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1 Einleitung

Die Tumorprogression ist mit einer Vielzahl genetischer und phanotypischer Veranderungen der
Tumorzellen verbunden. Tumorzellen sind dabei bereits therapieunabhangig verschiedenen
Stressbedingungen wie Hypoxie oder Nahrshaffhigel ausgesetzt. Kommt es im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) von Tumorzellen zu einer Storurtdodeiostase wird

eine genetisch festgelegte ERtress Reaktion ausgeléstowohl Hypoxie als auch
Nahrstoffmangelund Veranderungen des Redoxzustandes, der lonenkonzentrationen oder
virale Infektionerkdnnen Ursache dieser Reaktion sein.

Die ER Stress Reaktion bewirkt einen voribergehenden Zellzyklusarrest, einen vorlaufigen Stopp
der Proteinbiosynthese und die Hochrégtion von diversen Mitgliedern der
HitzeschockproteirFamilie zur Bewaltigung der EBtress SituationPersistierender ER Stress
fuhrt jedoch zur Apoptose der Tumorzellen. Dieser Apoptoseweg unterscheidet sich von den
klassischen Zelltodmechanismen. Degesm werden ER Stress induzierende Substanzen als
mogliche Medikamente fur die Behandlung von ansonsten chemoresistenten Tumoren
untersucht. Eines dieser Medikamente ist der {rdteaseinhibitor Nelfinavir.

Vorhergehende Untersuchungen unserer Arbeitsgnoe ergaben, dass es in
Mammakarzinomzellen nach Auslésung der sogenannten ER Stress Reaktion durch Nelfinavir zu
einer selektiven und ausgepragten Expression des Peptidhormons IgEkammt.

Neue Erkenntnisse auder vorliegenden Doktorarbeit sind, dasauch das Peptidhormon
Adrenomedullin 2 (ADM2) eine durch ER Stress induzierte Hochregulation erfahrt. Physiologisch
wirkt Adrenomedullin 2 blutdrucksenkend, es ist aber auch dafiir bekannt, die Neoangiogenese
zu fordern. Es kdnnte somit von Bedeutung died Tumorprogression sein, da die Fahigkeit von
Tumorzellen zur Neoangiogenese einen entscheidenden Uberlebensvorteil darstellt. Durch
Nahrstoffmangein Tumorzellerausgeldster ER Stress kann, sofern er noch tolerierbar ist und
nicht zum Zelltod fihrt, soit iber ADM2 Regulation zu einem Voranschreiten von Tumoren

fuhren.



1.1 DiePeptidhormoneADM2 und InhibinBE

1.1.1 Adrenomedullin 2 (ADM2)

ADM2 (Adrenomedullin 2 oder Intermedin (IMD)) gehért zur Familie der Calcitenivandten
Peptidhormone (CGRHFamilie). ADM2 wird vorwiegend in der Hypophyse und im
gastrointestinalen Trakt exprimiert, kommt jedoch auch in der Haut, der Lunge, der Milz, im
Pankreas, im Thymus, in den Nieren und in den OvarienRoh et al. 2004)ADM2 wirkt
blutdrucksenked. Am Myokard hat es direkten positiven Einfluss auf die Inotropie und
Chronotropie. Die Kontraktilitdt wird indirekt verstarkt, da ADM2 eine systemische
Vasodilatation bewirkt. Diese wird tber eine Aktivierung von Membranrezegg&oppeltenG-
Proteinen und anschlieBendeeNOS (endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase) Aktivierung in
Endothelzellen erreicht. Das entstehende Stickstoffmonoxid verandert wiederum die
Kontraktilitat der umgebenden glatten MuskelzellgfBell and McDermott 20Q8 siehe
Abbildung ).

Abbildung1: Bell and McDermoit2008



ADM2 wird in humaner Plazenta exprimiert und seine Immunreaktivitat ist wahrend der
Schwangerschaft in Trophoblasten und Endothelzellen nachweisbar. Es férdert die Invasion und
Migration von Trophoblasten im ersten Trimester der Schwangerschaft. Inwief@RK2
hierdurch einen Einfluss auf die Physiologie der Schwangerschaft hat, bleibt zu untersuchen
(Chauhan et al. 2009) AulRerdem wurde ADM2 als ein neuer, hochaktiver
Neoangiogenesefaktor beschriebeNeaangiogenese ist sowohl bei der Plazentabildung als
auch beim Tumorwachstum von Bedeutung. ADM2 kann éeaNgiogenese fordern, indess

Uber den CRLR/RAM®ezeptorkomplexden PI3KAkt-eNOSund ERKSignalwegaktiviert, was
wiederum zur Aktivierung voindothelzellerfuhrt. Zudem kommt es durch Stimulatiowon

eNOS und NO zu einer Hochregulation von VB@sciflar endothelial growth factprwas
ebenfalls zu einer Aktivierung von Endothelzellen f{{8rhithet al. 2009siehe Abbildung 2)
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Abbildung?2: Smith et al. 2009

[CRLR (calcitonin receptlike receptor); RAMP (receptor activtyodifying protein); PI3K
(phosphatidylinositol Xinase); Akt (protein kinase B); eNQshdpthelial nitric oxide [NO]
synthase); ERK (extracellutagnairegulated kinase)]



1.1.2 Inhibine

Inhibine gehéren zur TGRrénsforming growth factoy beta Superfamilie. Sie werden als Pre
pro-peptide gebildet und nach der Prozessierung im ER und Golgi sekretiert. Inhibine werden in
SertoliZellen des Hodens und r&hulosazellen des Ovars gebildet und sind wichtige
Regulationshormone fur die Sekretion der Gonadotropine LH undM&itukrishna et al. 2004;
Suresh et al. 2011Es sind fuinverschiedene Untereinheiten bekannt: Inhibin alpha (igh
Inhibin beta A ¢h BA), Inhibin beta B (InfiB), Inhibin beta C (InBC) und Inhibin beta E (Inh
BE). Ein Inhibin ist ein Heterodimer, bestehend aus einer aljpftareinheit und einer beta
Untereinheit. Inhibine, die als Homodimere aus zwei bdtdereinheiten bestehen, werden als
Aktivine bezeichnetAls Aktivin A wird so beispielsweise ein Homodiaues beta A bezeichnet
und als Inhibin A ein Heterodimer aus alpha und beta A. Aktiakiwieren Gonadotropine,
wahrend Inhibine die Sekretion von Gonadotropirfemmen(Butleret al. 2005)

DiePeptde Aktivin A, B und AB sowie dinibineA und B wirken als Sexualhormone. Andere
Funktionenkommen der UntereinheiBE zu. InhibirBE wurde beim Menschen aufgrund von
Sequenzhomologien entdeckt und wird vorwiegend von Leberzellen exprithashimotoet

al. 2002) Inh BE mRNA wird nach verschiedenen Formen der Leberschadigung hochreguliert
(Deliet al. 2008) allerdings in hepatozellularen Karzinomen vermindert expring@rtischet al.
2006) Eine Expression von InhE konnte auch in Mamma, Ovarial und
Endometriumskazinomen beobachtet werdertier gibtes allerdings grof3e Schwankungen in
den verschiedenen Zelllinien und Stadien der Erkranku®g.ist beim fortgeschrittenen
Endometriumskarzinom eine verminderte Expression vorplhu seher(Mylonas et al. 2011)

In der Arbeitsgruppe meiner Doktorarbeit konnte kirzlich die Hochregnavon Inh BEdurch

ER Stress nachgewiesen werdete er beispielsweiseuwtch Nelfinavir induziert wir@Briining

et al. 2012)



1.2 Das Endoplasmatische Retikulum

Das Endoplasmatischetikulum (ER) befindet sich im Zytoplasma eukaryotischer Zellen. Es ist
ein Membransystem, das in seinem Innern HohlrAume bildet. Die Teile des ER, die auf ihren
Membranflachen mitRibosomenbesetzt sind, nennt man raues ER. Ribosomen freie Teile
bezeichnet man als glattes ER. Raues und glattes Endoplasmatisches Retikulum unterscheiden
sich in ihren Funktionen. Aufgaben des rauen ER sind die Biosynthese sekretorischer Proteine
und die Membrarproduktion. Die in den membrangebundenen Ribosomen entstehenden
Polypeptidgruppen werden in das Lumen des ER geschleust, dort zurechtgeschnitten und
gefaltet. So erhalten sie ihre dreidimensionale Struktur. Um Fehlfaltungen zu verhindern,
binden sogenannt€haperone an die Peptidketten und stabilisieren sie. Kommt es dennoch zu
fehlgefalteten Proteinen, werden diese zurlick ins Zytosol transportiert und durch Proteasomen
abgebaut. Auflerdem finden andere posttranslationale Prozesse wie Glykosylierung und
Ausbldung von Disulfidbrickenbindungen im rauen ER st@is glatte ER dient als
Kalziumspeicher und isin der Biosynthese von Phospholipiden, Polyprenolen und Cholesterin
beteiligt (Karp 2010Q)

Kernmembran

Abbildung 3: DasEndoplasmatische RetikuluBiokurs www.biokurs.de/skripten/bs1153.htm)
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Abbildung4: Proteinsynthese im rauen ERiokurs www.biokurs.de/skripten/bs1153.htm)

1.3 ERStress

Damit das Endoplasmatische Retikulum seine Aufgaben reibungslos erfillen kann, sind optimale
Bedingungen im Lumen des ER nétig. Kommt es zu einer Stérung dieser Homdostase, wird eine
genetisch festgelegte ER Stress Reaktion ausgeldst. Man begtesohrals didJnfolded Protein
Response(UPR). Ursachen hierfir kénnen Veranderungen des Redoxzustandes oder der
lonenkonzentration, virale Infektionen oder die Ansammlung inkorrekt prozessierter Proteine
sein (Xu et al. 2005) Haufen sich nichtoder feHgefaltete Proteine an, kommt es zu einer
Aktivierung intrazellularer Signalwege. Das Chapeuod HitzeschockproteinGrp78 /BiP
(Glucoseregulated protein78/Binding Immunoglobulin Protéientlasst bei einer Akkumulation
solcher Proteine dienembrangebundenen ER Proteine PERKt€in kinaseR-like ER kinage

Irel {nositolrequiring enzymd) und ATF6agtivating transcription facto6) (Schroder and
Kaufman 2005) Unter physiologischen Bedingungen liegen diese in inaktivem Zustand vor.
PERKIrel und ATF6 aktivieren schliel3lich weitere Signalwege und Transkriptionsfaktoren, die
zum Schutz Zellzyklusarrest, Inhibierung von Proteinneusynthese und Hochregulation von
Hitzeschockihnlichen Proteinen bewirkefHealy et al. 200%iehe Abbildung 6

Ist der ER Stress allerdings zu stark oder persistierend, versagen die anfanglichen
Rettungsmalinahmen. Es kommt zur Apoptose der Zelle. Verschiedene Mechanismen sind

bekannt. Diese kbénnen mitochondrienabhangig oderabhéngig sein. So fihrt ein Weg iibe



die Aktivierung der Caspade(Hitomi et al. 2004)andere (ber Kinasen, €aBcl2-Proteine
oder Transkriptionsfaktore(Rosati et al. 203,0NValter and Ron 20)1
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Misfolded protein
S 73 & < pr
U ——Y
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- o ATF8
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Abbildung5: Healy et al2009

1.4 Transkriptionsfaktoren der ER Stress Antwort
1.4.1 ATF4

ATF4, auch als CREBezeichnet, gehort zur Familie der ATF/CREB Proteiogvdting
transcription factor/cAMP response atent binding proteil die eineLeucin ZippeDoméne

besitzen. Leucin Zipper (engl.basic Leucine Zipper DomaitZIP) sind DNBindende



Proteindoménen, die der Dimerisierung von Proteinen dienen. Apkelt eine wichtige Rolle

bei der Regulation der Expression verschiedenster Gene und schitzt die Zelle vor
Proteiniberlastung und oxidativem Streg$achon et al. 2001)Die mRNA von ATF4 ist
ubiquitdr in humanen Tumorzelllinien zu findefarpinskiet al. 1992) Kommt es im
Endoplasmatischen Retikulum zur ER Stress Reaktion wird tGber PERK defeekia@yotic
initiation factor 2 alpha phosphoryliert und inaktiviert. Die Proteintranslation und
-akkumulation wird gehemm(Harding et al. 2000) Die Expression von ATF4 wird in erster
Linie auf Translationsniveau reguliert. ATF4 mRNAZésitzf  S&itdldlep AStartkodons
hemmende offene Leseraster, die die mRNA Translation unter normalen physiologischen
Bedingungen inhibieren. Nactier Phosphorylierung voelF2x bewirken sie dagegen eine

verstarkte Translatiomnd ATF4 wird vermehrt exprimiefDey et al. 2010)

1.4.2 ATF3

ATF3 4ctivating transcription factoB) gehort ebenfalls zur Familie der ATF/CREB ProtEme.
wird durch eine Vielzahl von Stressmechanismen Mygpoxie, Nahrstoffmangel oxidativem
Stress ER Stress und genotoxisch&messnduziert(Chenet al. 1996) Besteht ER Stress, reiht
sich ATF3 in den PERIK2ATF4Weg ein. Fir eine vermehrte Expression von ATF3 ist eine
Aktivierungdes verwandten Transkriptionsfaktors ATF4 Voraussettiiagget al. 2004)

ER STRESS NUTRITION STRESS
PEK/Perk GCN2
----- | elF2-(P) -~ elF2-(P)
k ATF4 A$F4
ATF3 <\---ATF6, IRET ATF3  ATF2

Stress genes
'-GADD34 CHOP/GADD153

Stress genes
CHOP/GADD153

] 1
1 1
1 1
| i
/
/71 /1

PP | / PP] | ‘
i ‘
] 1
1 1
: :
]

'~ GADD34

Abbildung6: Jiang et al2004
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1.4.3 CHOP

CHOP ¢CAA®Enhancesbinding homologous protejrauch DDIT3 oder GADD153) ist pin-
apoptotischer Transkriptionsfaktor. Die Expression von CHOP wird durch ER Stress induziert.
Sein Promotor besitzt Bindungsstellen fiir alle wichtigen Induktoren der ER Beakion wie

ATF4, ATF6 und XB@yadomari and Mori 2004ATF4, das UbdétERI/ phospheelF2induziert

wird, spielt eine dominante Rolle in der Induktion von CH®®RIcher Mechanismus durch
CHOP zuhpoptose fuhrt, wird kontrovers diskutiert. Sowohl die Repression vo2-Bebteinen

als auch die Regulation zahlreichmo-apoptotischer Faktoren wie ERO1, DR5 und-Big
Proteine kommen als Faktoren in Frage der CHORermittelten Apoptose mitzuwirken

(Nishitoh 2012)

1.4.4 XBR

XBP1 X-box binding proteinl) gehort ebenfalls zur Familie der bZIFodsicleucine zippér
Transkriptionsfaktoren. Es reguliert die Expression zahlreicher Proteine, v.a. von Proteinen der
UPR(Lee et al. 2003)XBP1 mRNA wird tUber ATF6 durch ER Stress induziert. Eine andere
Reaktion, die auf ERtr&ss folgt, ist Splicing. Irelvird nach Dissoation von GRP78
homodimerisiert und autophosphoryliert, so dass eine Ribonuklease aktiviert wird. Diese
entfernt ein 26 Nukleotide umfassendes Intron aus der mRNAXER. Der darauffolgende
Frameshift fihrt zu einer verandertetingeren Form von XBMProteins (50 kDa statt 2%Da).

Die neue Form zeigt eine deutlich héhere transkriptionale Aktivitat und langere Halbwertszeit.
Das Splicing ist somit ein friihes ucithrakteristische&ennzeichen fir ER Strg¥®oshida et al.

2001) Nach einer PCR Analyseigt sich das XBP1l Splicing in der Elektrophorese am
Vorhandensein zwer unterschiedlich schnell wandernd&anden,was in dieser Doktorarbeit

als molekularer Marker fidie ER Stress Induktion diente.



1.5 ER Stress Induktoren

1.5.1 Nelfinavir

Nelfinavir istein Proteaseinhibitor, der zur Therapie von Hifizierten Patienten eingesetzt
GANR® 93 ¢ A NFRhighlyvactivelaftinetoyiral BExérayily HOARYin Kombination mit
Reverselranskriptasdnhibitoren angewandt. Bei AIDS Patienten, die mit HIV
Proteaseinhibitoren behandelt wurden, konnte ein vermindertes Auftreten sowohl von kaposi
Sarkomen als auch von bestimmten Typen von-NodgkirLymphomen festgestellt werden.

Dies fuhrte zu der Annahe, dass Proteaseinhibitoren einen antikarzinogenen Effekt haben
(Sgadariet al. 2003) Mittlerweile ist bekannt, dass Nelfinavir tUber die Ansammlung
fehlgefalteter Proteine zur Auslosung der ER Stress Kaskade Ifukitro und in vivo Studien
zeigen, dass Nelfinavir, in hoheren Konzentrationen als finPdtMnten vorgesehen appliziert,

in Tumorzellen Uber ER Stress zur Apoptose f((Bittset al. 2007;Brining et al. 2009)Doch

der exakte Mechanismus der Apoptose, die durch Neliinausgelost wird, ist unklar.
Vermutlich gibt es einen Zusammenhang zwischen der Wirkungsweise von Nelfinavir und der
Proteolyse neu synthetisierter Proteine im ERuptaet al. 2007) Das Zielmolekul, an dem der
Proteaseinhibitor ansetzt, ist noch nichbekannt. Es ist jedoch durch Nelfinavireine
Hochregulierung des prapoptotischen Proteins CHOP und der Casplazebeobachten(Pyrko

et al. 2007) Um eine ER Stress Reaktion in epithelialen Tumorzellen auszulésen, die eine
Apoptose nach sich zieht, sinKonzentrationen von -85 pg/ml Nelfinavir noétig. Far die
Hemmung der Proteinase bei HPatienten geniigt eine geringere Konzentration von ungefahr

2 ng/ml. Derzeit laufen Uber 20 klinische Studien, in welchen Nelfinavir bei Karzinoth

Leukamiepatienta getestet wird(www.clinicaltrials.org).

1.5.2 Andere Stressinduktoren

Um unter LaborbedingungerER Stress zu induzieren, stehen mehrere Chemikalien zur
Verfigung. Zulen gangigsten gehéren Tunicanmymnd Thapsigarginrunicamym inhibiert die
posttranslationale N-terminale  Proteinglykosylierng, wé&hrend  Thapsigargin  die

10
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endoplasmatischeC&*-ATPase blockiert, was zum Abbau der Kalziumspeicher im ER fihrt
(Samali et al. 2010)Ein weiterer ER Stress Induktor ist DithiothreitBITT). Es spaltet
Disulfidbricken, die zur Stabilisierung der Proteinstruktur notwendig sind, was eine Fehlfaltung
von Proteinen zur Folge h@Haze et al. 1999)Quercetin ist ein Antioxidans, das &ahnlich wie
Nelfinavir ER Stress, Zellzyklusarrest, Autgghaund Apoptose hervorruft Es fihrt in
Krebszellen u.a. durch die Inhibition von Proteasomen zum ZelKtappanet al. 2012) Ein
anderer Proteasomeninhibitor ist Bortezomituch Bortezomib fuhrt teilweise tber ER Stress,
grol3tenteils jedoch Uber eine zytosolischen Zellstreddechanismus in epithelialen
Tumorzellen zur Apoptose(Brining et al. 2009)Neben Nelfinavir gehort Bortezomib zu den
wenigenklinisch anwendbaremMedikamenten, die eine selektive Induktion von ER Stress in
Tumorzellen auslésed.unicamyzin, Thapsigargin und DTT sind fur die systemische Anwendung

zu toxisch.

2 Zielsetzung der Arbeit

Nelfinavir ist ein systemisch gut vertragliches Medikament, das ER Stress in Tumorzellen ausldst
und zum Zelltod flihren kann. Der zur Apoptose filhrende Mechanismus durch Nelfinavir bleibt
jedoch weitgehend unverstanden. Vor Kurzem konnte in der Arbeitpgrapeiner Doktorarbeit

die Hochregulation von InhibiBE durch ER Stress nachgewiesen werden. Ein besseres
Verstandnis des durcNelfinavirinduziertenER Stresses und die Untersuchung der mdoglichen
Induktion anderer Peptidhormonéurch Nelfinavir waren wa. das ¥l meinerDoktorarbeit.

Tatsachlich konnte ein weiteres Peptidhormon, das durch Nelfinavir induziert wird, identifiziert
werden. Es handelt sich um das Peptidhormon ADM2. Da es bisher wenige Daten Uber die
Funktion von ADM2 beim Tumorwachstum guisid auch die Bgulation der Transkriptiomon

ADM2 nicht ausreichend geklarst, sollte die Regulation von ADM2 bei ER Stress genauer
untersucht werden.Um herauszufinden, welcher Transkriptionsfaktor fur die Induktion von
ADM2 bei ER Stress verantwatttliist, wurden von in Frage kommenden Transkriptionsfaktoren

der ER Stress ReaktientsprechendeExpressionsplasmide generiert.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Geréate und Instrumente

CQ Inkubator, Hera Cell 150i, Fisher ScientiimbH Schwerte
FluoreszenzmikroskopAxiophot Zeiss Jena
Geldokumentationsgergt Molecular Imager Gel Doc XR SystBm;Rad Laboratories GmbH,
Munchen
Mastercycler gradient Eppendorf, Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseliagzdorf
Zentrifugen: Stratos CentrifugeHeraeus Biofugdsisher Scientific GmbiSchwerte
Zentrifuge 5415DEppendorf, Vertrieb Deutschland GmbH, Wessdliagzdorf
7500 Fast Real Time PCR SystApplied Biosystem§armstadt

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Assay plate 96 wellFlat,lwaki ScitectDivision, Asahi Techno Glass, Japan

Chamber Slide8well, Thermo Scientific Nunc Lalek Il Chamber Slide€isher Scientific GmbH,
Schwerte

DeckglaserMenzelGlaser, 24x24mm, BB024024A1, Menzel GmbH+CoKG, Braunschweig
Fertiggel EGel, 2% mit SYBRfe, Invitrogen, Karlsruhe

Microplate, 6-well with Lid,lwaki SciteciDivision, Asahi Techno Glass, Japan

Microtubes, 1,5ml, Sarstedt AG und Co., Nimbrecht

Petrischalen Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Pipetten: 10, 20, 200, 1008l eppendorf researchEppendorf, WesselinBerzdorf
Pipettenspitzen Safeseal Tips Premium, 10, 100, 200, 10@lpkym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sealing filmg¢ PET Iwaki Scitectivision, Asahi Techno Glass, Japan

Serological Pipetoml, 10ml, BD FalcoRranklinLakes, NJ, USA
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Tissue culture dish100 x 20mmilwaki SciteciDivision, Asahi Techno Glass, Japan
Tissue culture flaskCanted neck, 70miaki Scitectivision, Asahi Techno Glass, Japan
Tubes SafelLock, 1,5 ml; 2 ml; Eppendorf, WesselBgyzdorf

Tubes 15ml, BD Falcofrranklin Lakes, NJ, USA

Tubes 50ml, Sarstedt AG und Co., Numbrecht

3.1.3 Reagenzien

3.1.3.1Zellkultur

Nahrmedium Quantum 263 for tumor cells, PAA, Pasching, Osterreich
PBS Dulbecco’s, PAA, Pasching, Osterreich
TrypsinEDTAPAA, Paschin@sterreich

Zellliniert Die hier verwendeten Zellen wurden von der ATCC (American Type Culture

Collection) ATCC/LGC Standards, Wesel, Deutsclidandgen:

HeLa(ATCC HTFB2). HeLa ist eine 1954us einem Adenokarzinom der Zergixgelegte Zelllinie
einer 3kjahrigen Patientin vor der ersten Radiotherapie. Es sinegdigen menschlichen Zellen,

von denen eine permanente Zellkultur zur Zichtung genetisch identischer Zellklone aus
Einzelzellen etabliert wurde. Die Bezeichnung digsdlen geht auf den Namen der Patientin,

Henrietta Lackszurtick(Lucey et al. 2009)

Jurkat (ATCCTIB152) Es handelt ish um eine humane akute-ZellLeukamie Zelllinie,
gewonnen und etablierf977 an der Kinderklinik der Universitat Erlangdiimnberg.Die Zellen
entstammen dem peripheren Blut eines -fEhrigen Jungen, der an akuter lymphatischer
Leukamie erkrankt war. Die Zellen wurden beim ersten Ruckfall nach erfolgter Chemotherapie

entnommen(Schneider and Schwenk 1977)

MCF7(ATCC C&): Angelegt wurde diese Zelllinie 1970 mit Zellen aus dem Pleuraerguss einer

69- jahrigen Patientin mit einem metastasierten dstrogenrezeptorpositiven Adenokarzinom der
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Mamma, nachdem diese eine Radiond Homontherapie erhalten hatte. MCF steht fur

Michigan Cancer Foundation, das Insititut, wo die Zelllinie etabliert w(idale et al. 1973)

Chemikalien

Bortezomib(Velcad®), Millenium Pharmaceuticals, Cambridge, MA, USA
Dithiothreitol (DTT),SigmaAldrich, Minchen

Nelfinavir (Viracep®), Pfizer, Groton, CT, USA

Quercetin MP Biomedicals, Stral3burg, Frankreich
ThapsigarginSigmaAldrich, Minchen

TunicamyzinSigmaAldrich, Minchen

3.1.3.2Reverse Transkriptase PCR

Trizol,Invitrogen Karlsruhe
Chloroform, SigmaAldrich, Miinchen
Isopropylalkohol,Carl Roth GmbHKarlsruhe
Ethanol,Carl Roth GmbH, Karlsruhe
DEP&H,0, Carl Roth GmbHKarlsruhe
Oligo(dT)s Primer, 10QuM, biomers.net, Ulm
M-MLV RT 5x reaction Puffe#M531A Promega, Mannheim
PCRNukleotid Mix, 10mM #C114H Promega, Mannheim
M-MLV Reverse TranskriptasgM170B, Promega, Mannheim
rekombinantes RNasinRibonuklease Inhibito#N2511 Promega, Mannheim
Primer. etabliert von Dr. Ansgar Brining, synthetisiert Gber biomers.net, Ulm
2XP@®R Master Mix enthalt TagPolymerase und dNTPM750C Promega, Mannheim
Steriles Wasser#P1193Promega, Mannheim
10xBlueJuice Ladepuffe(65% Sucrose, 10 mM TFHECI [pH 7.5], 10mM EDTA, 0.3%
Bromphenolblau), InvitrogerKarlsruhe
DNAMarker, pBR 328/ix |, Carl Roth GmhKarlsruhe
14



3.1.3.3Readtime-PCR

TagMan® On&Step RTIPCR Master Mix Reagents Képplied Biosystems, Darmstadinthalt
AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTPs, Puffer

Primer. etabliert von Dr. Ansgar Briining, synthetisiert Giber biomers.net, Ulm

3.1.3.4Immunfluoreszenz

Primarantikérper.  ADM2,KaninchepAnti-Intermedin (847) Serum (Human),
Phoenix Europe GmbHKarlsruhe
Sekundarantikérper Cy5-conjugated Affini Pur&iegeAnti- KaninchengG, Jackson Immuno
ResearchSuffolk, UnitedKingdom(bezogen tber Dianova, Hamburg)
Mounting Medium, Vector Laboratoriesyectashield Hard Se®eterborough, United Kingdom
Aqua ad iniectabilia Delta Select GmhWfullingen
Methanol, Carl Roth GmbHarlsruhe

PferdeserumPAA, Pasching, Osterreich

3.1.3.5PlasmidKlonierung

LJO5 b ! u oHisMDRO® TA Expression Kivitrogen Karlsruheenthalt TOPO®ektor, Salt
Solution, SOC Medium, Primer

LB Medium Carl Roth GmbHKarlsruhe

E.coli BakterienOne sho®TOP10lnvitrogen, Karlsruhe

Ampicillin, Carl RottGmbH Karlsruhe

Agar,SELECT Agar powder, Invitrog€arlsruhe

NucleoSpin Plasmid KiMachereyNagelGmbH & Co. KG, Diren

LipofectamineTM 2000 Transfection Reagetvitrogen Karlsruhe

Priméarantikdrper. MausAnti-V5TAG monoklonaler AntikdrpeAbDSerotec, Dusseldorf
Sekundérantikérper CyM5-conjugated Affini Pur&iege AntiMauslgG, Jacksommuno

Research, Suffolk, Unitécingdan (bezogen tber Dianova, Hamburg)
15



3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden als Dauerkultuim Quantum 263 Zellkulturmediumunter
Standardbedingungen (5% &0100% relative Luftfeuchtigkeit, 37°C) gehalten. Fur die
Versuchsreihen wurderin 6-well Platten je Kammer 5 x 1@ellen ausgesat. Nach einer
erneuten Inkubationszeit von mindestens 24 hrden dann die entsprechenden Mengen an
Chemikalien mzugegeben (siehe ErgebnisseEs wurden entweder Zeitreihen mit
unterschiedlichen Inkubationszeiten oder Konzentrationsreihen angelegt. Vor der
Weiterverarbeitung wurde das Medium schlie3lich aus dewel-Platten entfernt und die

Zellen einmal in PBS gewaschen.

3.2.2 RNAEXxtraktion

Die RNA wurde mithilfe der Trizblethode aus den Zellen gewonnen. Das Arbeiten mit der
TrizotMethode erfolgte unter der Abzugshaube. In jede Kammer der mit Zellen beimpften 6
well-Platten wurde 1ml Trizol zugegeben und die Zellen durch é&od Abpipetteren vom
Boden gel6st. Das Lysat wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefa? tberfihrt um fur 5 min bei
Raumtemperatur zu ruhen. AnschlieRend wurden 200ul Chloroform zugemischt und die GefalRe
per Hand gut geschiittelt. Nach®min Inkubation bei Raumtemperatururde das Gemisch bei
12000x g 15 min bei°C zentrifugiert. Die wassrige obere Phase, in der sich die mRNA befand,
wurde nun vorsichtig in ein neues Eppendorf Gefa3 abpipettiert. Dann wurden 500pl
Isopropylalkohol zugegeben und mit der Pipette vermisdlach einer Inkubation von 10 min

bei Raumtemperatur folgte wieder das Zentrifugieren bei 12000 x g fur 10 mid°@eiDer
Uberstandwurde anschlieRend entfernt und das Pellet mit 500ul 75% Ethanol gewaschen und
durch Vortexen gemischt. Bei 7500 x g wuedeerneut fir 5 min bed°C zentrifugiert. Wieder
wurde der Ubestandentfernt und das Pellet fiir-20 min stehen gelassen um zu trocknen. In

16,5ul DEP€LO wurde das Pellet schlief3lich geldst und auf Eis gekihilt.
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3.2.3 ReverseTranskiptase-Polymeraseéettenreaktion

3.2.3.1Umschreibung RNA in cDNA

Durch Reverse Transkription wird RNA in ecBNA (cDNA) umgehrieben. An den flr
mess@igerRNA (mMRNA) typischen pdly { OK g I y 1-EndésS Bindetasith ein
komplementérer oligedT Primerund ermdédicht dadurch dem Enzym Reverse Transkriptase
eine Abschrift der mRNA zu erstellen.

0,75l des Primers wurden hierfur zu 165RNA gegeben und fir 5 min bei 70°C inkubiert,
danach auf Eis gekuhlt. Anschlieend wurden Buffer, 1,25l des Nukleotid Mix,0,5ul
Ribonuklease Inhibitor undul Reverse Transkriptase hinzugegeben. Der Ansatz wurde bei 42°C

60 min inkubiert und schlielich auf Eis gekuhlt.

Primer(oligo-dT) 0,75ul
RNA 16,5ul
Puffer 5l
Nukleotid Mix 1,25ul
Ribonuklease Inhibitor 0,5ul (20V)
Reverse Transkriptase 1ul (200V)
Gesamtvolumen 25ul

Tabellel: AnsatzUmschreibung RNA in cDNA

3.2.3.2Polymerasekettenreaktion

Die Poymerasekettenreaktion ist einen VitroMethode um selektiwkleinste DNAViengen
eines bestimmten Gen bzw. Sequenzabschnittes zu amplifizieren. Die Art der
Amplifikation basiert auf der Abfolge von drei Reaktionsschritten: der Hitzedenaturierung
von DNADoppelstrangen, der Aagerung von Oligonukleotiden (Annea)nund der

enzymatischen Verlangerung der DiEfzelstrange (Elongation). Der erste Schritt dient
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der Auftrennung des DNRoppelstranges in Einzelstrdnge, so dass sich im zweiten Schritt
die OligonukleotidPrimer an ihre komplementareSequenzen anlagernbknen. Mithlfe

einer DNAPolymerase (hitzestabile TdgNAPolymerase, aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus isoliert) erfolgt die DNA Synthese der gewilinschten
Abschnitte beider Strange in-3"-Richtung. Sie beginnt dabei amBhde des angelagten
Primers. Kennt man die Nukleotidsequenzen am Anfang und ade Ees gewinschten
Bereiches,setzt man spezifische Primer als Startpunkte fir die Polymerase ein. Durch
wiederholte Zyklen dieser Reaktionsschritte ist eine exponentielle Vermehrung véa DN
Einzelstrangen komplementéar zu einem vorliegenden il#elstrang moglich, da jeder
Zyklus zu einer Verdopplung der im Reaktionsansatz befindlichen zu untersuchenden DNA

Sequenzen fuhrt.

Zyklenanzahl Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 1 94°C 5min
Amplifikation:

Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 23-36 57-63°C 1 min

Elongation 72°C 1 min

FinaleElongation 1 72°C 10 min

Tabelle2: Reaktionsprotokoll PCR

1ul cDNA wurde in einem sterilen Reagiergefal? mit 12,5ul PCR Mastém agiRolymerase,
dNTR), 10,5ul sterilem Wasser und 1pl Primer Mix durch-éud Abpipettierengemischt.

Anschlieiend wurde das Rohrchen mit dem Gesamtvolumen voh i@5gen Thermocycler
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gegeben.Die Zyklenanzahind Temperaturfir die Anlagerung des Primers variierten je nach

verwendetem Primer (sieh€abelle 4).

cDNA 1 pl
Primer Mix(Vorwartsund Ruckwartsprimer +J4 im Verhaltnis 1:1:18) 1l
PCR Master Mix 12,5ul
Steriles Wasser 10,5ul
Gesamtvolumen 25ul

Tabelle3: Ansatz Polymerasekettenreaktion

Primer Zyklenanzahl| Annealing Temperatur
ATF4 23 57°C
B-Adin 25 57°C
CHOP 29 57°C
ADM2, ATF3, Inhibing, BA, BB, BC,BE, SESN2 32 57°C
XBP1 36 63°C

Tabelle4: PCRKonditionen
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Genname | Primersequenz forward Primersequenzeverse Amplifikat-
lange
Inhibina. | 5-CTCCAGCCACAGATGCGBAGC | 5-CTCTCTCCCCTCCACTGE&GTG 412bp
Inhibin BA | 5~-GTTTGCCGAGTCAGGAACAGEC/ 5-GAGGAAAGGTCTGTGCGACTG 505bp
Inhibin BB | 5-CTTCGCCGAGACAGATGGC@TC( 5-GTAGTAGCCGGTGGGTGCTAIG, 545bp
Inhibin BC | 5-GCTGAGACAGGCCTCTGEBACC | 5-CTCCAGTGGTGCCTGGABGCT 634bp
Inhibin BE | 5~GCTACTGTCACAGACTGBACT | 5-GCTGCAGCCACAGGCC TECAC 765bp
B-Actin 5- GGAGAAGCTGTGCTACGEICG | 5-CGCTCAGGAGGAGCAATGAT 366bp
ADM2 5-CCGCCATGGCCCGGATBCCG |5 AGCCATAGCTGTGGGGGEIGCT| 450bp
ATF4 5-CCGCAACATGACCGAAATBAGC | 5-GGGGACCCTTTTCTTGECCT 1060bp
ATF3 5- AGCAAAATGATGCTTCAABAC | 5-GCTCTGCAATGTTCCTTEITTC 553bp
CHOP 5-CTGCAGATGGCAGCTGAGIC | 5-TGCTTGGTGCAGATTCACEATTC, 515bp
XBP1 5-GAAGAGGAGGCGGAAGCEAAG | 5- GAATGCCCAACAGGATATEAG | 189/163bp
SESN2 | 5-CCAGGCAGCCTATAGCGICAC | 5-GGTCATATAGCGGGTAXTG 1447bp

Tabelle5: Primersequenzenetabliert von Dr. Ansgar Briningynthetisiert Giber biomers.net

3.2.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophoresdast ein analytisches Verfahren zur Auftrennung von Nukleinséure

Strangen ach ihrer GroRRe. Es bezeichndte Wanderung geladener Teilchen durch ein

elektrisches Feld. Bei Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die negativ geladenen

NukleinsdureMolekile durch das Gel in Richtung der positiv geladeftveade je nach Grolie
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und Ladungder Molekile unterschiedlich schnell. Durch den im Gel eingelagerten Farbstoff
wird die DNA im WMicht sichtbar. Die DNRroben wurden in einem vorgeferten 2%
Agarosegel aufgetrennle 10ul degewonnenen DNA wuedmit 1pl Ladepuffer (65% Sucrose,
10mM TrisHCI [pH 7.5], 10mM EDTA, 0.3% Bronmuiiglau) gemischt und mithilfeson
Pipetten in dé Taschen des Gels eingefulint.die erste Tasche des Gels wurde ein DNakker

zum Ablesen der Bandengrol3e geflillt. Diefkaitt des Gelsinter Stromanschluss betrug circa
15 min. In einem Geldokumentationsgerat wurden die Banden unteiLIldkt sichtbar gemacht

und fur die optische Auswertung fotografiert.

3.2.5 Realtime-PCR

Im Gegensatz zur konventionellen PCR mit anschlieReBdimiektophorese erlaubt die Real
TimePCR die Messung der entstehenden fP@&lukte bereits wahrend der Amplifikation
mithilfe fluoreszenzmarkierterOligonukleotiden. Die meisten der gewdhnlich verwendeten
fluorogenen Oligonukleotide basieren auf dem Prinzip des Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfers (FRET) zwischen zwei fluorogenen Molekilen. Hier gibt ein -Elanochrom
(Reporter), angeregt durckine Lichtquelle, Energie an ein Akzepdworchrom (Quencher) ab.

Bei der Verwendung des TagMassays kommt eine doppelt fluoreszenzmarkierte Sonde zum
EinsatzDiese Sonde istn beiden Enden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (ZABIRAUNd FAM
markiert. Der Quencher am 2Ende der TagMan Sonde uetdriickt die Fluoreszenzles
Reporters am 5Ende. Die Energie des Dorduorochroms wird bei raumlicher Nahe zum
Quencher von diesem "geschluckt", so dass keine Fluoreszenz detektierbar ist. Wahrend der
PCRReaktion wird die hybridisierte DN#onde durchdie 5-3'-Exonukleasé\ktivitat der Tag
Polymerase zerschnitten. Durch die Sondenhydrolyse wird die raumliche N&he zwischen
Reporter und Quencher unterbrochen und die nach Anregung des Reporters nun emittierte
Fluoreszenz einer definierten Wellenlange kamit einer Kamera gemessen werden. Die

Zunahme des Fluoreszenzsignatproportional zu deEntstehungron PCHProdukten
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Abbildung7: Realtime-PCRIBALifescienceps

Nach jedem Zyklus wird die emittierte Fluoreszenzmenge vom PCR Geréat erfasst und sofort in
ein Reaktime-PCR Diagramm Ubertragen. Es entsteht eine Kurve, die in drei Phasen
untergliedert weraen kann: eine exponentielle, eine lineare und eine Plateau Phase (Abbildung
8). In der exponentiellen Phase verdoppeln sich die PCR Produkte nach jedem Zyklus und sind
noch reichlich vorhanden. In der linearen Phase beginnen sie auszugehen und die ROR Reak
verlangsamt sich. In der Plateau Phase kommt die Reaktion zu stoppen, da die DNA Molekile
aufgebraucht sind. Im Vergleich zur konventionellen PCR, die die Amplifikation am Ende der
Plateau Phase misst, konzentriert sich die Ries-PCR auf die expentielle Phase. Sie liefert

die préazisesten Daten fur die Quantifizierung. In dieser Phase werden zwei Werte berechnet:
der festgelegte Schwellenwert (in Abbildung 8 als griine Threshold line dargestellt), der eine
bestimmte Fluoreszenzintensitat vorausgetnd der Threshol&yklus (engl.: cycle threshold

oder CtWert), der Schnittpunkt der Amplifikationsgraphen mit der Threshold line.
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Abbildung8: Diagramm der Realme PCRAppliedBiosystems 2011)

Fur die Realime-PCR wrde 1pl cDNA mit 1ul Primerl2,5ul Realtime-PCR Master Mix
(AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTPs, Puffet)10,5ul sterilemWasser vermischt und in
einer 96-well-Platte in den Thermocycler
(siehe Primersequenzen Tabelle 5) verwendet,
TCCTTCCTGGGCATGGABWMRASfUr p—Actin und 6-FAMGCTGAGTCCGCAGCAGRNMIRA

die die TagMan

fur XBP1 (siehe Kapitel 4.5, Abbildung 20) miteinschlief3en.

gegeben. Als Primairden p—Actin und XBP1
SoriEmM

cDNA 1 pl
Primer 1l
Reaitime-PCR Master Mix 12,5ul
Steriles Wasser 10,5ul
Gesamtvolumen 25ul

Tabelle6: Ansatz Realime-PCR
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Zyklenanzahl Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 1 95°C 20 sec
Amplifikation:
Denaturierung 95°C 3 sec
40
Annealing + Elongation 60°C 30 sec

Tabelle7: ReaktionsprotokolRealtime-PCR

3.2.6 Microaray

Zur Genanalyse von mit Nelfinaurkubierten Jurkatzellen wurde von der IMGM Laboratories

GmbH, Lochhamer Str. 29, 82152 Martinsried, DeutschhamrdBeginn meiner Doktorarbeit im

Auftrag des Forschungslabas Microarray durchgefuhriMithilfe der Microarray Technologie

ist es moglich, die Expsion zahlreicher Gene parallel nebeneinander zu analysiében.
aAONRBI NN & gdzZNRS @2y RSNJ CANXI LabDa Ahdlyse 23S\
mit sogenannten AffymetrbChipsdurchgefihrt, d.h. dass das gesamte menschliche Genom
untersucht werden kann.Die Proben wurden von Marbeitern des Brschungslabors
aufbereitet, die Genchiphybridisierung und Bioinformatikalyse wurde von den IMGM
Laboratorien vorgenommenJurkatzella wurden in einer Konzentration voB pg/ml sechs

Stundenmit Nelfinavir behandelt und die gewonneneRNA auf regulierte Gene gescreent.

3.2.7 Immunfluoreszenz

Die Imnunfluoreszenz ist eine Methodebei der bestimmte Proteine mithilfe von an
Farbstoffmolekie gebundenen Antikdrper markiert und sichtbar gemacketdaen. Bei der hier

angewandtenindirekten Methode erfolgt im ersten Schritt die Anbindung von spezifischen
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Antikodrpern (erzeugt in Kaninchen) an das zu untersuchende Protein. Im zweiten Schréinwird
Sekundé@antikérper (erzeugt in Ziege, ni-Kaninchel hinzugegeben der sich gegen den
Primarantikdrper richtet. Der Sekund&rantikbrper ist mit einem fluoersriden Farbstoff
(Carbocyanin b markiert. Die gebundenen AntigentikorperKomplexe koénnen so im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden.

Fir die Immunfluoreszenz wurden in eind&K8mmerPlatte je 5 x 10Zellen pro Kammer gesat

und bei 37°C fur ca. 24 inkubiert. Je nachExperiment wurden den Zellen dann die
verschiedenen Chemikalien zugefugt (siehe unten). Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde
das Nahrmedium entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen
mit Methanol fixiert, indem man20°Ckaltes Methanol 5 min zu den Zellen gab. AnschlieRend
wurde das Methanol wieder durch PBS ersetzt, so dass die Zellen rehydrieren konnten. Nach 5
min wurde das PBS abgenommen und die Zellendemt AntikdrperADM2 (1:200 in PBS/5%
Pferdeserum verdinnt) fil,5 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal fir je 5 min
mit PBS gewascherbevor der SekundarantikorpgZiege AntKaninchen 1:200 in PBS/5%
Pferdeserum verdinnt) zugegeben wurde. Es folgte eine Inkubation von einer % h. Danach
wurde dreimal mit PBS gewaschen und zuletzt einmal mit destilliertem Wasser gespuilt.
Schlief3lich wurden die Kammern von der Platte entfernt ormlinting Medium zum Fixieren

der Zellen auf die Platte gegeben. Zuletzt wurde eine Deckplatte aufgelegt und die Zellen

konnten unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

Zellen Substanz | Inkubationszeit
HelLa | Tunicamyin 6h
HelLa DTT 6h
HelLa Nelfinavir 24h

Tabelle8: Inkubationszeiten Immunfluoreszenz
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3.2.8 Plasmidklonierung undiransfektion

3.2.8.1PCR Klonierung

Bei der PlasmiiKlonierung werden DNAragmente mithilfe eines Vektors (Plasmid) in
Wirtszellen (Bakterien) eingeschleust und vermehrt. Plasmide sind kurze ringférmige DNA
Molekile, die sich in Bakterien unabhangig vom Baktehieomosom replizieren kdnnerer

hier verwendetepcDNA3.1V8is Vektorhat eineno ¥ ¢ K &-UbkrifangdDie in der PCR
eingesetzteTagPolymera®, die eine Transferasiktivitat besitzt, kntipfimmer einAdenin (A)

'y RFA oW 9y RS &SAn den MFuberiadPdRsdx{ekids&indet sich das
Uberhangenle A des PCRProdukts. Die Ligation erfolgt mit einer im Vekiotegrierten
Topoisomerasel. Plasmidvektoren enthalten zudem ein Antibiotikaresistenzgen, das eine
Selektion plasmidtragender Bakteriegrlaubt. Nach der Ligation werden die entstandenen
Hybridmolekile in Bakterienzellen uUberfuhrt (Transformation) und auf antibiotikahaltigen
Agarplatten ausgestrichen. Dies ermdglicht die Selektion resistenter und somit
plasmidtragender Bakterien. Jede etatisdene Kolonie reprasentiert die Nachkommen einer
Zelle (Klon). Durch Anzucht der Bakterienklone kann dieses Fragment beliebig vermehrt werden.
Fur die PCR Klonierung wurde der pcDNA3HIM5 TOPD Expression Kit (Invitrogen)

verwendet.

PcDNA3.1/ ¥
V§5-His-TOPO [

Abbildung 9: pcDNA3.1/VEHis© TOPO® Vektor: er enthélt Gene fur das V5 Epitop und die
Ampicillin Resistenz, den T7 und CMV Promotor sowie ein BGH Polyadenylierunfjsigtralgen
2009)
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Es wurden launleitung1pl cDNA, ful TOPG Vektor, Jul Salt Solution und |2 HO gemischt.
AulRerdem wurde eine Kontrolle ohne cDNA angesetzt. AnschlieBend wurden E.coli Bakterien
(One sho®TOP10Jnvitrogen zugegeben und das Gemisch auf Eis gekuhlt. Dann wurde es fur
1min auf 42°C erhitzt und wder auf Eis gekihlt. Nach dem Hinzufiigen vonu2@DViedium
(Invitrogen)wurde der Ansatz bei 37°C 1h inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf Agarplatten,
die Ampicillin enthielten, verteilt, so dass Uber Nacht die Bakterienkolonien wachsen konnten.
50ml LB Medium wurde mit 100ul Ampicillin vermischt und je 200ul des Gemisches
Eppendorf Rohrchen verteilt. Von den Agarplatten wurde je eine Bakterienkolonie gepickt, mit
einer Pipette in diese Rohrchen dberfuhrt und tUber Nacht inkubigg.war mdglich, as
sowohl plasmidtragende Bakterieentstehen die richtige mserts enthaten als auch Kolonien

mit teilweise oder verkehrt herum inserierten PERdukten Deswegen erfolgte eine Kontrolle
durch PCRIn einem ersten Schritt wurde die PCR mit dénforward- BGHreverse Primer
durchgefiihrt, um zu bestimmerwelche Kolonien dasPlasmid mit demPCRProdukt intakt
beinhalteten und welche ni¢h (32 Zyklen, 57°GRrimer siehe Tabelle 9, PCR Protokoll siehe
Kapitel 3.2.3.2

Primer Primersequenz

T7 forward 5-TAATACGACTCACTATAGGG
BGH reverse 5-TAGAAGGCACAGTCGRGG
ATF4reverse 5-GGGGACCCTTTTCTTGBCCT

Tabelle9: Primersequenzen PHonierung

Um die Plasmide zu selektieren, die die cDNA in der korrekten Richtung trugen, wurde eine
zweite PCR durchgefihrt. Hierfir wurden diefdivard- ATF4 reverse Primer verwendet (36

Zyklen, 57°Grimer sieheTabelle 9 PCR Protokoll siehe Kapitel 3.2.3.2).
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Nachpositivem Ergebnig der PCRvurden 30ulder Bakterien in LB Mediumntnommen und
zu 5mireinem LB Medium (mit Ampicilligemischt) gegeben, geschuttelt und wiederum Utber
Nacht inkubiert. Nun wurde mit dem NucleoSpRiasmid Kit von Macherneyage] laut deren

Protokoll| die PlasmieDNA gereinigt und gewonnen.

3.2.8.2Transfektion

Das Einschleusen von FredlA in eukaryotische Hen wird als Transfektion bezeichnet. Dies
ist mittels verschiedenster Verfahren (z.B. Mikroinjektion, Elektroporation, Calehwsphat
Préazipitation, etc.) mogliciHier wurdedie Lipofektion angewandt. Mitlie von Liposomen wird
das genetische Materian die Zellen eingebracht. Liposomen sind Moleklle mit einer aul3eren
LipidDoppelschicht und einer wassrigen inneren Phase, welche die Plaaaofitshmen kann.

Je @l der gewonnenen Plasmide wurden zu 25ul serumfreiem Medium gegeben. Lipofectamine
(Invitrogen)wurde im Verhéltnis 1:50 ebenfalls mit serumfreiem Medium gemischt. Hiervon
wurden je 25ul zu den im Medium geldsten Plasmiden gegeben. Das Gemisch musste nun 10
min ruhen bevor es auf die Zellen in einefk&mmerPlatte verteilt wurde. Die éllen wurden
einen Tag zuvoangesetzt Die Plasmidevurden dann zusammen mit den Zellen Uber Nacht
mindestens 24 h bei 37°C inkubieEntweder wurden anschlielBendie Zellen mit Methanol
fixiert und fur die Immunfluoreszenz vorbereitet (siehe KaBt@l7 Immunfluoreszenz) oder sie
wurden durch die ReversEranskriptionPCR analysiert.

Als Primarantikérpebei der Immunfluoreszenz kam eub-Antikorper zur Verwendungla auf
dem Vektor ein hochimmunaffines V5 Epitop intergriert ist. Bekundarantikorper war ein
ZiegeAnti-MauslIgG.

Fur dieReverseTranskriptionAPCR wurden Primer von ADM2, ATF3, ATF4, CHOPR-Actih
verwendet (Primersequenzen siehe Tabelle F)r den Nachweis der ATF4 Transkription aus
dem pcDNA3.1 Expressionsplasmvdrde ein Vorwartsprimerverwendet der sich an den
CMV Promatr des pcDNA3.1 Vektors bindépmbiniert mit demRuckwartsprimer von ATF4
(CMV forward5-CGCAAATGGGCGGTAGGRQTG
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4 Ergebnisse

4.1 Microarray Analyse Nelfinaviregulierter Gene

Nelfinavir fuhrt in Tumorzellen Uber ER Stress zur Apoptose. Dieser Mechanismus wurde bereits
in verschiedensten Krebsarten beschrieben, darunter beispielsweise Lungenkarzinome, Gliome
und OvarialkarzinoméGillset al. 2007; Pyrkaeet al. 2007; Biining et al. 2009) In unserer
Arbeitsgruppe wurde in Vorarbeiten beobachtet, dass Nelfinavir in einer Konzentration
zwischen 4 und 1Qug/ml in Leukéamiezellen wie Jurkatind IM9Zellen zum Zelltod fuhrt
(Brining et al. 201Q)Auch bei der chronisch lymphatischen Leukamie(B.) ist bekannt, dass

ER Stress Induktoren zum programmierten Zelltod ful{Rosati et al. 2010PDer zum Zelltod
fuhrende Mechanismus ist aber sowohl bei epithelialen Tumorzellda auch bei
Leukamieellen weitgehend unverstanden gebliebekdm die Wirkung von Nelfinavir auf
leukédmische Krebszellen besser zu verstehen, wurde darum eine Microarray Analyse mit
Nelfinavir behandelten Jurkatellen (TZellLeukamieZelllinie)veranlasst.Der Microarray der

aus technischen Griinden im eigenen Labor nicht vorgenommen werden kavuntge von der
CANXYI LaDa Ffa a23SylyyidS a2K2tS DEywdésa aio
dazu RNA Praparationen von dnenbehandelten Jurkat ZellpopulationefeWeils 500000

Zeller) genommen und mit dremit Nelfinavir behandelte Zellpopulationen verglichen. Diese
Probenanzahl stellte die fir eine biostatistische Analyse (vorgenommen von Statistikern der
IMGM) mindestnotwendige Anzahl ddr24 hochregulierte Gentranskigmit einem cutoff )2
konnten durch die Microarray Analyse identifiziert werdB®me 25 am starksten durch Nelfinavir

hochregulierten Gene sind in Tabelle 10 zusammengefasst:
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Rang| Abkirzung| Beschreibungles Gens x-fold-change

Homo sapiens gangliosideduced differentiatiorassociated

1 | GDAP1L1 39,86
protein 1-like 1

2 SULT6B1| Homo sapiens sulfotransferase family, cytosolic, 6B, memb 38,93

3 | TSC22D3 | Homo sapiens TSC22 domain family, member 3 25,34
Human liver regeneration after partial hepatectomy Homo

4 | RNU4ATAC( . 19,41
sapiens cDNA

5 | SLC6A9 | Homo sapiens solute carrier family 6 17,0
Homo sapiens ChaC, cation transport regulator homolog 1 (|

6 | CHAC1 . 15,97
coli)

7 | ZNF391 Homo sapiens cDNA clone 14,12

8 | FUT1 Homo sapiens fucosyltransferase 1 13,85

9 | RHOB Homo sapiens ras homolog gene family 13,10

10 | GPT2 Homo sapiens glutamic pyruvate transaminase 10,52

11 | SLC7A11 | Homo sapiens solute carrier family 7 10,43

12 | SESN2 Homo sapiens sestrin 2 9,81

13 | VEGF A | Homo sapiens vascular endothelial growth factor A 9,19

14 | ASNS Homo sapiens asparagine synthetase 8,75

15 | MS4A7 Homo sapiens membrargpanning 4domains 8,54

16 | SCML4 Homo sapiens sex comb on midlége 4 8,08

17 | VLDLR Homo sapiens verpw density lipoprotein receptor 8,07

18 | ADM2 Homo sapiens adrenomedullin 2 7,62
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19 | PAX6 Homo sapiens paired box 6 7,32
20 | ATF3 Homo sapiens activating transcription factor 3 7,31
21 | IL2 Homo sapiens interleukin 2 6,97
22 | ASS1 Homo sapiensirgininosuccinate synthetase 1 6,38
23 | FBX0O32 | Homo sapiens-Box protein 32 6,1
24 | CCL3 Homo sapiens chemokine-Cmotif) ligand 3 6,06
25 | LMO2 Homo sapiens LIM domain only 2 5,82

Tabellel0: Durch Nelfinavir in Jurkatellenhochregulierte Gentranskripte

Da bei dergrofRenVielfalt an Genen nicht auf alle eingegangen werden konnte, wurden die
Gene nach ihrer Relevanz selektiebabei lieRen sich mehrere Gruppen bilden, darunter
beispielswése eine Gruppe von ER Stress Proteinen und eine Gruppe von Wachstumsfaktoren
bzw. Peptidhormonen.

Die zwei am starksten hochregulierten Gene sind jed@BAP1L1(gangliosideinduced
differentiation-associated proteinl) und SULT6B1 (Sulfotransferase &DAPL1, dessen
urspranglicher und darum offizieller Name etwas irrefihrend ist, gehort funktionell zu den
GlutathionSTransferasen die eine zentrale Rolle beim Abbau koérperfremder organischer
Stoffe spielen(Noack et al. 202; Shield et al. 2006 Auch Sulfotransferasen sind Enzyme, die
ihre Funktion u.a. in der Entgiftung habdiakahashi et al. 20Q09Es wurde durch den
Microarrayalsoeine Gruppe von Genen identifiziert, difensichtich der Detoxifizierungron
Nelfinavirin Tumorzellen dieneninteressanterweise gibés aberzur Entgiftung von Nelfinavir

in Tumorzellemoch keine Studien.

CHAC1, SESN2 und ATF3 gehdren zur GruppeRBtressProteine. CHAC1 wird stark
hochreguliert und liegt auf Rang 6. CHACAti¢n transport regulatotike proteinl) ist ein

unlangst entdecktes Gen, das durch ER Stress induziert und durch ATF4 reguliert wird. Es ist ein
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Auslaufer des ATFATF3CHOFRSignalwegs und koénnte den proapoptotischen Effekt dieser
Transkriptionsfaktoren herbeiftihrefMungrue et al. 2009)

SESN2 (Sestrin 2, auch Hi95 genannt, Rangeh®)tgzur Familie der Sestrine und somit auch
zur Gruppe der Stressy RdzZl ASNIISYy t NRPGSAYySo® { ASBudndidtSy | f a
al. 2002) Zum einen sind siAntioxidantien(Budanov et al. 2004zum anderen inhibieren sie

die Aktivitat von TORtgrget of rapamycin complex). TOR ist ei@ Proteinkinase, die
Zellwachstum und Zellmetabolismus reguliettm die zellulare Homdostase aufrecht zu
erhalten(Leeet al. 2010)

ATF3 isebenfallsein beschriebene&R 8ess Protein (siehe Kapitel 123 und liegt auf Rang 20.
Dieim Rahmen dieser Arbeteressanteste Gruppe bildgedochdie Wachstumsfaktoren und
Peptidhormone. HieaugehorenlL2,VEGRA undADM2.

IL2 (Interleukin 2, Rang 21) ist einZ@llWachstumsfaktor.Es stimuliert die Produktion
verschiedenster Abwehrzeh (Bachmann and Oxenius 2007)

Der Wachstumsfaktor VEGF vagcular endothelial rgwth factor A, Rang 13¥ypielt n der
Vaskulogenese, Angiogenese und im endothelialen Zellwachstum eine wichtige (Ralle
Herttuala et al. 2007)

Das Gen, auf daalerdingsim Rahmen dieser Arbeitas Hauptaugenmerk gerichtetunde, ist

das Peptidhormon ADM2. Es liegt auf Rand718fach hochregulieft Wie VEGF A flihrt auch
ADM2 zurNeoangiogeneseDie Tumorgenesast starkvon der Neubildung von BlutgefaZen
abhangig.Wahrend der Wachstumsfaktor VEGF A bereits vielfach untersucht und beschrieben
wurde, gibt es Uber die Funktion von ADM2 bei der Tumorprogression wenige Daten. Auch die
Regulation der Transkriptioovon ADM2 istnicht ausreichend geklartDeswegen sdk im
Rahmen dieser Doktorarbeit die durch ER Stress induzierte Hochregulation von ADM2 genauer

untersucht werden.
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4.2 PCR Analysen zur Validierung des Microarrays

4.2.1 ADM2 Hochregulation in Jurk@ellen

ADM2 wurde im Microarray stark hoaguliert. Um diese vorlaufigen Ergebnisse zu bestatigen,
wurden PCR Analysen durchgefihltrkatzellen wurden in verschiedenen Konzentrationen mit
Nelfinavir inkubiert Die Konzentration von 2@/ml wurde bei HIVPatienten als
durchschnittlichertherapeutischer Serumspiegel festgelegt und (@2nl ist die maximale
Plasmakonzentration () (Brining et al. 2000H6hereKonzentratiomn von > 5ug/ml fihren

in leukéamischen Tumorzellen bereits zur Apopt¢Beining et al. 2010und sind wegen einer
moglichen Tumorbehandlungon BedeutungDie Einwirkungszeit auf diéellen mit Nelfinavir
betrug sechs Stunden AnschlieRend wurde die RNA extrahiert und diese ciDNA
umgeschrieben. Die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach Zugabe des spezifischen

Primeipaares fir ADM2.

0 22 32 5 pg/ml NFV

Abbildung10: JurkatZellen mit Nelfinavir

In Abhéngigkeit der Konzentration ist hier eine deutliche Induktion von Ab&zhdheren
Nelfinavirkonzentrationerzu beobachten (Abbildung 10). Genau wie im Microarray findet eine
Hochregulation des Peptidhormons, durch Nelfinavir eingeleitet, siig. bei HIWPatienten
normalerweisemaximalerreichte Konzentration von 3,@8/ml erzeugt bei JurkaZellen jedoch

noch kene Hochregulation vorADM2.
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In einerweiteren Versuchsreihe wurden PCR Analysen von Jurkatzellen mit und ohne Zugabe
einer auf 8 pg/ml erhdhten Konzentratiomon Nelfinavir gemacht. Um zu sehen, ob die
Hochregulation des Peptidhormons ADM2 an die Induktion der ER Stress Reaktion gekoppelt ist,
wurden gleichzeitig die ER Stress Transkriptionsfaktoren CHOP, ATF4 und ATF3 untersucht
(Abbildung 11). AuBerdem wurdeine PCR Analyse des Peptidhormdnsibin BE mit
durchgefuihrt, da auch dieses, wie sich in Vorarbeiten gezeigt hat, nach Nelfinavirzugabe

hochreguliert wird.

- +  NFV 8ug/ml
ADM2

Inh BE
CHOP

ATF3

ATF4

B-Actin

Abbildung 11: JurkatZellenmit/ohne Nelfinavir

Bei den Jurkatzellen mit bzw. ohne Nelfinavir zeigt sich eine Induktion der Peptidhormone;
deutlich beilnh BE, etwas schwécher, deach aber zu sehen bei ADM2. Auch die ER Stress
Proteine CHOP, ATF4 und ATF3 lasseh Zugabe von Nelfinavir eine verstarkte Expression
erkennen. Diese ist bei CHOP und ATF3 ausgepragter als bei ATF4.
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4.2.2 ADM2 Hochregulation in epithelialen Tumoren

Um zu untersuchen, ob die bei Jurkllen beobachtbare ADM2 Induktion auch auf epitheliale

Tumore Ubertragbairst, wurde nun die gynakologische ZellinkCF7 (Mammakarzinom) fur die

PCR Analyse aufbereitet. Wieder wurde eine Konzentrationsreihe ang®&gtrend bei den
leukamischen Zelllinien eine Konzentration von 4 bis1®K Yt b St FAY Il GANJ 0 SNBE
fuhrt (Bruning et al. 2010)ist bei den epithelialen Tumorzellen eine héhere Konzentration von

y OA& wmp >3k Y {Brumng, 2d11)Mdbeh dédd Pyimiein XUB die Peptidhormone,

wurden Primer der ER Stress Proteine CHOP und XBP1 ézhgabbildung 12

0 4 12 ug/ml NFV

T

Abbildung12: MCF7Zellenmit Nelfinavir: Konzentrationsreihe

Es ist eine detliche konzentrationsabhangigenduktion von ADM2 und Inh3E nach
Nelfinavirzugabe zu erkennen. Diese ist stark an die Induktion der ER Stress Reaktion gekoppelt,
was sich v.a. im Splicing von XBPldetspiegelt (sichtbar an der zweiten Bande in der
Gelelektrophorese)Dochauch CHOP zeigine mit der Konzentration von Nelfinavir steigende
SignalerhéhungDa die Induktion der Peptidhormone sogar noch ausgepragter ist als in den
Leukédmiezellen, wurdeuséatzlich die epitheliale Zelllinie Hel@ervixkarzinom)untersucht
(Abbildung 13)Ahnlich wie bei den MCF7 Zellen ist wieder eine starke ADM2 un@Bnh
Induktion zu sehenDa die Neoangiogenese bei soliden Tumoren eine weitaus wichtigere Rolle

spielt,ist es interessant zu beobachten, dass hier aitdekerelnduktion stattfindet.
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0 4 12 pg/ml NFV

— I

Abbildung13: HeLaZellen mit Nelfinavir: Konzentrationsreihe

4.3 ZeitabhangigePCR Analysen der ER Stress Reaktion
4.3.1 MCF#Zellen nach Nelfinavirbehandlung

Bisher wurdeeine konzentrationsabhéngige Induktider Peptidhormone ADM2 und IriE mit
starker Kopplung an die Induktion der ER Stress Reaktion nach Nelfinavirgegaiggt. Um z
sehen, wie schnell die Induktion der Peptidhormone auf die ER Stress Reaktion folgt, wurden
zeitabhangige PCR Analysen aufbereitet. Nelfinavir wurde hierfiir in gleicher Konzentration
(20pg/ml), aber zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu MCF7 Zellen gegeben. Die Einwirkzeit des
Proteaseinhibitors auf die Zellen variierte dementsprechend zwischen zwei und acht Stunden
(Abbildung 14). Zusatzlich zu den ER Stress Markern XBP1, ATF4, ATF3 umdirGel@R
dieser Stelle auch SESN2 mit untersucBESN2 wurde in der Mi@oay Aalyse stark

hochreguliert. Um dieses Ergebnis zu validieren, erfolgten hier PCR Analysen.
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0O 2 4 6 8 hNFV20ug/ml

ADM2
Inh BE

XBP1
ATF4

ATF3
CHOP
SESN2

B-Actin

Abbildung14: MCF7Zellen mit Nelfinavi Zeitreihe

Schon nach zwei Stunden Nelfinavireinwirkung auf die Zellen wird die ER Stress Reaktion
ausgelost, was hier am XBP1 Splicing deutlich sichtbar ist. Mit Beginn des Splicings ist auch eine
Induktion der Peptidhormone erkennbar. Je langer die Nelfinavirekuniy ist, desto starker ist

das Signal bei ADM2 und IfiE. Auch die anderen ER Stress Proteine ATF4, ATF3 und CHOP
werden nach Zugabe von Nelfinavir hochregulierBereits nach zwei Stunden
Nelfinavireinwirkung gibt es eine deutliche Signalerhebuitiz4zeigt dabei jedoch ein deutlich
schwécheres Signal als ATF3 und CI38BN2 wird wie in der Microarray Analyse ebenso in der

PCR Analyse hochreguliert. Eine zeitabhangige Induktibreisebenfallzu beobachten.
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4.3.2 MCF*#Zellen nach Behandlung anderer &iress Induktoren

Die vorausgegangenen Experimente haben gezeigt, dass der Proteaseinhibitor Nelfinavir die ER
Stress Reaktion ausldst und gleichzeitig eine Induktion der Peptidhormone ADM2 ufi& Inh
bewirkt. Als nachstes wurde untersucluty dieser EBkt auf Nelfinavir beschrankt isider ob

auch andere ER Stress Induktoren zu einer Hochregulation der Peptidhormone fuhren.

4.3.2.1Tunicamyzin

Tunicamyzin (Glykosylierungsinhibitor) wurde in einer Konzentration yoagin? zu MCF7
Zellen gegeben. Die Substanarde zwischen einer und vier Stunden auf den Zellen belassen,

bevor diese dann fur die PCR Analyse bearbeitet wurden (Abbildung 15).

(@]
=
N
w

4  hTUN (2 ug/ml)
ADM?2

Inh BE
e XBP1
ATF4
ATF3
CHOP

SESN2

B-Actin

Abbildung15: MCF7 mit Tunicamyzin: Zeitreihe
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Am XBP1 Splicing erkennbar wird bereits nach einer Stunde Einwirkzeit ER Stress ausgeldst.
Auch die anderen ER Stress Proteine zeigen proportional zu der Zeit, in der Tunicamyzin auf die
Zellen wirkt, eine Signalerhéhung. Bei ADM2 und [Rhist kurz daraueine starke Induktion

nach drei Stunden zu sehen.

4.3.2.2Thapsigargin

Dieselbe Versuchsreihe wurde mit Thapsigar@e (ATPaseHemme), einem weiteren ER
Stress Induktor, wiederholt. Wieder wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Chemikalie in

einer Korzentration von 100nM zu MCF7 Zellen gegeben (Abbildung 16).

0 1 2 3 4 hThapsi(100nM)
ADM2
Inh BE

XBP1

ATF4
ATF3

CHOP

SESN2

B-Actin

Abbildung16: MCF7 mit Thapsigargin: Zeitreihe
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Auch hier hebt sich bereits nach einer Stunde das XBP1 Splicing heraus. ATF4 zeigt eine Uber die
gesamte Zeit langsame Signalerhéhung, CHOP und SESN2 zeigen eine starke Signalerhéhung
nach zwei bzw. drei Stunden. ATF3 erfahrt zuerst eine Hochregulaterabdr nach zwei
Stunden wieder abnimmt. Bei ADM2 kommt es zu einer stetigen Zunahme des Signfks, Inh

hingegen lasst erst nach zwei Stunden ein schwaches Signal erkennen.

4.3.2.3Quercetin

Die spezifische Induktion von ADM2 bzw. pthdurch ER Stress konnteske Peptidhormone

auch zu mogliche PCR Marker fur die ER Stress Reaktion médh@& wurde von unserer

I ND SAGAINHZIIS | dzOK 1 NNJ £ A OK yIRIdZO SYRI Dfwa @ KiNIB aailaN.
(Bruining et al. 201 Es wurden darum verschiedene rabor vorhandene Agenzien auf eine

Induktion von ADM2 getestet. Dabei konnte u.a. das Flavonoid Queregirkirzlich von uns

als Proteasoninhibitor identifiziertes natirliches Antioxidans (Klappan ef8ll1?, als schwach

ADM2 induzierendes Molekidentifiziert werden, was in Abb. 17 gezeigt ist.

MCF7 Zellen wurdendafir mit Quercetin in einer Konzentration voriOOuM und

unterschiedlicherZeitdauerninkubiert.

0 2 4 6 h Quercetin (100uM)

— I

Abbildung17: MCF7 mit Quercetin: Zeitreihe
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Ein XBP1 Splicing lasst sich in der-laslerten PCR Analyse nicht darstellen. Weitere
Untersuchungen (she Kapitel 4.5 konnten jedoch eine schwache lidion der ER Stress

Reaktion durch Quercetimittels Reatime-PCR aufzeigen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nicht nur Nelfinavir, sondern auch andere ER Stress
Induktoren wie Tunicamyzin, Thapsigargin und Quercetin zu einer Induktion der Peptidhormone
ADM2 urd Inh BE fuhren. Die Hochregulation von ADM2 ist demnach eine generelle Reaktion

auf ER Stress und nicht spezifisch von der Nelfinavir Behandlung abhangig.

4.4 Inhibin BE Hochregulation im Vergleiamit anderen Inhibinen

Von allen funf Untereinheiten der Inhibine ist eine Expression in gynakologischen Zelllinien
nachweisbar(Mylonas et al. 2006; Kimmia#t al. 2010) Dass InhibiBE nach Zugabe von ER
Stress Induktoren wie Nelfinavir eine Hochregulation erfahrt, konntedém bisherigen
Experimenten dargestellt werden. Um zu sehen, ob eine vermehrte Expression durch Nelfinavir
auch bei den anderen Inhibinen induziert werden kann, wurde eine weitere PCR Analyse mit

MCF7 und HeLa Zellen durchgefiihrt (Abbildungen 18 und 19).
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- B-Actin = B-Actin

Abbildung18: MCF7Zellen mit Nelfinavir Abbildung19: HeLaZellen mit Nelfinavir

Eine ahnliche konzentrationsabhéngige Induktion wie bepEmach Nelfinavirzugabe kann bei
den anderen Inhibinen nicht beobachtet werden. Es zeigt sich eine in etwa konstante
Signalerhebung, unabh&ngig von der Menge an Nelfinavir, die zu den Zellmmdgeben

wurde.

4.5 Realtime-PCR Analysen

Um eine bessere Quantifizierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurde einénReRICR
Analyse fir XBP1 etabliert. Die Reale-PCR erlaubt eine schnellere und sensitivere Apalys
als die konventionelle PCRas Splicing von XBP1 ist ein sicheres Kennzeichen fir ER Stress.
Durch ER Stress wird ein 26 Nukleotide umfassendes Intron aus der woRN¥BR entfernt,

wie auf den oben gezeigten StanddP€R Gelen zu sehen wBa dieTagMan Sondsichuber

die gespleil3te Stelle von XBBnlagert, wird in der Redime-PCR nur die gespleildte Form von
XBR erkannt und erfasst (Abbildung 2apie Reatime-PCR mit XBP1 als Primer eignet sich

deswegen besonders gut, induzierten ER Stress nachzuweisen.

42



A
TGCGAAGAGGAGGCGGAAGCCAREAATGAAGTGAGG

CCAGTGGCCGGECTGAGTCCGAGCACTCAGACTA

CGTGCACCTCTEBAGCAGGTAGGCCCAGTTGTCACCC

CTCCAGAACATCTCCCCATGGATTCTGGCGGTATTGACTC

TTCAGATTCAGAIGATATCCTGTTGGGOAIGAC

a

Abbildung20: XBP1 Splicing und Primer: Rot markiert ist das 26 Nukleotide umfassende Intron, das
aus der mRNA durch Splicing entfernt wird. Das Exon, aus dem das Intron entfernt wird, ist blau
markiert (Exon 4). Die schwarz unterstrichene Sequamspricht den peripheen PCR Primer. Die
Pfeile markieren die Richtung, aus der abgelesen wird. Die Sequenz fir die TagMan Sonde ist blau
unterstrichen (Brining 2011) Bei dem Splicing handelt es sich um ein ufgghes zytosolisches
Splicingwahrend d& regulare Splicinop der Regel im Zellkern stattfindet.

4.5.1 XBP1 Splicing nach Quercetimd Tunicamyzinbehandlung

In den vorherigen Kapiteln konnte mittels klassischer PCR gezeigt werden, dass durch Zugabe
von ER Stress Induktoren wie z.B. Tunicamyzin zu Tumorzellen eitredsARSaktion ausgeldst
wird. Diese zeigt sich am XBP1 Splicing. Da dietiReaPCR das sensitivere Verfahren ist,
sollen diese Ergebnisse nun mit dieser Methode bestatigt werden. MER&h wurden sechs
Stunden mit Tunicamyzin und vier bzw. sechs &unnmit Quercetin inkubiert. Die cDNA, die
anschlieBend gewonnen wurde, wurde zusammen mit den Primern fir entweder XBP1 oder
B-Actin (dient als Kontrolleln der Reatime-PCR gemesseAbbildung 21zeigtdas vom Real
time-PCR Gerat erstellte Diagramdehoher die Kopienzahl des Zielgens in der PCR ist, desto
schnellerkann eine Amplifikation und ein Anstieg in der Fluoreszenz beobachtet wendgn
desto kleiner ist der GVert (Schnittpunkt der Amplifikabnsgraphen mit der griinen Linie,
Erlauterung siehe Abbildung 8).
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Delta Rn vs Cycle
A 1.0e+001

1.0e+000

Tunicamyzin | T

Delta Rn

1.0e-001
Quercetin 6h -/

P e e e B

1.0e-002
123 4 567 8 910111213141516 171819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Delta Rn vs Cycle

B 1.0e+001
B-Actin
1.0e+000 alle Proben I
&
2
1.0e-001

1.0e-002
123 456 7 8 910111213141516171819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Abbildung 21: Reattime-PCR: MCFZellen behandelt mit Tunicamyzin (/ml) und Quercetin
(100 pM). MCFZellen wurden 6h mit Tunicamyzin,4 und 6h mit Quercetin inkubiert.
Die xAchse zeigt die Anzahl der RZ¥len, die yAchse die relative Fluoreszenzintensitat.

A) XBP1 Primer. B}Actin Primer zuKontrolle.

Die Reatime-PCR bestatigtine starke Induktion von XBFSplicing in Tunicamyzbehandelten
MCF7 ZellenIm Vergleich zur klassischen PCR (Abbildung 17) lasst sich nun auch ein

eindeutiges, allerdings schwacheré@8P1 Splicing in Quercetiehandelten MCF7 Zellen
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darstellen was zur ADM2 Induktion durch Quercetin fihren kabennoch 16st Quercetin eine
schwachere ER Stress Reaktion als Tunicamyzin aus. iertCton Tunicamyzin ist in der

XBP1 Analyse mit 25,09 kleiner als di&\@irte von Quercetin (31,03 und 31,97).

4.5.2 XBP1 Splicing nach Nelfinav@uercetin und Bortezanibbehandlung

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die ER Stress Induktoren Nelfinavir, Quercetin und
Bortezomb in der Reatime-PCRauf XBR Splicing getestet. Jeechs Stundemvurden MCF7
Zellen mit den Substanzen inkubierEine unbehandelte Kontrpitobe wurde ebenfalls
angelegt. Um den direkten Vergleich zu haben, wurde von den Prolpamallel eine

konventionellePCRiurchgefiuhrt (Abbildung 22)

2. H Delta Rn vs Cy=*
1.08+001 p-Actin Quercetin
alle Proben \
1.0e+000 \

NFV
Kon NFV BTZ QCT %
& / BTZ '
- XBP1 \
Kontroll
B-Actin ontrolle

1.0e-005

12 3 456 7 8 91011121314151617 18192021 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40

Abbildung 22: Red-time-PCR: MCFZellen wurden fir je 6h mit Nelfinavie@ png/ml), Quercetin
(60 pM), Bortezomib (20 ng/ml) oder unbehandelt (Kontrolle) inkubidfit XBP1 undg—Actin
Primern wurden die konventionelle undie Reattime-PCR durchgefuhrfverdffentlicht als Ke
autorschaft in: Klappan et al. 2012).
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Nelfinavir zeigt in der Reéime-PCR die starkste Induktion der gesplei3ten Form von XBP1
(CtWert = 18,72). In den mit Quercetin und Bortezomib behandelten ME&Hén lasst sich

eine deutlich schwacherelennoch vorhandene Induktion von XBP1 Splicing darstellen. Die aus
dem obigen Diagramm abgelesen€aWerte ergdenfir Quercetin und Bortezomib die Werte

22,43 und 22,97. Dasselbe Ergebnis kann in der ReVeasskriptase?CRin Abbildung 2Zum

Verglach eingefligtyerifiziert werden.

Quercetin und Bortezomib sind ProteasorrA@hibitoren und I6senER Stresgn Tumorzellen

nur als Nebenreaktion aus. Sie fuhren die Zellen hauptséachlich Uber einen zytosolischen
ZellstressMechanismuszur Apoptose. Die Rétime-PCR Analysen bestatigen, dass Nelfinavir

und Tunicamyzin das XBP1 Splicing (als Kennzeichen flir ER Stress) deutlich starker induzieren

als Quercetin und Bortezomib.

4.6 Nachweis der ADM2 Hochregulation auf Proteinebene

4.6.1 Immunfluoreszenz von HelZelen nach Nelfinavirbehandlung

Um eine stresénduzierte Hochregulation deBegidhormons ADM2auch auf Proteinebene zu
beweisen, wurden Immunfluoreszetintersuchungernvorgenommen HelLaZellen wurde fur
24 Stunden mit Nelfinavir inkubiert und anschlieBend wurden die Zellen fur die
Immunfluoreszenz aufbereitefAls Primarantikdrper kamAnti-intermedin(erzeugt in Kaninchen
von Phoenix Europe GmbBHInd als Sekundarantikorpefnti-Kaninchen (erzeugt in Ziege von
Jackson Immundresearch zur Verwendung Mithilfe des Fluoreszenzmikrosk@pkonnten

schlie3lich folgende Bildgiemacht werden (Abbildung 23
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Nelfinavir

Kontrolle

Abbildung23: Immunfluoreszenz: Hekzellen mit ADM2AntikGrper

Im Vergleich zur Kontrolle (Hekzallen, die nicht mit Nelfinavir behandelt wurden) zeigen die
mit Nelfinavir behandelten Zellen eine deutlictstarkere Bindung des ADMAntikorpers.
Daraus lasst sich schlie3en, daash Gabe von Nelfinawéine hoheExprimierung des Proteins

ADM2 in den Zellen stattfindet.

4.6.2 Immunfluoreszenz nach Behandlung mit anderen ER Stress Induktoren

Auch andere ER Stress Induktoren wie Tunicamyzin und DTT sollen auf Proteinebene getestet
werden. Im selben Versuchsaufbau wie obkeschrieben wurden die Substanzen zu HelLa

Zellen gegeben. Die Einwirkzeit betrug fur Tunicamyzin und DTT je sechs Stunden.
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Tunicamycin

DTT

Kontrolle

Abbildung24: Immunfluoreszenz: HekZellen mit ADM2Antikdrper

Wie in Abbilung 24 zu sehen ist, ist auch mit den ER Stress Induktoren Tunicamyzin und DTT

eineverstarkte Expression von ADM2 in den Zellen nachweisbar

4.7 PCR Klonierungon ER Stress regulierend@manskriptionsfaktoren

Die Regulation der Transkription von ADM2 ist bislang nicht geklart. Es konnte in den vorherigen
Experimenten gezeigt werden, dass eine Hochregulation des Peptidhormons ADM2 nach
Auslosen der ER Stress Reaktion stattfindet. Die ER Stress Reaktion istemiRethe von
Transkriptionsfaktoren verbunden, hierzu zéhlen ATF4, ATF3, ATF6, CHOP und XBP1. Der

Transkriptionsfaktor ATF4 nimmt eine besonders wichtige Rolle ein. Es reguliert neben der
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Transkription von ATF3 und CHOP die Expression zahlreicher ataere(Ameri and Harris

2008) Ob ein hier aufgefuhrter Transkriptionsfaktor fir die Induktion von ADM2 verantwortlich

ist, soll mittels PCR Klonierung untersucht werden. Hierfir wurden von den
Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF3 und CHOP Expressionsplasmide efdétgjtund CHOP
wurden bereitsvorhervon Mitarbeitern des Forschungslabddsniert. ATF4 wurde im Rahmen

dieser Doktorarbeit kloniertYon mit Nelfinavibehandelten MCFZellen wurde cDNA in ihrer
gesamten Lange mithilfe von RevefBanskriptased / w | Y LI A F A3 GAKSINIt AN oY CSdxEL O
von ATF4, ATF3, und CHOP wurden eingesetzt (Primersequenzen siehe Tabelle 5). Die
amplifizierte cDNA wurde per PCR Klonierung in peDNA3.1V&is Vektorinseriert. ATF4,

ATF3 und CHOP wurden ohne Stoppkodon amplifiziert, um V5 Fusitaiserau erhalten.

Mittels Lipofektion (mit Lipofectamine von Invitrogenyvurden die gewonnenen Plasmide
schlie3lich in Hel-Zellen transfiziertDie Plasmidevurden zusammen mit den Zellehierfir

Uber Nachtmindestens 24 h inkubiert

4.7.1 ATF4 Klonierung:a@¢hweis in der Immunfluoreszenz

Um den Erfolg der Plasmidklonierung zu uberprifen, word®n der ATF4 Expression
ImmunfluoreszenBilder aufgenommenNach der Transfektion der Plasmide zu den HelLa
Zellen mittels Lipofectamine wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Nach 24 Stunden wurde als
Primarantikdrperein spezifischer \MBntikorper zu den Zellen gegeben (erzeugt in Maus von
AbD Seroter Der V5Antikdrper erlaubt den einfachen Nachweis der Genexpression, da der
Vektor ein hochimmunaffines V5 Epitop besitts Sekundarantikorper wde ein ZiegeAnti-

Maus IgGJacksonthmunoResearchbenutzt.
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Abbildung25: Immunfluoreszenz: ATF4 Expression in transfizierten Hellan

In den transfizierten Hel-Zellen isteine erhdhte Fluoreszenz zu erkenn&TF4 wird vermehrt
exprimiert. Auffallend war, dass in einigen transfizen Zellen eine poptose zu beobachten
war, die darauf hinweist, dass A Rberexpresion, wie auch verscharfter ERre8s, pro

apoptotisch wirkt.

4.7.2 ADM2: ein Zielgen von ATF4

Um herauszufinden, ob ADM2 das Zielgen einer der Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF3 oder
CHORP ist, wurde die Expression 8eptidhormons und der Transkriptionsfaktoren mithilfe der
ReverselranskriptasdPCR untersucht. Aus den transfizierten Hgeden wurde RNA
gewonnen und fur die PCR in cDNA umgeschrieben. Nach Zugabe der spezifischen Primer flr
ADM2 fur die Transkriptiosfaktoren undir p-Actin erfolgte die PCR Analyse.

ATF4 mRNA ist endogdpereits reichlich vorhanden.Die exdogene ATF4 mRNA besitzt
hemmende offene Leseraster, die die mRNA Translation unter normalen physiologischen
Bedingungen inhibieren. Die in didessionsvektoren geklonte ATF4 mRNA besitzt diese

hemmenden offenen Leseraster nicht. Deswegen wurde fir den Nachweis der ATF4
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