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Verzeichnis haufig verwendeter Abklirzungen

Vi

Verzeichnis haufig verwendeter Abkirzungen

Abkiirzung *

2D

S5FU, 5-FU, F

A

Adr, A
ALAS
APC
ATP
BASC
BCA
BER

bp

BSA
CAM
Cam, C
CDK
CDKI
cDNA
CDP
CH,-THF
Cho
ChoK
Cis, P
CIM
cRNA
C-terminal
CTP
DEPC
DISC
DMF

Bedeutung

zweidimensional

5-Fluorouracil

Adenin

Adriamycin
o-Aminolavulinatsynthase
anaphase promoting complex
Adenosintriphosphat
BRCA1l-associated genome surveillance complex
Bicinchoninséure
Basenexzisionsreparatur
Basenpaar

Rinderserumalbumin

cell adhesion molecule
Camptothecin

Cyclin-abhangige Kinase (cyclin-dependent kinase)
CDK-Inhibitor

copy DNA

Cytidindiphosphat
5,10-Methylentetrahydrofolséaure
Cholin

Cholinkinase

Cisplatin

cell junction molecule

copy RNA

carboxyterminal
Cytidintriphosphat
Diethylpyrocarbonat
death-inducing signaling complex

Dimethylformamid

! Gensymbole sind im Abkiirzungsverzeichnis i. A. nicht aufgefiihrt. Die Ubersetzung eines Gensymbols in den vollen Namen des Gens ist entwe-

der dem Haupttext oder den im Appendix (Kapitel 6) befindlichen Gentabellen zu entnehmen.
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Abklrzung
DMSO
DNA
dNTP
DSB
dsDNA
dsRNA
dTMP
DTT
dTTP
dUMP
duTpP
ECM
EDTA
EG
Eg5
EGTA
EJC
ER

ERCC
Eto, E

FA
FACS
FAUMP
FAUTP
FKS
FLUOS
FUMP
FUTP
GTP
HEPES
HEPES-BSS
HMEC
HUGO
IAP

Bedeutung
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotidtriphosphat
Doppelstrangbruch
doppelstrangige DNA
doppelstrangige RNA
Desoxythymidinmonophosphat
Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridinmonophosphat
Desoxyuridintriphosphat
extrazellulare Matrix

Ethylendiammintetraessigsaure

Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene)

Eg5-siRNA

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)tetraessigsaure

exon-exon junction complex

endoplasmatisches Retikulum

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group

Etoposid

Fanconi-Anéamie
fluorescence-activated cell sorting
5-Fluorodesoxyuridinmonophosphat
5-Fluorodesoxyuridintriphosphat
fotales Kalberserum

Fluorescein
5-Fluorouridinmonophosphat
5-Fluorouridintriphosphat
Guanidintriphosphat
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure
HEPES-buffered saline solution
Human Mammary Epithelial Cells
Human Genome Organization

inhibitor of apoptosis protein
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Abklrzung
IC50
IC80
IFN

I9G

IPA

IR

ISG

IVT
JNK
Luci
MAPK
MES
min
MiRNA
MMP
MMR
mRNA
NER
NHEJ
NMD
NPC
Ns
NSCLC
nt
N-terminal
Oligo(dT)
PBS
PCho
PCR

PI

PI3K
PolyA
pre-RC
PVDF

Bedeutung
inhibitorische Konzentration 50%
inhibitorische Konzentration 80%
Interferon
Immunglobulin G
Ingenuity Pathway Analysis
ionisierende Strahlung
interferon-stimulated gene
In-vitro-Transkription
c-Jun N-terminal kinase
Luciferase-GL3 siRNA
mitogen activated protein kinase
2-(N-Morpholino)ethansulfonséaure
Minute
microRNA
Matrixmetalloproteinase
Mismatchreparatur
Boten-RNA (messenger RNA)
Nukleotidexzisionsreparatur
Non-homologous end-joining
Nonsense-mediated decay
nuclear pore complex

Non-silencing control siRNA

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (non-small cell lung carcinoma)

Nukleotid
aminoterminal
Oligo-Desoxythymidin
phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Phosphorylcholin
Polymerase-Kettenreaktion
Propidiumiodid
Phosphoinositid-3-Kinase

Polyadenosin

préareplikativer Komplex (pre-replicative complex)

Polyvinylidenfluorid
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Xl

Abklrzung
R270
R402
RACE-A
RFC
RLU
RNA
RNAI
ROS
RPA
rpm
rRNA
RT-PCR
SA
SAM
SAPE
SCF-Komplex
SCLC
SDS
sec

Ser
SiRNA
SMN
snoRNP
SNRNA
SnRNP
SSDNA
Tax, T
Thr
TJP
TNFR
TNS
tRNA

U
Unbeh

Bedeutung
MDM2-Inhibitor R206-0270
Kontrollsubstanz R206-0402
Roche Affymetrix Chip Experiment—Analysis
replication factor C
relative Lumineszenzeinheiten
Ribonukleinsaure
RNA-Interferenz
reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)
replication protein A
Umdrehungen pro Minute
ribosomale RNA
Reverse Transkription und anschlieRende PCR
Streptavidin
substrate adhesion molecule
Streptavidin-R-Phycoerythrin
SKP/CUL/F-Box-Protein-Komplex

kleinzelliges Lungenkarzinom (small cell lung carcinoma)

Natriumdodecylsulfat (Laurylsulfat)
Sekunde

Serin

small interfering RNA

survival of motor neurons

small nucleolar ribonucleoprotein
small nuclear RNA

small nuclear ribonucleoprotein
einzelstrangige DNA

Taxol

Threonin

tight junction protein

tumor necrosis factor receptor
Trypsin neutralizing solution
Transfer-RNA

Uridin

unbehandelte Kontrolle
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Abklrzung Bedeutung

UPR Unfolded Protein Response

UTP Uridintriphosphat

uv ultraviolette Strahlung

XPC xeroderma pigmentosum complementation group

XRCC X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells

Z Zytostatikum
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1 Einleitung

Krebserkrankungen stellen in den Landern der westlichen Welt nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache dar. Trotz betrachtlicher Fortschritte in der Heilungsrate und bei der Uberle-
benszeit nach der Diagnose maligner Neoplasien besteht nach wie vor ein grof3er Bedarf an neuen Thera-
pieoptionen, die die Progression und Metastasierung des Tumors hemmen und idealerweise zu einer kom-
pletten Remission flhren, gleichzeitig aber mit moglichst geringen Nebenwirkungen verbunden sein sollten.
Gerade der Arzneistofftherapie, die neben chirurgischen Eingriffen und Bestrahlungsregimes die dritte tra-
gende Saule der Krebsbehandlung darstellt, wird aufgrund zunehmender Erkenntnisse Uber tumorrele-

vante Signalwege ein grof3es Potenzial fir Verbesserungen zugeschrieben.

1.1 Analyse der Wirkmechanismen antitumoraler Agenien

Um in ihrer Wirksamkeit und Vertraglichkeit optimierte Therapien entwickeln zu kénnen, ist es von essen-
zieller Bedeutung, die Mechanismen bereits etablierter und neuer antitumoraler Arzneistoffe méglichst um-
fassend zu analysieren und die molekularen Ursachen ihrer erwiinschten und unerwiinschten Wirkungen
zu verstehen. Mit den klassischen Methoden der Molekularbiologie lassen sich diese Effekte aber nur be-
grenzt erfassen, da mit vertretbarem Aufwand maximal einige Dutzend Zielmolekiile, seien es mMRNAs oder
Proteine, auf Verdnderungen ihrer Expression, ihrer Aktivitat usw. untersucht werden kdnnen. Bis vor kur-
zem war dadurch die Auswahl der zu analysierenden Molekile a priori auf diejenigen beschrankt, auf die
ein Einfluss der Substanz aufgrund ihres postulierten Wirkmechanismus zu erwarten war.

Mittlerweile stehen diverse Technologien zur Verfligung, die Einblicke in die globalen Auswirkungen eines
Agens er6ffnen und die Analyse ganzer biologischer Netzwerke ermdglichen. Auf Transkriptebene sind
dies hauptsachlich Oligonukleotid- und cDNA-Microarrays, auf Proteinebene kénnen u. a. massenspektro-
metrische Analysen, 2D-Gelelektrophoresen und neuerdings auch Antikérper-Arrays eingesetzt werden.
Gerade im onkologischen Forschungsbereich besitzt diese Herangehensweise gro3en Wert, da die an
Tumorentstehung, -progression und -metastasierung beteiligten Signalwege eine ungeheure Komplexitat

und Vernetzung aufweisen.

1.2 Zytostatika und targetspezifische antitumoraléVirkstoffe

Das zur Therapie maligner Tumoren zur Verfligung stehende Wirkstoffspektrum konnte in den letzten Jah-
ren um eine Reihe von Substanzen mit spezifischem Angriffspunkt erweitert werden. Lange Zeit standen
hauptsachlich zytotoxische Agenzien zur Verfiigung, die durch direkte DNA-Schadigung oder durch Eingriff
in basale zellulare Vorgange wie DNA-Replikation und Mitose zu Wachstumsarrest oder Apoptose flihren,
jedoch wenig Spezifitat fur Tumorzellen besitzen und entsprechend gravierende Nebenwirkungen hervorru-
fen. Die Forschungsaktivititen sowohl von Pharmaunternehmen als auch akademischen Einrichtungen

konzentrieren sich deshalb verstarkt auf die Identifikation sog. ,targetspezifischer* Wirkstoffe, von denen
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man sich einen gezielteren Eingriff ins Tumorgeschehen und geringere Effekte auf gesunde Zellen und Ge-

webe erwartet.

Die Angriffspunkte oder ,Targets" dieser Agenzien kbnnen in direkten Zusammenhang mit Proliferation,
Migration und Metastasierung gebracht werden und sind héufig in Krebszellen GberméRig aktiv, u. a. auf-
grund von Genamplifikation oder aberranter transkriptioneller Regulation. Beispiele derartiger Onkogene,
fur die bereits spezifische Inhibitoren bzw. antagonistisch wirkende Antikodrper zur Verfligung stehen, sind
die Rezeptoren der epidermal growth factor-Familie EGFR (Inhibitor Erlotinib (Tarceva®)) und HER2 (Anti-
kérper Trastuzumab (Herceptin®)), das BCR-ABL-Fusionsprotein (Inhibitor Imatinibmesylat (Glivec®)) und

der Wachstumsfaktor VEGF (Antikérper Bevacizumab (Avastin®)).

Konventionelle Zytostatika werden gemeinhin als unspezifische Agenzien betrachtet, da sie massiv mit
grundlegenden, fiir Wachstum und Uberleben der Zelle notwendigen Prozessen interferieren. Eine Selekti-
vitat fur Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen besteht nur insoweit, als diese h&aufig weniger
schnell oder gar nicht proliferieren und sich zudem aufgrund besserer Néahrstoff- und Sauerstoffversorgung
rascher von zytotoxischen Angriffen erholen kdnnen. Au3erdem wurde postuliert, dass Normalzellen die
durch Zytostatika hervorgerufenen Schaden am Genom besser riickgéngig machen kénnen, da sie tber
intakte Kontrollpunkt- und Reparaturmechanismen verfligen, wahrend diese Maschinerie in Tumorzellen im
Verlauf der malignen Transformation haufig inaktiviert worden ist [1].

Im Gegensatz zu diesem breiten und ungerichteten Angriff klassischer Zytostatika geht man bei targetspe-
zifischen Agenzien davon aus, dass sie viel subtiler ins zellulare Geschehen eingreifen und prazise einen
definierten zelluldaren Signalweg aktivieren oder ausschalten.

Falls dieses Bild stimmt, sollte man bei der Analyse der globalen molekularen Effekte fundamentale Unter-

schiede zwischen ,unspezifischen” Zytostatika und targetspezifischen Substanzen beobachten kénnen.

Obwohl den konventionellen Zytostatika ein derartiger Mangel an Spezifitdt zugeschrieben wird, sind sie in
der Therapie dennoch nicht beliebig austauschbar, sondern es gibt Tumorarten und -subtypen, die besser
auf bestimmte Wirkstoffe ansprechen als auf andere. Dies legt nahe, dass eben doch Unterschiede zwi-
schen ihnen bestehen, die sich auch auf molekularer Ebene erkennen lassen sollten. Es existiert bereits
eine Reihe von Studien, in denen die Effekte einzelner antitumoraler Substanzen auf Transkriptionsebene
mit DNA-Microarrays analysiert wurden und die von charakteristischen Expressionsmustern berichten [2-
10]. Auf der anderen Seite gibt es nur sehr wenige Untersuchungen, die mehrere Zytostatika auf ihre Be-
einflussung der globalen Genexpression hin verglichen haben [11-13]. In diesen konnten trotz der Unter-
schiede im Wirkmechanismus substanzielle Ubereinstimmungen, teilweise sogar extrem groRe Ahnlichkei-

ten zwischen den Agenzien beobachtet werden.
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1.3 Modellantagonisten

Auch bei den Substanzen, die gezielt fir die Inhibition eines Targets entwickelt wurden, besteht die Mog-
lichkeit, dass sie zusatzliche unbekannte Angriffspunkte haben und somit breitere Effekte erzeugen als er-
wartet. Um die Spezifitdt eines Wirkstoffs einschatzen zu kénnen, ist es deshalb wertvoll, ein Modellsystem
zur Verfigung zu haben, welches die Einfliisse eines idealen Inhibitors simuliert. Bis vor kurzem wurden zu
diesem Zweck hauptséchlich Knock-out- oder dominant-negative Ansétze verwendet, deren Etablierung
jedoch mit erheblichem Aufwand verbunden ist. Die Entwicklung der Antisense-Technologie eréffnete zwar
prinzipiell die Chance, ein Target mit einfacher Methodik transient auszuschalten, die ldentifizierung funk-
tioneller Oligonukleotidsequenzen erwies sich jedoch als problematisch. Durch die Entdeckung des RNA-
Interferenz-(RNAi-)Mechanismus und seiner Anwendungsmdoglichkeiten in der Forschung innerhalb der
letzten Jahre kann man nun aber innerhalb kurzer Zeit und mit verhaltnismafig niedrigem Arbeitseinsatz
einen spezifischen Knock-down der Ziel-mRNA und des zugehdrigen Proteins bewerkstelligen.

Hat man eine siRNA zur Verfigung, die zum effizienten Abbau des erwiinschten Transkripts fihrt und da-
durch die Bildung des Zielproteins verhindert, sollte man nach globaler Analyse der differenziellen Gen-
expression eine Signatur erhalten, die nahezu einem perfekten Inhibitor entspricht. Auf der Grundlage die-
ser Daten sollte es dann mdglich sein, die Spezifitdt einer Leitsubstanz einzuschatzen und zu optimieren,
bis sich ihr Genexpressionsmuster an das des Modellinhibitors siRNA angleicht. In Abb. 1-1 ist diese Vor-

gehensweise schematisch dargestellt.

Zellmodell: Genexpression:

spezifische
spezifischer Anderungen des I | I
Modellinhibitor Genexpressions-

musters (,Fingerprint®)

. spezifische und
(nieder- @ @ unspezifische | || I || | |
mqlekulare) % m Anderungen des
Leitsubstanz Genexpressions-

musters

optimierter

(nieder- @*8@ :> gute Annéherung | ” | || | |

molekularer) én das spez!flsche
Inhibitor enexpressions-
muster

Abb. 1-1: Der Weg von einem Modellantagonisten zu einem optimiert en Inhibitor: Annéherung der Genexpressionsmuster.
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1.4 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht einerseits darin, gangige Zytostatika hinsichtlich ihrer Auswirkun-
gen auf die globale Genexpression zu charakterisieren und zu vergleichen und auf diesem Weg Gemein-
samkeiten und substanzspezifische Effekte zu identifizieren. Durch die Verwendung verschiedener Zell-
systeme sowohl tumoralen als auch nicht-transformierten Ursprungs, die sich auch hinsichtlich des Muta-
tionsstatus des Tumorsuppressor-Gens p53 unterscheiden, wird der Einfluss dieser Parameter auf das
substanzabhangige Genexpressionsmuster tUberprift. Zum anderen werden gegen ein definiertes Zielmo-
lekll gerichtete Inhibitoren in ahnlicher Weise auf ihre molekularen Effekte hin untersucht. Hierbei wird ihre
Spezifitdt auf den Prifstand gestellt, indem ihre Wirkungen einerseits mit denen der Zytostatika, anderer-
seits mit RNAi-vermittelten Veranderungen auf Genexpressionsebene verglichen werden. Diese Analysen
geben auch Aufschluss dartiber, ob die verbreiteten Vorstellungen eines klaren Gegensatzes zwischen to-
xischen Chemotherapeutika einerseits und targetspezifischen Agenzien andererseits berechtigt sind, und
eroffnen zudem die Méglichkeit, die Eignung der RNAIi-Technologie als Modellsystem einer idealen Inhibi-

tion kritisch zu Uberprifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien und Kits

2.1.1 Reagenzien mit allgemeinem Verwendungszweck

2.1.1.1 Losungsmittel

DMSO Sigma

DMF Fluka

Ethanol p. A. Merck

Ethanol techn. Merck
Methanol J.T. Baker
2-Propanol Riedel-de Haén

H,O: Soweit nicht ndher bezeichnet, wurde entionisiertes, autoklaviertes Wasser verwendet.

2.1.1.2 Sauren

Essigséure min. 99,8 % Riedel-de Haén
Salzsaure 25 % Merck
2.1.1.3 Salze

CaCl, Merck
Kaliumacetat Merck
Laurylsulfat (SDS) Sigma
Magnesiumacetat Merck
MgCl, Merck
NaCl Merck
NaF Sigma
NasP,07* 10 H,O Sigma

2.1.1.4 Puffersubstanzen, Detergenzien u. &.

Glycerin Merck
Nonidet P40 Fluka

Titriplex Il (EDTA) Merck
Trizma Base Sigma

Tris-HCI Roche
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Triton X-100

Roche

2.1.2 Reagenzien und Kits fur zellbiologische Expenente

2.1.2.1 Zellmodelle

A549

HCT-116

HT-29

MCF-7

MDA-MB-231
NCI/ADR-RES
HMEC, Lot # 6F0227

2.1.2.2 Zellkulturmedien und -reagenzien

RPMI 1640 Medium mit GlutaMAX |

Fotales Rinderserum, zertifiziert (hitzeinaktiviert)
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,2
Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin, 0,53 mM EDTA *4 Na)
Trypan Blue Stain 0,4 %

MEGM BulletKit

Trypsin-EDTA (flir HMEC-Kultur)

HEPES Buffered Saline Solution (HEPES-BSS)
Trypsin Neutralizing Solution (TNS)

DMSO Hybri-Max Ampullen, sterilfiltriert
Opti-MEM | (Kat. # 31985-047)

2.1.2.3 Reagenzien fur Proliferationstests

Cell Proliferation Reagent WST-1
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay

2.1.2.4 Transfektionsagenzien

Lipofectamine 2000 Reagent

Oligofectamine

2.1.2.5 Reagenzien fur durchflusszytometrische Anal

FACSFlow

NCI / Roche-interne Zellbank
NCI / Roche-interne Zellbank
NCI / Roche-interne Zellbank
NCI / Roche-interne Zellbank
NCI / Roche-interne Zellbank
NCI / Roche-interne Zellbank

Cambrex

Invitrogen (Gibco)
Invitrogen (Gibco)
Invitrogen (Gibco)
Invitrogen (Gibco)
Invitrogen (Gibco)
Cambrex
Cambrex
Cambrex
Cambrex

Sigma

Invitrogen (Gibco)

Roche

Promega

Invitrogen

Invitrogen

ysen

BD Biosciences
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FACSafe BD Biosciences
FACSRIinse BD Biosciences
Destilliertes H,O (Zellkultur-getestet) Invitrogen (Gibco)
Propidiumiodid Sigma

RNase A Calbiochem

BSA Fraction V, fatty acid free Roche
Annexin-V-FLUOS Staining Kit Roche

RNase A-Stammlésung

RNase A wurde in destilliertem H,O (Zellkultur-getestet) zu einer Konzentration von 2.500 U/ml gel6st.
Durch 15min Erhitzen auf 99°C wurden moglicherweise enthaltene DNasen inaktiviert. Aliquots der

Stamml6ésung wurden bei -20°C gelagert.

PI-Stammldsung

Propidiumiodid-(PI-)Festsubstanz wurde in destilliertem H,O (Zellkultur-getestet) zu einer Konzentration

von 1 mg/ml geldst. Die Stammldsung wurde lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Pl-Farbepuffer
100 mM Tris-HCI pH 7,4

150 mM NaCl

1 mM CacCl,

0,5 mM MgCl,

0,2 % BSA Fraction V, fatty acid free

0,1 % Nonidet P40

sterilfiltriert, Lagerung bei Raumtemperatur

Direkt vor der Verwendung wurde dem Puffer PI-Stammldsung in einem Verhéltnis von 1:50 zugesetzt. Die

entstehende Pl-Endkonzentration betrug 20 pg/ml.

2.1.2.6 Zytostatika

Camptothecin Sigma
cis-Platin(ll)diammindichlorid (Cisplatin) Sigma
Doxorubicinhydrochlorid (Adriamycin) Sigma
Etoposid Sigma
5-Fluorouracil (5-FU) Sigma

Paclitaxel (Taxol) Sigma
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Aus den Festsubstanzen wurden Stammldésungen in verschiedenen Konzentrationen hergestellt und in Ali-
guots bei -20°C gelagert. Als Losungsmittel fiir Camptothecin, Etoposid, 5-FU und Taxol diente DMSO, flr

Adriamycin wurde Wasser verwendet und Cisplatin wurde in DMF geldst.

2.1.2.7 Niedermolekulare targetspezifische Inhibito  ren

Cholinkinaseinhibitor
MN58

Zur Verfiigung gestellt von Prof. J. C. Lacal, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Madrid;

die Festsubstanz wurde in 0,9 %iger NaCl-Losung zu einer Konzentration von 2 mg/ml gel6st.

MDM2-Inhibitoren
aktiver MDM2-Inhibitor R206-0270 Roche-interne Substanzbibliothek
inaktive Kontrollsubstanz R206-0402 Roche-interne Substanzbibliothek

Aus den Substanzen wurden Stammlésungen in DMSO hergestellt und in Aliquots bei -20°C gelagert.

2.1.2.8 siRNAs

In allen Féllen ist die Sequenz von Sense- und Antisensestrang der siRNA angegeben?.

Cholinkinase-siRNAs
C1: Dharmacon

5 GGCCGAGAGAAUUCUGAAAITT 3’ (sense)
3'dTdTCCGGCUCUCUUAAGACUUU 5’ (antisense)

C2: Dharmacon

5 GCAAGGUUUGAUGCCUAUUITAT 3’ (sense)
3'dTdTCGUUCCAAACUACGGAUAA 5’ (antisense)

C3: Dharmacon

5" CUCCAUCUCCAGUUGUAUUITAT 3’ (sense)
3'dTATGAGGUAGAGGUCAACAUAA 5’ (antisense)

MDM2-siRNAs
M1: Qiagen

5 UCAGCAGGAAUCAUCGGACITT 3’ (sense)
3'dTdTAGUCGUCCUUAGUAGCCUG 5’ (antisense)

% Die Targetsequenz auf der mRNA entspricht den 19 Nukleotiden des doppelstrangigen Anteils der siRNA. Es gilt als gesichert, dass die Basen-
iberhénge nicht zur Erkennung der Ziel-mRNA beitragen. Die Stealth-RNAs sind 25mere ohne Uberhange.
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M2: Qiagen

5 CGCCACAAAUCUGAUAGUAJTT 3’ (sense)
3'dTdTGCGGUGUUUAGACUAUCAU 5’ (antisense)

M3: Qiagen

5 UCUACAGGGACGCCAUCGATAT 3’ (sense)
3'dTdTAGAUGUCCCUGCGGUAGCU 5’ (antisense)

M5 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon

5 GGAGAUAUGUUGUGAAAGAUU 3’ (sense)
3’ UUCCUCUAUACAACACUUUCU 5’ (antisense)

M6 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon

5 CCACAAAUCUGAUAGUAUUUU 3’ (sense)
3" UUGGUGUUUAGACUAUCAUAA 5’ (antisense)

M7 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon

5 GAUGAGGUAUAUCAAGUUAUU 3’ (sense)
3" UUCUACUCCAUAUAGUUCAAU 5’ (antisense)

M8 (Teil des MDM2-siGENOME-Sets): Dharmacon

5 GGAAGAAACCCAAGACAAAUU 3’ (sense)
3’ UUCCUUCUUUGGGUUCUGUUU 5’ (antisense)

M9 (Stealth-RNA): Invitrogen

5" UGAAAGGGAAGAAACCCAAGACAAA 3’ (sense)
3’ ACUUUCCCUUCUUUGGGUUCUGUUU 5’ (antisense)

M10 (Stealth-RNA): Invitrogen

5" GCUCUGUGUGUAAUAAGGGAGAUAU 3’ (sense)
3' CGAGACACACAUUAUUCCCUCUAUA 5’ (antisense)

Positivkontroll-siRNA
Eg5-siRNA (Weil et al. [1]) : Dharmacon, Qiagen

5 CUGAAGACCUGAAGACAAUITT 3’ (sense)
3'dTdTGACUUCUGGACUUCUGUUA 5’ (antisense)

Negativkontroll-siRNAs
Luciferase-GL3 siRNA (Elbashir et al. [2]): Qiagen

5" CUUACGCUGAGUACUUCGATAT 3’ (sense)
3'dTAdTGAAUGCGACUCAUGAAGCU 5’ (antisense)
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Non-silencing control siRNA: Qiagen

5 UUCUCCGAACGUGUCACGUTAT 3’ (sense)
3'dTdTAAGAGGCUUGCACAGUGCA 5’ (antisense)

Herstellung von siRNA-Stammldsungen

5x siRNA Buffer Dharmacon
5x Universal Buffer Dharmacon
SsiRNA Suspension Buffer Qiagen

Die siRNAs der verschiedenen Anbieter wurden jeweils nach Herstellervorschrift geldst. Im Fall von Dhar-
macon und Qiagen wurde dazu der mitgelieferte Puffer verwendet, wahrend die von Invitrogen gelieferten
siRNAs bereits die notwendigen Salze enthalten und nur in DEPC-H,0 resuspendiert werden mussen. Der
5x siRNA Buffer und der inzwischen nicht mehr erhaltliche 5x Universal Buffer® wurden mit RNase-freiem
Wasser auf eine 1x Konzentration verdinnt. Qiagen schreibt vor, dass die im siRNA Suspension Buffer
geldste siRNA 1 min auf 90°C und dann 60 min auf 37°C erhitzt werden soll.

Die Puffervolumina wurden stets so gewahlt, dass sich eine Endkonzentration von 20 uM siRNA ergab. Die

Stammlésungen wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.1.3 Reagenzien und Kits fiir molekularbiologisch&xperimente

2.1.3.1 Reagenzien fur die RNA-Isolierung

2-Mercaptoethanol Sigma
QIAshredder Qiagen
RNase-free DNase Set Qiagen
RNaseZAP Sigma
RNeasy Mini Kit Qiagen

2.1.3.2 Reagenzien zur Probenpraparation fur die Ch  iphybridisierung

Microarray cDNA Synthesis Kit Roche

Microarray RNA Target Synthesis Kit (T7) Roche

Microarray Target Purification Kit Roche
Biotin-16-UTP Roche
Kontroll-Oligonukleotid B2 Affymetrix

100x staggered Kontroll-cRNAs Affymetrix
Biotinylated Anti-Streptavidin (Goat) Vector Laboratories

¥ Zusammensetzung des 5x Universal Buffers: 100 mM KCI, 30 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 1 mM MgCl,.
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Bovine Serum Albumin (BSA, 50 mg/ml)
DEPC-treated H,O

EDTAOQ5M

Goat IgG

Herring Sperm DNA

MES Sodium Salt

MES Monohydrat

NaCl 5 M, RNase-frei

SSPE Buffer (20x)

Streptavidin, recombinant

Streptavidin, R-Phycoerythrin-Konjugat (SAPE)
Surfact-Amps 20

2.1.3.3 Puffer fur die Affymetrix-Analysen

5x Fragmentierungspuffer
4 ml 1 M-Trisacetat pH 8,1

(wassrige Losung der freien Tris-Base,

pH-Einstellung mittels Eisessig)
0,64 g Magnesiumacetat
0,98 g Kaliumacetat
mit DEPC- H,O ad 20 ml

sterilfiltrieren, Lagerung bei Raumtemperatur

2x MES-Puffer

8,3 ml 12x MES-Puffer
17,7 ml 5M NaCl
4,0ml0,5M EDTA pH 8,0
0,1 ml Tween-20 10 %
19,9 ml DEPC-H,0
Lagerung bei 4°C

Stringenter Waschpuffer
83,3 ml 12x MES-Puffer
5,2ml 5M NaCl

1,0 ml Tween-20 10 %
910,5ml H,O

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

Invitrogen
Ambion
Sigma
Sigma
Promega
Sigma
Sigma
Ambion
Invitrogen
Roche
Molecular Probes

Perbio (Pierce)

12x MES-Puffer

35,2 g MES-Monohydrat (freie Saure)
96,65 g MES-Natriumsalz

mit DEPC-H,0 ad 500 ml

pH sollte bei 6,5-6,7 liegen

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

2x Stain-Puffer

41,7 ml 12x MES-Puffer
92,5ml 5M NaCl

2,5ml Tween-20 10 %
112,8 ml H,O

sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

Nicht-stringenter Waschpuffer
300 ml 20x SSPE

1 ml Tween-20 10 %

699 ml H,O

sterilfiltrieren, Lagerung bei Raumtemperatur
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2.1.3.4 Farbel6sungen fir die Affymetrix-Analysen

SA Solution Antibody Solution SAPE Stain Solution

270 ul H,O 266,4 ul H,O 270 ul H,O

300 pl 2x Stain-Puffer 300 pl 2x Stain-Puffer 300 pl 2x Stain-Puffer
24 ul BSA (50 mg/ml) 24 ul BSA (50 mg/ml) 24 ul BSA (50 mg/ml)
6 ul Streptavidin, recombinant 6 ul Goat IgG 6 ul SAPE

3,6 ml Biotinylated Anti-
Streptavidin (Goat)

2.1.3.5 Reagenzien fur die Reverse Transkription un  d Real-Time-PCR

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) Roche
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche
LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes Roche
LightCycler® h-Housekeeping Gene Selection Set Roche
LightCycler® h-ALAS Housekeeping Gene Set Roche
LightCycler® Color Compensation Set Roche
Cholinkinase-Primer MWG
forward Primer (ChoK-F) 5" AGTCAATCAGCAGGAATCATCG 3
reverse Primer (ChoK-R) 5 GCACTTTCCGAGGCTCATCA 3
MDM2-Primer TIB-Molbiol
forward Primer (mdm2_S) 5" AGTCAATCAGCAGGAATCATCG 3
reverse Primer (mdm2_R) 5 TACACACAGAGCCAGGCTT &

Die Primer wurden in H,O zu einer Konzentration von 10 uM gel6st und in Aliquots bei -20°C gelagert.

Cholinkinase-Hybridisierungssonden TIB-Molbiol
Green-ChoK 5 CATGCTGTTCCAGTGCTCCCTACC-Fluorescein 3’
Red-ChoK 5" LC Red705-GACACCACAGCCACCCTTGGT-Phosphat 3’

MDM2-Hybridisierungssonden TIB-Molbiol
mdm2_FL 5 TGTACAAGGTCCTTTTGATCACTCCC-Fluorescein 3’
mdm2_LC 5" LC Red640-CCTTCAAGGTGACACCTGTTCTCACTCA-Phosphat 3’
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Die Hybridisierungssonden wurden in H,O zu einer Konzentration von 4uM gelost und in Aliquots

bei -20°C gelagert.

2.1.3.6 Reagenzien fur die Proteinanalytik

Allgemeine Reagenzien

Aprotinin
Dithiothreitol (DTT)

Roche

Sigma

Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)tetraessigsaure (EGTA) Sigma

B-Glycerophosphat
Leupeptin
Natriumfluorid
Pefabloc SC

Lysepuffer Labor Lacal
50 mM Tris-HCI pH 7,4
0,25 % Nonidet P40
0,25 % SDS

150 mM NaCl

10 mM NayP,0,

50 mM NaF

direkt vor Verwendung frisch zugeben:
10 pg/ml Aprotinin

15 mM B-Glycerophosphat

1 mM Pefabloc

Proteinkonzentrationsbestimmung

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit

SDS-Gelelektrophorese

NUPAGE LDS Sample Buffer (4x)
NUPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x)
NuPAGE Antioxidant

NUPAGE Sample Reducing Agent (10x)
MagicMark Western Protein Standard
MagicMark XP Western Protein Standard

High-Range Rainbow Molecular Weight Markers

Aldrich
Sigma
Fluka

Roche

NP40-Lysepuffer

50 mM Tris-HCI pH 8,0

120 mM NaCl

0.5 % Nonidet P40

10 % Glycerin

direkt vor Verwendung frisch zugeben:
10 pg/ml Aprotinin

5mM DTT

1 mM EGTA

50 pg/ml Leupeptin

2 mM Pefabloc

Perbio (Pierce)

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Amersham Biosciences
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Western Blotting

NuUPAGE Transfer Buffer (20x)

Lumi-Light™ " Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit)
Restore Western Blot Stripping Buffer

0,25 % Gelatine in NET-Puffer
150 mM NaCl

5mM EDTA

50 mM Tris-HCI pH 7,5

0,05 % Triton X-100

0,25 % Gelatine (unter Erwarmen lésen)

Primarantikérper

B-Actin (AC-15) (Maus, monoklonal)
MDM2 (SMP14) (Maus, monoklonal)
p53 (DO-1) (Maus, monoklonal)

Phospho-p53 (Serl5) Antibody (Kaninchen, polyklonal)

Sekundarantikorper

Invitrogen
Roche

Perbio (Pierce)

Abcam

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling

Anti-Mouse IgG-POD aus Lumi-Light™"S Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit)
Anti-Rabbit IgG-POD aus Lumi-Light™"S Western Blotting Kit (Mouse/Rabbit)

Anti-Mouse Shp X Ms IgG-HRP (AQ328P)

Chemicon
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2.2 Verbrauchsmaterial

2.2.1 Allgemeines Verbrauchsmaterial

2.2.1.1 Reaktionsgefal3e aus Kunststoff

PCR SoftStrips 0,2 ml

ReaktionsgefalRe, RNase-frei, steril, 1,6 ml
Reaktionsgefal3e, amber, 1,6 ml
ReaktionsgefalRe Safe-Lock, 1,5 und 2,0 ml
Collection Tubes, 2,0 ml

BLUE MAX Polypropylene Tubes, 15 und 50 ml
BLUE MAX Polystyrene Tubes, 15 ml

2.2.1.2 Verbrauchsmaterial zur Herstellung von Puff

Glaswaren
Bottle Top Filter PES
Stericup 0,22 uM, GV Durapore Membran

2.2.1.3 Pipettenspitzen
epT.l.LP.S.

Aerosol-resistant Pipette Tips
SafeSeal Tips

Pipettenspitzen, aerosolresistent
Gel Loading Tips

Combitips plus Biopur

Biozym

Biozym

Biozym
Eppendorf
Qiagen

BD Biosciences

BD Biosciences

ern und Losungen

Schott
Nalgene

Millipore

Eppendorf
Roche
Biozym
Rainin
Invitrogen

Eppendorf

2.2.2 Verbrauchsmaterial fir bestimmte Anwendungen

2.2.2.1 Verbrauchsmaterial fiir die Zellkultur

Cellstar Tissue Culture Flasks, Filter Cap
Falcon Tissue Culture Flasks, Vented Cap
Falcon Multiwell Plates

Microplatte weil3 (Lumineszenz)

Cryoware Cryogenic Vials

Erlenmeyer Flasks Polycarbonate

Greiner Bio-one
BD Biosciences
BD Biosciences
Greiner Bio-one
Nalgene

Corning (Costar)
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Serological Pipets

Reagent Reservoir Polystyrene 50 ml

Cell Scraper

Falcon Polystyrene Tubes 6 ml (FACS-R&hrchen)

2.2.2.2 Verbrauchsmaterial fir die Real-Time-PCR

LightCycler® Sample Capillaries

2.2.2.3 Verbrauchsmaterial flir Affymetrix-Analysen

GeneChip® HG-U133A
GeneChip® Test3

2.2.2.4 Verbrauchsmaterial fur die Proteinanalytik

SDS-Gelelektrophorese
NuPAGE 10 % Bis-Tris Gel, 1.0 mm, 10 well
NUuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel, 1.0 mm, 10 well

Western Blot

Invitrolon PVDF/Filter Paper Sandwiches
Hybond-ECL Nitrozellulosemembran
Sponge Pad for Blot Module
Hybridization Bags

BD Biosciences
Corning (Costar)
Corning (Costar)

BD Biosciences

Roche

Affymetrix
Affymetrix

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
Amersham Biosciences
Invitrogen

Roche
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2.3 Gerate

2.3.1 Allgemeine Gerate

2.3.1.1 Pipetten und Pipettierhilfen

Pipetman P (verschiedene Modelle)
Pipet-Lite LTS-Pipette 1000 pl
Mehrkanalpipette Research 10 pl
Multipette pro

Pipetboy, Pipetboy acu

2.3.1.2 Sonstige Gerate

Tischzentrifuge 5415¢

Labofuge 400e

Schittler 3017

Vortex

SpeedVac Concentrator

Waagen

Alu-Rack fur PCR-Reaktionsgefalie
Kuhiblock Labtop Coller Jr
Wasserbad Precitherm PFV
GeneAmp PCR System 2400 und 9600
ThermoStat plus

Kuhlschrank

Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C

2.3.2 Gerate fur bestimmte Anwendungen

2.3.2.1 Gerate fiur die Zellkultur
Brutschrank BBD6220

Laminar-Flow-Werkbank
N,-Tank Chronos
Hamazytometer Neubauer Bright-Line

Hamazytometer Deckglaser

Gilson
Rainin
Eppendorf
Eppendorf
Integra

Eppendorf
Heraeus
GFL
Heidolph
Savant
Sartorius

DE Tech
Nalgene
Boehringer Mannheim
Perkin Elmer
Eppendorf
Liebherr
Liebherr
GFL

Heraeus (Kendro)
BDK

Messer

Optik Labor

Superior
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mechanisches Zahlgerat
Mikroskop Labovert
Plattenschittler MS2/4 digital
Megafuge 3.0 R

Cryo 1°C Freezing Container

2.3.2.2 Gerate fur Absorptions- und Fluoreszenzmess

Photometer GeneQuant Il
Quarzklvette 10 mm
Ultra microvolume cell with black walls, 5-7 pl

Spectrafluor Plus

2.3.2.3 Gerate fur die Real-Time-PCR

LightCycler® Instrument

LightCycler® Carousel Centrifuge

2.3.2.4 Gerate fur Affymetrix-Analysen

Heizschrank
Rotor REAX2
GeneChip® Fluidics Station 450

GeneChip® Scanner

2.3.2.5 Gerate fur die Proteinanalytik

XCell SureLock Mini-Cell
XCell 1l Blot Module
PowerEase 500 Power Supply
Schweil3gerat Polystar 242

Lumi-Imager F1

2.3.2.6 Gerate fur die Durchflusszytometrie

FACSCalibur
FACScan

IVO

Leitz

IKA

Heraeus (Kendro)

Nalgene

ungen

Pharmacia Biotech
Hellma
Amersham Biosciences

Tecan

Roche

Roche

Memmert
Heidolph

Affymetrix
Affymetrix

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Rische + Herfurth

Roche

BD Biosciences

BD Biosciences
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2.4 Software

2.4.1 Auswertungssoftware

- Roche-interne Anwendung RACE-A (Roche Affymetrix Chip Experiment- Analysis)

- MS Excel
- XLfit 3 (MS Excel Add-In)
- Spotfire DecisionSite

- Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
2.4.2 Geratespezifische Software

2.4.2.1 Software fur die Durchflusszytometrie

CellQuest, CellQuest Pro
ModFit LT

2.4.2.2 Software fur die Real-Time-PCR

LightCycler® Software 3.5

LightCycler® Relative Quantification Software

2.4.2.3 Software fur Affymetrix-Analysen

Microarray Suite 5.0
GeneChip® Operating Software 1.0

2.4.2.4 Software fur spektrophotometrische Bestimmu

XFluor 4

BD Biosciences

BD Biosciences

Roche

Roche

Affymetrix
Affymetrix

ngen

Tecan
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2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultur humaner Tumorzelllinien

Die Zelllinien A549, HCT-116, HT-29, MCF-7 und MDA-MB-231 wurden in RPMI1640-Medium mit Gluta-
max | unter Zusatz von 10 % fotalem Kéalberserum (FKS) bei 37°C, 5% CO, und 95 % relativer Feuchte
kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis vier Tage bei ca. 70-80 % Konfluenz passagiert. Hierbei wurde
einmal mit PBS gewaschen und anschlieend angewarmtes Trypsin-EDTA (Firma Invitrogen) zugegeben.
Dessen Einwirken wurde durch Zugabe von Wachstumsmedium gestoppt, sobald ein GroR3teil der Zellen
abgeschwommen war. Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines Hamazytometers bestimmt. Die Vitalitat der Zel-
len wurde durch Farbung mit Trypanblau Uberprift.

Zur langfristigen Lagerung von Zellaliquots wurden diese in FKS mit 7,5 % DMSO in flissigem Stickstoff

tiefgefroren.

2.5.2 Kultur humaner Brustepithelzellen (HMECS)

Fur die Kultur humaner Brustepithelzellen (HMECs, human mammary epithelial cells) wurde mit den Kom-
ponenten des MEGM-Bullet Kits supplementiertes MEBM-Medium verwendet, die Brutschrankeinstellun-
gen entsprachen den unter 2.5.1 beschriebenen. Am Tag nach der Passage und an jedem zweiten Tag
wurde, wie vom Hersteller angegeben, das Medium gewechselt. Die Zellen wurden bei 60-80 % Konfluenz
subkultiviert. Zum Waschen wurde HEPES-BSS verwendet, dann wurden die Zellen durch mehrminttige
Einwirkung von Trypsin-EDTA (Firma Cambrex) vom Substrat abgelést. Zum Neutralisieren des Trypsins
wurde TNS zugegeben. Die Zellzahl wurde mittels Hamazytometer bestimmt, unter Zusatz von Trypanblau
zur Unterscheidung vitaler und toter Zellen. Pro cm? Wachstumsflache wurden 2.500 Zellen ausgesit.

Fir die Lagerung in flissigem Stickstoff wurden die HMECs in Wachstumsmedium mit 10 % FKS und 10 %

DMSO aufgenommen.

2.5.3 Zytotoxizitatsbestimmungen

2.5.3.1 WST-1-Test

Zur Quantifizierung des proliferationshemmenden Effekts von Zytostatika, niedermolekularen Cholinkinase-
und MDM2-Inhibitoren und von verschiedenen siRNAs wurde das WST-1-Reagenz verwendet. Dieser Test
beruht auf der Oxidation eines schwach roten Tetrazoliumsalzes zu einem dunkelroten Formazansalz, die
durch mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert wird. Die Menge an gebildetem Formazan ist der En-

zymaktivitat und somit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen in der Kultur direkt proportional.
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Der Test wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:
- gewlnschte Zellzahl in 96-Well-Platten (flir Zytostatika- und Inhibitortests) bzw. in 24-Well-Platten
(fir siRNA-Transfektionen) aussaen
- auBenliegende Wells als Verdunstungsschutz mit PBS beflllen
- mehrere Wells mit reinem Medium ohne Zellen beflllen (Leerwerte)
- 24h nach der Aussaat Substanzen zugeben bzw. Transfektion durchfihren, jeweils 4-
5 gleichbehandelte Wells (Replikate)
- parallel unbehandelte und vehikelbehandelte bzw. ,mock-transfizierte® (s. 2.5.7) Zellen mitfiihren
- Behandlungsdauer im Fall von Zytostatika und Inhibitoren 5 Tage, im Fall der siRNAs 2—-3 Tage
- am Ende des Behandlungszeitraums WST-1-Reagenz zugeben: 10 % des im Well vorliegenden
Volumens, z. B. 10 pl zu 100 ul pro Well einer 96-Well-Platte
- durch Hin- und Herbewegen der Platte oder auf dem Plattenschittler mischen
- Inkubation im Brutschrank fur 1-3 h
- Absorptionsmessung im Spektrophotometer Spectrafluor Plus:
Messwellenlange 450 nm, Referenzwellenlange 620 nm
Vom Mittelwert der Absorption der zusammengehorigen Replikate (abs) wird jeweils der Mittelwert der Ab-

sorption der Leerwerte (abs (blank)) abgezogen und auf diesem Weg die korrigierte Absorption abs., be-

rechnet: |abskorr = abs — abs (blank) ‘

Die residuale Proliferationsaktivitdt nach einer bestimmten Behandlung wird angegeben, indem der Quo-
tient aus der korrigierten Absorption der behandelten Wells und der der Kontrollwells gebildet wird:

abs,,, (behandelt ol
abs,,,, (Kontrolle)

% Proliferatonsaktiviat = 0]0273)

Fur die Zytostatika und die Inhibitoren wurden zudem Inhibitionskurven erstellt und mittels XLfit 3 die IC50-
und IC80-Werte berechnet, also diejenigen Konzentrationen, bei denen das Wachstum relativ zur Kontrolle
um 50 bzw. 80 % gehemmt war.

Die prozentuale Inhibition wurde folgendermal3en berechnet:

1-abs,,, (behandelt
abs,,, (Kontrolle)

% Inhibition = Mo

Das in XLfit 3 zugrunde gelegte Modell ist das einer sigmoidalen einseitigen Dosis-Antwort-Kurve, beru-

B-A

X = Substanzkonzentration, y = % Inhibition, A = minimaler y-Wert, B = maximaler y-Wert, C = IC50, D = Steigungsfaktor

hend auf der Gleichung |y = A+
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Fir jede Tumorzelllinie wurden Mehrfachbestimmungen durchgefihrt und der Mittelwert der 1C50- bzw.

IC80-Werte aus mindestens drei Analysen berechnet.

2.5.3.2 CellTiter-Glo-Test

Als Alternative zum WST-1-Test kann dieser lumineszenzbasierte Viabilitdtstest verwendet werden. Es liel3
sich feststellen, dass er im Allgemeinen deutlichere Reduktionen der Messwerte behandelter Proben relativ
zur Kontrolle als der WST-1-Test liefert, was haufig besser mit der lichtmikroskopisch zu beobachtenden
Verringerung der Zellzahl und apoptotischen Veranderungen der Zellen korreliert. Deshalb wurde gegen
Ende der Doktorarbeit dieser Test verwendet, um die proliferationshemmende Wirkung von siRNAs zu
bestimmen.
Der CellTiter-Glo-Test erfasst nach Lyse der Zellen freigesetztes intrazellulares ATP als Maf fiir die meta-
bolische Aktivitat und Viabilitat. Die Lumineszenzreaktion beruht auf der Umsetzung von Luciferin in Oxylu-
ciferin, die durch eine thermostabile Luciferase katalysiert wird und Mg®*-lonen und ATP erfordert. Die
messbare Menge an ATP korreliert sehr gut mit der Zellzahl.
Protokoll:

- Aussaat, Kontrollen und Leerwerte wie beim WST-1-Test (2.5.3.1)

- Verwendung opakwandiger Zellkulturplatten, um Streuung der emittierten Lumineszenz in Nachbar-

wells zu verhindern

- CellTiter-Glo-Reagenz nach Herstellerangaben rekonstituieren

- am Ende des Behandlungszeitraums die Zellkulturplatten 30 min auf Raumtemperatur aquilibrieren

- CellTiter-Glo-Reagenz zugeben: 25 % des im Well vorliegenden Volumens, z. B. 150 pl zu 600 pl

Medium pro Well einer 24-Well-Platte

- 2min auf dem Plattenschuttler mischen

- 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

- Lumineszenz am Spektrophotometer Spectrafluor Plus aufnehmen

- Einstellungen: maximum dynamic range, Gain 150

- Berechnung der residualen Proliferationsaktivitat wie beim WST-1-Test

2.5.4 Behandlung mit Zytostatika und niedermolekuleen targetspezifischen
Inhibitoren

Fur die Behandlung der verschiedenen Tumorzellen mit Zytostatika oder niedermolekularen Cholinkinase-
bzw. MDM2-Inhibitoren wurden die Zellen mit der in Tab. 2-1 angegebenen Zelldichte ausgesat. Am
nachsten Tag wurde eine Vorverdiinnung der jeweiligen Substanz zugegeben. Diese Vorverdinnungen in
Wachstumsmedium wurden aus einer Stammldsung geeigneter Konzentration hergestellt, wobei bei den
Substanzen mit hydrophoben Eigenschaften, die in DMSO- oder DMF-Stammldsungen vorlagen, darauf

geachtet wurde, dass bei der Verdlinnung in wassrigem Medium keine Prazipitate entstanden (langsames
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Zupipettieren unter Ruhren). Bei der Behandlung mit MDM2-Inhibitoren wurden die Zellen in Wachstums-
medium mit normaler Serumkonzentration (10 %) ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und

der Inhibitor bzw. die Kontrollsubstanz in Medium mit 2,5 % Serum zugegeben.

A549 2,67x 10" Zellen/cm? Wachstumsflache fir 24 h-Zytostatikabehandlung

8x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache firr 72 h-Zytostatikabehandlung
HCT-116 5,2x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren
HT-29 1,9x 10* Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 24 h-Zytostatikabehandlung

9,3x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache fir 72 h-Zytostatikabehandlung
in der Arbeitsgruppe Lacal durchgefiihrter Versuchsansatz: 2.67x 10* Zellen/cm? Wachstumsflache
fur 30 h-Behandlung mit Cholinkinaseinhibitor

MCF-7 2,67x10* Zellen/cm? Wachstumsflache fir 24 h-Zytostatikabehandlung
8x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 72 h-Zytostatikabehandlung
2x 10* Zellen/cm? Wachstumsflache fur 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren

MDA-MB-231 2,67x 10* Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 24 h-Behandlung mit Zytostatika und Cholinkinaseinhibitor

8x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 72 h- Behandlung mit Zytostatika und Cholinkinaseinhibitor

NCI/ADR-RES | 7,8x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache fiir 48 h-Behandlung mit MDM2-Inhibitoren

Tab. 2-1: Zellzahlen der Tumorzelllinien bei der Aussaat fur die Behandlung mit Zytostatika und niedermolekularen Inhibitoren.

Im Fall der HMECs wurde ein abgewandeltes Protokoll fir die Zytostatikabehandlungen verwendet, da die-
se Zellen nur dann optimal wachsen, wenn sie mit einer definierten, sehr geringen Zelldichte ausgesat

werden und das Medium regelmaRig gewechselt wird:

24 h-Zytostatikabehandlung von HMECs
2,5x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache, Mediumwechsel am Tag nach der Aussaat und dann an jedem

zweiten Tag, Volumen des Mediums in Abhangigkeit von der Zelldichte gemaf Standardprotokoll (s. 2.5.2);

Zytostatikazugabe 6 Tage nach der Aussaat, Ernte am darauf folgenden Tag.

72 h-Zytostatikabehandlung von HMECs

2,5x 10° Zellen/cm? Wachstumsflache, Mediumwechsel am Tag nach der Aussaat, Zytostatikazugabe
3 Tage nach der Aussaat unter Mediumwechsel, nach weiteren 2 Tagen Zugabe von frischem zytostatika-
haltigen Medium, Ernte am darauf folgenden Tag; Volumen des Mediums in Abhangigkeit von der Zelldich-

te geman Standardprotokoll (s. 2.5.2).

2.5.5 Zellzyklusanalyse

Zur Untersuchung der Zellzyklusverteilung von behandelten und unbehandelten Zellen wurden durchfluss-

zytometrische Messungen nach DNA-Farbung mittels Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt. Der verwendete
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Farbepuffer ermoglicht das Eindringen von Pl in die Zelle, wo dieses in stochiometrischem Verhaltnis an
doppelstrangige DNA bindet. Aus der Fluoreszenzintensitéat einer Zelle kann man deshalb darauf schlieRen,
ob sie einen einfachen (2N, entsprechend GO0/G1-Phase), doppelten (4 N, entsprechend G2/M-Phase)
oder dazwischen liegenden (S-Phase) Chromosomensatz enthélt. Zelltrimmer mit einem DNA-Gehalt
< 2N werden in der Sub-G1-Population (Debris) erfasst.

Nach der gewlinschten Behandlungs- bzw. Transfektionsdauer wurden die Zellen geerntet und nach unten

stehenden Protokollen gefarbt und analysiert.

Protokoll fur die Zellfarbung mittels Pl

- Uberstand von den Zellen abnehmen und in FACS-Réhrchen tberfiihren

- Zellen mit PBS (bzw. im Fall von HMECs mit HEPES-BSS) waschen, dieses in dasselbe FACS-
Rohrchen transferieren

- Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA und mehrminutige Inkubation ablésen, gut resuspendieren
und ebenfalls in dasselbe FACS-R8hrchen tberfiihren

- zentrifugieren (5 min/1.000 rpm), Uberstand moglichst vollstandig absaugen

- Zellpellet aus ca. 5x 10° Zellen in 10 pl RNase A-Lésung resuspendieren und 0,5 ml PIl-Farbepuffer
zugeben. Fur andere Zellzahlen die Volumina entsprechend umrechnen.

- 30 min auf Eis oder bei 4°C farben lassen

Protokoll fiir die Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur oder FACScan mit Hilfe der Geratesoft-

ware CellQuest Pro bzw. CellQuest

- Messung in Fluoreszenzkanal 2 (FL2)
- Aufnahme von Dot Plots zur Uberpriifung der Homogenitat der Zellpopulation:
x-Achse: FSC (forward scatter), y-Achse: SSC (sideward scatter)
Beispiel siehe Abb. 2-1A
- Aufnahme von Dot Plots zur Dublettendiskrimination:
x-Achse: FL2-A (Flache FL2-Peak), y-Achse: FL2-W (Breite FL2-Peak)
Beispiel siehe Abb. 2-1B
- Aufnahme von Histogrammen zur Analyse der Zellzyklusverteilung:
x-Achse: FL2-H (Hohe FL2-Peak), y-Achse: Counts (Zahl der Ereignisse)
Beispiel siehe Abb. 2-1C
- Es wurden stets 20.000 Ereignisse aufgezeichnet.
- Die resultierenden DNA-Histogramme wurden mit Hilfe der Software ModFit LT analysiert. Diese
fuhrt ein Fitting durch, um den prozentualen Anteil der sich Gberlagernden Zellzyklusphasen zu er-

mitteln.
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Abb. 2-1: Beispieldiagramme aus der durchflusszytometris chen Analytik.

A: Dot Plot zur Uberpriifung der Homogenitat der Zellpopulation.

B: Dot Plot zur Dublettendiskrimination: Nur die eingezeichnete Region (R1) wird fiir die Analyse beriicksichtigt. Die am rechten Rand oberhalb der
Region auflaufenden Signale stammen von Zellklumpen und werden ausgeschlossen.

C: DNA-Histogramm zur Analyse der Zellzyklusverteilung. Die Zuordnung der eingezeichneten Regionen zu den Zellzyklusphasen ist wie folgt: M1
= GO0/G1-Phase, M2 = S-Phase, M3 = G2/M-Phase, M4 = Debris.

D: Dot Plot fiir den Apoptosetest. Bedeutung der Quadranten: LL (lower left) = vitale Zellen, UL (upper left) = nekrotische Zellen, UR (upper right) =
nekrotische oder spat-apoptotische Zellen, LR (lower right) = apoptotische Zellen.

2.5.6 Apoptosetest

Der Anteil apoptotischer Zellen nach siRNA-Transfektion oder Kontrollbehandlung wurde mit Hilfe des An-
nexin-V-FLUOS Staining Kits ermittelt.

Annexin V bindet Ca?*-abhéngig an Phosphatidylserin, welches wahrend frither Stadien der Apoptose von
der Innen- an die AuRenseite der Plasmamembran transloziert. Aufgrund der Konjugation mit Fluorescein
(FLUOS) kann gebundenes Annexin V durchflusszytometrisch erfasst werden. Da nekrotische Zellen auf-
grund des Verlusts ihrer Membranintegritat ebenfalls Phosphatidylserin auf inrer Oberflache tragen, muss
mit Propidiumiodid gegengefarbt werden, welches unter den angewandten Bedingungen nur in nekrotische
Zellen eindringt und in die DNA interkaliert. Durch Einteilung des aufgenommenen Dot Plots in Quadranten
kénnen vitale, apoptotische und nekrotische Zellen unterschieden werden.

Die Farbung und Analyse am Durchflusszytometer wurde nach unten stehenden Vorgaben durchgefihrt:

Protokoll fiir die Zellfarbung mittels Annexin-V-FLUOS und PI

- Uberstand von den Zellen abnehmen und in FACS-R6hrchen tberfiihren
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Zellen mit PBS (bzw. im Fall von HMECs mit HEPES-BSS) waschen, dieses in dasselbe FACS-
Rohrchen transferieren

Zellen durch Zugabe von Trypsin-EDTA und mehrminttige Inkubation ablésen, gut resuspendieren
und ebenfalls in dasselbe FACS-R8hrchen tberfiihren

zentrifugieren (5 min/1.000 rpm), Uberstand moglichst vollstandig absaugen

fur 5x 10° Zellen 100 ul Wachstumsmedium mit 2mM CaCl, zugeben (bei abweichender Zellzahl
Volumen entsprechend anpassen) und vorsichtig resuspendieren

2 ul des Annexin-V-FLUOS labeling reagent zugeben, mischen

2 ul der Propidium iodide solution zugeben, mischen

10-20 min bei Raumtemperatur inkubieren

fur die Gerateeinstellung sind darliber hinaus notwendig:

unbehandelte, ungeféarbte Zellen (kein Annexin-V-FLUQOS, kein PI)

apoptotische/nekrotische, Annexin-V-FLUOS-geféarbte Zellen (kein Pl zugeben)
apoptotische/nekrotische, Pl-gefarbte Zellen (kein Annexin-V-FLUOS zugeben)
apoptotische/nekrotische, doppelt gefarbte Zellen (Pl und Annexin-V-FLUQOS zugeben)

Protokoll fur die Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur mit Hilfe der Geratesoftware CellQuest Pro

Messung in Fluoreszenzkanal 1 (FL1) und 2 (FL2)

FL1 erfasst Fluorescein, FL2 erfasst PI; jedoch Uberlappen die beiden Emissionsspektra, weshalb
elektronisch kompensiert werden muss

Aufnahme von Dot Plots zur Uberpriifung der Homogenitat der Zellpopulation:

x-Achse: FSC (forward scatter), y-Achse: SSC (sideward scatter)

Aufnahme von Dot Plots zur Unterscheidung vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen:
x-Achse: FL1-H (HOhe FL1-Peak), y-Achse: FL2-H (Hohe FL2-Peak)

Beispiel siehe Abb. 2-1D

Die unbehandelten, ungefarbten Zellen dienen zur Ermittlung der Autofluoreszenz. Die Geréatepara-
meter werden so eingestellt, dass ihre Signale im linken unteren Quadranten (LL) zu liegen kom-
men.

Als Positivkontrolle fiir die Einstellung der Kompensation wurden mit Eg5-siRNA transfizierte Pro-
ben verwendet. Diese enthalten nach 48 und 72 h schon zahlreiche Zellen in frilhen und spaten
Stadien der Apoptose und Zelltrimmer, die durch Pl erfasst werden. Mit Hilfe der einfach und dop-
pelt gefarbten Positivkontrollen werden die Gerateparameter so eingestellt, dass die Populationen
in den gewiinschten Quadranten zu liegen kommen.

Die Daten wurden uber die von der Software CellQuest Pro ausgegebenen Quadrantenstatistik

guantitativ ausgewertet.
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2.5.7 siRNA-Transfektion

Die Transfektion mit siRNAs wurde fur jede verwendete Zelllinie hinsichtlich der Parameter Zelldichte, Art
und Menge des Transfektionsagens und Arbeiten im serumfreien oder serumhaltigen Milieu optimiert. Zu-
dem wurde die Konzentration der verwendeten siRNAs auf die niedrigstmégliche noch optimal wirksame
Konzentration herabtitriert.

In aller Regel wurden die Transfektionen in 24-Well- oder 6-Well-Platten durchgefiihrt.

Fur die verschiedenen Transfektionsagenzien und Zelllinien ergaben sich die folgenden optimierten Trans-

fektionsprotokolle:

2.5.7.1 Transfektion mit Lipofectamine 2000

Aussaat
- HT-29-Zellen: Aussaat von 2x 10* Zellen in 500 pl Medium (24-Well-MaRstab) bzw. 1x 10° Zellen in
2,4 ml Medium (6-Well-Mal3stab) am Vorabend der Transfektion
- MCF-7-Zellen: Aussaat von 4x 10* Zellen in 500 ul Medium (24-Well-MaRstab) bzw. 1,9x 10> Zellen
in 2,4 ml Medium (6-Well-MafR3stab) am Vorabend der Transfektion
- NCI/ADR-res-Zellen: Aussaat von 2x10* Zellen in 500 pl Medium (24-Well-MaRstab) bzw. 1x 10°
Zellen in 2,4 ml Medium (6-Well-Maf3stab) am Vorabend der Transfektion

Transfektion

- pro Well: 1ul Lipofectamine 2000 und 49 ul Opti-MEM (24-Well-MaR3stab) bzw. 4,8 ul Lipofect-
amine 2000 und 235,2 ul Opti-MEM (6-Well-Mal3stab) vorsichtig durch Pipettieren mischen, 5min
bei Raumtemperatur inkubieren

- pro Well: optimiertes Volumen siRNA (s.u.) mit Opti-MEM auf 50 pl (24-Well-Maf3stab) bzw. 240 ul
(6-Well-MalR3stab) ergadnzen, vorsichtig durch Pipettieren mischen

- als Ausgangspunkt wurde jeweils eine siRNA-Konzentration von 33 nM verwendet, entsprechend
einem Volumen von 1 pl der 20 uM-Stammldsung fir den 24-Well-MaR3stab bzw. 4,8 pl fur den
6-Well-Mal3stab

- Lipofectamine 2000-Vormischung zur siRNA-Verdinnung hinzugeben, vorsichtig durch Pipettieren
mischen, 20 min bei Raumtemperatur inkubieren

- je 100 bzw. 480 ul der siRNA-Lipid-Komplexe tropfenweise zu den im Wachstumsmedium befindli-
chen Zellen hinzupipettieren, durch vorsichtiges Hin- und Herbewegen der Platten untermischen

- fur die ,Mock“-Kontrolle 50 bzw. 240 pl Opti-MEM mit dem gleichen Volumen Lipofectamine 2000-
Vormischung kombinieren, nach 20 min Inkubation zu den Zellen geben

- fir die unbehandelte Kontrolle 100 bzw. 480 pl Opti-MEM zu den Zellen geben
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die Zellen taglich lichtmikroskopisch auf morphologische Veranderungen lberprifen und nach der

gewlnschten Inkubationszeit flir sekundare Tests ernten

Fir das Lipofectamine 2000-Protokoll optimierte siRNA-Konzentrationen

Cholinkinase-siRNAs:

C1, C2 und C3 - jeweils 10 nM

MDM2-siRNAs:

M1, M3, M7 — jeweils 33 nM (nicht optimiert, da siRNAs nicht funktionell)

M2 —33nM

M5, M6, M8, M9 und M10 — jeweils 5 nM

Kontroll-siRNAs:

Eg5-siRNA — 33 nM

Luciferase-siRNA, Non-silencing control-siRNA — Konzentration wurde in Anlehnung an die opti-
mierte Konzentration der targetspezifischen siRNAs gewabhlt, d. h. 10 nM fir die Cholinkinase-Expe-
rimente, 5 nM fur die MDM2-Experimente

2.5.7.2 Transfektion mit Oligofectamine

Aussaat

MDA-MB-231-Zellen: Aussaat von 1x 10* Zellen in 535 pl Medium (24-Well-MaRstab) bzw. 5x 10*
Zellen in 2,6 ml Medium (6-Well-MaRstab) am Vorabend der Transfektion

HCT-116-Zellen: Aussaat von 1x 10* Zellen in 535 ul Medium (24-Well-MaRstab) bzw. 5x 10* Zellen
in 2,6 ml Medium (6-Well-Maf3stab) am Vorabend der Transfektion

Transfektion

pro Well: 1l Oligofectamine und 14 pl Opti-MEM (24-Well-Mal3stab) bzw. 4,8 ul Oligofectamine
und 67,2 ul Opti-MEM (6-Well-MaRRstab) vorsichtig durch Pipettieren mischen, 7—10 min bei Raum-
temperatur inkubieren

pro Well: optimiertes Volumen siRNA (s.u.) mit Opti-MEM auf 50 pl (24-Well-Mal3stab) bzw. 240 ul
(6-Well-MaRstab) erganzen, vorsichtig durch Pipettieren mischen

als Ausgangspunkt wurde jeweils eine siRNA-Konzentration von 100 nM verwendet, entsprechend
einem Volumen von 3 pl der 20 puM-Stammldsung fur den 24-Well-MaR3stab bzw. 14,4 pl fir den
6-Well-Maf3stab

Oligofectamine-Vormischung zur siRNA-Verdiinnung hinzugeben, vorsichtig durch Pipettieren mi-
schen, 20-25 min bei Raumtemperatur inkubieren

je 65 bzw. 312 ul der siRNA-Lipid-Komplexe tropfenweise zu den in Wachstumsmedium befindli-

chen Zellen hinzupipettieren, durch vorsichtiges Hin- und Herbewegen der Platten untermischen
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- fir die ,Mock*-Kontrolle 15 bzw. 72 pl Opti-MEM mit 50 bzw. 240 pl Oligofectamine-Vormischung
kombinieren, nach 20 min Inkubation zu den Zellen geben

- fur die unbehandelte Kontrolle 65 bzw. 312 pul Opti-MEM zu den Zellen geben

- die Zellen taglich lichtmikroskopisch auf morphologische Veranderungen tberprifen und nach der

gewinschten Inkubationszeit fir sekundére Tests ernten

Fir das Oligofectamine-Protokoll optimierte siRNA-Konzentrationen

- Cholinkinase-siRNASs:
C1, C2 und C3 — jeweils 100 nM

- MDM2-siRNAs:
M1, M3, M7 — jeweils 100 nM (nicht optimiert, da siRNAs nicht funktionell)
M2, M5, M6, M8, M9 und M10 — jeweils 10 nM

- Kontroll-siRNAs:
Eg5-siRNA — 100 nM

Luciferase-siRNA, Non-silencing control-siRNA — Konzentration wurde in Anlehnung an die opti-
mierte Konzentration der targetspezifischen siRNAs gewéhlt, d.h. 100 nM fir die Cholinkinase-
Experimente, 10 nM fir die MDM2-Experimente

Anm. 1.: Einige der im Ergebnisteil gezeigten Experimente wurden vor der Optimierung der siRNA-Konzen-
trationen durchgefihrt, sodass hier samtliche siRNAs noch mit 33 bzw. 100 nM eingesetzt wurden. Dies ist

in den jeweiligen Bildbeschriftungen angegeben.

Anm. 2: Bei der Optimierung der siRNA-Konzentration war zunachst unklar, ob ein bestimmtes Verhaltnis
von siRNA-Molekilen zum Volumen an Transfektionsagens beibehalten werden muss, um ideale Trans-
fektionsbedingungen zu gewéhrleisten. Deshalb wurde bei Verwendung geringerer siRNA-Konzentrationen
als der Startkonzentration von 33 bzw. 100 nM die siRNA-Molaritat mit der Negativkontroll-siRNA gegen
Luciferase aufgefillt (d. h. beispielsweise wurden bei Oligofectamine-Transfektion mit 10 nM targetspezifi-
scher siRNA noch 90nM Luciferase-siRNA zugegeben). Ein Vergleich der ,Knock-down“-Effizienz auf
MRNA-Ebene bewies aber, dass kein Unterschied zwischen Proben bestand, bei denen zusatzlich zur tar-
getspezifischen siRNA Luciferase-siRNA eingesetzt worden war, und solchen, die nur mit einem reduzier-
ten Volumen an targetspezifischer siRNA transfiziert worden waren. Deshalb wurde bei den nachfolgenden
Versuchen auf die Ergédnzung der siRNA-Konzentration mittels Luciferase-siRNA verzichtet.
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 RNA-Arbeiten allgemein

Zur Vermeidung von RNase-Kontaminationen wurden folgende MalRnahmen ergriffen:
- Verwendung eines flir RNA reservierten Pipettensatzes, mit dem keine RNase pipettiert wurde
- Verwendung gestopfter, aerosolresistenter Pipettenspitzen
- Glaswaren und Metallobjekte wurden bei 180°C gebacken.
- Reaktionsgefalle aus Kunststoff wurden aus der Originalverpackung direkt in gebackene Becher-
glaser abgefllt.
- Die Arbeitsflache wurde mit RNase Zap vorbehandelt.

- Wahrend der RNA-Arbeiten wurden stets Handschuhe getragen, diese wurden haufig gewechselt.

2.6.2 RNA-Isolierung

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurden die Zellen ohne vorheriges Abtrypsinieren direkt in der Zellkultur-
flasche bzw. -platte lysiert. Hierbei wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und dann
2-Mercaptoethanol-haltiger RLT-Puffer zugegeben. Zur Homogenisierung der Lysate wurden QIlAshredder
verwendet. Nachfolgend wurde die Gesamt-RNA mittels des RNeasy Mini Kits gemaf Herstellerangaben
isoliert.

Sofern die Probe fir eine RT-PCR-Analyse bestimmt war, wurde sie nach Vorschrift im Kitprotokoll einem

DNase-Verdau unter Verwendung des RNase-free DNase Sets unterzogen.

AnschlieBend wurde die RNA-Konzentration im Eluat bestimmt. Hierzu wurde ein Aliquot in geeignetem
Verhaltnis mit Wasser verdiinnt und am Photometer vermessen. Aus der Absorption bei 260 nm wurde die

RNA-Ausgangskonzentration ¢ nach folgender Formel errechnet:

c= OD260 * 40“—9I * f mit OD,go: Absorption bei 260 nm, f = Verdliinnungsfaktor
m

Zudem wurde das Verhaltnis der Absorptionswerte bei 260 und 280 nm bestimmt, um Aufschluss lber das
Ausmald der Proteinverunreinigung zu erhalten. Idealerweise liegt der Wert ODg/OD2go bei 2,0. Werte
oberhalb von 1,7 sind akzeptabel und wurden in aller Regel erreicht.

Im Anschluss wurde die RNA bei -80°C gelagert.
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2.6.3 Probenaufarbeitung fiir die Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip®

Arrays

2.6.3.1 cDNA-Synthese und -Aufreinigung

10 pg Gesamt-RNA wurden mit Hilfe des Microarray cDNA Synthesis Kits nach Herstellerangaben in dop-
pelstrangige cDNA Ubersetzt. Fir die Erststrangsynthese dient hierbei ein Oligo(dT)-Primer, der ein T7-
Promotorelement enthélt, welches fir die spater folgende In-vitro-Transkription mittels T7-RNA-Polyme-
rase genutzt werden kann.

Direkt anschlieRend wurde die cDNA unter Verwendung des Microarray Target Purification Kits gemaf3

Herstellervorschrift gereinigt und dann bei -20°C gelagert.

2.6.3.2 In-vitro-Transkription der cDNA in biotinma  rkierte cRNA und cRNA-Aufreinigung

Die cDNA wurde mit dem Microarray RNA Target Synthesis Kit (T7) gemalf den Angaben im Kitprotokoll in
markierte Antisense-cRNA umgesetzt. Hierbei wurde neben normalen unmarkierten Ribonukleotiden bioti-
nyliertes UTP (Biotin-16-UTP) verwendet, das fur die spatere Detektionsreaktion auf dem Affymetrix-Chip
vonnoten ist.

Im Reaktionsmix waren die NTPs in folgenden Konzentrationen enthalten:

ATP, CTP, GTP: jeweils 5 mM

UTP: 3,75 mM

Biotin-16-UTP: 1,25 mM

Unmittelbar im Anschluss an die In-vitro-Transkription (IVT) wurde die cRNA-Aufreinigung durchgefiihrt,
wobei folgendes modifiziertes Protokoll des RNeasy Mini Kits zum Einsatz kam:
- zuden 20 pl aus der IVT-Reaktion 80 ul RNase-freies Wasser zugeben
- 350 ul 2-Mercaptoethanol-haltigen RLT-Puffer zugeben, mischen, kurz zentrifugieren
- 250 ul abs. Ethanol zugeben und durch Pipettieren mischen
- Probe auf ein RNeasy Mini-Saulchen aufgeben
zentrifugieren: 15 sec/10.000 rpm (8.000 g)
- Zentrifugat erneut auf dasselbe Saulchen aufgeben, zentrifugieren
Zentrifugat und Sammelréhrchen verwerfen, neues Sammelréhrchen aufstecken

- mit dem RPE-Puffer-Waschschritt geman Kitprotokoll fortfahren

Die cRNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt wie unter 2.6.2 beschrieben.
AnschlieBend wurde die cRNA bei -80°C gelagert oder unmittelbar in die Fragmentierungsreaktion einge-

setzt.
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2.6.3.3 cRNA-Fragmentierung

Vor der Hybridisierung auf Affymetrix-Chips miissen die cRNA-Strange in Fragmente von ca. 35-200 Ba-

senpaaren Lange zerlegt werden, um optimal an die Oligonukleotidsonden auf der Chipoberflache binden

zu koénnen.
Protokoll:

Reaktionsmischung:

20 ug biotinylierte cRNA in einem Volumen von max. 32 ul
8 ul 5x Fragmentierungspuffer

DEPC-H,0 ad 40 pl

Inkubation: 35 min/95°C

bei -80°C lagern oder unmittelbar Hybridisierungsmix herstellen

2.6.4 Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip® Arrays

Der Mix fiir die Hybridisierung auf den Affymetrix GeneChip® Expressionsarray muss eine geeignete Salz-

konzentration und den passenden pH-Wert besitzen, um eine optimale Bindung der cRNA-Fragmente an

die Oligonukleotid-Sonden zu gewahrleisten.

Zudem missen Kontrolloligonukleotide und Reagenzien fiir die Absattigung unspezifischer Bindungsstellen

enthalten sein. Dies sind im Einzelnen:

Kontroll-Oligonukleotid B2 (biotinyliert): Das Oligonukleotid bindet an Kontrollsequenzen auf dem
Chip und erzeugt dadurch Randbegrenzungen, ein schachbrettartiges Muster in den Ecken und ein
Kreuz in der Mitte des Chips. Diese Strukturen dienen der Positionierung des Lasers und werden
als Fixpunkte fur ein Gitter verwendet, das die Zuordnung der Bildpunkte zu den Probe Sets
(s. 2.6.4) ermoglicht.

Kontroll-cRNAs (biotinyliert): Die Hybridisierungskontrollen sind von den Genen BioB, BioC und
BioD aus dem Biotin-Syntheseweg in E. Coli und Cre aus dem Rekombinase-Gen des Bakteriopha-
gen P1 abgeleitet. Man verwendet eine 100fach konzentrierte Kontrollldsung mit gestaffelten Kon-
zentrationen, bezeichnet als ,,100x staggered”. Diese Kontrollen dienen der Abschéatzung der abso-
luten Expressionshohe von RNA-Transkripten, da sie in definierter Molaritat im Hybridisierungsmix
enthalten sind.

Heringsperma-DNA und acetyliertes Rinderserumalbumin (BSA) dienen der Absattigung unspezifi-

scher Bindungsstellen auf dem Chip.

Der Reaktionsmix fiir die Hybridisierung auf Affymetrix GeneChip® Arrays wurde im Wesentlichen geman

den Angaben von Affymetrix hergestellt.

Die Komponenten des Hybridisierungsmix und ihre Volumina sind im Folgenden angegeben:
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30 ul fragmentierte cRNA (entspricht 15 pg)
3 ul Kontroll-Oligonukleotid B2

3 ul 100x staggered Kontroll-cRNAs

3 ul Herring Sperm DNA (10 mg/ml)

3 pl BSA (50 mg/ml)

150 pl 2x MES-Puffer

108 pl DEPC-H,0

Um vorab sicherzustellen, dass die RNA-Qualitat ausreichend fur eine aussagekraftige Messung ist, kon-
nen die Proben zunéchst auf den Test3-Chip hybridisiert werden, welcher vor allem Auskunft iber die so-
genannte 3'/5'-Ratio (s. 2.7.3) gibt.

Die eigentliche Datenerhebung wurde dann mittels Affymetrix HG-U133A-Arrays durchgefihrt.

Die Prahybridisierung der Chips und die Probenhybridisierung wurden nach Herstellerangaben durchge-
fuhrt. Auf den HG-U133A-Chip wurden 200 ul Hybridisierungsmix aufgegeben, entsprechend 10 ug frag-
mentierter cCRNA. Nach 16 h Inkubation bei 45°C wurden die Chips mit nicht-stringentem Waschpuffer be-
fullt und entweder direkt an der Fluidics-Station gewaschen und gefarbt oder vorher noch einige Stunden

im Kihlschrank gelagert.

2.6.5 Waschen und Farben der GeneChipArrays

Das Waschen und Farben der Chips an der GeneChip® Fluidics Station 450 wurde gemaR Affymetrix-
Protokollen durchgefihrt. Die Zusammensetzung der verwendeten Farbelésungen (SA Solution, Antibody
Solution und SAPE Stain Solution fir HG-U133A- bzw. nur SAPE Stain Solution flir Test3-Chips) ist unter
2.1.3.4 angegeben.

Die an der Fluidics-Station ablaufenden Softwareprotokolle waren EukGE-ws2-v4 fir HG-U133A- und
Micro-first-1v1 fur Test3-Chips.

2.6.6 Signaldetektion

Die mit dem Fluoreszenzfarbstoffkonjugat Streptavidin-R-Phycoerythrin (SAPE) angefarbten Chips wurden
am GeneChip® Scanner vermessen. Dies erzeugt eine Bilddatei (.dat), die innerhalb der Affymetrix-Soft-
ware in ein Datenformat (.chp) prozessiert wird. Die .chp-Dateien dienen als Grundlage fur die weitere
Analyse durch die Roche-interne Software RACE-A (s. 2.7.4).
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2.6.7 Reverse Transkription und Real-Time-PCR

Fur die relative Quantifizierung der Ziel-mRNAs wurde eine Two-Step-RT-PCR, also eine zweistufige Re-

aktion aus Reverser Transkription und anschlieBender Real-Time-PCR, durchgefiihrt.

2.6.7.1 Reverse Transkription

Der First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) oder der Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit dienten zur reversen Transkription von Gesamt-RNA, die wahrend der Aufreinigung einem DNase-Ver-
dau unterzogen worden war, in einzelstrangige cDNA,; hierbei wurden die Herstellerangaben befolgt. Die

entstandene cDNA wurde entweder direkt in die Real-Time-PCR eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

2.6.7.2 Real-Time-PCR am LightCycler ® Instrument

Am LightCycIer® Gerat kann die Zunahme des PCR-Produkts ,online“, d. h. wahrend des Fortschreitens
der Amplifikation, mitverfolgt werden. Dies ermdglicht eine sehr prazise Quantifizierung der Ausgangs-
menge an cDNA.
Zur Bestimmung der Transkriptspiegel von Cholinkinase und MDM2 wurde das PCR-Produkt durch se-
guenzspezifische Hybridisierungssonden detektiert. Diese sind mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein
bzw. LC Red 640 oder 705 markiert und ihre Sequenzen sind so gewdhlt, dass die Farbstoffmolekile bei
der Anlagerung an den DNA-Einzelstrang in rAumliche N&he geraten. Fluorescein wird durch die Licht-
quelle des LightCycler® Instruments zur Aussendung griinen Fluoreszenzlichts angeregt, welches das be-
nachbarte LC Red-Molekil im Rahmen des sog. FRET-Prozesses (fluorescence resonance energy trans-
fer) zur Emission roten Fluoreszenzlichts anregt. Dieses wird durch die Optik des LightCycler® Instruments
erfasst. Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgt jeweils am Ende des Annealing-Schritts, wenn Primer
und Hybridisierungssonden an die DNA gebunden haben. Seine Intensitéat ist proportional zur vorhandenen
Menge an PCR-Produkt.
Fiir die Reaktion wurde der LightCycler® FastStart DNA Master Hybridization Probes Kit unter den folgen-
den Amplifikationsbedingungen verwendet:

- 10 min Prainkubation bei 95°C

- 40 PCR-Zyklen aus 10 sec bei 95°C, 10 sec bei 58°C, 5 sec bei 72°C

Aufheiz- bzw. Abklhlrate jeweils 20°C /sec
- Detektion des Fluoreszenzsignals im Kanal F2 (LC Red 640) bzw. F3 (LC Red 705) am Ende jedes
58°C -Inkubationsschritts
- Abklhlung auf 40°C

Die Menge an Cholinkinase- bzw. MDM2-mRNA wurde jeweils in Relation zu einem sog. Housekeeping-
Gen, dessen Transkriptspiegel in der Zelle im Allgemeinen nicht variiert, bestimmt. Es wurde ein in verhalt-

nismafig niedriger Kopienzahl exprimiertes Housekeeping-Gen ausgewahlt, da auch Cholinkinase und
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MDM2 geringe Expressionslevel aufweisen und die Quantifizierung préaziser durchgefihrt werden kann,
wenn Ziel- und Referenz-mRNA in etwa gleicher Ausgangsmenge vorliegen. Fiur dessen Selektion wurde
das LightCycler® h-Housekeeping Gene Selection Set verwendet, das Primer und Hybridisierungssonden
fur funf mogliche Kandidaten enthalt. Das Housekeeping-Gen &-Aminolavulinatsynthase (ALAS) erwies
sich als geeignet und wurde in den nachfolgenden Experimenten mit Hilfe des LightCycler® h-ALAS House-
keeping Gene Sets detektiert.

Bei der RT-PCR zur Bestimmung von Cholinkinase- und ALAS-cDNA-Menge wurde ein sog. Zweifarben-
Protokoll durchgefiihrt, bei dem Ziel- und Referenz-cDNA in derselben Glaskapillare amplifiziert wurden.
Die Unterscheidung der Fluoreszenzsignale war dadurch méglich, dass die Hybridisierungssonden flr
Cholinkinase mit LC Red 705 markiert waren, welches Licht von 705 nm Wellenldnge aussendet, die
Hybridisierungssonden fir ALAS jedoch mit LC Red 640 (Emission bei 640 nm). Diese werden von zwei
unterschiedlichen Fluoreszenzkanalen im LightCycler® Instrument detektiert. Um den sog. Cross talk, also
die Uberlappung der Fluoreszenzspektra der beiden Farbstoffe, auszugleichen, wurde eine Kompensa-
tionsdatei verwendet, die mit Hilfe des LightCycler® Color Compensation Sets generiert worden war. Der
Vorteil dieses Zweifarben-Protokolls liegt in der Minimierung des Einflusses von Pipettierfehlern. Aul3erdem
lasst sich so Enzym einsparen und es kénnen mehr Proben pro PCR-Lauf analysiert werden.

Fir den Nachweis von MDM2 konnte kein Zweifarben-Protokoll verwendet werden, da sich hier die Amplifi-
kation von Ziel- und Referenz-cDNA gegenseitig storten. Sie wurden deshalb in getrennten Kapillaren ver-
vielfaltigt und detektiert, und ihre Hybridisierungssonden waren entsprechend beide mit LC Red 640 mar-
kiert.

Die Zusammensetzung der Reaktionsmischungen fur die RT-PCR war wie folgt:
Mix fur die Amplifikation und Detektion von Cholinkinase (ChoK) und ALAS
4,8 ul H,O

3,2 pl MgCl; (25 mM)

1,0 ul forward Primer ChoK-F (10 pM)

2,0 ul reverse Primer ChoK-R (10 uM)

1,0 pl Hybridisierungssonde Green-ChoK (4 uM)

2,0 ul Hybridisierungssonde Red-ChoK (4 uM)

2,0 ul h-ALAS Detection Mix

2,0 ul FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix)

2,0 ul cDNA

Mix fur die Amplifikation und Detektion von MDM2
9,6 ul H,O

2,4 ul MgCl, (25 mM)

1,0 pl forward Primer mdm2_S (10 uM)
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1,0 ul reverse Primer mdm2_R (10 uM)

1,0 pl Hybridisierungssonde mdm2_FL (4 uM)

1,0 pl Hybridisierungssonde mdm2_LC (4 uM)

2,0 ul FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix)
2,0 ul cDNA

Mix fur die Amplifikation und Detektion von ALAS

11,6 pl H,O

2,4 ul MgCl, (25 mM)

2,0 ul h-ALAS Detection Mix

2,0 ul FastStart DNA Master Hybridization Probes (Enzymmix)
2,0 ul cDNA

Zur Normalisierung der Spiegel der Ziel-cDNA auf die Menge von ALAS-cDNA wurde die LightCycler® Re-
lative Quantification Software verwendet.

2.6.8 Proteinanalytik

2.6.8.1 Gewinnung von Zelllysaten fur die Proteinan  alytik

Zur Gewinnung von Lysaten fir die anschlieRende Proteinanalytik wurden die Zellen nach der jeweiligen
Behandlung ein- bis zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, dann wurde ein kleines Volumen eiskalten
Lysepuffers zugegeben (30-60 pl pro Well einer 6-Well-Platte). Im Fall von Proben, die fir eine Analyse
von Cholinkinase per Western Blot bzw. Enzymaktivitdtsmessung bestimmt waren, wurde der als ,Lysepuf-
fer Labor Lacal“ bezeichnete Puffer (s. 2.1.3.6) verwendet. Die Ubrigen Lysate wurden mit Hilfe des ,NP40-
Lysepuffers* hergestellt.

Die Platten wurden 15-20 min auf Eis belassen, dann wurden das Lysat unter Verwendung eines Zellscha-
bers gesammelt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall tberfihrt. Nach 20 min Zentrifugation bei 14.000 rpm

und 4°C wurde die fliissige Phase vom Pellet abgetrennt und bei -20°C gelagert.

2.6.8.2 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay Reagent Kits ermittelt.
Die Quantifikation beruht auf der durch Proteine vermittelten Reduktion von Cu®*- zu Cu*-lonen in alkali-
scher Umgebung. Cu” bildet mit dem Reagenz Bicinchoninsaure (BCA) einen violett gefarbten Komplex,
der photometrisch bei 562 nm detektiert werden kann.

Als Referenz diente eine Verdinnungsreihe des im Kit enthaltenen BSA-Standards zu den Konzentratio-
nen 200, 120, 80, 40, 20, 10, 5 und 2,5 ug/ml. Fur die Leerwerte wurde H,O verwendet.
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Die Proben wurden in geeigneter Weise mit H,O verdinnt, meist im Verhaltnis 1:150. Die Reaktion wurde
gemal’ Herstellerprotokoll in 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Nach 60 min Inkubation bei 37°C wur-
de die Absorption im Spektrophotometer Spectrafluor Plus gemessen (Messwellenlange 562 nm, Referenz-
wellenlange 690 nm).

Von den Messwerten der Proben und Proteinstandards wurde jeweils die Absorption der Leerwerte abge-
zogen. Es wurde eine Standardgerade erstellt und aus dieser die Konzentration der Proteinlysate errech-

net.

2.6.8.3 Gelelektrophorese und Western Blot

Die Detektion und Quantifizierung der untersuchten Proteine erfolgte durch SDS-Gelelektrophorese und
nachfolgenden Western Blot.

Fur die Gelelektrophorese wurde das XCell-System von Invitrogen verwendet. Die Lysate wurden mit H,O
auf identische Proteinkonzentrationen verdinnt, mit NUPAGE LDS Sample Buffer und Sample Reducing
Agent gemischt und 10 min auf 70°C erhitzt. Sodann wurden sie auf NUPAGE-Gele (10 % oder 4-12 %
Bis-Tris) aufgetragen. Als GrolRenreferenz wurden der High-Range Rainbow- und der MagicMark-Standard
in den Randspuren des Gels aufgetragen (jeweils 5-10 ul). Die Gelelektrophorese wurde gemal Herstel-
lerangaben in MOPS SDS-Laufpuffer durchgefiihrt. Die Spannung betrug 200V, ein Gellauf dauerte ca.
40 min.

Zur Vorbereitung des anschlieBenden Western Blots wurde die PVDF-Membran ca. 30 sec in Methanol
eingelegt und dann mind. 3 min lang in Transferpuffer aquilibriert. Bei Verwendung einer Nitrozellulose-
Membran wurde diese kurz mit H,O benetzt und mind. 10 min lang in Transferpuffer eingelegt. Die Blotting
Pads wurden in Transferpuffer getrankt, ebenso die Filterpapiere. Pads, Filterpapiere, Gel und Membran
wurden im XCell 1l Blot-Modul zu einem ,Sandwich” zusammengesetzt. Der Transfer erfolgte bei 30V und
max. 170 mA Uber eine Dauer von 2 h.

Im Anschluss wurde die Membran mehrfach in NET-Puffer mit 0,25 % Gelatine gewaschen und im gleichen
Puffer ca. 1 h unter Schiitteln bei Raumtemperatur blockiert. Der Puffer aus 0,25 % Gelatine in NET diente
auch zur Verdinnung der Antikérper. Die Membran wurde mit ca. 3 ml der Primarantikérperlésung in Folie
eingeschweif3t und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlief3end wurde sie unter mehrfachem Pufferwechsel
ca. 1 h lang gewaschen, danach mit der Sekundarantikérperlésung 45 min lang inkubiert und erneut gewa-
schen. Zur Detektion wurden die Luminol/Enhancer-Losung und die Peroxid-Losung aus dem Lumi-
Light™S Western Blotting Kit zu gleichen Teilen gemischt und 1-2 ml auf die Membran aufgetraufelt. Nach
2-3 min Inkubation unter Lichtschutz wurde Uberschissige Flussigkeit entfernt und die Membran in Folie

eingeschweil’t. Das Chemilumineszenzsignal wurde am Lumi-Imager F1 Geréat aufgenommen.
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Die Antikérper wurden in den folgenden Verdinnungen eingesetzt:

B-Actin (AC-15) 1:5.000
Cholinkinase polyklonal 1:5.000
MDM2 (SMP14) 1:200
p53 (DO-1) 1:500
Phospho-p53 (Serl5) 1:1.000

Anti-Mouse IgG-POD (Lumi-Light™"° Kit) ~ 1:400
Anti-Rabbit IgG-POD (Lumi-Light™"® Kit) ~ 1:2.000
Anti-Mouse Shp X Ms IgG-HRP (AQ328P) 1:10.000

2.6.8.4 Messung der Enzymaktivitat

Die Analyse der Enzymaktivitat von Cholinkinase in Lysaten siRNA-transfizierter Zellen und Kontrollzellen
wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Juan Carlos Lacal am Instituto de Investigaciones Biomédicas in
Madrid von Monica Bafnez-Coronel durchgefihrt. Hierbei wurde die in [3] unter ,Ex vivo assays of choline
kinase activity“ beschriebene Methode verwendet. Die relative Enzymaktivitdt von Cholinkinase (Achok)
wurde als Quotient aus der Menge an Phosphorylcholin (PCho) und der Gesamtmenge an PCho und Cho-

lin (Cho) ausgedrickt:

PCho

Ao = PCho + Cho
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2.7 Analyse der Genexpressionsdaten

2.7.1 Einfuhrung

Bei den GeneChip® Arrays der Firma Affymetrix handelt es sich um DNA-Oligonukleotidchips, die photoli-
thographisch hergestellt werden. Die auf der Chipoberflache befindlichen Oligonukleotidsonden (Probes)
sind 25 Basen lang und in quadratischen Feldern mit 18 uM Kantenlange angeordnet, die als Features be-
zeichnet werden. Die Sequenz der Probes ist komplementar zu der fur die Hybridisierung verwendeten
markierten Antisense-cRNA, hat selbst also Sense-Orientierung. Neben jedem Feature mit exakt komple-
mentaren 25meren, dem sog. Perfect Match, liegt ein Feature mit einem zentralen Basenaustausch in der
Oligonukleotidsequenz. Dieser Mismatch dient als Kontrolle flr unspezifische Kreuzhybridisierungen und
bildet zusammen mit dem Perfect Match ein Probe Pair. Je 11 Uber den gesamten Chip verteilte Probe
Pairs, die verschiedene Sequenzabschnitte der Ziel-cRNA abdecken, bilden ein Probe Set. Die Auswahl
der Sequenzen basiert auf der Datenbank Unigene, welche geclusterte Gen- und mRNA-Sequenzen ent-
halt. Aus diesen leitet der Affymetrix-Algorithmus Probe Sets ab, die einerseits mdglichst spezifisch fur das
jeweilige Transkript sind, andererseits mdglichst nah am 3’-Ende liegen, damit auch bei vorzeitigem Ket-
tenabbruch wahrend der reversen Transkription noch eine verlassliche Detektion mdglich ist.

Jedes Probe Set reprasentiert eine mRNA, wobei fir zahlreiche Gene mehrere Probe Sets auf dem Chip
vorhanden sind. Dafir sind mehrere Szenarien verantwortlich: Haufig existieren fur ein Gen mehrere Uni-
gene-Subcluster mit geringen Abweichungen, z.B. alternativen PolyA-Enden, fur die der Affymetrix-
Algorithmus jeweils ein Probe Set generiert hat. Teilweise liegen auch Spleivarianten zugrunde, wobei es
eher selten vorkommt, dass verschiedene Probe Sets fiir jeweils eine Spleil3variante eines Gens spezifisch
sind. Stattdessen erfasst haufig ein Probe Set eine spezifische Spleivariante und die tUbrigen detektieren
alle oder mehrere mogliche Isoformen. Mitunter sind Probe Sets vorhanden, die mehrere Mitglieder einer
Genfamilie mit ausgepragter Sequenzhomologie detektieren; in solchen Fallen existieren haufig noch ein
oder mehrere weitere Probe Sets, die fir ein Gen dieser Familie spezifisch sind.

Der in allen beschriebenen Genexpressionsexperimenten verwendete Chiptyp HG-U133A (Human
Genome U133A) basiert auf der Unigene-Ausgabe 133 und enthalt mehr als 22.000 Probe Sets, die ca.
13.000 gut annotierte Gene reprasentieren.

Die Detektion der wahrend der Hybridisierung gebundenen biotinmarkierten cRNA beruht auf der Biotin-
Streptavidin-Interaktion. Man verwendet ein Konjugat von Streptavidin mit dem Fluoreszenzfarbstoff
R-Phycoerythrin, welcher im Scanner durch Laserlicht angeregt wird und Fluoreszenzstrahlung emittiert.
Die aufgezeichneten Signale dienen als Grundlage fiir die anschlieBende Quantifizierung jedes Probe Sets
und fur die Beurteilung, ob ein Transkript verlasslich detektiert wurde. In die Berechnung wird die Intensitét

der Fluoreszenzsignale aller Probes (Perfect Match und Mismatch) eines Probe Sets einbezogen, ebenso
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Signalrauschen und Hintergrund. Details der Berechnungsmethode sind der Dokumentation der Affymetrix-

Software zu entnehmen.

2.7.2 Beurteilung der Chipqualitat

Die Qualitat eines Chips wurde anhand mehrerer Parameter beurteilt, die Uber den Erfolg der Hybridisie-
rung, das Signal-Rausch-Verhéltnis und fabrikations- oder bedienungsabhangige Artefakte Auskunft geben.
Die hierzu innerhalb der Affymetrix-Software zur Verfigung stehenden Parameter sind im Einzelnen:

- Noise (Rauschen): Sollwert < 10

- Background Avg (Hintergrund, gemittelt): Sollwert < 200

- Number Present (Prozentsatz der verlasslich detektierten Probe Sets): Sollwert = 30 %

Diese Parameter waren stets erfillt.

Zusatzlich wurde jedes nach dem Scannen erzeugte Bild der fluoreszenzmarkierten Chipoberflache visuell
auf Flecken und Kratzer hin inspiziert. Hatten diese eine inakzeptable Grof3e (mehr als ca. 20 Features be-
troffen), wurde der Chip nicht in die nachfolgende Analyse aufgenommen. AulRerdem wurde visuell Uber-
pruft, ob das von der Affymetrix-Software erzeugte Gitter, auf dem die Zuordnung der Features zu den

Probe Sets beruht, korrekt gelegt war. Wenn dies nicht der Fall war, wurde seine Lage berichtigt.

2.7.3 Beurteilung der RNA-Qualitat

Auf den Affymetrix GeneChip® Arrays sind Probe Sets enthalten, die eine Beurteilung der RNA-Qualitét
hinsichtlich des Anteils an langen cRNA-Spezies ermdglicht, die bis in den 5-Bereich der zugehbrigen
MRNA reichen. War die Ausgangs-RNA bereits teilweise verdaut und lag in Fragmenten vor, entstehen bei
der Reversen Transkription, die ja vom 3'-PolyA-Ende ausgeht, nur kurze cDNA-Strénge, die in die ent-
sprechenden kurzen cRNAs transkribiert werden. Liegen die Oligonukleotidsequenzen eines bestimmten
Probe Sets relativ weit vom 3’-Ende der mRNA entfernt, ist es wahrscheinlich, dass das entsprechende
Transkript nicht mehr detektiert bzw. korrekt quantifiziert werden kann, sofern die Ausgangs-RNA degra-
diert war.

Als Kontrolle fur dieses Phanomen dienen zwei Housekeeping-Gene (GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phos-
phatdehydrogenase) und [3-Actin), fir die auf den Chips sowohl Probe Sets im 3’- als auch im 5’-Bereich
der mRNA vorhanden sind. Die gemessenen Signalhthen von 3'- und 5’-Probe Set werden zueinander ins
Verhaltnis gesetzt und in Form der sog. 3'/5’-Ratio angegeben.

Im Idealfall liegt der Wert der 3'/5'-Ratio bei 1, d. h. der 5’-Bereich der mRNA ist ebenso stark reprasentiert
wie der 3'-Bereich. Werte unterhalb von 2 sind als hervorragend, unterhalb von 5 als akzeptabel einzustu-

fen.
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Wie bereits erwahnt, kann der Test3-Chip verwendet werden, um die RNA-Qualitat einzuschéatzen, bevor
die Probe auf den groBeren und kostspieligeren HG-U133A-Chip aufgetragen wird. Bei den anfanglichen
Versuchen wurden die Proben vorab auf Test3-Chips hybridisiert, aufgrund der gleichbleibend hohen RNA-
Qualitat wurde in den folgenden Experimenten auf ihren Einsatz verzichtet.

Samtliche dieser Dissertation zugrunde liegende Chips erreichten 3'/5’-Ratios unterhalb von 5, die meisten

von ihnen Werte unter 2.

2.7.4 Datenauswertung mittels RACE-A

2.7.4.1 Ubersicht

Das nach dem Scannen der Chips erhaltene Affymetrix-Dateiformat (.chp) wird in die Roche-interne Soft-
ware RACE A geladen und kann auf vielfaltige Art und Weise weiter analysiert werden.
Die wesentlichen Schritte der Datenauswertung, die mittels RACE A durchgefiihrt wurden, waren folgende:
- Normalisierung der Signalintensitaten innerhalb jedes Chips: Hierbei wurde stets auf den Median
aller Signale eines Chips normalisiert.
- Zusammenfassung von biologischen Replikaten in sog. Conditions
- Vergleich der Conditions mit derjenigen Condition, die die zugehdérigen Kontrollchips (generiert aus
unbehandelten bzw. mock- oder mit Negativkontroll-siRNA transfizierten Proben) enthalt (Baseline)
- Filtern der Daten, um verlasslich detektierte und gleichzeitig zwischen Behandlung und Kontrolle

signifikant veranderte Signale zu identifizieren

2.7.4.2 Wichtige Parameter der RACE-A-Analyse

- Signal: normalisierte Signalh6he eines Probe Sets
- Signal-Mittelwert: Mittelwert der Signale eines Probe Sets auf verschiedenen Chips einer Condition
- Call: Mal3 fur die Detektierbarkeit eines Probe Sets
- Call = 0,5: wird als present Call bezeichnet und besagt, dass das dem Probe Set zugehdrige
Transkript verlasslich detektiert wurde
0,35 < Call < 0,5: wird als marginal Call bezeichnet
Call < 0,35: wird als absent Call bezeichnet
Sowohl marginal als auch absent Call bedeuten, dass das dem Probe Set zugehdrige Transkript
nicht verlasslich detektiert wurde. Sie kénnen fir die Auswertung zusammengefasst werden.
- Change factor: gibt an, um welchen Faktor sich das Signal eines Chips bzw. der Signal-Mittelwert
einer Condition gegeniiber der Kontrolle (Baseline) geéandert hat.
Der Change factor wird folgendermalRen berechnet (die Angabe erfolgt fir Conditions, ist jedoch
auf Einzelchips ubertragbar):
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Condition(behande)t_1

im Fall einer Erhéhung des Signals gegenuber der Baseline: -
Baselint

3 Baseline
Condition(behande)t

im Fall einer Reduktion des Signals gegenliber der Baseline:

Die Subtraktion oder Addition von 1 dient der Erzeugung eines kontinuierlichen Ubergangs der Zah-
lenwerte des Change factors von den reprimierten zu den induzierten Signalen. Ohne diese Korrek-
tur bestiinde ein Sprung zwischen den Zahlenwerten -1 und +1, dazwischenliegende Werte waren

bedeutungslos. Durch die mathematische Korrektur wird diese Liicke geschlossen.

Beispiele zur Bedeutung des Change factors:
+2 — Signal liegt beim Dreifachen des Kontrollwerts
+1 — Signal liegt beim Doppelten des Kontrollwerts
0 — Signal entspricht exakt dem Kontrollwert
-1 — Signal liegt bei der Halfte des Kontrollwerts

-2 — Signal liegt beim Drittel des Kontrollwerts

2.7.4.3 Standardfilterkriterien

Das Ziel der Auswertung ist es, einerseits mdglichst alle nach einer bestimmten Behandlung differenziell
exprimierten Gene zu erfassen, also die Zahl der falsch-negativen Ergebnisse auf ein Minimum zu reduzie-
ren, andererseits aber auch falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden, indem nur verlasslich detektierte
Signale und robuste Anderungen einbezogen werden. Zu diesem Zweck wurden die Datensétze in einem

mehrstufigen Prozess gefiltert, der im Folgenden kurz umrissen werden soll:

- Filtern auf ausreichende Signalintensitat und verlassliche Detektion:
Aus Erfahrungswerten, die aus einer Vielzahl von Chipexperimenten stammen, liel3 sich ableiten,
dass Signale mit einem Intensitatswert < 50 haufig nicht mehr verlasslich detektiert werden. Diese
Signale wurden aus der Analyse ausgeschlossen.
AulRRerdem steht mit dem Call ein weiterer Parameter zur Verfligung, der angibt, mit welcher Wahr-
scheinlichkeit das detektierte Signal tatsachlich auf der sequenzspezifischen Hybridisierung des ge-
wilnschten Transkripts beruht. Nur Signale mit einem present Call wurden in die Auswertung auf-
genommen®.

- Filtern auf Homogenitat der Replikate:
In jedem Versuch wurden biologische Replikate aller Behandlungen angesetzt, entweder Duplikate

oder Triplikate. Vergleicht man nur die Mittelwerte der Signale dieser Replikate, indem man sie in

“ Dieses Kriterium bedeutet nicht notwendigerweise, dass ein Transkript sowohl auf den Chips der Kontrollproben als auch der behandelten Proben
present sein muss. Im Fall einer Induktion ist es ausreichend, wenn die behandelten Proben einen present Call liefern, im Fall einer Repression
muss das Transkript auf den Kontrollchips present sein.
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Conditions zusammenfasst, lauft man Gefahr, Artefakte zu erfassen, die vermeintlich differenziell
exprimiert sind, in Wirklichkeit aber aus groRen Streuungen zwischen den Replikaten bzw. Ausrei-
Bern resultieren. Deshalb wurde zunachst jeder Chips einzeln mit jedem einzelnen Kontrollchip
verglichen. Neben den oben beschriebenen Kriterien fir Signal und Call wurde hierbei gefordert,
dass in jedem dieser Einzelvergleiche eine Veranderung der Signalh6he um mind. 50 % (entspre-
chend einem Change factor von = 0,5 bzw. < -0,5) vorlag, also der Transkriptlevel auf das 1,5fache
angestiegen oder auf das 0,67fache reduziert war.

Filtern auf ausreichende Veranderung der Signalintensitat:

Ebenfalls aus Erfahrungswerten konnte abgeleitet werden, dass eine Anderung der Signalhthe um
den Change factor +/-0,5 fir die Einzelvergleiche zwar ein sinnvoller Schwellenwert ist, fir den
Vergleich der gemittelten Replikate in Form von Conditions jedoch strengere Kriterien zugrunde ge-
legt werden sollten, um ausreichend robuste und reproduzierbare Daten zu generieren. Als geeig-
net erwies sich hierfir ein Change factor von +/-0,75. Dieser entspricht einer Erhéhung des
Transkriptlevels auf das 1,75fache bzw. einer Erniedrigung auf das 0,57fache im Vergleich zur Kon-

trolle.

Wenn im Ergebnisteil von ,Standardfilterkriterien” die Rede ist, so wurde obiger Filterprozess angewendet.

Beim Vergleich unterschiedlicher Behandlungen, beispielsweise verschiedener Zytostatika oder siRNAs

gegen dasselbe Target, wurden aus den nach obigem Filterschema erhaltenen Genen Schnittmengen ge-

bildet.

2.7.4.4 Filterkriterien fur substanzspezifische Eff  ekte

Darlber hinaus wurde bei der Analyse der Zytostatikadaten gezielt nach solchen Genen gesucht, die nur

durch eine bestimmte Substanz deutlich dereguliert wurden, von den Ubrigen aber weitgehend unbeein-

flusst blieben. Zu diesem Zweck wurden folgende Filterkriterien angelegt:

signifikante Veranderung durch die jeweils untersuchte Substanz:

gemalR den bereits dargestellten Kriterien, d. h. Signal = 50, present Call, homogene Replikate,
Change factor = 0,75 bzw. <-0,75

keine nennenswerte Veranderung durch die anderen Substanzen:

Im Fall einer Induktion durch die untersuchte Substanz wurde bei den anderen Substanzen gefor-
dert, dass sie einen Change factor < 0,5 haben und/oder absent sein missen. Im Fall einer Repres-
sion durch die untersuchte Substanz mussen die anderen einen Change factor > -0,5 aufweisen.

Gene, die die Filterkriterien in puncto Signalhéhe und/oder Change factor nicht erfillten, fielen zwar aus

der Basisanalyse heraus, wurden aber, sofern sie in einen biologischen Kontext mit anderen deregulierten
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Genen eingeordnet werden konnten, daraufhin untersucht, ob sie eine Tendenz in die vermutete Richtung

(Induktion bzw. Repression) zeigten.

2.7.5 Hierarchisches Clustern und Darstellung in Hat Maps

Die Affymetrix-Daten wurden innerhalb der Software Spotfire mit Hilfe eines hierarchischen Clusteralgo-
rithmus analysiert, welcher auf dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson basiert. Dadurch kénnen ggf.
Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Genen, d. h. ahnliche Expressionsmuster tber verschiedene Pro-
ben hinweg, identifiziert werden®. Die Ergebnisse des Clustervorgangs kénnen in Form eines sog. Heat
Maps dargestellt werden, in dem farblich gekennzeichnet ist, ob ein Signal im Vergleich zum Durchschnitt

aller Signalwerte dieses Gens erhoht oder erniedrigt ist. Abb. 2-2 zeigt dies anhand eines Beispiels.

Abb. 2-2: Beispiel eines Heat Maps als Resultat des hiera  rchi-
schen Clusterns in Spotfire.
Jede Affymetrix Probe Set ID wird durch eine Zeile in der Heat Map

reprasentiert, jeder Chip durch eine Spalte. Die Chips sind in diesem

Beispiel mit A, B, C etc. bezeichnet. Die Farbgebung spiegelt die rela-

tive Expressionshdhe wieder, mit steigender Signalh6he wechselt die

Farbe von griin Gber schwarz bis nach rot. Die Skalierung wird auto-
matisch so gewahlt, dass bei jedem Probe Set die volle Farbpalette
ausgenutzt wird. Auf der linken Seite befindet sich das zugehdrige
Dendrogramm, das die Ahnlichkeit der Probe Sets in ihrem Expres-
sionsmuster Uber die verschiedenen Chips hinweg in Form von Ver-

wandtschaftsbeziehungen wiedergibt.

ToUdounun T i<y IEzoo om

2.7.6 Funktionelle Analyse der deregulierten Gene

Um Informationen Uber die biologischen Funktionen der differenziell exprimierten Gene zu erhalten, wur-
den intensive Recherchen in den folgenden Datenbanken des National Centers for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) der National Library of Medicine (NLM) durchgefihrt:

- Entrez Gene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene)

- OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/)

- Entrez PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed),

von dort aus Zugriff auf die Primarliteratur

® Der Clusteralgorithmus wurde nur auf die Probe Sets angewendet und nicht auf die Chips, weshalb deren Ahnlichkeit nicht in Form eines

Dendrogramms dargestellt ist.
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Zudem wurden die aus den Affymetrix-Analysen erhaltenen Datensétze mittels der Software Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) ausgewertet, die basierend auf einer Datenbank — der Ingenuity Pathways Know-
ledge Base — hiologische Zusammenhange zwischen den eingegebenen Genen herstellt und diese in
Form von Netzwerken visualisiert. Die Datenbank geht teils auf manuelle Eingabe, teils auf automatisierte

Extraktion von Informationen aus wissenschaftlichen Publikationen zahlreicher Journale zurick.
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3 Ergebnisse und theoretischer Hintergrund

3.1 Das p53-MDM2-Netzwerk

Vor der Darstellung der im Rahmen dieser Doktorarbeit erzielten Ergebnisse wird eine kurze Einfiihrung
zum Tumorsuppressor p53°, seinen Effektoren und seinem funktionellen Gegenspieler MDM2 gegeben.
Dies soll dem besseren Versténdnis der Effekte dienen, die sich nach Behandlung der Zellen mit Zytosta-
tika, spezifischen Inhibitoren und siRNAs beobachten lassen, da das p53-MDM2-Netzwerk flr diese Reak-

tionen von groRer Bedeutung ist.

3.1.1 p53 als Transkriptionsfaktor und proapoptoticher Effektor

Dem Tumorsuppressor p53 kommt sowohl beim Selbstschutz normaler Zellen gegen DNA-Schadigung
und gegen maligne Transformation als auch in der zellularen Antwort auf antitumorale Therapien eine ent-
scheidende Rolle zu.

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der nach Tetramerisierung und Aktivierung eine Vielzahl von Genen durch
direkte Bindung an ein p53-Response-Element (Abb. 3-1) transaktiviert, jedoch auch reprimierende Wir-
kung auf die Expression diverser Zielgene austben kann. Fur letzteres werden verschiedene Mechanis-
men diskutiert, wozu die Verdradngung anderer, aktivierender Transkriptionsfaktoren von ihren Bindungs-
stellen in den entsprechenden Promotoren, die hemmende Interaktion mit Komponenten der Transkrip-

tionsmaschinerie und die Kooperation mit transkriptionellen Repressoren wie SIN3A gehoren [1, 2].

5-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy...(0-13 bp)...PUPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPYy -3’

Abb. 3-1: Die Consensussequenz der Bindungsstellen von p53 in Pro motoren und Introns seiner Zielgene.
Die beiden Wiederholungen des 10 bp langen Abschnitts kdnnen durch einen Abstandshalter mit einer Ldnge von bis zu 13 bp getrennt sein. Ab-

kiirzungen: Pu = Purin, Py = Pyrimidin, bp = Basenpaar. [3]

Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass p53 neben seiner Rolle als Transkriptionsfaktor auch eine unmittel-
bare proapoptotische Funktion erfillt. Es kann zu den Mitochondrien wandern und dort Gber eine Interak-
tion mit den antiapoptotischen BCL2-Familienmitgliedern BCL-xL und BCL2 die Permeabilitat der &uf3eren

Mitochondrienmembran erhdhen und die Freisetzung von Cytochrom ¢ auslésen [4, 5].

® Fur die Bezeichnung von Genen und Proteinen werden i. A. die offiziellen Symbole gemaB der Nomenklatur der HUGO (Human Genome Organi-
zation) verwendet, Stand 03/2005. Wenn jedoch eine andere Bezeichnung wesentlich gebrauchlicher ist und das offizielle Symbol eher verwirrend
ware, wird die gangige Bezeichnung verwendet, z. B. p53 anstelle von TP53 oder p21 anstelle von CDKN1A. Zudem werden teilweise griechische
Buchstaben in den Gensymbolen verwendet, auch wenn diese im offiziellen Symbol durch lateinische Buchstaben ersetzt sind, z. B. TNFa anstelle
von TNFA.
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3.1.2 Mutationen von p53 in humanen Tumoren

Mindestens 50 % aller humanen Tumoren besitzen kein Wildtyp-p53-Protein mehr [2]. Somit ist p53 das
am haufigsten in Tumoren inaktivierte Protein [6]. Der Verlust von funktionsfahigem p53-Protein beruht in
der Mehrzahl der Falle auf einem sog. Loss of heterozygosity des p53 kodierenden TP53-Gens, d. h. ein
Allel ist durch Deletion des betreffenden chromosomalen Abschnitts oder des ganzen Chromosomenarms
(17p) verloren gegangen und das zweite Allel wurde durch eine inaktivierende Mutation, in der Regel einer
einzelnen Base, verandert. In ca. 95 % der Falle betrifft eine solche Punktmutation die DNA-bindende zen-
trale Region von p53 und fuhrt dort zu einem Aminosaure-Austausch, wodurch die transaktivierenden und
vermutlich auch die transreprimierenden Eigenschaften beeintrachtigt oder zerstort werden [2]. Eine Uber-

sicht Uber die Struktur des p53-Proteins und seine funktionellen Domanen ist in Abb. 3-2 gezeigt.

[E300rceR [Rociiion
Ubiquitylation
175 248 273 282
[ 245— 249 |
- | 0
Lokl | ] | I | | bl |
Mutation rate . . .
) Py ik - Abb. 3-2: Das p53-Protein und seine funktionellen
1.7% 95.1% 3.2% Domanen.
[ Transactivation [ Sequence-spacific DNA binding Die Prozentsatze geben die Haufigkeit der Mutatio-
== Muclear export signals B Nuciear-localization signals . . - . o
| == Proline rich [ Oligomerzation nen in den jeweiligen Regionen an. Etwa 28 % aller
Mutationen betreffen die sechs explizit eingezeichne-
Nature Reviews | Cancer ten Aminosaurereste. [2]

Meist wird infolge einer Mutation ein nicht-funktionelles p53-Protein mit erhohter Stabilitéat gebildet. Diese
Steigerung der Stabilitat rihrt daher, dass das mutante p53 nicht mehr in der Lage ist, die Expression sei-
nes naturlichen Gegenspielers MDM2 zu induzieren (s. 3.1.4). Seltener geht das p53-Protein komplett ver-
loren oder aber es entstehen dominant-negative p53-Formen, die ein gegebenenfalls noch vorhandenes
Wildtyp-p53-Protein oder die anderen p53-Familienmitglieder p63 und p73 durch Oligomerisierung inakti-
vieren. Dartber hinaus wurden sog. Gain-of-function-Mutationen von p53 beschrieben, aufgrund derer die
Zelle einen spezifischen Wachstumsvorteil erhélt [7, 8]. Dies kénnte u. a. darauf beruhen, dass das mu-
tante p53-Protein nur noch einen Teil seiner nativen Targets transkriptionell regulieren kann, dass es vdllig
neue Targets transaktiviert oder die Fahigkeit erlangt, mit p63 und p73 zu interagieren und deren Funktio-
nen zu hemmen. Aufgrund derartiger Mechanismen kdnnen Gain-of-function-Mutanten von p53 aktiv zur
Tumorigenese beitragen [2, 7].

In den Tumorzellen, die Wildtyp-p53-Protein exprimieren, lassen sich haufig andere Mechanismen nach-
weisen, mit denen die antitumorigene Wirkung von p53 abgeschwacht oder ausgeschalten wird. Diese
kénnen sowohl upstream (z. B. inadaquate Aktivierung von p53) als auch downstream (z. B. Defizienz in

der Caspasekaskade, die zur Exekution der Apoptose fiihrt) von p53 liegen [7].
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3.1.3 Biologische Wirkungen von p53 und seinen Zgloteinen

Die biologischen Funktionen der transkriptionellen Targets von p53 sind heterogen, lassen sich aber haufig
in Einklang mit Schutzmechanismen bringen, die unter Stressbedingungen wie z. B. Serumentzug, Aktivie-
rung von Onkogenen und DNA-Schadigung in Gang gesetzt werden. p53 kann unterschiedliche Reaktio-

nen der Zelle auf solche Stressoren auslésen. Dies ist schematisch in Abb. 3-3 dargestellt.

Nature Reviews | Cancer

Abb. 3-3: Die p53-vermittelte Stressreaktion.

Durch zellulare Stressoren wie DNA-Schéden, aktivierte Onkogene, Hypoxie, Ribonukleotidmangel oder Telomerverkiirzung wird p53 aktiviert,
transloziert in den Nukleus und vermittelt dort die Expression bzw. Repression seiner transkriptionellen Targets. Dies kann verschiedene Reaktio-
nen ausldsen: Apoptose, Zellzyklusarrest in der G1- oder G2-Phase, DNA-Reparatur, Differenzierung oder Seneszenz. [9]

Als zentraler Vermittler des p53-abhéngigen Zellzyklusarrests am Ubergang von der G1- in die S-Phase
gilt das p21-Protein. Es inhibiert die Komplexe aus verschiedenen Cyclinen und der cyclinabhangigen Ki-
nase CDK2 und verhindert dadurch die inaktivierende Phosphorylierung von RB, dem Retinoblastom-Pro-
tein, und die Progression in die S-Phase [10, 11]. Dartber hinaus ist p21 an der Regulation des G2-Check-
points beteiligt [12] und wird auch fur die Induktion eines seneszenzartigen Phanotyps mitverantwortlich
gemacht [13, 14]. Das 14-3-30-Protein, auch bekannt als Stratifin, ist ein weiteres p53-induzierbares Tar-
get und ist Bestandteil der G2-Checkpoint-Maschinerie. Die Erhéhung der Expression von 14-3-3a vermit-
telt einen G2-Arrest [11]. GADD45A spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur und beim Zellzyklusarrest am
G2/M-Ubergang [15].

Wichtige p53-induzierbare Targets, die an der Induktion und Exekution der Apoptose beteiligt sind, sind
NOXA, PUMA, BAX, die sog. Todesrezeptoren (death receptors) DR5 und FAS und viele andere mehr [7].
Auch die reprimierenden Wirkungen von p53 auf die Transkription des proliferationsférdernden Transkrip-
tionsfaktors MYC und des Apoptosehemmers Survivin tragen zum Wachstumsarrest oder zum Zelltod bei
[7, 16].

Welches der alternativen Programme durch p53 ausgeltst wird, scheint von der Art und dem Ausmalf3 der

Schadigung der Zelle und mdoglicherweise auch von externen Stimuli, die von benachbarten Zellen oder
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Immuneffektorzellen ausgehen, abzuhangen. Lasst sich beispielsweise nach einem durch p53 vermittelten
Zellzyklusarrest eine Schadigung der DNA nicht durch DNA-Reparaturmechanismen beheben, wird die
Zelle mit hoher Wahrscheinlichkeit durch p53-abhéngige Apoptose eliminiert.

Man geht davon aus, dass posttranslationale Modifikationen von p53, insbesondere Phosphorylierung an
verschiedenen Serinresten, aber auch Acetylierung, Dephosphorylierung, Glykosylierung etc., wesentlich
mitbestimmen, welche Stressantwort durch das Tumorsuppressorprotein hervorgerufen wird. Diese Modifi-
kationen werden z. B. durch die Checkpointkinasen ATM (ataxia telangiectasia mutated), CHK1 und CHK2
katalysiert [7]. Ein anderes Modell besagt, dass sich in verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Satze von
p53-Targets in aktiven Chromatinregionen befinden. AuRerdem wird vermutet, dass das Vorhandensein
transkriptioneller Kofaktoren grol3en Einfluss darauf hat, welche Untermengen seiner potenziellen Targets

p53 zu regulieren vermag [17].

3.1.4 Regulation der p53-Aktivitat

Normalerweise liegt das p53-Protein in der Zelle in niedriger Konzentration vor. Nach Stressexposition
kommt es zu einem voribergehenden Anstieg der Menge an p53-Protein, wahrend die mRNA-Spiegel
gleich bleiben. Die Zunahme der Proteinkonzentration erklart sich aus einer Verlangerung der Halbwerts-
zeit von p53, die unter Normalbedingungen bei etwa 10—20 min liegt. Vermittelt wird die erhdhte Stabilitat
im Wesentlichen durch die bereits angesprochenen Modifikationen. Diese stéren die Interaktion von p53
mit antagonistisch wirkenden Proteinen, welche sonst seine Funktion beeintrachtigen und seinen Abbau
fordern. Der zentrale Gegenspieler von p53 ist das MDM2-Protein (s. 3.1.6 ff.).

Die posttranslationalen Modifikationen kdnnen zusatzlich aber auch direkt die Aktivitat von p53 als
Transkriptionsfaktor fordern, indem sie z. B. seine DNA-bindenden Eigenschaften verstarken.

Daneben werden weitere Mechanismen fiir die Aktivierung von p53 diskutiert, z. B. Interaktion mit anderen
Proteinen wie der Acetyltransferase p300/CBP (CREB-binding protein) und Bindung an einzelstrangige
DNA [2, 7].

Die Vorteile dieser Regulation auf posttranslationaler Ebene gegeniiber einem transkriptionellen Prozess
liegen in der hohen Geschwindigkeit und Flexibilitat, mit der auf schadigende Einfliisse reagiert werden
kann, und in der Mdglichkeit, die Aktivierung von p53 auch sehr schnell wieder riickgangig machen zu kon-
nen [11]. Zudem kann die Funktion von p53 auch uUber die Kontrolle seiner subzellularen Lokalisation be-
einflusst werden [2].

Vermutlich kennt man erst einen Teil der p53-modifizierenden und -aktivierenden Effektoren. Es existieren
widerstreitende Befunde, welche von ihnen unter welchen (Stress-)Bedingungen in vivo tatsachlich wich-
tige Rollen spielen [11]. Ausfihrliche Diskussionen dieses Themengebiets finden sich u. a. in [2, 7, 11].
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3.1.5 p53 und Zytostatika

In zahlreichen Publikationen wird beschrieben, dass chemotherapeutische Wirkstoffe — ebenso wie ionisie-
rende Strahlung — die Induktion und Aktivierung von Wildtyp-p53-Protein herbeiftihren. Dies gilt fir direkt
DNA-schadigende Agenzien wie beispielsweise Alkylanzien (z.B. Cisplatin), indirekt DNA-schadigende
Wirkstoffe wie Topoisomerasehemmer (z.B. Adriamycin, Camptothecin) und auch fir Mikrotubuli-
Inhibitoren (z. B. Taxol, Vincaalkaloide). Je nach Zelltyp, Ausmal® der Schadigung und weiteren Faktoren
kénnen diese Substanzen zum p53-abhéngigen Zellzyklusarrest oder zur Apoptose fiihren.

Allerdings sind Zytostatika in der Lage, auch in Tumorzellen mit mutantem p53-Protein das Wachstum zu
hemmen oder Apoptose einzuleiten. Die Zelle verfugt also offenbar Giber weitere Signalwege, mit denen sie
Proliferation und Zelltod nach genotoxischem Stress modulieren kann, sodass ein funktionelles p53-Sys-

tems keine absolute Notwendigkeit fur die Wirksamkeit von Tumortherapeutika darstellt [18].

3.1.6 Autoregulatorische Feedbackschleife zwischg®3 und MDM2

Das MDM2-Protein ist der physiologische Gegenspieler von p53 und hemmt die Aktivitat von p53 durch

verschiedene Mechanismen. Diese sind in Abb. 3-4 dargestellt.
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Abb. 3-4: Autoregulatorische Feedbackschleife zwischen p53 und MDM2. [9]

MDM2 bindet an die Transaktivierungsdoméane von p53 und verhindert dadurch die transkriptionelle Induk-
tion der p53-Zielgene. Darliber hinaus vermittelt MDM2 nach Bindung an p53 dessen Export aus dem Zell-
kern, sodass p53 nicht mehr mit der genomischen DNA interagieren und die Expression seiner Targets
modulieren kann. Aufl3erdem besitzt MDM2 E3-Ligase-Enzymaktivitat und katalysiert die Ubiquitinierung
von p53, was dessen Abbau durch das Proteasom herbeifiihrt. Diese Vorgédnge bewirken, dass die p53-

Konzentration unter Normalbedingungen stets auf niedrigem Niveau gehalten wird.
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Diverse Prozesse kdnnen nach Stressexposition die Interaktion von p53 mit MDM2 unterbinden und so
den p53-Spiegel erhéhen: Durch Phosphorylierung verschiedener Aminosaurereste von p53, insbesondere
von Serl5, Thrl8 und/oder Ser20 wird die Bindung der beiden Proteine aneinander beeintrachtigt. Zur Be-
deutung dieser Modifikationen gibt es allerdings widersprichliche Befunde, vgl. [19]. Das Tumorsuppres-
sorprotein ARF bindet an MDM2 und hemmt dessen Funktion als E3-Ubiquitin-Ligase. Die Expression von
ARF wird durch Aktivierung von Onkogenen wie z. B. MYC oder Proteinen der RAS-Familie induziert. ARF
ist in vielen Tumoren durch Mutation, Deletion oder Methylierung inaktiviert. Somit ist es méglich, dass eine
Zelle trotz Wildtyp-p53-Allel(en) einer malignen Transformation unterliegen kann [9].

Die Regulationsmechanismen zwischen MDM2 und p53 sind jedoch nicht einseitig, sondern bilden eine
negative Feedbackschleife. Zu den durch p53 transaktivierten Targets zahlt namlich auch MDM2 selbst,
sodass p53 seine eigene Inaktivierung fordert. Diese Autoregulation verhindert eine unnétig lange und flr
die Zelle potenziell ,gefahrliche” Aktivitat von p53. Dariiber hinaus induziert p53 die Expression von Protei-
nen, die den Phosphorylierungszustand von MDM2 regulieren. Dazu zahlen u.a. WISP1 und PTEN, die
aktivierenden bzw. inhibierenden Einfluss auf die Kinase AKT ausuben, welche ihrerseits das MDM2-Pro-
tein durch Phosphorylierung aktivieren kann [2].

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass MDM2-Knock-out-M&ause bereits in einem friihen Embryo-
nalstadium sterben, bei zusatzlicher Deletion des p53-Gens aber lebensfahig sind und sich annahernd
normal entwickeln [9]. Dies unterstreicht die Wichtigkeit des funktionellen Zusammenhangs zwischen p53
und MDM2. Dennoch ist die Bedeutung von MDM2 fir die Zelle nicht allein auf seine p53-bezogenen Akti-

vitaten beschrankt, siehe dazu 3.1.9.

3.1.7 MDM2 — Struktur und enzymatische Eigenschafte

P1 p2  ATG ATG
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Abb. 3-5: Schematische Darstellung des MDM2-Gens und -Protein S.

Im oberen Teil der Abbildung sind die Exons des MDM2-Gens gezeigt. Seine Expression wird von zwei Promotoren aus gesteuert. P1 reguliert die
konstitutive Transkription und fiihrt zur Bildung des Volle-Lédnge-Proteins (p90). P2 ist ein p53-induzierbarer Promoter, aus der entsprechenden
MRNA entsteht ein verkirztes Protein (p76).

Die Struktur der beiden haufigsten Spleil3varianten MDM2-A und MDM2-B ist angedeutet, ihnen fehlen die Exons 4-9 bzw. 4-11.

Im unteren Teil ist die Abfolge der Doménen des MDM2-Proteins gezeigt.

Abkirzungen: NLS = nukleé&res Lokalisationssignal, NES = nukledres Exportsignal, NoLS = nukleoléres Lokalisationssignal. [20]
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Das MDM2-Protein wurde urspriinglich als ein aufgrund von Amplifikation stark Gberexprimiertes Protein in
der spontan transformierten murinen Zelllinie 3T3-DM identifiziert. In manchen humanen Tumoren findet
man eine Uberexpression dieses Proteins infolge von Amplifikationen des MDM2-Gens oder deregulierter
Transkription oder Translation. Eine Beteiligung von MDM2 an der malignen Transformation lasst sich be-
legen, weshalb es als Onkogen eingestuft wird. Besonders haufig tritt die Uberexpression von MDM2 in
Weichteil- und Osteosarkomen auf, sie wurde aber auch in soliden und hamatologischen Tumoren gefun-
den. In der Regel besitzen diese Tumoren ein Wildtyp-p53-Protein, das aber aufgrund der hohen Konzen-
tration von MDM2 nicht oder nur unzureichend aktiviert werden kann [20, 21]. Die Struktur des MDM2-
Gens und -Proteins ist in Abb. 3-5 gezeigt.

Von MDMZ2 sind zahlreiche Isoformen beschrieben, die sowohl durch alternatives Splei3en als auch durch
aberrante Prozessierung des MDM2-Transkripts gebildet werden kénnen. Nicht alle dadurch entstehenden
MRNAs werden in Protein Ubersetzt und Uber die Funktionen der tatsédchlich exprimierten MDM2-
Proteinvarianten kann bisher nur spekuliert werden. Detaillierte Ausfihrungen hierzu finden sich in [22].
MDM2 besitzt E3-Ligase-Aktivitat, d. h. es katalysiert die Konjugation von Ubiquitinresten mit der Ami-
nogruppe von Lysinen in Zielproteinen. Der Prozess der Ubiquitinierung umfasst eine mehrstufige Kaskade,
bei der ein E1-Enzym Ubiquitin bindet und aktiviert und ein E2-Enzym dieses aktivierte Ubiquitin auf ein
E3-Enzym Ubertragt, welches dann die kovalente Modifikation vermittelt. Durch Ubiquitinierung werden zel-
luldare Proteine flir einen Abbau durch das Proteasom, einen Multiproteinkomplex mit Proteinasefunktion,
markiert. Fur die E3-Ligase-Funktion ist das RING-Motiv im MDM2-Protein verantwortlich (siehe Abb. 3-5).
Zu den Substraten dieser Enzymaktivitdt zahlt MDM2 selbst, d. h. es vermittelt in einem negativen Auto-
regulationsmechanismus seinen eigenen Abbau. Darlber hinaus wird das Tumorsuppressorprotein p53,
wie unter 3.1.6 bereits angesprochen, durch MDM2 ubiquitiniert, wobei flr eine Polyubiquitinierung vermut-
lich die Kooperation mit p300/CBP erforderlich ist [20].

Die Interaktion zwischen MDM2 und p53, die sowohl die transaktivierende Aktivitat von p53 unterbindet als
auch Voraussetzung fiir die Ubertragung von Ubiquitinresten ist, findet zwischen den beiden N-Termini die-
ser Proteine statt und lasst sich in etwa auf den Bereich der Aminosauren 19-108 des MDM2-Proteins und
der Aminosauren 1-50 des p53-Proteins zurtickfihren [9, 19]. Viele der oben erwadhnten SpleiRvarianten
besitzen keine p53-Bindedoméne, darunter auch die beiden am haufigsten in humanen Tumoren gefunde-
nen Formen MDM2-A und MDM2-B [20].

3.1.8 Modulation der MDM2-Aktivitat

Unter Normalbedingungen halt MDM2 die zellulare Konzentration von p53 permanent niedrig. Um adaquat
auf schadigende Einflisse reagieren und p53 aus der Suppression durch MDM2 befreien zu kénnen, exis-
tieren in der Zelle verschiedene Mechanismen: Einerseits wird durch posttranslationale Modifikation von
p53 die Interaktion mit dem N-Terminus von MDM2 beeintrachtigt (s. 3.1.4). Zum anderen wird auch

MDM2 selbst modifiziert, wobei auch hier Phosphorylierungen, beispielsweise durch ATM, AKT oder
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p38MAPK (mitogen activated protein kinase p38), die Hauptrolle zu spielen scheinen. Daneben wurde
auch die Sumoylierung von MDM2 durch verschiedene SUMO-E3-Ligasen beschrieben [23]. Diese Modifi-
kationen regulieren die zellulare Lokalisation von MDM2, seine Bindefahigkeit an p53 und seine E3-Ligase-
Aktivitat und deren Substratspezifitdt (entweder im Sinne einer verstarkten Autoubiquitinierung oder einer
Ubiquitinierung von p53 oder anderen Proteinen) [19, 23]. Hinzu kommt der inhibitorische Einfluss des
ARF-Proteins auf MDM2. Zu dessen genauem Mechanismus wurden verschiedene Erklarungsansatze vor-
geschlagen: Das klassische Modell postuliert, dass der ARF-MDM2-Komplex in den Nukleolus abgeson-
dert wird und dadurch MDM2 nicht mehr mit p53 interagieren kann. Neuere experimentelle Befunde spre-
chen aber eher dafir, dass der ARF-MDM2-Komplex im Nukleoplasma vorliegt [19].

Eine Reihe weiterer Interaktionspartner von MDM2, die seine p53-bezogenen Funktionen auf vielfaltige
Weise regulieren kénnen, sind beschrieben worden. So inhibiert beispielsweise das bereits erwéhnte p53-
Target 14-3-30 den MDM2-vermittelten p53-Export und -Abbau und hat dadurch einen verstarkenden Ef-
fekt auf die p53-Aktivierung [24]. Cyclin G1, ein weiterer p53-transaktivierbarer Effektor [25], kann die
Komplexbildung zwischen MDM2 und ARF stimulieren und tréagt dadurch zur Aktivierung von p53 bei, es
gibt aber auch Befunde, dass Cyclin G1 die ATM-abhéngige Phosphorylierung von p53 hemmt und seinen
proteasomalen Abbau fordert [26, 27]. Zudem unterliegt es selbst der Ubiquitinierung durch MDM2 [27].

3.1.9 p53-unabhéangige Funktionen von MDM2

MDM2 erfiillt in der Zelle auch p53-unabhangige Funktionen, die sich u. a. auf die Zellzykluskontrolle, Diffe-
renzierung und DNA-Reparatur erstrecken. Dass die Bedeutung von MDM2 fiir die maligne Transformation
nicht ausschlieBlich aus seinem funktionellen Antagonismus gegenliber p53 resultiert, lasst sich daraus
ableiten, dass es einige wenige Beispiele humaner Tumoren gibt, in denen sowohl eine Mutation des p53-
als auch eine Amplifikation des MDM2-Gens vorliegen, und dass die Kombination dieser Aberrationen zu
einer schlechteren Prognose fur den Tumorpatienten fuhrt [28].

In Zellmodellen konnten sowohl wachstumsférdernde als auch -hemmende Effekte von MDM2 gezeigt wer-
den, dies war zumindest teilweise vom zellularen Hintergrund abhéngig. So verleint MDM2 Zellen, die kein
funktionelles p53- und RB-Protein exprimieren, einen Wachstumsvorteil, kann andererseits aber den G1/S-
Ubergang normaler diploider Zellen hemmen [28].

Zusatzlich zu seinen bereits erwéhnten Interaktionspartnern gibt es zahlreiche weitere Proteine, die mit
MDM2 in Wechselwirkung treten kénnen und fur seine vielfaltigen und teilweise widerstreitenden biologi-
schen Wirkungen mitverantwortlich sind. So bildet MDM2 beispielsweise einen Komplex mit dem Reti-
noblastom-Protein (RB) und stort den RB-vermittelten G1-Arrest. Umgekehrt beeintrachtigt auch RB be-
stimmte Funktionen von MDM2, indem es einen trimeren Komplex mit MDM2 und p53 bildet und dadurch
die inhibierende Wirkung von MDM2 auf die p53-abhangige Apoptose ausschaltet. Ein weiterer Interak-
tionspartner von MDM2 ist DNA-Polymerase €, deren Aktivitdt durch MDM2 stimuliert wird. Auf diesem

Weg beeinflusst MDM2 moglicherweise die Assoziation dieser Polymerase mit Reparaturproteinen [28].
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Weitere experimentelle Befunde zu MDM2, seinen Funktionen und Regulationsmechanismen sind Uber-

sichtsartikeln zu entnehmen, beispielsweise [19, 20, 23, 28].

3.1.10 Inhibition der Interaktion zwischen p53 undMIDM2

Im Rahmen der Suche nach neuen Strategien in der antitumoralen Therapie wird bereits seit einigen Jah-
ren intensiv an der Entwicklung von Inhibitoren geforscht, die die Interaktion zwischen p53 und MDM2 un-
terbinden sollen. Von ihnen erhofft man sich die Aktivierung der Tumorsuppressoreigenschaft von p53,
wodurch Krebszellen in ihrem Wachstum angehalten bzw. in die Apoptose getrieben werden sollen. Solche
Hemmstoffe wéaren deshalb potenziell in allen Tumoren, welche noch Wildtyp-p53-Protein besitzen, an-
wendbar. Eine besonders gute Effektivitdt erwartet man sich in Tumoren, die eine erhbhte MDM2-Expres-
sion aufweisen, da diese Uberexpression in solchen Geweben den Hauptmechanismus fiir die Inaktivie-
rung von p53 darstellen dirfte. In Tumoren mit Wildtyp-p53 und niedrigen oder normalen MDM2-Spiegeln
sind hingegen moglicherweise andere Mechanismen fir die mangelnde Funktionalitat des p53-Signalwegs
verantwortlich. Sofern hiervon Effektoren betroffen sind, die downstream von p53 liegen, kdnnte der Nut-
zen einer Aktivierung von p53 durch MDM2-Inhibitoren eingeschrankt sein [9].

Bei der Entwicklung von MDM2-Inhibitoren wurden und werden von verschiedenen akademischen und in-
dustriellen Arbeitsgruppen unterschiedliche Strategien verfolgt. Neben peptidischen Inhibitoren, deren Cha-
rakterisierung eher von theoretischem Interesse war, wurden Antisense-Oligonukleotide gegen MDM2 ein-
gesetzt, die sowohl in in-vitro- als auch in Xenograft-Modellen proliferationshemmende und antitumorale
Wirkungen zeigten. Allerdings Ubten diese Antisense-Oligonukleotide anndhernd gleiche Wirkungen auf
Zellmodelle mit mutantem p53-Protein aus, was von der Forschergruppe auf p53-unabhangige Funktionen
von MDMZ2, inshesondere eine direkte Aktivierung von p21, zuriickgefuhrt wurde [29]. Auch zum Einsatz
von siRNAs, die gegen die MDM2-mRNA gerichtet sind, existiert bereits eine Studie mit in-vitro- und Xe-
nograft-Daten, in der Wachstumsinhibition und Induktion von Apoptose beschrieben wurden [30]. Im Rah-
men der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte des RNAi-vermittelten Silencings von MDM2 in mehreren
Zellmodellen untersucht. Néheres dazu findet sich unter 3.3.4.

Im Hinblick auf eine mégliche therapeutische Anwendung am Menschen sind sog. small molecules, also
Wirkstoffe mit niedrigem Molekulargewicht, im Fokus der Forschung. Die Kristallstruktur der interagieren-
den Domanen von p53 und MDM2 ist bekannt (Abb. 3-6). Es lieR sich ableiten, dass es sich dabei auf der
Seite von MDM2 um eine relativ kleine hydrophobe Tasche handelt, fir die das Design eines niedermole-
kularen Hemmestoffs mdglich erscheint. Dieser Inhibitor muss die an MDM2 bindende Doméne von p53 imi-

tieren [9].
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Abb. 3-6: Struktur des Komplexes aus MDM2 und der MDM2-Bindedoméne von p53.

a zeigt die Oberflache von MDM2 (Aminoséuren 25-109) in weil’ und die Interaktionsdoméne von p53 (Aminosduren 17-29) in griin aus zwei ver-
schiedenen Blickwinkeln. Abkiirzungen: N = Aminoterminus, C = Carboxyterminus.

b zeigt die Oberflache von MDM2 (Aminoséuren 25-109) in gelb und die Interaktionsdoméne von p53 (Aminoséuren 17-29) in grau. Die Seitenket-

ten dreier Aminosauren von p53, die maf3geblich an der Interaktion mit MDM2 beteiligt sind, sind angedeutet. [20]

Im Rahmen derartiger Entwicklungstatigkeiten wurde vor wenigen Jahren am Roche-Standort Penzberg
eine Substanzbibliothek mit potenziellen MDM2-Inhibitoren synthetisiert, die gegen die p53-Bindedomane
von MDM2 gerichtet waren. Fur die vorliegende Doktorarbeit wurden zwei Kandidaten aus dieser Biblio-
thek untersucht, die Ergebnisse sind unter 3.3.5 und 3.3.6 dargestellt. Es ist anzumerken, dass bei Ver-
wendung von niedermolekularen Inhibitoren, die spezifisch die Interaktion zwischen p53 und MDM2 hem-
men, keine Auswirkungen auf die p53-unabhangigen Effekte von MDM2 zu erwarten sind, wahrend der

Knock-down von MDM2 durch RNAI samtliche biologischen Funktionen von MDM2 betreffen sollte.
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3.2 Zytostatikabehandlung der verschiedenen Zellmaelle

3.2.1 Einleitung

Zytostatische und zytotoxische Chemotherapeutika gehéren zu den Standardbehandlungen der meisten
humanen Krebserkrankungen, Uber ihre Wirkung auf molekularer Ebene ist aber verhaltnisméaRig wenig
bekannt. Zum besseren Verstandnis sowohl des Wirkmechanismus als auch der Nebenwirkungen und der
moglichen Griinde fur das therapeutische Versagen dieser Agenzien ist es jedoch winschenswert, mog-
lichst detaillierte und umfassende Informationen dartber zu gewinnen, welche Prozesse in Normal- und
Tumorzellen nach Substanzexposition ablaufen. Die Methode der Genexpressionsprofilierung mittels Oli-
gonukleotidarrays eroffnet die Mdaglichkeit, diejenigen Effekte abzugreifen, die sich auf Transkriptionsebene
niederschlagen. Dies kbnnen zum einen unmittelbare Auswirkungen der Behandlung sein, zum anderen
werden aber auch sekundar responsive Gene erfasst, die erst nach einem oder mehreren Zwischen-

schritten, z. B. nach Aktivierung einer Signalkaskade, transkriptionell aktiviert oder reprimiert werden.

3.2.2 Zellmodelle

Alle verwendeten Zellsysteme sind epithelialer Natur und wachsen in Kultur adharent und als einzellige
Schicht (sog. Monolayer).

Die Zelllinie A549 stammt von einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom eines mannlichen Patienten ab
und besitzt ein Wildtyp-p53-Gen.

Die MCF-7-Zelllinie, welche von einem Mammaadenokarzinom abgeleitet ist, exprimiert ebenfalls Wildtyp-
p53-Protein. Aul3erdem ist bekannt, dass sie Caspase-3-defizient ist, was vermutlich einen Mechanismus
darstellt, um der durch p53 gesteuerten Apoptose zu entkommen [30].

Ebenfalls von einem Mammaadenokarzinom stammt die Zelllinie MDA-MB-231, sie exprimiert jedoch ein
mutantes p53-Protein.

Die Zelllinie HT-29 hat ihren Ursprung in einem kolorektalen Adenokarzinom einer weiblichen Patientin.
Aufgrund einer G - A-Mutation im Codon 273 des p53-Gens entsteht ein nicht-funktionelles p53-Protein mit
einer Arg - His-Substitution, welches in sehr hoher Konzentration exprimiert wird [31].

HMECs sind humane Brustepithelzellen, die meist von gesunden Spenderinnen im Rahmen von Brustre-
duktionsoperationen, seltener im Rahmen von Mastektomien von Tumorpatientinnen gewonnen werden,
bei denen peripheres Nichttumorgewebe oder Gewebe aus der kontralateralen Brust als Ausgangsmaterial
dient. Bei den HMECs handelt es sich nicht um Primarzellen, da sie bereits mehrere Passagen in Kultur
durchlaufen haben. Adaquat lassen sie sich als Zellen mit begrenzter Lebensspanne, aber langerfristigem
Wachstumspotenzial unter Zellkulturbedingungen beschreiben. Die Bezeichnung ,Zelllinie* ware allerdings
irreflhrend, da sich diese Nomenklatur im Allgemeinen auf immortalisierte Zellen mit unbegrenzter Tei-

lungsfahigkeit bezieht. AuRerdem stammen verschiedene Chargen von HMECs von unterschiedlichen
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Spenderinnen und sind somit genetisch bei weitem nicht identisch, wahrend definierte Zelllinien stets vom

selben Ursprung abgeleitet sind [32].

3.2.3 Zytostatika

Es wurden sechs Zytostatika aus unterschiedlichen Klassen zur Behandlung der Zellmodelle verwendet.

Ihre chemischen Strukturen sind in Abb. 3-7 gezeigt.
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Abb. 3-7: Chemische Strukturen der Zytostatika.

In Tabellen und Abbildungen werden die Zytostatika mit folgenden Abklrzungen bezeichnet:

- Adriamycin = Adr bzw. A

- Camptothecin = Cam bzw. C
- Cisplatin = Cis bzw. P

- Etoposid = Eto bzw. E

- 5-Fluorouracil = 5FU bzw. F

- Taxol=Tax bzw. T

Die unbehandelten Kontrollen werden mit ,Unbeh" abgekdrzt.

Im Folgenden werden die primaren Wirkmechanismen dieser Agenzien und ihr klinischer Einsatz kurz vor-

gestellt.

3.2.3.1 Adriamycin (Doxorubicin-HCI)

Das Anthrazyklin Doxorubicinhydrochlorid wird Gblicherweise als Adriamycin bezeichnet, dies ist urspring-

lich eigentlich ein Handelsname. Im Folgenden wird die Bezeichnung Adriamycin verwendet.



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 58

Adriamycin vermittelt seine antitumoralen Effekte durch Hemmung von Topoisomerase IlI-Enzymen, welche
die Entspannung von Uberspiralisierter DNA im Rahmen von DNA-Replikation und Transkription katalysie-
ren, wobei beide DNA-Strange ATP-abhéangig gespalten und wieder verbunden werden. Ein Intermediat
dieses Prozesses ist der sog. cleavage complex (auch cleavable complex), bei dem die durchtrennten
DNA-Strange durch kovalente Bindung an das tberbriickende Enzym zusammengehalten werden. Dieses
Intermediat wird durch Adriamycin stabilisiert, indem es in die DNA interkaliert und einen ternaren Komplex
mit Topoisomerase und DNA bildet. Dies resultiert letztendlich in permanenten Doppelstrangbriichen [33,
34]. In Abb. 3-8 ist gezeigt, an welcher Stelle Adriamycin in den katalytischen Zyklus von Topoisomerase I
eingreift.

Abb. 3-8: Der katalytische Zyklus von DNA-Topoisomerase | I
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Die ATPase-Doméanen des Enzyms sind hellblau, die zentrale Doméne
dunkelblau eingefarbt. Die Schritte sind im Einzelnen:
(1) Topoisomerase Il bindet an zwei doppelstrangige DNA-Segmente,

das G-Segment (rot) und das T-Segment (grin). (2) Zwei ATP-Molekile
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f‘:'; .AMgz* Adriamycin und Etoposid greifen an Schritt (4) an. Beide bilden einen
stabilen ternaren Komplex mit Topoisomerase und DNA. [35]
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Dartber hinaus wird Adriamycin zu einem Semichinonradikal reduziert, welches zur gesteigerten Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt, die insbesondere Lipidmembranen und auch DNA und RNA
schédigen. Die Entstehung von ROS wird auch fir die Dosis limitierende Kardiotoxizitat der Anthrazykline
verantwortlich gemacht [36, 37].

Die Anwendung von Adriamycin in der Krebstherapie erstreckt sich auf verschiedene Tumorarten, u. a.
dient es zur Behandlung von Mamma-, Bronchial- und Prostatakarzinomen und von Lymphomen und Leuk-
amien [37]. Wie auch alle weiteren Zytostatika kommen Anthrazykline fast ausschlieRlich in Kombination

mit anderen antitumoralen Wirkstoffen zum Einsatz.

3.2.3.2 Camptothecin

Camptothecin selbst wird nicht klinisch angewendet, jedoch seine wasserloslichen Derivate Topotecan und
Irinotecan. Topotecan wird u.a. bei Ovarialkarzinomen und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (SCLC)
eingesetzt, Irinotecan, welches selbst ein Prodrug des aktiven Metaboliten SN-38 darstellt, bei fortgeschrit-
tenen Kolorektaltumoren [38, 39]. Camptothecine stabilisieren ebenfalls einen cleavage complex, aller-
dings enthalt dieser das Enzym Topoisomerase |, welches nur einen DNA-Strang durchtrennt. Auch Topo-
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isomerase | ist fur die Relaxation verdrillter DNA-Strange wahrend Replikation und Transkription zustéandig.
Man vermutet, dass bei Kollision von Replikationsgabeln mit dem stabilisierten DNA-Topoisomerase-I-

Komplex der bereits vorhandene Einzelstrang- in einen Doppelstrangbruch verwandelt wird [17, 39].

3.2.3.3 Cisplatin

Cisplatin (cis-Diammindichloroplatin(ll)) ist ein direkt genotoxisches Zytostatikum, das DNA-Addukte ausbil-
det. Haufig wird es der Substanzklasse der Alkylanzien zugeordnet, wobei dies aus chemischer Sicht nicht
ganz korrekt ist. Nach dem Eintritt in die Zelle werden die Chloridliganden am zentralen Platin-lon durch
Wassermolekiile ersetzt. Der entstehende positiv geladene Komplex unterliegt nukleophilen Angriffen, ins-
besondere von der N7-Position der Purinbasen Guanin und Adenin. Infolgedessen werden zunachst mono-
funktionale Addukte gebildet, die mit weiteren DNA-Basen reagieren kénnen und dadurch Cross links, also
Querverbindungen, innerhalb eines DNA-Strangs oder zwischen verschiedenen Strangen erzeugen koén-

nen. Diese Addukte sind schematisch in Abb. 3-9 gezeigt.
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Abb. 3-9: Cross links innerhalb von oder zwischen DNA-Strangen durch Addukt-
NH
c G‘-H-” ! f bildung von Cisplatin mit DNA-Basen.  [40]
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Cisplatin kommt unter anderem in der Therapie von kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen

(SCLC, NSCLC), Prostata-, Blasen-, Hoden-, Magen-Darm- und Ovarialtumoren zum Einsatz [41].

3.2.3.4 Etoposid

Etoposid wird auch als VP16 bezeichnet und gehért zu den Epipodophyllotoxinen. Auch Etoposid inhibiert
wie Adriamycin die Topoisomerase Il durch Stabilisierung des cleavage complex (Abb. 3-8), interkaliert je-
doch nicht in die DNA-Helix.

Etoposid wird klinisch beispielweise in der Therapie von Hodentumoren, kleinzelligen Lungenkarzinomen

und verschiedenen Sarkomen verwendet [37, 42].
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3.2.3.5 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil, haufig kurz als 5-FU bezeichnet, gehdrt zur Substanzklasse der Antimetabolite. Es ist
strukturell den nattrlichen Basen Uracil und Thymin sehr ahnlich, was dazu fuhrt, dass es in der Zelle zu
den entsprechenden Nukleosidmonophosphaten FAUMP und FUMP metabolisiert wird. FAUMP wird von
dem Enzym Thymidylatsynthase (TS), das normalerweise die Umwandlung von dUMP in dTMP katalysiert,
falschlicherweise als Substrat erkannt. Da die Ubertragung der Methylgruppe auf das C5-Atom des
Pyrimidinrings aufgrund der Fluorsubstitution nicht mdglich ist, kommt es zur Hemmung von TS und in der
Folge zu einer Verarmung der Zelle an dTMP und dTTP und einer Akkumulation von dUTP. Dieses
Ungleichgewicht resultiert letztlich im sog. thyminlosen Tod (thymineless death), da DNA-Replikation und -
Reparatur gehemmt werden und durch Fehleinbau von dUTP und wiederholte UDG-(Uracil-DNA-Glykosy-
lase-)vermittelte Exzision DNA-Strangbriiche entstehen. Abb. 3-10 zeigt die Inhibition von TS und die

resultierenden Effekte schematisch.

[Thymidine]

oeseed SITP

Nature Reviews | Cancer

Abb. 3-10: Inhibition von Thymidylatsynthase durch 5-FU.

FAUMP kompetiert mit dUMP um die Bindung an TS und bildet mit dem Enzym und dem Methyldonor CH,THF (5,10-Methylentetrahydrofolséure)
einen terndren Komplex. Dadurch wird die Synthese von dTMP unterbunden und es kommt zu einem Ungleichgewicht in der Zusammensetzung
des zellularen dNTP-Pools und zur Anreicherung von dUTP, wodurch DNA-Schéaden entstehen. Das Ausmalf} dieser Schaden hangt vom Enzym-
spiegel von dUTPase und UDG ab. dTMP kann in Form eines sog. salvage pathways aus Thymidin gebildet werden, diese Reaktion wird durch TK
(Thymidinkinase) katalysiert. [43]

Abgesehen von diesem TS-abhangigen Mechanismus schédigt 5-FU die Zelle noch auf weiteren Wegen.
So kann sein Metabolit FAUTP in die DNA eingebaut werden, was zu Basenfehlpaarungen und zu Strang-
briichen infolge der Aktivierung von Reparaturenzymen unter gleichzeitigem Mangel an dTTP fiihren kann.
AuBerdem kann FUTP in samtliche RNA-Spezies inkorporiert werden und mit deren Prozessierung und

Funktion interferieren [43, 44]. Abb. 3-11 gibt eine Ubersicht iiber den Metabolismus von 5-FU.



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 61

€D

o)
&

5-FU-Metaboliten: DHFU = Dihydrofluorouracil, FAUDP = Fluo-

rodesoxyuridindiphosphat, FAUMP = Fluorodesoxyuridinmo-
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Abb. 3-11: Metabolismus von 5-FU.

nophosphat, FAUTP = Fluorodesoxyuridintriphosphat, FUDP =
Fluorouridindiphosphat, FUDR = Fluorodesoxyuridin, FUMP =
Fluorouridinmonophosphat, FUR = Fluorouridin, FUTP = Fluo-
rouridintriphosphat

Enzyme: DPD = Dihydropyrimidindehydrogenase, OPRT =
Orotatphosphoribosyltransferase, RR = Ribonukleotidreduktase,
TK = Thymidinkinase, TP = Thymidinphosphorylase, UK = Uri-
dinkinase, UP = Uridinphosphorylase;

Kofaktor PRPP = Phosphoribosylpyrophosphat. [43]

Nature Reviews | Cancer

5-FU wird u. a. fur die Therapie von Darm-, Brust- und Lungentumoren eingesetzt. Die hochsten Ansprech-
raten lassen sich bei kolorektalen Tumoren erzielen, wo 5-FU meist in Kombination mit Irinotecan und/oder
Oxaliplatin zur Anwendung kommt. Au3erdem wird 5-FU in aller Regel mit Leucovorin kombiniert, da die-
ses die Ansprechrate fur 5-FU erhdht. Leucovorin ist identisch mit Calciumfolinat und gelangt Gber den Fo-
lattransporter in die Zelle. Dort wird es zu CH,-THF (5,10-Methylentetrahydrofolsaure) verstoffwechselt,
welches zur Polyglutamatform konjugiert wird und in der Zelle akkumuliert. CH,-THF dient normalerweise
als Methylgruppendonor fir die Umwandlung von dUMP in dTMP und stabilisiert die Bindung von FAUMP

an TS in Form eines ternédren Komplexes [43, 45].

3.2.3.6 Taxol (Paclitaxel)

Das Taxan Paclitaxel findet sich haufig vereinfacht unter der Bezeichnung ,Taxol“, die eigentlich den Han-
delsnamen eines Paclitaxelpraparates darstellt. Diese Bezeichnung wird im Folgenden tibernommen.

Taxol gehort zu den Mikrotubuligiften und hemmt die Depolymerisation von Tubulinfasern. Mikrotubuli sind
zytoskelettale Fasern, die hauptsachlich aus a- und B-Tubulinen aufgebaut sind. Sie sind hochdynamisch
und spielen eine essenzielle Rolle bei der Regulation von Zellform und Motilitét, bei Signaliibertragungs-
prozessen, beim Transport von Vesikeln und Organellen und im Rahmen der Zellteilung, wéahrend der sie
den mitotischen Spindelapparat erzeugen. Indem Taxol die Depolymerisation der Spindelfasern inhibiert,
verhindert es die Trennung der Schwesterchromatiden und blockiert die Mitose am Ubergang von der Me-
ta- in die Anaphase [17, 46]. Dadurch kann es zum Zellzyklusarrest, zu aberranten Mitosen (sog. mitoti-

sche Katastrophe) oder zur Apoptose kommen [47]. Zudem gibt es zahlreiche Befunde, dass Taxol weitere
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Effekte ausubt, die tber die reine Mikrotubulihemmung hinausgehen, u. a. wurde die gesteigerte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, die Phosphorylierung von BCL2 und die Induktion internukleosomaler DNA-
Fragmentierung nach Taxolexposition beschrieben [48-52].

In der Klinik wird Taxol bevorzugt bei der Behandlung von Ovarial- und Mammakarzinomen, aber auch von
Tumoren des Bronchialsystems eingesetzt.

3.2.4 Zytotoxizitatstests zur Ermittlung der 1IC80-Werte

Die fur die Behandlung der Zellen eingesetzten Zytostatikakonzentrationen mussen standardisiert werden,
um Effekte in &hnlichen Grof3enordnungen zu erzeugen und so deren Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten.
Deshalb wurden Zytotoxizitatstests mit dem WST-1-Reagenz durchgefuhrt und aus den resultierenden In-
hibitionskurven die IC80-Werte abgeleitet (vgl. 2.5.3).

Aus Vorversuchen ergab sich, dass die Tumorzelllinien nicht unmittelbar, sondern erst nach einigen Tagen
Substanzexposition eine deutliche Wachstumsinhibition in Verbindung mit Anzeichen apoptotischer Pro-
zesse zeigen. Erhoht man die Konzentration, sind zwar schon friher Proliferationshemmung und Zelltod zu
beobachten, es fehlen dann aber die charakteristischen phanotypischen Merkmale der Apoptose wie Kon-
densation des Nukleus, Entstehung membrangebundener Vesikel (apoptotic bodies) usw., was eher auf
nekrotischen Zelltod hindeutet. Fir die Untersuchung der molekularen Effekte von Zytostatika interessier-
ten jedoch primar apoptotische Wirkungen, da Tumorzellen im menschlichen Korper auf Krebstherapeutika
in klinisch relevanten Konzentrationen vorwiegend mit dieser Form des Zelltods reagieren [53-55].

Abb. 3-12 zeigt eine Aufnahme von HT-29-Zellen, die infolge der Behandlung mit Etoposid in Apoptose
gehen.

Stacheln

Abb. 3-12: Apoptotische Merkmale nach Zytostatikabehandlung.
HT-29-Zellen nach dreitédgiger Behandlung mit 1,1 uM Etoposid, fotografiert in 200facher VergroRerung. Es ist das typische membrane blebbing,
also die Entstehung membrangebundener Vesikel, zu erkennen, ebenso beginnen sich stachelférmige Fortsatze (Spikes) zu bilden.

Der WST-1-Test erfasst allerdings ganz allgemein zytotoxische Effekte, da er auf die metabolische Aktivitat
der Mitochondrien abstellt. Es ist bekannt, dass diese Testmethode erst in den spateren Stadien der Apop-
tose anspricht und somit deren Ausmall moglicherweise zunéchst unterschatzt wird. Dies liegt daran, dass

die Apoptose selbst ein aktiver Prozess ist und die metabolische Aktivitat der Zelle erfordert [56]. Aus die-
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sen Grinden wurde die verhaltnismalig lange Expositionsdauer von funf Tagen fir die 1C80-

Bestimmungen gewahlt.
Beispielhaft sind jeweils drei Inhibitionskurven fir Taxol in MDA-MB231-Zellen und fiir Cisplatin in A549-

Zellen ausgewahlt, die jeweils in unabhangigen Versuchsansatzen erstellt wurden (Abb. 3-13).
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Abb. 3-13: Inhibitionskurven aus WST-1-Tests.
Mit Hilfe von XLfit 3 generierte Inhibitionskurven aus Daten dreier unabhéangiger WST-1-Tests nach 5-tagiger Zytostatikabehandlung.
A: Inhibitionskurven von Taxol in MDA-MB-231-Zellen. B: Inhibitionskurven von Cisplatin in A549-Zellen.

In Tab. 3-1 sind die gemittelten Ergebnisse der IC80-Bestimmungen angegeben.

Zellmodell Adriamycin Camptothecin Cisplatin Etoposid 5-FU Taxol
(nM) (nM) (HM) (HM) (HM) (M)
A549 285 +55 31,4+9,0 4,47 + 0,60 7,14 £ 3,35 11,4+ 4,8 3,43+0,93
HT-29 78,6 +12.2 3,79+£1,99 1,26 + 0,54 1,11 + 0,23 3,11 +1,77 1,91 +0,30
MCF-7 60,7 £14,9 13,9+3,2 2,75+0,88 |0,933+0,503 | 3,78+0,02 1,88+0,77
MDA-MB-231 161 + 16 33,631 5,25+ 0,60 1,75+0,13 66,9 + 14,9 2,02+0,38

Tab. 3-1: Mittelwerte aus drei bis fiinf unabhéngigen Bestimmunge n der IC80, + Standardabweichung.

Wie den Standardabweichungen zu entnehmen ist, traten zum Teil recht ausgeprégte Variationen bei der
Ermittlung der IC80-Werte auf. Hierflr dirften gewisse Unterschiede zwischen den unabhangig durchge-
fuhrten Experimenten verantwortlich sein. Insbesondere die Zelldichte zum Zeitpunkt der Substanzzugabe
scheint ein kritischer Parameter zu sein und unterliegt Schwankungen, da die Zellzahlbestimmung verhalt-
nismalig ungenau ist und die Aussaat aufgrund der langen Experimentdauer bei sehr niedrigen Zellzahlen
erfolgen musste, was die Variabilitdt noch weiter erhohte.

Die IC80-Konzentrationen wurden fir alle im Folgenden beschriebenen Experimente verwendet. Fir das
HMEC-Zellmodell wurden die fur MCF-7-Zellen ermittelten 1C80-Werte eingesetzt, beruhend auf der
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Grundannahme, dass gesunde Brustepithelzellen im Koérper des Patienten denselben Konzentrationen
ausgesetzt sind wie Tumorzellen. Darliber hinaus erwiesen sich Zytotoxizitatsbestimmungen mit den
HMECs als sehr schwierig, da diese — wie unter 2.5.2 beschrieben — eine aufwéndige Kultivierung mit hau-
figen Medienwechseln fur ihr optimales Wachstum bendétigen. Dies liel3 sich in den fir WST-1-Tests erfor-
derlichen Multiwellplatten nur schwer bewerkstelligen. Initiale Versuche lieferten kaum interpretierbare Er-

gebnisse, sodass diese Bestimmungen nicht fortgefuhrt wurden.

3.2.5 Beurteilung der Zellmorphologie nach Zytostakaexposition

Fir die unter 3.2.7 ff. beschriebene Genexpressionsanalyse wurden die verschiedenen Zellmodelle je 24
und 72 h lang mit den Zytostatika behandelt. Im Verlauf der Behandlung wurden sie wiederholt lichtmikro-
skopisch inspiziert und, sofern Veranderungen erkennbar waren, fotografiert.

Nach 24 h Zytostatikaexposition waren bei allen verwendeten Zelltypen entweder keine oder nur schwach
ausgepragte morphologische Effekte sichtbar. Im weiteren Behandlungsverlauf traten dann Veranderungen
auf, die von ZellvergroRRerung bis hin zu Merkmalen beginnender Apoptose reichten.

Eine Ubersicht lber die beobachteten Auswirkungen der verschiedenen Zytostatika auf die Morphologie
der Zellmodelle findet sich in Tab. 3-2.

A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231
24h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h
Adr |ZellgroRe t Zellzahl 111, |- Zellzahl |, - Zellzahl | |, - Zellen abge- | ZellgroRe + |Zellzahl 111,
ZellgroRe 1 1 ZellgréRe t ZellgréRe t flacht, Apop- ZellgroRe 111
tose
Cam |ZellgroRe 11+ |Zellzahl v 11, |- Zellzahl 1 1, - Zellzahl 1 1, - Zellen abge- | ZellgroRe t |Zellzahl 11 ¢,
ZellgroRe 1 1 ZellgroRe 11 ZellgréRe flacht, Zell- ZellgroRe 111
groRe 1, (A-
poptose)
Cis |ZellgroRe 1 Zellzahl | |, -- Zellzahl | |, -- Zellzahl | |, -- ZellgrofRRe 1 -- Zellzahl 1 11,
ZellgroRe 11 ZellgroBe 11 ZeligroRe 1 ZellgrofRe 111
Eto |ZellgroBe 11 |Zellzahl v1 1, |- Zellzahl | |, - Zellzahl 111, |- Zellen abge- | ZellgroRe + |Zellzahl 111,
ZellgroRe t 1 ZellgroRe t 1 ZellgroRe t flacht, Apop- ZellgroRe 111
tose
5-FU |ZellgroRe 1 Zellzahl vy, |- Zellzahl |, - Zellzahl | | - Zellen abge- |- Zellzahl 1 1 ¢,
Zell-Substrat- ZellgroBe 1 flacht, Zell- Zell-Substrat-
Adhésion | | groRe 1 Adhésion | |
Tax |ZellgroRe 1 Zellzahl L1y, |-- Zellzahl |, - Zellzahl 1 | - viele abgeloste |-- Zellzahl | |
mehrkernige Zell-Zell-Adha- Zellen
Zellen sion |
Tab. 3-2: Auswirkungen der Zytostatika auf die Morphologie der behandelten Zellarten.

Bedeutung der Symbole: 1 = leicht vergroRRert, 11 = vergrof3ert, 1 11 = stark vergroRert, | = leicht verringert, | | = verringert, | | | = stark verringert;

(Apoptose) = wenige apoptotische Zellen.

Einige charakteristische Beispiele sind in Abb. 3-14 gezeigt.



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 65

Abb. 3-14: Zellmorphologie nach 72  h Zytostatikabehandlung (Beispiele).
A: A549-Zellen (200fache VergréRRerung), B: MCF-7-Zellen (100fache VergroRerung), C: HMEC-Zellen (200fache VergréRerung), D: HT-29-Zellen
(200fache VergroRBerung), E: MDA-MB-231-Zellen (200fache Vergréf3erung).

Den Angaben in Tab. 3-2 und den Fotografien ist zu entnehmen, dass sich die phanotypischen Effekte von
Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid haufig innerhalb eines Zellsystems stark ahnelten. Taxol
und ganz besonders 5-FU hingegen wichen von den lbrigen Substanzen ab: Sie fihrten in geringerem
Ausmald zu ZellvergréfRerung und schienen teilweise die Zell-Zell- oder Zell-Substrat-Adhasion zu beein-

flussen.

3.2.6 Western Blot zum Nachweis von p53 nach Zyt@gitkabehandlung

Aufgrund der zentralen Bedeutung, die dem Tumorsuppressor p53 bei der zellularen Antwort auf eine Be-
handlung mit Zytostatika zugeschrieben wird, war es von Interesse, eine mogliche Veranderung in der
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Menge des p53-Proteins und seines Phosphorylierungszustands nachzuweisen. Deshalb wurden die Wild-
typ-p53-Zellen A549, MCF-7 und HMEC mit den IC80-Konzentrationen der Zytostatika behandelt und je-
weils nach 6, 24 und 72 h geerntet.
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Abb. 3-15: Western Blots zum Nachweis von p53-Gesamtpro  tein und an Ser15 phosphoryliertem p53.

Nach Zytostatikabehandlung wurde das p53-Gesamtprotein im Lysat mit dem Antikdrper DO-1 und an Ser15 phosphoryliertes p53 mit dem Antikor-
per Phospho-p53 (Serl5) detektiert. 3-Actin diente als Ladekontrolle. Die Membran wurde zwischen den Inkubationsschritten gestrippt.

A: Lysate aus A549-Zellen, gewonnen nach 6 (A1), 24 (A2) und 72 h (A3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 65 und 40 ug.

B: Lysate aus MCF-7-Zellen, gewonnen nach 6 (B1), 24 (B2) und 72 h (B3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 70 und 60 pg.

C: Lysate aus HMEC-Zellen, gewonnen nach 6 (C1), 24 (C2) und 72 h (C3); die Gesamtproteinmenge betrug 70, 90 und 90 pg. Die Phosphorylie-
rung an Serl5 wurde hier nur nach 72 h Gberprift.

Die Lysate wurden durch Gelelektrophorese und nachfolgenden Western Blot analysiert, wobei zur Detek-
tion zunachst der p53-Antikérper Phospho-p53 (Serl5) verwendet und nach Strippen der Membran mit
dem Antikérper DO-1 reinkubiert wurde. Phospho-p53 (Serl5) erkennt spezifisch die Phosphorylierung von
p53 am Serinrest 15. Diese ist eine typischerweise durch genotoxischen Stress ausgeltste posttranslatio-

nale Modifikation des p53-Proteins, die u. a. durch die Kinasen ATM und ATR (ataxia telangiectasia and
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Rad3 related) vermittelt werden kann [6, 19, 57]. Die Phosphorylierung an Serl5 wird meist mit einer Sto-
rung der Interaktionsfahigkeit von p53 mit MDM2 oder mit transkriptionellen Kofaktoren in Verbindung ge-
bracht [9, 57]. DO-1 hingegen bindet unabhangig vom Phosphorylierungsstatus sowohl an Wildtyp- als
auch an mutantes p53-Protein. Abb. 3-15 zeigt die Ergebnisse der Western Blots mit diesen beiden Anti-
korpern.

In A549-Zellen war die Gesamtmenge von p53 nach 6 h durch Adriamycin, 5-FU und Etoposid bereits
leicht erhoht, eine Phosphorylierung konnte noch nicht detektiert werden. Zum 24 h-Zeitpunkt war p53
durch alle Zytostatika induziert, am starksten durch Taxol, Adriamycin und 5-FU. Beim Adriamycin-Lysat
war eine schwache Phosphorylierungsbande zu erkennen. Die Banden des 72 h-Blots sind insgesamt
schwécher, da die Zytostatika nach dieser Behandlungsdauer schon ausgepréagte toxische Wirkungen auf
die Zellen hatten und deshalb nur Lysate mit geringer Konzentration gewonnen und entsprechende niedri-
ge Proteinmengen aufgetragen werden konnten. Dennoch lasst sich eine Induktion von Gesamtprotein und
phosphoryliertem p53 bei fast allen Proben feststellen.

In MCF-7-Zellen war bereits nach 6 h eine Induktion von p53 durch alle Zytostatika zu beobachten, am
starksten durch Etoposid. Dieses fuhrte auch bereits zu diesem Zeitpunkt zu einer deutlichen Phosphory-
lierung an Serl5. Nach 24 h sind die p53-Banden bei Adriamycin und 5-FU am ausgepragtesten, bei Ver-
gleich mit der B-Actin-Kontrolle wird aber deutlich, dass in den Spuren auf der rechten Seite einschliellich
der Etoposid-Probe weniger Gesamtprotein aufgetragen worden war. Eine Phosphorylierung ist nach 24 h
bei allen zytostatikabehandelten Proben mit Ausnahme von Taxol zu beobachten. Nach 72 h ist dann auch
bei Taxol eine schwache Phospho-p53-Bande zu erkennen.

Bei HMEC-Zellen ist nach 6 h allenfalls eine leichte Induktion der p53-Menge durch die Zytostatika festzu-
stellen (vgl. B-Actin-Ladekontrolle). Nach 24 und 72 h entstand eine Doppelbande, deren Intensitdt nach
72 h durch Cisplatin massiv verstarkt wurde, durch die anderen Zytostatika im Vergleich zur Kontrolle je-
doch kaum. Der Phosphorylierungszustand wurde nur in den 72 h-Lysaten tberprift, hier war bei Adriamy-
cin eine schwache, bei Cisplatin eine deutliche Doppelbande zu erkennen. Allerdings ist auch beim unbe-

handelten Kontrolllysat eine schwache Bande zu sehen.

Diese Ergebnisse bestatigen insgesamt, dass p53 durch Zytostatikabehandlung induziert und phosphory-
liert wird. Die Kinetik und das Ausmalfd seiner Aktivierung scheinen aber von der jeweiligen Substanz und

dem Zellsystem abzuhangen.
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3.2.7 Genexpressionsanalyse nach Zytostatikaexpasit — zahlenmalige
Betrachtung

Um sowohl verhaltnismafig friihe als auch verzogerte Wirkungen der verschiedenen Zytostatika untersu-
chen zu kénnen, wurden nach jeweils 24 und 72 h Behandlung die Genexpressionsprofile der verschiede-
nen Zellmodelle aufgenommen. Parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert, deren Genexpressions-

muster als Vergleichsgrundlage diente. Alle Behandlungen wurden in Triplikaten durchgefihrt.

3.2.7.1 Gesamtubersicht

Tab. 3-3 gibt eine Ubersicht tiber die Anzahl differenziell regulierter Gene’ fiir samtliche Kombinationen
aus Zellmodell, Zytostatikum und Behandlungsdauer.

A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231

24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h

Adr  [1331 207 | 3301 4471 | 291 351 | 2721 819! 51 31 1871 3591 01 0l 2101 2131 | 111 481 | 1481 4351
Cam | 218t 1371 | 3671 369! | 511t 191 |[2291 589! 51 10! 1311 1134 31 21 1091 1241 | 281 1001 | 3071 341.
Cis 881 311 [3471 3541 | 381 204 [3051t 5791 | 10t 541 |3021 386! 31 0l 1591 125! 21 451 1561 2421
Eto | 1241 5341 | 3071 3511 | 651 741 | 2011 503! 11 21y 981 145, 01 01 2291 157! 21 261 2411 2621
5-FU | 2881 107! | 5131 3731 | 391 211 | 1151 2481 01 11 1531 3151 | 521 131 [1531 2221 | 4t 1151 | 2791 412!
Tax 261 331 | 2361 3021 | 341 181 831 841 1r 21 1671 1171 101 01 | 3541 2181 01 221 611 1251

Tab. 3-3: Anzahl der nach 24 bzw. 72 h Zytostatikabehandlung in den verschiedenen Zellmodellen dereguliert en Gene

Symbole: t = hochreguliert, | = herabreguliert.

Bei dieser rein zahlenmafigen Betrachtung fallen bereits einige Punkte auf. So waren in HMEC- und HT-
29-Zellen nach 24 h Behandlung nur sehr wenige Gene differenziell exprimiert, wahrend die Zelllinien
MDA-MB-231 und MCF-7 zu diesem Zeitpunkt schon gewisse und A549 ausgepragte Anderungen zeigten.
Nach 72 h lag die Anzahl deregulierter Gene dann aber bei allen Zellsystemen in etwa der gleichen Gro-
Renordnung. Daran ist abzulesen, dass die Zellmodelle offenbar unterschiedlich schnell auf die Zytostati-
kaexposition reagiert haben.

Dariuiber hinaus macht die Ubersicht deutlich, dass fiir ein bestimmtes Zellsystem und eine feste Behand-
lungsdauer die Anzahl der pro Zytostatikum betroffenen Gene in vielen Fallen ahnlich ist. Es gab aber auch
Abweichungen, wie z. B. eine signifikante Zahl in HT-29-Zellen nach 24 h 5-FU-Behandlung deregulierter
Gene, wahrend die anderen Substanzen hier noch nahezu wirkungslos waren, oder eine relativ geringe
Zahl durch Taxol veranderter Gene in MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen nach 72 h. In Anbetracht der Tat-

" Die Bezeichnung von Genen als ,differenziell reguliert*, ,differenziell exprimiert”, ,dereguliert* 0.4. bedeutet im Folgenden, dass die Standardfilter-
kriterien (siehe 2.7.4.3) erfullt wurden. Wenn von ,induzierten“ oder ,hochregulierten“ bzw. ,reprimierten“ oder ,herabregulierten* Genen die Rede
ist, so ist stets eine Erhdhung bzw. Erniedrigung der Expression im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen gemeint. Unter der Zahl von
»Genen ist die Zahl von GenelDs zu verstehen, die aus der Zuordnung der Probe Sets auf dem Affymetrix-Chip zu Eintragen in Entrez Gene abge-
leitet wurden. Wirde man die Anzahl differenziell exprimierter Gene in Form von Affymetrix-Probe Set IDs angeben, ware diese in den meisten
Fallen héher, da manche Transkripte mehrfach auf dem Chip reprasentiert sind und mehrere oder alle zugehérigen Probe Sets eine veranderte

Expression anzeigen kénnen.



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 69

sache, dass die zur Behandlung verwendeten Zytostatikakonzentrationen auf einen aquivalenten prolifera-
tionshemmenden Effekt standardisiert worden waren, ist dieser Befund etwas Uberraschend. Es ist anzu-
nehmen, dass ein gewisser Teil dieser ,AusreiRer” auf die oben beschriebene Ungenauigkeit der 1C80-
Bestimmungen zurtickzufihren ist, jedoch ist auch nicht auszuschlie3en, dass bestimmte Substanzen in
einem oder mehreren Zellmodellen geringere Anderungen auf Expressionsebene hervorrufen und dennoch
den gleichen Effekt auf die Zellproliferation austiben (s. hierzu 3.2.9.1). Aul3erdem wurde der WST-1-Test
nach 120 h Behandlung durchgefiihrt und es ist denkbar, dass die zellulare Reaktion auf die verschiedenen
Zytostatika mit unterschiedlicher Kinetik ablauft, sodass nach 72 h das Ausmalf} der Wirkungen noch vari-
iert, sich aber nach 120 h angleicht. Fir Taxol lasst sich als generelle Tendenz ablesen, dass haufig weni-
ger Gene betroffen sind als mit den anderen Substanzen, dies trifft allerdings nicht auf die 72h-
Behandlung von HT-29- und HMEC-Zellen zu.

3.2.7.2 Vergleich der Zytostatikawirkungen innerhal b der Zellsysteme

Im ndchsten Schritt wurden die verschiedenen Zytostatika innerhalb der Zellmodelle miteinander vergli-
chen, um zu evaluieren, inwieweit sie (ibereinstimmende Anderungen hervorrufen und ob sich bestimmte
Substanzen stérker &hneln als andere. Die Vergleiche wurden sowohl paarweise als auch zwischen je drei,
vier, finf und sechs Substanzen gezogen. Aufgrund der immensen Zahl der hieraus resultierenden Kombi-
nationsmdoglichkeiten werden nicht alle Vergleiche gezeigt, sondern exemplarisch die Dreierkombinationen
und die Schnittmenge aller sechs Substanzen fiir die 72 h-Behandlungen von A549- und HT-29-Zellen in
Form von Venn-Diagrammen dargestellt (Abb. 3-16).

Wie diese Beispiele zeigen, ist keinerlei Tendenz festzustellen, dass sich zwei oder mehr Substanzen star-
ker untereinander ahneln als andere. Dieser Befund bestatigt sich in den hier nicht gezeigten Vergleichen
innerhalb der anderen Zellmodelle.

Bei der Interpretation der Schnittmengen ist zu beachten, dass immer dann, wenn ein Zytostatikum deut-
lich weniger oder mehr Gene moduliert hat als die restlichen Substanzen, auch die Zahlenwerte in den
Venn-Diagrammen etwas inhomogener werden, wie z. B. im Fall der verhaltnismafig gro3en Zahl in A549-
Zellen nach 72 h 5-FU-Behandlung induzierter Gene.

Bedenkt man, dass auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A iiber 12.000 Gene reprasentiert sind,
deren Expression sich potenziell &ndern kann, wird offensichtlich, dass die gefundenen Uberlappungen
zwischen den Zytostatika auffallig gro3 sind. AuBerdem liegt bereits durch Betrachtung der Vergleiche von
je drei Substanzen (Abb. 3-16A1, A2, B1, B2) nahe, dass viele in den Schnittmengen befindlichen Gene
auch zwischen verschiedenen Dreierkombinationen Ubereinstimmen durften. Dies ist tatsachlich der Fall:
In Abb. 3-16A3 und B3 ist die GrolRe der Schnittmenge aus allen sechs Zytostatika nach 72 h-Behandlung
von A549- und HT-29-Zellen angegeben.
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Abb. 3-16 Anzahl der Gene, die von mehreren Zytostatika in gl eicher Weise differenziell reguliert wurden.

Abkurzungen und Farbgebung: A = Adriamycin (orange), C = Camptothecin (blau), E = Etoposid (gelb), F = 5-FU (grun), P = Cisplatin (violett), T =
Taxol (rosa).

Al: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung induzierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika.

A2: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung reprimierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika.

A3: In A549-Zellen nach 72 h Behandlung von allen sechs Zytostatika induzierte (1) und reprimierte (1) Gene.

B1: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung induzierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika.

B2: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung reprimierte Gene, Schnittmengen von je drei Zytostatika.

B3: In HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung von allen sechs Zytostatika induzierte (1) und reprimierte (1) Gene.

Eine sinnvolle graphische Darstellung der Schnittmengen aus vier oder mehr Substanzen ist nicht mehr
moglich, deshalb gibt Tab. 3-4 die Anzahl der von exakt vier, funf und sechs Substanzen deregulierten Ge-
ne in den verschiedenen Zelllinien fiir beide Behandlungszeiten wieder. Die Anzahl der Gene in den

Schnittmengen aus vier, finf und sechs Substanzen ist auffallig hoch, insbesondere nach 72 h.

dereguliert A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231
durch: 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24 72h 241 72h
gi{‘oa;aﬂka“ 371411 | 841 444 6161 | 641306 | 1111 | 35163 | 0101 | 47148 | 01101 | 651 971
g)e/?oasl:atikas 461 81 681 561 3t 11 451 871 0t 11 31t 861 0t 0l 491 261 0t 61 191 311
gi{‘oa;:aﬂkas 11121 | 10612170 | 12100 | 261301 | 010 | 231191 | oror | 181201 | o101 | 4121

Tab. 3-4: Zahl der in jedem Zellmodell durch vier, funf oder s echs Zytostatika deregulierten Gene.

Symbole: 1 = hochreguliert, | = herabreguliert

Im Verlauf der weiteren Auswertungen wurden die Gene, die in den Schnittmengen aus vier, funf oder
sechs Zytostatika enthalten waren, als ,gemeinsame“ Gene betrachtet, die eine allgemeine, nicht-
substanzspezifische Antwort der Zelle auf schadigende Einflisse darstellen dirften. Es erschien nicht ge-
boten, sich auf die durch samtliche Substanzen betroffenen Gene zu beschrénken, da dann diejenigen
Gene, die bei einer oder zwei Behandlungen nur knapp die Filterkriterien verfehlt haben, verloren gehen
wurden. Berilicksichtigt man die Schwankungen bei der IC80-Bestimmung und die Tatsache, dass sowohl
im Hinblick auf die Signalhthe als auch die Anderung des Signals und die Homogenitat der Triplikate strin-
gent gefiltert wurde (s. 2.7.4.3), ist anzunehmen, dass nicht jedes durch genotoxischen Stress differenziell
regulierte Gen in jedem Fall die Schwellenwerte erreicht hat. Diese Vermutung wird dadurch bestétigt,
dass beim Herausgreifen eines beliebigen von vier oder fiinf Zytostatika deregulierten Gens recht haufig

festzustellen ist, dass es von der oder den Ubrigen Substanz(en) tendenziell in die gleiche Richtung modu-
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liert wurde. Es ist wahrscheinlich, dass auch unter den in der Schnittmenge von nur drei Behandlungen lie-
genden Genen einige enthalten sind, die bei den restlichen Substanzen die Filterkriterien nur knapp ver-
fehlt haben. Da aber diese Kriterien nattrlich auch nicht beliebig aufgeweicht werden durfen, um mdoglichst
nur signifikante und biologisch relevante Ergebnisse zu liefern, erschien es als geeigneter Kompromiss, die
von mindestens vier Zytostatika Uber die Schwellenwerte hinaus deregulierten Gene als die ,gemeinsa-

men“ einzustufen.

3.2.7.3 Vergleich der Wirkungen einzelner Zytostati  ka in verschiedenen Zellsystemen

Ein anderer Blickwinkel bei der Datenanalyse ist die Quantifizierung substanzabhéangiger, zelllinientber-
greifender Effekte. Zu diesem Zweck wurden jeweils die von einem bestimmten Zytostatikum in den fiinf
verschiedenen Zellmodellen deregulierten Gene verglichen. Zum 24 h-Zeitpunkt macht dieser Vergleich
noch nicht viel Sinn, da hier, wie unter 3.2.7.1 gezeigt, in zwei der fiinf Zelllinien nur marginale Anderungen
auftraten. Nach 72 h Behandlung hingegen waren die Effekte in allen Zellen quantitativ ausgepragt.

Auch hier ist die Anzahl der méglichen Vergleiche sehr hoch, da ja samtliche Zellsysteme sowohl paarwei-
se als auch in Dreier-, Vierer- und Fuinferkombinationen auf Uberlappungen untersucht werden kénnen.
Aus Platzgrinden und im Interesse der Ubersichtlichkeit konnen hier nicht alle Ergebnisse dieser Verglei-
che wiedergegeben werden. Deshalb sind reprasentativ fur Cisplatin und Etoposid samtliche méglichen
Zweierkombinationen, die Dreierkombinationen der Wildtyp-p53-Zellen und die Zahl der allen funf Zellsys-
temen gemeinsamen Gene als Venn-Diagramme dargestellt (Abb. 3-17). FiUr die anderen Zytostatika er-

gab sich ein analoges Bild.

A549 MCF7 A549 MCF-7 HT-29 MDA-MB-231HT-29 MDA-MB 231
TE 262 168 30
rd | 229 92 N7 143 140 as 212
A549 HMEC A549 HMEC A549 HT-29 A549 HT-29
a7 198 16 g
260 215 156 188 331 143 346 M7
MCF-7 HMEC MCF7 HMEC A549 MDA-MB-231A549 MDA-MB 231
5 227 25. 17
248 245 352 1589 22 131 337 225
MCF7 HT-29 MCF7 HT-29 HMEC HT-29 HMEC HT-29
8 g 10 14
296 150 57 M7 295 149 =Tl 11
MCF7 MDA-MB-231 MCF7 MDA-MB-231| HMEC MDA-MB-231 HMEC MDA-MB 231
g 32 18 34
296 147 547 210 284 138 352 208
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A549 A549
218 72
MCF-7 HMEC
41 52 a4 20
a5 178 410
MCF -7 HMEC MCF-7 HMEC
207 22 183 268 49 133
HT-29 MDA-MB-231
A549 MCF7 A549 MCF7 HT:29 MDA-MB-231 HT-29 MDA-MB-231
45 245 51 45
262 156 108 258 178 114 111 216
A549 HMEC A519 HMEC A549 HT-29 A549 HT-29
21 114 34 11
286 77 257 | 273 195 340 145
Ee TS MCE-7 HMEC A549 MDA-MB231 A549 MDA-MB 231
3 120 52 %

188 Be 383 25 359 189 325 236
MCEF7 HT-29 MCF-7 HT-29 HMEC HT-29 HMEC HT.29
10 15 7 3
191 219 488 142 51 222 142 154
MCF-7 MDA-MB231 MCF7 MDAMB-231 HMEC MDA-MB231 HMEC MDA-MB.231
18 43 12 g
183 273 460 219 a5 229 137 254

B2 = B3
A549 A549
2449 ag
MCF-7 HMEC
a7 13 139 8 110
g 106
MCF -7 HMEC MCF-7 HMEC
161 5 72 244 14 17
HT-29 MDA-MB-231

Abb. 3-17: Anzahl der nach 72 h Zytostatikabehandlung deregulierten Gene und ihre Uberei nstimmung zwischen verschiedenen Zellmo-
dellen am Beispiel von Cisplatin und Etoposid.

Farbgebung der als Kreisflachen dargestellten Zelllinien: A549 blau, MCF-7 rot, HMEC griin, HT-29 gelb, MDA-MB-231 violett.

Die Anzahl der induzierten Gene ist in roter Schriftfarbe, die der reprimierten Gene in blauer Schriftfarbe angegeben

Al: Anzahl der durch Cisplatin induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen je zwei Zellmodellen.

A2: Anzahl der durch Cisplatin induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen den drei Zellmodellen mit Wildtyp-p53.

A3: Anzahl der durch Cisplatin in allen funf Zellmodellen induzierten bzw. reprimierten Gene.
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B1: Anzahl der durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen je zwei Zellmodellen.
B2: Anzahl der durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene im Vergleich zwischen den drei Zellmodellen mit Wildtyp-p53.
B3: Anzahl der durch Etoposid in allen fiinf Zellmodellen induzierten bzw. reprimierten Gene.

An der Existenz von Schnittmengen kann abgelesen werden, dass Ahnlichkeiten zwischen den von einem
bestimmten Zytostatikum in verschiedenen Zellen hervorgerufenen Anderungen bestehen. Die GréRe der
Schnittmengen im Verhéltnis zur Gesamtzahl der geanderten Gene macht deutlich, dass erhebliche Uber-
einstimmungen zwischen den Wildtyp-p53-Zellen vorhanden sind, insbesondere zwischen den reprimierten
Genen. Geringere Uberschneidungen bestehen zwischen den Zelllinien mit mutantem p53 und bei Verglei-
chen von Zellen mit und ohne funktionelles p53. Die Zahl der in allen finf Zellmodellen durch ein bestimm-
tes Zytostatikum deregulierten Gene ist nahezu null (vgl. Abb. 3-17A3 und B3). Es gibt keine eindeutigen
Anhaltspunkte, dass sich die differenziell exprimierten Gene in von Brusttumoren und/oder gesunden
Brustepithelzellen abgeleiteten Zellen (MCF-7, MDA-MB-231 und HMEC) starker &hneln als im Vergleich
zu aus anderen Ursprungsgeweben stammenden Zellen.

Man konnte vermuten, dass es sich bei den in mehreren Zelllinien Ubereinstimmend modulierten Genen
um ein substanzspezifisches Profil handelt. Vergleicht man aber die Gene, die in den Schnittmengen aus
zwei Zellmodellen liegen, mit denjenigen, die innerhalb der jeweiligen Zellsysteme von mindestens vier
Substanzen beeinflusst wurden (den sog. ,gemeinsamen® Genen), stellt man sehr groRe Ubereinstimmun-

gen fest. Dies wird in Tab. 3-5 am Beispiel von Etoposid verdeutlicht.

Zellmodell- Kombination | AS49/ | AS49/ | MCF7/ | asagr | A4S | mcpzr | MOFIT! | aveey | MMECE | HT-29]
A/B MCF-7 HMEC HMEC HT-29 231 HT-29 231 HT-29 231 231

Anzahl der von Eto in Al g 21 13 34 52 10 18 7 12 51

und B induzierten Gene

hiervon gehdren zu den

gemeinsamen Genen von 40 19 10 30 41 8 14 4 12 31

Zelllinie A

hiervon gehodren zu den

gemeinsamen Genen von 33 19 9 15 26 5 8 2 7 17

Zelllinie B

Anzahl der von Eto in Al g 114 120 1 26 15 43 3 8 46

und B reprimierten Gene

hiervon gehéren zu den

gemeinsamen Genen von 231 112 117 8 24 14 36 1 7 27

Zelllinie A

hiervon gehoren zu den

gemeinsamen Genen von| 232 113 118 4 13 4 23 2 3 29

Zelllinie B

Tab. 3-5: Vergleich der nach 72 h durch Etoposid deregulierten mit den ,gemeinsamen” Genen jede s Zellsystems.

Die Aufstellung der induzierten Gene ist in roter, die der reprimierten Gene in blauer Schriftfarbe dargestellt. Fur jeden paarweisen Vergleich zweier
Zellsysteme (bezeichnet mit A und B) ist die Zahl der Ubereinstimmend durch Etoposid induzierten bzw. reprimierten Gene genannt. In den darun-
ter liegenden Zeilen ist angegeben, wie viele dieser Gene zu den ,gemeinsamen” Genen des jeweiligen Zellsystems gehoren.

Zum besseren Verstandnis sollen zwei Beispiele erlautert werden: Nach 72 h Etoposidbehandlung wurden
45 bestimmte Gene sowohl in A549- als auch in MCF-7-Zellen hochreguliert. Vergleicht man diese Gene

mit den ,gemeinsamen” deregulierten Genen in A549-Zellen, so findet man 40 Gene davon wieder, und 33
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Gene stimmen mit den ,gemeinsamen” Genen von MCF-7-Zellen Uberein. Von den in MCF-7- und HMEC-
Zellen durch Etoposid reprimierten Genen sind 120 identisch. 117 von ihnen gehdren zu den ,gemeinsa-
men” Genen von MCF-7-Zellen und 118 zu denen von HMEC-Zellen.

Insgesamt betrachtet zahlt ein sehr hoher Anteil der Gene, die von Etoposid in jeweils zwei Zellmodellen
gleichermalRen dereguliert wurden, zu den ,gemeinsamen® Genen. Dies gilt fur alle Vergleiche und in be-
sonderem Ausmal? fiir die Zellen mit Wildtyp-p53-Protein. Bei diesen finden sich, wie anhand der genann-
ten Beispiele verdeutlicht wird, nahezu alle von Etoposid regulierten Gene aus den paarweisen Zellverglei-

chen in den ,gemeinsamen” Genen wieder; sie sind somit nicht als Etoposid-spezifisch einzustufen.

Fir die anderen Zytostatika ergab sich ein sehr ahnlicher Gesamteindruck, bei keiner Substanz konnte ein
zelllinienlibergreifendes substanzspezifisches Muster gefunden werden. Allenfalls ist denkbar, dass einzel-
ne Zytostatika Effekte hervorrufen, die gleichzeitig substanz- und zellspezifisch sind. Flr einige Substanz-
Zellmodell-Kombinationen konnten solche spezifischen Effekte gefunden werden, auf diese wird in 3.2.9

néher eingegangen.

3.2.8 Funktionelle Analyse der in der Genexpressi@analyse identifizierten
,gemeinsamen“ Gene

Mittels Datenbank- und Literaturrecherchen wurden die durch die Mehrzahl der Zytostatika induzierten und
reprimierten ,gemeinsamen“ Gene hinsichtlich ihrer biologischen Funktionen und ihrer transkriptionellen
Regulation charakterisiert, soweit dies aufgrund der Datenlage mdglich war.

Diese Analysen ergaben deutliche Hinweise, dass durch die Zytostatikabehandlung definierte zellulare
Signalwege und Prozesse aktiviert oder inaktiviert wurden. Zahlreiche Anderungen konnten direkt auf be-
stimmte Transkriptionsfaktoren zurtickgefihrt werden, bei vielen anderen Genen ist eine Koregulation auf-
grund ihres biologischen Zusammenhangs wahrscheinlich, jedoch nicht aus der Literatur zu belegen. Wéh-
rend manche dieser funktionell zusammenhangenden Effekte zelltypspezifisch waren, betrafen andere
mehrere Zellsysteme. So konnte beispielsweise in den Zellen mit Wildtyp-p53-Protein eine prominente
p53-abhangige Antwort detektiert werden, was unter 3.2.8.1 noch detailliert beschrieben wird. Andererseits
konnte eine Aktivierung von Komponenten des Immunsystems hauptséachlich in HT-29-Zellen beobachtet
werden, in geringerem Malf3e auch in anderen Zelllinien (s. 3.2.8.4). Eine zytostatikavermittelte Repression
von Genen, die mit der sog. Unfolded protein response zusammenhangen, wurde ausschlie3lich in der
Zelllinie MDA-MB-231 festgestellt (s. 3.2.8.6).

Die funktionellen Kategorien, auf die im Folgenden néher eingegangen wird, sind:
- p53-Targets (3.2.8.1)
- Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene (3.2.8.2)

- Gene mit Funktionen in der RNA-Prozessierung (3.2.8.3)
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- Zytokine und zytokinresponsive Transkripte (3.2.8.4)

- Adhéasionsmolekile (3.2.8.5)

- Gene der Unfolded Protein Response (3.2.8.6)

- Gene mit Funktionen in Migration, Invasion und Metastasierung (3.2.8.7)

- Gene, die pro- und antiapoptotische Effektoren kodieren (3.2.8.8)
Fur den Grof3teil dieser Kategorien wurden Tabellen erstellt, die alle zugehdrigen deregulierten Gene ent-
halten und eine kurze Beschreibung ihrer biologischen Funktion enthalten. Diese Tabellen finden sich im
Anhang (Kapitel 6).

3.2.8.1 Differenzielle Expression von p53-Targets

Der Befund, dass nach Zytostatikaexposition eine auffallend groRe Zahl deregulierter Gene zwischen den
verschiedenen Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein Ubereinstimmt, legt nahe, dass p53 fur diese
transkriptionellen Anderungen eine wichtige Bedeutung besitzt. Zudem ist in der Literatur hinreichend be-
schrieben, dass genotoxischer Stress zur Aktivierung von p53 fuhrt (s. 3.1.5).

In der Tat stellte sich bei der genaueren Evaluierung der ,gemeinsamen”“ Gene in den Datensatzen von
MCF-7-, A549- und HMEC-Zellen heraus, dass viele von ihnen bereits als transkriptionelle Targets von p53
beschrieben worden sind. Es wurden sowohl viele nach Zytostatikaexposition induzierte Gene gefunden,
die bekanntermal3en durch p53 transaktiviert werden kdnnen, als auch zahlreiche p53-reprimierbare Gene,
die durch die Behandlung ebenfalls in die erwartete Richtung moduliert wurden. Diese p53-abhéngige
Antwort war in MCF-7- und A549-Zellen bereits nach 24 h Behandlung festzustellen und verstarkte sich
nach 72 h, wahrend sie in HMECs, die ja nach 24 h generell nur schwache Effekte zeigten, erst nach 72 h
messbar wurde. Auch zu diesem spéateren Zeitpunkt waren in HMECs deutlich weniger p53-Targets diffe-
renziell exprimiert als in A549- und MCF-7-Zellen.

Tab. 6-1 (S. 242) liefert eine Zusammenstellung der in mindestens einem der drei Wildtyp-p53-Zellsysteme
zu mindestens einem Behandlungszeitpunkt als ,gemeinsam” hochreguliert identifizierten p53-transakti-
vierbaren Targets und ihrer biologischen Funktionen, soweit bekannt.

In Tab. 6-2 (S. 248) sind diejenigen Gene aufgelistet, die laut Literatur nach p53-Aktivierung transkriptionell
reprimiert werden und in mindestens einem Zellmodell mit Wildtyp-p53-Protein nach 24 und/oder 72 h zu

den ,gemeinsamen“ herabregulierten Genen gehérten.

3.2.8.1.1 p53-regulierbare Targets, die auch in Zel len mit mutantem p53 differenziell exprimiert

waren

Nur in sehr wenigen Féallen konnte eine Induktion p53-abhéngiger Gene auch in Zellen mit mutantem p53
festgestellt werden. Bei diesen Genen handelt es sich um p21, FAS und G1P2.

Der Zellzyklusinhibitor p21 wurde abgesehen von den Tumorzellen mit Wildtyp-p53-Protein auch in HT-29-
und MDA-MB-231-Zellen durch die Zytostatikabehandlung induziert. Zahlreiche Berichte in der Literatur

belegen, dass p21 durchaus auch p53-unabhangig induziert werden kann, u.a. nach DNA-Schadigung.
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Dies kann z. B. durch Transkriptionsfaktoren der E2F-, SMAD- und STAT-Familie vermittelt werden [58-60].
Allerdings fiel das Ausmald der p21-Induktion in den Tumorzelllinien mit Wildtyp-p53 deutlich starker aus,
der p21-Spiegel war meist um das 5- bis 15-fache erhéht, wahrend in den Zellen mit mutantem p53 maxi-

mal eine Vervierfachung der Expressionshéhe messbar war (Abb. 3-18A und B).

3000 A 600 B
2500 - 500
< 2000 | 2 400 | m Unbeh
2 2 mAdr
[J] [
£ 1500 4 £ 300 OCam
% ‘24 o Cis
S 1000 - T 200 OEto
(2] (2]
2 & m5FU
500 - 100 & Tax
0 U 0 L
A549 A549 MCF-7 MCF-7 HMEC HMEC HT-29 24h HT-29 72h MDA-MB- MDA-MB-
24h 72h 24h 72h 24h 72h 231 24h 23172h
Abb. 3-18: Expression von p21 nach Zytostatikabehandlung in Wildtyp -p53-Zellen (A) und p53-mutanten Zellen (B) °.

In den HMEC-Zellen war nach 24 h noch nahezu keine Verdnderung der p21-Expression festzustellen;
auch nach 72 h sind nur bei zwei Zytostatika, namlich Cisplatin und 5-FU, die Filterkriterien fur eine signifi-
kante Induktion erfullt. AuBerdem war der Ausgangsspiegel von p2l in den unbehandelten HMEC-
Kontrollen bereits auffallend hoch, sodass mdglicherweise von diesem Niveau aus keine wesentlich starke-

re Induktion méglich war.

Auch die Expression des Death receptors FAS, der eine zentrale Rolle bei der Einleitung der Apoptose

spielt, wurde sowohl in Zellen mit Wildtyp- als auch mit mutiertem p53-Protein durch die Zytostatika herauf-

reguliert.
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Abb. 3-19: Die Lage der vier Affymetrix-Probe Sets fir FAS auf der Transkriptvariante 1.

Der Uberspannte Sequenzbereich ist jeweils als durchgezogene Linie dargestellt. Jedes Kastchen représentiert ein 25meres Oligonukleotid, je 11
bilden ein Probe Set. Die beiden Probe Sets 215719 _x_at und 216252_x_at detektieren Uberlappende Sequenzbereiche. Die hellblauen Dreiecke
symbolisieren alternative PolyA-Enden.

% In Balkendiagrammen von Affymetrix-Genexpressiondaten stellt jeder Balken stets den Mittelwert aus Triplikaten bzw. Duplikaten dar. Signale, die

als marginal oder absent, also nicht verlasslich detektierbar, eingestuft wurden, sind stets grau schraffiert dargestelit.
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Auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A befinden sich vier Probe Sets fiir FAS, die unterschiedli-
che Sequenzabschnitte seiner mRNA detektieren. Diese liegen teils im 3'-Bereich (Affymetrix-1D
204780_s_at und 204781_s_at), teils im mittleren Bereich (Affymetrix-ID 215719 x_at und 216252 _x_at).
Es existieren mindestens acht verschiedene SpleiRvarianten des FAS-Transkripts und jedes der genann-
ten Probe Sets detektiert mehrere unterschiedliche Isoformen, jedoch gibt es kein Probe Set, das alle Iso-
formen erfasst. In Abbildung Abb. 3-19 ist die Lage der vier Probe Sets auf der haufigsten Transkriptvarian-
te 1 gezeigt.

Alle vier Probe Sets zeigen qualitativ Gbereinstimmende Veréanderungen der Signalhéhe von FAS an, wie
beispielhaft fir MCF-7/24 h dargestellt (Abb. 3-20A). Am verlasslichsten erscheint aus theoretischen Uber-
legungen das Probe Set 204780_s_at, da es einerseits relativ weit am 3’-Ende liegt (d. h. es ist auch dann
geeignet, wenn bei der Reversen Transkription keine Volle-Lange-cDNA entstanden ist), andererseits 5'-
seitig zu beiden alternativen PolyA-Enden. In der Tat liefert dieses Probe Set durchgangig héhere Signale
als die anderen drei, was nahe legt, dass es auch verkirzte cRNAs und/oder eine grolRere Anzahl an Iso-
formen detektiert.

In HT-29-Zellen war FAS erst nach 72 h Zytostatikabehandlung hochreguliert, und in HMEC- und MDA-MB-
231-Zellen war keine allgemeine Induktion von FAS zu beobachten, sondern jeweils nur durch ein oder
zwei Zytostatika. In Abb. 3-20B und C sind die Ergebnisse in allen Zellmodellen anhand des Probe Sets
204780_s_at gezeigt. Wie im Fall von p21 war auch bei FAS die Induktion in A549- und MCF-7-Zellen we-

sentlich prominenter als in den Ubrigen Zellmodellen.
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Abb. 3-20: Expression von FAS nach Zytostatikabehandlung.
A: Signalhdhen der vier Probe Sets fir FAS in MCF-7-Zellen nach 24 h Zytostatikabehandlung. B: Signalhdhen des Probe Sets 204780_s_at in
den Wildtyp-p53-Zellsystemen. C: Signalhéhen des Probe Sets 204780_s_at in den p53-mutanten Zellsystemen.
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An der Induktion von FAS in Zellen mit mutantem p53-Protein lasst sich ablesen, dass dieses Gen nicht
ausschlieBlich durch p53 transkriptionell aktiviert werden kann. In der Tat gibt es diverse experimentelle
Befunde, dass FAS auch p53-unabhangig hochreguliert werden kann, u. a. ist dies fiir HT-29-Zellen nach

Behandlung mit Adriamycin, 5-FU, Camptothecin, Cisplatin und Mitomycin C beschrieben worden [61, 62].

G1P2 ist eigentlich ein interferonresponsives Gen, das ein an der antiviralen Immunabwehr beteiligtes Pro-
tein kodiert, es kann aber auch durch p53 transaktiviert werden [38, 63, 64]. Insofern ist verstandlich, wa-
rum es sowohl in MDA-MB-231-Zellen, hier als Teil der Aktivierung der Immunantwort nach Zytostatikabe-

handlung (s. 3.2.8.4) als auch in den Zellen mit Wildtyp-p53-Protein einschlie3lich HMEC induziert wurde.

Unter den p53-reprimierbaren Genen in Tab. 6-2 sind ebenfalls nur sehr wenige, die auch in einer Zelllinie
mit mutantem p53 von mehreren Zytostatika herabreguliert wurden. Mit HT-29 gibt es keine einzige Uber-
einstimmung, und nur vier Gene gehoéren auch in MDA-MB-231-Zellen zu den ,gemeinsamen” reprimierten
Genen. Diese sind CDC20, PLK1 (polo-like kinase 1), SCD (Stearoyl-CoA-Desaturase) und SLCO4Al
(solute carrier organic anion transporter family, member 4A). CDC20 und PLK1 spielen eine bedeutende
Rolle wéhrend der mitotischen Zellteilung (vgl. 3.2.8.2.4) und ihre Expression schwankt zellzyklusabhangig.
Fir beide ist beschrieben, dass sie auch durch Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie reguliert werden,
somit wird verstandlich, dass ihr mRNA-Spiegel auch p53-unabhangig verandert sein kann [65]. Zur mogli-
chen transkriptionellen Regulation des an der Synthese ungesattigter Fettsduren beteiligten Enzyms SCD
und des Anionentransporters SLCO4AL1 fanden sich keine Literaturdaten. Aufgrund ihrer physiologischen
Rolle im Basisstoffwechsel ist jedoch anzunehmen, dass sie nicht ausschlieZlich durch p53 und somit
stressabhangig moduliert werden, sondern ihre Expression unter Normalbedingungen anderen Regulati-

onsmechanismen unterliegt.

3.2.8.1.2 Beispiele wichtiger Effektoren der p53-ab  héngigen Antwort auf die Zytostatikaexposition

Die p53-regulierten Gene kdnnen haufig in funktionellen Zusammenhang mit p53-vermittelten Stressreak-
tionen der Zelle wie Wachstumsarrest, programmiertem Zelltod oder Seneszenz gebracht werden (vgl.
3.1.3). Die Daten zur zytostatikavermittelten Induktion von p21, das als zentraler Vermittler des p53-
abhangigen G1-Arrests, aber auch von G2-Arrest und Seneszenz fungiert, wurden bereits gezeigt (Abb.
3-18). Ein weiteres am Zellzyklusarrest beteiligtes p53-induzierbares Targets ist GADD45A, dieses spielt
hauptsachlich beim G2-Checkpoint eine Rolle. In A549-Zellen war GADD45A bereits nach 24 h Zytostati-
kabehandlung hochreguliert; dieser Effekt verstarkte sich nach 72 h noch weiter (Abb. 3-21A). In MCF-7
waren zwar erst nach 72 h fur vier der sechs Substanzen die Filterkriterien erfullt, das Diagramm zeigt aber,
dass seine Expression auch nach 24 h schon durch fast alle Behandlungen erhéht wurde, jedoch den
Schwellenwert fir die Signalh6he (= 50) nicht in allen Fallen erreichte (Abb. 3-21B). In den Ubrigen Zellsys-
temen einschlieBlich HMECs konnte keine Induktion von GADD45A beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt).
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Abb. 3-21: Expression von GADD45A in A549-Zellen (A) und MCF  -7-Zellen (B) nach Zytostatikabehandlung.

Ein weiterer Wachstumsinhibitor, dessen Expression durch p53 gesteuert wird und der in den Wildtyp-p53-
Zellsystemen durch Zytostatikabehandlung induziert wurde, ist GDF15 (growth differentiation factor 15), ein
Mitglied der TGF[B-Familie, das auch unter den Bezeichnungen PLAB, MIC-1 oder prostate differentiation
factor bekannt ist. In den beiden Tumorzelllinien war es nach 24 und 72 h massiv hochreguliert, in HMEC-
Zellen jedoch weniger stark (Abb. 3-21A). GDF15 kann die Zellproliferation hemmen und war in einem Xe-
nograftmodell in der Lage, die Tumorigenitat einer malignen Zelllinie komplett zu unterdriicken. Zudem
kann es einen Verlust der Substratadhdsion mit anschlieRender Apoptose (sog. Anoikis) bewirken und wird
auch p53-unabhangig durch Stressfaktoren wie z. B. Hypoxie induziert [14, 66, 67]. In zahlreichen Studien
wurde die Zunahme seiner Expression nach Zytostatikabehandlung beschrieben, meist im Zusammenhang
mit p53 [38, 68, 69]; es wurde sogar als sezernierter Biomarker fiir die Aktivierung des p53-Signalwegs
vorgeschlagen [70]. Eine Induktion von GDF15 in den Zelllinien mit mutantem p53 konnte ausschlief3lich
mit Taxol in HT-29-Zellen beobachtet werden (Abb. 3-21B).
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Abb. 3-22: Expression von GDF15 in Wildtyp-p53-Zellen (A) und Z  ellen mit mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung.

Zu den am Zelltod beteiligten p53-Targets zahlen Rezeptoren der tumor necrosis factor receptor-(TNFR)-
Superfamilie wie FAS (s. 3.2.8.1.1) und DR5/KILLER (HUGO: TNFRSF10B%). Diese aktivieren den extrin-

sischen Weg der Apoptose, indem sie die Bildung des DISC (death-inducing signaling complex) stimulieren,

° Gene, die im analysierten Datensatz dereguliert sind und deren Gensymbol gemaR HUGO-Nomenklatur eher ungebrauchlich ist, werden unter
ihrer gangigen Bezeichnung beschrieben. Das offizielle Symbol wird jedoch bei der erstmaligen Nennung in Klammern angegeben. In den Tabellen
im Anhang (Kap. 0) sind diese Gene alphabetisch gemaR ihrem HUGO-Symbol eingeordnet, der géangige Name ist durch Fettdruck hervorgehoben.
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was die Aktivierung der Caspasekaskade nach sich zieht. Die Expression von DR5 wurde in A549-Zellen
bereits nach 24 h Zytostatikaexposition induziert, in MCF-7 durch die Mehrzahl der Substanzen erst nach
72 h (Abb. 3-23). In den ubrigen Zellsystemen war keine Anderung der Transkriptmenge von DR5 feststell-
bar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-23: Expression von DR5 in A549- und MCF-7-Zellen nach Z  ytostatikabehandlung.

Des Weiteren transaktiviert p53 auch proapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie, die den sog. intrinsi-
schen Weg der Apoptose vermitteln, indem sie die Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus den Mito-
chondrien ausldsen. Zu diesen gehdren u.a. BAX, NOXA (HUGO: PMAIP1) und PUMA (HUGO: BBC3),
welche als wichtige Vermittler der p53-abhangigen Apoptose eingestuft werden. Wie in Abb. 3-24A, B und
C dargestellt, war NOXA in A549-Zellen bereits nach 24 h Zytostatikabehandlung induziert, nach 72 h stie-
gen auch die Transkriptmengen von BAX und PUMA in dieser Zelllinie im Vergleich zu den Kontrollproben
deutlich an. In MCF-7-Zellen blieb ihre Expression jedoch weitgehend konstant. Auch in HMECs und den
Zelllinien mit mutantem p53 war keine Veréanderung zu beobachten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-24: Expression von NOXA (A), BAX (B) und PUMA (C) in A 549- und MCF-7-Zellen nach Zytostatikabehandlung.
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Abb. 3-25 stellt schematisch die alternativen Apoptosemechanismen dar, an denen die genannten Proteine

beteiligt sind.
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Abb. 3-25: Einleitung der Apoptose durch verschiedene zellular e Mechanismen.
Extrinsischer Weg (links): Die Death receptors der TNFR-Familie (u. a. FAS, DR4 und DR5) werden durch ihre Liganden aktiviert und stimulieren
die Bildung des DISC (death-inducing signaling complex), welcher u. a. das Adaptorprotein FADD und Procaspase-8 enthalt. Letztere wird hierbei
zur aktiven Caspase-8 gespalten. Je nach Zelltyp werden entweder ausreichend hohe Spiegel von Caspase-8 erzeugt, welche direkt eine Kaskade
von Effektorcaspasen zu aktivieren vermag, oder es muss eine Signalverstarkung durch Caspase-8-vermittelte Spaltung des BCL2-
Familienmitglieds BID stattfinden. Das BID-Fragment tBID kooperiert mit BAX und BAK und férdert deren Effekte auf die Mitochondrienmembran.
Intrinsischer Weg (rechts): Ausgeldst durch verschiedene Stimuli werden proapoptotische BH3 domain-only-Proteine aktiviert, die alle zur BCL2-
Familie gehdren (u. a. BID, BAD, BIM, NOXA und PUMA). Diese erleichtern die Bildung von Heterodimeren aus weiteren proapoptotischen BCL2-
Proteinen, insbesondere BAX und BAK, die sich in Form von Poren in die &uRere Mitochondrienmembran einlagern. Infolgedessen werden
zahlreiche Faktoren freigesetzt, zu denen Cytochrom ¢, Smac/DIABLO (ein Inhibitor der antiapoptotischen IAPs), AIF (apoptosis-inducing factor)
und Endo-G (Endonuklease-G) gehdren. Antiapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie wie BCL2 und BCL-xL wirken diesen Vorgangen entgegen.
Der Austritt von Cytochrom c flhrt einerseits zur weiteren Destabilisierung der Mitochondrien, andererseits ist er essenziell fiir die Entstehung des
Apoptosoms aus Procaspase-9 und Apaf-1 (apoptotic protease activating factor). Die Aktivierung von Procaspase-9 fuhrt wiederum zur
aktivierenden Spaltung von Effektorcaspasen. '
Die beschriebenen Signalwege flihren letztlich alle zum Tod der Zelle. [71]

Ein funktionell sehr interessantes p53-reprimiertes Gen ist Survivin (HUGO: BIRC5), welches zur Familie
der IAP-Proteine (inhibitors of apoptosis) gehért. Auch Survivin ist auf dem Affymetrix GeneChip® Array
HG-U133A durch mehrere Probe Sets vertreten und stellvertretend werden die beiden am nachsten zum

3’-Ende der mRNA liegenden Sets gezeigt (Abb. 3-26). Sie zeigen qualitativ Uibereinstimmend an, dass

' wird in einer Abbildung ein Gensymbol verwendet, das nicht der HUGO-Nomenklatur entspricht (wie hier z. B. im Fall von AIF, das offiziell als
PDCD8 bezeichnet werden misste), so wird das offizielle Symbol nur dann angegeben, wenn das betreffende Gen im analysierten Datensatz de-

reguliert ist.
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Survivin durch die Mehrzahl der Zytostatika in allen drei Zellsystemen mit Wildtyp-p53-Protein nach 72 h
deutlich herabreguliert wurde. Zum 24 h-Zeitpunkt waren in A549-Zellen die Kriterien fiir eine Repression
bereits von drei Zytostatika erfillt, in MCF-7 und HMEC lasst sich immerhin eine Tendenz zur Reduktion

der Expressionshéhen erkennen.
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Abb. 3-26: Expression von Survivin in Wildtyp-p53-Zellen, ge zeigt anhand der Signalhéhen der Probe Sets 202094_at (A) und
202095_s_at (B).

Es gibt Hinweise, dass Survivin im Gegensatz zu den anderen IAPs nicht direkt die Aktivitat von Caspasen
inhibiert (vgl. Abb. 3-25), sondern seinen antiapoptotischen Effekt hauptsachlich durch die Kontrolle mitoti-
scher Prozesse austibt. Es reguliert die Chromosomensegregation, ist am Spindelcheckpoint beteiligt und
verhindert die sog. mitotische Katastrophe (mitotic catastrophe). Ein Verlust von Survivin fuhrt zu aberran-
ten Mitosen und letztlich zum Zelltod [72]. Mehrere Publikationen konnten eine direkte Repression der
Promotoraktivitat von Survivin durch aktiviertes p53 zeigen [73]. Da die Expression von Survivin durch E2F
stimuliert werden kann [74] und das p53-Response-Element mit einer Bindungsstelle fir E2F Gberlappt,
wurde als moglicher Mechanismus die Verdrangung dieses aktivierenden Transkriptionsfaktors durch p53
vorgeschlagen [16]. Es finden sich aul3erdem Berichte in der Literatur, die eine Reduktion der Survivin-
MRNA nach Zytostatikaexposition bestétigen. So konnten zwei Studien mit Hilfe von DNA-Arrays zeigen,
dass Adriamycin bzw. das Taxan Docetaxel und der Antimetabolit Furtulon die Expression von Survivin in
Zellen mit Wildtyp-p53-Protein (HCT-116 bzw. LNCaP) herabregulieren [14, 75]. Interessanterweise
scheint Survivin selbst in das p53-MDM2-Netzwerk einzugreifen. Es wurde beschrieben, dass ektop expri-
miertes Survivin die Konzentration von p53 auf mMRNA- und Proteinebene erniedrigt und die Expression der
p53-Homologe ANp63, TAp73 und ANp73 erhoht. Die Reduktion des p53-Proteinlevels konnte zumindest
teilweise auf einen gesteigerten MDM2-vermittelten Abbau zurtickgefihrt werden, da Survivin die durch
Caspasen vermittelte Spaltung von MDM2 inhibiert [76]. Indem p53 die Expression von Survivin reprimiert,

hemmt es also seinen eigenen Abbau.
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3.2.8.1.3 Auswertung der Literatur zur p53-abhéngig  en transkriptionellen Regulation

Wie jeweils aus den Spalten ,p53-Regul.” von Tab. 6-1 und Tab. 6-2 ersichtlich ist, diente eine ganze Rei-
he von Veréffentlichungen als Quelle fir die Informationen, welche Gene auf Transkriptionsebene durch
p53 reguliert werden. In Summe wurden 55 Publikationen ausgewertet, von denen mehrere [8, 16, 63, 77-

80] in einem globalen Ansatz eine Vielzahl von p53-Targets identifizieren konnten. Eine Auswahl aus den

verwendeten Techniken gibt Tab. 3-6 wieder.

Zellsystem Details Messmethode Quelle
H1299 p53(-/-), Unterscheidung zwischen priméaren und sekun- | Oligonukleotid-Array [77]
transfiziert mit temperatursensitiver | daren Targets durch Behandlung mit dem Pro-
p53-Mutante teinsyntheseinhibitor Cycloheximid
Tet-off-System oder Adenovirus- Vergleich funf verschiedener Zelllinien; Unter- SAGE (serial analysis of [78]
Infektion zur Expression von exo- suchung der Induzierbarkeit durch Zytostatika gene expression); Bestati-
genem p53 in verschiedenen Zell- und der Abhangigkeit dieser Induktion von gung durch Northern Blots
linien endogenem p53
zinkinduzierbares System zur Ex- Untersuchung der dosisabh&angigen Induktion Oligonukleotid-Array [63]
pression von exogenem p53 in EB- | von p53-Targets;
1-Zellen Vergleich mit Genexpression nach DNA-

Schéadigung durch y- und UV-Bestrahlung
Adenovirus-basierte Expression parallel bioinformatische Identifikation (,in sili- cDNA-Array; Bestatigung [1, 80]
von p53 in verschiedenen Zellli- co-Vorhersage") von p53-Response-Elementen | ausgewahlter Ergebnisse
nien im humanen Genom;Schnittmenge der beiden mittels ChIP (chromatin

Ansatze dirfte laut Autoren mit tatséchlichen immunoprecipitation)

p53-Targets angereichert sein
p53-sensitive Zelllinie ECV-304 Vergleich der Genexpressionsprofile von p53- cDNA-Array [81]
(Wildtyp-p53) und durch wiederhol- | sensitiven und -resistenten Zellen
te Infektion mit p53-Adenovirus
abgeleitete p53-resistente Zelllinie
DECV
Zelllinie mit Wildtyp-p53 und ent- Behandlung mit Topotecan; Identifizierung von cDNA-Array [38]
sprechende Knock-out-Linie (HCT- | p53- und/oder Topotecan-abhangig induzierten
116 +/+ und -/-) oder reprimierten Genen
Zelllinie mit induzierbarem exoge- Differential display [79]
nem p53 (lac-Operon)
p53(-/-)-Zelllinie, infiziert mit p53- cDNA-Array [79]
Adenovirus
Reportersystem in Hefezellen Klonieren p53-responsiver [79]

Sequenzen aus genomi-
scher DNA

Zelllinie mit Wildtyp-p53 und ent- Behandlung mit 5-FU; Identifizierung der in Oligonukleotid-Array [16]
sprechende Knock-out-Linie (HCT- | p53-abhéangiger Weise durch 5-FU deregulier-
116 +/+ und -/-) ten Gene;

Cycloheximid hemmte in dieser Studie die Ak-

kumulation von p53!
HCT-116 p53(-/-), transfiziert mit cDNA-Array [8]
Wildtyp-p53-Vektor oder Gain-of-
function-p53-Mutanten

Tab. 3-6: Studien mit dem Ziel der Identifikation transk

riptioneller Targets von p53.

In diesen Berichten wurden insgesamt Uiber 1.200 verschiedene p53-Targets beschrieben, ca. 35 % davon
als p53-induzierbar''. Jede dieser Studien lieferte einen anderen Satz mutmaRlicher p53-Targets, wobei
sich manche Gene in allen oder nahezu allen Untersuchungen finden lieRen, wéahrend andere nur unter
ganz bestimmten Bedingungen identifiziert wurden. Als mdgliche Grunde fur die Heterogenitat der Ergeb-

nisse sind denkbar:

™ Einige neuere Publikationen konnten die Zahl p53-reprimierbarer Gene stark erweitern. In diesen Studien wurde gefunden, dass p53 weitaus
mehr Gene reprimiert als transaktiviert [8, 16, 80].
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- die Verwendung verschiedener Zellsysteme, in denen das p53-Protein unterschiedliche Targets dif-
ferenziell reguliert (beispielweise aufgrund von Unterschieden im Vorhandensein p53-modifizieren-
der Enzyme oder transkriptioneller Kofaktoren),

- unterschiedliche p53-Spiegel, sowohl hinsichtlich der Gesamtkonzentration an p53-Protein als auch
seiner Aktivierung durch verschiedene posttranslationale Modifikationen;
insbesondere das Vorliegen unphysiologisch hoher Spiegel von exogenem p53-Protein, sodass
dieses mdglicherweise aberrant an Promotoren bindet,

- methodische Unterschiede, wie die Verwendung verschiedener Messmethoden oder das Zugrunde-

legen unterschiedlicher Schwellenwerte fiir eine signifikante Induktion oder Repression.

Da bei jeder weiteren Studie mit veranderter Methodik und anderem biologischen Modellsystem neue Tar-
gets von p53 gefunden werden, ist anzunehmen, dass der Satz p53-regulierbarer Gene in Zukunft noch
erweitert werden kann. Zumindest ein Teil der bisher identifizierten und noch zu erwartenden Kandidaten
durfte auch in vivo unter Stressbedingungen in der Zelle differenziell exprimiert werden.

Die Vermutung liegt nahe, dass unter den durch die Zytostatika differenziell regulierten ,gemeinsa-
men“ Genen noch weitere sind, die durch p53 induziert oder reprimiert werden, in dieser Hinsicht aber
noch nicht in der Literatur beschrieben sind. Insbesondere Gene mit p53-Response-Elementen sind Kandi-
daten fir eine direkte p53-Regulation. Basierend auf einer Studie von Wang et al., in der das humane Ge-
nom auf das Vorhandensein von p53-Response-Elementen in Promotorregionen oder Intronsequenzen un-
tersucht wurde [1], kann fir einige der durch Zytostatikabehandlung modulierten Gene spekuliert werden,

dass sie tatsachlich unter physiologischen Bedingungen von p53 reguliert werden.

Als Beispiele werden im Folgenden je ein induziertes und reprimiertes potenzielles p53-Target herausge-
griffen:

Das Galectin LGALS3 war nach jeweils 72 h sowohl in A549- als auch in MCF-7-Zellen durch alle sechs
Zytostatika induziert, nicht aber in HMEC-, HT-29- und MDA-MB-231-Zellen (Abb. 3-27).

1200 1800
I A 1600 1 B
1000
m Unbeh 1400
5 800 L | mAdr 5 1200 {
% o Cam % 1000 ||
£ 600 | lmcis E
S S 800
= OEto g
g 400 | |m5FU g 600+
[=2] {*)]
5 2 400 4
n 200 | I o Tax n
200 1
0 L L 04 L L
A549 A549 MCF-7 MCF-7 HMEC HMEC HT-29 24h  HT-29 72h  MDA-MB- MDA-MB-
24h 72h 24h 72h 24h 72h 231 24h 231 72h

Abb. 3-27: Expression von LGALS3 in Zellen mit Wildtyp-p53-Prot ein (A) und mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung.
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In der Promotorsequenz von LGALS3 wurde in der genannten Studie eine potenzielle p53-Bindestelle
identifiziert. Darliber hinaus konnte auch in den RNAi-Versuchen, in denen p53 durch transkriptionelles
Silencing von MDM2 aktiviert wurde, eine Induktion von LGALS3 in MCF-7-Zellen beobachtet werden
(s. 3.3.6.2.1). Dies unterstiitzt die Vermutung, dass LGALS3 ein p53-transaktivierbares Target ist. LGALS3
spielt eine Rolle in der Chemotaxis und Aktivierung von Immunzellen, aul3erdem besitzt es proangiogene
und antiapoptotische Eigenschaften [82-85]. Diese lassen sich mit dem klassischen Bild einer p53-
vermittelten Tumorsuppression nur schwer in Einklang bringen, konnten aber Anzeichen fir einen
negativen Feedbackmechanismus sein.

Ein mdglicherweise durch p53 reprimiertes Gen ist der Transkriptionsfaktor FOXM1 (forkhead box M1), in
dessen Promotor durch Wang et al. ebenfalls ein p53-Response-Element identifiziert wurde. Seine Expres-
sion war in A549-, MCF-7- und HMEC-Zellen jeweils nach 72 h Zytostatikabehandlung deutlich reduziert, in
den Zelllinien mit mutantem p53 blieben die Signalwerte konstant (Abb. 3-28).
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Abb. 3-28: Expression von FOXM1 in Zellen mit Wildtyp-p53-Pr  otein (A) und mutantem p53 (B) nach Zytostatikabehandlung.

In seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor reguliert FOXM1 viele zellzyklusrelevante Gene, z. B. stimu-
liert es die Expression der Cycline B1 und D1 und der Phosphatase CDC25B [86]. Da zahlreiche an der
Zellzyklusprogression beteiligte Gene einschlie3lich der drei genannten Beispiele nach der Zytostatikabe-
handlung in den Wildtyp-p53-Zellen herabreguliert waren, kann man vermuten, dass dies zumindest teil-
weise auf der Repression von FOXM1 durch p53 beruhen kénnte. Fir eine grofRe Zahl von Zellzyklusge-
nen ist eine verminderte Expression nach p53-Aktivierung beschrieben, méglicherweise wird dies in man-
chen Fallen indirekt vermittelt, indem p53 ihre FOXM1-vermittelten Transaktivierung unterbindet. Sehr viele
zellzyklusrelevante Gene werden allerdings auch durch den Transkriptionsfaktor E2F reguliert; wie unter
3.2.8.2.6 noch detailliert erlautert wird, gibt es starke Indizien, dass eine verringerte Aktivitat von E2F —

gemeinsam mit p53 — fur die Repression der Zellzyklusgene nach Zytostatikaexposition verantwortlich ist.

3.2.8.2 Deregulation von Genprodukten mit Funktione n in Zellzyklus, Proliferation und
DNA-Damage-Response

In den Zellmodellen A549, HMEC und MCF-7 féllt eine massive Haufung von nach Zytostatikabehandlung

deregulierten ,gemeinsamen“ Genen auf, deren Expression bekanntermalRen zellzyklusabhangig schwankt
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und deren Produkte in Zellzyklusprogression, Zellteilung oder die Antwort auf DNA-Schaden, die sog.
DNA-Damage-Response, involviert sind. Der Uberwiegende Teil dieser Gene wurde in den genannten
Zellmodellen durch die Zytostatika herabreguliert. Es fanden sich aber auch einige induzierte Gene aus
den genannten Kategorien, die teilweise inhibitorische Funktionen im Zellzyklus erfillen.

Die Induktion bzw. Repression war bei manchen Genen bereits nach 24 h zu beobachten (besonders bei
A549-Zellen), nach 72 h liel3 sich dann in allen drei Zelltypen ein ausgepragter Effekt mit sehr vielen dere-
gulierten Genen feststellen. Im Gegensatz hierzu wurden in den Zelllinien mit mutantem p53 kaum Gene
beeinflusst, die im Zusammenhang mit dem Zellzyklus oder der Reaktion auf DNA-Schaden stehen, bzw.
diese wurden teilweise in die entgegengesetzte Richtung moduliert.

Tab. 6-3 (S. 253) enthalt eine Zusammenstellung der Gene mit Funktionen in Zellzyklus oder DNA-
Damage-Response, die in mindestens einem Zellsystem mit Wildtyp-p53 zu mindestens einem Zeitpunkt
von vier, funf oder sechs Substanzen dereguliert wurden. Auerdem ist auch angegeben, wenn nur ein,
zwei oder drei Zytostatika zu einer Expressionséanderung gemaf den Filterkriterien fihrten. Hieraus ist er-
sichtlich, dass bei einer etwas weniger stringenten Gestaltung der Filterkriterien noch mehr derartige Gene
zu den ,gemeinsamen” Genen jeder Zellart zahlen wirden, da in vielen Féallen nur drei Substanzen die An-

forderungen erfliliten.

In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten Schritte in der G1/S-Progression (3.2.8.2.1), DNA-
Replikation (3.2.8.2.2), DNA-Damage-Response (3.2.8.2.3) und Mitose (3.2.8.2.4) dargestellt und zentrale
daran beteiligte Proteine genannt. Diejenigen Effektoren, deren Transkripte im vorliegenden Datensatz in
mindestens einer Zellart zu den ,gemeinsamen* differenziell exprimierten zahlten, sind im Text nach fol-

gendem Schema markiert:

nach 24 u./o. 72 h dereguliert in: Symbol bei Induktion: Symbol bei Repression:

A549 [Gen]™ [Gen] ™
MDA-MB-231 [Gen]®' [Gen]®!
HT-29 [Gen]"" [Gen]™
MCF-7 [Gen]™ [Gen]™
HMEC [Gen]™' [Gen]™

Bei der Markierung wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht unterschieden, ob ein Gen nach 24 und/
oder 72 h Behandlung differenziell exprimiert war, dies ist jedoch Tab. 6-3 zu entnehmen. Taucht ein be-
troffenes Gen mehrfach im Text eines Unterkapitels auf, so sind die hochgestellten Symbole nur bei der
ersten Erwahnung angegeben. Ebenfalls aus Tab. 6-3 ist ersichtlich, dass auf3er den im Folgenden er-
wahnten noch eine sehr groR3e Zahl weiterer Gene, die eine Rolle im Zellzyklus oder in der DNA-Damage-

Response spielen, in den Wildtyp-p53-Zellen nach Zytostatikaexposition dereguliert war. Auf ihre Funktio-
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nen kann hier nicht ausfuhrlich eingegangen werden, eine kurze Zusammenfassung ihrer wichtigsten Auf-

gaben sowie Daten zu ihrer zellzyklusabhangigen Expression sind jedoch in der Tabelle enthalten.

3.2.8.2.1 G1/S-Progression

Eine stark vereinfachte Ubersicht (iber die Regulation des Zellzyklus durch cyclinabhangige Kinasen

(CDKs) und ihre Interaktionspartner ist in Abb. 3-29 gezeigt.
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Abb. 3-29: Regulation der Zellzyklusprogression.

Komplexe aus CDKs und Cyclinen regulieren die Progression durch die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Die Dephosphorylierung der CDKs
durch CDC25-Proteine fuhrt zu ihrer Aktivierung, wahrend die CDKIs inhibierend auf CDK-Cyclin-Komplexe einwirken. Ein wesentliches Steue-
rungselement fir die Zellzyklusprogression ist der zellulare Spiegel der Cycline, welcher durch das AusmafR ihrer Synthese und Degradation be-
stimmt wird.

[12], modifiziert.

Der Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus wird maRgeblich durch CDK2 *', CDK4 und
CDK®6 gesteuert. CDK2 assoziiert mit Cyclin E (Cyclin E1, Cyclin E2™ ™ (HUGO: CCNE2)) und Cyclin A
(Cyclin A1, Cyclin A2 M N' (HUGO: CCNA2)) und aktiviert u. a. Komponenten des prareplikativen Kom-
plexes (pre-RC) und des DNA-Polymerase/Primase-Komplexes, wodurch die DNA-Replikation initiiert wird.
Die Aktivitdt der CDK2-Cyclin-Komplexe wird durch CDK-Inhibitoren (CDKIs) negativ reguliert, zu ihnen
gehodren p21 A1 BT HIMI 02 7KPL ynd p57XP2, Die Kinasen CDK4 und CDK6 komplexieren mit D-Typ-Cyclinen
(Cyclin D1 4" N (HUGO: CCND1), D2 und D3) und werden in ihrer Aktivitat ebenfalls durch CDKlIs ge-
hemmt, und zwar durch p16™K*? p15MNK4 p1gNKac A ML (HYGO: CDKN2C) und p19™K4d,

Verschiedene Mechanismen verhindern ein verfrilhtes Einsetzen der DNA-Replikation: Das RB-Protein

und weitere Proteine der RB-Familie, die auch als ,Pocket-Proteine” bezeichnet werden (p107 und p130),
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sind wéhrend der GO- und G1-Phasen an Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie gebunden und verwan-
deln diese in Repressoren. Dadurch wird die Expression samtlicher Cycline niedrig gehalten und somit die
Aktivierung von CDK2, CDK4 und CDKG6 verhindert. Die Transkription von D-Cyclinen kann aber nicht nur
durch E2F, sondern auch durch diverse andere Transkriptionsfaktoren, welche von mitogenen Signalen
abhangen, stimuliert werden. So kénnen beispielsweise MYC-MAX-Dimere, der Wnt/B3-Catenin- und der
PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase)/AKT-Signalweg die Expression von D-Cyclinen fordern. Diese und andere
Signalwege wirken auf komplizierte und vielféltige Weise auf die Zellzyklusmaschinerie ein, indem sie u. a.
auch die Expression oder Aktivitdt von CDKIs steuern. Details sind z. B. [87] zu entnehmen.

Infolge der Expression von D-Cyclinen kénnen sich aktive Komplexe mit CDK4 und CDK®6 bilden, die hy-
pophosphoryliertes RB phosphorylieren und dadurch inaktivieren. Daraufhin dissoziiert RB von E2F-Fami-
lienmitgliedern, wodurch diese transkriptionell aktiv werden kénnen und die Expression zahlreicher Zielge-
ne anstof3en, deren Produkte fiir die G1/S-Transition, die DNA-Replikation, die weitere Zellzyklusprogres-
sion und die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt erforderlich sind. Zu den E2F-Targets gehort
auch Cyclin E. Deshalb werden verstarkt CDK2-Cyclin E-Komplexe gebildet, welche ebenfalls in der Lage
sind, RB zu phosphorylieren und somit einen positiven Feed-forward-Loop bilden [12], [87]. Diese Vorgan-

ge sind schematisch in Abb. 3-30 gezeigt.

Rb and the G1-S Transition
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Abb. 3-30: Regulation der G1/S-Transition durch E2F, RBund C  DK-Cyclin-Komplexe.

In seiner hypophosphorylierten Form ist pRb (RB) aktiv und hemmt die E2F-Transkriptionsfaktoren durch Komplexbildung. Dies verhindert die
G1/S-Progression. Durch CDK2-, CDK4- oder CDK6-Cyclin-vermittelte Phosphorylierung wird RB inaktiviert. E2F wird freigesetzt und kann eine
Vielzahl transkriptioneller Targets aktivieren. Diese umfassen in Form eines Feed-forward-Loops auch D- und E-Cycline.

[12], modifiziert.
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Die Aktivierung von CDK2 wird durch Phosphorylierung via CAK, der CDK-aktivierenden Kinase (Komplex
aus Cyclin H, CDK7 und MATL1), und der Entfernung inhibitorischer Phosphorylierungen durch CDC25-
Proteine, insbesondere CDC25A "' ™' vervollstandigt. Aktivierte CDK2 kann sodann p27X"* phosphorylie-
ren. In der Folge wird p27""* polyubiquitiniert und letztlich am Proteasom abgebaut. An der Polyubiquitinie-
rung von p27"* sind die F-Box-Proteine SKP1A/B, SKP2*' ™' N' "cUL1, CKS1A und CKS1B *' M M petei-
ligt, die den Komplex SCF (SKP/CUL/F-Box-Protein) bilden [87]. In Summe bewirken diese Vorgadnge den
Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zellzyklus.

3.2.8.2.2 DNA-Replikation

Wahrend der S-Phase des Zellzyklus muss die gesamte genomische DNA der Zelle exakt einmal repliziert
werden. Hierfur ist ein komplexes System zustandig, das das mehrfache ,Feuern“ von Replikations-
urspriingen verhindert. Dies ist fur die Aufrechterhaltung der genomischen Integritat der Zelle essenziell.
Damit ein Replikationsursprung aktiv wird, muss er mit einem Komplex aus den sogenannten MCM-
(minichromosome maintenance-)Proteinen beladen werden, der aus MCM2*' M N MCM3 A HEMENE
MCM4 A MINE i pems A B MENE S peme A M N und MeM7 A MU N besteht und vermutlich wéhrend der Re-
plikation als Helikase fungiert. Dieser Vorgang wird als Licensing bezeichnet und erfordert neben den
MCM-Proteinen u. a. die Mitwirkung der Faktoren CDC6”' ™ ™ und CDT1* ™" und des Multiproteinkom-
plexes ORC (origin recognition complex, bestehend aus ORC1LA M ORC2L, ORC3L, ORCA4L, ORC5L
und ORC6L *' ™). Gemeinsam bilden diese Proteine den préreplikativen Komplex (pre-RC). Dessen Zu-
sammenlagerung an den Replikationsurspriingen kann nur stattfinden, wenn die Aktivitat von CDK-Cyclin-
Komplexen gering ist. Dies wird durch den Proteinkomplex APC (anaphase promoting complex, auch als
Cyclosom bezeichnet) gewahrleistet, da dieser E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat besitzt und zum proteasoma-
len Abbau von mitotischen Cyclinen und Geminin® ™ N (HUGO: GMNN) fiihrt. Letzteres bt ebenfalls ei-
nen hemmenden Einfluss auf das Laden des pre-RC aus, indem es an CDT1 bindet und dieses inaktiviert.

Die Expressionsdaten der MCM-Proteine nach Zytostatikabehandlung aller finf Zellmodelle sind in Abb.
3-31 gezeigt. Es ist offensichtlich, dass ihre Expression nur in den Wildtyp-p53-Zelimodellen herabreguliert
wurde, in A549- und MCF-7-Zellen noch starker als in HMECs. In den beiden Zelllinien mit mutiertem p53

blieb ihr Spiegel hingegen weitgehend unverandert.
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Abb. 3-31: Expression der sechs im pre-RC enthaltenen MCM-P  roteine nach Zytostatikabehandlung.

A: Expression von MCM2 in Wildtyp-p53- (A1) und p53-mutanten (A2) Zelllinien. B: Expression von MCM3 in Wildtyp-p53- (B1) und p53-mutanten
(B2) Zelllinien. C: Expression von MCM4 in Wildtyp-p53- (C1) und p53-mutanten (C2) Zelllinien. D: Expression von MCMS5 in Wildtyp-p53- (D1) und
p53-mutanten (D2) Zelllinien. E: Expression von MCM6 in Wildtyp-p53- (E1) und p53-mutanten (E2) Zelllinien. F: Expression von MCM7 in Wildtyp-
p53- (F1) und p53-mutanten (F2) Zelllinien.*

Die zellularen Spiegel bzw. Aktivitaten von APC und CDK-Cyclin-Komplexen oszillieren gegenlaufig. APC
selbst wird durch mitotische CDK-Cyclin-Komplexe phosphoryliert und aktiviert und ubiquitiniert daraufhin
Cycline. Es existieren verschiedene Formen von APC, und zwar APC/CDC20*' & ™' N ynd APC/CDH1.
CDC20 und CDH1 binden direkt an APC und aktivieren seine Ubiquitinierungsfunktion. APC/CDC20 spielt
eine wichtige Rolle fiir die Trennung der Schwesterchromatiden wahrend der Mitose (s. 3.2.8.2.3.1). Unter
anderem vermittelt es hierbei den ubiquitinabhangigen Abbau mitotischer CDK-Cyclin-Komplexe und kann
in der Folge selbst nicht mehr phosphoryliert werden, d. h. es fordert letztlich seine eigene Inaktivierung.
Der andere Interaktionspartner von APC, CDH1, wird durch CDK-abhangige Phosphorylierung gehemmt
und kann erst nach APC/CDC20-vermittelter CDK-Inaktivierung mit APC assoziieren. Der APC/CDH1-
Komplex ubiquitiniert, abgesehen von Cyclinen, noch zahlreiche andere Substrate wahrend der G1-Phase,
u.a. CDC20, Bestandteile des SCF-Komplexes (CKS1A/BA M M skp2 A M Ny ynd cDCA3 ™ M N [88,
89]. Nur wahrend der spaten Mitose und der frihen G1-Phase ist die APC-Aktivitat hoch und die CDK-
Aktivitat gering, sodass in diesem Zeitfenster das Licensing stattfinden kann. Wahrend der weiteren Zell-
zyklusprogression verliert der APC-Komplex seine Aktivitat und die fir den G1/S-Ubergang erforderlichen
CDK-Cyclin-Komplexe (D-Cycline mit CDK4 und CDK6, E-Cycline mit CDK2*') werden aktiv [90].

Damit die Replikationsurspriinge zu feuern beginnen kénnen, ist eine Aktivierung der pre-RCs erforderlich.
Daran sind die Proteine ASK”*' M N' (activator of S phase kinase) und CDC7 ™ wesentlich beteiligt. ASK
bindet an CDC7 und stimuliert dessen Kinaseaktivitat, woraufhin CDC7 Bestandteile des pre-RC, vermut-
lich MCM2 und MCM3, phosphoryliert [91, 92]. Der Komplex aus den MCM-Proteinen agiert vermutlich als
Helikase, die den DNA-Doppelstrang entwindet, und ist somit essenziell fir das Fortschreiten von Replika-
tionsgabeln (replication forks). Er scheint auch eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der genomi-
schen Stabilitdét wahrend der S-Phase zu spielen. Der Komplex aus CDC7 und ASK sowie die MCM-
Proteine sind wichtige Targets des S-Phasen-Checkpoints (s. 3.2.8.2.3.1.) [93, 94].

An der Rekrutierung von DNA-Polymerasen und der Initiation der Replikation sind u.a. CDC45L ™,
MCM10# H' M N ynd TOPBP1™ ™M (topoisomerase Il binding protein) beteiligt [95]. Eine ganze Reihe ver-
schiedener DNA-abhangiger DNA-Polymerasen vermittelt sodann im Zusammenspiel mit Primasen und Li-
gasen (z. B. LIG1™) die Verdopplung der chromosomalen DNA und die Reparatur von DNA-L&sionen. Der

Polymerase a/Primase-Komplex, der aus den Untereinheiten POLA™ ™!, POLA2 A " M N pRiM A MEN!

2 Fr MCM4, MCM5 und MCM?7 sind mehrere Probe Sets auf dem Affymetrix-Chip vorhanden, diese lieferten qualitativ tibereinstimmende Ergeb-
nisse. Fur die Abbildung ist jeweils eines reprasentativ ausgewahlt.
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und PRIM2A besteht, ist fiir die de-novo-Replikation von Leitstrang und Folgestrang zustandig [96]. DNA-
Polymerase & (Untereinheiten D14 ™', D2, D3”*' ™| D4) spielt eine wichtige Rolle fiir die DNA-Replikation
und -Reparatur und interagiert dabei u.a. mit PCNA™' (proliferating cell nuclear antigen), WRN (Werner
syndrome), TREX1 (three prime repair exonuclease 1), TREX2*' ™ und dem RFC-(replication factor C-)
Komplex (bestehend aus RFC1, RFC2* ™M RFC3AM N 'REC4A M N "REC5A M N ynd/oder DCC1 ™™
(defective in sister chromatid cohesion homolog 1)) [97-99]. Auch DNA-Polymerase ¢ (Untereinheiten E™',

E2AMINE E3MY U E4) ist an Replikation und Reparatur beteiligt [100].

3.2.8.2.3 DNA-Damage-Response

Die Zelle hat verschiedene Mdglichkeiten, mit Schaden an ihrer DNA umzugehen. Dazu zéhlen Zellzyklus-
arrest, DNA-Reparatur und die Einleitung der Apoptose. Diese Prozesse muissen koordiniert werden und
nach gegenwartigem Kenntnisstand sind zellulare Kontrollpunkte, sog. Checkpoints, hierflr von entschei-
dender Bedeutung. Im Folgenden werden die der Zelle in verschiedenen Phasen des Zellzyklus zur Verfu-
gung stehenden Checkpoints kurz vorgestellt. Im Anschluss findet sich eine Ubersicht tiber die unter-

schiedlichen Reparaturmechanismen, die je nach Art der DNA-Schadigung aktiv werden.

3.2.8.2.3.1 Zellulare Kontrollpunkte (Checkpoints)

Ganz allgemein kann ein Checkpoint als Mechanismus definiert werden, mit dem die Zelle aktiv die
Progression durch den Zellzyklus anhélt, bis gesichert ist, dass ein friiherer Prozess, wie DNA-Replikation
oder Mitose, abgeschlossen ist. Durch die Aktivierung von Checkpoints werden gleichzeitig die Reparatur
von DNA-Schaden und die Wiederherstellung angehaltener Replikationsgabeln ermdglicht. Falls eine Re-
paratur unmdglich oder nicht erfolgreich ist, kommt es zur Aktivierung proapoptotischer Signalkaskaden.
Die aufeinander folgenden Elemente eines Checkpoints sind das Erkennen des DNA-Schadens und die
Signalinitiation, die Signalvermittiung und -prozessierung und schlieB3lich das Einleiten von Effektorprozes-
sen [101, 102].

Vielfaltige Arten von DNA-L&sionen, die von Fehlpaarungen einzelner Basen bis zu Doppelstrangbriichen
reichen kénnen, missen von Checkpointkomponenten erkannt werden, ebenso ein Stocken im Voran-
schreiten der Replikationsgabel. Als direkter Sensor fungiert hierbei moglicherweise der Komplex aus
RAD50, MRE11 (meiotic recombination 11) und NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1). Gesichert ist,
dass die Kinasen ATM und ATR eine Position an der Spitze der nachfolgenden Signalkaskade einnehmen.
AulRerdem gibt es Berichte, dass der RPA-Komplex (replication protein A-Komplex, bestehend aus RPA1,
RPA2™ und RPA3*' ™) wichtig fir die Rekrutierung von ATM und ATR zu den Orten der DNA-Schadi-
gung und fir die Initiation der Checkpoints ist. Wahrend ATM vornehmlich nach DNA-Schadigung aktiviert
wird, scheint ATR fir die Antwort auf einen Replikationsarrest essenziell zu sein. Da aber viele Formen von
DNA-Schaden sowohl zu direkten DNA-Lasionen als auch zum Anhalten der Replikationsgabel fuhren,

agieren ATM und ATR haufig auch gemeinsam. Die beiden Kinasen phosphorylieren verschiedene Sub-
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strate, darunter CHK1** ™ (HUGO: CHEK1) und CHK2 ™ (HUGO: CHEK?2), die fiir die weitere Signal-
transduktion eine zentrale Rolle spielen. ATM phosphoryliert bevorzugt CHK2, ATR hingegen CHK1, unter
bestimmten Bedingungen wird diese Substratspezifitdt aber durchbrochen. Verschiedene sog. Check-
pointmediatoren modulieren parallel die Aktivitat von ATM und ATR, erleichtern ihre Substratinteraktionen
und sind an der Zusammenlagerung von Multiproteinkomplexen im Bereich der DNA-L&asionen beteiligt. Zu
ihnen gehéren MDC1 ™ (mediator of DNA damage checkpoint 1), TP53BP1 (tumor protein p53 binding
protein 1), BRCA1*' M N (breast cancer 1, early onset), TOPBP1*' ™ und Claspin.

Je nachdem, an welchem Punkt im Zellzyklus die Zelle sich bei Aktivierung dieser ATM/ATR-CHK2/CHK1-
Kaskade gerade befindet, kann ein voribergehender Arrest in der G1-, der S- oder der G2-Phase oder ein
permanenter Arrest in G1 oder G2 stattfinden [101]. Abb. 3-32 zeigt ein stark vereinfachtes Schema dieser

Vorgéange.
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Abb. 3-32: Die Checkpointmaschinerie.

Nach der Detektion von DNA-Schaden (hier beispielhaft ein Doppelstrangbruch) wird die Information durch Mediatoren an die Checkpointkinasen
ATM und ATR weitergeleitet. Diese phosphorylieren entweder direkt oder vermittelt durch CHK1/CHK2 vielféltige Komponenten eines Signalnetz-
werks, welches hier vereinfacht gezeigt ist. Die vom Arrest betroffenen Zellzyklusphasen und die Dauer der Blockade sind angegeben. Tumor-
suppressoren sind rot, Protoonkogene griin markiert. [101], modifiziert.
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Die verschiedenen Checkpoints kénnen hier nur sehr verkiirzt beschrieben werden, fir detaillierte Ausfih-
rungen siehe [101-104].

G1-Checkpoint

Dieser Kontrollpunkt wird im Wesentlichen durch p53 vermittelt. p53 kann sowohl von ATM und ATR als
auch von CHK1** ™ und CHK2™' phosphoryliert und aktiviert werden, wodurch seine Interaktion mit
MDM2 gehemmt wird. MDM2 ist selbst auch ein Substrat dieser vier Kinasen. Zentraler Vermittler des G1-

At Bt Ht M
1TTTT

Arrests ist p2 , welches als CDKI die Aktivitait von CDK2 *'-Cyclin-Komplexen hemmt (s.

3.2.8.2.1) [101].

G1/S-Checkpoint

Es ist anzumerken, dass dieser Checkpoint nicht von allen Autoren vom G1-Checkpoint unterschieden wird

und die Bezeichnungen ,,G1-Checkpoint‘ und ,,G1/S-Checkpoint* teilweise synonym verwendet werden.
ATR und CHK1* ™ phosphorylieren CDC25A "' ™' und markieren es dadurch fiir die Ubiquitinierung durch
den SCF-Komplex (s. 3.2.8.2.1) und den Abbau am Proteasom. Dadurch unterbleibt die Aktivierung von
CDK2*'-CyclinE/A-Komplexen, die fiir die Progression in die S-Phase von zentraler Bedeutung sind [101].
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Abb. 3-33: Deregulierte Gene der G1- und G1/S-Checkpoints.
Schema der G1- und G1/S-Checkpoints, in dem bei der IPA-Analyse die Gene markiert wurden, die in MCF-7-Zellen nach 72 h Zytostatikabehand-

lung dereguliert waren. Farbgebung: rot = induziert, griin = reprimiert, farblos = nicht dereguliert.
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In Abb. 3-33 ist anhand eines im Rahmen einer Ingenuity Pathway Analysis-(IPA-)Auswertung generierten
Schemas gezeigt, welche Komponenten des G1- und G1/S-Checkpoints in MCF-7-Zellen nach 72h Zy-

tostatikaexposition differenziell exprimiert waren.

S-Phasen-Checkpoints

Ganz allgemein dient ein Stopp der Zellzyklusprogression wéhrend der S-Phase dazu, das Feuern von
bisher nicht aktivierten Replikationsurspriingen voriubergehend zu verhindern und die Integritdt angehalte-
ner Replikationsgabeln zu schiitzen.

Die Checkpoints, die zu diesem Zweck im Verlauf der S-Phase aktiviert werden kénnen, werden meist in
verschiedene Signalwege unterschieden, wobei die Bezeichnungen und Abgrenzungen uneinheitlich sind.
Haufig erfolgt eine Unterteilung in Intra-S-Checkpoint (auch DNA-Damage-Checkpoint) und S/M-
Checkpoint (auch DNA-Replikations-Checkpoint).

Der Intra-S-Checkpoint umfasst mehrere parallele Aste, einer davon ist die bereits beim G1/S-Checkpoint
beschriebene Degradation von CDC25A "' ™' Wenn CDK2 *' inaktiv bleibt, wird namlich — wie unter
3.2.8.2.1 beschrieben — auch die Aktivierung essenzieller Komponenten der Replikationsmaschinerie ver-
hindert [101]. Daneben kénnen auch CDC7 ™, sein Interaktionspartner ASK »* M N ynd MCM-Proteine
durch ATR- oder ATM-vermittelte Phosphorylierung inaktiviert werden, sodass die Initiation der Replikation
unterbleibt [93, 94].

AuBerdem kann das Protein SMC1 (structural maintenance of chromosomes 1) durch ATM/ATR und/oder

NBS1 phosphoryliert werden und tragt gemeinsam mit BRCA1** M N

und FANCD?2 (Fanconi anemia, com-
plementation group D2) auf bislang ungeklarte Weise zu einem S-Phasen-Arrest bei [101]. Des Weiteren
wird dem sogenannten 9-1-1-Komplex (RAD9-RAD1 ' ™-HUS1) eine Rolle im S-Phasen-Arrest, u. a. als
Sensor fur DNA-Schaden, zugeschrieben [103, 105]. In manchen Verdffentlichungen wird noch ein geson-
derter S/M-Checkpoint beschrieben, der verhindert, dass sich die Zelle zu teilen beginnt, bevor das gesam-
te Genom verlasslich repliziert ist. Dieser Checkpoint ist jedoch nur in Hefezellen gut charakterisiert und
scheint auf sehr &hnlichen Effektoren zu beruhen wie der bereits beschriebene eigentliche S-Phasen-
Checkpoint. Sein Hauptangriffspunkt ist der fiir den Eintritt in die Mitose essenzielle CDC2 ' M N

Cyclin B M N (HUGO: CCNB2) -Komplex [103].

G2-Checkpoint
Dieser Kontrollpunkt, der gelegentlich auch als G2/M-Checkpoint bezeichnet wird, verhindert die Initiation

der Mitose, wenn Zellen wahrend der G2-Phase DNA-Schéaden erleiden oder noch nicht reparierte Sché-
den aus den vorherigen Zellzyklusphasen aufweisen. Das kritische Target dieses Checkpoints ist der
cbc2™ M NM_cyclin BM M N -Komplex, der die G2/M-Transition vorantreibt. Die Aktivierung dieses Kom-

plexes wird durch verschiedene Mechanismen verhindert, die zur Relokalisation, zum Abbau oder zur Inak-



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 98

tivierung der Phosphatase CDC25C*' ™' N'  die CDC2 durch Dephosphorylierung stimuliert, fiihren. Unter
anderem phosphoryliert CHK1** ™ CDC25C und vermittelt so dessen Entfernung aus dem Nukleus. Fur
diesen Export sind 14-3-3-Proteine, z. B. 14-3-30" ™ (HUGO: SFN), verantwortlich [11]. Gleichzeitig ver-
mitteln sowohl 14-3-30 als auch GADD45A*' ™' eine Reduktion der nukledren Cyclin B-Konzentration, so-
dass die Aktivitit von CDC2 abnimmt [15, 106]. p21 *' " "' M" st nicht nur am G1-Checkpoint, sondern
auch am G2-Arrest nach DNA-Schadigung beteiligt, vermutlich indem es die aktivierende Phosphorylierung
von CDC2 verhindert [12]. Anhand der Tatsache, dass 14-3-3c, GADD45A und p21 p53-induzierbare Tar-
gets sind, wird deutlich, dass p53 auch in diesen Checkpoint entscheidend eingreift. BRCA1* ™ N' diirfte
ebenfalls eine wichtige Rolle beim G2-Checkpoint spielen [101].

Abb. 3-34 zeigt, dass auch durch eine IPA-Analyse zahlreiche nach Zytostatikabehandlung induzierte und
reprimierte Gene dem G2(/M)-Checkpoint zugeordnet werden. Beispielhaft sind die in A549-Zellen nach

72 h induzierten und reprimierten Gene farbig markiert.

Uy

MNuclear E xport,

Uhbiquitination

‘\ .

|:3EIEI FHin
J - Chic1

P(‘AF 4ﬁ{\/;& P53 ) ) 4
> v

AN
»QA 14433 (B0
154r R/ 3
¢ = Y 3/2— Nudeolar Sequestration, JURQ}) Nuclear

P53 Stabilization

// J\\ / @\

hay
1{3«'} Blca1 ‘_- pa) Repnlruo ﬁé&p} G@Dﬂ% <t,/|? M\'ﬂ ‘.'. (‘.(42/%% ‘g\’;e;{} % Ui cjuiti nation
N p

E >q)0|‘t
&

Abb. 3-34: Deregulierte Gene des G2-Checkpoints.
Schema des G2-Checkpoints, in dem bei der IPA-Analyse die Gene markiert wurden, die in A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung deregu-

Export

liert waren. Farbgebung: rot = induziert, grin = reprimiert, farblos = nicht dereguliert.

Spindelcheckpoint

Dieser Checkpoint, der auch die Bezeichnung Spindle assembly-Checkpoint tragt, wird aktiviert, wenn der

mitotische Spindelapparat beschadigt ist oder Chromosomen nicht korrekt tber ihre Kinetochore an den

mitotischen Spindelfasern angeheftet sind. Er hemmt die Aktivitat des Komplexes APC/CDC20A* B M* N!
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welcher sonst durch Ubiquitinierung des Anaphasen-Inhibitors Securin® ™ (HUGO: PTTG1) die Segrega-
tion der Schwesterchromatiden auslésen wirde. Diese Hemmung verlauft Gber eine Komplexbildung von
MAD2* ™ (HUGO: MAD2L1) und BUBR1*' M N' (HUGO: BUB1B) mit CDC20. Weitere beteiligte Check-
pointproteine, die gemeinsam mit MAD2 an die Kinetochore binden, sind BUB1 ** ™' N BUB3, MAD1,
MAD3 u.a. AuBerdem geht man davon aus, dass Motorproteine wie CENPE ** B M N' "das direkt mit
BUBRL1 interagiert, auch als Kontrollpunktkomponenten fungieren [107-109]. In manchen Vergffentlichun-
gen wird neben dem Spindle assembly-Checkpoint noch ein Spindle positioning-Checkpoint beschrieben
[72].

3.2.8.2.3.2 DNA-Reparaturmechanismen

Die DNA-Reparatur ist ein physiologischer Prozess, der sicherstellt, dass Schaden am Genom rasch und
verlasslich behoben werden, und der dadurch die Integritéat der Erbinformation aufrechterhalt.

Besonders wéahrend der S-Phase des Zellzyklus muss die Reparaturmaschinerie der Zelle permanent aktiv
oder aktivierungsbereit sein, um Fehler zu korrigieren, die direkt bei der DNA-Replikation entstehen oder
schon vorher vorliegen und beim Voranschreiten der Replikationsgabel entdeckt werden. Die wichtigsten
Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Replikations- und Reparaturproteinen steuern, sind aktivie-
rende Mitglieder der E2F-Familie (E2F1 ™', E2F2, E2F3). Sie stimulieren in Form von Heterodimeren mit
DP1 oder DP2 die S-Phasen-Progression [110]. Deshalb werden an der DNA-Replikation und der Repara-
tur von DNA-L&sionen beteiligte Proteine im Zellzyklus koexprimiert. Auf3erdem erflllen viele von ihnen
Aufgaben sowohl in der DNA-Synthese als auch bei Reparaturmechanismen, sodass eine klare Trennung
dieser funktionellen Kategorien kaum mdglich ist.

Auch wahrend der Mitose drohen durch Fehler bei der Ausbildung des Spindelapparats oder bei der
Chromosomensegregation DNA-Schaden mit fatalen Auswirkungen, auf die die Zelle nach Aktivierung des
Spindel-Checkpoints durch Einsatz von Reparaturproteinen reagieren kann.

Die wichtigsten Mechanismen fir die Behebung von Schaden an der DNA werden im Folgenden
Ubersichtsartig dargestellt. Innerhalb der Legenden sind die durch Zytostatika deregulierten Gene mit den

unter 3.2.8.2 beschriebenen hochgestellten Symbolen markiert.

Nukleotidexzisionsreparatur (NER) [111, 112]

- Reparatur von bestimmten durch Bestrahlung, Chemikalien oder ROS hervorgerufenen DNA-

Schéaden (insbesondere Cyclobutanpyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte), die die Struktur der
DNA-Helix verzerren
- Unterscheidung in GG-NER (global genome NER, Reparatur von L&sionen im gesamten Genom)

und TC-NER (transcription-coupled NER, Reparatur von Lasionen in transkribierten DNA-Stréangen)
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- Schemas. Abb. 3-35

Abb. 3-35: Die Nucleotidexzisionsreparatur (NER).

DNA-Schaden werden durch den Komplex aus XPC *' (xeroderma pigmentosum, com-
plementation group C) und R23 (RAD23B) erkannt. Diese rekrutieren mehrere andere
Proteine: XPA und RPA (RPA2 ™, RPA3 ™ ™) erleichtern vermutlich die spezifische
Identifikation von Basenlédsionen. TFIIH ist ein Subkomplex der RNA-Polymerase-II-
Transkriptionsmaschinerie, der auch an der NER beteiligt ist. Zu seinen Untereinheiten 4
zahlen die Helikasen XPB und XPD, die den DNA-Doppelstrang zunéchst aufwinden und
ihm lokal eine blasenartige Struktur verleihen. Daraufhin lagert sich ein Heterodimer aus
ERCC1 (excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation
group 1) und XPF an. XPG fungiert als DNA-Endonuklease und durchtrennt den be-
schéadigten DNA-Strang auf der 3'-Seite der Lasion, wahrend der ERCC1-XPF-Komplex
diesen auf der 5'-Seite schneidet. Dadurch wird ein ca. 27-30 Nukleotide langes Frag-
ment entfernt; die entstehende Licke wird durch sog. Reparatursynthese unter Beteili-
gung von DNA-Polymerase & (POLD1™ ™, D3* ™) oder ¢ (POLE™, E2* ™ N EZM),
PCNA™, RPA- und RFC-Proteinen und DNA-Ligase geschlossen. [112]

Nature Reviews | Cancer

Basenexzisionreparatur (BER) [112, 113]

- Austausch geschadigter oder ,falscher* Basen (z. B. Uracil, 3-Methyladenin)

- Reparatur von Lasionen, die die DNA-Helix nicht verzerren

- initiiert durch verschiedene spezialisierte Glykosylasen, z. B. UNG *' ™" (Uracil-DNA-Glykosylase),
MPG (N-Methylpurin-DNA-Glykosylase)

- Schemas. Abb. 3-36
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Abb. 3-36: Die Basenexzisionsreparatur (BER).

Eine DNA-Glykosylase erkennt spezifisch die verénderte Base und spaltet die N-C1'-Bindung zwischen Base und Desoxyribose. Eine AP-

Endonuklease erzeugt eine AP-Site (apurinische oder apyrimidinische Stelle), die dann durch eine 5'-Desoxyribophosphodiesterase (dRPase), z. B.

XRCC1 (X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1), und eine Polymerase, z. B. DNA-Polymerase 3, aufgefillt wird.

Eine Ligase stellt sodann wieder ein intaktes Desoxyribosephosphat-Gerust her. [112]
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Mismatchreparatur (MMR) [114, 115]

- erkennt falsch paarende Basen (mismatches) und sog. IDLs (insertion-deletion loops)

- wichtige Rolle wahrend der DNA-Replikation, da sie falsch eingebaute Basen aus dem neu entste-
henden DNA-Strang entfernt

- Schemas. Abb. 3-37
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Abb. 3-37: Die Mismatchreparatur (MMR).

Ein als MUTSa bezeichneter Komplex aus MSH2 * ™ ™ (mutS homolog 2) und MSH6* ™ ™ oder evtl. auch ein Komplex aus MSH2 und MSH3
(MUTSP) erkennt den Basenmismatch bzw. kleine Schleifen (loops). Unter Beteiligung von MLH1 (mutL homolog 1), PMS2 (postmeiotic segregati-
on increased 2), MLH3 und weiteren Proteinen (DNA-Polymerase & (POLD1* ™, D3 ™), PCNA ™, RPA- (RPA2 ™, RPA3 " ™) und RFC-

Proteinen [115]) wird die L&sion repariert. Der genaue Mechanismus ist allerdings unklar. [112]

Homologe Rekombination [116, 117]

- Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

- nutzt das unbeschéadigte Schwesterchromatid als Vorlage

- Schemas. Abb. 3-38

- mogliche Rolle des FA-(Fanconi-Andmie-)Komplexes im Zusammenspiel mit BRCA-Proteinen und
RAD51* ™: Modell s. Abb. 3-39
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Abb. 3-38: Die Homologe Rekombination
DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) fuhren zur Aktivierung von Checkpoints unter Beteiligung der ATM-Kinase, die NBS1 phosphoryliert. Die freien
DNA-Enden werden moglicherweise durch RAD52 im Zusammenspiel mit dem RAD50-MRE11-NBS1-Komplex erkannt. Durch nukleolytische Spal-

AL M,y

tung wird eine einzelstrangige Region mit 3'-Uberhang gebildet. RAD51 polymerisiert auf der ssSDNA zu einem Nukleoproteinfilament, unter-
stiitzt von RPA (RPA2™, RPA3™ M), RAD52 und méglicherweise BRCA1 * ™ ™ BRCA2 ™ (breast cancer 2, early onset), XRCC2/3 und RAD51-
Paralogen. Das RAD51-Nukleoproteinfilament sucht den homologen DNA-Doppelstrang. Unter Beteiligung von RAD52 und RAD54 findet ein

Strangaustausch statt. Durch nachfolgende DNA-Synthese und Ligation wird der Reparaturprozess abgeschlossen.
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Abb. 3-39: Die Rolle des FA-Komplexes und der BRCA-Protei  ne bei der DNA-Reparatur.
Die FA-Proteine FANCA™, FANCC, FANCE™ ™, FANCF" und FANCG* ™ ™ bilden einen konstitutiven Komplex im Nukleus normaler Zellen.
Wahrend der S-Phase oder auf DNA-Schadigung hin vermittelt dieser Komplex indirekt die Monoubiquitinierung von FANCD2. Aktiviertes FANCD2

transloziert zu DNA-Reparatur-Foci, die BRCAL AMENG nd BRCAZ2 enthalten. BRCAZ2 bindet direkt an RAD51 und an DNA und stellt vermutlich die
Verbindung zur homologieabh&ngigen DNA-Reparatur her. [117]

Non-homologous end-joining (NHEJ) [116]

- dient der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, aber auch dem Prozessieren von Intermedia-
ten der V(D)J-Rekombination bei der Bildung der Immunglobulin- und T-Zellrezeptorgene

- da keine homologen Chromosomenabschnitte genutzt werden, besteht erhebliche Fehleranfalligkeit

- Schemas. Abb. 3-40
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Abb. 3-40: Das Non-homologous end-joining.
Der Doppelstrangbruch wird durch einen Komplex aus dem KU-Heterodimer (KU70 und KU80) und der katalytischen Untereinheit von DNA-PK
(DNA-aktivierte Proteinkinase, DNA-PKcs AN HUGO: PRKDC) erkannt. Nach Hinzufligen oder Entfernen einiger Basenpaare vermittelt ein Kom-

plex aus DNA-Ligase IV und XRCC4 die Ligation der freien Enden. Der RAD50-MRE11-NBS1-Komplex kénnte am Aufwinden der DNA-Helix
und/oder der nukleolytischen Prozessierung der DNA-Enden beteiligt sein. [116]
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Eine mdgliche Rolle in der Uberwachung der DNA-Integritat oder der Reparatur von DNA-Schaden wird
einem Multiproteinkomplex zugeschrieben, der viele der bereits erwahnten Checkpoint- und/oder Repara-

turproteine enthalt und als BASC (BRCALl-associated genome surveillance complex) bezeichnet wird [118].

Abb. 3-41 gibt ein Modell dieses Komplexes wieder.
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Abb. 3-41: Der BASC-Komplex.
Hypothetisches Modell des BASC-Komplexes. Die beteiligten Proteine beeinflussen die Reaktion der Zelle auf DNA-Schéaden, indem sie Repara-
turprozesse initiieren und/oder mit RB und p53 interagieren und dadurch Zellzyklusarrest und Apoptose modulieren. [118]

3.2.8.2.4 G2/M-Progression und Mitose

Abb. 3-42 zeigt eine schematische Ubersicht (iber die Phasen der mitotischen Zellteilung und wichtige da-
ran beteiligte Kinasen.

Nature Reviews | Cancer

Abb. 3-42: Mitose und Zytokinese und wichtige mitotische Kina sen.

Die M-Phase des Zellzyklus dient der geordneten Trennung der Schwesterchromatiden und ihrer Verteilung auf die Tochterzellen. Nach der eigent-
lichen Mitose lauft die Zytokinese ab, wéhrend der die Bestandteile des Zytoplasmas gleichmafig auf die neu entstehenden Zellen verteilt werden.
Verschiedene Checkpoints kontrollieren hierbei die Integritdt des Chromosomenmaterials und des Spindelapparats. Essenzielle an der mitotischen
Progression beteiligte Kinasen sind CDK1 (CDC2), PLK1, die Aurorakinasen A und B sowie BUBR(1). [72]
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Die cyclinabhangige Kinase CDC2*" M N ist in Assoziation mit den mitotischen Cyclinen vom A- und B-Typ
(Cyclin A1, A2 M NE g1 A MENE yng B2 A MENY) Zentraler Vermittler der Progression von der G2- in die M-
Phase. Der CDC2-Cyclin B-Komplex wird auch als M-phase promoting factor (MPF) bezeichnet und ist,
wie bereits erwahnt, Angriffspunkt des S/M- und des G2-Checkpoints (s. 3.2.8.2.3.1). CDC25C** ™' N' akti-
viert Cyclin B-assoziiertes CDC2 durch Dephosphorylierung und I6st dadurch den Eintritt in die Mitose aus.

Die Signalhéhen von CDC2, Cyclin B1, Cyclin B2 und CDC25C in den Zellsystemen mit Wildtyp-p53-
Protein sind in Abb. 3-43 gezeigt. Ihre Expression war nach 24 h in A549-Zellen zumindest durch einen Teil
der Zytostatika bereits reduziert, in MCF-7- und HMEC-Zellen hingegen noch unveréndert. Nach 72 h wa-
ren diese vier fur den Eintritt in die Mitose essenziellen Faktoren in A549-Zellen extrem stark herabreguliert,
in MCF-7-Zellen wurden sie hauptséchlich durch Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid repri-

miert. In HMEC-Zellen verringerten Adriamycin, Cisplatin und 5-FU ihre Expression nach 72 h jeweils am
deutlichsten.
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Abb. 3-43: Expression von an der G2/M-Progression beteiligten Genen in Wildtyp-p53-Zellen nach Zytostatikabehandlung.
A: CDC2, B: Cyclin B1, C: Cyclin B2, D: CDC25C.

Sowohl APC/CDC20 *' B* M N' als auch das ubiquitinkonjugierende Enzym UBCH10 ** ™ N (HUGO:
UBE2C) vermitteln den ubiquitinabhangigen Abbau von B-Cyclinen. Dieser setzt wahrend des Ubergangs
von der Meta- in die Anaphase ein und ist Voraussetzung fur die weitere Progression der Mitose [119].

Fur die Trennung der Schwesterchromatiden ist die korrekte Ausbildung des Spindelapparats essenziell.
Ausgehend von den Zentrosomen werden die Mikrotubuli gebildet und heften sich teilweise an den Kineto-

choren, speziellen proteinreichen Regionen an den Zentromeren, in Form der sog. K-Faser an, wodurch
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eine feste Verbindung der Chromatiden zu den Spindelpolen entsteht. Weitere Tubulinfasern interagieren
mit den Chromosomenarmen oder mit Fasern aus dem gegenulberliegenden Spindelpol. Durch ein kom-
plexes Zusammenspiel aus polwarts und entgegengesetzt gerichteten Kraften (poleward bzw. polar ejec-
tion forces) werden die Chromosomen in der Aquatorialebene ausgerichtet und kénnen dann geordnet zu
den Polen transportiert werden [107]. Zahlreiche Zentromer- bzw. Kinetochorproteine sind hieran beteiligt,
u. a. die Motorproteine CENPE ' B M N ynd CENPF* M N und Mitglieder der Kinesinfamilie, die ebenfalls

als Motorproteine fungieren (z. B. Eg5™ ™' V' (HUGO: KIF11), KIF20A A B MiNE ynd KIF22 A4 MENY),

Eine Uberaus wichtige regulatorische Rolle spielen bei diesen Prozessen die Aurorakinasen: Aurora
AMMINY (HUGO: STK6) beeinflusst die Funktion von Zentrosom und Spindelapparat. Sie reguliert die
Zentrosomenduplikation sowie die Ausbildung und korrekte Anheftung der Spindelfasern. Aurora B*' ™' N
ist maRgeblich an der Chromosomensegregation beteiligt, indem sie die korrekte Orientierung der Schwes-
terchromatiden Uberwacht. Sie bewerkstelligt dies vermutlich Gber die Kontrolle der Spindelfaserdynamik.
Auch in der Zytokinese spielt Aurora B eine tragende Rolle. Teilweise Uberlappen die Funktionen der bei-
den Kinasen, beispielsweise kénnen beide die Phosphorylierung von CENPA** M N' katalysieren, die fur
die korrekte Anheftung der K-Fasern an den Kinetochoren bedeutsam ist. Dartiber hinaus beeinflusst Auro-
ra A auch die p53-Aktivitat: Sie kann p53 phosphorylieren, stimuliert dadurch seine MDM2-vermittelte Ubi-
guitinierung und unterbindet seine Tumorsuppressorfunktion. Dies kann zur malignen Transformation von
Zellen beitragen, deshalb wird Aurora A als onkogene Kinase eingestuft [120, 121].

Die Kinase PLK1 *' B M Nt (nolo-like kinase 1) besitzt ebenfalls zentrale Bedeutung fiir die Ausbildung und
Funktion des Spindelapparats. Auerdem wurde festgestellt, dass die zellulare Lokalisation von Cyclin B1
und CDC25C durch PLK1-vermittelte Phosphorylierung reguliert wird; dies bedeutet, dass PLK1 bereits
den Eintritt in die Mitose reguliert [122, 123].

3.2.8.2.5 Darstellung der differenziellen Expressio n von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-

Genen in Form von Heat Maps

Samtliche Gene mit Funktionen im Zellzyklus oder in der DNA-Damage-Response, die in MCF-7-Zellen
durch die Zytostatikabehandlung reprimiert wurden, sind in Abb. 3-44A in Form eines sog. Heat Map dar-
gestellt. Dieser wurde mit Hilfe der Software Spotfire DecisionSite erstellt, indem die Signalhéhen der zu-

gehdrigen Probe Sets nach Normalisierung einem hierarchischen Clustering unterworfen wurden (s. 2.7.5).
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Abb. 3-44: Heat Maps der Expressionsdaten von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen in MCF-7-Zellen nach Zytostati  kabe-
handlung.

Jede Probe Set ID wird durch eine Zeile im Heat Map reprasentiert, jeder Chip durch eine Spalte. Die nach 24 h Behandlung analysierten Proben
bilden die linke Seite des Heat Maps, die nach 72h gemessenen die rechte Seite. Sie sind jeweils in der Reihenfolge Unbeh-Adr-Cam-Cis-Eto-
5FU-Tax dargestellt, wobei jede Behandlung durch drei Chips und somit drei Spalten im Heat Map vertreten ist. Die Probe Sets wurden hierar-
chisch geclustert, das dabei entstehende Dendrogramm ist nicht gezeigt.

A: Gesamter Heat Map aller Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene.

B: Willkiirlich gewahlter Ausschnitt aus dem Heat Map; jeder Zeile sind die entsprechende Affymetrix Probe Set ID, die GenelD und das Gensym-

bol zugeordnet. Die zwei Probe Sets von MCM4 und die vier Probe Sets von MKI67 sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Aus dieser groben Ubersicht ist erkennbar, dass bereits nach 24 h viele Probe Sets auf den Chips der zy-
tostatikabehandelten Proben ein im Vergleich zu den Kontrollchips (ganz links) erniedrigtes Signal aufwie-
sen und deshalb starker griin eingefarbt sind. In den nach 72 h Behandlung erhaltenen Daten, die den
rechten Teil des Heat Maps von Abb. 3-44A bilden, ist dieses Phdnomen noch deutlich starker ausgepragt.
Die Signalwerte der Arrays, auf die die mit Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid behandelten
Proben hybridisiert wurden, sind griin gefarbt und somit sehr niedrig, wahrend die Signale der Kontrollchips
deutlich héher liegen und deshalb in rot bzw. schwarz dargestellt sind. Eine intermediare Stellung nehmen
die aus 5-FU- und Taxol-Behandlung stammenden Chips ein: Ihre Signale liegen zwar niedriger als die der

Kontrollen, jedoch im Allgemeinen héher als die Daten aus den Ubrigen Zytostatikabehandlungen.
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Ein Ausschnitt (Subcluster) aus diesem Heat Map, bei dem jeder Zeile die passende Affymetrix Probe Set
ID, die GenelD und das Gensymbol zugeordnet sind, ist in Abb. 3-44B gezeigt.

Ein Clustern nach funktionellen Subkategorien wie z. B. DNA-Replikations- oder Spindelapparat-Proteinen
ist nicht festzustellen, dazu &hnelten sich die Anderungen der Expressionshéhen aller zellzyklusassoziier-
ten Gene zu stark. Allerdings fallt auf, dass die vier Probe Sets, die das Gen MKI67 (Ki67, antigen identi-
fied by monoclonal antibody Ki-67) reprasentieren, sehr nah zusammenliegen. Ebenso sind zwei der Probe
Sets von MCM4 in diesem Subcluster vertreten. Daraus ist abzulesen, dass die unterschiedlichen Probe
Sets dieser Gene uber alle Chips hinweg ein extrem ahnliches Expressionsprofil aufweisen.

Nach dem gleichen Prinzip wurde auch mit den aus der Behandlung von A549-Zellen erhaltenen Daten ein
Heat Map erstellt. Dieser ist in Abb. 3-45A wiedergegeben.
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Abb. 3-45: Heat Maps der Expressionsdaten von Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Genen in A549-Zellen (A) und HMECs ( B) nach
Zytostatikabehandlung.

Bei Betrachtung dieses Heat Maps féllt besonders auf, dass Etoposid nach 24 h die Expressionshéhen im
Verhaltnis zu den unbehandelten Kontrollen noch starker reduziert als die Gbrigen Zytostatika. Nach 72 h
stimmen alle sechs Zytostatika weitgehend Uberein; die bei MCF-7-Zellen beobachteten geringeren Effekte
von 5-FU und Taxol sind bei A549-Zellen nicht festzustellen.

Auch mit den aus der Behandlung von HMEC-Zellen gewonnenen Affymetrix-Daten der reprimierten Zell-
zyklus- und DNA-Damage-Response-Gene wurde ein Heat Map erstellt (Abb. 3-45B). Dieser spiegelt den

Befund wider, dass die Zytostatika nach 24 h im Vergleich zur Kontrollbehandlung nur auf3erst geringe Ef-
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fekte ausubten. Die in der rechten Halfte des Heat Maps dargestellten 72 h-Ergebnisse untermauern eine
Beobachtung, die sich bereits aus den beispielhaft gezeigten Balkendiagrammen einiger Zellzyklusgene
herauskristallisiert hatte, namlich die starker ausgepragten Effekte von Adriamycin, Cisplatin und 5-FU im
Vergleich zu den Ubrigen Wirkstoffen (s. Abb. 3-31, Abb. 3-43).

3.2.8.2.6 Transkriptionelle Regulation von Zellzykl  usprogression und DNA-Damage-Response

Wie bereits kurz beschrieben (s. 3.2.8.2.3.2), kontrollieren Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie die Ex-
pression von Replikations- und Reparaturgenen, mitotischen Genen und zahlreichen Checkpointgenen.
Dariiber hinaus regulieren E2F-Proteine auch die Promotoraktivitat von Genen, die an Entwicklung, Diffe-
renzierung und Apoptose beteiligt sind [110, 124, 125]. Zur E2F-Familie gehdéren mindestens sechs ver-
schiedene Mitglieder. E2F1, E2F2 und E2F3 fungieren als transkriptionelle Aktivatoren, E2F4, E2F5 und
E2F6 hingegen als Repressoren. In Abb. 3-46 sind die E2F-Mitglieder, ihre Assoziation mit Pocket-Pro-

teinen und mit Chromatin-Remodellierungsfaktoren und ihre zellzyklusabhangige Promotorbindung gezeigt.
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Abb. 3-46: Die Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie, ih  re Assoziationspartner und ihre Promotorbindung.

E2F1-3 sind transkriptionelle Aktivatoren und binden bevorzugt wahrend der spaten G1- und der S-Phase an ihre Targetpromotoren. Durch Asso-
ziation mit RB (pRB) werden sie gehemmt. E2F4 und 5 liegen i.A. im Komplex mit p107 bzw. p130 vor und fungieren wahrend der GO- und der
frihen G1-Phase als transkriptionelle Repressoren. Einerseits binden diese Komplexe direkt an Promotoren von Zielgenen, andererseits rekrutie-
ren sie Chromatin-Remodellierungsfaktoren, z. B. Histondeacetylasen (HDACs) und Methylasen, die die Transkription durch Chromatinmodifikation
negativ regulieren. E2F6 wirkt durch direkte Rekrutierung von Polycomb-Proteinen (PcG) als transkriptioneller Repressor. Zur Expression von E2F-
Targetgenen kommt es einerseits durch Promotorbindung aktivierender E2F-Faktoren, andererseits durch Dissoziation reprimierender Familienmit-
glieder (Derepression). [124]
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Eine Ubersicht iber die Signale, die die Aktivitat von E2F-Proteinen steuern, und die E2F-abhangig in

Gang gesetzten Prozesse ist in Abb. 3-47 gezeigt.
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Abb. 3-47: Der E2F/RB-Signalweg.

Die Aktivitat von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie wird durch verschiedene Signalkaskaden moduliert. Differenzierungssignale aktivieren via
TGFP p15™“ und p27"", Seneszenz induzierende Stresssignale aktivieren p16™*%. Diese CDKIs halten durch Inhibition der Cyclin D-CDK4-
abhéngigen Phosphorylierung von RB-Familienmitgliedern E2F-Faktoren im inaktiven Zustand. Wachstumssignale hingegen aktivieren uber den
RAS/MAPK-Weg die Expression von Cyclin D und aktivieren die E2F-abhéangige Transkription. Eine DNA-Schéadigung kann einerseits durch RB-
Aktivierung und E2F-Hemmung zum Wachstumsarrest, evtl. in Form des seneszenzartigen terminalen Wachstumsarrests, fihren oder ATM-
vermittelt E2F1 aktivieren und dadurch DNA-Reparatur und Apoptose fordern. [124], modifiziert.

Bei sehr vielen nach Zytostatikaexposition reprimierten Genen handelt es sich um E2F-Targets, insbeson-
dere bei den in A549-, HMEC- und/oder MCF-7-Zellen gefundenen. Dies lasst sich u. a. in Tab. 6-3 aus der
Spalte ,E2F-Regul.” ablesen. Aul3erdem bestétigten auch IPA-Analysen, dass E2F ein zentraler Regulator
der durch Zytostatika deregulierten Gene ist und enorm viele E2F-abhangige Gene durch die Behandlung
reprimiert wurden. Im Fall von MCF-7 ist nach 72 h Behandlung das E2F1-Transkript selbst herabreguliert,
in den Ubrigen Zelllinien ist dies nicht der Fall.

Abb. 3-48 zeigt ein von IPA generiertes Netzwerk, in dem der Zusammenhang von E2F1 mit einer Reihe

herabregulierter Gene fur die 72 h-Behandlung in MCF-7-Zellen identifiziert wurde.
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Abb. 3-48: Repression von E2F-Targets in MCF-7-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.
Durch eine IPA-Analyse der 72 h-Daten von MCF-7-Zellen generiertes Netzwerk, das mit transkriptionellen Targets von E2F angereichert ist. Farb-

gebung: grun = reprimiert; dies betrifft samtliche im Netzwerk enthaltenen Gene.

Darlber hinaus finden sich fiir eine ganze Reihe von Zellzyklusgenen Daten in der Literatur, die eine Re-
duktion ihrer Expression durch p53 beschreiben. In einem Teil dieser Studien wurde belegt, dass es sich
hierbei nicht um sekundare Effekte handelt, indem die Translation mittels Cycloheximid gehemmt wurde.
Diesen Ansatz verfolgten beispielsweise Kannan et al. [77], sie konnten u.a. CDC6 als primares p53-
reprimierbares Target bestatigen.

3.2.8.2.7 Zusammenhang mit der zellularen Seneszenz

Viele der durch Zytostatikabehandlung deregulierten Gene, insbesondere die in den Wildtyp-p53-Zellen
differenziell exprimierten, sind im Zusammenhang mit der Induktion zellularer Seneszenz beschrieben
worden. Seneszenz kann das Resultat der Telomerverkirzung nach zahlreichen Zellteilungen sein (sog.
replikative Seneszenz) oder kann durch DNA-Schadigung oder Aktivierung des Onkogens RAS ausgeldst
werden (sog. beschleunigte Seneszenz). Seneszente Zellen sind durch erhdhte Resistenz gegeniber
Apoptose und verstarkte Expression von ECM-(extrazellulare Matrix-)Komponenten und daraus resultie-
rende erhdhte Adhasion gekennzeichnet und sezernieren vermehrt Proteasen, Proteaseinhibitoren und
mitogene Faktoren.

In Zellkultur- und Tierstudien wurde gezeigt, dass antitumorale Wirkstoffe seneszenzartige Veréanderungen
hervorrufen kénnen [18, 72]. Von besonderem Interesse ist hier eine Publikation von Chang et al., in der
HCT-116-Zellen mit Adriamycin behandelt und danach bis zu zehn Tage in arzneistofffreiem Medium kulti-
viert wurden [14]. Die Uberlebenden Zellen wurden in proliferierende und wachstumsarretierte Populatio-

nen aufgeteilt; ihre Genexpression wurde mittels cDNA-Arrays verglichen. Die arretierten Zellen zeigten
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phanotypische Seneszenzmerkmale wie ZellvergroR3erung, gesteigerte Adhédsion und Granularitat. Hin-
sichtlich der beobachteten Anderungen auf Genexpressionsebene besteht eine auffallend groRe Ahnlich-
keit mit den in den vorliegenden Versuchen durch Zytostatika deregulierten Genen. So fanden die Autoren
eine grol3e Zahl herabregulierter Gene, die eine Rolle in der Zellzyklusprogression, insbesondere der DNA-
Replikation, Mitose und DNA-Reparatur, spielen. Zu diesen gehdérten beispielsweise RRM1*' ™' (Ribonu-
kleotidreduktase M1), TOP2A ™ M N' (Topoisomerase Il a), Ki67 * ™ M und FEN1* ™' N* (flap structure-
specific endonuclease 1). Unter den induzierten Genen identifizierten sie viele Wachstumsinhibitoren, u. a.
BTG2*' ™' (B-cell translocation gene 2) und GDF15*' B M N' " Aych zahlreiche in Zell-Zell- und Zell-ECM-
Kontakte involvierte Gene waren in den arretierten Zellen hochreguliert, was in Korrelation mit der senes-
zenzassoziierten verstarkten Adhésion stand. Generell konnten Zeichen einer ,Normalisierung” in den se-
neszenten HCT-116-Zellen beobachtet werden: Eine Reihe von Genen, deren Expression in Tumoren hau-
fig verringert ist, wurde induziert, wahrend Onkogene und typischerweise in Tumoren Uberexprimierte Ge-
ne herabreguliert wurden. Allerdings wurde auch eine erhdhte Expression mitogener, antiapoptotischer und
angiogener Faktoren festgestellt, die den Erfolg einer Tumortherapie méglicherweise einschranken kénn-
ten. p53 und p21 wurden als positive Regulatoren der behandlungsinduzierten Seneszenz identifiziert, je-
doch konnte ein Teil der Effekte auch in Abwesenheit von p53 und/oder p21 beobachtet werden [14]. Wie
auch in Abb. 3-32 gezeigt, ist von p53 hinreichend bekannt, dass es zu langfristigem Zellzyklusarrest und
Seneszenz filhren kann. Dartiber hinaus bewirken verschiedene Stressoren die Inhibition von E2F-
Faktoren und rufen dadurch Wachstumsarrest und Seneszenz hervor (vgl. Abb. 3-47) [124]. Um die grol3e
Ubereinstimmung zwischen den Daten der vorliegenden Arbeit und den Befunden von Chang et al. zu ver-
deutlichen, sind in der Spalte ,Zytost.-Literatur* von Tab. 6-3 die Zitate aus der Publikation Chang et al.

farblich hervorgehoben.

3.2.8.3 Deregulation von Genen, die Effektoren der =~ RNA-Prozessierung kodieren

Eine weitere funktionelle Kategorie, in die eine Reihe von Beispielen aus dem vorliegenden Datensatz ein-
geordnet werden kann, ist die zellulare Maschinerie zur RNA-Prozessierung. Gene, deren Produkte an der
Bildung des SpleiRapparats oder der Prozessierung von pra-mRNAs beteiligt sind oder die eine Rolle im
Transport oder Abbau von Transkripten spielen, wurden in A549-, MCF-7- und teilweise auch in HMEC-
Zellen durch Zytostatikaexposition herabreguliert, im Allgemeinen erst nach 72h. Es ist bekannt, dass die
genannten Prozesse eng miteinander verwoben sind [126], sodass es nicht Uiberrascht, dass viele der hie-
ran mitwirkenden Proteine auf Expressionsebene koreguliert sind. In HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wur-
den im Gegensatz zu den Wildtyp-p53-Zellen nur sehr wenige Gene dieser funktionellen Kategorie diffe-
renziell exprimiert. In Tab. 6-4 (S. 272) sind die in mindestens einer Wildtyp-p53-Zelllinie nach 72 h Zyto-
statikaexposition von mindestens vier Substanzen reprimierten Gene mit Funktionen im RNA-

Metabolismus gezeigt.
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Im Folgenden werden einige der mit der Prozessierung von Transkripten zusammenhangenden zellularen
Ablaufe kurz beschrieben; ihre Beeinflussung durch die Zytostatikabehandlung wird anhand von Beispielen

illustriert.

Die pra-mRNAs fast aller proteinkodierenden Gene enthalten Intronsequenzen, die prazise entfernt werden
mussen, bevor die mRNASs translatiert werden kdnnen. Diesem Zweck dient ein groRer Ribonukleoprotein-
komplex, das Spleilliosom. Essenzielle Komponenten von Spleil3osomen sind die snRNPs (small nuclear
ribonucleoproteins), die jeweils aus einer snRNA (small nuclear RNA; U1, U2, U5 oder U4/U6-Dimer) und
einem Satz sog. Sm-Proteine bestehen.

Die Zusammenlagerung der snRNP-Partikel unterliegt einer aufwéndigen Regulation, bei der die shRNAs
zunachst aus dem Kern exportiert werden, im Zytoplasma dann unter Kontrolle des SMN-(survival of motor
neurons-)Komplexes mit den Sm-Proteinen assoziieren, an 5- und 3’-Ende prozessiert und schlie3lich
wieder in den Kern importiert werden. Der SMN-Komplex erflillt hierbei eine wichtige regulatorische Funkti-
on, indem er snRNAs identifiziert und verhindert, dass die Sm-Proteine mit anderen RNA-Spezies in
Wechselwirkung treten. In Abb. 3-49 sind der SMN-Komplex, seine Interaktionspartner und zellularen
Funktionen dargestellt.
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Gemin? / Pre-mANA splicing
Geming
Gemin2

Transcripbion

TRENDS in Caif Bisdogy

Abb. 3-49: Der SMN-Komplex und seine Substrate.

Vereinfacht ist der SMN-Komplex als Dimer dargestellt, obwohl er aufgrund seiner Grof3e (30-70S) vermutlich eine oligomere Struktur besitzt. Ge-
min2, 3, 5 und 7 binden direkt an die SMN-Proteine (SMN1, SMN2), wahrend Gemin4 und 6 indirekt tber die Interaktion mit Gemin3 bzw. Gemin7
assoziiert sind. Auf der linken Seite sind die direkten Proteintargets des SMN-Komplexes gezeigt. Diese sind Bestandteile unterschiedlicher RNPs,
die Funktionen auf verschiedenen Stufen des RNA-Metabolismus erfiillen und auf der rechten Seite dargestellt sind. Abgesehen von seiner Interak-
tion mit RNA-bindenden Proteinen kann der SMN-Komplex auch direkt mit SnRNAs in Kontakt treten. [127]

Von den in dieser Abbildung gezeigten Bestandteilen und Interaktionspartnern des SMN-Komplexes waren
die folgenden nach Zytostatikaexposition reprimiert (Markierung wie unter 3.2.8.2): Die SMN-Komponenten
Gemin2™ (HUGO: SIP1) und Gemind* ™' die Sm-Proteine SNRPA”', SNRPB™ ™' und SNRPD1 ™, die
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Lsm-Proteine LSM2 ™ und LSM6 ', Fibrillarin ' (HUGO: FBL), hnRNP Q** ™ (HUGO: SYNCRIP) und

RNA-Helikase AM' (HUGO: DHX9).

Abb. 3-50 vermittelt einen Eindruck von den Ablaufen bei der Bildung von snRNPs.
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Abb. 3-50: Die Zusammenlagerung von snRNPs.

(i) RNA-Polymerase Il transkribiert die snRNA-kodierenden Gene. Die primaren Transkripte tragen ein monomethyliertes m7GpppG(m7)G-Cap am
5-Ende. (ii) Sie werden Uber den cap-binding complex (CBC) und den Adaptor PHAX ins Zytoplasma exportiert. (iii) Die Bildung des Sm-Kerns aus
SMN-Komplex und Sm-Proteinen ist fur die nachfolgende Hypermethylierung der Capstruktur (iv), ihre Umwandlung in ein 2,2,7-Trimethylguanosin
(TMG) und die Reifung des 3'-Endes der snRNA erforderlich. Sind der Sm-Kern korrekt formiert und die TMG-Capstruktur intakt, kann der Import
des snRNPs in den Nukleus erfolgen (v). Im Nukleus sind die SnRNPs zunachst in Cajal Bodies (CB) konzentriert, aus diesen wandern sie zu pra-
mRNAs und fuhren das SpleiRen durch (vi). [127]

rRNAs unterliegen ebenso wie mMRNAs nach der Transkription einer Prozessierung, diese findet im Nukleo-
lus an snoRNPs (small nucleolar RNPs) statt. Es existieren mehrere Subtypen von snoRNPs, die verschie-
dene snRNAs und assoziierte Proteine enthalten, zu diesen zahlt beispielsweise Fibrillarin. Der SMN-
Komplex scheint nicht nur fiir die Bildung von snRNPs, sondern auch fiir die Entstehung von snoRNPs ei-

ne Rolle zu spielen [128].

Am SpleiBen von pra&-mRNAs im Zellkern sind neben den snRNPs noch viele weitere Nicht-snRNP-
Proteine beteiligt. Untersuchungen haben gezeigt, dass bis zu 300 verschiedene Proteinkomponenten im
SpleiRosom enthalten sind, beispielsweise hnRNPs (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), Lsm-Pro-

teine und zahlreiche zusammenfassend als splicing factors bezeichnete Effektoren [127, 129, 130].
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Einige Beispiele solcher Splei3faktoren und die Veranderung ihrer Expression nach 72 h Zytostatikabe-

handlung in den beiden Tumorzelllinien mit Wildtyp-p53-Protein sind in Abb. 3-51A dargestellt.
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Abb. 3-51: Expression verschiedener RNA-prozessierender Effe ktoren in A549- und MCF-7-Zellen nach 72 h Behandlung mit Zytostatika.
A: Expression von Spleil3faktoren. B: Expression von Exosomkomponenten.

Aus dem SpleiRen geht die mRNA nicht isoliert, sondern im Komplex mit verschiedenen Proteinen als
MRNP-(messenger ribonucleoprotein-)Partikel hervor. Unter anderem wird der Multiproteinkomplex EJC
(exon-exon junction complex) vom SpleilBosom spezifisch 20-24 Nukleotide stromaufwarts von Exon-
Exon-Grenzen auf der mRNA deponiert. Der EJC vermittelt den nuklearen Export der mRNA, ist aber auch
am sog. Nonsense-mediated decay-(NMD-)Signalweg beteiligt, in dem aberrante Transkripte mit vorzeiti-
gem Stoppcodon sehr schnell abgebaut werden [131, 132].

Ein ebenfalls in vielfaltiger Weise in den RNA-Metabolismus involvierter Proteinkomplex ist das Exosom,
das fast ausschlieRlich aus 3’ - 5’-Exonukleasen besteht. Es nimmt Einfluss auf die Transkription und den
Export von mRNAs und vermittelt den Abbau AU-reicher mRNAs, aber auch die Degradation anderer
RNA-Spezies [126, 133, 134]. Die Repression mehrerer Exosomkomponenten in A549- und MCF-7-Zellen
nach 72 h Zytostatikabehandlung ist in Abb. 3-51B gezeigt. Wie bereits in

Abb. 3-48 zu sehen war, wird EXOSC9 durch den Transkriptionsfaktor E2F1 reguliert [110], gleiches gilt fir

EXOSC8 [125] und mdglicherweise andere Exosomproteine.
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Die Analyse der Affymetrixdaten mittels IPA unterstitzte den biologischen Zusammenhang vieler der hier
beschriebenen RNA-prozessierenden Effektoren. In Abb. 3-52 ist ein aus den Daten von MCF-7-Zellen
nach 72 h Behandlung generiertes Netzwerk gezeigt, in dem u. a. Proteine, die am Aufbau des Splei3o-
soms mitwirken, angereichert sind.
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Abb. 3-52: Deregulation von RNA-Prozessierungsgenen in MCF-7-Z  ellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.

Ausschnitt eines durch IPA-Analyse generierten Netzwerks. Farbgebung: rot = induziert, griin = reprimiert, farblos = nicht dereguliert. Die Gene, die
im analysierten Datensatz nicht differenziell exprimiert waren, wurden vom IPA-Algorithmus als Bindeglieder des Netzwerks eingefugt. Die Funktio-
nen der reprimierten Gene sind Tab. 6-4 zu entnehmen. Von den induzierten Effektoren ANXA2 (annexin A2) und TYRPL1 (tyrosinase-related prote-

in 1), die durch den IPA-Algorithmus in dasselbe Netzwerk eingeordnet wurden, ist nichts Uber eine Beteiligung am RNA-Metabolismus bekannt.

Wie bereits erwahnt, konnten bei HT-29- und MDA-MB-231-Zellen kaum Veradnderungen der Expression
von Genen mit Funktionen in der Prozessierung von RNA-Spezies beobachtet werden. Interessanterweise
fand sich aber insbesondere in HT-29-Zellen eine eklatante Haufung von herabregulierten Genen, deren
Produkte in einen anderen Aspekt des RNA-Stoffwechsels involviert sind, ndmlich die Synthese von tRNAs.
Insgesamt wurden sechs tRNA-Synthetasen durch jeweils mindestens vier Zytostatika nach 72 h in HT-29-
Zellen reprimiert, von diesen gehorte nur eine (Methionin-tRNA-Synthetase, MARS) auch in MDA-MB-231-
Zellen zu den ,gemeinsamen“ nach 72h herabregulieten Genen und eine weitere (Alanyl-tRNA-
Synthetase, AARS) war in A549-Zellen nach 72 h durch alle Zytostatika auf3er Taxol signifikant reduziert.
Zwei weitere Enzyme dieser Familie (Glutamyl-Prolyl-tRNA-Synthetase, EPRS, und Isoleucin-tRNA-
Synthetase, IARS) erfiillten nicht die Filterkriterien fir ,gemeinsame” Gene, wurden aber dennoch tenden-
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ziell durch die Zytostatika herabreguliert. In Abb. 3-53 sind die Expressionshéhen dieser tRNA-
Synthetasen in HT-29-Zellen nach 72 h Behandlung gezeigt.

Da die tRNAs als Tragermolekule fur die Aminosaurebausteine und als Adaptoren bei der ribosomalen
Proteinsynthese dienen, kann man folgern, dass die Zytostatikabehandlung in HT-29-Zellen vermutlich ei-

ne generelle Suppression der Translation hervorgerufen hat.
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Abb. 3-53: Expression von tRNA-Synthetasen in HT-29-Zellen na  ch 72 h Zytostatikabehandlung.

3.2.8.4 Differenzielle Expression von Zytokinen und zytokinresponsiven Transkripten

In allen untersuchten Zellmodellen lie3en sich nach Zytostatikabehandlung Verdnderungen in der Expres-
sion von Genen feststellen, die eine Rolle in immunologischen Prozessen spielen. Die kodierten Proteine
fungieren entweder direkt als Zytokine oder ihre Expression und Aktivitat sind zytokinabhangig und sie
vermitteln die Effekte dieser Botenstoffe.

Der tberwiegende Teil von ihnen wurde durch die Zytostatikaexposition induziert. Zwischen den verschie-
denen Zellmodellen gab es einige Ubereinstimmungen hinsichtlich der betroffenen immunologisch relevan-
ten Gene, viele waren aber auch zellspezifisch hoch- oder herabreguliert und blieben in den anderen Zell-
systemen weitgehend unveréandert.

Die ausgepréagtesten Veranderungen von an der Immunantwort beteiligten Genen waren in HT-29-Zellen
nach 72 h Behandlung zu beobachten, hier konnten 62 induzierte und 9 reprimierte Gene unter den ,ge-
meinsamen“ Genen aufgrund von Literaturangaben als zytokinartig oder zytokinresponsiv eingestuft wer-
den. Da die Gesamtzahl der ,gemeinsamen” induzierten Gene in dieser Zelllinie nach 72 h gerade einmal
bei 114 lag, ist offensichtlich, dass eine massive Aktivierung von an der Immunabwehr beteiligten Signal-
wegen stattgefunden haben muss. AuBerdem fiel auf, dass 5-FU in HT-29-Zellen extrem wenige Immun-
antwort-Gene modulierte, fast alle ,gemeinsamen” Gene wurden namlich nur durch Adriamycin, Campto-
thecin, Etoposid und Cisplatin und teilweise auch durch Taxol dereguliert. Gleiches galt auch in MDA-MB-
231-Zellen. Interessant ist auch der Befund, dass HT-29-Zellen — im Kontrast zu der prominenten Immun-
reaktion nach 72 h Behandlung — zum 24 h-Zeitpunkt noch keinerlei Veranderung von Genen dieser Kate-

gorie zeigten.
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Auch in den anderen Zellmodellen lieRen sich insbesondere nach 72 h Zytostatikaexposition eine ganze
Reihe ,gemeinsamer” deregulierter Gene als an der Immunantwort beteiligt einstufen. Tab. 3-7 gibt eine

Ubersicht tiber die Anzahl der jeweils differenziell exprimierten Gene dieser Kategorie.

A549 MCF-7 HMEC HT-29 MDA-MB-231
24h 72h 24 h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h

Anzahl deregulierter
Immunantwortgene

10t 14 | 19t 24 21 04 11t 1y 0 151 14 0 621 91 0 241 71

Tab. 3-7: Anzahl deregulierter Gene mit Zytokinfunktion, zytoki nabhangiger Expression oder anderweitiger Funktion bei der Immuna b-
wehr nach Zytostatikabehandlung in den verschiedenen Zellmodellen.

t =induziert, | = reprimiert.

In die Z&hlung aufgenommen wurden einerseits Gene, die selbst Zytokinfunktion besitzen, u. a. Chemokine
wie Interleukin 8 (IL8) und Mitglieder der CXC- und CC-Chemokinfamilien. Andererseits wurden Gene be-
ricksichtigt, deren Produkte an der Signaliibermittlung im Rahmen immunologischer und inflammatorischer
Prozesse beteiligt sind, beispielsweise der Death receptor FAS, Adaptoren an relevanten Rezeptoren (z. B.
TRAF1, IRS2) und Transkriptionsfaktoren wie das NFkB-(nuclear factor xB-)Familienmitglied RELB und
Faktoren der STAT-Gruppe. Schlie3lich wurden auch Gene eingeschlossen, deren Expression vorwiegend
durch Zytokine, wie z. B. Tumornekrosefaktor a (TNFa), Interleukin 1 (IL1) oder Interferone, reguliert wird.
In vielen Fallen ist fir die Proteine, die durch solche zytokinresponsiven Gene kodiert werden, auch eine
Beteiligung an der Immunantwort und/oder der Wachstumsregulation beschrieben. Typischerweise werden
die transkriptionellen Effekte von Zytokinen durch Transkriptionsfaktoren der NFkB-, STAT- oder AP-1-
Familie vermittelt [135]. Tab. 6-5 (S. 276) zeigt die in mindestens einem Zellmodell nach 24 und/oder 72 h

zu den ,gemeinsamen” Genen zahlenden und in die Immunantwort involvierten Gene.

Fir den Grolteil der zytokinartigen oder -responsiven Gene bzw. ihre Genprodukte gilt, dass ihr Vorkom-
men und ihre Effekte in der Literatur hauptséachlich fur Zellen des Immunsystems, wie z. B. Granulozyten,
Makrophagen, B- und T-Lymphozyten, beschrieben sind. Es wird allerdings auch berichtet, dass sie von
Tumorzellen exprimiert werden kénnen und Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und Zelltod nehmen
und dass sie — soweit es sich nicht um isolierte Zellen, sondern um Tumoren im physiologischen Umfeld
eines Patienten oder eines Tiermodells handelt — die Immunantwort des Wirts modulieren kénnen [136-
138].

Zu den zytokinresponsiven Genen, die nach Zytostatikabehandlung induziert wurden, gehdren zahlreiche
interferonabhangige Gene aus der Gruppe der sog. ISGs (interferon-stimulated genes) und auch sehr viele
Gene, fur die eine Induktion durch TNFa, Interleukine und andere Zytokine beschrieben ist. Diese Befunde
sind ein starkes Indiz daflr, dass die Tumorzellen durch die Zytostatikaexposition selbst zur Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine angeregt werden, da ja in der Zellkultur keine Immunzellen vorhanden sind,

von denen diese Botenstoffe stammen kénnten. Offensichtlich wirken die sezernierten Zytokine dann au-
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tokrin auf die Tumorzelle zuriick bzw. parakrin auf die benachbarten Zellen und stimulieren die Expression
der genannten Gene.

Ein solches Zytokin, welches durch die Zytostatikabehandlung induziert wurde und moéglicherweise die Ex-
pression vieler anderer deregulierter Gene stimuliert hat, ist Interleukin 8. In den vorliegenden Datenséatzen
wurde eine Induktion von IL8 in A549-Zellen (nach 24 und 72h) und HT-29-Zellen (nach 72h) jeweils
durch mindestens funf der sechs Zytostatika beobachtet (Abb. 3-54).
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Abb. 3-54: Expression von IL8 in A549- und HT-29-Zellen nach Zytostatikabehandlung.

In den anderen Zellmodellen war entweder keine signifikante Induktion festzustellen (MCF-7) oder nur eine
Induktion durch zwei Substanzen (HMEC nach 72 h) oder sogar eine Repression (MDA-MB-231 nach 72 h
durch 3 Substanzen). Die Induktion von IL8 in Tumoren wird in der Literatur sowohl mit der wiinschenswer-
ten Stimulierung einer antitumoralen Immunantwort als auch mit unerwiinschten proangiogenen und me-
tastasierungsfordernden Effekten in Zusammenhang gebracht [49, 136, 139].

Eine erhohte Expression von Interferonen selbst konnte zwar in keinem Zellsystem gemessen werden, je-
doch waren zahlreiche ISGs, also interferonresponsive Gene, in HT-29- und teilweise auch in MDA-MB-

231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung induziert. Einige Beispiele sind in Abb. 3-55 gezeigt.
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Abb. 3-55: Expression verschiedener ISGs in HT-29- und MDA-M  B-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.
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Auffallig war hier der bereits erwdhnte Befund, dass 5-FU zu keiner bzw. nur einer schwachen Induktion
dieser interferonresponsiven Transkripte flihrte. Den ISGs werden neben ihrer antiviralen und immunmodu-
latorischen Wirkung auch antiproliferative, antiangiogene und teilweise proapoptotische Eigenschaften zu-
geschrieben [138].

In den Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein wurde abgesehen von der Induktion von G1P2, welches ja
auch durch p53 transaktiviert werden kann (s. 3.2.8.1.1), kein typisches ISG unter den ,gemeinsa-

men“ hochregulierten Genen identifiziert.

Der bereits bei den p53-Effektoren beschriebene Rezeptor FAS spielt neben seiner Funktion bei der Einlei-
tung der Apoptose auch eine zentrale Rolle in der Immunantwort. Nach Bindung seines Liganden FASL
stimuliert er verschiedene Signhalkaskaden, von denen mindestens eine in der Aktivierung von NFKB und
somit der Expression zahlreicher Targetgene resultiert.

Wie bereits in Abb. 3-20 gezeigt, wurde FAS durch die Zytostatikabehandlung sowohl in Zellen mit Wildtyp-
als auch mit mutiertem p53-Protein induziert. Neben den Publikationen, die eine p53-abhéangige Regulation
der FAS-Expression belegen, existieren auch zahlreiche Berichte darlber, dass FAS durch proinflammato-
rische Zytokine wie TNFa, IL1p und Interferon y (IFNy) transkriptionell aktiviert werden kann [140-143]. In
Kombination mit den Ubrigen Daten liegt nahe, dass die in HT-29- und mit einzelnen Zytostatika auch in
MDA-MB-231-Zellen beobachtete Induktion hierauf zuriickgefiihrt werden kann. An der Induktion von FAS
durch Zytokine ist NFKB als Transkriptionsfaktor beteiligt [140], d. h. man kann einen Feed-forward-Loop
postulieren, in dem NFkB nach Ligandenbindung an FAS aktiviert wird und daraufhin die Synthese weiterer
FAS-Rezeptoren bewirkt.

Ein derartiger selbstverstarkender Effekt ist auch fir das System aus dem Death ligand TRAIL (HUGO:
TNFSF10) und seinen Rezeptoren, u.a. DR5, beschrieben. Einerseits kann TRAIL den NFkB-Signalweg
aktivieren, andererseits gehort es selbst zu den transkriptionellen Targets von NFKkB [144]. Die Expression

von TRAIL war in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikaexposition signifikant erhdht.

Wie erwéhnt, kommt es haufig zur Aktivierung von NFkB, wenn eine Zelle Zytokinen ausgesetzt ist. Die
daraufhin transaktivierten Targets haben priméar proliferationsférdernde und immunstimulierende Wirkun-
gen. Der Befund, dass auch FAS und TRAIL zu den NFkB-induzierbaren Effektoren gehéren, zeigt jedoch,
dass NFKB auch an proapoptotischen Prozessen mitwirkt [50, 135]. Eine Auswahl einiger NFkB-Targets,

die teils am Zelluberleben, teils an der Apoptose beteiligt sind, ist in Abb. 3-56 gezeigt.
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Abb. 3-56: Targets von NF- KB, die in Zellliberleben oder Apoptose involviert sind. [53]

In der Spalte ,Funktion” von Tab. 6-5 ist angegeben, ob die zytokinabhéngige Expression des betreffenden
Gens durch NFkB vermittelt wird, soweit diese Information der Literatur zu entnehmen war. Dies trifft auf
eine Vielzahl von Genen zu.

Die Rolle, die NFkB mdglicherweise in der Antwort von HT-29-Zellen auf Zytostatikaexposition spielt, wur-
de auch durch den IPA-Algorithmus erkannt. Dies wird in Abb. 3-57 deutlich, die ein durch IPA-Analyse
generiertes Netzwerk zeigt, in dem NFkB als zentraler Vermittler bei der Induktion diverser inflammatori-

scher Zytokine identifiziert wurde.

smﬁga SPEY,E = _

Abb. 3-57: Zentrale Rolle von NF KB in der Regulation von Immunantwortgenen.
Durch eine IPA-Analyse der 72 h-Daten von HT-29-Zellen generiertes Netzwerk, das mit transkriptionellen Targets von NFKB angereichert ist.

Farbgebung: rot = induziert, griin = reprimiert, farblos = nicht dereguliert.
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Weitere Beispiele zytokinresponsiver Transkripte, die in HT-29-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung
induziert waren, sind die Plasminogenaktivatoren uPA (HUGO: PLAU) und tPA (HUGO: PLAT) sowie der
uPA-Rezeptor (UPAR; HUGO: PLAUR). uPA und tPA aktivieren Plasmin, welches sowohl direkt als auch
indirekt Uber die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zur Degradation der extrazellularen
Matrix (ECM) fuhrt. uPA kann auRerdem selbst die ECM-Komponente Fibronectin spalten. Aufgrund dieser
Eigenschaften spielen die Plasminogenaktivatoren eine zentrale Rolle fiir die Moatilitat und Migration von
Tumorzellen [145-147]. Der uPA-Rezeptor vermittelt die Effekte von uPA, interagiert mit Integrinen und
Komponenten der ECM wie z. B. Vitronectin und stimuliert dadurch die adh&siven und invasiven Eigen-
schaften von Tumorzellen. Aul3erdem wirkt uPAR auf verschiedene intrazellulare Signalkaskaden wie z. B.
den JAK-STAT-Signalweg ein [147-149]. Eine Induktion dieser Effektoren durch Chemotherapie, wie sie in
HT-29-Zellen beobachtet wurde und auch in der Literatur beschrieben ist [14, 75], kann also potenziell die
Invasion und Metastasierung von Tumoren anregen. Andererseits sind aber auch erwiinschte immunstimu-
lierende Wirkungen denkbar, da uPA beispielsweise lber die Aktivierung von MMP9 die Spaltung des IL8-
Vorlaufers zum aktiven IL8-Chemokin auslésen kann [150].

3.2.8.5 Differenzielle Expression von Adhasionsmole  kilen

Unter den nach Zytostatikabehandlung differenziell regulierten Genen waren viele, deren Produkte direkt
an adhasiven Interaktionen der Zelle und der Organisation des Zytoskeletts beteiligt sind oder die modulie-
rend auf die Adhasion einwirken. In samtlichen untersuchten Zellmodellen lieBen sich Anderungen der Ex-
pression solcher Gene beobachten, in der Mehrzahl der Falle waren sie induziert. Manche Gene wurden in
mehreren Zelltypen als dereguliert identifiziert, andere scheinen eine zellspezifische Reaktion auf die Zy-
tostatikabehandlung darzustellen. In Tab. 6-6 (S. 288) sind diejenigen Gene gezeigt, die in adhasive Inter-
aktionen bzw. die Reorganisation des Zytoskeletts involviert sind und in mindestens einem Zellsystem

nach 24 oder 72 h zu den durch Zytostatika deregulierten ,gemeinsamen” Genen gehdorten.

Unter Adhdasion versteht man den spezifischen, rezeptorvermittelten Kontakt von Zellen untereinander oder
zwischen Zellen und der sie umgebenden extrazellularen Matrix. Adhasive Interaktionen erfillen einerseits
eine mechanische Funktion fir die Gewebeintegritéat und die Migration von Zellen, sind andererseits aber
auch in Signaltransduktionsprozesse involviert. Adhasionsabhéangige Signale haben groRRen Einfluss auf
Uberleben, Proliferation, Differenzierung und Funktion von Zellen und sind essenziell fiir die zellulare Kom-
munikation. Durch Adh&sion werden Umstrukturierungen des Zytoskeletts in Gang gesetzt, die wiederum
entscheidend fir die Motilitat und Funktion der Zelle sind. Generell unterscheidet man homophile und hete-
rophile Interaktionen zwischen Adhasionsmolekilen, je nachdem, ob Ligand und Rezeptor identisch sind
oder nicht. Die Adh&asionsmolekile lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen und umfassen Zellver-
bindungsmolekiile (cell junction molecules, CIMs), Substratadhasionsmolekile (SAMs) und Zelladhasions-
molekile (CAMS).



Ergebnisse und theoretischer Hintergrund 123

CJMs bilden feste interzellulare Briicken in Form von Desmosomen, Tight- oder Gap-Junctions. Zu ihnen
zahlen u. a. TJPs (tight junction proteins oder Proteine der Zonula occludens), Claudine, Connexine, Pla-
koglobin, Plakophilin und Desmoplakin.

Die SAMs sind Proteine der ECM und der Basalmembran wie z. B. Kollagene, Proteoglykane, Fibronectin
und Vitronectin.

CAMs dienen der Erkennung der Zellumgebung und dem Kniipfen erster Kontakte zu anderen Zellen. Zu
den CAMs gehoren die Selektine, Cadherine, Integrine und Molekule der Immunglobulinfamilie.

Cadherine sind homotypische Zell-Zell-Adhasionsmolekile, die in spezialisierten Membranbereichen, wie
der Zonula adherens und den Desmosomen von Epithelzellen, lokalisiert sind. Sie bilden enge Zell-Zell-
Verbindungen und stehen Uber ihre Interaktion mit Cateninen in Verbindung mit dem Actin-Zytoskelett.
Gleichzeitig beeinflussen sie den Wnt-Signalweg, in dem [-Catenin eine zentrale Rolle spielt und der viel-
faltige Effekte auf Proliferation und Differenzierung ausibt. Integrine sind Heterodimere aus a- und [3-
Ketten, die sowohl an membranstéandige Rezeptoren auf anderen Zellen als auch an ECM-Proteine binden
kénnen. Auch sie stehen in enger Verbindung mit dem Zytoskelett. Integrine clustern in Strukturen, die als
fokale Komplexe bezeichnet werden. Auf ihrer zytoplasmatischen Seite, den sog. fokalen Adhasionsstellen,
interagieren sie mit Multiproteinkomplexen, welche Kinasen und Phosphatasen enthalten, die vielfaltige
zellulare Signalkaskaden in Gang setzen kdnnen. Zu ihnen gehort u. a. die fokale Adhasionskinase (FAK),
die die MAPK-, JNK-(c-Jun N-terminal kinase-) und PI3K-Signalwege beeinflusst. Die Ausbildung der foka-
len Komplexe wird ebenso wie viele mit der Organisation des Zytoskeletts zusammenhangende Prozesse
von GTPasen der Rho-Familie wie CDC42, RACs und RHOs reguliert. Zelladhasionsmolekiile der Im-
munglobulinfamilie vermitteln sowohl homo- als auch heterotypische Interaktionen, zu ihnen gehért bei-
spielsweise L1CAM [151, 152]. Aus Tab. 6-6 lasst sich entnehmen, welche Aufgaben die nach Zytostatika-
behandlung differenziell exprimierten Gene in adhasiven Vorgangen erfillen und welche weiteren Eigen-
schaften von ihnen bekannt sind. In vielen Féllen besitzen in die Adhé&sion involvierte Effektoren namlich

weitere Funktionen, beispielsweise in der Regulation der Apoptose.

Welche Auswirkung die Induktion oder Repression von Adhasionsmolekilen auf das Tumorgeschehen,
insbesondere auf Migration und Metastasierung, haben, ist schwer zu beurteilen. Ihre Effekte sind Gberaus
ambivalent, da sie einerseits als Verankerung der Zelle dienen und dadurch die Invasion unterdriicken
koénnen, andererseits aber auch als eine Art ,Haltegriffe” fungieren, mit denen wandernde Tumorzellen z. B.

an GefalRendothelzellen andocken und in Zielgewebe eindringen kénnen [171].

Ein interessanter Effektor, der modulierend in die Adhasion eingreift, ist der Wachstumsfaktor CTGF (con-
nective tissue growth factor). Seine Expression wurde sowohl in A549- als auch HMEC-Zellen nach 72 h
Behandlung durch die Mehrzahl der Zytostatika erhdéht (Abb. 3-58). CTGF reguliert die durch Integrine

vermittelte Adhasion, stimuliert die Expression des ECM-Bestandteils Fibronectin und beeinflusst auch die
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Reorganisation des Zytoskeletts. Je nach Studie wird ihm eine fordernde oder hemmende Wirkung auf

Proliferation, Migration und Metastasierung zugeschrieben [153-155].
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Abb. 3-58: Expression von CTGF in A549- und HMEC-Zellen nach 7 2 h Zytostatikabehandlung.

In MDA-MB-231-Zellen wurden nach 72 h mehrere Gene aus der CAM-Familie durch die Zytostatika Adri-
amycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid induziert, und zwar ICAM1, ICAM2 und MCAM. Die Daten
hierzu zeigt Abb. 3-59. 5-FU und Taxol riefen keine Erhéhung der Expression hervor. In den anderen Zell-

modellen blieben diese Gene weitestgehend unverandert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-59: Expression von ICAM1, ICAM2 und MCAM in MDA-MB-23  1-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.

Von diesen drei Zelladhdsionsmolekiilen ist bekannt, dass sie die Migration, Invasion und Metastasierung
von Tumorzellen fordern. Haufig sind sie auf den Tumorzellen von Krebspatienten in hoher Dichte expri-
miert und kénnen mit dem histologischen Grad des Tumors korreliert werden [156, 157]. Interessanterwei-
se ist von ICAM1 und ICAM2 aber auch bekannt, dass sie durch proinflammatorische Zytokine induziert
werden kénnen und an der Immunantwort beteiligt sind [158-162]. Speziell fir ICAM1 gibt es sogar konkre-
te Befunde, dass es die Abwehr des Wirts gegen die Krebsgeschwulst zu stimulieren vermag, da seine
Expression mit einer verstarkten Infiltration des Tumors durch T-Lymphozyten in Zusammenhang zu ste-
hen scheint [163]. Im Gegensatz zu seiner postulierten Beteiligung an der Invasion und zu Daten aus an-
deren Tumorarten wurde aufl3erdem Uber eine verringerte Expression bei Brustkrebspatientinnen mit
Lymphknotenbefall im Verhéltnis zu lymphknotennegativen Féllen berichtet. ICAM1 wurde deshalb eine

Rolle als Tumorsuppressor zugeschrieben [164].
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Die beobachtete Induktion von ICAM1 nach Zytostatikaexposition wird durch Publikationen bestéatigt, die
den besagten Effekt nach Behandlung von Tumorzellen mit verschiedenen genotoxischen Agenzien nach-
weisen konnten [165, 166].

Auch die Datenanalyse mit IPA stellte einen funktionellen Zusammenhang zwischen zahlreichen nach Zy-
tostatikabehandlung deregulierten Adhasionsmolekiilen her. Als Beispiel ist hier ein Netzwerk gezeigt, das

aus den Expressiondaten von A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung generiert wurde (Abb. 3-60).
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Abb. 3-60: Induktion von Adhé&sionsgenen in A549-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.
Durch eine IPA-Analyse erzeugtes Netzwerk, das mit an der Adhé&sion beteiligten Effektoren angereichert ist. Die rot markierten Gene sind im Da-
tensatz induziert. Die Funktion der deregulierten Adh&sionsmolekiile ist Tab. 6-6 zu entnehmen. Nicht in Tab. 6-6 enthalten sind FHL2 (four and a

half LIM domains 2), ein transkriptioneller Koaktivator mit proapoptotischer Wirkung, der durch den RHO-Signalweg induziert wird [167-169], und
das Zytokin TNFSF9, welches an der Antigenprésentation beteiligt ist [170].

3.2.8.6 Repression der Unfolded Protein Response

In MDA-MB-231-Zellen fallt auf, dass nach 72 h Zytostatikabehandlung eine ganze Reihe von Genen her-
abreguliert sind, deren Produkte an der sog. Unfolded Protein Response (UPR) beteiligt sind. Diese sind in
Tab. 6-7 (S. 294) zusammengestellt.

Die UPR wird als Reaktion auf Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER) aktiviert. Zu den zytotoxi-
schen Stressoren, die die UPR auslosen kdonnen, gehdren u. a. Hypoxie, Nahrstoff- und Calciummangel
und pH-Verschiebungen im ER. Die UPR dient dazu, die Akkumulation ungefalteter Proteine zu verhindern
und dadurch das ER, aber auch andere Organellen vor Schaden zu schitzen. Im Allgemeinen erfillt die
UPR eine zytoprotektive Wirkung, d. h. sie versucht, das Uberleben der Zelle unter Stressbedingungen zu

sichern. Jedoch vermag sie bei lang andauernder Aktivierung auch Apoptose auszuldsen, wodurch der Or-
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ganismus in seiner Gesamtheit geschitzt wird. Wichtige Komponenten der UPR und ihre wesentlichen
Funktionen sind in Abb. 3-61 dargestellt.

IRE1e and IRE1[ ATFGo and ATFGE -

Caspase-12/4
. J;E;.-".' l!.Di:-_'I"IE :
* K activation |
= = e ~ Nuchaiis
=55 ATFE and XBF1 targats == s

- BER YEP .

M IGRPzg, XBF1) i F6 arid ATES targets

AP AFAF AT AT I {CHOP, HERF)

[6 MF-x8 lamsts
= ATFA targeis
SEFTAT I ;-‘éJ:. (GADEG]
LT W A
XBP1 fargets [ERd3, PPlasa B) = Mﬂw
2 -

Nature Reviews | Cancer

Abb. 3-61: Die Aktivierung der Unfolded Protein Response.

Eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der UPR spielen die Kinasen PERK (pancreatic elF-2a kinase), IRE1a/( (inositol-requiring 1 a/p) und ATF6
a/B (activating transcription factor 6 a/p), die als Transmembranproteine in der Membran des ER lokalisiert sind. Unter Normalbedingungen ist das
Hitzeschockprotein BiP (HUGO: HSPAS) an die luminale Doméne dieser Kinasen gebunden und hélt sie in inaktivem Zustand. Bei Akkumulation
ungefalteter Proteine im ER dissoziiert BiP von seinen Bindungsstellen. PERK phosphoryliert daraufhin elF-2a (eukaryotic translation initiation
factor 2a) und 16st dadurch eine Translationshemmung aus. Es kommt zum G1-Arrest aufgrund der fehlenden Synthese wichtiger Zellzyklusprotei-
ne wie z. B. Cyclin D1, jedoch auch zur spezifischen Bildung des Transkriptionsfaktors ATF4, welcher die Expression zahlreicher Targets induziert.
Zu diesen zéhlt u.a. GADD34 (growth arrest and DNA-damage-inducible 34, HUGO: PPP1R15A), das als Untereinheit von Proteinphosphatase
PP1 fungiert und die Phosphorylierung von elF-2a wieder riickgéngig macht. ATF6 kann nach Dissoziation von BiP zum Golgi-Apparat transportiert
werden, wo die Proteasen S1P und S2P seine zytoplasmatische Doméne freisetzen. Diese besitzt Transkriptionsfaktoreigenschaft, wandert in den
Nukleus und induziert dort die Expression verschiedener Effektoren. Zu diesen zahlt u.a. XBP1 (x-box binding protein 1). Das XBP1-Transkript
muss jedoch zunéchst durch IRE1a/3 um 26 Basen verkirzt werden. Diese Endonukleaseaktivitat von IRE1a/f3 wird erst nach Dissoziation von BiP
aktiviert. Die resultierende Leserahmenverschiebung in der XBP1-mRNA ermdglicht die Synthese des zugehdrigen Proteins, das als hochaktiver
Transkriptionsfaktor die Expression von an der Proteinfaltung beteiligten Chaperonen und Enzymen (z.B. PPlase B) induziert. Bei langfristiger
Aktivierung der UPR kann Apoptose ausgeldst werden, dies geschieht in murinen Zellen Uber Caspase-12, in humanen Zellen vermutlich Gber die
der murinen Caspase-12 homologe Caspase-4. [172]
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Abb. 3-62 gibt eine Ubersicht tber die pro- und antiapoptotischen Signale, die bei Aktivierung der UPR

ausgesandt werden.
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Abb. 3-62: Modulation der Apoptose nach Aktivierung der Unfolded P rotein Response.
Die antiapoptotischen Vorgéange (grau dargestellt), die durch Stress im ER angesto3en werden kénnen, umfassen die Aktivierung von NFkB, Cha-
peronen und GSK3p (Glykogensynthasekinase 3p). Letztere phosphoryliert p53 und stimuliert dadurch seinen ubiquitinabhéngigen Abbau, unter-
druckt also die p53-abhéngige Apoptose. Die proapoptotischen Wirkungen der UPR (dargestellt in orange und griin) erstrecken sich auf mito-
chondriale und nicht-mitochondriale Signalwege. Die Induktion von CHOP (C/EBP homologous protein) und die Translokation von c-ABL (Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog) zur Mitochondrienmembran fuhrt zur Hochregulation proapoptotischer BCL2-Proteine (BAK und BAD)
und zur Herabregulation des antiapoptotischen BCL2. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien und zur Aktivierung von
APAF1, welches die Caspasekaskade in Gang setzt. Unabhangig von den Mitochondrien verlauft ein weiterer Weg von der UPR zur Caspaseakti-
vierung: IRE1 rekrutiert TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), welches Procaspase-4 (bzw. in murinen Zellen Procaspase-12) aktiviert. [172]

Die Bedeutung der UPR fir das Tumorgeschehen erklart sich aus der Tatsache, dass unphysiologische
Bedingungen wie Nahrstoffmangel und Hypoxie typischerweise im Inneren wachsender Neoplasien anzu-
treffen sind, die noch nicht ausreichend mit Blutgefal3en versorgt sind. Dies filhrt einerseits zur Aktivierung
von HIF1la (hypoxia-inducible factor 1 @) und der Expression seiner zahlreichen Targets mit zytoprotektiven
und proangiogenen Eigenschaften. Parallel wird aber auch die UPR induziert, die mit der Hypoxieantwort
zwar einige Effektoren (beispielsweise VEGF, den vascular endothelial growth factor) teilt, jedoch einen
eigenstandigen Signalweg darstellt. In Tumoren scheint die UPR héaufig konstitutiv aktiviert zu sein, ohne
Apoptose auszuldésen, d.h. es werden offenbar nur die zytoprotektiven Komponenten des Signalwegs
wirksam. Die Mechanismen hierfur sind weitgehend unklar.

Dartber hinaus existieren Befunde, dass die Aktivierung der UPR die Chemosensitivitdt von Tumorzellen
gegeniber antineoplastischen Agenzien verandert. Es wird berichtet, dass sie die Resistenz gegenlber
Topoisomerase-ll-Inhibitoren wie Etoposid erhdht, wahrend sie synergistisch mit quer vernetzenden Sub-

stanzen wie Cisplatin wirkt und die Empfindlichkeit der Tumorzellen steigert. Fir eine Diskussion mogli-
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cherweise daran beteiligter Mechanismen und eine ausfihrliche Darstellung der Rolle der UPR bei der
Tumorentstehung und -progression s. [172].
In der Literatur ist interessanterweise beschrieben, dass Komponenten der UPR in diversen Brustkrebszell-

linien einschlieRlich MDA-MB-231 sowohl auf Transkript- als auch auf Proteinebene induziert sind [173].

In Tab. 6-7 werden die Charakteristika der in MDA-MB-231-Zellen reprimierten UPR-Effektoren kurz umris-
sen. Es féllt auf, dass der Transkriptionsfaktor ATF4 und mehrere seiner transkriptionellen Targets (HER-
PUD1, HSPA5, VEGF) herabreguliert sind, was ihren funktionellen Zusammenhang unterstreicht.

Der Transkriptionsfaktor XBP1, der die Expression zahlreicher Chaperone und an der Proteinfaltung betei-
ligter Enzyme steuert [174], ist allerdings nur durch zwei Behandlungen, nadmlich Adriamycin und Cisplatin,
deutlich reprimiert (Abb. 3-63A). Der proangiogene Wachstumsfaktor VEGF ist einerseits auf Transkripti-
onsebene reprimiert (vermutlich infolge der Repression von ATF4), zum anderen ist auch die Expression
des Chaperons HYOUL verringert, welches die Sekretion von VEGF steuert [175].

Die Expressionshdhen der genannten und einiger weiterer UPR-Effektoren in MDA-MB-231-Zellen zum
72 h-Zeitpunkt sind in Abb. 3-63B1 und B2 dargestellt.

In den anderen Tumorzelllinien war keine Repression von Komponenten der UPR zu beobachten.
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Abb. 3-63: Expression von an der UPR beteiligten Genenin M DA-MB-231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.
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3.2.8.7 Deregulation von Genen mit Funktionen in Mi  gration, Invasion und Metastasierung

In den untersuchten Zellmodellen wurde nach Behandlung mit Zytostatika die Expression verschiedenster
Gene beeinflusst, die in der Literatur im Zusammenhang mit der Migration von Tumorzellen, ihrer Invasion
in fremde Gewebe und der Bildung von Metastasen beschrieben sind. Im Vergleich der Zellmodelle unter-
einander finden sich allerdings kaum Ubereinstimmungen, d. h. in jedem Zelltyp wurden andere Gene mit
derartigen Funktionen durch die Zytostatikabehandlung dereguliert. Diese Heterogenitat wurde auch inner-
halb der verschiedenen Wildtyp-p53-Zellimodelle beobachtet.

In jedem Zellsystem lassen sich jeweils sowohl bei den induzierten als auch den reprimierten ,gemeinsa-
men“ Genen solche finden, die proinvasive Proteine kodieren, und ebenso Gene mit antiinvasiv wirkenden
Produkten. Zudem wurden fur manche als differenziell exprimiert identifizierte Effektoren in einem System

férdernde, in einem anderen hemmende Effekte auf Matilitdt und Metastasierungstendenz beschrieben.

Beispielhaft sollen anhand der differenziellen Expression derartiger Gene in HT-29-Zellen nach 72 h Zyto-
statikabehandlung ihre teilweise gegenlaufigen Effekte dargelegt werden.

Zu den in dieser Zelllinie induzierten metastasierungsassoziierten Genen gehért Matrixmetalloproteinase
MMP7, auch bekannt als Matrilysin (Abb. 3-64A). Das kodierte Enzym degradiert wie alle MMPs Kompo-
nenten der extrazellularen Matrix und kann in eindeutigen Zusammenhang mit der Progression und Inva-

sion verschiedener Tumorarten gebracht werden [176, 177].
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Die Induktion der metastasierungsférdernden Plasminogenaktivatoren tPA und uPA und des Rezeptors
UPAR wurde bereits im Zusammenhang mit der zytokinabhangigen Genexpression in HT-29-Zellen be-
schrieben (s. 3.2.8.4). Ihre Expressionshéhen sind in Abb. 3-64B gezeigt. Gleichzeitig wurde in dieser Zell-
linie aber auch Proteinase-Nexin | (HUGO: SERPINEZ2; s. auch Abb. 3-60) hochreguliert (Abb. 3-64C), das
als Inhibitor der Plasminogenaktivatoren fungiert und die Zusammensetzung der ECM moduliert. Es kann,
wie auch die Plasminogenaktivatoren, durch Zytokine induziert werden [178], was mdglicherweise einen
Feedbackmechanismus gegen Ubermafige Aktivitat von tPA und uPA darstellt. Trotz seines hemmenden
Einflusses auf tPA und uPA wurde beschrieben, dass Proteinase-Nexin | das invasive Potenzial von Tu-
morzellen in Xenograft-Modellen steigert und zudem antiapoptotisch wirkt, vermutlich aufgrund seines Ein-
griffs in den Adhdasionsprozess [179, 180].

Ganz allgemein qilt fiir viele in die Adhasion involvierte Effektoren, die bereits unter 3.2.8.5 beschrieben
und in Tab. 6-6 gezeigt sind, dass sie auch die Migration und Metastasierung von Tumorzellen férdern
kénnen.

Der erhohten Expression der genannten invasionsfordernden Molekule nach Zytostatikabehandlung steht
jedoch einerseits die Induktion antiinvasiver Gene, andererseits die Repression weiterer metastasierungs-
férdernder Gene in HT-29-Zellen gegeniiber. So wurde der Cysteinproteinaseinhibitor Cystatin E/M (HU-
GO: CST6) nach 72 h Behandlung durch alle sechs Zytostatika hochreguliert (Abb. 3-64D). Cystatin E/M
bremst die Proliferation und das Metastasierungsverhalten von Tumorzellen in vitro und in vivo und wird als
maglicher Tumorsuppressor diskutiert [181, 182].

Zu den herabregulierten proinvasiven Genen gehéren Trypsinogen 1 (HUGO: PRSS1) und Trypsinogen 2
(PRSS2), die nach Aktivierung zu Trypsin 1 bzw. 2 als Serinproteinasen fungieren (Abb. 3-64E). Sie sind
an der Aktivierung von MMPs beteiligt, interessanterweise auch an der von MMP7, greifen aber auch direkt
ECM-Komponenten an und férdern folglich u. a. die Migration und Invasion von Tumorzellen [183, 184].
Eine ambivalente Rolle in der malignen Progression spielt das TGFp-Familienmitglied BMP2 (bone
morphogenetic protein 2). Einerseits hat es proliferationshemmende Eigenschaften und kann in verschie-
denen Zelltypen Apoptose auslésen, andererseits wurden auch wachstums- und invasionsférdernde Effek-
te dieses Zytokins beschrieben [185-187]. Die Expression von BMP2 wurde in HT-29-Zellen nach 72h
durch alle sechs Zytostatika reprimiert (Abb. 3-64F).

3.2.8.8 Differenzielle Expression von pro- und anti  apoptotischen Effektoren

Vieles, was bereits bei der Kategorie der migrationsassoziierten Gene (3.2.8.7) erlautert wurde, gilt auch
fur Gene, deren Produkte in apoptotische Prozesse involviert sind. Die Zytostatikaexpression fuhrte nam-
lich in sdmtlichen Zellmodellen zur Induktion und Repression sowohl pro- als auch antiapoptotischer Effek-
toren, sodass die letztendlich resultierende Wirkung auf die Zelle schwer abzuschéatzen ist. Zudem besit-
zen zahlreiche Proteine je nach zellularem Hintergrund, apoptotischem Stimulus etc. entweder pro- oder

antiapoptotische Eigenschaften.
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Am Beispiel von MDA-MB-231-Zellen wird eine Auswahl der nach Zytostatikaexposition differenziell expri-
mierten Gene dargestellt, die modulierend auf die Apoptose einwirken. lhre Expressionsdaten nach 72 h
Behandlung sind in Abb. 3-65 gezeigt.
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Abb. 3-65: Expression pro- und antiapoptotischer Gene in MDA-MB -231-Zellen nach 72 h Zytostatikabehandlung.
A: WT1, GLIPR1, SOD2, PKC n, B: BNIP3, FASN, C: TGFp2.

Unter den induzierten Genen befanden sich zwei Tumorsuppressoren mit proapoptotischen Eigenschaften,
WT1 (Wilms tumor 1) und GLIPR1 (GLI pathogenesis-related 1, auch bekannt als RTVP-1). Wie Abb.
3-65A zeigt, wurden sie durch Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid hochreguliert, nicht je-
doch durch 5-FU und Taxol. WTL1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression seiner Zielgene sowohl
aktivieren als auch reprimieren kann. Zu den durch WT1 reprimierbaren Targets gehéren z. B. Cyclin E,
das entscheidend an der G1/S-Progression beteiligt ist (s. 3.2.8.2.1), und der Wachstumsfaktorrezeptor
IGF-1R (insulin-like growth factor 1 receptor) [188, 189]. Uber seine Eigenschaft als transkriptioneller Re-
gulator hinaus besitzt WT1 weitere Funktionen, die in Zusammenhang mit seinen antiproliferativen und
proapoptotischen Effekten gebracht werden [190]. So konnte gezeigt werden, dass WT1 das (-Catenin-
Protein destabilisiert, die Bildung von Komplexen aus B-Catenin und TCF-(T-cell factor-)Proteinen vermin-
dert und folglich die Transkription von Targets des Wnt-Signalwegs unterbindet. Dieser Signalweg fordert
Wachstum und Differenzierung und spielt eine wichtige Rolle in Transformation und Tumorprogression
[191]. Die genannte Studie wurde in MDA-MB-231-Zellen durchgefuhrt und ektop exprimiertes WT1 war
hier in der Lage, den transformierten Phanotyp zu unterdriicken. Es supprimierte das klonale Wachstum in
Softagar und verhinderte die Entstehung von Tumoren aus MDA-MB-231-Zellen im Xenograft-Modell [192].
Die Expression von GLIPRL1 ist in humanen Prostatatumoren herabreguliert und bei rekombinanter Ex-
pression im Zellmodell leitet es Apoptose ein. Aufgrund dieser Eigenschaften wird ihm eine Rolle als Tu-
morsuppressor zugeschrieben [193, 194].

Ebenfalls durch die Zytostatikabehandlung, in diesem Fall durch alle sechs Substanzen, wurde Superoxid-
dismutase 2 (SOD2) induziert (Abb. 3-65A). Dieses Enzym, das auch als MnSOD (Mangan-
Superoxiddismutase) bekannt ist, kann u. a. durch oxidativen Stress und verschiedene Zytokine aktiviert
werden und schitzt die Zelle vor stressinduzierter Apoptose, insbesondere vor den freien Radikalen, die im

Rahmen der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochondrien entstehen [195]. Trotz dieser antiapoptoti-
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schen Eigenschaften und weiterer Hinweise auf proliferationsférdernde Wirkungen von SOD2 [196, 197]
gibt es auch Indizien, dass es als Tumorsuppressor fungieren kann [198]. In Ubereinstimmung mit den vor-
liegenden Daten wurde die Erhéhung seiner Expression durch Adriamycin- und Etoposid-Behandlung in
Tumorzellen in vitro beschrieben und ein Zusammenhang mit deren Uberleben und Zytostatikaresistenz
hergestellt [196, 199].

Ein weiteres Enzym, das in MDA-MB-231-Zellen nach Zytostatikaexposition induziert war (Abb. 3-65A) und
dem vorwiegend antiapoptotische Eigenschaften zugeschrieben werden, ist Proteinkinase C n (PKC n bzw.
HUGO: PRKCH). Es wurde eine klare Korrelation zwischen der Expressionshéhe von PKC n und dem
Grad der Tumorprogression einerseits und der Resistenz gegen Zytostatika und UV-Bestrahlung anderer-
seits beobachtet [200-202]. Diese Kinase ist in der Lage, die PI3K/AKT-, MAPK- und mTOR-(mammalian
target of rapamycin-)Signalwege zu aktivieren, dadurch das Wachstum zu férdern und Apoptose zu unter-
driicken [202, 203].

Auch unter den durch die Zytostatikaexposition herabregulierten Genen lie3 sich eine ganze Reihe von
Regulatoren der Apoptose identifizieren.

So nahm einerseits die Expression des proapoptotischen BCL2-Familienmitglieds BNIP3 (BCL2/adeno-
virus E1B 19kDa interacting protein 3) deutlich ab (Abb. 3-65B). Es unterliegt u. a. einer transkriptionellen
Regulation durch HIF1la und ist in hypoxischen Regionen von soliden Tumoren an der Einleitung der Apop-
tose beteiligt. Es gibt Befunde, dass BNIP3 nach Taxolbehandlung von Ovarialkarzinompatientinnen auf
Transkriptionsebene reprimiert wird [204]. AuBerdem ist seine Expression auch in 5-FU-resistenten Tumor-
zellen herabreguliert, was mit deren gesteigerter Uberlebensfahigkeit in Verbindung gebracht wird [205].
Auf der anderen Seite wurde das antiapoptotisch wirkende Enzym FASN (fatty acid synthase) in MDA-MB-
231-Zellen ebenfalls durch samtliche Zytostatika herabmoduliert (Abb. 3-65B). Tumoren, die FASN uber-
exprimieren, haben einen massiven Wachstumsvorteil, sind vor Apoptose geschiitzt und legen einen ag-
gressiveren Phéanotyp an den Tag, deshalb wird FASN als Onkogen eingestuft [206]. Eine gesteigerte Ex-
pression dieses Enzyms der Fettsaurebiosynthese wurde auch im Zusammenhang mit einer Chemoresis-
tenz gegen Taxol beobachtet [207].

Interessanterweise wurde das sog. DNA-damage-inducible transcript 4 (DDIT4, auch RTP801 oder
REDD1) durch die Zytostatikabehandlung sehr stark reprimiert. Die Literaturbefunde sprechen dafir, dass
DDIT4 zwar nach DNA-Schadigung induziert werden kann, jedoch nur in Wildtyp-p53-Zellen, und in der Tat
wurde es auch als p53-transaktivierbares Target beschrieben [208]. DDIT4 ist in der Lage, Zellen gegen
verschiedene apoptotische Stimuli wie Hypoxie, reaktive Sauerstoffspezies und genotoxische Schaden zu
schitzen [209, 210].

Eine ambivalente Rolle im Apoptosegeschehen spielt der ebenfalls durch den Grol3teil der Zytostatika re-
primierte Wachstumsfaktor der TGF-Familie TGFB2 (Abb. 3-65C). Je nach zellularem Kontext kann er pro-

oder antiapoptotische und auch pro- oder antiproliferative Signalkaskaden in Gang setzen und die Aktivitat
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von Immunzellen des Wirts modulieren [211]. Unter anderem aktiviert TGFB2 den NFkB-Signalweg, des-
sen Beteiligung an der Immunantwort, der positiven Wachstumsregulation und der Apoptose bereits er-
wahnt wurde (s. 3.2.8.4) [212]. In kolorektalen Tumoren wurde eine Uberexpression von TGFB2 beobach-

tet, auBerdem wird es von verschiedenen Tumorzelllinien vermehrt sezerniert [212, 213].

3.2.9 Zytostatikaspezifische Effekte auf die Genexgssion

Insgesamt betrachtet sind sich die untersuchten Zytostatika in ihren molekularen Effekten auf die Gen-
expression sehr &hnlich. Dies wurde bereits aus der rein zahlenmafigen Betrachtung der Affymetrix-Daten
deutlich (s. 3.2.7) und bestatigte sich in den funktionellen Analysen der deregulierten Gene (s. 3.2.8). Den-
noch liel3en sich substanzspezifische Charakteristika feststellen. Diese kdnnen einerseits darin bestehen,
dass ein Zytostatikum Gene in ihrer Expression moduliert, die von keiner anderen Substanz wesentlich
verandert werden, andererseits auch darin, dass ein Zytostatikum deutlich weniger Gene beeinflusst als
die restlichen Behandlungen. Beide Szenarien konnten in bestimmten Kombinationen aus Substanz und

behandeltem Zellsystem beobachtet werden und werden im Folgenden dargestellt.

3.2.9.1 Im Vergleich zu den Ubrigen Zytostatika ger  ingere Effekte einzelner Substanzen

Im Rahmen der funktionellen Analyse der durch die Mehrzahl der Zytostatika deregulierten ,gemeinsa-
men“ Gene wurde bereits mehrfach erwéhnt, dass einzelne Substanzen in bestimmten Zellsystemen ein
geringeres Ausmaf an Anderungen hervorgerufen haben als die iibrigen Zytostatika. Dies wird auch bei
der Betrachtung der verschiedenen Gentabellen im Anhang (Kap. 0) deutlich, in denen ja jeweils per Buch-
stabenkode angegeben ist, durch welche Substanzen das betreffende Gen dereguliert wurde. Es fallt ganz
generell auf, dass die Zytostatika Adriamycin, Camptothecin, Cisplatin und Etoposid bei einem sehr grof3en
Anteil der differenziell exprimierten Gene vertreten sind, wahrend 5-FU und Taxol tendenziell seltener auf-
tauchen. Besonders ausgepragt ist dieses Phanomen bei MDA-MB-231-Zellen, hier wurden sehr viele
.gemeinsame"” Gene nicht durch 5-FU und Taxol dereguliert. Von den UPR-Genen (s. Abb. 3-63) wurden
allerdings die meisten auch durch 5-FU und Taxol herabreguliert, d. h. hinsichtlich der Repression dieser
Stressantwort des ER unterscheiden sich die beiden Zytostatika nicht nennenswert von den tbrigen.

In HT-29-Zellen wich Taxol in beschranktem Ausmald von den anderen Substanzen ab, 5-FU hingegen
sehr stark, denn es beeinflusste nur wenige der von den ubrigen Zytostatika deregulierten Gene. Dies ist

beispielsweise anhand der differenziellen Expression von ISGs (s. Abb. 3-55) zu erkennen.

In MCF-7-Zellen lieRRen sich ebenfalls schwéachere Effekte von Taxol und besonders 5-FU auf die von der
Mehrzahl der Zytostatika deregulierten Gene beobachten. Beispielsweise wurden zahlreiche mit dem Zell-
zyklus oder der DNA-Damage-Response zusammenhangende Gene nur von Adriamycin, Camptothecin,

Cisplatin und Etoposid sowie teilweise auch von Taxol reprimiert. Dies laf3t sich auch an dem in Abb. 3-44
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dargestellten Heat Map sehr deutlich ablesen, der jedoch gleichzeitig zeigt, dass eine Tendenz zur Ernied-
rigung der Expressionshéhe durch 5-FU und Taxol in den meisten Féllen durchaus vorhanden ist.

In A549-Zellen hob sich wiederum Taxol von der Mehrzahl der lbrigen Behandlungen ab, da es generell
eine relativ niedrige Zahl von Genen signifikant veranderte und nur relativ wenige der ,gemeinsamen” Ge-
ne beeinflusste. Zieht man das Beispiel der p53-abhéngigen Antwort heran (s. Abb. 3-18 und Abb. 3-20 bis
Abb. 3-24), so wird deutlich, dass Taxol nach 24 h Behandlung von A549-Zellen nur zu einer schwachen
p53-Aktivierung fuhrte, welche sich nach 72 h verstarkte, jedoch immer noch schwéacher blieb als bei den
Ubrigen Zytostatika. 5-FU unterschied sich in diesem Zellmodell im Hinblick auf die Deregulierung der ,ge-

meinsamen” Gene nicht wesentlich von den anderen Substanzen.

In HMEC-Zellen ist das Bild etwas unklarer, hier bewirkten Taxol, Camptothecin und Etoposid teilweise ge-
ringere Veranderungen als die anderen drei Zytostatika. So war beispielweise bei der Induktion von CTGF
(s. Abb. 3-58) zwar eine Induktion durch alle sechs Zytostatika messbar, diese war aber bei Adriamycin,
Cisplatin und 5-FU deutlich stérker als bei den ubrigen Substanzen. Zahlreiche p53-Targets wurden in
HMEC-Zellen ebenfalls durch Taxol, Camptothecin und Etoposid nur schwach oder gar nicht moduliert,
sodass viele p53-abhéngige Gene in diesem Zellmodell nicht zu den ,gemeinsamen” gehorten. Auch an-
hand des in Abb. 3-45 gezeigten Heat Maps fur die Zellzyklus- und DNA-Damage-Response-Gene ist zu
erkennen, dass Adriamycin, Cisplatin und 5-FU deren Expression in starkerem Mal3 herabregulierten als
die Ubrigen Wirksubstanzen. Bei der Interpretation dieser Befunde ist zu bedenken, dass die zur Behand-
lung von HMEC-Zellen verwendeten Konzentrationen den IC80-Werten von MCF-7-Zellen entsprachen.
Mdglicherweise ist die Empfindlichkeit von HMECs gegenlber den verschiedenen Zytostatika nicht in glei-
cher Weise abgestuft wie die von MCF-7-Zellen, sodass nicht ganz aquieffektive Konzentrationen verwen-

det wurden.

3.2.9.2 Substanzspezifisch deregulierte Gene

Bei der Betrachtung der von einem Zytostatikum beeinflussten Gene erhélt man zwar keinen Zellmodell
Uberspannenden Fingerprint, findet aber in einzelnen Zelltypen auffallende Abweichungen von den tbrigen
Zytostatika, die eine néhere Betrachtung wert sind.

Um im jeweiligen Zellmodell gezielt die substanzspezifischen Veranderungen herauszugreifen, wurde so
gefiltert, dass ausschlie3lich diejenigen deregulierten Gene erfasst wurden, die von nur einem Zytostati-
kum signifikant beeinflusst wurden und bei den tbrigen Substanzen deutlich unterhalb der Schwellenwerte
lagen (s. 2.7.4.4).

Die Auswertung nach diesen Filterkriterien lieferte bei nahezu allen Kombinationen aus Zytostatikum und
behandeltem Zellsystem nur eine Handvoll oder sogar keinerlei Gene. Daraus lasst sich schliel3en, dass in
den meisten Fallen keine substanzspezifischen Effekte vorhanden waren. Au3erdem wird offenbar, dass
die Gene, die von einem Zytostatikum dereguliert wurden und nicht in der Schnittmenge der ,gemeinsa-

men“ Gene lagen, sehr haufig auch von anderen Substanzen verédndert wurden, jedoch etwas weniger
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stark, sodass sie die Schwellenwerte nur knapp verfehlten. Zu diesem generellen Befund gibt es aber be-
merkenswerte Gegenbeispiele und diese betreffen fast in allen Fallen die Substanz 5-Fluorouracil. 5-FU
lie namlich nicht nur, wie unter 3.2.9.1 bereits ausgeflhrt, in der Mehrzahl der Zellmodelle viele der ,ge-
meinsamen”“ Gene unbeeinflusst, sondern filhrte zudem zur differenziellen Expression zahlreicher anderer
Gene. Dies unterstreicht, dass der oben beschriebene Effekt nicht durch zu gering gewéahlte Konzentratio-
nen bei der Behandlung mit 5-FU verursacht wurde, sondern dass dieser Wirkstoff tatsachlich in mehreren
Zelltypen eine charakteristische Signatur hervorrief.

Derartige spezifische Veranderungen waren in A549-, HT-29- und MDA-MB-231-Zellen zu beobachten,
und zwar sowohl nach 24 als auch nach 72 h Behandlungsdauer. Es muss hervorgehoben werden, dass
zwischen den 5-FU-spezifischen Genen der drei Zelllinien kaum Uberschneidungen bestanden, d. h. 5-FU
erzeugte in jeder Zellart ein anderes Muster. In MCF-7- und HMEC-Zellen hingegen hob sich 5-FU nicht
durch die Deregulierung spezifischer Gene von den lbrigen Substanzen ab.

Ein weiteres Zytostatikum, fiir das spezifische Anderungen der Genexpression beobachtet werden konnten,

war Taxol. Allerdings unterschied es sich ausschlieRlich in HT-29-Zellen von den tbrigen Substanzen.

3.2.9.2.1 5-FU-spezifische Veranderungen der global en Genexpression

Im Folgenden werden einige der in HT-29-, MDA-MB-231- und A549-Zellen gefundenen 5-FU-spezifischen

Gene néher beschrieben.

5-FU in HT-29-Zellen

In HT-29-Zellen hob sich 5-FU nach 24 h deutlich von den anderen Substanzen ab, da es zu diesem Zeit-
punkt schon eine signifikante Zahl von Genen modulierte, wahrend die Ubrigen Behandlungen nur margi-
nale Anderungen hervorriefen. Nach 72 h glich sich die absolute Zahl der deregulierten Gene zwar an, der
von 5-FU beeinflusste Satz von Genen wich aber auffallend von den restlichen Zytostatika ab.

Zu den nach 24 h 5-FU-Exposition in HT-29-Zellen induzierten Genen gehdren die beiden Zelladhasions-
molekile CEACAM1 und CEACAMS6. Beide besitzen Homologie zu dem Tumormarker CEA (carci-
noembryonic antigen), dessen Serumkonzentration bei Kolonkarzinompatienten als wichtiger pra- und
postoperativer Parameter dient [214]. CEACAM6 hemmt ebenso wie CEA die terminale Differenzierung
verschiedener Zelltypen einschlie3lich Kolonkarzinomzellen und vermittelt Resistenz gegen Anoikis, also
die durch Verlust der Adhésion an die Wachstumsflache verursachte Apoptose [215, 216]. Es ist in vielen
Tumorarten Uberexprimiert und férdert deren Invasionsneigung [217]. Im Gegensatz dazu wird CEACAM1
im Allgemeinen als Tumorsuppressor eingestuft, da es die Proliferation von Tumorzellen hemmt und pro-
apoptotisch und antiangiogen wirkt [218, 219]. AuRBerdem ist der Verlust der CEACAM1-Expression ein
wichtiger Schritt in der kolorektalen Karzinogenese [220] und auch in vielen anderen Tumorarten ist es
herabreguliert [221]. Allerdings gibt es auch Berichte Uber eine proangiogene Wirkung von CEACAM1
[222]. Da das Protein in zwei Isoformen, CEACAM1-L und CEACAM1-S, exprimiert wird, bestimmt maogli-
cherweise das Verhaltnis aus beiden den biologischen Effekt von CEACAM1 [223]. Nach 72 h waren
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CEACAML1 und CEACAMSG6 nach wie vor in den 5-FU-behandelten Proben hochreguliert, zusatzlich wurden
sie aber noch durch ein bzw. zwei weitere Zytostatika in gleicher Weise beeinflusst.

Zudem induzierte 5-FU in HT-29-Zellen nach 24 h zwei Gene, die in die zellulare Differenzierung involviert
sind: KRT13 (Keratin 13) und RAI14 (retinoic acid induced 14). lhre Expressionsdaten zum 24- und 72 h-
Zeitpunkt sind in Abb. 3-66A und B gezeigt.
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Abb. 3-66: Expression von KRT13 (A) und RAI14 (B) in HT-29-Ze llen nach Zytostatikabehandlung.

KRT13 ist ein Zytokeratin, das als Marker fir den Differenzierungsgrad normaler und tumoraler Zellen dient
[224]. Seine Expression ist in verschiedenen Tumortypen reduziert [225-227]. Nach 72 h war KRT13 im
Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle durch keinen der Wirkstoffe mehr signifikant induziert, tendenziell
war seine Expression jedoch in den 5-FU- und Taxol-behandelten Proben erhoht. Uber RAI14 ist nicht all-
zu viel bekannt: Es wurde als durch Retinsaure induzierbar beschrieben, auRerdem ist es mit dem Actin-
Zytoskelett assoziiert und spielt moglicherweise eine Rolle in dessen Reorganisation [228, 229]. Nach 72 h
Behandlung erfiilllten sowohl 5-FU als auch Adriamycin die Kriterien fir eine signifikante Erhéhung der

RAI14-Expression.

Sowohl nach 24 als auch nach 72 h war die Expression von HMMR (hyaluronan-mediated motility receptor)
in 5-FU-behandelten HT-29-Zellen reprimiert. Das kodierte Protein stabilisiert den mitotischen Spindel-
apparat, ist aber auch in Proliferation, Migration und Metastasierung involviert und wird als Onkogen ein-
gestuft [230, 231]. Wahrend es in samtlichen Zellmodellen mit Wildtyp-p53-Protein durch alle oder fast alle
Zytostatika reprimiert wurde, beeinflusste in HT-29-Zellen nur 5-FU seine Expression. Die Signalhdhen der
beiden auf dem HG-U133A-Chip befindlichen Probe Sets fir HMMR nach 24 und 72 h Behandlung von
HT-29-Zellen sind in Abb. 3-67 gezeigt. In MDA-MB-231-Zellen konnte keine Substanz eine signifikante

Anderung der Transkriptmenge von HMMR bewirken (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-67: Signalhthen der beiden Probe Sets von HMMR in HT-2 ~ 9-Zellen nach 24 h (A) und 72 h (B) Zytostatikabehandlung.

Darlber hinaus reprimierte 5-FU in HT-29-Zellen nach 24 h spezifisch mehrere mitotische Gene (Aurora A,
CENPF und KIF20A), die in den Wildtyp-p53-Zellen zu den ,gemeinsamen“ Genen gehdrten und unter
3.2.8.2.4 bereits besprochen wurden.

Wahrend 5-FU viele der in HT-29-Zellen nach 72 h durch die anderen Substanzen induzierten Immunant-
wortgene unbeeinflusst liel3, steigerte es selbst zu diesem Zeitpunkt die Expression eines Interleukinrezep-
tors, ndmlich IL17RB, des Rezeptors fir IL17B und IL17E (Abb. 3-68A). Diese sind proinflammatorische
Zytokine und stimulieren die Aktivierung von NFkB und die Synthese von IL8. So wie vielen anderen Im-
muneffektoren wird auch dem IL17-System sowohl ein Einfluss bei der Tumorangiogenese und -invasion
als auch bei der Stimulierung der kérpereigenen antitumoralen Abwehrmechanismen zugeschrieben [232].

Auch das Onkogen MUC1 (Mucin 1) gehérte zu den nach 72 h in HT-29-Zellen 5-FU-spezifisch hochregu-
lierten Genen (Abb. 3-68B). Es kann durch Zytokine induziert werden und vermittelt Resistenz gegen geno-
toxische Agenzien wie z. B. Cisplatin, indem es die Exekution der Apoptose hemmt [233, 234]. Zudem fun-

giert es als Koaktivator von -Catenin bei der Transkription von Targets des Wnt-Signalwegs [235, 236].
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Abb. 3-68: Expression von IL17RB (A) und MUC1 (B) in HT-29-Ze llen nach Zytostatikabehandlung.

Der Transkriptionsfaktor MYC wurde nach 72 h in HT-29-Zellen ausschlie3lich durch 5-FU auf Expressi-
onsebene herabreguliert. Da MYC durch die Aktivierung oder Repression einer enormen Zahl von tran-

skriptionellen Targets sowohl die Zellzyklusprogression stimulieren und als Onkogen fungieren kann als
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auch unter bestimmten Bedingungen eine proapoptotische Wirkung vermittelt [237], sind die Folgen seiner

verringerten Expression schwer einzuschatzen.

5-FU in MDA-MB-231-Zellen

Auch in MDA-MB-231-Zellen rief 5-FU nach beiden Behandlungszeiten ein Expressionsmuster hervor, das
sich von den Ubrigen Zytostatika auffallend unterschied.

Nach 24 und noch deutlich stéarker nach 72 h induzierte es spezifisch die Expression von GADD34 (HUGO:
PPP1R15A), einer regulatorischen Untereinheit der Proteinphosphatase PP1 (Abb. 3-69A).
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Abb. 3-69: Expression von GADD34 (A) und NNMT (B) in MDA-MB-2  31-Zellen nach Zytostatikabehandlung.

Die Bedeutung von GADD34 im Rahmen der UPR wurde bereits kurz erwahnt (s. Abb. 3-61), und in dieser
Hinsicht fallt auf, dass es trotz seiner Eigenschaft als Target von ATF4 und seiner Beteiligung an der UPR
nicht reprimiert, sondern im Gegenteil induziert wurde. Abgesehen von ER-Stress kann GADD34 jedoch
noch durch verschiedene andere Stressoren, wie Hypoxie und DNA-Schadigung, aber auch durch pro-
apoptotische Stimuli induziert werden, was die beobachtete Erhéhung der Expression erklaren kénnte [238,
239]. Auf diese Signale hin vermittelt GADD34 einen Wachstumsarrest in der G1- oder G2-Phase des Zell-
zyklus und ist auch in die Einleitung der Apoptose involviert [240].

Das nach 24 h am starksten von 5-FU reprimierte Gen war NNMT (Nicotinamid-N-Methyltransferase). Die-
ser Effekt blieb auch nach 72 h bestehen, zusétzlich war dann auch nach Behandlung mit allen anderen
Zytostatika eine reduzierte Expression zu beobachten, die jedoch nur fur Taxol die Filterkriterien erflllte
(Abb. 3-69B). Es existieren diverse Studien, die eine erhdhte Expression von NNMT in Tumorgeweben un-

terschiedlicher Herkunft nachweisen konnten [241, 242].

Zu den durch 5-FU in MDA-MB-231-Zellen nach 24 und 72 h reprimierten Genen gehoren zwei Enzyme
der Sterolbiosynthese, IDI1 (Isopentenyldiphosphat-delta-Isomerase) und FDFT1 (Farnesyldiphosphat-Far-
nesyltransferase 1, auch als Squalensynthase bezeichnet). IDI1 katalysiert im Rahmen des Isoprenstoff-
wechsels die Umwandlung von Isopentenyldiphosphat in sein Isomer Dimethylallyldiphosphat, welches

wiederum als Vorstufe von Farnesyldiphosphat dient. Dieses wird dann unter Katalyse von FDFT1 zu
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Squalen umgesetzt [243]. Da die beiden Enzyme fir direkt aufeinander folgende Stoffwechselschritte ver-

antwortlich sind, kann man vermuten, dass ihre Expression koreguliert wird.

Nach 72 h induzierte 5-FU in MDA-MB-231-Zellen eine grof3e Zahl von Genen, die von den Ubrigen Zyto-
statika nicht moduliert wurden. Die Funktionen dieser Gene sind sehr heterogen, es lasst sich allerdings
eine gewisse Haufung von Zellzyklus- und Checkpointeffektoren feststellen. So wurde u.a. MDC1, ein
Checkpointmediator fur die Aktivierung von ATM und ATR nach DNA-Schadigung, spezifisch durch 5-FU
hochreguliert, ebenso NBS1, dem als Teil des RAD50-MRE11-NBS1- und des BASC-Komplexes eine Rol-
le in der Aktivierung zellulérer Kontrollpunkte und der Reparatur von DNA-Schaden zukommt (s. 3.2.8.2.3).
AuBerdem induzierte 5-FU auch die Expression von Inh2 (HUGO: PPP1R2), einer inhibitorischen Unter-
einheit von Proteinphosphatase 1C, die zellzyklusabhéngig exprimiert wird und an der Mitose beteiligt ist.
Inh2 bildet einen Komplex mit NEK2 (NIMA-related kinase 2) und initiiert so vermutlich die Teilung der
Zentrosomen im Rahmen der Ausbildung des Spindelapparats [244]. NEK2 ist auch am G2-Checkpoint
beteiligt und maoglicherweise spielt Inh2 hierbei ebenfalls eine Rolle [245]. Ein weiteres Beispiel eines an
der Mitose beteiligten, durch 5-FU spezifisch induzierten Gens ist BRD4 (bromodomain containing 4). Das
zugehorige Protein ist wichtig fur den G2/M-Ubergang und reguliert vermutlich die Chromosomendynamik
wahrend der Zellteilung [246]. Zudem interagiert BRD4 auch mit einer Komponente des Replication factor-
Komplexes, RFC1, und hemmt die G1/S-Transition und die DNA-Elongation [247]. Abb. 3-70A zeigt die

Expressionsdaten der vier beschriebenen Gene nach 72 h Zytostatikabehandlung.
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Abb. 3-70: Induktion (A) und Repression (B und C) von Zellzykl us- und Checkpointgenen durch 5-FU in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h
Zytostatikabehandlung.

Auf der anderen Seite reprimierte 5-FU aber in MDA-MB-231-Zellen auch eine Vielzahl von Zellzyklusge-
nen, vorwiegend nach 72 h Behandlung.

So nahm beispielweise die Expression von CDC2 und Cyclin A2, die gemeinsam einen fir die G2/M-Pro-
gression essenziellen Komplex bilden (s. 3.2.8.2.4), nach 5-FU-Behandlung ab (Abb. 3-70B). Auch die Ex-
pression der anderen mitotischen Cycline B1 und B2 wurde durch 5-FU verringert, teils jedoch auch durch
Adriamycin.
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Die Checkpointkinase ATR (s. 3.2.8.2.3.1) wurde in MDA-MB-231-Zellen ebenfalls durch 5-FU reprimiert,
die nach 72 h Behandlung erhaltenen Daten zeigt Abb. 3-70C. Wahrend also diese Kinase, die eine zentra-
le Rolle bei der Aktivierung der zellularen Antwort auf DNA-Schéaden spielt, herabreguliert wurde, stieg die

Expression des Mediators MDC1, der ihre Aktivitat stimuliert, nach 5-FU-Behandlung an.

5-FU in A549-Zellen

Bei der Betrachtung der 5-FU-spezifischen Antwort in A549-Zellen féllt auf, dass sowohl nach 24 als auch
nach 72 h eine ganze Reihe von Genen, die ribosomale Proteine der 60S-Untereinheit kodieren, reprimiert
war und parallel auch das Gen des Translationsinitiationsfaktors EIF4B. Die Expressionsdaten sind in Abb.
3-71A und B wiedergegeben. In HMEC-Zellen wurden die genannten Gene ebenfalls ausschlief3lich durch
5-FU reprimiert, allerdings erst nach 72 h (Abb. 3-71C und D). Diese Befunde sprechen dafiir, dass 5-FU

die Funktionsféahigkeit der ribosomalen Translationsmaschinerie verringert und somit die zellulare Protein-
synthese blockiert.
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Abb. 3-71: 5-FU-spezifische differenzielle Genexpression in A549-Zellen bzw. HMEC-Zellen.

Expression ribosomaler Proteine der 60S-Untereinheit (A) und von EIF4B (B) in A549-Zellen nach 24 und 72 h Behandlung; Expression ribosoma-
ler Proteine (C) und von EIF4B (D) in HMEC-Zellen nach 72 h Behandlung.

5-FU induzierte nach 24 h Behandlung spezifisch mehrere Gene, die Zytokine kodieren. Dazu gehoren
zwei Chemokine, CCL2 und CXCLS5, die an der Aktivierung von Neutrophilen beteiligt sind und die antitu-
morale Immunabwehr stimulieren kbnnen [136, 248]. Ihre Expression kann durch andere Zytokine, wie IL1,
IL2 und TNFa, induziert werden [249]. Nach 72 h waren diese Chemokine allerdings auch durch andere
Zytostatika in A549-Zellen hochreguliert.
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Zu diesem Zeitpunkt wurde die Expression eines weiteren zytokininduzierbaren Transkripts ausschlief3lich
durch 5-FU erhoht, welches allerdings als Gegenspieler der Zytokinantwort fungiert und die Immunabwehr
abschwécht. Es handelt sich um SOCS5 (suppressor of cytokine signaling 5), das vermittelt durch Trans-
kriptionsfaktoren der STAT-Familie von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wird und in
Form eines negativen Feedbackmechanismus u. a. den JAK-STAT-Signalweg inhibiert [250].

5-FU induzierte dariber hinaus auch JAG1 (jagged 1), den Liganden des Rezeptors NOTCH1 (Abb. 3-72).
JAG1 ist haufig in Tumoren Uberexprimiert, dies korreliert mit der Invasivitdt und mit der Rezidivrate nach
Tumorresektion [251]. NOTCH1 selbst hat onkogene Eigenschaften und fordert nach Aktivierung durch

JAG1 Proliferation und Uberleben von Tumorzellen [252].
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Abb. 3-72: Expression von JAG1 in A549-Zellen nach Zytostat  ikabehandlung.

3.2.9.2.2 Taxol-spezifische Effekte in HT-29-Zellen

Wie bereits angesprochen, lie3 sich nach 72 h Behandlung in HT-29-Zellen nicht nur eine 5-FU-spezifische
Antwort feststellen, sondern es wurden auch zahlreiche Gene ausschliel3lich von Taxol dereguliert. Diese
wurden hauptséachlich induziert.

Unter ihnen finden sich diverse in die zellulare Stressantwort involvierte Effektoren (Abb. 3-73). So wurde
das Transkript des Hitzeschockproteins HSPA6 ausgehend von einem nicht detektierbaren Spiegel sehr
stark hochreguliert. Auch GADD45B (growth arrest and DNA-damage-inducible ) wurde durch Taxol deut-
lich induziert. Das zugehérige Protein kann generell die Reaktion der Zelle auf Stressbedingungen, wie z. B.
Strahlenexposition, regulieren, indem es lber Bindung an die MAP3-Kinase MTK1 die p38- und JNK-Sig-
nalwege aktiviert [253]. Letztendlich kann dies sowohl zu Apoptose fiihren als auch die Apoptose hemmen;
dies scheint vom schédigenden Stimulus oder der Aktivitat weiterer Effektoren abhéngig zu sein [254].
HMOX1 (heme oxygenase (decycling) 1) kann ebenfalls durch Stressfaktoren induziert werden und schitzt
die Zelle insbesondere vor oxidativer Belastung und der dadurch ausgelésten Apoptose. Seine Expression

wurde beispielsweise in HMEC-Zellen nach 72 h durch alle Zytostatika hochreguliert.
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Abb. 3-73: Expression stressinduzierbarer Gene in HT-29-Ze  llen nach 72 h Zytostatikabehandlung; spezifische Induktion durch Taxol.

AusschlieB3lich durch Taxol wurde in HT-29-Zellen auch das Enzym Glykogensynthasekinase 33 (GSK3B)
induziert (Abb. 3-74). GSK3B inhibiert durch Phosphorylierung eine ganze Reihe von Zellzyklus- und
Wachstumsregulatoren, u. a. Cyclin D1, den Transkriptionsfaktor MYC, Glykogensynthase und [-Catenin
[87]. In Summe vermittelt es antiproliferative und proapoptotische Effekte [255, 256]. Seine Aktivitat wird
durch den AKT- und den Wnt-Signalweg, die beide das Zelliberleben férdern, gehemmt [87].

Der NOTCH1-Ligand JAG1, der in A549-Zellen 5-FU-spezifisch induziert wurde, war in HT-29-Zellen aus-
schlief3lich nach 72 h Taxolbehandlung hochreguliert (Abb. 3-74).

Ebenfalls durch Taxol induziert wurde die Expression des Tumorsuppressors ING1 (inhibitor of growth fa-
mily, member 1; (Abb. 3-74). In Tumoren wurden sowohl Genrearrangements als auch reduzierte Tran-
skriptspiegel von ING1 beobachtet. Es hat vielfaltige Wirkungen, zu denen die Induktion von Wachstumsar-
rest und Seneszenz, die Aktivierung zellularer Kontrollpunkte und der DNA-Reparatur und die Einleitung
von Apoptose gehdren [257, 258]. Seine biologische Funktion wurde deshalb mit der von p53 verglichen
[259]. Aus verschiedenen Spleil3varianten der ING1-mRNA entsteht eine ganze Proteinfamilie, deren am

weitesten verbreitetes Mitglied ING1B einen Grol3teil der beschriebenen Effekte vermittelt [258].
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Abb. 3-74: Taxol-spezifisch induzierte Gene in HT-29-Zellen na  ch 72 h Zytostatikabehandlung.
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3.3 Spezifische Inhibition von Zielmolekilen durchRNAi und nieder-

molekulare Hemmstoffe

3.3.1 Einleitung

RNA-Interferenz (RNAI) ist eine relativ neue Methode, die in den wenigen Jahren seit ihrer Etablierung ei-
nen geradezu fulminanten Aufschwung genommen hat und mittlerweile zum Standardprogramm bei der
Identifizierung und Validierung biologischer Zielmolekile sowohl in der Grundlagenforschung als auch in
der angewandten akademischen und industriellen Forschung gehort.

Der postulierte RNAi-Mechanismus ist schematisch in Abb. 3-75 dargestellt.
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Abb. 3-75: Mechanismus der RNA-Interferenz.

a: Struktur von siRNAs (small interfering RNAs): Zu den Charakteristika naturlich vorkommender und synthetischer siRNAs gehoren eine ca. 19 bp
lange doppelstrangige Region, 2 nt lange Uberhange, phosphorylierte 5’- und unphosphorylierte 3-Enden.

b: Lange dsRNA-Molekiile werden durch das RNase-lll-artige Enzym Dicer ATP-abhéngig zu siRNAs prozessiert. Diese werden in den Effektor-
komplex RISC (RNA-induced silencing complex) integriert und ATP-abhangig entwunden. Der Antisensestrang vermittelt die Erkennung der kom-
plementaren Ziel-mRNA, die durch Komponenten des RISC endonukleolytisch gespalten wird. [260]

Mit Hilfe der RNAIi-Technologie kann die Expression eines Targets spezifisch inhibiert werden, woraufhin
sich die Auswirkungen dieses Silencings auf die verschiedensten biologischen Parameter charakterisieren
lassen. Neben dieser wissenschaftlichen Zweckbestimmung ertffnet RNAI aber auch therapeutische Per-

spektiven.
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Bisher wurden Experimente vorwiegend in in-vitro-Systemen mit siRNAs (small interfering RNAS) oder
shRNAs (small hairpin RNAS), die von Vektoren exprimiert und in der Zelle zu siRNAs prozessiert werden,
durchgefiihrt. Es existieren aber bereits in-vivo-Daten aus Tierstudien, und Ende 2004 wurde sogar eine
Phase-I-Humanstudie zur therapeutischen Anwendung von siRNAs bei Makuladegeneration gestartet, bei

der die Applikation durch intraokulare Injektion erfolgt [261].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Transfektion verschiedener Zelllinien mit synthetischen
siRNA-Molekllen methodisch etabliert. Hierflir wurden zwei Targets ausgewahlt, die aufgrund der Daten-
lage als potenzielle onkologische Targets einzustufen sind. Einerseits wurde die Expression des zytoplas-
matischen Enzyms Cholinkinase gehemmt, dem — vermutlich aufgrund der Synthese eines mitogenen
second messengers — tumorprogressionsférdernde Eigenschaften zugeschrieben werden, andererseits
wurde der biologische Gegenspieler des Tumorsuppressors p53, MDM2, als Angriffspunkt im Nukleus ge-
wahlt. Die Effekte des spezifischen Silencings dieser Zielmolekile wurden unter verschiedenen Gesichts-
punkten untersucht, wobei der Schwerpunkt auf der Charakterisierung maoglicher antiproliferativer, zellzyk-
lusarretierender oder proapoptotischer Wirkungen und Veranderungen der globalen Genexpression lag.

Dartber hinaus wurden diese Effekte mit denen von niedermolekularen Inhibitoren verglichen, die gegen
dieselben Targets gerichtet sind. Dieses Vorgehen beruht auf der Grundannahme, dass das Silencing
durch RNAI ein geeignetes Modellsystem darstellt, um die Auswirkungen eines perfekten spezifischen In-
hibitors zu simulieren. Insofern sollte der Abgleich zwischen dem durch siRNAs hervorgerufenen Gen-
expressionsmuster und dem eines Inhibitors eine Unterscheidung in spezifische und unspezifische Neben-
effekte des niedermolekularen Hemmstoffs ermdglichen. Diese Vorstellung wird allerdings dadurch einge-
schréankt, dass auch die vermeintlich zielgerichteten siRNAs unspezifische Wirkungen, sog. ,Off-Target-
Effekte”, induzieren kénnen. In der Literatur hdaufen sich mittlerweile Publikationen hierzu, wobei sowohl
Uber die sequenzabhangige Hemmung homologer Transkripte mit ein bis drei fehlgepaarten Basen als
auch Uber eine unspezifische Aktivierung des Interferonsystems berichtet wird [262-265]. Diese Problema-
tik lasst sich jedoch I6sen, indem man fiir ein Target mehrere funktionelle siRNAs einsetzt und deren ge-
meinsame Effekte ermittelt, da die Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass ihre Ubereinstimmungen auf das

Silencing des gewlinschten Targets zuriickzufiihren sind.

3.3.2 Positiv- und Negativkontrollen in RNAI-Expermenten

Zusatzlich zu den gegen Cholinkinase bzw. MDM2 gerichteten siRNAs wurden bei den im Folgenden be-
schriebenen RNAI-Transfektionen verschiedene Kontrollen mitgefihrt. Zum einen wurde als Positivkontrol-
le eine siRNA gegen das Kinesin Eg5 eingesetzt. Eg5 spielt als Motorprotein eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung des mitotischen Spindelapparats. Das Silencing von Eg5 fiihrt in den transfizierten Zellen sehr

rasch, nadmlich schon innerhalb von 24 h, zu einem ausgepragten G2/M-Arrest, der sich nach 48 und 72 h
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noch verstarkt. AuBerdem beginnen die arretierten Zellen, sich von der Wachstumsflache abzulésen und
gehen nach und nach in Apoptose. Deshalb lasst sich der Erfolg der Transfektion sehr gut und einfach
lichtmikroskopisch kontrollieren, zudem kann man die Transfektionseffizienz per Zellzyklusanalyse quanti-
fizieren.

Negativkontroll-siRNAs, die keine Homologien zu bekannten humanen Genen besitzen, sollen fir die Ef-
fekte kontrollieren, die sequenzunabhangig durch das Einfihren kurzer doppelstrangiger RNA in die Zelle
und ihre Inkorporation in den RISC-Komplex hervorgerufen werden. Im Rahmen der Doktorarbeit wurden
zwei Negativkontrollen ausgetestet, um diejenige mit den geringeren unspezifischen Wirkungen zu identifi-
zieren. Einerseits wurde die von Elbashir et al. beschriebene Luciferase-GL3-siRNA [266], andererseits die
kommerziell angebotene Non-silencing control siRNA verwendet. Aul3erdem wurden im weitaus grof3ten
Teil der Experimente ,mock-transfizierte* Zellen mitgefiihrt, die nur mit Transfektionsagens ohne siRNA

behandelt wurden, und parallel auch génzlich unbehandelte Zellen kultiviert und analysiert.

In den Diagrammen und Tabellen werden diese Kontrollbehandlungen folgendermalRen abgekrzt:
- Eg5 = Eg5-siRNA
- Luci = Luciferase-siRNA
- Ns = Non-silencing control siRNA
- Mock = Mock-Transfektion

- Unbeh = unbehandelte Kontrolle

3.3.3 Hemmung von Cholinkinase

3.3.3.1 Einleitung

Das Enzym Cholinkinase (ChoK, HUGO: CHKA) katalysiert die ATP- und magnesiumabhéngige Synthese
von Phosphorylcholin (PCho) aus Cholin. Cholin selbst stammt aus der Nahrung und gelangt durch ver-
schiedene Transportsysteme in die Zelle. Es ist der Vorlaufer der wichtigen Membranbestandteile
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin sowie des Neurotransmitters Acetylcholin und der Aminosaure
Methionin. Cholin kann auch durch Spaltung des Phospholipids Phosphatidylcholin entstehen, vermittelt
durch Phospholipase D. Hierbei wird neben Cholin auch Phosphatidsdure gebildet. Diese kann weiter in
die second messengers Diacylglycerol oder Lysophosphatidsdure umgewandelt werden. Diese besitzen
ebenso wie diverse andere von Lipiden abgeleitete Botenstoffe mitogene Eigenschaften und spielen eine
wichtige Rolle in von Onkogenen regulierten Signalwegen und bei der Tumorigenese.

Das durch die Aktivitdt von ChoK aus Cholin generierte PCho kann in CDP-Cholin umgewandelt werden,
welches ein Intermediat bei der Bildung bzw. Regenerierung von Phosphatidylcholin im Rahmen des sog.
Kennedy-Stoffwechselwegs darstellt. Zudem scheint PCho second messenger-Funktion zu besitzen. So

konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von ChoK essenziell fiir die mitogene Wirkung von PDGF
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(platelet-derived growth factor) und FGF (fibroblast growth factor) sowohl in murinen Fibroblasten als auch
in humanen Brustepithelzellen ist [267, 268].

Eine Reihe von Befunden spricht dafiir, dass ChoK eine bedeutsame Rolle in der Karzinogenese spielt und
sich als therapeutisches Target bei Tumorpatienten anbietet. So konnten erhéhte Spiegel von PCho und
gesteigerte ChoK-Enzymaktivitdten sowohl in Zellmodellen, die durch ektope Expression verschiedener
Onkogene (RAS, SRC, RAF, MOS) transformiert waren, als auch in humanen Tumoren und aus diesen
abgeleiteten Zelllinien nachgewiesen werden. Bei Mammakarzinompatientinnen wurde eine Korrelation
zwischen dem Grad der Aktivierung von ChoK und klinischen Parametern, die fir erhéhte Malignitat spre-
chen (histologischer Tumorgrad, negativer Estrogenrezeptorstatus), gefunden [268]. AuRerdem konnten
mit Inhibitoren der enzymatischen Aktivitat von Cholinkinase in Zell- und Xenograftmodellen ausgepragte

antiproliferative bzw. tumorhemmende Effekte erreicht werden [269, 270].

Es ist unklar, wie und warum es zur (Uber-)Aktivierung von ChoK in transformierten Zellen kommt. Man
weil3, dass die zellulare Konzentration von ChoK durch Wachstumsfaktoren und verschiedene Hormone
erhoht wird, vermutlich durch Regulation auf Transkriptionsebene. AufRerdem verursachen diverse Onko-
gene, wie bereits erwéhnt, eine Erhdhung der ChoK-Aktivitat [267]. Vor kurzem konnte gezeigt werden,
dass dies nicht die Folge einer Aktivierung von Phospholipase D ist und somit die ChoK-Aktivitat nicht vom
zellularen Spiegel von Cholin abhangt. Des Weiteren sprechen experimentelle Befunde dafir, dass die
RAS-abhéangige Stimulierung von ChoK durch den GTPase-Austauschfaktor RAL-GDS und den PI3K-
Signalweg vermittelt wird. RAL-GDS und PI3K kdnnen ChoK getrennt aktivieren, wirken in Kombination
jedoch synergistisch [271].

Noch weniger als Uber die Wege der ChoK-Aktivierung ist Uber die downstream von ChoK gelegenen Me-
chanismen bekannt. Man nimmt an, dass PCho als second messenger fungiert und an der Vermittiung mi-
togener Signale mitwirkt, jedoch ist es auch méglich, dass ein bisher unbekanntes Target von ChoK fir die

wachstumsférdernden Effekte verantwortlich ist [267].

Die Arbeitsgruppe, von der der Grof3teil der beschriebenen Befunde stammt, hat sich auf die Forschung an
Cholinkinase spezialisiert. Sie wird von Professor Juan Carlos Lacal geleitet und befindet sich am Instituto
de Investigaciones Biomédicas in Madrid. Mit dieser Gruppe wurden im Rahmen einer Kooperation Rea-

genzien, Proben und Versuchsergebnisse ausgetauscht.

3.3.3.2 RNAI gegen Cholinkinase

Ein mdglicher Weg, um zu untersuchen, welche Auswirkungen das Fehlen der ChoK-Aktivitéat auf die Zelle
hat, ist die Anwendung der RNA-Interferenz, durch welche die Bildung des Enzyms von vornherein verhin-
dert werden soll. Es konnten drei gegen ChoK-mRNA gerichtete siRNAs identifiziert werden, die zu einem
effizienten Knock-down ihres Targets fuhrten. Sie wurden mit C1, C2 und C3 bezeichnet und ihre Sequen-

zen sind unter 2.1.2.8 angegeben.
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3.3.3.2.1 Zelllinien
Die Expression von ChoK wurde in den zwei Tumorzelllinien HT-29 und MDA-MB-231 durch RNAI ge-

hemmt. Die Charakteristika dieser Zellen wurden bereits unter 3.2.2 beschrieben. In beiden Zellmodellen
waren in vorangegangenen Studien ausgepragte antiproliferative Effekte von ChoK-Inhibitoren festgestellt
worden [268, 270], sodass es viel versprechend und interessant erschien, deren Wirkungen mit denen von
gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs zu vergleichen. Die zur Transfektion dieser Zelllinien angewen-

deten Protokolle sind unter 2.5.7 beschrieben.

3.3.3.2.2 Silencing von ChoK auf Transkriptionseben e

Als erster Schritt bei der Identifizierung funktioneller siRNAs muss der Nachweis gefiihrt werden, dass sie
ihren priméaren Angriffspunkt, also die Ziel-mRNA, effizient herabregulieren. Fur die Quantifizierung der
ChoK-Transkriptmenge wurde ein RT-PCR-Protokoll entwickelt, bei dem die ChoK-Expression auf den
Spiegel des Housekeeping-Gens d-Aminolavulinatsynthase (ALAS) normalisiert wurde (s. 2.6.7.2).

Das Silencing der ChoK-mRNA wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion quantifiziert.
Wie in Abb. 3-76A gezeigt, war sowohl in HT-29- als auch in MDA-MB-231-Zellen bereits nach 24 h eine
deutliche Reduktion der Ziel-mRNA durch alle drei siRNAs festzustellen. Dieser Effekt verstarkte sich nach
48 h noch und blieb bis 72 bzw. 96 h nach der Transfektion bestehen. In Abb. 3-76A2 und A3 bzw. B2 und
B3 sind beispielhaft die Amplifikationskurven von Target und Housekeeping-Gen zum 48 h-Zeitpunkt dar-
gestellt. Wahrend bei ALAS die Kurven von ChoK-siRNA-transfizierten und Kontrollproben tbereinander
liegen (A3 bzw. B3), Uberschreiten bei der ChoK-Amplifikation die ChoK-siRNA-transfizierten Proben die
Detektionsschwelle erst mehrere PCR-Zyklen spater als die Negativkontrollen, was an der Rechtsver-
schiebung der Graphen abzulesen ist (A2 bzw. B2). Dies beruht auf der deutlichen Verringerung der Aus-

gangsmenge an ChoK-Transkript.
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Abb. 3-76: Silencing von Cholinkinase-mRNA.

HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wurden im 6-Well-MaRstab mit den ChoK-siRNAs C1, C2 und C3 bzw. mit Luciferase-siRNA transfiziert. Bei
HT-29-Zellen betrug die siRNA-Konzentration 33 nM, bei MDA-MB-231-Zellen 100 nM. Parallel wurden jeweils unbehandelte Zellen kultiviert. 24,
48, 72 und 96 h nach der Transfektion wurden Lysate gewonnen und diese per Two-Step-RT-PCR quantifiziert und auf das Housekeeping-Gen
ALAS normalisiert.

Al: Relative Expressionslevel von ChoK-mRNA in HT-29-Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion (Mittelwerte aus Duplikaten).
A2: Amplifikationskurven von ChoK-mRNA in HT-29-Zellen zum Zeitpunkt 48 h (zusammengehdrige Duplikate sind jeweils mit -1 und -2 bezeich-
net). A3: Amplifikationskurven der zur Normalisierung verwendeten ALAS-mRNA in HT-29-Zellen zum Zeitpunkt 48 h.

B1: relative Expressionslevel von ChoK-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion. B2: Amplifikati-
onskurven von ChoK-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zum Zeitpunkt 48 h (zusammengehdorige Duplikate sind jeweils mit -1 und -2 bezeichnet). B3:
Amplifikationskurven der zur Normalisierung verwendeten ALAS-mRNA in MDA-MB-231-Zellen zum Zeitpunkt 48 h.

Die relative Quantifizierung der Ziel-mRNA diente auch zur Optimierung des Transfektionsprotokolls und
zur Reduktion der siRNA-Konzentration auf die niedrigstmdgliche effektive Molaritdt. Alle drei siRNAs
konnten in beiden Zelllinien auf eine Konzentration von 10 nM herabtitriert werden, ohne dass sich der
spezifische Knock-down der ChoK-mRNA verringerte. Dies belegt, dass es sich bei den verwendeten

siRNAs um hocheffiziente Reagenzien handelte.

3.3.3.2.3 Silencing von ChoK auf Proteinebene

Der RNAi-vermittelte Knock-down von ChoK konnte auch auf Proteinebene bestétigt werden. Die entspre-
chenden Versuche wurden im Arbeitskreis von Herrn Professor Lacal von Monica Bafiez-Coronel durchge-
fuhrt. Die Resultate sind in Abb. 3-77 gezeigt. Die Banden wurden nicht quantifiziert, jedoch ist die Reduk-
tion der ChoK-Proteinmenge nach 24, 48 und 72 h offensichtlich.
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Abb. 3-77: Nachweis des ChoK-Silencings auf Proteinebene.

Die verwendeten Lysate stammen aus dem gleichen Versuchsansatz wie die mMRNA-Proben aus Abb. 3-76. 24, 48, 72 und 96 h nach der Transfek-
tion wurden Lysate gewonnen (Lysepuffer Labor Lacal, s. 2.1.3.6) und diese in der Arbeitsgruppe von Hr. Prof. Lacal mit Hilfe eines monoklonalen
Antikdrpers gegen ChoK im Western Blot analysiert.

A: HT-29-Zellen: Banden von ChokK, kirzer und langer belichtet, und B-Actin-Kontrollbanden zu den angegebenen Zeitpunkten.

B: MDA-MB-231-Zellen: Banden von ChoK und B-Actin-Kontrollbanden zu den angegebenen Zeitpunkten.

3.3.3.2.4 Reduktion der Enzymaktivitat von ChoK

In Madrid wurde neben der Quantifizierung der Proteinlevel auch die Enzymaktivitdt von ChoK gemessen.
Diese Analysen beruhen auf der Quantifizierung von aus [*C]-markiertem Cholin gebildetem PCho und
wurden ebenfalls von Mdénica Bafiez-Coronel durchgefiihrt. Wie aus Abb. 3-78 ersichtlich, war die enzyma-

tische Aktivitat bereits 24 h nach der Transfektion stark verringert und der Effekt hielt mindestens 72 h lang
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Abb. 3-78: Reduktion der Enzymaktivitat nach Silencing von C hoK.

Die Proben waren identisch zu denen beim Western Blot, s. Abb. 3-77. Die Enzymaktivitat wird als Quotient aus der Menge an PCho und der
Summe aus PCho und Cholin (Cho) ausgedriickt. A: Enzymaktivitat in HT-29-Zellen 24, 48, 72 und 96 h nach der Transfektion. B: Enzymaktivitat
in MDA-MB-231-Zellen 24, 72 und 96 h nach der Transfektion. Der 48 h-Zeitpunkt fiel aufgrund einer Probenverwechslung aus.
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3.3.3.2.5 Effekte auf die Zellzahl und -morphologie

Bei der lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellen nach Transfektion mit den ChoK-siRNAs konnten Ver-
anderungen festgestellt werden, die allerdings zwischen den drei siRNAs nicht Ubereinstimmten. In Abb.

3-79 sind Fotografien von HT-29- und MDA-MB-231-Zellen jeweils 72 h nach der Transfektion gezeigt.

Abb. 3-79: Zellmorphologie nach Transfektion mit ChoK-siRNA S.
Fotografien von HT-29- und MDA-MB-231-Zellen im Rahmen des bereits beschriebenen Versuchs (s. Abb. 3-76 bis Abb. 3-78). Die Aufnahmen
wurden 72 h nach der Transfektion bei 100facher VergréRerung gemacht. A: HT-29-Zellen, B: MDA-MB-231-Zellen.

Die Negativkontroll-siRNA gegen Luciferase hatte im Vergleich mit den génzlich unbehandelten Zellen nur
marginale Auswirkungen auf Zellzahl und -morphologie. Im Vergleich zu den Kontrollen rief die siRNA C3
keinerlei erkennbare Veranderungen hervor, wahrend C1 zu einer leichten Verringerung der Zellzahl fuhrte.
Diese war im Fall der inselférmig wachsenden HT-29-Zellen deutlicher zu erkennen, da sich diese Inseln
auffallig verkleinerten. C2 bewirkte reproduzierbar eine Verringerung der Zellzahl und eine deutliche Erho-
hung des Anteils toter Zellen. Eg5-siRNA hatte ausgepragte proliferationshemmende und proapoptotische
Wirkungen, die den Erfolg der Transfektion an sich bestétigten.
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3.3.3.2.6 Quantifizierung der Effekte auf die Zellp

roliferation und -viabilitat

Um eine quantitative Aussage Uber die Effekte der ChoK-siRNAs auf die Zahl und Viabilitat der transfizier-

ten Zellen treffen zu kénnen, wurden WST-1-Tests durchgefiihrt. In Abb. 3-80 sind die Ergebnisse einer

solchen Messung gezeigt, die 72 h nach der Transfektion erfolgte.
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Abb. 3-80: WST-1-Test in HT-29- und MDA-MB-231-Zellen 72 h nach ChoK-Silencing.
HT-29- und MDA-MB-231-Zellen wurden im 24-Well-MafRstab mit den gegen ChoK gerichteten siRNAs C1, C2 und C3 bzw. mit Luciferase-siRNA
transfiziert. Bei HT-29-Zellen betrug die siRNA-Konzentration 10 nM, bei MDA-MB-231-Zellen 100 nM. Parallel wurden jeweils unbehandelte Zellen

kultiviert, bei HT-29-Zellen zuséatzlich mock-transfizierte Zellen. 72 h nach der Transfektion wurde die metabolische Aktivitéat der Zellen mittels WST-

1-Test ermittelt. Die relativen Absorptionswerte sind auf Luciferase-siRNA bezogen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung aus 8 Repli-
katen an. A: HT-29-Zellen, B: MDA-MB-231-Zellen.

Die Negativkontrollen waren untereinander sehr ahnlich, wodurch sich bestatigte, dass Luciferase-siRNA

keine nennenswerten Effekte auf das Zellwachstum austbt. Eg5-siRNA flhrte in beiden Zelllinien zu einer

massiven Reduktion der metabolischen Aktivitat. Wahrend sich die bei C2 lichtmikroskopisch beobachtete

Zellzahlverminderung bzw. Apoptose sowohl in HT-29- als auch MDA-MB-231-Zellen in einer Abnahme

des Absorption im Vergleich zu den Kontrollbehandlungen auf3erte, konnte fir C1 nur in MDA-MB-231 eine

schwache Reduktion gemessen werden.

3.3.3.2.7 Effekte auf die Zellzyklusverteilung

Um zu untersuchen, ob die ChoK-siRNAs die Zellzyklusverteilung der transfizierten Zellen beeinflussen,

wurden durchflusszytometrische Analysen unter Verwendung von Propidiumiodid durchgefiihrt (s. 2.5.5).
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Abb. 3-81: Zellzyklusverteilung von HT-29-Zellen 48
48 h nach der Transfektion im 6-Well-MaRstab wurden HT-29-Zellen einer Zellzyklusanalyse unterworfen. Als Negativkontrollen dienten Luciferase-

h nach ChoK-Silencing.

siRNA-transfizierte und unbehandelte Zellen, als Positivkontrolle Eg5-siRNA-transfizierte Zellen. Die siRNA-Konzentration betrug 10 nM.
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Wie in Abb. 3-81 anhand von Ergebnissen aus 48 h nach der Transfektion geernteten HT-29-Zellen gezeigt
wird, fihrten C1 und C2 zu einer leichten Akkumulation der Zellen in der GO/G1-Phase, wahrend C3 keine
Auswirkungen hatte. Der ausgepragte G2/M-Arrest und der hohe Anteil an zellularem Debris in der Eg5-
siRNA-transfizierten Probe dienten als Nachweis einer sehr guten Transfektionseffizienz.

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse von MDA-MB-231 waren sehr ahnlich, auch hier bewirkten C1 und

C2 einen schwachen GO/G1-Arrest, wahrend C3 ohne messbaren Effekt blieb (Daten nicht gezeigt).

3.3.3.2.8 Genexpressionsanalyse von HT-29-Zellen na ch siRNA-Transfektion

Aus den bis zu diesem Zeitpunkt gewonnenen Versuchsergebnissen liel3 sich ableiten, dass alle drei ge-
gen Cholinkinase gerichteten siRNAs ihr Target sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene effizient und
etwa im gleichen Ausmal3 herabzuregulieren vermochten. Die beobachteten Unterschiede im Einfluss auf
das Wachstumsverhalten, die Zellzyklusverteilung und Apoptosetendenz der transfizierten Zellen wiesen
deshalb bereits darauf hin, dass C1 und insbesondere C2 Off-Target-Effekte auslibten. Im Rahmen einer
Genexpressionsanalyse auf dem Affymetrix GeneChip® Array HG-U133A sollte deshalb untersucht werden,
welche Auswirkungen auf Transkriptionsebene den drei SIRNAs gemeinsam waren, da diese ja mit hoher
Wahrscheinlichkeit die spezifische Signatur eines Verlusts an Cholinkinase darstellen. Diese Ubereinstim-
mungen sollten anschlieBend mit dem ChoK-Inhibitor MN58 verglichen werden. Da von diesem Inhibitor
ein Datensatz vorlag, in dem HT-29-Zellen 30 h lang behandelt worden waren, wurde diese Versuchsdauer
auch fur die siRNA-Transfektion Ubernommen, zusatzlich wurden die Zellen 72 h nach der Transfektion
geerntet und ebenfalls auf Affymetrix-Chips analysiert. Als Negativkontrollen wurden génzlich unbehandel-
te, Luciferase-siRNA- und mock-transfizierte Zellen mitgefiihrt. Alle Behandlungen erfolgten in Duplikaten.
Vor der Hybridisierung auf die DNA-Chips wurde nachgewiesen, dass das Silencing der Ziel-mRNA auch
in diesem Ansatz gegliickt war. Abb. 3-82A zeigt die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse nach 30 und 72h
Transfektionsdauer.
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Abb. 3-82: Silencing von ChoK auf mRNA-Ebene in den Affymet rix-Proben.

HT-29-Zellen wurden im 6-Well-MaRstab mit den ChoK-siRNAs C1, C2 und C3 und der Luciferase-siRNA (jeweils 10 nM) transfiziert, parallel wur-
den mock-transfizierte und unbehandelte Zellen mitgefiihrt. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert. Es sind jeweils die Mittelwerte von
Duplikaten angegeben.

A: RT-PCR-Ergebnisse, normalisiert auf ALAS, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben. B: Affymetrix-Ergebnisse.
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Der aus den RT-PCR-Daten ersichtliche exzellente Knock-down der ChoK-mRNA konnte im Rahmen der
Affymetrix-Analyse bestatigt werden. Wie in Abb. 3-82B gezeigt, war das Signal des Probe Sets fiir Cholin-
kinase sowohl nach 30 als auch nach 72h im Vergleich zu samtlichen Kontrollen massiv reduziert und

sank in den meisten Fallen unter die Detektionsschwelle ab (absent Call).

Im néchsten Schritt wurden die Expressionsdaten der drei Negativkontrollen, also der mit Luciferase-siRNA
transfizierten, mock-transfizierten und unbehandelten Zellen, miteinander verglichen. Wie aus Tab. 3-8 zu
entnehmen ist, waren alle Kontrollen untereinander sehr ahnlich; die geringsten Unterschiede bestanden

zwischen Luciferase-siRNA- und Mock-Behandlung.

30h 72h
Luci - Mock 3IDst, 14 IDs! 12 IDst, 21 IDs!
Luci - Unbeh 37 IDst, 14 IDs| 33IDst, 14 IDs|
Mock - Unbeh 40 IDs1, 4 IDs| 55 IDst, 17 IDs!

Tab. 3-8: Anzahl der Affymetrix Probe Set IDs, die gemaR  der Standardfilterkriterien zwischen den verschiedenen Kontrol Ibehandlungen

zum Zeitpunkt 30 h bzw. 72 h dereguliert waren.

1 = erhohte, | = erniedrigte Expression.

Dieser Befund untermauert die Eignung von Luciferase-siRNA als Negativkontrolle, da sie keine nennens-
werten Off-Target-Effekte auszutiben scheint. Fur alle folgenden Auswertungen wurde der Mittelwert der
Luciferase- und mock-transfizierten Proben als Vergleichsgrundlage verwendet.

Mit dieser Baseline wurden sodann die Expressionsdaten der ChoK-siRNA-transfizierten Proben vergli-
chen. Signifikant deregulierte Gene wurden gemaR der Standardfilterkriterien (s. 2.7.4.3) ermittelt.

Aus Abb. 3-83 ist zu entnehmen, wie viele Gene™ jeweils nach 30 oder 72 h durch die siRNAs C1, C2 und

C3induziert bzw. reprimiert wurden und inwieweit diese unter den siRNAs Ubereinstimmten.
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Abb. 3-83: Ubereinstimmungen der durch die ChoK-siRNAs in HT-29-
A: Venn-Diagramme der 30 h-Daten, aufgeteilt in induzierte (A1) und reprimierte (A2) Gene. B: Venn-Diagramme der 72 h-Daten, aufgeteilt in in-

Zellen deregulierten Gene.

duzierte (B1) und reprimierte (B2) Gene. Die Grol3e der Kreisflachen deutet das Verhaltnis der absoluten Zahlen deregulierter Gene an.

'3 Auch bei der Auswertung der RNAI- und Inhibitordaten der Cholinkinase- und MDM2-Versuche wurde die Auswertung auf Gene statt auf Affy-

metrix Probe Sets bezogen, vgl. Ful3note 7.
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Alle drei siRNAs hatten Auswirkungen auf die Genexpression von HT-29-Zellen, diese waren bei C1 am
schwachsten ausgepragt. C3 fihrte nach 30 h zur Repression zahlreicher Gene, glich sich jedoch nach
72 h wieder starker an die Negativkontrollen an. C2 deregulierte inshesondere nach 72 h eine Vielzahl von
Genen. Die Uberlappungen zwischen diesen differenziell exprimierten Genen waren jedoch unerwartet ge-
ring. Die nach 30 h Transfektion gewonnenen Proben stimmten nur in einem einzigen reprimierten Trans-
kript Gberein. Dieses war Cholinkinase selbst, deren Expressionsdaten bereits in Abb. 3-82B gezeigt wur-
den. Nach 72 h bestand eine Ubereinstimmung in nur einem hochregulierten und 8 herabregulierten Genen,
eines davon war erneut ChoK. Die Expressionsdaten dieser gemeinsamen Gene — mit Ausnahme von
ChoK - sind in Abb. 3-84 gezeigt.

120 A 450 B 2500 C
o 400
100 1 : MU:CI ) 350 2000
k= = =
T 80 300
g | @ Unbeh %’ 250 % 1500
g 60 ocl IS 2
=) Bc2 S 200 < 1000 |
® 40 mC3 T 150 ©
& 5 5
? 40| & 100 & 500 4
50 4
0 + 04 04
CEACAM6 HERC5 ASS PLAC8 UBE2L6 IFITM1 OASL ASNS

Abb. 3-84: Expression der durch alle drei ChoK-siRNAs nach 72 h im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRN A- und
mock-transfizierten Proben deregulierten Gene.

A: Induktion von CEACAMS. B: Repression von HERCS5 (hect domain and RLD 5), ASS (argininosuccinate synthetase), PLAC8 (placenta-specific
8) und UBE2L6 (ubiquitin-conjugating enzyme E2L 6). C: Repression von IFITM1 (interferon induced transmembrane protein 1 (9-27)), OASL
(2°-5"-oligoadenylate synthetase-like) und ASNS (asparagine synthetase).

Die funktionelle Analyse der Ubereinstimmend deregulierten Gene lieferte keinerlei Hinweise auf einen Zu-
sammenhang mit Cholinkinase. CEACAMG6 (Abb. 3-84A) ist ein Zelladh&sionsmolekil, dessen Beteiligung
an Invasion und Apoptoseresistenz bereits unter 3.2.9.1 beschrieben wurde. Zwei der reprimierten Genen
kodieren Ubiquitin-konjugierende Enzyme (HERC5 und UBE2L6), zwei weitere kodieren am Aminosaure-
stoffwechsel beteiligte Synthetasen (ASS und ASNS), s. Abb. 3-84B und C. Die Funktion von PLACS8 (Abb.
3-84B) ist unbekannt. Interessanterweise waren dariiber hinaus die beiden interferonresponsiven Gene
IFITM1 (auch bekannt als 9-27) und OASL reprimiert. Aus den Balkendiagrammen (Abb. 3-84C) ist abzu-
lesen, dass die Expression dieser beiden Gene in der Luciferase-siRNA- und mock-transfizierten Kontrolle
gegeniber der ganzlich unbehandelten Kontrolle erhéht war und folglich ihre Signalhéhen in den ChoK-
siRNA-Proben im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle weniger stark bzw. gar nicht reduziert waren. Of-
fenbar fiihrten sowohl Luciferase-siRNA als auch die Mock-Transfektion zu einer leichten Induktion dieser
beiden interferonresponsiven Gene. Dies Uberrascht insofern, als zwar flir ein doppelstrdngiges RNA-
Molekul wie Luciferase-siRNA gemal der Studienlage mit einer potenziellen Interferonantwort gerechnet
werden musste, ein solcher Effekt jedoch fiir die Behandlung mit dem Transfektionsagens Lipofect-
amine 2000 nicht zu erwarten war. Zudem manifestiert sich gemaf Literaturbefunden und eigenen Ergeb-

nissen (s. 3.3.4.11.3.5) eine Interferonantwort in der Induktion zahlreicher interferonresponsiver Gene auf
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ein Vielfaches ihres Ausgangsniveaus. Somit kann die beobachtete Deregulation von IFITM1 und OASL
nicht als unspezifische Interferonantwort gegen Luciferase-siRNA und Mock-Transfektion gewertet werden.
Uber die allen drei siRNAs gemeinsamen Anderungen hinaus zeigten C1 und C3 zum 72 h-Zeitpunkt hin-
sichtlich der reprimierten Genen relativ groRe Ahnlichkeit. Da bei C2 nach dieser Transfektionsdauer die
Transkriptmenge von ChoK bereits wieder etwas anstieg, konnte spekuliert werden, dass das ChoK-
Protein in C1- und C3-transfizierten Zellen mdglicherweise starker herabreguliert war und die Uberein-
stimmungen dieser zwei siRNAs eine spezifische Antwort auf das Fehlen von ChoK darstellen kénnten.
Die funktionelle Analyse dieser Gene ergab jedoch keine Hinweise auf einen unmittelbaren Zusammen-
hang mit dem biologischen Umfeld von Cholinkinase. Bei der im folgenden Kapitel beschriebenen Gen-
expressionsanalyse nach Behandlung mit dem ChoK-Inhibitor MN58 fand sich kein einziges der zwischen

C1 und C3 Ubereinstimmenden Gene wieder.

Insgesamt betrachtet konnte somit kein Satz von Genen identifiziert werden, der fur die Folgen des Knock-
downs von Cholinkinase spezifisch gewesen wére. Die mit den verschiedenen ChoK-siRNAs beobachteten
Anderungen scheinen in erster Linie unspezifischer Natur zu sein; ihr nahezu einziger gemeinsamer Nen-
ner ist die massive Herabregulierung des ChoK-Transkripts.

Aufgrund dieser in HT-29-Zellen erhaltenen Resultate wurde auf eine Untersuchung der differenziellen

Genexpression von MDA-MB-231-Zellen nach ChoK-siRNA-Transfektion verzichtet.

3.3.3.2.9 Untersuchung des Cholinkinase-Inhibitors MN58

Bereits vor Durchfiihrung der siRNA-Experimente waren die Effekte eines niedermolekularen Inhibitors von
Cholinkinase auf die globale Genexpression von HT-29- und MDA-MB-231-Zellen untersucht worden. Die-
ser Inhibitor, der die Bezeichnung MN58 tragt, wurde von der Arbeitsgruppe Lacal mitentwickelt und zeigte
sowohl in Tumorzelllinien als auch in Xenograftmodellen ausgepragte antitumorale Effekte [269, 270]. Au-
Berdem l6st MN58 in Tumorzellen Apoptose aus, wahrend es in Normalzellen nur zu einem reversiblen
Wachstumsarrest fuhrt [272].

Die Behandlung von HT-29-Zellen mit MN58 fiir die nachfolgende Analyse auf dem Affymetrix GeneChip®
Array HG-U133A wurde von Mitarbeitern von Herrn Prof. Lacal durchgefihrt, die Zelllysate wurden dann
nach Penzberg geschickt und vor Ort weiterverarbeitet. Die Konzentration des Inhibitors bei dieser Be-
handlung betrug 10 uM und es wurden jeweils Dreifachwerte von behandelten und unbehandelten Proben
generiert.

Die MN58-Behandlung von MDA-MB-231-Zellen wurde hingegen von vornherein in Penzberg durchgefuhrt.
Zunachst wurden Inhibitionskurven ermittelt, hierzu dienten die Resultate von WST-1-Tests nach funftagi-
ger Substanzexposition. Der Durchschnitt der IC80-Werte von MN58 aus drei unabhangigen Experimenten
betrug 6,5 uM. Diese Konzentration wurde fiir die Behandlung von MDA-MB-231-Zellen mit anschliel3ender

Genexpressionsanalyse verwendet.
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Auch fur HT-29-Zellen wurde der IC80-Wert auf diese Weise bestimmt, er lag bei 4,8 uM. Somit hatte die in
Madrid zur Behandlung dieser Zellen eingesetzte Konzentration in etwa der zweifachen IC80 entsprochen.
Die Behandlungsdauer im Versuchsansatz mit HT-29-Zellen betrug 30 h. MDA-MB-231-Zellen wurden im
selben Ansatz mit Zytostatika und MN58 behandelt, deshalb wurden sie nach 24 und 72 h geerntet. Auch

hier wurden Triplikate angesetzt.

Um die durch MN58 signifikant deregulierten Gene zu identifizieren, wurden die Affymetrix-Daten nach
dem Standardfilterschema ausgewertet. Tab. 3-9 gibt an, wie viele Gene in HT-29- bzw. MDA-MB-231-

Zellen nach MN58-Behandlung induziert und reprimiert waren.

HT-29 MDA-MB-231
30h 24 h 72h
Anzahl der induzierten Gene 342 8 163
Anzahl der reprimierten Gene 317 2 342

Tab. 3-9: Anzahl der durch MN58 in HT-29-Zellen nach 30 h und in MDA-MB-231-Zellen nach 24 bzw. 72 h induzierten und reprimierten

Gene.

HT-29-Zellen reagierten mit der differenziellen Expression sehr vieler Gene auf die 30 h MN58-Behandlung.
MDA-MB-231-Zellen zeigten nach 24 h praktisch keine Anderungen, nach 72 h jedoch ausgepragte Effekte.
Vergleicht man die in HT-29-Zellen nach 30 h und in MDA-MB-231-Zellen nach 72 h deregulierten Gene,
so findet man nur geringe Ubereinstimmungen. Von den induzierten Genen wurden 9, von den reprimierten

11 Gene in beiden Zelllinien identifiziert.

cincs A
9 cincs
28
cinc2z 3 ' 6 cz2ncs
cinc? 1 c2ncs
659 659
MN58 MN58

Abb. 3-85: Ubereinstimmungen zwischen den ChoK-siRNAs und MN58 hinsichtlich der deregulierten Gene in HT-29-Zellen.

Die Uberlappungen der Schnittmengen aus jeweils durch zwei ChoK-siRNAs deregulierten Gene untereinander und mit den durch MN58 deregu-
lierten Gene sind gezeigt. Die induzierten und reprimierten Gene wurden zusammengefasst. A: Vergleich der 30 h siRNA-Transfektion mit der 30 h
MN58-Behandlung. B: Vergleich der 72 h siRNA-Transfektion mit der 30 h MN58-Behandlung.
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Um die durch ChoK-siRNAs hervorgerufenen Effekte auf die globale Genexpression noch besser bewerten
zu kénnen, wurden diese den MN58-Daten in HT-29-Zellen gegentibergestellt. Neben den auferst kleinen
Schnittmengen der von allen drei siRNAs deregulierten Gene wurden auch die Schnittmengen, die von je-
weils zwei siRNAs erzeugt worden waren, in den Vergleich mit aufgenommen. Die Ergebnisse sind gra-
phisch in Abb. 3-85 dargestellt.

Vergleicht man die nach jeweils 30 h Behandlung mit siRNAs bzw. MN58 deregulierten Gene, so findet
man keine einzige Ubereinstimmung (Abb. 3-85A). Da man davon ausgehen kann, dass nach der siRNA-
Transfektion eine gewisse Zeit nétig ist, bis das Zielprotein verschwindet, ist anzunehmen, dass die Wir-
kungen von siRNAs und direkten Enzyminhibitoren wie MN58 eine unterschiedliche Kinetik besitzen. Des-
halb wurde auch der Vergleich zwischen den RNAi-Daten nach 72 h Transfektion und den nach 30 h durch
MN58 hervorgerufenen Effekten gezogen (Abb. 3-85B). Hier bestand die Gemeinsamkeit in einem einzigen
induzierten Gen (CEACAMBS).

AbschlieBend wurde untersucht, inwieweit die nach MN58-Behandlung differenziell exprimierten Gene mit
den von Zytostatika beeinflussten Genen Ubereinstimmten. Dies sollte Aufschluss tber mégliche unspezifi-
sche bzw. genotoxische Wirkungen von MN58 geben. Zu diesem Zweck wurden die durch MN58 in MDA-
MB-231-Zellen nach 72 h deregulierten Gene mit den nach gleicher Behandlungsdauer durch die Mehrzahl
der Zytostatika modulierten ,gemeinsamen” Genen verglichen. Im Fall von HT-29-Zellen konnten die 30 h-
Daten von MN58 sinnvollerweise nur mit 72 h-Ergebnissen der Zytostatikabehandlung verglichen werden,
da nach 24 h Zytostatikaexposition ja noch keine nennenswerten Effekte aufgetreten waren.

Wahrend die Gemeinsamkeiten zwischen MN58 und Zytostatika in HT-29-Zellen sehr gering waren (nur
1,7 % der in HT-29-Zellen von MN58 deregulierten Gene wurden auch durch die Mehrzahl der Zytostatika
beeinflusst), wurde fir MDA-MB-231-Zellen eine deutliche Uberlappung von MN58- und zytostatikaabhan-
gig deregulierten Genen identifiziert. Hier fanden sich 13 % der durch MN58 modulierten Gene bei den Zy-

tostatika wieder.
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3.3.4 RNAi gegen MDM2

3.3.4.1 Einleitung

Wie bereits unter 3.1.7 beschrieben, ist das MDM2-Protein eine Ubiquitin-E3-Ligase, die als Antagonist
von p53 wirkt, indem sie seine Aktivitat als Transkriptionsfaktor hemmt und seinen Abbau vermittelt. Da-

riber hinaus besitzt MDM2 auch p53-unabhangige Funktionen.

3.3.4.2 Zelllinien

Aufgrund der physiologischen Rolle von MDM2 als funktioneller Gegenspieler von p53 ist zu erwarten,
dass in Zelllinien mit Wildtyp-p53-Protein das Silencing von MDM2 ausgeprégte Veranderungen hervorru-
fen dirfte, wéhrend diese in Zellen mit mutantem p53 schwécher ausfallen und dort nur auf den p53-
unabhangigen Funktionen von MDM2 beruhen sollten. Insofern kann der Vergleich zwischen Zellen mit
Wildtyp- und solchen mit mutantem p53-Protein wertvolle Aufschllisse sowohl liber die p53-Abhangigkeit
MDM2-vermittelter Wirkungen als auch Uber die Spezifitat der eingesetzten siRNAs liefern. Ideal erscheint
hierfiir der Vergleich eines isogenen Zelllinienparchens, das sich nur oder hauptsachlich im p53-Status un-
terscheidet.

Aufgrund zahlreicher — auch aktueller — Verd6ffentlichungen, die auf einem Vergleich zwischen MCF-7-Zel-
len (Wildtyp-p53) und der adriamycinresistenten Variante MCF-7/ADR-RES (mutantes p53) aufbauen (z. B.
[273, 274]), wurde dieses Paar fur die MDM2-RNAi-Versuche ausgewdhlt. Durch weitere Literaturrecher-
chen stellte sich allerdings heraus, dass bereits vor einigen Jahren nachgewiesen worden war, dass die als
~MCF-7/ADR-RES" bezeichnete Zelllinie diesen Namen irrtimlich tragt, da sie gar nicht von MCF-7 abge-
leitet ist. Sie wurde deshalb in ,NCI/ADR-RES" umbenannt [275]. Da kein anderes isogenes Paar zur Ver-
fligung stand, wurden die Versuche mit den beiden genannten Zelllinien fortgefiihrt. NCI/ADR-RES stellt
ebenso wie MCF-7 eine epitheliale Brusttumorlinie dar und ihr mutanter p53-Status ist gesichert, deshalb
lieRen sich aus ihrem Vergleich trotz allem aussagekréftige Daten erwarten. Zuséatzlich wurden die siRNAs
in der Kolonkarzinomlinie HCT-116, die Wildtyp-p53-Protein exprimiert, intensiv getestet; zudem wurden in
der vom gleichen Ursprungsgewebe abgeleiteten Zelllinie HT-29 (mutantes p53) einige grundlegende Ex-
perimente durchgefiihrt, um auch hier den Einfluss des p53-Status einschéatzen zu kénnen. Die zur Trans-

fektion angewendeten Protokolle sind unter 2.5.7 beschrieben.

3.3.4.3 MDM2-siRNAs und Kontroll-siRNAs

In den Zelllinien MCF-7 und HCT-116 wurde eine ganze Reihe von gegen MDM2 gerichteten siRNA-
Duplexen ausgetestet, um diejenigen zu identifizieren, die sowohl die Expression von MDM2 auf mRNA-
und Proteinebene effizient herabregulieren als auch mdéglichst geringe Off-Target-Effekte hervorrufen.

Zunachst wurden drei siRNAs, die mittels online verfligbarer Designalgorithmen der Firmen Qiagen und

Dharmacon abgeleitet wurden (Kurzbezeichnung M1, M2, M3), charakterisiert. Da von diesen, wie im Fol-
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genden gezeigt, nur M2 zu einem deutlichen und reproduzierbaren Silencing von MDM2 fiihrte, wurden
noch vier weitere siRNAs in Form des siGENOME-Sets (Dharmacon) bestellt, die als M5, M6, M7 und M8
bezeichnet wurden*. Von diesen erwiesen sich drei siRNAs, namlich M5, M6 und M8, als funktionell
(s. 3.3.4.4). Da sich bei einem ersten Affymetrix-Experiment herausstellte, dass M8 eine ausgepragte un-
spezifische Interferonantwort induziert (s. 3.3.4.11.3.5) und da von verschiedenen Herstellern damit ge-
worben wird, dass dies durch Modifikationen des Sensestrangs vermieden werden kann, wurde eine sog.
Stealth-RNA mit annahernd gleicher Sequenz, jedoch 25 bp Lange und modifiziertem Sensestrang, hinzu-
genommen (Bezeichnung M9). Eine weitere Stealth-RNA mit neuer Sequenz, die vom Designalgorithmus
der Firma Invitrogen ermittelt wurde (M10), kam ebenfalls bei den letzten Experimenten zum Einsatz. Die
Sequenzen aller MDM2-siRNAs sind unter 2.1.2.8 angegeben.

Zusatzlich zu den MDM2-siRNAs wurden bei den Versuchen die bereits einleitend (3.3.2) beschriebenen

Positiv- und Negativkontrollen mitgefihrt.

3.3.4.4 Nachweis des Silencings von MDM2

Zunachst wurde Uberprift, ob die siRNAs sowohl zu einem deutlichen Knock-down ihres direkten Targets,

also der MDM2-mRNA, fuhren als auch die Synthese von MDM2-Protein signifikant reduzieren.

3.3.4.4.1 Silencing auf mMRNA-Ebene

Basierend auf einem Protokoll zum Nachweis des MDM2-Transkripts mit spezifischen Hybridisierungsson-
den am LightCycler® Gerét (s. 2.6.7.2) konnte der Knock-down der Target-mRNA relativ zu dem House-

keeping-Gen ALAS quantifiziert werden.

MCE-7-Zellen

In Abb. 3-86 sind Daten aus einem Experiment gezeigt, in dem MCF-7-Zellen mit den MDM2-siRNAs M1,
M2, M3, M5, M6, M7 und M8 transfiziert wurden und mehrere Negativkontrollen mitgefuhrt wurden. 24 und
48 h nach der Transfektion wurde die relative Expression von MDM2-mRNA per RT-PCR bestimmt.
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' Diese siRNAs wurden in Anlehnung an ihre Dharmacon-Bezeichnung benannt, deshalb existiert keine MDM2-siRNA mit der Bezeichnung M4.
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Abb. 3-86: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in MCF-7-Zell  en.

MCF-7-Zellen wurden im 24-Well-Format mit den MDM2-siRNAs M1, M2, M3, M5, M6, M7 und M8 und parallel mit Luciferase-siRNA transfiziert,
jeweils bei einer Endkonzentration von 33nM. Zudem wurden mock-transfizierte und véllig unbehandelte Zellen mitgefuhrt. Alle Behandlungen
erfolgten im Duplikat. Nach 24 und 48 h wurden Lysate gewonnen und diese einer RNA-Isolierung und nachfolgenden Two-Step-RT-PCR unterzo-
gen. Die Daten wurden auf das Housekeeping-Gen ALAS normalisiert, die relative Expression ist auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben
bezogen. Es ist jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt. A: Expression der MDM2-mRNA 24 h nach der Transfektion. B: Expression der
MDM2-mRNA 48 h nach der Transfektion.

Die Negativkontrollen lagen nahe zusammen, wahrend die MDM2-siRNA M3 nach 24 h zu einer massiven
Induktion von MDM2-mRNA fiihrte. Vermutlich hat M3 keine oder nur schwache Potenz als siRNA und
stattdessen unspezifische bzw. toxische Wirkungen, die eine Aktivierung des p53-Signalwegs und dadurch
die Transaktivierung des MDM2-Gens hervorrufen. Nach 48 h war der MDM2-Spiegel zwar im Verhaltnis
zu den Kontrollen nicht mehr erhéht, jedoch auch nicht wie gewtinscht reduziert. M1 erwies sich ebenfalls
als nicht funktionell und M7 fiihrte zu einer suboptimalen Reduktion der MDM2-mRNA. M2, M5 und M6 wa-
ren hingegen in der Lage, die MDM2-Expression sehr gut zu reduzieren, und auch M8 vermittelte zumin-
dest bei der 48 h-Messung einen hervorragenden Knock-down.

Weitere aus der siRNA-Transfektion von MCF-7-Zellen generierte RT-PCR-Daten sind unter 3.3.4.11.1 bei

den Affymetrix-Experimenten gezeigt.

HCT-116-Zellen
Das Silencing der MDM2-mRNA wurde auch in HCT-116-Zellen mittels RT-PCR quantifiziert. Abb. 3-87

zeigt die Ergebnisse eines Transfektionsexperiments, bei dem die eindeutig nicht-funktionellen siRNAs M1

und M3 bereits ausgeschlossen worden waren. Der Knock-down der Ziel-mRNA wurde nach 48 h bestimmt.
Die beiden Negativkontrollen unterschieden sich nur unwesentlich, wodurch ebenso wie im vorangegange-
nen Versuch in MCF-7-Zellen nachgewiesen wurde, dass Luciferase-siRNA keine unspezifischen Effekte
auf den MDM2-mRNA-Spiegel austibt. Die siRNAs M2, M5 und M6 fiihrten zu einem hervorragenden
Knock-down ihres Zielmolekils, wahrend M7 und M8 die Expressionshohe zwar deutlich, jedoch etwas

weniger effizient reduzierten.
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Abb. 3-87: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in HCT-116-Ze llen.

HCT-116-Zellen wurden im 24-Well-Maf3stab mit den MDM2-siRNAs M2, M5, M6, M7 und M8 und mit der Kontroll-siRNA gegen Luciferase transfi-
ziert (jeweils 100 nM), parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert. Alle Behandlungen wurden in Duplikaten durchgefihrt. Nach 48 h wurden die
Zellen lysiert. Das Diagramm gibt die aus den RT-PCR-Daten errechnete relative Expression von MDM2-mRNA wieder, bezogen auf die Lucifera-

se-siRNA-transfizierten Proben. Es ist jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt.

Weitere nach Transfektion von HCT-116-Zellen gewonnene Daten aus Analysen am LightCycler® Gerét

werden bei der Darstellung des Affymetrix-Versuchs unter 3.3.4.12 gezeigt.

NCI/ADR-RES-Zellen

Auch in der Zelllinie NCI/ADR-RES mit mutiertem p53-Protein lie3 sich das MDM2-Transkript durch siRNA-
Transfektion effizient herabregulieren. Entsprechende RT-PCR-Ergebnisse sind dem Kapitel Uber die
Affymetrix-Versuche (3.3.4.11.1) zu entnehmen.

HT-29-Zellen

Relative Expression (normalisiert auf
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Abb. 3-88: Silencing von MDM2 auf mRNA-Ebene in HT-29-Zell en.

HT-29-Zellen wurden im 24-Well-MaR3stab mit den MDM2-siRNAs M2, M5, M6 und M8, Luciferase-siRNA und Non-silencing control siRNA transfi-
ziert (jeweils 33 nM). Parallel wurden mock-transfizierte und unbehandelte Zellen kultiviert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert. Das Diagramm gibt
die aus den RT-PCR-Daten errechnete relative Expression von MDM2-mRNA wieder, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierte Probe. Es ist

jeweils der Mittelwert der Duplikate gezeigt.
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Nach Transfektion von HT-29-Zellen mit MDM2-siRNAs konnte ebenfalls eine erhebliche Reduktion von
MDM2 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Abb. 3-88 zeigt Daten aus einem 48 h-Transfektions-
experiment mit den potentesten siRNAs M2, M5, M6 und M8.

Alle vier Negativkontrollen lagen nahe zusammen und samtliche verwendeten MDM2-siRNAs erzeugten

einen exzellenten Knock-down der MDM2-mRNA auf unter 20 % der Kontrollwerte.

3.3.4.4.2 Silencing auf Protein-Ebene

Als néchster Schritt wurde nachgewiesen, dass das auf mMRNA-Ebene gefundene Silencing von MDM2

sich auch in reduzierten Proteinmengen widerspiegelte.

MCE-7-Zellen
Abb. 3-89 zeigt einen Western Blot zur Analyse des Knock-downs von MDM2-Protein in MCF-7-Zellen 48 h
nach Transfektion mit den siRNAs M1, M2, M3, M5, M6, M7 und M8.
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Abb. 3-89: Silencing von MDM2 auf Proteinebene in MCF-7-Zel  len.

MCEF-7-Zellen wurden im 6-Well-Format mit den MDM2-siRNAs M1, M2, M3, M5, M6, M7 und M8 und Luciferase-siRNA transfiziert (jeweils 33 nM).
Parallel wurden unbehandelte Zellen kultiviert. 48 h nach der Transfektion wurden durch Zusatz von NP40-Lysepuffer (s. 2.1.3.6) Proteinlysate
gewonnen. Es wurden jeweils 120 ug Gesamtprotein auf das Gel aufgetragen. Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran gleichzeitig mit den
Antikérpern gegen MDM2 (SMP-14) und B-Actin inkubiert. B-Actin diente als Ladekontrolle und wurde fur die Normalisierung der Bandenstérken
von MDM2 verwendet.

A: Kurze Expositionsdauer fir die Quantifizierung von p-Actin, B: langere Expositionsdauer fir die Quantifizierung von MDM2.

C: Relative Proteinmengen von MDM2, bezogen auf die Luciferase-siRNA-Kontrolle, normalisiert auf die B-Actin-Ladekontrolle.
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Die Quantifizierung der Bandenstarken von MDM2 (Abb. 3-89A) und ihre Normalisierung auf die B-Actin-
Ladekontrolle (Abb. 3-89B) ergaben die in Abb. 3-89C gezeigten relativen Proteinmengen von MDM2. Die-
se korrelierten relativ gut mit den oben gezeigten RT-PCR-Ergebnissen: M5, M6 und M8 fiihrten zur starks-
ten Reduktion des MDM2-Proteinspiegels, M3 vermittelte einen weniger guten Knock-down — wéhrend am
LightCycler® mit M3 keinerlei Reduktion festzustellen gewesen war — und M1 und M7 waren nicht funktio-
nell. Dass die Ergebnisse nicht in allen Punkten mit den unter 3.3.4.4.1 beschriebenen RT-PCR-Daten
Ubereinstimmten, durfte darauf zuriickzufihren sein, dass die Proben aus unabhangig durchgefiihrten

Transfektionsexperimenten stammten.

HCT-116-Zellen

Im Rahmen des unter 3.3.4.4.1 beschriebenen Transfektionsexperiments wurden in HCT-116-Zellen nicht

nur RT-PCR-Daten erhoben, sondern auch Proben im Western Blot analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb.

3-90 gezeigt.
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Abb. 3-90: Silencing von MDM2 auf Proteinebene in HCT-116-Ze llen.

Die Behandlung von HCT-116-Zellen entspricht der bei Abb. 3-87 beschriebenen. 48 h nach der Transfektion wurden Proteinlysate gewonnen,
auch von Zellen, die mit der Positivkontroll-siRNA gegen Eg5 transfiziert worden waren. Jeweils 60 ug Gesamtprotein wurden pro Gelspur aufge-
tragen. Der Blot wurde durchgefuihrt wie bei Abb. 3-89 beschrieben. A: Kurze Expositionsdauer fur die Quantifizierung von B-Actin, B: langere Ex-
positionsdauer fur die Quantifizierung von MDM2. C: Relative Proteinmengen von MDM2, bezogen auf die Luciferase-siRNA-Kontrolle, normalisiert

auf die -Actin-Ladekontrolle.

M5, M6 und M8 reduzierten das MDM2-Protein sehr effektiv, M2 vermittelte ebenfalls noch einen sehr gu-

ten Knock-down, wahrend M7 keine signifikante Verringerung der Proteinmenge erreichte. Die mitgefiihrte
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Eg5-Positivkontrolle zeigte keine Reduktion, jedoch auch — trotz der Toxizitat von Eg5 — keine Induktion
des MDM2-Spiegels.

NCI/ADR-RES-Zellen
Western Blots aus mit MDM2-siRNAs transfizierten NCI/ADR-RES-Zellen sind unter 3.3.4.11.2 bei der Be-

schreibung des Affymetrix-Versuchs gezeigt.

3.3.4.5 Optimierung der siRNA-Konzentration

Nachdem durch Erhebung von RT-PCR- und Western-Blot-Daten die funktionellen MDM2-siRNAs ermittelt
worden waren, wurde ihre Konzentration mdglichst weit abgesenkt, um einerseits noch ein effizientes Si-
lencing auf mMRNA- und Proteinebene zu erreichen, anderseits aber potenzielle Off-Target-Effekte zu mini-
mieren.

In MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen konnte die siRNA-Konzentration von M5, M6 und M8 von urspriing-
lich 33 auf 5 nM herabtitriert werden, ohne an Knock-down-Effizienz einzubiRen. M2 musste mit 33 nM ein-
gesetzt werden, um ihren maximalen Effekt zu wahren. In HCT-116-Zellen konnte die Konzentration samt-
licher MDM2-siRNAs vom Ausgangswert 100 auf 10 nM abgesenkt werden. Die héhere siRNA-Menge im
Oligofectamine-Standardprotokoll, das fur HCT-116-Zellen verwendet wurde, im Vergleich zum Lipo-
fectamine 2000-Protokoll (MCF-7 und NCI/ADR-RES) beruht darauf, dass sich mit Oligofectamine mehr
siRNA-Prazipitate im Medium bilden und deshalb vermutlich ein geringerer Anteil der zugegebenen siRNA
in die Zellen gelangt. Warum die M2-Konzentration in HCT-116- im Unterschied zu MCF-7-Zellen abge-
senkt werden konnte, ohne an Knock-down-Effizienz zu verlieren, blieb unklar.

Bei allen gezeigten Versuchen ist die jeweils verwendete siRNA-Konzentration angegeben.

3.3.4.6 Morphologische Effekte des MDM2-Silencings

Die verschiedenen Zelllinien wurden nach der Transfektion lichtmikroskopisch auf phanotypische Verande-
rungen Uberprift. Hierbei diente die durch Eg5-siRNA hervorgerufene Abrundung der Zellen, verbunden
mit massivem Zelltod, als gute Kontrolle fir den Transfektionserfolg. Abb. 3-91 zeigt Fotografien der Zellen
nach Transfektion mit MDM2- und Kontroll-siRNAs im Vergleich mit mock-transfizierten und unbehandelten
Zellen.

In sdmtlichen untersuchten Zelllinien hatten die gegen Luciferase gerichtete Negativkontroll-siRNA und die
Non-silencing control siRNA keine oder nur sehr schwache, der Mock-Transfektion ahnliche Wirkungen auf
die Zellmorphologie. Im Vergleich zu ganzlich unbehandelten Zellen konnte allenfalls eine sehr schwache

Verringerung der Zellzahl festgestellt werden.
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Abb. 3-91: Morphologische Effekte der MDM2-siRNA-Transfekt  ion.

Die angegebenen Zelllinien wurden mit MDM2- und Kontroll-siRNAs transfiziert bzw. mock-transfiziert oder unbehandelt belassen. Nach der ange-
gebenen Zeitdauer wurden die Zellen bei 100facher VergroRerung fotografiert.

A: MCF-7-Zellen 48 h nach der Transfektion (SiRNA-Konzentration: 33 nM). B: HCT-116-Zellen 48 h nach der Transfektion (siIRNA-Konzentration:
100 nM). C: NCI/ADR-RES-Zellen 72 h nach der Transfektion (in dieser Zelllinie wurden keine Transfektionen mit den siRNAs M1 und M3 durchge-
fuhrt; siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). D: HT-29-Zellen 72 h nach der Transfektion (in dieser Zelllinie wurden keine
Transfektionen mit den siRNAs M1, M3, M7, M9 und M10 durchgefihrt; siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5).

Anm.: Bei den im Medium sichtbaren schwarzen Punkten handelt es sich um bei der Transfektion mit Lipofectamine 2000 bzw. Oligofectamine
entstehende Prazipitate.

Eine Ubersicht tiber die in den verschiedenen Zellmodellen beobachteten phanotypischen Veranderungen

im Vergleich zu den Negativkontrollen gibt Tab. 3-10.
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MCF-7 HCT-116 NCI/ADR-RES HT-29

M1 | Vakuolisierung 1 1 Granularitat 1 1 n.d. n.d.

M2 Zellzahl 1 ¢ Zellzahl 1 1 ¢ Zellzahl 1| Zellzahl 1 ¢
Zell-Substrat-Adhasion | | Zell-Substrat-Adhasion | | Zell-Substrat-Adhasion | |

M3 Zellzahl 1 1 Zellzahl 1 1 _ n.d. n.d.

Zell-Zell-Adhésion | |

M5 Zellzahl 1 ¢ _ Zellzahl | _ kein Effekt kein Effekt
Zell-Zell-Adhasion | | Zell-Zell-Adhasion | |

M6 Zellzahl 1 1 Zellzahl | kein Effekt kein Effekt
Zell-Zell-Adhésion | Zell-Zell-Adhésion |

M7 | kein Effekt kein Effekt n.d. n.d.

M8 Zellzahl 11y Zelltod 111 kein Effekt kein Effekt
Zell-Zell-Adhésion | | |

M9 Zellzahl 1 11 Zelltod 111 kein Effekt n.d.
Zell-Zell-Adhé&sion | | |

M10 Zellzahl | _ Zellzahl 1 1 _ kein Effekt n.d.
Zell-Zell-Adhésion | Zell-Zell-Adhésion | |

Tab. 3-10: Morphologische Effekte der MDM2-siRNAs in den ver  schiedenen Zellmodellen.

1 = leicht erhoht, 11 = erhoht, 1 11 = stark erhoht, | = leicht verringert, | | = verringert, | | | = stark verringert; n.d.: Daten wurden nicht erhoben.

Nahezu alle gegen MDM2 gerichteten siRNAs riefen in MCF-7- und HCT-116-Zellen lichtmikroskopisch
erkennbare phanotypische Veranderungen der transfizierten Zellen hervor, wahrend in den Zelllinien mit
mutantem p53 nur geringfligige Effekte, hauptséachlich bei M2, zu beobachten waren. Die Eg5-Kontrolle
zeigt jeweils an, dass die Transfektion hervorragend funktioniert hat und somit das Fehlen morphologischer
Veranderungen nicht Folge einer mangelnden Transfektionseffizienz war. Die funktionellen siRNAs fiihrten
in den Zelllinien mit Wildtyp-p53 zu interessanten Veranderungen des Adhasionsverhaltens. M2 bewirkte,
dass die Zellen in kleinen zusammenhangenden Inseln wuchsen, die dazu neigten, sich insgesamt von der
Wachstumsflache abzulésen. M5 und M6 reduzierten die Adhéasion der Zellen untereinander und ans Sub-
strat, was sich an der Vereinzelung der Zellen und der Bildung fiRR3chenartiger Fortsatze ablesen lie3 (die-
ser Effekt war bei M6 in HCT-116-Zellen allerdings relativ schwach ausgepragt). Ahnliches galt in MCF-7-
Zellen auch fur M8 und die sequenzanaloge Stealth-RNA M9, hier entstanden noch langere Zellfortsatze,
verbunden mit einer deutlichen Zellzahlverminderung. In HCT-116-Zellen fihrten M8 und M9 hingegen
hauptsachlich zu gesteigertem Zelltod. Auch die nachtraglich hinzugenommene Stealth-RNA M10 hatte
gewisse Auswirkungen auf die Adhasion der transfizierten Zellen.

Da die gegen MDM2 gerichteten siRNAs im Idealfall innerhalb eines Zellsystems identische phanotypische
Effekte haben sollten, kann man aus den beschriebenen Befunden bereits schlielen, dass M2 und M8/M9
zusatzlich zum Silencing von MDM2 wohl noch weitere, nicht erwiinschte Wirkungen auf die transfizierten

Zellen ausuben.

3.3.4.7 Proliferationstests nach MDM2-Silencing

Um die Effekte der siRNAs auf die Zellproliferation und -viabilitdt zu quantifizieren, wurden wiederholt
WST-1- oder CellTiter-Glo-Tests durchgefiihrt, die die metabolische Aktivitat der Zellen erfassen (s. 2.5.3).
In Abb. 3-92 sind beispielhaft die Ergebnisse von CellTiter-Glo-Messungen der vier verwendeten Zelllinien

jeweils 72 h nach der Transfektion gezeigt.
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Abb. 3-92: Auswirkungen der MDM2-siRNAs auf die Proliferation.

Ergebnisse der CellTiter-Glo-Tests 72 h nach der Transfektion im 24-Well-Maf3stab mit den angegebenen siRNAs bzw. Kontrollbehandlung. Es
wurden jeweils drei bis finf Replikate pro Behandlung angesetzt. Die Fehlerbalken zeigen deren Standardabweichung an. RLU = relative Lumines-
zenzeinheiten. A: MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33nM (M2 und Eg5)) B: HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10nM bzw.
100 nM (Eg5)), C: NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33nM (M2 und Eg5)), D: HT-29-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM bzw.
33nM (M2 und Eg5)).
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In allen Fallen lagen die Negativkontrollen nahe beieinander, d. h. die gegen Luciferase gerichtete Kontroll-
siRNA und auch die Mock-Transfektion tbten im Vergleich zu reinem Wachstumsmedium keine nennens-
werte proliferationshemmende Wirkung aus. Das Lumineszenzsignal war bei den Eg5-siRNA-transfizierten
Zellen jeweils deutlich reduziert, dies korrelierte mit der beobachteten massiven Wachstumshemmung und
Apoptose.

Die MDM2-siRNAs zeigten heterogene Auswirkungen auf die metabolische Aktivitat der transfizierten Zel-
len. Wéahrend M5 und M6 in allen Zellen auf dem Niveau der Negativkontrollen lagen, fihrte M2 zu einer
gewissen, wenn auch schwachen Erniedrigung des Lumineszenzsignals. M8 und M9 riefen in MCF-7- und
noch deutlicher in HCT-116-Zellen erhebliche Effekte hervor; in NCI/ADR-RES- und HT-29-Zellen blieben
sie jedoch ohne erkennbare Wirkung.

Es ist hervorzuheben, dass sich eine nicht (lbermaRig ausgepragte Verringerung der Zellzahl nicht in den
CellTiter-Glo-Messungen niederzuschlagen scheint. So waren fir M5 und M6 sowohl in MCF-7- als auch
HCT-116-Zellen lichtmikroskopisch eindeutig und reproduzierbar proliferationshemmende Wirkungen be-

obachtet worden, die Lumineszenzbestimmungen spiegelten dies aber nicht wider.

3.3.4.8 Zellzyklusanalyse nach MDM2-Silencing

Da zu erwarten war, dass das Silencing von MDM2 aufgrund einer Aktivierung des p53-Signalwegs zum
Wachstumsarrest der Zellen mit Wildtyp-p53-Protein fliihren wirde, wurde die Zellzyklusverteilung der
transfizierten Zellen in durchflusszytometrischen Analysen ermittelt. Bereits 30 h nach der Transfektion wa-
ren in MCF-7- und HCT-116-Zellen Veranderungen zu beobachten.

Abb. 3-93 stellt die Ergebnisse dieser Messungen zusammen. Am Beispiel von MCF-7-Zellen sind DNA-
Histogramme gezeigt (Abb. 3-93A1), deren quantitative Auswertung findet sich in Abb. 3-93A2 und A3. Fur
HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen sind die quantitativ analysierten Zellzyklusdaten in Abb. 3-93B und
Abb. 3-93C1/C2 dargestellt.

Die Zellzyklusverteilung der Negativkontrollen war innerhalb der untersuchten Zelllinien praktisch identisch.
Die Positivkontroll-siRNA gegen Eg5 flhrte zu einer ausgepragten Akkumulation der Zellen in der G2/M-
Phase, da Eg5 eine wichtige Rolle in der Chromosomensegregation spielt (vgl. 3.2.8.2.4). Dieser Arrest
kann als Nachweis der erfolgreichen Transfektion der verschiedenen Zelllinien dienen.

Samtliche MDM2-siRNAs riefen einen Arrest in der G1-Phase hervor, sofern die transfizierte Zelllinie ein
Wildtyp-p53-Protein besal3. Das Ausmald des Arrests variierte, am schwachsten war er bei M2 und M10,
am starksten nach M8- und M9-Transfektion. Im Gegensatz dazu war in den p53-mutanten NCI/ADR-RES-

Zellen kein signifikanter Einfluss der MDM2-siRNAs auf den Zellzyklus zu erkennen.
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Abb. 3-93: Auswirkungen der MDM2-siRNAs auf die Zellzyklusve rteilung.

Zellzyklusanalyse 30 h nach der Transfektion von MCF-7-, HCT-116- und NCI/ADR-RES-Zellen mit den angegebenen siRNAs bzw. nach Kontroll-
behandlung im 6-Well-Mafstab. Die prozentualen Anteile der verschiedenen Zellzyklusphasen wurden mit Hilfe der ModFit-Software ermittelt.

Al: DNA-Histogramme von MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33 nM im Fall von M2 und Eg5). Die Beschriftung im ersten Diagramm
gibt die Zuordnung der Regionen zu den Zellzyklusphasen wieder. A2 und A3: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von MCF-7-Zellen.
Da die Messungen mit M9 und M10 in einem separaten Experiment stattfanden, sind zwei Diagramme gezeigt. Die Negativkontrollen
unterscheiden sich zwischen beiden Versuchsansatzen etwas in den prozentualen Anteilen der Zellzyklusphasen, vermutlich aufgrund unterschied-
licher Konfluenz zum Zeitpunkt der Ernte. B: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10 nM
bzw. 100 nM im Fall von Eg5). C1 und C2: Quantitative Auswertung der Zellzyklusverteilung von NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM
bzw. 33nM im Fall von M2 und Eg5). Da die Messungen mit M9 und M10 in einem separaten Experiment stattfanden, sind zwei Diagramme
gezeigt. Die Negativkontrollen unterscheiden sich zwischen beiden Versuchsansatzen geringfligig in den prozentualen Anteilen der

Zellzyklusphasen, vermutlich aufgrund unterschiedlicher Konfluenz zum Zeitpunkt der Ernte.

3.3.4.9 Apoptosetest nach MDM2-Silencing

Da die Aktivierung von p53 neben Wachstumsarrest auch Apoptose hervorrufen kann, wurde untersucht,
ob der spezifische Knock-down von MDM2 zu einer Erhéhung des Anteils apoptotischer Zellen fiihrt.

72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Fluorescein-gekoppeltem Annexin (Annexin-FLUOS V)
gefarbt und mit Propidiumiodid gegengefarbt und der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen durch-
flusszytometrisch bestimmt (s. 2.5.6). Bei der Durchfihrung dieser Messungen kam es zu einer gewissen
zeitlichen Verzogerung zwischen Anfarbung der Zellen und Analyse am FACS-Gerat. Da apoptotische, mit
Annexin-FLUOS V markierte Zellen nach langeren Standzeiten beginnen, Propidiumiodid aufzunehmen,
wurde der obere rechte Quadrant (UR) im ermittelten Dot Plot (vgl. Abb. 2-1D) zu den eigentlichen apopto-

tischen Zellen (LR) hinzugerechnet.
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Abb. 3-94 gibt die quantitative Auswertung dieser Messungen wieder.
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Abb. 3-94: Einfluss der MDM2-siRNAs auf den Zelltod.

Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen nach Farbung mit Annexin-FLUOS V und Propidiumiodid. Die Analysen wurden jeweils 72 h
nach der Transfektion mit den angegebenen siRNAs bzw. Kontrollbehandlung im 6-Well-Format durchgefiihrt.

A: MCF-7-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM bzw. 33nM (M2 und Eg5)). B: HCT-116-Zellen (siRNA-Konzentration 10 nM bzw. 100 nM (Eg5)).

C: NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5nM bzw. 33nM (M2 und Eg5)).

In NCI/ADR-RES-Zellen, denen funktionelles p53 fehlt, fihrten die MDM2-siRNAs zu keiner signifikanten
Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen. Anhand der Eg5-siRNA-Positivkontrolle ist zu erkennen, dass
in diesem Zelltyp prinzipiell aber durchaus Apoptose ausgeldst werden kann. In MCF-7-Zellen hatte Eg5-
SsiRNA ebenfalls einen ausgepragten proapoptotischen Effekt. Die gegen MDM2 gerichteten siRNAs riefen
hier eine gewisse, wenn auch nicht sonderlich ausgepragte Erh6hung des Anteils apoptotischer und auch
nekrotischer Zellen hervor. In HCT-116 war eine Zunahme apoptotischer Zellen hingegen nur bei der
SiRNA M8 und der sequenzhomologen Stealth-RNA M9 zu beobachten, und zwar in erheblichem Mal3e.
Dieses Ergebnis korreliert mit dem lichtmikroskopisch festgestellten massiven Zelltod nach M8- und M9-

Behandlung.

3.3.4.10 p53-Western Blot

Zum Nachweis der Aktivierung von p53 nach RNAi-vermittelter MDM2-Inhibition wurden p53-Western Blots
durchgefihrt. Diese werden im folgenden Kapitel bei den Affymetrix-Experimenten gezeigt (s. 3.3.4.11.2).
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3.3.4.11 Differenzielle Genexpression nach MDM2-Sil encing in MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen

Die Auswirkungen des spezifischen Silencings von MDM2 auf die globale Genexpression wurden mit Hilfe
von Affymetrix GeneChip® Arrays vom Typ HG-U133A untersucht.

Fur diese Analysen wurden diejenigen MDM2-siRNAs ausgewadhlt, die in den vorangegangenen
Versuchen zu einer effizienten und reproduzierbaren Reduktion von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene
gefuhrt hatten: M2, M5, M6 und M8. Als Kontroll-siRNAs kamen Luciferase-siRNA und Non-silencing
control siRNA zum Einsatz, auRerdem wurden mock-transfizierte und unbehandelte Zellen einbezogen.
Dadurch sollte untersucht werden, ob die Negativkontroll-siRNAs bisher unerkannte Off-Target-Effekte
besitzen und welche von ihnen im Vergleich zu den mock-transfizierten bzw. unbehandelten Proben die
geringsten Anderungen hervorrufen.

Zunachst wurden die Zelllinien MCF-7 und NCI/ADR-RES einer Genexpressionsanalyse unterzogen. Da
48 h nach der Transfektion das MDM2-Protein stets deutlich herabreguliert war und aul3erdem bereits nach
30 h Zellzykluseffekte messbar waren, wurde der Zeitpunkt 48 h fir die Affymetrix-Analysen ausgewahlt.
Es wurden die optimierten siRNA-Konzentrationen, also 5nM fir alle siRNAs mit Ausnahme von M2
(33 nM), verwendet. Alle Behandlungen wurden in Duplikaten durchgefuhrt.

3.3.4.11.1 Bestatigung eines effizienten Silencings  von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene

Vor der Hybridisierung der Proben auf Affymetrix-Chips wurde zunachst bestatigt, dass die Transfektion
erfolgreich gewesen war und zu einem zufrieden stellenden Silencing auf Transkript- und Proteinebene
gefihrt hatte.

Die Analyse der gewonnenen RNA-Lysate per Two-Step-RT-PCR lieferte die in Abb. 3-95 dargestellten
Ergebnisse. In beiden Zelllinien fuhrten alle vier MDM2-siRNAs zu einem exzellenten Knock-down ihres
Targets. Die Non-silencing control siRNA rief in diesem Versuchsansatz in MCF-7-Zellen eine auffallende
Reduktion des MDM2-Spiegels hervor.
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Abb. 3-95: MDM2-Silencing auf MRNA-Ebene in den Affymetrix ~ -Proben.

Analyse der relativen Expression von MDM2-mRNA 48 h nach der Transfektion von MCF-7- bzw. NCI/ADR-RES-Zellen (siRNA-Konzentration 5 nM
bzw. 33nM im Fall von M2) im 6-Well-MaRBstab durch RT-PCR. Die in die reverse Transkription eingesetzten RNA-Proben wurden auch fir die
Praparation der cRNAs verwendet, die letztlich auf Affymetrix GeneChip® Arrays HG-U133A hybridisiert wurden.

Al: Amplifikationskurven von MDM2 in den aus MCF-7-Zellen gewonnenen Proben; alle Replikate sind einzeln gezeigt und jeweils mit -1 bzw. -2
gekennzeichnet. A2: Amplifikationskurven von ALAS in den Proben aus MCF-7-Zellen; alle Replikate sind einzeln gezeigt. A3: relative Expression
von MDM2 in MCF-7-Zellen, bezogen auf Luciferase-siRNA, normalisiert auf ALAS; es sind die Mittelwerte aus Duplikaten angegeben. B: relative
Expression von MDM2 in NCI/ADR-RES-Zellen, bezogen auf Luciferase-siRNA, normalisiert auf ALAS; es sind die Mittelwerte aus Duplikaten an-
gegeben.

Am Beispiel der MCF-7-Proben sind die bei der RT-PCR-Analyse entstandenen Amplifikationskurven ge-
zeigt (Abb. 3-95A1 und A2). Wahrend die Kurven des Housekeeping-Gens ALAS alle weitgehend uberein-
ander liegen, sind im MDM2-Diagramm die mit targetspezifischer siRNA transfizierten Proben deutlich zu
spateren Zyklen verschoben.

Im Western Blot bestétigte sich die effiziente Verminderung des MDM2-Spiegels durch siRNA-Transfektion.
Die Ergebnisse zeigt Abb. 3-96. In beiden Zelllinien wurde das MDM2-Protein durch alle vier spezifischen
siRNAs auf (nahezu) nicht mehr detektierbare Mengen reduziert. In NCI/ADR-RES-Zellen ist die Aus-
gangskonzentration bereits sehr gering, vermutlich weil aufgrund des Fehlens von funktionellem p53 die
Transaktivierung des MDM2-Gens unterbleibt. Es ist aber zu erkennen, dass die bei allen Negativkontrol-

len vorhandenen schwachen Proteinbanden in den MDM2-siRNA-transfizierten Proben verschwunden sind.
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Abb. 3-96: MDM2-Silencing auf Protein-Ebene in den Affymetri ~ x-Proben.

Detektion der MDM2-Proteinmenge per Western Blot 48 h nach siRNA-Transfektion bzw. Kontrollbehandlung von MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen. Die Lysate wurden aus Zellen gewonnen, die parallel zu den Proben fir die Affymetrix-Analyse angesetzt worden waren. Die pro Gelspur
aufgetragene Gesamtproteinmenge betrug bei den MCF-7-Lysaten 100 pg, bei den NCI/ADR-RES-Proben 70 pg. B-Actin diente als Ladekontrolle.
A: Western Blot der MCF-7-Proben. B: Western Blot der NCI/ADR-RES-Proben.
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3.3.4.11.2 Bestatigung der p53-Aktivierung im Weste  rn Blot

Um zu untersuchen, ob die Menge an p53-Protein in der Zelle nach MDM2-siRNA-Transfektion ansteigt,
wurde ein Western Blot mit einem Teil der MCF-7-Proben durchgefiihrt; zur Detektion diente der p53-
Antikérper DO-1, der alle Formen von p53-Protein erfasst. Wie in Abb. 3-97 gezeigt, konnte eine gewisse
Erh6hung des p53-Spiegels durch M5, M6 und insbesondere M8 festgestellt werden. AuRerdem wurde
Uberprift, ob eine fir DNA-Schadigung charakteristische Phosphorylierung von p53 an Serin-15
stattgefunden hat (vgl. 3.2.6). Wie in der Abbildung ersichtlich, konnte kein phosphoryliertes detektiert
werden.*®
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Abb. 3-97: Induktion von p53 durch MDM2-siRNAs in MCF-7-Z  ellen.
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Detektion der p53-Proteinmenge (Antikérper DO-1) und der Phosphorylierung an Serl5 (Antikdrper Phospho-Ser15) im Western Blot 48 h nach
siRNA-Transfektion bzw. Kontrollbehandlung von MCF-7-Zellen. Es wurde ein Teil Proben, die bereits bei dem in Abb. 3-96 gezeigten MDM2-
Western Blot analysiert wurden, verwendet. Die aufgetragene Gesamtproteinmenge je Gelspur betrug 120 pug. B-Actin diente als Ladekontrolle.
Zwischen den Detektionen mit den unterschiedlichen Antikdrpern wurde der Blot jeweils gestrippt.

3.3.4.11.3 Ubersicht tiber die Ergebnisse der Affyme  trix-Analyse

3.3.4.11.3.1 Bestatigung des MDM2-Silencings durch Chip-Daten

Nach dem Nachweis des effizienten Silencings von MDM2 wurden die Proben auf den Affymetrix Gene-
Chip® Array HG-U133A hybridisiert. Dieser enthalt auch ein Probe Set zur Detektion von MDM2, anhand
dessen die Herabregulierung auf mMRNA-Ebene bestatigt werden konnte. Wie in Abb. 3-98A gezeigt, waren
bei den mit MDM2-siRNA transfizierten MCF-7-Proben die Transkriptmengen von MDM2 im Vergleich zu
den Kontrollen so deutlich reduziert, dass keine verlasslichen Signale des Probe Sets mehr detektiert wer-
den konnten und MDM2 hier vom Affymetrix-Algorithmus als absent eingestuft wurde. In den NCI/ADR-
RES-Zellen war der Ausgangsspiegel an MDM2-mRNA bereits so gering, dass sie auch in den Kontroll-
proben nicht sicher detektierbar war, die Abnahme der Signalh6he gibt aber dennoch einen Hinweis darauf,
dass unterschiedliche Mengen von MDM2 in den siRNA-transfizierten Proben und den Negativkontrollen
vorlagen (Abb. 3-98B).

'® parallel wurde ein Blot mit Zytostatika-behandelten Proben analysiert, der bei geringerer Menge an Gesamtprotein pro Gelspur und gleichen
Inkubations- und Detektionsbedingungen Banden von phosphoryliertem p53 erkennen liel3.
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Abb. 3-98: Signalhthen des Probe Sets fir MDM2 auf dem Affyme  trix-Chip.
A: Affymetrix-Daten fir MDM2 in den MCF-7-Proben. B: Affymetrix-Daten fir MDM2 in den NCI/ADR-RES-Proben. Es sind jeweils die Mittelwerte
aus Duplikaten gezeigt.

3.3.4.11.3.2 Vergleich der Negativkontrollen

Die bei der Affymetrix-Analyse entstandenen Daten wurden nach den unter 2.7.4.3 beschriebenen Stan-
dardfilterkriterien ausgewertet.

Anzahl deregulierter Affymetrix Probe Sets
Luci - Mock 0
Luci - Unbeh 24
Luci - Ns 81
Ns - Mock 75
Ns - Unbeh 95
Mock - Unbeh 36

Tab. 3-11: Vergleich der Negativkontrollen des Affymetrix-Ve rsuchs in MCF-7-Zellen.
Die verschiedenen Negativkontrollen wurden jeweils nach den Standardfilterkriterien miteinander verglichen. Die Summe aus hoch- und herabregu-
lierten Probe Set-IDs ist fur alle paarweisen Vergleich angegeben.

Zunachst wurde untersucht, inwieweit die Negativkontrollen voneinander abwichen. In Tab. 3-11 ist ange-
geben, wie viele Affymetrix Probe Sets beim paarweisen Vergleich der Kontrollproben des MCF-7-
Versuchs jeweils als dereguliert eingestuft wurden.

Es ist offensichtlich, dass sich die mit Luciferase-siRNA transfizierten und die mock-transfizierten Proben
nicht signifikant unterschieden und dass sie auch von den unbehandelten Proben nicht allzu stark abwi-
chen. Eine gewisse Verdnderung gegeniber den ganzlich unbehandelten Zellen war durchaus zu erwarten,
da die Zugabe von Transfektionsagens nicht vdllig folgenlos bleiben kann. Interessant ist, dass das Einfiuh-
ren doppelstrangiger RNA an sich keine Auswirkungen auf das Genexpressionsmuster der Zellen hatte.
Die Non-silencing control siRNA hatte jedoch Effekte, sowohl im Vergleich zu Luciferase-siRNA als auch
zu den mock-transfizierten und unbehandelten Proben. Diese waren so ausgepragt, dass Non-silencing
control siRNA aus den folgenden Analysen ausgeschlossen wurde. Als Vergleichsgrundlage aller weiteren
Auswertungen wurde die Kombination aus den Luciferase-siRNA- und den mock-transfizierten Proben

verwendet.
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In NCI/ADR-RES-Zellen unterschieden sich die Kontrollen insgesamt noch weniger voneinander, Non-
silencing control siRNA wich geringer von den anderen Behandlungen ab (Daten nicht gezeigt). Da sich
hier einerseits Luciferase-siRNA- und mock-transfizierte Proben ebenfalls sehr dhnlich waren und anderer-
seits Konsistenz zwischen den verschiedenen Auswertungen bestehen sollte, wurde auch fiir die Analyse
der Daten aus NCI/ADR-RES-Zellen die kombinierte Baseline aus Luciferase-siRNA- und Mock-
Transfektion gewahlt.

Gegen diese Baselines wurden alle Daten der mit MDM2-siRNAs transfizierten Proben verglichen.

In MCF-7-Zellen war aufgrund ihres Wildtyp-p53-Status und der gefundenen phanotypischen Veranderun-
gen ein ausgepragter Effekt der MDM2-siRNAs auf die Genexpression zu erwarten. In NCI/ADR-RES-
Zellen sollten hingegen aufgrund des Fehlens funktionellen p53-Proteins allenfalls geringe Effekte, die mit
p53-unabhangigen Funktionen von MDM2 zusammenhdngen konnten, auftreten. Das Augenmerk lag
hauptséachlich auf den Ubereinstimmungen der Wirkungen mehrerer siRNAs, da diese gemeinsamen Ef-
fekte mit hoher Wahrscheinlichkeit auf dem spezifischen Silencing von MDM2 beruhen durften. Die durch
eine siRNA deregulierten, aber nicht in der Schnittmenge mit anderen siRNAs befindlichen Gene sind hin-
gegen moglicherweise durch Off-Target-Effekte bedingt.

3.3.4.11.3.3 ZahlenmaRige Betrachtung der Affymetrix-Daten

Tab. 3-12 gibt eine Ubersicht tiber die Anzahl der durch jede siRNA induzierten bzw. reprimierten Gene in
den beiden untersuchten Zelllinien. Die siRNAs M2, M5 und M6 riefen in MCF-7-Zellen Veranderungen in
ahnlicher Groélzenordnung hervor, wahrend M8 deutlich starkere Effekte erzeugte und besonders viele Ge-
ne reprimierte. In den p53-mutanten NCI/ADR-RES-Zellen hatten M5 und M6 nur geringfiigige Auswirkun-
gen, M2 und M8 hingegen regulierten eine nicht zu vernachlassigende Zahl von Genen herab. Dies gibt
bereits einen Hinweis darauf, dass M2 und M8 mdglicherweise unspezifische Wirkungen auf die Zelle aus-
Uben, da im Idealfall ja alle gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs auch Ubereinstimmende Wirkungen
auf die Genexpression haben sollten.

MCFE-7 NCI/ADR-RES
M2 791 84) 71 461
M5 791 621 11 18!
M6 661 130! 01 81
M8 1971 608! 41 671

Tab. 3-12: Anzahl differenziell exprimierter Gene nach MDM2  -siRNA-Transfektion in MCF-7- und NCI-ADR-RES-Zellen.
Es ist die Anzahl der durch die angegebenen siRNAs im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRNA- und Mock-Transfektion indu-

zierten und reprimierten Gene in MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen gezeigt. 1 = induziert, | = reprimiert.

Im néachsten Schritt wurden die durch die verschiedenen siRNAs deregulierten Gene miteinander
verglichen. In Abb. 3-99 sind die Schnittmengen der vier siRNAs jeweils innerhalb der Zelllinien MCF-7 und

NCI/ADR-RES in Form von Venn-Diagrammen gezeigt.
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Aus der GroRe der Uberschneidungen der MCF-7-Proben (Abb. 3-99A) ist erkennbar, dass sich die
siRNAs M5 und M6 in ihren Wirkungen auffallend ahnelten. Diese beiden siRNAs zeigten auch mit M8
groRe Uberlappungen; so finden sich von den 99 Genen, die M5 und M6 gemeinsam sind, 80 in der
Schnittmenge der drei siRNAs wieder. Ebenso grol? ist die Zahl der M6 und M8 gemeinsamen, nicht von
M5 beeinflussten Gene. M8 deregulierte Uber diese Ubereinstimmungen hinaus allerdings noch eine
Vielzahl weiterer Gene. M2 unterschied sich in MCF-7-Zellen recht deutlich von allen anderen siRNAs, die
paarweisen Schnittmengen sind wesentlich kleiner als bei den Ubrigen Vergleichen und die Zahl der allen

vier Behandlungen gemeinsamen Gene betragt nur 27.
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Abb. 3-99: Ubereinstimmungen zwischen den durch die vier MDM2-s iRNAs deregulierten Genen in MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zelle n.
Es sind jeweils die Summen aus induzierten und reprimierten Genen gezeigt. Die Grof3e der Flachen deutet die Gesamtzahl deregulierter Gene je
siRNA an. A: Schnittmengen der durch die vier MDM2-siRNAs in MCF-7-Zellen deregulierten Gene. B: Schnittmengen der durch die vier MDM2-

siRNAs in NCI/ADR-RES-Zellen deregulierten Gene.
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In NCI/ADR-RES-Zellen existieren nahezu keine Uberlappungen zwischen den verschiedenen siRNA-
transfizierten Proben (Abb. 3-99B).

3.3.4.11.3.4 Auswahl funktioneller und spezifischer siRNAs

Aus der Gesamtheit der Genexpressionsdaten wurde der Schluss gezogen, dass die siRNAs M5 und M6
hocheffizient das MDM2-Transkript herabzuregulieren vermdgen, weitgehend fir Wildtyp-p53-Zellen spezi-
fische Effekte austiben und zudem eine ausreichend groRe Ahnlichkeit zueinander aufweisen. Deshalb
kann man davon ausgehen, dass ein wesentlicher Teil ihrer Effekte auf dem Silencing von MDM2 beruht.
Die phanotypischen Analysen unterstitzen diese Folgerung, da die beiden siRNAs &hnliche Veréanderun-
gen der Zellmorphologie, einen vergleichbar starken GO/G1-Arrest und ein Ubereinstimmendes Ausmald an
Apoptose hervorriefen. M2 hingegen wich bereits bei der Zellmorphologie von den ubrigen siRNAs ab,
fuhrte laut Western Blot tendenziell zu einer schwécheren Reduktion des MDM2-Proteins, induzierte einen
weniger ausgepragten Zellzyklusarrest und veranderte in NCI/ADR-RES-Zellen auffallig viele Gene. Da M5
und M6 aber in diesen p53-mutanten Zellen nahezu wirkungslos waren und die wenigen deregulierten Ge-
ne keinerlei Uberschneidungen zeigten, ist anzunehmen, dass die Effekte von M2 unspezifischer Natur
sind. Dieser Befund gilt auch fiir M8. In MCF-7-Zellen wies M8 zwar signifikante Ahnlichkeit zu M5 und M6
auf, deregulierte dartiber hinaus aber noch extrem viele weitere Gene. Offenbar ist M8 also hinsichtlich des

MDM2-Silencings durchaus funktionell, ruft zusétzlich aber unerwiinschte Off-Target-Effekte hervor.

3.3.4.11.3.5 Off-Target-Effekte von M8

Die néhere Analyse der unspezifischen Effekte von M8 in MCF-7-Zellen ergab, dass diese hauptsachlich
auf einer massiven Induktion der Interferonantwort beruhten. Wie in den einleitenden Bemerkungen zum
Thema RNAI bereits dargelegt, haufen sich Berichte, dass abgesehen von langen dsRNA-Molekiilen auch
die kurzen siRNAs und shRNAs in Vertebratenzellen unspezifisch die Expression interferonresponsiver
Gene stimulieren kénnen, was die Aktivierung antiviraler Abwehrmechanismen anzeigt [262, 276]. In Tab.
3-13 findet sich eine Zusammenstellung der von M8 heraufregulierten und laut Literatur durch dsRNA bzw.
Interferone induzierbaren Gene unter Angabe des Induktionsfaktors.

Viele der gezeigten ISGs waren sehr stark induziert, bis maximal auf das 72fache der Kontrollen. Zu den
heraufregulierten Genen gehorten u. a. zwei Oligoadenylatsynthasen, OAS1 und OAS3, welche die Bildung
von 2',5'-Adenosinoligomeren katalysieren. Durch diese wird wiederum RNase L aktiviert, die unspezifisch
zellulare und, soweit vorhanden, virale RNA-Molekile spaltet. In der Folge kommt es zu einer generellen
Repression der Proteintranslation [262]. Es ist anzunehmen, dass die grof3e Zahl durch M8 reprimierter
Gene zumindest teilweise von dieser Aktivierung des OAS/RNase L-Systems herriihrt. Entweder sind die
herabregulierten mRNAs direkt von RNase L gespalten worden und deshalb nicht mehr detektierbar, oder
sie konnten aufgrund der mangelnden Synthese von Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren und Enzymen der

Transkriptionsmaschinerie nicht mehr gebildet werden. Darliber hinaus kann vermutet werden, dass auch
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die Proteinkinase PKR (eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2, HUGO: EIF2AK2) im Rah-
men der Interferonantwort in MCF-7-Zellen aktiviert wurde. Da ihre durch Interferone oder dsRNA vermit-
telte Aktivierung in Form einer Autophosphorylierung vonstatten geht, ist sie auf Transkriptebene nicht di-
rekt zu erkennen. PKR phosphoryliert den Translationsinitiationsfaktor EIF2a und hemmt dadurch unmit-

telbar die zellulare Proteinsynthese [277].

Name Symbol | GenelD |Synonyme IChange factor

interferon, alpha-inducible protein (clone ifi-15k) G1P2 9636 ISG15, IFI15 9,01

interferon, alpha-inducible protein (clone ifi-6-16) G1P3 2537 IFI6-16, 6-16 31,36

interferon-induced protein 35 IFI35 3430 1,83

interferon-induced protein 44 IF144 10561 2,22

interferon induced with helicase C domain 1 IFIH1 64135 MDA-5 2,1

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 IFIT1 3434 IFI56 71,31

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 | IFIT5 24138 RI58 10,26

interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) IFITM1 8519 IFI17,9-27, LEU13 | 1,04

interferon regulatory factor 6 IRF6 3664 1,63

interferon regulatory factor 7 IRF7 3665 0,93

interferon stimulated gene 20kda ISG20 3669 4,24 /0,96

interferon-stimulated transcription factor 3, gamma 48kDa | ISGF3G | 10379 5,85

2,5 -oligoadenylate synthetase 1, 40/46kda OAS1 4938 22,73/12,12

2'-5-oligoadenylate synthetase 3, 100kda OAS3 4940 1,05

sp110 nuclear body protein SP110 3431 IFI41, IFI75 3,01/2,67/2,39

signal transducer and activator of transcription 1, 91kda STAT1 6772 ISGF3 7,85/2,51/2,15/1,92/1,25
Tab. 3-13: Induktion einer Interferonantwort durch M8 in MCF- 7-Zellen.

Samtliche durch M8 hochregulierten Gene, die gemaR Literaturbefunden durch dsRNA bzw. Interferone induziert werden kénnen, sind unter Anga-
be des Change factors (s. 2.7.4.2) aufgefuhrt. Fur Gene, die mit mehreren Probe Sets auf dem Chip HG-U133A vertreten sind, sind mehrere

Change factors angegeben.

In NCI/ADR-RES-Zellen war interessanterweise keine Induktion interferonresponsiver Gene durch M8 zu
beobachten, dennoch waren hier viele Gene herabreguliert, wenn auch deutlich weniger als in MCF-7-

Zellen.

3.3.4.11.4 Test von Stealth-RNAs

Da es Hinweise gibt, dass Off-Target-Effekte von siRNAs héaufig durch Inkorporation des Sensestrangs in
den RISC-Komplex und anschlielBende Zerstérung ,falscher* Targets verursacht werden, sind Modifikatio-
nen des Sensestrangs eine mogliche Strategie zur Vermeidung solcher unerwinschter Wirkungen. Des-
halb wurden die Stealth-RNA M9, die auf der Sequenz von M8 basiert, und zusatzlich eine weitere Stealth-
RNA mit neuer Sequenz (M10) getestet. Die phanotypischen Resultate der Transfektion mit diesen Agen-
zien wurden bereits unter 3.3.4.6 und 3.3.4.7 beschrieben. Im Folgenden sollen nun die Daten zum Knock-
down von MDM2 und die Ergebnisse der Affymetrix-Analyse nach Transfektion von MCF-7- und NCI/ADR-

RES-Zellen mit M9 und M10 gezeigt werden. Die Transfektionsbedingungen waren mit denen im ersten
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Affymetrix-Experiment identisch und M9 und M10 konnten gemalR einem zuvor durchgefiihrten Optimie-
rungsversuch ebenfalls mit einer Konzentration von 5 nM eingesetzt werden. Als Kontrollen wurden Lucife-

rase-siRNA- und mock-transfizierte Zellen mitgefiihrt.

Bestétigung des Silencings von MDM2 auf Transkript- und Proteinebene

Analog zum vorherigen Versuch wurde zunachst per RT-PCR und Western Blot nachgewiesen, dass M9
und M10 zu einer effizienten Herabregulierung von MDM2-mRNA und -Protein fihrten. Die Ergebnisse
dieser Analysen sind in Abb. 3-100A und B gezeigt.

In MCF-7-Zellen war der durch M10 erreichte Knock-down auf mMRNA-Ebene nicht ganz optimal, wahrend
in NCI/ADR-RES-Zellen beide Stealth-RNAs ein exzellentes Silencing von MDM2 vermittelten.

Im Western Blot bestétigte sich die effiziente Reduktion von MDM2 durch M9 in MCF-7-Zellen, wahrend
M10 die Proteinmenge weniger gut herabregulierte (Abb. 3-100C). In dem mit NCI/ADR-RES-Lysaten
durchgefiihrten Western Blot gelang die Detektion der MDM2-Bande nicht, er ist deshalb nicht gezeigt.
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Abb. 3-100: Silencing von MDM2 durch Stealth-RNAs.

A: RT-PCR-Ergebnisse der MCF-7-Proben, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. B: RT-PCR-
Ergebnisse der NCI/ADR-RES-Proben, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. C: Western Blot der
MCF-7-Proben; zum Vergleich war das mit M8 gewonnene Proteinlysat mit aufgetragen worden. Gesamtproteinmenge 100 pg. D: Signalhéhen des
Probe Sets fur MDM2 in den MCF-7-Proben. Die Abbildungen A, B und D zeigen die Mittelwerte aus Duplikaten.

Bei der nachfolgenden Affymetrix-Analyse konnte die Reduktion der MDM2-siRNA durch M9 und M10 in
MCF-7-Zellen bestétigt werden, wie in Abb. 3-100D ersichtlich. Die Reduktion der Signalintensitat war nicht
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ganz so stark wie beim vorherigen Versuch, die Signale der beiden M10-transfizierten Proben wurden al-

lerdings als absent eingestuft und waren somit gegentiber den Kontrollen eindeutig verringert.

Zahlenmafige Betrachtung der Affymetrix-Daten nach Stealth-RNA-Transfektion

Die Auswertung der Affymetrix-Daten gemafl Standardfilterkriterien ergab, dass M9 — &hnlich wie M8 — in
MCF-7-Zellen eine Vielzahl von Genen deregulierte (262 induzierte und 246 reprimierte Gene). Bei der
weiteren Evaluierung dieser Gene stellte sich heraus, dass M9 nahezu in gleichem Ausmalf wie M8 interfe-
ronresponsive Gene induzierte (Daten nicht gezeigt). Dies korrelierte mit dem Befund, dass phanotypisch
keine Unterschiede zwischen der siRNA und ihrer entsprechenden Stealth-RNA zu beobachten gewesen
waren. Insofern stellte M9 keine Verbesserung gegeniber M8 dar und wurde aus den folgenden Analysen
ausgeschlossen. AuRerdem wurden die mit M9 behandelten NCI/ADR-RES-Proben nicht auf Affymetrix-

Chips hybridisiert, da sich hieraus vermutlich kein Informationsgewinn ergeben hatte.
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Abb. 3-101: Vergleich der deregulierten Gene zwischen M5, M6 und M10 in MCF-7-Zellen.
Ubereinstimmung der in der Affymetrix-Analyse identifizierten durch M5, M6 und M10 in MCF-7-Zellen deregulierten Gene. Es ist jeweils die Sum-

me aus induzierten und reprimierten Genen angegeben.

M10 rief im Gegensatz zu M9 mit 16 herauf- und 5 herabregulierten Genen in MCF-7-Zellen nur sehr
schwache Effekte hervor, moglicherweise aufgrund der nur unzureichenden Reduktion von MDM2 auf
Transkript- und Proteinebene. Die Ubereinstimmungen dieser differenziell exprimierten Gene mit den von
M5 und M6 beeinflussten Genen waren recht gering, wie in Abb. 3-101 gezeigt.

In NCI/ADR-RES-Zellen hatte M10 hingegen verhaltnismafiig ausgepragte Effekte, sie fuhrte zur Induktion
von 46 und zur Repression von 13 Genen. Daraus lasst sich ableiten, dass auch diese Stealth-RNA gewis-
se Off-Target-Effekte ausiibte. Da dariiber hinaus ihre Ahnlichkeit zu den als funktionell und spezifisch be-
werteten siRNAs M5 und M6 unzureichend war, wurde M10 bei den nachfolgenden Auswertungen nicht

bertcksichtigt.

Die funktionelle Analyse der in MCF-7-Zellen durch M5 und M6 deregulierten Gene wird unter 3.3.6.2 be-
schrieben und dort mit den Effekten des spezifischen MDM2-Inhibitors R206-0270 verglichen.

3.3.4.12 Genexpressionsanalyse von HCT-116-Zellen n  ach Transfektion mit MDM2-siRNAs

Auch HCT-116-Zellen wurden per Affymetrix-Analyse auf differenzielle Genexpression nach Transfektion

mit MDM2-siRNAs untersucht. Da diese Versuche parallel zu dem unter 3.3.4.11.4 beschriebenen zweiten
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Affymetrix-Ansatz mit MCF-7- und NCI/ADR-RES-Zellen stattfanden, konnten die Stealth-RNAs M9 und
M10 mit eingeschlossen werden und die als ungeeignet eingestufte Non-silencing control siRNA wurde von
vornherein nicht verwendet. Die Effekte der siRNAs und Stealth-RNAs auf Morphologie, Proliferation, Zell-
zyklus und Apoptose von HCT-116-Zellen wurden bereits unter 3.3.4.6 ff. dargestellt.

Die Transfektionen wurden mit der optimierten siRNA-Konzentration 10 nM durchgefiihrt, als Negativkon-
trollen wurden parallel Luciferase-siRNA-, mock-transfizierte und ganzlich unbehandelte Zellen kultiviert.

Alle Behandlungen dauerten 48 h und erfolgten als Duplikate.

Die Ergebnisse der zur Bestéatigung des effizienten Knock-downs von MDM2 durchgefilhrten RT-PCR-
Analyse zeigt Abb. 3-102A, der entsprechende Western Blot ist in Abb. 3-102B dargestellt.
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Abb. 3-102: Silencing von MDM2 auf mRNA- und Proteinebene 48 h nach der Transfektion von HCT-116-Zellen.

HCT-116-Zellen wurden im 6-Well-MafRstab mit den angegebenen siRNAs transfiziert bzw. Kontrollbehandlungen unterworfen. Nach 48 h wurden
Lysate fur die RNA- und Proteinanalytik gewonnen. Die RNA-Proben wurden sowohl fiir die RT-PCR als auch die Affymetrix-Analysen verwendet.
A: RT-PCR-Ergebnisse, bezogen auf die Luciferase-siRNA-transfizierten Proben, normalisiert auf ALAS. B: Western Blot zum Nachweis von
MDM2 mit B-Actin als Ladekontrolle. Gesamtproteinmenge 75 pg. Anm.: Vom Lysat der unbehandelten Zellen wurde offensichtlich zu wenig auf
das Gel aufgetragen, deshalb ist die MDM2-Bande, aber auch die B-Actin-Kontrollbande schwécher als bei den anderen Kontrollproben. C: Signal-
héhen des Probe Sets fir MDM2 in der Affymetrix-Analyse.

Alle siRNAs fihrten auf mRNA-Ebene zu einem hervorragenden Silencing von MDM2. Im Western Blot
waren bei allen MDM2-siRNA-transfizierten Proben noch schwache Banden zu erkennen, die Reduktion
gegeniiber den Negativkontrollen war dennoch deutlich. Nur im Fall von M2 war der Knock-down weniger

ausgepragt.
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Im Rahmen der nachfolgenden Analyse auf Affymetrix Expressionsarrays konnte die starke Verringerung
des MDM2-Transkripts bestatigt werden, dies ist in Abb. 3-102C gezeigt. Die M9-transfizierten Proben
wurden aufgrund der zwischenzeitlich mit MCF-7-Zellen erhaltenen Ergebnisse nicht auf Chips hybridisiert.
So wie in MCF-7-Zellen nahmen auch bei den mit MDM2-siRNA transfizierten HCT-116-Zellen die Signal-
intensitaten des MDM2-Probe Sets so stark ab, dass es, mit Ausnahme der M8-behandelten Probe, vom
Affymetrix-Algorithmus als absent eingestuft wurde. Insofern ist die Hohe der Signalwerte etwas irrefiih-
rend, da sie eine verhéaltnismafig schwache Reduktion der Transkriptmenge suggeriert.

Nach Analyse der Affymetrix-Daten gemaf den Standardfilterkriterien wurden zunachst die Negativkontrol-
len miteinander verglichen. Die Anzahl der in den paarweisen Vergleichen signifikant unterschiedlichen

Gene ist in Tab. 3-14 gezeigt.

Anzahl deregulierter Affymetrix Probe Sets
Luci - Mock 68
Luci - Unbeh 49
Mock - Unbeh 3

Tab. 3-14: Vergleich der Negativkontrollen des Affymetrix-Ve rsuchs in HCT-116-Zellen.
Die verschiedenen Negativkontrollen wurden jeweils nach den Standardfilterkriterien miteinander verglichen. Die Summe aus hoch- und herabregu-
lierten Probe Set-IDs ist fur alle paarweisen Vergleiche angegeben.

Waéhrend in diesem Fall mock-transfizierte und unbehandelte Proben nahezu identisch waren, wichen die
Effekte von Luciferase-siRNA relativ deutlich von diesen ab. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass das Ein-
fuhren kurzer dsRNA in HCT-116-Zellen gewisse Auswirkungen hat, die in MCF-7- und NCI/ADR-RES-
Zellen nicht zu beobachten waren. Da zum einen die Datenanalyse fiur alle drei Zellsysteme konsistent
gehalten werden sollte und es zum anderen schwer zu entscheiden war, ob Luciferase-siRNA- oder mock-
transfizierte Proben sinnvoller als Baseline einzusetzen waren, wurde auch bei diesem Versuch die Kom-

bination der Daten aus Luciferase-siRNA- und Mock-Transfektion als Vergleichsgrundlage gewabhit.

Im nachsten Schritt wurde die Anzahl der pro MDM2-siRNA gemafR den Filterkriterien deregulierten Gene

im Vergleich zur Baseline ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. 3-15 zusammengestellt.

HCT-116
M2 311 1271
M5 401 541
M6 161 34)
M8 811 312,
M10 421 340!

Tab. 3-15: Anzahl differenziell exprimierter Gene nach MDM2  -siRNA-Transfektion von HCT-116-Zellen.
Es ist die Anzahl der durch die angegebenen siRNAs im Vergleich zur kombinierten Baseline aus Luciferase-siRNA und Mock-Transfektion deregu-

lierten Gene gezeigt. 1 = induziert, | = reprimiert.
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Die geringsten Anderungen waren fiir die SiRNAs M5 und M6 festzustellen, wahrend M2 etwas mehr und
M8 und M10 sehr viele Gene deregulierten. Somit scheint M10 in HCT-116- ahnlich wie in NCI/ADR-RES-
Zellen unspezifische Effekte zu besitzen, die in MCF-7-Zellen nicht zu beobachten waren (mdglicherweise
aufgrund ungenigender Transfektionseffizienz).

Beim Vergleich der deregulierten Gene zeigte sich, dass erneut M5, M6 und M8 untereinander am ahn-
lichsten waren. Inshesondere fand sich der Grof3teil der von M6 deregulierten Gene auch bei M8 wieder.
M2 und M10 wichen hingegen starker von den tbrigen siRNAs ab (Daten nicht gezeigt). In Abb. 3-103 sind
die Venn-Diagramme fur die Vergleich von M5, M6 und M8 dargestellt.

M8
M5 M6 M5
fi: 18 32 &1 43 350
M5
M8 . g
1
M6 M6
10 40 353 % 17 23
327
M8

Abb. 3-103: Ubereinstimmungen zwischen den durch die MDM2-siRN As M5, M6 und M8 deregulierten Gene in HCT-116-Zellen.
Es sind jeweils die Summen aus induzierten und reprimierten Genen gezeigt. Die Grof3e der Flachen deutet die Gesamtzahl deregulierter Gene je
siRNA an.

Die Ubereinstimmungen zwischen M5 und M6 waren in HCT-116-Zellen nicht so ausgepragt wie in MCF-7-
Zellen. Da durch beide siRNAs und insbesondere durch M6 insgesamt nur relativ wenige Gene dereguliert
wurden, kann man vermuten, dass moglicherweise die Reduktion im MDM2-Proteinspiegel nicht ganz op-
timal war (vgl. Western Blot-Daten, Abb. 3-102B).

M8 fiihrte wie schon bei MCF-7- auch in HCT-116-Zellen zur differenziellen Expression zahlreicher Gber
die Schnittmengen mit M5 und M6 hinausgehender Gene. Deren genauere Untersuchung zeigte jedoch
keine Anreicherung mit interferonresponsiven Genen. GemaR einer Angabe in der Literatur kénnten HCT-
116-Zellen einen Defekt in der Interferonantwort besitzen [278]. Da sie jedoch mit der Repression sehr vie-
ler Gene und massivem Zelltod auf die M8-Transfektion reagierten, Ubte diese siRNA auch in HCT-116-
Zellen ganz offensichtlich ausgepragte Off-Target-Effekte aus. Deren Natur blieb allerdings unklar.

Analog zur Datenanalyse in MCF-7-Zellen wurde im Folgenden das Hauptaugenmerk auf die gemeinsam

von M5 und M6 modulierten Gene gelegt, Ubereinstimmungen mit M8 wurden mit einbezogen. Aufgrund
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der zahlreichen Befunde, die auf unspezifische Wirkungen von M2 und M10 hindeuteten, wurden diese

nicht in die weiter gehenden funktionellen Analysen einbezogen.

Die Zahl der in MCF-7- und HCT-116-Zellen Ubereinstimmend sowohl durch M5 als auch M6 deregulierten
Gene ist sehr begrenzt, wie in Abb. 3-104 g