosphorylierungen der MAPK ERK, p38 

und Jnk, was konsekutiv in erhöhte Transkriptmengen von IL-8 resultierte [212]. Aufgrund 

der Limitierungen in der Interpretierbarkeit der Ergebnisse in Bezug auf die APN-

Enzymaktivität war es notwendig, ein Modellsystem zu entwickeln, dass ohne den Einsatz 
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von Inhibitoren bzw. Antikörpern die Funktion der hydrolytischen APN-Aktivität analysiert. 

In dieser Arbeit wurden mittels ortsgerichteter Mutagenese diverse Substitutionen in den 

Sequenzen des GAMEN- (z. B. E354G) und des HELAH-Motivs (H387/391C, H387/391I, 

E388G) sowie in das Glutamat an Position 410 (E410G) des katalytischen Zentrums 

eingeführt und die Vektorkonstrukte in HEK293-Zellen transfiziert. Diese humane 

embryonale Nierenepithelzelllinie wurde ausgewählt, da sie durch eine gute 

Transfizierbarkeit mit hoher Expressionsrate unter anspruchslosen 

Kultivierungsbedingungen gekennzeichnet ist. Durch die Verwendung von Chimären aus 

APN und dem grün-fluoreszierenden Protein (GFP) war es nicht nur möglich, die zelluläre 

Lokalisation der exprimierten APN-Varianten zu bestimmen, sondern auch stabil 

exprimierende Zellklone mittels Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierens schnell und einfach 

zu generieren. Jegliche Substitutionen im aktiven Zentrum führten zu einem kompletten 

Verlust der APN-Enzymaktivität, während die wildtypische Form eine hohe Hydrolaserate 

des Substrats Ala-p-Nitroanilid sowohl im Proteinlysat als auch unter Verwendung intakter 

Zellen aufwies. Da außer die Mutante H387/391I alle Varianten auf der Zelloberfläche 

exprimiert wurden und das gleiche gelelektrophoretische Laufverhalten aufwiesen, konnte 

interpretiert werden, dass die enzymatische Aktivität nicht ursächlich für 

Glykosylierungsprozesse und den Transport von APN zur Zelloberfläche ist. 

Weiterführende Experimente konnten zusätzlich nachweisen, dass inaktive APN ebenfalls 

mit MMD assoziiert ist (bisher nicht publizierte Daten). Aufgrund der intrazellulären 

Retardierung mit abnormalem Glykosylierungsmuster wurde für H387/391I angenommen, 

dass die Mutation der beiden Histidine zu Isoleucinen zu einer defizienten Zink-Bindung 

und konsekutiv zu einer abnormalen Faltung der Peptidase führt, während die Mutation zu 

Cysteinen die Zink-Bindung höchstwahrscheinlich ermöglicht, die Faltung und weitere 

Prozessierungsschritte aufrecht erhält, jedoch die Katalyse beeinträchtigt. Somit konnte 

durch unsere Arbeitsgruppe zum ersten Mal in einer Arbeit belegt werden, dass alle AS in 

die enzymatische Reaktion von humanen APN involviert sind, dass Substitutionen dieser 

jedoch nicht die Expression bzw. zelluläre Lokalisation beeinträchtigen. Abbildung 6 zeigt 

die postulierte Michaelis-Menten-Reaktion der APN-vermittelten N-terminalen Degradation 

von Peptiden. 
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Abbildung 6:  Mechanismus der hydrolytischen Peptidspaltung durch APN. 

(modifiziert nach Luciani et al. [74]) 

 

Diese Ergebnisse bestätigen die strukturellen APN-Arbeiten anderer Arbeitsgruppen und 

stimmen mit Untersuchungen zu anderen Peptidasen überein. So wurde durch 

Lautsen et al. gezeigt, dass Substitutionen im GAMEN-Motiv der Insulin-regulierten 

Aminopeptidase LNPEP zu einem reduzierten bzw. vollständigen Verlust der Substrat-

Katalyse führen [213]. Fukasawa et al. belegten für die Dipeptidyl-Peptidase III, 

Olsen et al. für humane APN, dass Mutationen der Histidine im HExxH-Motiv eine 

abnormale Struktur und folglich einen Verlust der Enzymaktivität bewirken [214]. 

Anhand des generierten HEK293-Transfektionsmodells konnte in einem antikörper- und 

inhibitorfreien Zellsystem nachgewiesen werden, dass die APN-Enzymaktivität 

zellbiologische Prozesse beeinflusst. So wurden in den aktiven APN-WT-Transfektanten 

erhöhte Verdopplungszeiten bzw. verringerte Proliferationseigenschaften nicht nur unter 

Zellkulturbedingungen, sondern auch für das verankerungsunabhängige Wachstum 

bestimmt. Die Expression von inaktiver APN-E388G zeigte im Vergleich zu den 

Kontrollzellen (parentale und Vektorkontrolle) keine Veränderungen. Ferner beeinträchtigt 

nur APN-WT mit einer Verminderung um ca. 50 % die Migrationsfähigkeit der Zellen zu 

Kollagenen. Es sei zu erwähnen, dass die APN-Expression auf mRNA- und Proteinebene 

in den spezifischen Transfektanten vergleichbar waren. Somit kann eine dosisabhängige 

veränderte Funktion in dem untersuchten System ausgeschlossen werden. Die genauen 

molekularen Mechanismen, die diese zellbiologischen Konsequenzen bei vorhandener 

APN-Enzymaktivität erklären, sind bisher unbekannt. Zellmorphologische Veränderungen 
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durch beispielsweise den EMT bzw. eine veränderte Zelladhäsion wurden nicht 

beobachtet. Weiterführende unveröffentlichte Experimente und Ergebnisse lassen in 

Kombination mit der bestehenden Literatur folgende Hypothesen zu: 

 

(i) Veränderte Signaltransduktion. In den APN-WT-Transfektanten wurde mittels 

Immunblot eine verstärkte Tyrosinphosphorylierung eines oder mehrerer 

unbekannter Proteine mit einem geschätzten Molekulargewicht von 130 kDa 

beobachtet. Somit verändert die Expression aktiver APN den Aktivierungsgrad von 

Signalwegen mit möglicher Interferenz zellbiologischer Eigenschaften. 

(ii) Differentielle Genexpression. Mikroarray-Analysen mit anschließender Validierung 

belegten unterschiedliche mRNA-Mengen in APN-WT im Vergleich zu APN-

E388G und den Kontrollzellen. So waren beispielsweise die Expression der 

promigratorischen/ invasiven Gene engulfment and cell motility 1 (ELMO1) bzw. 

MMP2 nur in den APN-WT-Transfektanten stark vermindert. Zukünftige 

Untersuchungen, welche die Konsequenzen dieser veränderten Expression auf 

Zellproliferation und Migration analysieren, könnten APN-vermittelte 

genregulatorische Mechanismen näher charakterisieren. 

(iii) Unterschiedliches Potential zur Interaktion mit anderen Rezeptoren. Substitutionen 

im aktiven Zentrum könnten bisher undefinierte Auswirkungen auf strukturelle 

Komponenten im APN-Protein haben, die die Interaktion der jeweiligen Variante 

mit anderen Oberflächenmolekülen beeinträchtigt. APN ist mit einer Vielzahl von 

Rezeptoren kolokalisiert. So besitzt die Aminopeptidase in Synergie mit dem 

tumor-associated antigen L6 eine migrationsfördernde Wirkung in 

Lungentumorzellen [215]. Weiterhin kann die gleichzeitige Expression/ Interaktion 

des reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK) oder von 

Galektinen mit APN entweder die physiologischen Funktionen (z. B. 

Internalisierung) oder die Quervernetzung mit anderen Rezeptoren beeinflussen 

und damit Einfluss auf zelluläre Prozesse nehmen [216-218].  

(iv) Unbekannter Ligand. Weiterhin kann spekuliert werden, dass im verwendeten 

fötalen Kälberserum bei den Experimentalansätzen ein bisher nicht definierter 

Ligand/ Substrat vorhanden ist, der durch APN (in-)aktiviert wird und die zellulären 

Resultate erklären lässt.  
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5.4 Deregulation der SDF-1α/ CXCR4-vermittelten Zellmigration durch 

APN 

Die chemotaktische Migration ist ein wichtiger zellulärer Prozess vor allem bei der 

Embryogenese und im Immunsystem, um Zellen mittels eines Lockstoffgradienten 

zielgerichtet zu ihren Bestimmungsort zu dirigieren. Gesteuert wird dieser Prozess 

hauptsächlich durch die Bindung von Chemokinen an die entsprechenden 

Chemokinrezeptoren auf der Zelloberfläche [219]. Bisher wurden ca. 20 verschiedene 

Rezeptoren identifiziert [220]. Ein Rezeptor kann mehrere Liganden besitzen bzw. ein 

Ligand kann auch an mehreren Rezeptoren binden. Die G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren besitzen sieben Transmembrandomänen mit jeweils drei intra- bzw. 

extrazellulären Loop-Domänen [221]. Eine extrazelluläre Ligandenbindung N-terminal an 

den Rezeptor führt zu räumlichen Strukturveränderungen, die über die 

Transmembrandomänen zu einer veränderten Konformation des intrazellulären 

C-terminalen Teils und meist zur Aktivierung durch Tyrosinphosphorylierung führen [222]. 

Dadurch werden in der Zelle diverse Signaltransduktionswege ausgelöst, die u. a. eine 

Umorganisation von Zytoskelettkomponenten mit morphologischen Veränderungen 

bewirken und somit die Zellen zum migratorischen Potential befähigen [221].  

Der Chemokinrezeptor CXCR4 und sein Ligand SDF-1α spielen eine wichtige Rolle bei 

der gerichteten Migration CXCR4-positiver embryonaler Stammzellen während der 

Embryogenese [223, 224]. Adulte pluripotente Stammzellen benutzen ebenfalls das 

SDF-1α/ CXCR4-chemotaktische System, um im jeweiligen Zielgewebe lebenserhaltende 

Funktionen, z. B. Wundheilung und Geweberegeneration, zu fördern [225]. CXCR4-

positive Lymphozyten werden durch die Sekretion von SDF-1α in den Lymphknoten 

chemotaktisch angezogen, um dort Differenzierungs- bzw. Selektionsprozesse zu 

durchlaufen [226]. Dieser Vorgang wird auch als Homing bezeichnet.  

Aufgrund seiner Überexpression in mehr als 20 Tumorarten ist CXCR4 einer der 

interessantesten Angriffspunkte für eine zielgerichtete Therapieform. Eine induzierte 

Expression von CXCR4 in Tumorzellen mit verstärkter Metastasenbildung und geringeren 

Überlebensraten wurde u. a. im Prostatakarzinom, im NZK und im Melanom 

nachgewiesen [227-229]. Der Chemokinrezeptor ist für Leukämien, für das 

Mammakarzinom und für das Glioblastom ein prognostischer Marker [230]. Die 

genregulatorische CXCR4-Induktion kann beispielsweise durch Promotor-

Demethylierung, Stimulation mit dem vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) 

oder durch Hypoxie erfolgen [229, 231, 232]. Durch parakrine SDF-1α-Stimulation sind 

das Knochenmark, die Lymphknoten, die Leber und die Lunge oft Zielgewebe von 

CXCR4-positiven Metastasen (Abbildung 7 A, [233]). Zum Mikromilieu des Knochenmarks 
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angelockt, erfahren die Tumorzellen durch dieses Homing bessere Überlebenschancen 

und schnellere Proliferationsraten [221]. In einer zielgerichteten Tumortherapie soll eine 

CXCR4-Hemmung zu einer Mobilisierung der Tumorzellen aus dem protektiven 

Knochenmark führen und diese dadurch gegenüber einer Chemotherapie sensibilisieren 

(Abbildung 7 B, [221]). Diverse CXCR4- oder SDF-1α-Antagonisten sowie CXCR4-

spezifische Antikörper werden derzeit in verschiedenen klinischen Studien auf ihre 

Wirksamkeit überprüft (Informationen erhältlich unter www.clinicalltrials.org). Jedoch sind 

die bisherigen Ergebnisse nicht zufriedenstellend. Weiterhin können CXCR4-

exprimierende und Angiogenese fördernde Progenitorzellen durch hohe SDF-1α-

Konzentrationen in das Tumorgewebe angelockt werden und durch Sekretion von 

vaskulären Wachstumsfaktoren bzw. Zytokinen das Wachstum bzw. die Blutversorgung 

des Tumors deutlich verbessern (Abbildung 7 C, [221]). Beim Ovarialkarzinom sind hohe 

SDF-1α-Mengen mit reduzierten Überlebensraten assoziiert [234]. 

 

 

Abbildung 7:  Multiple Funktionen der SDF-1α/ CXCR4-Achse in der Tumorbiologie. 

(modifiziert nach Domanska et al. [221]) 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Expression 

von aktiver APN in transfizierten HEK293-Zellen zu einer starken Herunterregulation der 

CXCR4-mRNA- und Proteinmengen führte. Da CXCR4 in den E388G-Transfektanten 
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vergleichbar mit denen der Kontrollzellen war, muss die Enzymaktivität eine Rolle bei der 

Regulation spielen. Die reduzierte Expression könnte ursächlich für die erhöhten 

Verdopplungszeiten und die verschlechterten proliferativen Zellcharakteristika der APN-

WT-Zellen sein. So beschrieben Diodovich et al. für Zellen des Nabelschnurbluts, dass 

nach Akrylnitril-Behandlung verminderte CXCR4-Mengen mit verringerten 

Wachstumseigenschaften und Klonierbarkeit einhergehen [235]. Da Chemokinrezeptoren 

oft miteinander kreuzvernetzt reguliert sind [236], kann nicht ausgeschlossen werden, 

dass APN durch enzymatische Spaltung anderer Zytokine/ Chemokine indirekt CXCR4 

beeinträchtigt.  

Unter Einsatz von Transwell-Platten konnte nicht nur eine verminderte Migrationsleistung 

gegenüber Kollagen, sondern auch eine deregulierte Wanderung von APN-WT-

Transfektanten zu SDF-1α detektiert werden. Die inaktive Variante APN-E388G und die 

Kontrollen zeigten Chemotaxis gegenüber dem Liganden, welche sich komplett mit dem 

Antagonisten AMD3100 blockieren ließ. Eine hydrolytische Spaltung und folglich eine 

Inaktivierung von SDF-1α durch wildtypische APN konnte in einem Spaltungstest mit 

anschließender massenspektrometrischer Analyse unter Verwendung intakter 

transfizierter HEK293-Zellen nicht nachgewiesen werden. Dies könnte entweder in der 

globulären Struktur oder in der N-terminalen AS-Sequenz von SDF-1α begründet sein. So 

ist nach Abspaltung der Signalsequenz ein Prolin an vorletzter Stelle kodiert, welches sich 

stark inhibierend auf die APN-Enzymaktivität auswirkt. Tatsächlich sind Bradykinin und 

Substanz P mit der gleichen N-terminalen Lysin-Prolin-Sequenz natürliche Inhibitoren für 

APN [237].  

Die SDF-1α-Bindung an CXCR4 führt zum Aktivieren diverser Signalwege (z. B. MAPK, 

PI3K/ Akt und Calcium-Freisetzung) und zur Homodimerisierung des 

Chemokinrezeptors [238]. Intramolekulare Konformationsänderungen verstärken die 

Bindungsaffinität zu weiteren SDF-1α-Liganden [239]. Anschließend kolokalisiert der 

Rezeptor-Liganden-Komplex mit MMD, worauf dieser internalisiert und entweder 

lysosomal degradiert wird oder freier CXCR4 nach Liganden-Abspaltung zur Oberfläche 

transportiert wird [240, 241]. Da nach 10-minütiger Inkubation mit SDF-1α in allen 

Transfektanten sowie in den parentalen HEK293-Zellen verstärkte Phosphorylierungen 

der MAPK ERK1/2 und Akt gemessen wurden (Daten nicht gezeigt), ist davon 

auszugehen, dass der Ligand unabhängig vom APN-Status an die CXCR4-positiven 

Zellen bindet und zur Aktivierung der Signalwege befähigt ist. Weiterführende bisher 

unveröffentlichte Ergebnisse konnten belegen, dass in späteren Phasen der 

Signaltransduktion (≥ 3 h) der MAPK-Signalweg in den APN-WT-Transfektanten 

abgeschaltet ist, während in APN-E388G und den Kontrollzellen erhöhte Konzentrationen 
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im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Proben nachweisbar waren. In 

Kombination mit der vorhandenen Literatur konnten drei Zielgene BAX, megakaryocyte-

associated tyrosine kinase MATK und Keratin 19 identifiziert werden, die nach 

24-stündiger SDF-1α-Stimulation in APN-E388G und den Kontrollzellen differentiell 

exprimiert wurden, während keine transkriptionellen Veränderungen in APN-WT 

gemessen wurden. Dabei könnte die Herunterregulation des epithelialen Markers 

Keratin 19 den EMT und vor allem die Mobilisierung der embryonalen HEK293-

Epithelzellen begünstigen [242, 243]. Die transkriptionelle Steigerung der exprimierten 

BAX-Mengen würde laut Literatur die Apoptose begünstigen [244, 245]. Jedoch ist die 

Induktion der Apoptose von einer Vielzahl involvierter Proteine abhängig, so dass die 

Konsequenzen der veränderten BAX-mRNA-Mengen im System unklar sind. Aufgrund 

unzureichender Informationen können keine Aussagen über die physiologischen 

Konsequenzen bzw. über die Funktionen von MATK im HEK293-System getätigt werden. 

Das Abschalten der SDF-1α-vermittelten Signaltransduktion/ Genregulation kann durch 

die verminderte CXCR4-Internalisierung von nur ca. 15 % des oberflächig exprimierten 

CXCR4-Gesamtproteins in den APN-WT-Transfektanten erklärt werden. In APN-E388G 

und den Kontrollen führte die SDF-1α-Stimulation in einem Zeitraum von 0,5 – 48 h zu 

einer konstanten Herunterregulation von ca. 70 % des CXCR4-Proteins auf der 

Zelloberfläche. Mittels GFP-gekoppelten CXCR4 konnte in der Echtzeit-

Fluoreszenzmikroskopie von HEK293-Zellen bewiesen werden, dass CXCR4 

hauptsächlich über die MMD nach SDF-1α-Ligandierung internalisiert, was literarisch in 

verschiedenen Studien belegt ist [246-248]. Interessenterweise wurde nur in den APN-

WT-Transfektanten eine signifikante Verminderung des MMD-assoziierten 

Strukturproteins Caveolin-1 detektiert. Da die Caveolin-1-mRNA-Mengen unverändert 

vorlagen, ist von einem bisher unbekannten posttranskriptionellen Regulationsweg 

auszugehen. Inaktives APN-E388G ist zwar ebenfalls in MMD lokalisiert, hatte jedoch 

eine vergleichbare Caveolin-1-Konzentration wie die Kontrollzellen. Andere 

Markerproteine, wie die Raft-assoziierten Flotilline 1 und 2 oder die SRC-Kinasen Lyn und 

Fyn, wurden nicht durch APN beeinflusst. Genstilllegung von Caveolin-1 in parentalen 

HEK293-Zellen mittels vektorbasierender Überexpression spezifischer shRNA-Moleküle 

führte zu einer signifikanten Herunterregulation der CXCR4-Oberflächenexpression. Zum 

jetzigen Kenntnisstand lässt sich das in Abbildung 8 dargestellte Modell der APN-

vermittelten Beeinträchtigung der SDF-1α/ CXCR4-Achse postulieren.  
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Abbildung 8:  Modell der SDF-1α/ CXCR4-Blockade durch APN-WT. 

Die SDF-1α-Bindung an CXCR4 führt zunächst zu einer Aktivierung diverser Signalwege. 

Anschließend internalisiert der Komplex endozytotisch über Caveolae. Durch den pH-

Wechsel in den Endosomen diffundiert der Ligand vom Rezeptor ab. Freier Rezeptor wird 

zur Zelloberfläche transportiert, wo er erneut für eine Ligandenbindung zur Verfügung 

steht. Dies führt zur dauerhaften Anschaltung der Signalwege, die konsekutiv zu 

transkriptionellen Veränderungen und zur chemotaktischen Zellmigration führen. 

Enzymatisch aktiver APN-WT verringert nicht nur die Caveolin-1-Menge, sondern blockiert 

den CXCR4-Rezeptor-Recycling-Prozess. Permanent mit SDF-1α gebundener CXCR4-

Komplex ist nicht mehr in der Lage, die Signalweiterleitung aufrecht zu erhalten. Dadurch 

werden sowohl das SDF-1α-vermittelte migratorische Potential als auch die differentielle 

Genexpression inhibiert.   
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Die zugrundeliegenden Mechanismen sind im Detail unklar. Zum jetzigen Zeitpunkt 

konnte weder eine direkte Interaktion von CXCR4 oder Caveolin-1 mit APN noch die 

genauen molekularen Mechanismen der durch die Enzymaktivität inhibierten zellulären 

Chemotaxis zum SDF-1α aufgeklärt werden. APN könnte entweder direkt den 

intrazellulären Oberflächentransport, die signaltransduzierende Homodimerisierung und/ 

oder die Caveolae-Assoziation von CXCR4 blockieren oder durch die Modulation anderer 

Mediatoren indirekt auf die SDF-1α/ CXCR4-Chemotaxis Einfluss nehmen. So hat 

beispielsweise der Caveolin-1/ Cavin-1-Komplex tumorprogressive Eigenschaften, 

während Caveolin-1 bei Cavin-Negativität eine tumorsupprimierende Wirkung 

ausübt [249]. Es existieren bisher nur wenige Studien, die die veränderte Caveolin-1-

Konzentration mit differentieller CXCR4-Genexpression in Zusammenhang bringen. Es 

wird vermutet, dass vermindertes Caveolin-1 in Leukozyten zu einer erhöhten CXCR4-

Menge führt, was zum Fortschreiten einer Lungenfibrose beiträgt [250]. Behandlung der 

metastasierenden Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit Omega-3-Fettsäuren 

resultierte in einem strukturellen Auflösen der MMD, wodurch die SDF-1α-vermittelte 

Migration der CXCR4-positiven Zellen stark beeinträchtigt wurde [251]. Weiterhin spielt 

Caveolin-1 eine wichtige Rolle bei der Mobilisierung und dem Homing von CXCR4-

positiven endothelialen Progenitorzellen zu SDF-1α-Konzentrationsgradienten während 

der Vaskulogenese [247].  

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmalig einen Zusammenhang zwischen APN, 

CXCR4 und Caveolin-1. Jedoch sollten zukünftig weitere Untersuchungen erfolgen, um 

ein besseres Verständnis der molekularen Mechanismen dieser Rezeptortriade auf 

pathophysiologische Prozesse zu erlangen. Dieses wäre jedoch aufgrund folgender 

Tatsachen von besonderem Interesse: 

(i) APN als Rezeptor für Pathogene. Die Aminopeptidase ist der Rezeptor für 

diverse Virusarten und fördert den Zelleintritt des Mycobacterium 

tuberculosis [252]. Nach pathogener Bindung internalisiert der jeweilige 

Komplex meist über MMD [113]. Daher wäre ein interessanter molekularer 

Therapieansatz zu wissen, wie APN in den jeweiligen Geweben die MMD so 

modifiziert, damit der Eintritt der Erreger ermöglicht wird. 

(ii) CXCR4 in der Tumortherapie. CXCR4-Überexpression wurde bisher in mehr 

als 20 verschiedenen Tumorentitäten in Verbindung mit verstärktem 

Tumorwachstum bzw. höherem Metastasierungsgrad und schlechteren 

Prognosen für die Patienten beschrieben [221]. CXCR4-spezifische Antikörper 

bzw. SDF-1α-Antagonisten werden bereits in diversen klinischen Studien auf 

deren Funktionalität in der Krebsbehandlung getestet [222, 253]. Da in bisher 
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unveröffentlichten Arbeiten unserer Arbeitsgruppe eine posttranskriptionelle 

intrazelluläre CXCR4-Retardierung bei APN-Positivität ebenfalls in NZK- und 

AML-Zelllinien nachgewiesen wurde, wird durch uns postuliert, dass die 

publizierten Effekte aus dem HEK293-Zellmodell tumorrelevant sind. Folglich 

könnte ein besseres molekulares Verständnis des APN-inhibierende Effekts 

auf die SDF-1α-vermittelte Chemotaxis CXCR4-positiver Zellen einen 

wesentlichen Beitrag zur Behandlung von Krebserkrankungen leisten. 

(iii) Bivalentes Caveolin-1 in der Tumorbiologie. Lange Zeit galt Caveolin-1 als 

Tumorsuppressorprotein. So wurden verringerte Konzentrationen im 

Pankreas-, Lungen-, Schilddrüsen- und Ovarialkarzinom vergleichend zu den 

korrespondierenden gesunden Geweben bestimmt [254-257]. Jedoch zeigten 

neuere Studien ebenfalls eine krebsfördernde Wirkung in anderen Geweben 

wie im Melanom, im Prostata- und Mammakarzinom sowie in den Tumoren 

des Ösophagus bzw. Nasenrachenraums [258-262]. Erhöhte Genexpression 

ist dabei assoziiert mit verstärkten Migrationsraten, fortgeschrittenen 

Tumorstadien und schlechteren Prognosen. Posttranslationelle Modifikationen 

(z. B. Tyrosinphosphorylierungen) sowie die Interaktion mit Cavin-1 können die 

Charakteristika von Caveolin-1 beeinflussen [249, 262]. Die APN-vermittelte 

Herunterregulation von Caveolin-1 ist ein bisher unbekannter Mechanismus, 

dessen molekulares Verständnis neue weitreichende tumorrelevante 

Sichtweisen ermöglichen würde.  

 

5.5 Interaktion von APN und Fcγ-Rezeptoren in der Phagozytose 

und Signaltransduktion 

In früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass nach Kreuzvernetzung 

von APN mittels monoklonaler Antikörper diverse zelluläre Signalkaskaden in 

monozytären Zellen ausgelöst werden [212]. Neben einen starken biphasischen Ca2+-

Anstieg durch die Freisetzung der Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum, gefolgt 

von einem extrazellulären Einstrom in die Zelle, wurde eine verstärkte Phosphorylierung 

der MAPK ERK1/2, p38 und c-Jun N-terminal kinase Jnk gefunden. Zusätzlich wurde eine 

heraufregulierte mRNA-Menge des chemotaktischen Zytokins IL-8 nach APN-Ligation 

nachgewiesen. Weiterhin konnte belegt werden, dass APN partiell in MMD der Monozyten 

lokalisiert ist [117]. Aufgrund der aus nur sieben AS bestehenden zytoplasmatischen 

Domäne der Aminopeptidase wurde postuliert, dass APN nicht allein, sondern in 

Assoziation mit anderen Rezeptoren signaltransduzierend aktiv ist. MacIntyre et al. 

zeigten, dass möglicherweise Fcγ-Rezeptoren in diese Prozesse involviert sind [263]. Um 
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diese Hypothese näher zu untersuchen, wurden bildgebende Verfahren und 

durchflusszytometrische Messungen der Kolokalisation von APN mit den Fcγ-

Rezeptoren II (CD32) bzw. I (CD64) in der monozytären Leukämiezelllinie THP-1 sowie in 

isolierten humanen peripheren Blutmonozyten durchgeführt. CD64 ist der hoch affine 

Rezeptor für monomere Immunglobuline der Klasse G (IgG), während CD32 schwächere 

Affinitäten besitzt. Diese Rezeptoren sind vorwiegend auf phagozytären Zellen (z. B. 

Monozyten/ Makrophagen und dendritischen Zellen) exprimiert. Lokal gehäufte 

antigenkomplexierte Immunglobulin-Bindung über den Fc-Teil des Antikörpers an die 

entsprechenden Fcγ-Rezeptoren führt zum Auslösen diverser Signaltransduktionen, 

infolgedessen die Phagozytose durch Zytoskelett-Umorganisationen eingeleitet und durch 

Sekretion proinflammatorischer Zytokine das Immunsystem aktiviert wird. Mittels der 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie, der Elektronenmikroskopie mit Nano-

Goldpartikeln und durchflusszytometrischen FRET-Analysen konnte in der vorliegenden 

Arbeit eine Kolokalisation von APN mit CD32 belegt werden. Mit einem signifikanten 

Energietransfer zwischen CD32 bzw. CD64 jeweils mit APN konnte erstmalig 

nachgewiesen werden, dass die Aminopeptidase sehr eng mit den beiden Fcγ-

Rezeptoren auf der Zelloberfläche von monozytären Zellen kolokalisiert ist und 

zusammen einen multifunktionellen Komplex bilden. Da eine Vorinkubation mit dem 

aminopeptidasenspezifischen Inhibitor Actinonin den FRET nicht beeinträchtigt, scheint 

die APN-Enzymaktivität nicht für das Interagieren verantwortlich zu sein. Diese 

Ergebnisse stehen im Einklang mit einer weiteren Studie von Mina-Osorio et al. [264]. Sie 

zeigten, dass APN sich auf Bereiche der Fcγ-mediierten Phagozytose konzentriert und 

anschließend in Phagosomen internalisiert wird. In diesen polarisierten Regionen ist APN 

mit CD32 stark kolokalisiert. Die Phagozytoserate ist bei Kreuzvernetzung von APN mit 

CD32 im Vergleich zu den jeweiligen Homodimerisierungen am höchsten. Ebenfalls führt 

das Ligieren beider Rezeptoren zu einer verlängerten Aktivierung der SRC-Kinase Syk, 

während homodimerisierendes APN-Kreuzvernetzen keine Signalkaskade über Syk 

auslöst. Die Autoren postulierten, dass sowohl die lokale Anhäufung von APN und CD32, 

der induzierte phagosomale Prozess als auch die Syk-Aktivierung in den MMD der Zellen 

stattfinden. So war der Cholesterol-Inhibitor Ezetimib befähigt, in monozytären Zellen die 

Interaktion von APN mit den Fcγ-Rezeptoren zu verhindern [265]. Eine weiterführende 

Studie belegte, dass APN die Phagozytose in Makrophagen und dendritischen Zellen mit 

anderen Rezeptoren steuern kann [266]. Zwar wurden die interagierenden Rezeptoren 

nicht näher charakterisiert, aufgrund der vorhandenen Literatur wurde den Galektinen 

eine wichtige Rolle bei den APN-vermittelten molekularen und zellulären Funktionen in 

einer Vielzahl von Geweben/ Tumoren zugesprochen [217, 218, 267]. So ist das 

extrazellulär sezernierte und laktosebindende Galektin-3 in monozytären Zellen konstitutiv 
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mit APN assoziiert [218]. Die Bindung von quervernetzenden Antikörpern bewirkt eine 

Dissoziation von Galektin-3 mit Auslösen von Signaltransduktion und zellulärer 

Aggregation. Auch könnte die Interaktion mit den Mannose-Rezeptoren ursächlich für die 

Phagozytose sein [268].  

Die strukturellen Voraussetzungen von APN bei der Phagozytose bzw. bei der 

Signaltransduktionsinitiierung sind noch unvollständig aufgeklärt. Die meisten Studien 

definieren übereinstimmend, dass die enzymatische Aktivität bzw. das aktive Zentrum in 

diesen Prozess nicht involviert sind [90, 121, 269]. Bis vor kurzem wurde angenommen, 

dass die zytoplasmatische Domäne der Aminopeptidase inert ist und der 

signaltransduzierende Prozess nach Kreuzvernetzen von APN-Molekülen mit anderen 

Rezeptoren und deren zytoplasmatischen Strukturen ausgelöst wird [90, 212, 266]. Die 

starke Assoziation von APN mit MMD in einer Vielzahl von Geweben könnte die 

Kolokalisation bzw. die räumliche Nähe zu den Rezeptoren unterstützen/ begründen. Als 

signalweiterleitende Proteine wurden die Adaptorproteine growth factor receptor-bound 

protein 2 (Grb2) und Son of sevenless (Sos) mittels Immunpräzipitationsstudien 

identifiziert, die über Ras den MAPK-Signalweg aktivieren [90]. Die direkte Bindung der 

Adaptoren an APN wird jedoch ausgeschlossen. Erst kürzlich wurde durch Subramani et 

al. erstmals der Beweis getätigt, dass die kurze zytoplasmatische Domäne von APN nach 

eigenen Kreuzvernetzen eine signaltransduzierende Funktion in Monozyten ausübt [270]. 

Es konnte belegt werden, dass das Tyrosin an Position 6 (Abbildung 8) SRC-Kinase-

abhängig phosphoryliert werden kann. Ortsgerichtete Mutagenese zu Y6F verhinderte 

nicht nur eine Phosphorylierung, sondern reduzierte signifikant das Auslösen diverser 

Signalkaskaden (SRC, focal adhesion kinase, ERK1/2) und die adhäsiven Eigenschaften 

der Monozyten zu epithelialen zervikalen Karzinomzellen durch die verminderte 

Komplexbildung mit den Zytoskelettkomponenten IQ motif containing GTPase activating 

protein 1 (IQGAP1) bzw. α-Actinin.  
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6 Zusammenfassung 

Das Institut für Medizinische Immunologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 

beschäftigt sich seit Jahren mit der Identifizierung und Charakterisierung von putativen 

Biomarkern, die als neue Strukturen für eine zielgerichtete Therapie des 

metastasierenden Melanoms angewendet werden können. In der vorliegenden Arbeit 

wurden Expressions- und Funktionsanalysen von APN und UCHL1 in diversen 

Melanomzelllinien und Tumorläsionen beschrieben. Dabei konnte erstmalig gezeigt 

werden, dass die UCHL1-Expression hauptsächlich durch Promotor-DNA-Methylierung 

bereits im frühen Stadium von benignen Nävi reprimiert vorliegt. Mit 7 % in 

Melanomläsionen bzw. 10 % in (Kurzzeit-)Zellkulturen war die Hydrolase relativ selten in 

Tumoren exprimiert. Jedoch waren UCHL1-positive Zelllinien/ Transfektanten durch 

Aktivierung des MAPK-Signalwegs mit verbesserten Proliferationseigenschaften 

gekennzeichnet. Da die Hydrolase zusätzlich das Resistenzverhalten gegenüber ROS 

über Modulierung des PI3K/ Akt-Signalwegs beeinflusste, wäre ein besseres Verständnis 

der genauen regulatorischen Mechanismen ein interessanter Ansatzpunkt, UCHL1 als 

mögliche Zielstruktur bei der Generierung und Etablierung neuer Therapieformen für 

zumindest ein Teil von Patienten mit metastasierendem Melanom einzusetzen.  

Die gegenüber Melanozyten induzierte APN-Expression in 16 % der Melanomläsionen 

und 41 % der Melanomzellkulturen war assoziiert mit einer verringerten Expression 

melanozytärer Markerproteine und dem Transkriptionsfaktor MITF. Obwohl APN-positive 

Melanomzellen in vitro multiple Charakteristika von metastasierenden Tumoren besaßen, 

konnten in immunhistochemischen Analysen einer Vielzahl von maligen Primärläsionen 

und benignen Nävi keine klinische Relevanz der APN-Expression in der verwendeten 

Kohorte nachgewiesen werden. Zum ersten Mal wurde die DNA-Methylierung des 

myeloischen Promotors als neuer epigenetischer Regulationsmechanismus für die 

Aminopeptidase wissenschaftlich belegt. Ein hoher CpG-Methylierungsgrad war invers 

korrelierend mit der APN-Expression. Demethylierung mittels des DNA-Analogons DAC 

führte nicht nur zu einer transkriptionellen und translationellen Induktion der 

Aminopeptidase, sondern stellte sowohl die Zytokinstimulierbarkeit des myeloischen 

Promotors als auch die promigratorischen Funktionen des APN-Proteins wieder her.  

In einem Transfektionsmodell humaner embryonaler Nierenepithelzellen konnte eine 

proliferations- und migrationshemmende Wirkung der APN-Enzymaktivität nachgewiesen 

werden. Ein möglicher Erklärungsansatz war die verringerte Expression des 

Chemokinrezeptors CXCR4 in den APN-WT-Transfektanten. Zusätzlich konnte erstmalig 
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gezeigt werden, dass enzymatisch aktive APN die chemotaktische Migration der CXCR4-

positiven Zellen zu dem korrespondierenden Liganden SDF-1α komplett inhibiert. 

Weiterführende bisher unveröffentlichte Arbeiten lassen vermuten, dass APN-WT über 

Modifikationen des Caveolae-Strukturproteins Caveolin-1 die Internalisierung, 

Signalweiterleitung und differentielle Genexpression des SDF-1α/ CXCR4-Komplexes 

blockiert. Da APN, CXCR4 und Caveolin-1 in multiplen Prozessen der Kanzerogenese 

und -progression involviert sind, ist ein besseres molekulares Verständnis der in dieser 

Arbeit beschriebenen Prozesse von besonderem Interesse.  

Des Weiteren wurde in monozytären Zellen unter Verwendung verschiedener 

immunologischer Analysemethoden eine starke Kolokalisation von APN mit dem Fcγ-

Rezeptor II/ CD32 bzw. mit dem Fcγ-Rezeptor I/ CD64 nachgewiesen. Es wird postuliert, 

dass die Komplexbildung von APN mit den in der Phagozytose aktiven Rezeptoren einen 

neuen funktionellen Signaltransduktionsmechanismus darstellt. 
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7 Summary 

Since many years the Institute of Medical Immunology (Medical Faculty, Martin Luther 

University Halle-Wittenberg, Halle (Saale), Germany) is focusing on the identification and 

characterization of new biomarkers as putative structures in molecular-targeted therapies 

for the treatment of metastatic malignant melanoma. In the present dissertation, 

comprehensive analyses of the expression and functional pattern of aminopeptidase N 

(APN)/ CD13 and the ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 (UCHL1) in a series of 

melanoma lesions and cell lines are described. 

For the first time, it was demonstrated that the UCHL1 expression is strongly impaired by 

promoter DNA methylation already in benign nevi, the pre-stages of malignant melanoma 

transformation. In contrast to UCHL1-expressing melanocytes, the hydrolase was rarely 

detectable in approximately 7 % of all melanoma lesions as well as in 10 % of all 

(short-term) cell cultures analyzed. However, UCHL1-positive cell lines as well as 

respective transfectants were distinguished by improved proliferation rates through 

activated MAP-kinase signaling compared to UCHL1-negative cells. Since the hydrolase 

has also affected the cellular ROS resistance by interfering with the PI3K/ Akt signal 

transduction pathway in a dose-dependent manner, UCHL1 might serve as an interesting 

protein candidate for the generation and establishment of a new therapy form for the 

treatment at least for a subset of malignant melanoma patients.  

Compared to melanocytes, the induced APN expression in about 16 % of all melanoma 

lesions and 41 % of all cell cultures was associated with decreased amounts of diverse 

melanocytic markers as well as the corresponding transcription factor MITF, respectively. 

Although APN-positive cells shared multiple characteristics of metastatic melanoma in 

in vitro-analysis, no clinical relevance of its expression could be confirmed using IHC 

staining of a large series of malign tumor lesions and respective benign nevi. However, for 

the first time, an epigenetic regulatory mechanism by DNA methylation of the myeloid 

APN promoter could be recorded. Thereby, high density of CpG methylation was inversely 

correlated with the APN expression. Demethylation using the DNA analogue DAC in cell 

culture led not only to a transcriptional and translational induction of the aminopeptidase, 

but also restored the capability for cytokine stimulation of the respective promoter region 

as well as facilitated the promigratory function of the APN protein. 

By characterization of a generated in vitro-transfection model of human embryonic kidney 

293 cells it could be shown that APN with its enzymatic activity has an inhibitory potential 

on cellular proliferation and migration. One explanation could be the diminished 
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expression of the chemokine receptor CXCR4 in the wild type APN-transfectants 

compared to mock controls as well as to HEK293 cells expressing mutated APN-forms, 

respectively. Furthermore, active APN led to a complete disruption of the cell migration to 

the chemoattractive factor SDF-1α, the natural CXCR4-ligand. Initial, unpublished results 

showed a wild type APN-mediated down-modulation of caveolin-1, the scaffolding protein 

within caveolar membranes, which could be causative for the interrupted CXCR4 

internalization, signaling and differential gene expression after SDF-1α stimulation. Since 

APN, CXCR4 and caveolin-1 are involved in manifold processes of tumorigenesis and 

oncogenic progression, future researches could lead to a better understanding of 

molecular mechanisms underlying several human carcinosis. 

Using different methodological approaches a strong colocalization of APN with the Fcγ 

receptors CD32 and CD64 in monocytes could be verified. It was postulated by us, that 

the complex formation of the aminopeptidase with these receptors represents a new 

functional signal transduction mechanism during cellular processes such as phagocytosis. 
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