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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 Nahrstoffmangel ausgesetzt. Kommt es im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) von Tumorzellen zu einer Stérung der Homoostase, wird
eine genetisch festgelegte ER Stress Reaktion ausgelost. Sowohl Hypoxie als auch
Nahrstoffmangel und Verdanderungen des Redoxzustandes, der lonenkonzentrationen oder
virale Infektionen kénnen Ursache dieser Reaktion sein.

Die ER Stress Reaktion bewirkt einen voriibergehenden Zellzyklusarrest, einen vorlaufigen Stopp
der Proteinbiosynthese und die Hochregulation von diversen Mitgliedern der
Hitzeschockprotein-Familie zur Bewaltigung der ER Stress Situation. Persistierender ER Stress
flihrt jedoch zur Apoptose der Tumorzellen. Dieser Apoptoseweg unterscheidet sich von den
klassischen Zelltodmechanismen. Deswegen werden ER Stress induzierende Substanzen als
mogliche Medikamente fiir die Behandlung von ansonsten chemoresistenten Tumoren
untersucht. Eines dieser Medikamente ist der HIV-Proteaseinhibitor Nelfinavir.

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

Neue Erkenntnisse aus der vorliegenden Doktorarbeit sind, dass auch 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 kénnte somit von Bedeutung fiir die Tumorprogression sein, da die Fahigkeit von
Tumorzellen zur Neoangiogenese einen entscheidenden Uberlebensvorteil darstellt. Durch
Nahrstoffmangel in Tumorzellen ausgeldster ER Stress kann, sofern er noch tolerierbar ist und
nicht zum Zelltod fihrt, somit iber ADM2 Regulation zu einem Voranschreiten von Tumoren

fahren.



1.1 Die Peptidhormone ADM2 und Inhibin BE

1.1.1 Adrenomedullin 2 (ADM2)

ADM?2 (Adrenomedullin 2 oder Intermedin (IMD)) gehort zur Familie der Calcitonin-verwandten
Peptidhormone (CGRP-Familie). 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 Ovarien vor (Roh et al. 2004). ADM2 wirkt
blutdrucksenkend. Am Myokard hat es direkten positiven Einfluss auf die Inotropie und
Chronotropie. Die Kontraktilitdit wird indirekt verstarkt, da ADM2 eine systemische
Vasodilatation bewirkt. Diese wird Uber eine Aktivierung von Membranrezeptor-gekoppelten G-
Proteinen und anschlieRender eNOS (endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase) Aktivierung in
Endothelzellen erreicht. Das entstehende Stickstoffmonoxid verdandert wiederum die
Kontraktilitdit der umgebenden glatten Muskelzellen (Bell and McDermott 2008, siehe
Abbildung 1).
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Abbildung 1: Bell and McDermott, 2008



ADM2 wird in humaner Plazenta exprimiert und seine Immunreaktivitdt ist wahrend der
Schwangerschaft in Trophoblasten und Endothelzellen nachweisbar. Es férdert die Invasion und
Migration von Trophoblasten im ersten Trimester der Schwangerschaft. Inwieweit ADM?2
hierdurch einen Einfluss auf die Physiologie der Schwangerschaft hat, bleibt zu untersuchen
(Chauhan et al. 2009). AulRerdem wurde ADM2 als ein neuer, hochaktiver
Neoangiogenesefaktor beschrieben. Neoangiogenese ist sowohl bei der Plazentabildung als
auch beim Tumorwachstum von Bedeutung. ADM2 kann die Neoangiogenese fordern, indem es
Uber den CRLR/RAMP-Rezeptorkomplex den PI3K-Akt-eNOS und ERK Signalweg aktiviert, was
wiederum zur Aktivierung von Endothelzellen fihrt. Zudem kommt es durch Stimulation von
eNOS und NO zu einer Hochregulation von VEGF (vascular endothelial growth factor), was

ebenfalls zu einer Aktivierung von Endothelzellen fiihrt (Smith et al. 2009, siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Smith et al. 2009
[CRLR (calcitonin receptor-like receptor); RAMP (receptor activity-modifying protein); PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase); Akt (protein kinase B); eNOS (endothelial nitric oxide [NO]

synthase); ERK (extracellular signal-regulated kinase)]



1.1.2 Inhibine

Inhibine gehoren zur TGF (transforming growth factor) beta Superfamilie. Sie werden als Pre-
pro-peptide gebildet und nach der Prozessierung im ER und Golgi sekretiert. Inhibine werden in
Sertoli-Zellen des Hodens und Granulosazellen des Ovars gebildet und sind wichtige
Regulationshormone fiir die Sekretion der Gonadotropine LH und FSH (Muttukrishna et al. 2004;
Suresh et al. 2011). Es sind flinf verschiedene Untereinheiten bekannt: Inhibin alpha (Inh a),
Inhibin beta A (Inh BA), Inhibin beta B (Inh BB), Inhibin beta C (Inh BC) und Inhibin beta E (Inh
BE). Ein Inhibin ist ein Heterodimer, bestehend aus einer alpha-Untereinheit und einer beta-
Untereinheit. Inhibine, die als Homodimere aus zwei beta-Untereinheiten bestehen, werden als
Aktivine bezeichnet. Als Aktivin A wird so beispielsweise ein Homodimer aus beta A bezeichnet
und als Inhibin A ein Heterodimer aus alpha und beta A. Aktivine aktivieren Gonadotropine,
wahrend Inhibine die Sekretion von Gonadotropinen hemmen (Butler et al. 2005).

Die Peptide Aktivin A, B und AB sowie die Inhibine BA und BB wirken als Sexualhormone. Andere
Funktionen kommen der Untereinheit BE zu. Inhibin BE wurde beim Menschen aufgrund von
Sequenzhomologien entdeckt und wird vorwiegend von Leberzellen exprimiert (Hashimoto et
al. 2002). Inh BE mRNA wird nach verschiedenen Formen der Leberschadigung hochreguliert
(Deli et al. 2008), allerdings in hepatozelluldren Karzinomen vermindert exprimiert (Grusch et al.
2006). Eine Expression von Inh BE konnte auch in Mamma-, Ovarial- und
Endometriumskarzinomen beobachtet werden. Hier gibt es allerdings grofle Schwankungen in
den verschiedenen Zelllinien und Stadien der Erkrankung. So ist beim fortgeschrittenen
Endometriumskarzinom eine verminderte Expression von Inh BE zu sehen (Mylonas et al. 2011).
In der Arbeitsgruppe meiner Doktorarbeit konnte kiirzlich die Hochregulation von Inh BE durch
ER Stress nachgewiesen werden, wie er beispielsweise durch Nelfinavir induziert wird (Briining

et al. 2012).



1.2 Das Endoplasmatische Retikulum

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) befindet sich im Zytoplasma eukaryotischer Zellen. Es ist
ein Membransystem, das in seinem Innern Hohlrdume bildet. Die Teile des ER, die auf ihren
Membranflaichen mit Ribosomen besetzt 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 Membranproduktion. 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 sogenannte Chaperone an die Peptidketten und stabilisieren sie. Kommt es dennoch zu
fehlgefalteten Proteinen, werden diese zuriick ins Zytosol transportiert und durch Proteasomen
abgebaut. AuBRerdem finden andere posttranslationale Prozesse wie Glykosylierung und
Ausbildung von Disulfidbriickenbindungen im rauen ER statt. Das glatte ER dient als
Kalziumspeicher und ist an der Biosynthese von Phospholipiden, Polyprenolen und Cholesterin

beteiligt (Karp 2010).

Kernmembran

Abbildung 3: Das Endoplasmatische Retikulum (Biokurs: www.biokurs.de/skripten/bs11-53.htm)
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Abbildung 4: Proteinsynthese im rauen ER (Biokurs: www.biokurs.de/skripten/bs11-53.htm)

1.3 ER Stress

Damit das Endoplasmatische Retikulum seine Aufgaben reibungslos erfiillen kann, sind optimale
Bedingungen im Lumen des ER nétig. Kommt es zu einer Stérung dieser Homoéostase, wird eine
genetisch festgelegte ER Stress Reaktion ausgeldst. Man bezeichnet sie als die Unfolded Protein
Response (UPR). Ursachen hierflir kdonnen Verdanderungen des Redoxzustandes oder der
lonenkonzentration, virale Infektionen oder die Ansammlung inkorrekt prozessierter Proteine
sein (Xu et al. 2005). Haufen sich nicht- oder fehlgefaltete Proteine an, kommt es zu einer
Aktivierung intrazellularer Signalwege. Das Chaperon und Hitzeschockprotein Grp78 /BiP
(Glucose-regulated protein 78/Binding Immunoglobulin Protein) entlasst bei einer Akkumulation
solcher Proteine die membrangebundenen ER Proteine PERK (protein kinase R-like ER kinase),
Irel (inositol-requiring enzyme-1) und ATF6 (activating transcription factor 6) (Schroder and
Kaufman 2005). Unter physiologischen Bedingungen liegen diese in inaktivem Zustand vor.
PERK, Irel und ATF6 aktivieren schlieRlich weitere Signalwege und Transkriptionsfaktoren, die
zum Schutz Zellzyklusarrest, Inhibierung von Proteinneusynthese und Hochregulation von
Hitzeschock-dhnlichen Proteinen bewirken (Healy et al. 2009, siehe Abbildung 5).

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

bekannt. Diese kdnnen mitochondrienabhangig oder -unabhangig sein. So flhrt ein Weg Uber



die Aktivierung der Caspase-4 (Hitomi et al. 2004), andere tber Kinasen, Ca**, Bcl-2-Proteine

oder Transkriptionsfaktoren (Rosati et al. 2010; Walter and Ron 2011).
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Abbildung 5: Healy et al. 2009

1.4 Transkriptionsfaktoren der ER Stress Antwort

1.4.1 ATF4

ATF4, auch als CREB2 bezeichnet, gehort zur Familie der ATF/CREB Proteine (activating
transcription factor/cAMP response element binding protein), die eine Leucin Zipper Domane

besitzen. Leucin Zipper (engl.: basic Leucine Zipper Domain, bZIP) sind DNA-bindende



Proteindomanen, die der Dimerisierung von Proteinen dienen. ATF4 spielt eine wichtige Rolle
bei der Regulation der Expression verschiedenster Gene und schitzt die Zelle vor
Proteinliberlastung und oxidativem Stress (Gachon et al. 2001). Die mRNA von ATF4 ist
ubiquitar in humanen Tumorzelllinien zu finden (Karpinski et al. 1992). Kommt es im
Endoplasmatischen Retikulum zur ER Stress Reaktion wird lber PERK der elF2a (eukaryotic
initiation factor 2 alpha) phosphoryliert und inaktiviert. Die Proteintranslation und
-akkumulation wird gehemmt (Harding et al. 2000). Die Expression von ATF4 wird in erster
Linie auf Translationsniveau reguliert. ATF4 mRNA besitzt auf der 5‘-Seite des AUG-Startkodons
hemmende offene Leseraster, die die mRNA Translation unter normalen physiologischen
Bedingungen inhibieren. Nach der Phosphorylierung von elF2a, bewirken sie dagegen eine

verstarkte Translation und ATF4 wird vermehrt exprimiert (Dey et al. 2010).

1.4.2 ATF3

ATF3 (activating transcription factor 3) gehort ebenfalls zur Familie der ATF/CREB Proteine. Es
wird durch eine Vielzahl von Stressmechanismen wie Hypoxie, Nahrstoffmangel, oxidativem
Stress, ER Stress und genotoxischem Stress induziert (Chen et al. 1996). Besteht ER Stress, reiht
sich ATF3 in den PERK-elF2-ATF4-Weg ein. Fir eine vermehrte Expression von ATF3 ist eine

Aktivierung des verwandten Transkriptionsfaktors ATF4 Voraussetzung (Jiang et al. 2004).
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Abbildung 6: Jiang et al. 2004
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1.4.3 CHOP

CHOP (CCAAT-enhancer-binding homologous protein, auch DDIT3 oder GADD153) ist ein pro-
apoptotischer Transkriptionsfaktor. Die Expression von CHOP wird durch ER Stress induziert.
Sein Promotor besitzt Bindungsstellen fiir alle wichtigen Induktoren der ER Stress Reaktion wie
ATF4, ATF6 und XBP1 (Oyadomari and Mori 2004). ATF4, das (iber PERK/phospho-elF2 induziert
wird, spielt eine dominante Rolle in der Induktion von CHOP. Welcher Mechanismus durch
CHOP zur Apoptose fiihrt, wird kontrovers diskutiert. Sowohl die Repression von Bcl-2-Proteinen
als auch die Regulation zahlreicher pro-apoptotischer Faktoren wie ERO1, DR5 und BH3-only-
Proteine kommen als Faktoren in Frage, in der CHOP-vermittelten Apoptose mitzuwirken

(Nishitoh 2012).

1.4.4 XBP1

XBP1 (X-box binding protein 1) gehort ebenfalls zur Familie der bZIP (basic-leucine zipper)
Transkriptionsfaktoren. Es reguliert die Expression zahlreicher Proteine, v.a. von Proteinen der
UPR (Lee et al. 2003). XBP1 mRNA wird Uber ATF6 durch ER Stress induziert. Eine andere
Reaktion, die auf ER Stress folgt, ist Splicing. Irel wird nach Dissoziation von GRP78
homodimerisiert und autophosphoryliert, so dass eine Ribonuklease aktiviert wird. Diese
entfernt ein 26 Nukleotide umfassendes Intron aus der mRNA des XBP1. Der darauffolgende
Frameshift flihrt zu einer veranderten, langeren Form von XBP1 Proteins (50 kDa statt 29 kDa).
Die neue Form zeigt eine deutlich héhere transkriptionale Aktivitat und langere Halbwertszeit.
Das Splicing ist somit ein friihes und charakteristisches Kennzeichen fiir ER Stress (Yoshida et al.
2001). Nach einer PCR Analyse zeigt sich das XBP1 Splicing in der Elektrophorese am
Vorhandensein zweier unterschiedlich schnell wandernder Banden, was in dieser Doktorarbeit

als molekularer Marker fur die ER Stress Induktion diente.



1.5 ER Stress Induktoren

1.5.1 Nelfinavir

Nelfinavir ist ein Proteaseinhibitor, der zur Therapie von HIV-infizierten Patienten eingesetzt
wird. Es wird im Rahmen der ,highly active antiretroviral therapy” (HAART) in Kombination mit
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren angewandt. Bei AIDS Patienten, die mit HIV-
Proteaseinhibitoren behandelt wurden, konnte ein vermindertes Auftreten sowohl von Kaposi-
Sarkomen als auch von bestimmten Typen von Non-Hodgkin-Lymphomen festgestellt werden.
Dies fuhrte zu der Annahme, dass Proteaseinhibitoren einen antikarzinogenen Effekt haben
(Sgadari et al. 2003). Mittlerweile ist bekannt, dass Nelfinavir UGber die Ansammlung
fehlgefalteter Proteine zur Auslésung der ER Stress Kaskade fihrt. In vitro und in vivo Studien
zeigen, dass Nelfinavir, in hoheren Konzentrationen als fur HIV-Patienten vorgesehen appliziert,
in Tumorzellen Uber ER Stress zur Apoptose fihrt (Gills et al. 2007; Briining et al. 2009). Doch
der exakte Mechanismus der Apoptose, die durch Nelfinavir ausgel6st wird, ist unklar.
Vermutlich gibt es einen Zusammenhang zwischen der Wirkungsweise von Nelfinavir und der
Proteolyse neu synthetisierter Proteine im ER (Gupta et al. 2007). Das Zielmolekil, an dem der
Proteaseinhibitor ansetzt, ist noch nicht bekannt. Es ist jedoch durch Nelfinavir eine
Hochregulierung des pro-apoptotischen Proteins CHOP und der Caspase-4 zu beobachten (Pyrko
et al. 2007). Um eine ER Stress Reaktion in epithelialen Tumorzellen auszulésen, die eine
Apoptose nach sich zieht, sind Konzentrationen von 8-15 pg/ml Nelfinavir notig. Fur die
Hemmung der Proteinase bei HIV-Patienten genligt eine geringere Konzentration von ungefahr
2 ug/ml. Derzeit laufen tber 20 klinische Studien, in welchen Nelfinavir bei Karzinom- und

Leukdamiepatienten getestet wird (www.clinicaltrials.org).

1.5.2 Andere Stressinduktoren

Um unter Laborbedingungen ER Stress zu induzieren, stehen mehrere Chemikalien zur
Verfligung. Zu den géngigsten gehoren Tunicamyzin und Thapsigargin. Tunicamyzin inhibiert die

posttranslationale  N-terminale  Proteinglykosylierung, = wahrend  Thapsigargin  die
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endoplasmatische Ca**-ATPase blockiert, was zum Abbau der Kalziumspeicher im ER fihrt
(Samali et al. 2010). Ein weiterer ER Stress Induktor ist Dithiothreitol (DTT). Es spaltet
Disulfidbriicken, die zur Stabilisierung der Proteinstruktur notwendig sind, was eine Fehlfaltung
von Proteinen zur Folge hat (Haze et al. 1999). Quercetin ist ein Antioxidans, das dhnlich wie
Nelfinavir ER Stress, Zellzyklusarrest, Autophagie und Apoptose hervorruft. Es fiihrt in
Krebszellen u.a. durch die Inhibition von Proteasomen zum Zelltod (Klappan et al. 2012). Ein
anderer Proteasomeninhibitor ist Bortezomib. Auch Bortezomib fiihrt teilweise tber ER Stress,
groRtenteils jedoch (ber einen zytosolischen Zellstress-Mechanismus in epithelialen
Tumorzellen zur Apoptose (Brining et al. 2009). Neben Nelfinavir gehort Bortezomib zu den
wenigen klinisch anwendbaren Medikamenten, die eine selektive Induktion von ER Stress in
Tumorzellen auslésen. Tunicamyzin, Thapsigargin und DTT sind fiir 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 fiihren kann. Der zur Apoptose fiihrende Mechanismus durch Nelfinavir bleibt
jedoch weitgehend unverstanden. Vor Kurzem konnte in der Arbeitsgruppe meiner Doktorarbeit
die Hochregulation von Inhibin BE durch ER Stress nachgewiesen werden. Ein besseres
Verstandnis des durch Nelfinavir induzierten ER Stresses und die Untersuchung der méglichen
Induktion anderer Peptidhormone durch Nelfinavir waren u.a. das Ziel meiner Doktorarbeit.

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 gibt und auch die Regulation der Transkription von
ADM2 nicht ausreichend geklart ist, sollte die Regulation von ADM2 bei ER Stress genauer
untersucht werden. Um herauszufinden, welcher Transkriptionsfaktor fiir die Induktion von
ADM2 bei ER Stress verantwortlich ist, wurden von in Frage kommenden Transkriptionsfaktoren

der ER Stress Reaktion entsprechende Expressionsplasmide generiert.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Gerate und Instrumente

CO, Inkubator, Hera Cell 150i, Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fluoreszenzmikroskop, Axiophot, Zeiss, Jena
Geldokumentationsgerat, Molecular Imager Gel Doc XR System, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen
Mastercycler gradient, Eppendorf, Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf
Zentrifugen: Stratos Centrifuge, Heraeus Biofuge, Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Zentrifuge 5415D, Eppendorf, Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf

7500 Fast Real Time PCR System, Applied Biosystems, Darmstadt

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Assay plate 96 well, Flat, Iwaki Scitech Division, Asahi Techno Glass, Japan

Chamber Slide, 8-well, Thermo Scientific Nunc Lab-Tek Il Chamber Slide, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Deckglaser: Menzel-Glaser, 24x24mm, BB024024A1, Menzel GmbH+CoKG, Braunschweig
Fertiggel, E-Gel, 2% mit SYBR safe, Invitrogen, Karlsruhe

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

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

Petrischalen, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Pipetten: 10, 20, 200, 1000 ul eppendorf research, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipettenspitzen, Safeseal Tips Premium, 10, 100, 200, 1000ul, Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Sealing film — PET, Iwaki Scitech Division, Asahi Techno Glass, Japan

Serological Pipet, 5ml, 10ml, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA
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Tissue culture dish, 100 x 20mm, Iwaki Scitech Division, Asahi Techno Glass, Japan
Tissue culture flask, Canted neck, 70ml, Iwaki Scitech Division, Asahi Techno Glass, Japan
Tubes, Safe-Lock, 1,5 ml; 2 ml; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Tubes, 15ml, BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Tubes, 50ml, Sarstedt AG und Co., Nimbrecht

3.1.3 Reagenzien

3.1.3.1 Zellkultur

Nihrmedium, Quantum 263 for tumor cells, PAA, Pasching, Osterreich
PBS, Dulbecco’s, PAA, Pasching, Osterreich
Trypsin-EDTA, PAA, Pasching, Osterreich

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

Collection), ATCC/LGC Standards, Wesel, Deutschland bezogen:

Hela (ATCC HTB-22): Hela ist eine 1951 aus einem Adenokarzinom der Zervix angelegte Zelllinie
einer 31-jahrigen Patientin vor der ersten Radiotherapie. Es sind die ersten menschlichen Zellen,
von denen eine permanente Zellkultur zur Zichtung genetisch identischer Zellklone aus
Einzelzellen etabliert wurde. Die Bezeichnung dieser Zellen geht auf den Namen der Patientin,

Henrietta Lacks, zurlick (Lucey et al. 2009).

Jurkat (ATCC TIB-152): Es handelt sich um eine humane akute T-Zell-Leukdmie Zelllinie,
gewonnen und etabliert 1977 an der Kinderklinik der Universitat Erlangen-Niirnberg. Die Zellen
entstammen dem peripheren Blut eines 14-jahrigen Jungen, der an akuter lymphatischer
Leukdmie erkrankt war. Die Zellen wurden beim ersten Riickfall nach erfolgter Chemotherapie

entnommen (Schneider and Schwenk 1977).

MCF7 (ATCC CCL-2): Angelegt wurde diese Zelllinie 1970 mit Zellen aus dem Pleuraerguss einer

69- jahrigen Patientin mit einem metastasierten 6strogenrezeptorpositiven Adenokarzinom der
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Mamma, nachdem diese eine Radio- und Hormontherapie erhalten hatte. MCF steht fir

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

Chemikalien:

Bortezomib (Velcade®), Millenium Pharmaceuticals, Cambridge, MA, USA
Dithiothreitol (DTT), Sigma-Aldrich, Miinchen

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

Quercetin, MP Biomedicals, Strallburg, Frankreich

Thapsigargin, Sigma-Aldrich, Miinchen

Tunicamyzin, Sigma-Aldrich, Miinchen

3.1.3.2 Reverse Transkriptase PCR

Trizol, Invitrogen, Karlsruhe

Chloroform, Sigma-Aldrich, Miinchen

Isopropylalkohol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ethanol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

DEPC-H,0, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Oligo(dT);5s Primer, 100uM, biomers.net, Ulm

M-MLV RT 5x reaction Puffer, #M531A, Promega, Mannheim

PCR Nukleotid Mix, 10mM, #C114H, Promega, Mannheim

M-MLV Reverse Transkriptase, #M170B, Promega, Mannheim

rekombinantes RNasin, Ribonuklease Inhibitor, #N2511, Promega, Mannheim
Primer: etabliert von Dr. Ansgar Briining, synthetisiert Giber biomers.net, Ulm

2xPCR Master Mix, enthalt Tag-Polymerase und dNTP, #M750C, Promega, Mannheim
Steriles Wasser, #P1193, Promega, Mannheim

10xBlueluice Ladepuffer (65% Sucrose, 10 mM Tris-HCl [pH 7.5], 10mM EDTA, 0.3%
Bromphenolblau), Invitrogen, Karlsruhe

DNA-Marker, pBR 328 Mix I, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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3.1.3.3 Real-time-PCR

TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit, Applied Biosystems, Darmstadt: enthalt
AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTPs, Puffer

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

3.1.3.4 Immunfluoreszenz

Primdrantikorper: ADM2, Kaninchen-Anti-Intermedin (8-47) Serum (Human),
Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe
Sekundarantikorper: CyTMS—conjugated Affini Pure Ziege Anti- Kaninchen IgG, Jackson Immuno
Research, Suffolk, United Kingdom (bezogen liber Dianova, Hamburg)
Mounting Medium, Vector Laboratories, Vectashield Hard Set, Peterborough, United Kingdom
Aqua ad iniectabilia, Delta Select GmbH, Pfullingen
Methanol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Pferdeserum, PAA, Pasching, Osterreich

3.1.3.5 Plasmid-Klonierung

pcDNA™3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit, Invitrogen, Karlsruhe: enthalt TOPO® Vektor, Salt
Solution, SOC Medium, Primer

LB Medium, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

E.coli Bakterien, One shot®TOP10, Invitrogen, Karlsruhe

Ampicillin, Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Agar, SELECT Agar powder, Invitrogen, Karlsruhe

NucleoSpin Plasmid Kit, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dlren

LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent, Invitrogen, Karlsruhe

Primarantikérper: Maus-Anti-V5-TAG monoklonaler Antikorper, AbD Serotec, Diisseldorf
Sekundirantikérper: Cy™"'5-conjugated Affini Pure Ziege Anti-Maus IgG, Jackson Immuno

Research, Suffolk, United Kingdom (bezogen (iber Dianova, Hamburg)
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien wurden als Dauerkultur im Quantum 263 Zellkulturmedium unter
Standardbedingungen (5% CO,, 100% relative Luftfeuchtigkeit, 37°C) gehalten. Fir die
Versuchsreihen wurden in 6-well Platten je Kammer 5 x 10° Zellen ausgesat. Nach einer
erneuten Inkubationszeit von mindestens 24 h wurden dann die entsprechenden Mengen an
Chemikalien hinzugegeben (siehe Ergebnisse). Es wurden entweder Zeitreihen mit
unterschiedlichen Inkubationszeiten oder Konzentrationsreihen angelegt. Vor der
Weiterverarbeitung wurde das Medium schlieBlich aus den 6-well-Platten entfernt und die

Zellen einmal in PBS gewaschen.

3.2.2 RNA-Extraktion

Die RNA wurde mithilfe der Trizol-Methode aus den Zellen gewonnen. Das Arbeiten mit der
Trizol-Methode erfolgte unter der Abzugshaube. In jede Kammer der mit Zellen beimpften 6-
well-Platten wurde 1ml Trizol zugegeben und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vom
Boden gelost. Das Lysat wurde in ein Eppendorf Reaktionsgefal tberfliihrt um flir 5 min bei
Raumtemperatur zu ruhen. AnschlieRend wurden 200ul Chloroform zugemischt und die GefdaRe
per Hand gut geschittelt. Nach 2-3 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Gemisch bei
12000x g 15 min bei 4°C zentrifugiert. Die wassrige obere Phase, in der sich die mRNA befand,
wurde nun vorsichtig in ein neues Eppendorf Gefdl} abpipettiert. Dann wurden 500l
Isopropylalkohol zugegeben und mit der Pipette vermischt. Nach einer Inkubation von 10 min
bei Raumtemperatur folgte wieder das Zentrifugieren bei 12000 x g fir 10 min bei 4°C. Der
Uberstand wurde anschlieRend entfernt und das Pellet mit 500ul 75% Ethanol gewaschen und
durch Vortexen gemischt. Bei 7500 x g wurde es erneut fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Wieder
wurde der Uberstand entfernt und das Pellet fiir 5-10 min stehen gelassen um zu trocknen. In

16,5ul DEPC-H,0 wurde das Pellet schlief3lich gelost und auf Eis gekihlt.
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3.2.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion

3.2.3.1 Umschreibung RNA in cDNA

Durch Reverse Transkription wird RNA in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben. An den fir
messenger-RNA  (mRNA) typischen poly-A  Schwanz des 3’-Endes bindet sich ein
komplementarer oligo-dT Primer und ermdéglicht dadurch dem Enzym Reverse Transkriptase
eine Abschrift der mRNA zu erstellen.

0,75ul des Primers wurden hierfur zu 16,5ul RNA gegeben und fir 5 min bei 70°C inkubiert,
danach auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden 5ul Puffer, 1,25ul des Nukleotid Mix, 0,5l
Ribonuklease Inhibitor und 1pl Reverse Transkriptase hinzugegeben. Der Ansatz wurde bei 42°C

60 min inkubiert und schlieRlich auf Eis gekihlt.

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

Tabelle 1: Ansatz Umschreibung RNA in cDNA

3.2.3.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion ist eine in Vitro-Methode um selektiv kleinste DNA-Mengen
eines bestimmten Gen- bzw. Sequenzabschnittes zu amplifizieren. Die Art der
Amplifikation basiert auf der Abfolge von drei Reaktionsschritten: der Hitzedenaturierung
von DNA-Doppelstrangen, der Anlagerung von Oligonukleotiden (Annealing) und der

enzymatischen Verlangerung der DNA-Einzelstrange (Elongation). Der erste Schritt dient
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der Auftrennung des DNA-Doppelstranges in Einzelstrange, so dass sich im zweiten Schritt
die Oligonukleotid-Primer an ihre komplementdaren Sequenzen anlagern kénnen. Mithilfe
einer DNA-Polymerase (hitzestabile Tag-DNA-Polymerase, aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus isoliert) erfolgt die DNA Synthese der gewinschten
Abschnitte beider Strange in 5°-3"-Richtung. Sie beginnt dabei am 3"-Ende des angelagerten
Primers. Kennt man die Nukleotidsequenzen am Anfang und am Ende des gewiinschten
Bereiches, setzt man spezifische Primer als Startpunkte fiir die Polymerase ein. Durch
wiederholte Zyklen dieser Reaktionsschritte ist eine exponentielle Vermehrung von DNA-
Einzelstrangen komplementar zu einem vorliegenden DNA-Einzelstrang moglich, da jeder
Zyklus zu einer Verdopplung der im Reaktionsansatz befindlichen zu untersuchenden DNA-

Sequenzen fihrt.

Zyklenanzahl Temperatur Dauer

Initiale Denaturierung 1 94°C 5 min
Amplifikation:

Denaturierung 94°C 1 min

Annealing 23-36 57-63°C 1 min

Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 1 72°C 10 min

Tabelle 2: Reaktionsprotokoll PCR

1ul cDNA wurde in einem sterilen Reagiergefa mit 12,5ul PCR Master Mix (Tag-Polymerase,
dNTPs), 10,5ul sterilem Wasser und 1pl Primer Mix durch Auf-und Abpipettieren gemischt.

AnschlieBend wurde das Rohrchen mit dem Gesamtvolumen von 25ul in den Thermocycler
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gegeben. Die Zyklenanzahl und Temperatur fir die Anlagerung des Primers variierten je nach

verwendetem Primer (siehe Tabelle 4).

cDNA 1 pl
Primer Mix (Vorwarts-und Rickwartsprimer + H,O im Verhaltnis 1:1:18) 1l
PCR Master Mix 12,5 pl
Steriles Wasser 10,5
Gesamtvolumen 25 pl

Tabelle 3: Ansatz Polymerasekettenreaktion

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

Tabelle 4: PCR-Konditionen
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Genname | Primersequenz forward Primersequenz reverse Amplifikat-
lange
Inhibin @ | 5°-CTCCAGCCACAGATGCCAGC-3" 5"-CTCTCTCCCCTCCACTGGGTG-3 412bp
Inhibin BA | 5°-GTTTGCCGAGTCAGGAACAGCCAG-3" | 5'-GAGGAAAGGTCTGTGCGACTG-3 505bp
Inhibin BB | 5°-CTTCGCCGAGACAGATGGCCTCGC-3' | 5-GTAGTAGCCGGTGGGTGCTATGAT-3 545bp
Inhibin BC | 5°-GCTGAGACAGGCCTCTCCACC-3' 5-CTCCAGTGGTGCCTGCAGCT-3 634bp
Inhibin BE | 5°-GCTACTGTCACAGACTCCACT-3" 5'-GCTGCAGCCACAGGCC TCCAC-3 765bp
B-Actin 5- GGAGAAGCTGTGCTACGTCG-3 5'-CGCTCAGGAGGAGCAATGAT-3 366bp
ADM2 5'-CCGCCATGGCCCGGATCCCG-3" 5 AGCCATAGCTGTGGGGGCTGCT-3' 450bp
ATF4 5°-CCGCAACATGACCGAAATGAGC-3 5-GGGGACCCTTTTCTTCCCCT-3" 1060bp
ATF3 5'- AGCAAAATGATGCTTCAACAC -3 5'- GCTCTGCAATGTTCCTTCTTTC-3 553bp
CHOP 5'-CTGCAGAGATGGCAGCTGAGTC-3' 5 -TGCTTGGTGCAGATTCACCATTC-3 515bp
XBP1 5-GAAGAGGAGGCGGAAGCCAAG-3' 5’- GAATGCCCAACAGGATATCAG -3 189/163bp
SESN2 5"-CCAGGCAGCCTATAGCCTCAC-3’ 5'-GGTCATATAGCGGGTAATG-3’ 1447bp

Tabelle 5: Primersequenzen: etabliert von Dr. Ansgar Briining, synthetisiert Gber biomers.net

3.2.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein analytisches Verfahren zur Auftrennung von Nukleinsdure-

Strangen nach ihrer GrofRe. Es bezeichnet die Wanderung geladener Teilchen durch ein

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

Nukleinsdaure-Molekile durch das Gel in Richtung der positiv geladenen Anode, je nach GroRe
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und Ladung der Molekile unterschiedlich schnell. Durch den im Gel eingelagerten Farbstoff
wird die DNA im UV-Licht sichtbar. Die DNA-Proben wurden in einem vorgefertigten 2%
Agarosegel aufgetrennt. Je 10ul der gewonnenen DNA wurde mit 1pl Ladepuffer (65% Sucrose,
10mM Tris-HCl [pH 7.5], 10mM EDTA, 0.3% Bromphenolblau) gemischt und mithilfe von
Pipetten in die Taschen des Gels eingefiihrt. In die erste Tasche des Gels wurde ein DNA-Marker
zum Ablesen der BandengrolRe gefiillt. Die Laufzeit des Gels unter Stromanschluss betrug circa
15 min. In einem Geldokumentationsgerat wurden die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht

und fiir die optische Auswertung fotografiert.

3.2.5 Real-time-PCR

Im Gegensatz zur konventionellen PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese erlaubt die Real-
Time-PCR die Messung der entstehenden PCR-Produkte bereits wahrend der Amplifikation
mithilfe fluoreszenzmarkierter Oligonukleotiden. Die meisten der gewohnlich verwendeten
fluorogenen Oligonukleotide basieren auf dem Prinzip des Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfers (FRET) zwischen zwei fluorogenen Molekiilen. Hier gibt ein Donor-Fluorchrom
(Reporter), angeregt durch eine Lichtquelle, Energie an ein Akzeptor-Fluorchrom (Quencher) ab.
Bei der Verwendung des TagMan-Assays kommt eine doppelt fluoreszenzmarkierte Sonde zum
Einsatz. Diese Sonde ist an beiden Enden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z. B. TAMRA und FAM)
markiert. Der Quencher am 3'-Ende der TagMan Sonde unterdriickt die Fluoreszenz des
Reporters am 5'-Ende. Die Energie des Donor-Fluorochroms wird bei raumlicher Nahe zum
Quencher von diesem "geschluckt", so dass keine Fluoreszenz detektierbar ist. Wahrend der
PCR-Reaktion wird die hybridisierte DNA-Sonde durch die 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat der Tag-
Polymerase zerschnitten. Durch die Sondenhydrolyse wird die rdaumliche Nahe zwischen
Reporter und Quencher unterbrochen und die nach Anregung des Reporters nun emittierte
Fluoreszenz einer definierten Wellenldange kann mit einer Kamera gemessen werden. Die

Zunahme des Fluoreszenzsignals ist proportional zu der Entstehung von PCR-Produkten.
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Abbildung 7: Real-time-PCR (IBA Lifesciences)

Nach jedem Zyklus wird die emittierte Fluoreszenzmenge vom PCR Gerat erfasst und sofort in
ein Real-time-PCR Diagramm Ubertragen. Es entsteht eine Kurve, die in drei Phasen
untergliedert werden 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 PCR Reaktion
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 Real-time-PCR auf die exponentielle Phase. Sie liefert
die prazisesten Daten fir die Quantifizierung. In dieser Phase werden zwei Werte berechnet:
der festgelegte Schwellenwert (in Abbildung 8 als griine Threshold line dargestellt), der eine
bestimmte Fluoreszenzintensitdt voraussetzt und der Threshold-Zyklus (engl.: cycle threshold

oder Ct-Wert), der Schnittpunkt der Amplifikationsgraphen mit der Threshold line.
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Abbildung 8: Diagramm der Real-time PCR (Applied Biosystems 2011)

Fir die Real-time-PCR wurde 1pl cDNA mit 1ul Primer, 12,5ul Real-time-PCR Master Mix
(AmpliTaqg Gold DNA Polymerase, dNTPs, Puffer) und 10,5ul sterilem Wasser vermischt und in
einer 96-well-Platte in den Thermocycler gegeben. Als Primer wurden —Actin und XBP1
(siehe Primersequenzen Tabelle 5) verwendet, die die TagMan Sonden 6-FAM-
TCCTTCCTGGGCATGGAGTC-TAMRA fiir B—Actin und 6-FAM-GCTGAGTCCGCAGCAGGTG-TAMRA
fiir XBP1 (siehe Kapitel 4.5, Abbildung 20) miteinschlieRen.

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

Tabelle 6: Ansatz Real-time-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

Tabelle 7: Reaktionsprotokoll Real-time-PCR

3.2.6 Microarray

Zur Genanalyse von mit Nelfinavir inkubierten Jurkatzellen wurde von der IMGM Laboratories
GmbH, Lochhamer Str. 29, 82152 Martinsried, Deutschland, vor Beginn meiner Doktorarbeit im
Auftrag des Forschungslabors ein Microarray durchgefiihrt. Mithilfe der Microarray Technologie
ist es moglich, die Expression zahlreicher Gene parallel nebeneinander zu analysieren. Der
Microarray wurde von der Firma IMGM als sogenannte ,,Whole Genome” Microarray Analyse
mit sogenannten Affymetrix-Chips durchgefiihrt, d.h. dass das gesamte menschliche Genom
untersucht werden kann. Die Proben wurden von Mitarbeitern des Forschungslabors
aufbereitet, die Genchiphybridisierung und Bioinformatik-Analyse wurde von den IMGM
Laboratorien vorgenommen. Jurkatzellen wurden in einer Konzentration von 5 pg/ml sechs

Stunden mit Nelfinavir behandelt und die gewonnene mRNA auf regulierte Gene gescreent.

3.2.7 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist eine Methode, bei der bestimmte Proteine mithilfe von an
Farbstoffmolekiile gebundenen Antikérper markiert und sichtbar gemacht werden. Bei der hier

angewandten indirekten Methode erfolgt im ersten Schritt die Anbindung von spezifischen
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Antikorpern (erzeugt in Kaninchen) an das zu untersuchende Protein. Im zweiten Schritt wird ein
Sekundarantikérper (erzeugt in Ziege, Anti-Kaninchen) hinzugegeben, der sich gegen den
Primdrantikérper richtet. Der Sekundarantikorper ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff
(Carbocyanin 5) markiert. Die gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexe kénnen so im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden.

Fir die Immunfluoreszenz wurden in eine 8-Kammer-Platte je 5 x 103 Zellen pro Kammer gesat
und bei 37°C flir ca. 24 h inkubiert. Je nach Experiment wurden den Zellen dann die
verschiedenen Chemikalien zugefligt (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 man -20°C kaltes 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 Zellen mit dem Antikérper ADM2 (1:200 in PBS/5%
Pferdeserum verdiinnt) fiir 1,5 h inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen dreimal fir je 5 min
mit PBS gewaschen, bevor der Sekundarantikorper (Ziege Anti-Kaninchen, 1:200 in PBS/5%
Pferdeserum verdiinnt) zugegeben wurde. Es folgte eine Inkubation von einer % h. Danach
wurde dreimal mit PBS gewaschen und zuletzt einmal mit destilliertem Wasser gespiilt.
SchlieBlich wurden die Kammern von der Platte entfernt und mounting 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
Hela Tunicamyzin 6h

Hela DTT 6h

Hela Nelfinavir 24h

Tabelle 8: Inkubationszeiten Immunfluoreszenz
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3.2.8 Plasmidklonierung und Transfektion

3.2.8.1 PCR Klonierung

Bei der Plasmid-Klonierung werden DNA-Fragmente mithilfe eines Vektors (Plasmid) in
Wirtszellen (Bakterien) eingeschleust und vermehrt. Plasmide sind kurze ringformige DNA
Molekiile, die sich in Bakterien unabhangig vom Bakterienchromosom replizieren kénnen. Der
hier verwendete pcDNA3.1V5-His Vektor hat einen 3‘ Thymin (T)-Uberhang. Die in der PCR
eingesetzte Tag-Polymerase, die eine Transferase-Aktivitat besitzt, knlipft immer ein Adenin (A)
an das 3‘ Ende des PCR Produktes an. An den T-Uberhang des Vektors bindet sich das
Uberhangende A des PCR Produkts. Die Ligation erfolgt mit einer im Vektor-integrierten
Topoisomerase |. Plasmidvektoren enthalten zudem ein Antibiotikaresistenzgen, das eine
Selektion plasmidtragender Bakterien erlaubt. Nach der Ligation werden die entstandenen
Hybridmolekile in Bakterienzellen Uberfiihrt (Transformation) und auf antibiotikahaltigen
Agarplatten ausgestrichen. Dies ermoglicht die Selektion resistenter und somit
plasmidtragender Bakterien. Jede entstandene Kolonie reprasentiert die Nachkommen einer
Zelle (Klon). Durch Anzucht der Bakterienklone kann dieses Fragment beliebig vermehrt werden.
Fur die PCR Klonierung wurde der pcDNA3.1V5-His TOPO® Expression Kit (Invitrogen)

verwendet.

PcDNA3.1/ ¥
V§5-His-TOPO [

Abbildung 9: pcDNA3.1/V5-His© TOPO® Vektor: er enthilt Gene fiir das V5 Epitop und die
Ampicillin Resistenz, den T7 und CMV Promotor sowie ein BGH Polyadenylierungsignal (Invitrogen
2009).
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Es wurden laut Anleitung 1pl cDNA, 1pl TOPOR Vektor, 1pl Salt Solution und 2ul H,0 gemischt.
AulRerdem wurde eine Kontrolle ohne cDNA angesetzt. AnschlieRend wurden E.coli Bakterien
(One shot®TOP10, Invitrogen) zugegeben und das Gemisch auf Eis gekihlt. Dann wurde es fir
1min auf 42°C erhitzt und wieder auf Eis gekihlt. Nach dem Hinzufligen von 200ul SOC Medium
(Invitrogen) wurde der Ansatz bei 37°C 1h inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf Agarplatten,
die Ampicillin enthielten, verteilt, so dass tUber Nacht die Bakterienkolonien wachsen konnten.
50ml LB Medium wurde mit 100ul Ampicillin vermischt und je 200ul des Gemisches in
Eppendorf Rohrchen verteilt. Von den Agarplatten wurde je eine Bakterienkolonie gepickt, mit
einer Pipette in diese Rohrchen Uberfiihrt und Gber Nacht inkubiert. Es war moglich, dass
sowohl plasmidtragende Bakterien entstehen, die richtige Inserts enthalten als auch Kolonien
mit teilweise oder verkehrt herum inserierten PCR-Produkten. Deswegen erfolgte eine Kontrolle
durch PCR. In einem ersten Schritt wurde die PCR mit den T7 forward- BGH reverse Primer
durchgefiihrt, um zu bestimmen, welche Kolonien das Plasmid mit dem PCR-Produkt intakt
beinhalteten und welche nicht. (32 Zyklen, 57°C, Primer siehe Tabelle 9, PCR Protokoll siehe
Kapitel 3.2.3.2).

Primer Primersequenz

T7 forward 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
BGH reverse 5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’
ATF4 reverse 5°-GGGGACCCTTTTCTTCCCCT-3

Tabelle 9: Primersequenzen PCR Klonierung

Um die Plasmide zu selektieren, die die cDNA in der korrekten Richtung trugen, wurde eine
zweite PCR durchgefiihrt. Hierflir wurden die T7 forward- ATF4 reverse Primer verwendet (36

Zyklen, 57°C, Primer siehe Tabelle 9, PCR Protokoll siehe Kapitel 3.2.3.2).
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Nach positivem Ergebnis in der PCR wurden 30ul der Bakterien in LB Medium entnommen und
zu 5ml reinem LB Medium (mit Ampicillin gemischt) gegeben, geschittelt und wiederum Uber
Nacht inkubiert. Nun wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit von Macherney-Nagel, laut deren

Protokoll, die Plasmid-DNA gereinigt und gewonnen.

3.2.8.2 Transfektion

Das Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Dies
ist mittels verschiedenster Verfahren (z.B. Mikroinjektion, Elektroporation, Calcium-Phosphat-
Prazipitation, etc.) moglich. Hier wurde die Lipofektion angewandt. Mithilfe von Liposomen wird
das genetische Material in die Zellen eingebracht. Liposomen sind Molekiile mit einer duBeren
Lipid-Doppelschicht und einer wassrigen inneren Phase, welche die Plasmide aufnehmen kann.
Je 6l der gewonnenen Plasmide wurden zu 25ul serumfreiem Medium gegeben. Lipofectamine
(Invitrogen) wurde im Verhaltnis 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 einer 8-Kammer-Platte verteilt wurde. Die Zellen wurden
einen Tag zuvor angesetzt. Die Plasmide wurden dann zusammen mit den Zellen Uber Nacht
mindestens 24 h bei 37°C inkubiert. Entweder wurden anschlieRend die Zellen mit Methanol
fixiert und flir die Immunfluoreszenz vorbereitet (siehe Kapitel 3.2.7 Immunfluoreszenz) oder sie
wurden durch die Reverse-Transkription-PCR analysiert.

Als Primarantikorper bei der Immunfluoreszenz kam ein V5-Antikdrper zur Verwendung, da auf
dem Vektor ein hochimmunaffines V5 Epitop intergriert ist. Der Sekundarantikérper war ein
Ziege Anti-Maus IgG.

Fir die Reverse-Transkription-PCR wurden Primer von ADM2, ATF3, ATF4, CHOP und [B-Actin
verwendet (Primersequenzen siehe Tabelle 5). Fir den Nachweis der ATF4 Transkription aus
dem pcDNA3.1 Expressionsplasmid wurde ein Vorwartsprimer verwendet, der sich an den
CMV Promotor des pcDNA3.1 Vektors bindet, kombiniert mit dem Rickwartsprimer von ATF4
(CMV forward: 5 -CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3").
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4 Ergebnisse

4.1 Microarray Analyse Nelfinavir regulierter Gene

Nelfinavir fihrt in Tumorzellen liber ER Stress zur Apoptose. Dieser Mechanismus wurde bereits
in verschiedensten Krebsarten beschrieben, darunter beispielsweise Lungenkarzinome, Gliome
und Ovarialkarzinome (Gills et al. 2007; Pyrko et al. 2007; Briining et al. 2009). In unserer
Arbeitsgruppe wurde in Vorarbeiten beobachtet, dass Nelfinavir in einer Konzentration
zwischen 4 und 10 pg/ml in Leukdmiezellen wie Jurkat- und IM9-Zellen zum Zelltod fiihrt
(Briining et al. 2010). Auch bei der chronisch lymphatischen Leukdamie (B- CLL) ist bekannt, dass
ER Stress Induktoren zum programmierten Zelltod fiihren (Rosati et al. 2010). Der zum Zelltod
fiihrende Mechanismus ist aber sowohl bei epithelialen Tumorzellen als auch bei
Leukamiezellen weitgehend unverstanden geblieben. Um die Wirkung von Nelfinavir auf
leukdamische Krebszellen besser zu verstehen, wurde darum eine Microarray Analyse mit
Nelfinavir behandelten Jurkat-Zellen (T-Zell-Leukamie Zelllinie) veranlasst. Der Microarray, der
aus technischen Griinden im eigenen Labor nicht vorgenommen werden konnte, wurde von der
Firma IMGM als sogenannte ,,Whole Genome” Microarray Analyse durchgefiihrt. Es wurden
dazu RNA Praparationen von drei unbehandelten Jurkat Zellpopulationen (jeweils 500.000
Zellen) genommen und mit drei mit Nelfinavir behandelten Zellpopulationen verglichen. Diese
Probenanzahl stellte die fiir eine biostatistische Analyse (vorgenommen von Statistikern der
IMGM) mindestnotwendige Anzahl dar. 124 hochregulierte Gentranskripte mit einem cut-off > 2
konnten durch die Microarray Analyse identifiziert werden. Die 25 am starksten durch Nelfinavir

hochregulierten Gene sind in Tabelle 10 zusammengefasst:
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Rang | Abkiirzung | Beschreibung des Gens x-fold-change

Homo sapiens ganglioside-induced differentiation-associated

1 GDAP1L1 39,86
protein 1-like 1

2 SULT6B1 Homo sapiens sulfotransferase family, cytosolic, 6B, member 1 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 (E.

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 | VEGFA Homo sapiens vascular endothelial growth factor A 9,19

14 | ASNS Homo sapiens asparagine synthetase 8,75

15 | MS4A7 Homo sapiens membrane-spanning 4-domains 8,54

16 | SCML4 Homo sapiens sex comb on midleg-like 4 8,08

17 | VLDLR Homo sapiens very low 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 sapiens argininosuccinate synthetase 1 6,38
23 | FBXO32 Homo sapiens F-box protein 32 6,1
24 | CCL3 Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 3 6,06
25 | LMO2 Homo sapiens LIM domain only 2 5,82

Tabelle 10: Durch Nelfinavir in Jurkat-Zellen hochregulierte Gentranskripte

Da bei der grofRen Vielfalt an Genen nicht auf alle eingegangen werden konnte, wurden die
Gene nach ihrer Relevanz selektiert. Dabei lieRen sich mehrere Gruppen bilden, darunter
beispielsweise eine Gruppe von ER Stress Proteinen und eine Gruppe von Wachstumsfaktoren
bzw. Peptidhormonen.

Die zwei am starksten hochregulierten Gene sind jedoch GDAP1L1 (ganglioside-induced
differentiation-associated protein 1) und SULT6B1 (Sulfotransferase 6). GDAPL1, dessen
urspringlicher und darum offizieller Name etwas irrefiihrend ist, gehort funktionell zu den
Glutathion-S-Transferasen, die eine zentrale Rolle beim Abbau korperfremder organischer
Stoffe spielen (Noack et al. 2012; Shield et al. 2006). Auch Sulfotransferasen sind Enzyme, die
ihre Funktion u.a. in der Entgiftung haben (Takahashi et al. 2009). Es wurde durch den
Microarray also eine Gruppe von Genen identifiziert, die offensichtlich der Detoxifizierung von
Nelfinavir in Tumorzellen dienen. Interessanterweise gibt es aber zur Entgiftung von Nelfinavir
in Tumorzellen noch keine Studien.

CHAC1, SESN2 und ATF3 gehoren zur Gruppe der ER-Stress-Proteine. CHAC1 wird stark
hochreguliert und liegt auf Rang 6. CHAC1 (cation transport regulator-like protein 1) ist ein

unlangst entdecktes Gen, das durch ER Stress induziert und durch ATF4 reguliert wird. Es ist ein
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Ausldufer des ATF4-ATF3-CHOP-Signalwegs und kdnnte den proapoptotischen Effekt dieser
Transkriptionsfaktoren herbeifihren (Mungrue et al. 2009).

SESN2 (Sestrin 2, auch Hi95 genannt, Rang 12) gehort zur Familie der Sestrine und somit auch
zur Gruppe der Stress-induzierten Proteine. Sie wirken als ,Beschiitzer” der Zellen (Budanov et
al. 2002). Zum einen sind sie Antioxidantien (Budanov et al. 2004), zum anderen inhibieren sie
die Aktivitait von TOR (target of rapamycin complex 1). TOR ist eine Proteinkinase, die
Zellwachstum und Zellmetabolismus reguliert, um die zellulaire Homoostase aufrecht zu
erhalten (Lee et al. 2010).

ATF3 ist ebenfalls ein beschriebenes ER Stress Protein (siehe Kapitel 1.4.2) und liegt auf Rang 20.
Die im Rahmen dieser Arbeit interessanteste Gruppe bilden jedoch die Wachstumsfaktoren und
Peptidhormone. Hierzu gehoéren IL2, VEGF A und ADM2.

IL2 (Interleukin 2, Rang 21) ist ein T-Zell-Wachstumsfaktor. Es stimuliert die Produktion
verschiedenster Abwehrzellen (Bachmann and Oxenius 2007).

Der Wachstumsfaktor VEGF A (vascular endothelial growth factor A, Rang 13) spielt in der
Vaskulogenese, Angiogenese und im endothelialen Zellwachstum eine wichtige Rolle (Yla-
Herttuala et al. 2007).

Das Gen, auf das allerdings im Rahmen dieser Arbeit das Hauptaugenmerk gerichtet wurde, ist
das Peptidhormon ADM2. Es liegt auf Rang 18 (7,6 fach hochreguliert). Wie VEGF A fihrt auch
ADM2 zur Neoangiogenese. Die Tumorgenese ist stark von der Neubildung von Blutgefallen
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 Transkription von ADM2 ist nicht ausreichend geklart. Deswegen sollte 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 Jurkat-Zellen

ADM?2 wurde im Microarray stark hochreguliert. Um diese vorlaufigen Ergebnisse zu bestatigen,
wurden PCR Analysen durchgefiihrt. Jurkatzellen wurden in verschiedenen Konzentrationen mit
Nelfinavir inkubiert. Die Konzentration von 2,2ug/ml wurde bei HIV-Patienten als
durchschnittlicher therapeutischer Serumspiegel festgelegt und 3,2ug/ml ist die maximale
Plasmakonzentration (Cnyax) (Briining et al. 2010). Héhere Konzentrationen von > 5ug/ml fiihren
in leukamischen Tumorzellen bereits zur Apoptose (Briining et al. 2010) und sind wegen einer
moglichen Tumorbehandlung von Bedeutung. Die Einwirkungszeit auf die Zellen mit Nelfinavir
betrug sechs Stunden. AnschlieBend wurde die RNA extrahiert und diese in cDNA
umgeschrieben. Die Polymerasekettenreaktion erfolgte nach Zugabe des spezifischen

Primerpaares fir ADM2.

0 22 32 5 pg/ml NFV

Abbildung 10: Jurkat-Zellen mit Nelfinavir

In Abhangigkeit der Konzentration ist hier eine deutliche Induktion von ADM2 bei héheren
Nelfinavirkonzentrationen zu beobachten (Abbildung 10). Genau wie im Microarray findet eine
Hochregulation des Peptidhormons, durch Nelfinavir eingeleitet, statt. Die bei HIV-Patienten
normalerweise maximal erreichte Konzentration von 3,2ug/ml erzeugt bei Jurkat-Zellen jedoch

noch keine Hochregulation von ADM?2.
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In einer weiteren Versuchsreihe wurden PCR Analysen von Jurkatzellen mit und ohne Zugabe
einer auf 8 ug/ml erhohten Konzentration von Nelfinavir gemacht. Um zu sehen, ob die
Hochregulation des Peptidhormons ADM?2 an die Induktion der ER Stress Reaktion gekoppelt ist,
wurden gleichzeitig die ER Stress Transkriptionsfaktoren CHOP, ATF4 und ATF3 untersucht
(Abbildung 11). AuBerdem wurde eine PCR Analyse des Peptidhormons Inhibin BE mit
durchgefiihrt, 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: Jurkat-Zellen mit/ohne Nelfinavir

Bei den Jurkatzellen mit bzw. ohne Nelfinavir zeigt sich eine Induktion der Peptidhormone;
deutlich bei Inh BE, etwas schwadcher, dennoch aber zu sehen bei ADM2. Auch die ER Stress
Proteine CHOP, ATF4 und ATF3 lassen nach 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 Jurkat-Zellen beobachtbare ADM2 Induktion auch auf epitheliale
Tumore lbertragbar ist, wurde nun die gyndkologische Zelllinie MCF7 (Mammakarzinom) fur die
PCR Analyse aufbereitet. Wieder wurde eine Konzentrationsreihe angelegt. Wahrend bei den
leukdamischen Zelllinien eine Konzentration von 4 bis 10 ug/ml Nelfinavir bereits zur Apoptose
fuhrt (Brlining et al. 2010), ist bei den epithelialen Tumorzellen eine hohere Konzentration von
8 bis 15 pg/ml Nelfinavir notig (Brining, 2011). Neben den Primern fir die Peptidhormone,
wurden Primer der ER Stress Proteine CHOP und XBP1 eingesetzt (Abbildung 12).

0 4 12 ug/ml NFV

] -

Abbildung 12: MCF7-Zellen mit Nelfinavir: Konzentrationsreihe

Es ist eine deutliche konzentrationsabhdngige Induktion von ADM2 und Inh BE nach
Nelfinavirzugabe zu erkennen. Diese ist stark an die Induktion der ER Stress Reaktion gekoppelt,
was sich v.a. im Splicing von XBP1 wiederspiegelt (sichtbar an der zweiten Bande in der
Gelelektrophorese). Doch auch CHOP zeigt eine mit der Konzentration von Nelfinavir steigende
Signalerh6hung. Da die Induktion der Peptidhormone sogar noch ausgepragter ist als in den
Leukdmiezellen, wurde zusatzlich die epitheliale Zelllinie Hela (Zervixkarzinom) untersucht
(Abbildung 13). Ahnlich wie bei den MCF7 Zellen ist wieder eine starke ADM2 und Inh BE
Induktion zu sehen. Da die Neoangiogenese bei soliden Tumoren eine weitaus wichtigere Rolle

spielt, ist es interessant zu beobachten, dass hier eine starkere Induktion stattfindet.
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Abbildung 13: Hela -Zellen mit Nelfinavir: Konzentrationsreihe

4.3 Zeitabhangige PCR Analysen der ER Stress Reaktion
4.3.1 MCF7-Zellen nach Nelfinavirbehandlung

Bisher wurde eine konzentrationsabhangige Induktion der Peptidhormone ADM2 und Inh BE mit
starker Kopplung an die Induktion der ER Stress Reaktion nach Nelfinavirzugabe gezeigt. Um zu
sehen, wie schnell die Induktion der Peptidhormone auf die ER Stress Reaktion folgt, wurden
zeitabhangige PCR Analysen aufbereitet. Nelfinavir wurde hierflir in gleicher Konzentration
(20ug/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 und CHOP wurde an
dieser Stelle auch SESN2 mit untersucht. SESN2 wurde in der Microarray Analyse stark

hochreguliert. Um dieses Ergebnis zu validieren, erfolgten hier PCR Analysen.
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ADM2
Inh BE

XBP1
ATF4

ATF3
CHOP
SESN2

B-Actin

Abbildung 14: MCF7-Zellen mit Nelfinavir: Zeitreihe

Schon nach zwei Stunden Nelfinavireinwirkung auf die Zellen wird die ER Stress Reaktion
ausgeldst, was hier am XBP1 Splicing deutlich sichtbar ist. Mit Beginn des Splicings ist auch eine
Induktion der Peptidhormone erkennbar. Je langer die Nelfinavireinwirkung ist, desto starker ist
das Signal bei ADM2 und Inh BE. Auch die anderen ER Stress Proteine ATF4, ATF3 und CHOP
werden nach Zugabe von Nelfinavir hochreguliert. Bereits nach zwei Stunden
Nelfinavireinwirkung gibt es eine deutliche Signalerhebung. ATF4 zeigt dabei jedoch ein deutlich
schwacheres Signal als ATF3 und CHOP. SESN2 wird wie in der Microarray Analyse ebenso in der

PCR Analyse hochreguliert. Eine zeitabhangige Induktion ist hier ebenfalls zu beobachten.
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4.3.2 MCF7-Zellen nach Behandlung anderer ER Stress Induktoren

Die vorausgegangenen Experimente haben gezeigt, dass der Proteaseinhibitor Nelfinavir die ER
Stress Reaktion auslost und gleichzeitig eine Induktion der Peptidhormone ADM2 und Inh BE
bewirkt. Als nachstes wurde untersucht, ob dieser Effekt auf Nelfinavir beschrankt ist oder ob

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

4.3.2.1 Tunicamyzin

Tunicamyzin (Glykosylierungsinhibitor) wurde in einer Konzentration von 2ug/ml zu MCF7
Zellen gegeben. Die Substanz wurde zwischen einer und vier Stunden auf den Zellen belassen,

bevor diese dann fiir die PCR Analyse bearbeitet wurden (Abbildung 15).
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ADM?2

Inh BE
e XBP1
ATF4
ATF3
CHOP

SESN2

B-Actin

Abbildung 15: MCF7 mit Tunicamyzin: Zeitreihe
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Am XBP1 Splicing erkennbar wird bereits nach einer Stunde Einwirkzeit ER Stress ausgelOst.
Auch die anderen ER Stress Proteine zeigen proportional zu der Zeit, in der Tunicamyzin auf die
Zellen wirkt, eine Signalerhéhung. Bei ADM2 und Inh BE ist kurz darauf eine starke Induktion

nach drei Stunden zu sehen.

4.3.2.2 Thapsigargin

Dieselbe Versuchsreihe wurde mit Thapsigargin (Ca’*-ATPase -Hemmer), einem weiteren ER
Stress Induktor, wiederholt. Wieder wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Chemikalie in

einer Konzentration von 100nM zu MCF7 Zellen gegeben (Abbildung 16).
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Abbildung 16: 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 Hochregulation, die aber nach zwei
Stunden wieder abnimmt. Bei ADM2 kommt es zu einer stetigen Zunahme des Signals, Inh BE

hingegen lasst erst nach zwei Stunden ein schwaches Signal erkennen.

4.3.2.3 Quercetin

Die spezifische Induktion von ADM2 bzw. Inh BE durch ER Stress konnte diese Peptidhormone
auch zu mogliche PCR Marker fiur die ER Stress Reaktion machen. Inh BE wurde von unserer
Arbeitsgruppe auch kirzlich als moglicher Marker fir sog. ,,drug-induced ER Stress” beschrieben
(Brining et al. 2012). Es wurden darum verschiedene im Labor vorhandene Agenzien auf eine
Induktion von ADM2 getestet. Dabei konnte u.a. das Flavonoid Quercetin, ein kirzlich von uns
als Proteasom-Inhibitor identifiziertes natirliches Antioxidans (Klappan et al. 2012), als schwach
ADM2 induzierendes Molekiil identifiziert werden, was in Abb. 17 gezeigt ist.

MCF7 Zellen wurden dafir mit Quercetin in einer Konzentration von 100uM und

unterschiedlichen Zeitdauern inkubiert.

0 2 4 6 h Quercetin (100uM)

— I

Abbildung 17: MCF7 mit Quercetin: Zeitreihe
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Ein XBP1 Splicing ldsst sich in der Gel-basierten PCR Analyse nicht darstellen. Weitere
Untersuchungen (siehe Kapitel 4.5) konnten jedoch eine schwache Induktion der ER Stress

Reaktion durch Quercetin mittels Real-time-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 und 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 Vergleich mit anderen Inhibinen

Von allen funf Untereinheiten der Inhibine ist eine Expression in gyndkologischen Zelllinien
nachweisbar (Mylonas et al. 2006; Kimmich et al. 2010). Dass Inhibin BE nach Zugabe von ER
Stress Induktoren wie Nelfinavir eine Hochregulation erfdhrt, konnte in den 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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Abbildung 18: MCF7-Zellen mit Nelfinavir Abbildung 19: Hela-Zellen mit Nelfinavir

Eine dhnliche konzentrationsabhangige Induktion wie bei Inh BE nach Nelfinavirzugabe kann bei
den anderen Inhibinen nicht beobachtet werden. Es zeigt sich eine in etwa konstante
Signalerhebung, unabhdngig von der Menge an Nelfinavir, die zu den Zellen hinzugegeben

wurde.

4.5 Real-time-PCR Analysen

Um eine bessere Quantifizierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurde eine Real-time-PCR
Analyse fir XBP1 etabliert. Die Real-time-PCR erlaubt eine schnellere und sensitivere Analyse
als die konventionelle PCR. Das Splicing von XBP1 ist ein sicheres Kennzeichen fiir ER Stress.
Durch ER Stress wird ein 26 Nukleotide umfassendes Intron aus der mRNA von XBP1 entfernt,
wie auf den oben gezeigten Standard-PCR Gelen zu sehen war. Da die TagMan Sonde sich Uber
die gespleiBte Stelle von XBP1 anlagert, wird in der Real-time-PCR nur die gespleite Form von
XBP1 erkannt und erfasst (Abbildung 20). Die Real-time-PCR mit XBP1 als Primer eignet sich

deswegen besonders gut, induzierten ER Stress nachzuweisen.
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S

TGCTGAAGAGGAGGCGGAAGCCAAGGGGAATGAAGTGAGG

CCAGTGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG : CAGCACTCAGACTA

CGTGCACCTCTG : CAGCAGGTGCAGGCCCAGTTGTCACCC

CTCCAGAACATCTCCCCATGGATTCTGGCGGTATTGACTC

TTCAGATTCAGAGTCTGATATCCTGTTGGGCATTCTGGAC

é

Abbildung 20: 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 Sequenz entspricht den peripheren PCR Primer. Die
Pfeile markieren die Richtung, aus der abgelesen wird. Die Sequenz fiir die TagMan Sonde ist blau
unterstrichen (Brining 2011). Bei dem Splicing handelt es sich um ein untypisches zytosolisches
Splicing, wahrend das regulare Splicing in der Regel im Zellkern stattfindet.

4.5.1 XBP1 Splicing nach Quercetin- und Tunicamyzinbehandlung

In den vorherigen Kapiteln konnte mittels klassischer PCR gezeigt werden, dass durch Zugabe
von ER Stress Induktoren wie z.B. Tunicamyzin zu Tumorzellen eine ER Stress Reaktion ausgeldst
wird. Diese zeigt sich am XBP1 Splicing. Da die Real-time-PCR das sensitivere Verfahren ist,
sollen diese Ergebnisse nun mit dieser Methode bestatigt werden. MCF7-Zellen wurden sechs
Stunden mit Tunicamyzin und vier bzw. sechs Stunden mit Quercetin inkubiert. Die cDNA, die
anschlieend gewonnen wurde, wurde zusammen mit den Primern flir entweder XBP1 oder
B-Actin (dient als Kontrolle) in der Real-time-PCR gemessen. Abbildung 21 zeigt das vom Real-
time-PCR Gerat erstellte Diagramm. Je hoher die Kopienzahl des Zielgens in der PCR ist, desto
schneller kann eine Amplifikation und ein Anstieg in der Fluoreszenz beobachtet werden und
desto kleiner ist der Ct-Wert (Schnittpunkt der Amplifikationsgraphen mit der grinen Linie,

Erlduterung siehe Abbildung 8).
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Abbildung 21: Real-time-PCR: MCF7-Zellen behandelt mit Tunicamyzin (5 pug/ml) und Quercetin
(100 uM). MCF7-Zellen wurden 6h mit Tunicamyzin, 4 und 6h mit Quercetin inkubiert.
Die x-Achse zeigt die Anzahl der PCR-Zyklen, die y-Achse die relative Fluoreszenzintensitat.

A) XBP1 Primer. B) B-Actin Primer zur Kontrolle.

Die Real-time-PCR bestatigt eine starke Induktion von XBP1 Splicing in Tunicamyzin-behandelten
MCF7 Zellen. Im Vergleich zur klassischen PCR (Abbildung 17) lasst sich nun auch ein

eindeutiges, allerdings schwacheres XBP1 Splicing in Quercetin-behandelten MCF7 Zellen
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darstellen, was zur ADM2 Induktion durch Quercetin fiihren kann. Dennoch |6st Quercetin eine
schwachere ER Stress Reaktion als Tunicamyzin aus. Der Ct-Wert von Tunicamyzin ist in der

XBP1 Analyse mit 25,09 kleiner als die Ct-Werte von Quercetin (31,03 und 31,97).

4.5.2 XBP1 Splicing nach Nelfinavir-, Quercetin- und Bortezomibbehandlung

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die ER Stress Induktoren Nelfinavir, Quercetin und
Bortezomib in der Real-time-PCR auf XBP1 Splicing getestet. Je sechs Stunden wurden MCF7-
Zellen mit den Substanzen inkubiert. Eine unbehandelte Kontrollprobe wurde ebenfalls
angelegt. Um den direkten Vergleich zu haben, wurde von den Proben parallel eine

konventionelle PCR durchgefiihrt (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: Real-time-PCR: MCF7-Zellen wurden fiir je 6h mit Nelfinavir (20 pg/ml), Quercetin
(60 uM), Bortezomib (20 ng/ml) oder unbehandelt (Kontrolle) inkubiert. Mit XBP1 und —Actin
Primern wurden die konventionelle und die Real-time-PCR durchgefiihrt (vertffentlicht als Ko-
autorschaft in: Klappan et al. 2012).
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Nelfinavir zeigt in der Real-time-PCR die starkste Induktion der gespleilten Form von XBP1
(Ct-Wert = 18,72). In den mit Quercetin und Bortezomib behandelten MCF7-Zellen l3sst sich
eine deutlich schwéachere, dennoch vorhandene Induktion von XBP1 Splicing darstellen. Die aus
dem obigen Diagramm abgelesenen Ct-Werte ergeben fiir Quercetin und Bortezomib die Werte
22,43 und 22,97. Dasselbe Ergebnis kann in der Reverse-Transkriptase-PCR (in Abbildung 22 zum
Vergleich eingefligt) verifiziert werden.

Quercetin und Bortezomib sind Proteasomen-Inhibitoren und 16sen ER Stress in Tumorzellen
nur als Nebenreaktion aus. Sie fiilhren die Zellen hauptsachlich lber einen zytosolischen
Zellstress-Mechanismus zur Apoptose. Die Real-time-PCR Analysen bestatigen, dass Nelfinavir
und Tunicamyzin das XBP1 Splicing (als Kennzeichen fiir ER Stress) deutlich starker induzieren

als Quercetin und Bortezomib.

4.6 Nachweis der ADM2 Hochregulation auf Proteinebene

4.6.1 Immunfluoreszenz von Hela-Zellen nach Nelfinavirbehandlung

Um eine stress-induzierte Hochregulation des Peptidhormons ADM2 auch auf Proteinebene zu
beweisen, wurden Immunfluoreszenz-Untersuchungen vorgenommen. Hela-Zellen wurden fir
24 Stunden mit Nelfinavir inkubiert und anschlieRend wurden die Zellen fur die
Immunfluoreszenz aufbereitet. Als Primarantikdrper kam Anti-Intermedin (erzeugt in Kaninchen
von Phoenix Europe GmbH) und als Sekundarantikdrper Anti-Kaninchen (erzeugt in Ziege von
Jackson Immuno Research) zur Verwendung. Mithilfe des Fluoreszenzmikroskops konnten

schliefilich folgende Bilder gemacht werden (Abbildung 23).
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Nelfinavir

Kontrolle

Abbildung 23: Immunfluoreszenz: HelLa-Zellen mit ADM2-Antikérper

Im Vergleich zur Kontrolle (HelLa-Zellen, die nicht mit Nelfinavir behandelt wurden) zeigen die
mit Nelfinavir behandelten Zellen eine deutliche stirkere Bindung des ADM2-Antikorpers.
Daraus ldsst sich schlieSen, dass nach Gabe von Nelfinavir eine hohe Exprimierung des Proteins

ADM?2 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 oben beschrieben wurden die Substanzen zu Hela-

Zellen gegeben. Die Einwirkzeit betrug flir Tunicamyzin und DTT je sechs Stunden.
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Abbildung 24: Immunfluoreszenz: HelLa-Zellen mit ADM2-Antikdrper

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

eine verstarkte Expression von ADM2 in den Zellen nachweisbar.

4.7 PCR Klonierung von ER Stress regulierenden Transkriptionsfaktoren

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 ist mit einer Reihe von
Transkriptionsfaktoren verbunden, hierzu zahlen 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 anderer Gene (Ameri and Harris
2008). Ob ein hier aufgefiihrter Transkriptionsfaktor fir die Induktion von ADM2 verantwortlich
ist, soll mittels PCR Klonierung untersucht werden. Hierfir wurden von den
Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF3 und CHOP Expressionsplasmide erzeugt. ATF3 und CHOP
wurden bereits vorher von Mitarbeitern des Forschungslabors kloniert. ATF4 wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit kloniert. Von mit Nelfinavir-behandelten MCF7-Zellen wurde cDNA in ihrer
gesamten Lange mithilfe von Reverse-Transkriptase-PCR amplifiziert. ,,Full length” Primerpaare
von ATF4, ATF3, und CHOP wurden eingesetzt (Primersequenzen siehe Tabelle 5). Die
amplifizierte cDNA wurde per PCR Klonierung in den pcDNA3.1V5-His Vektor inseriert. ATF4,
ATF3 und CHOP wurden ohne Stoppkodon amplifiziert, um V5 Fusionsproteine zu erhalten.
Mittels Lipofektion (mit Lipofectamine von Invitrogen) wurden die gewonnenen Plasmide
schlielllich in Hela-Zellen transfiziert. Die Plasmide wurden zusammen mit den Zellen hierfiir

Uber Nacht mindestens 24 h inkubiert.

4.7.1 ATF4 Klonierung: Nachweis in der Immunfluoreszenz

Um den Erfolg der Plasmidklonierung zu Uberprifen, wurden von der ATF4 Expression
Immunfluoreszenz-Bilder aufgenommen. Nach der Transfektion der Plasmide zu den Hela-
Zellen mittels Lipofectamine wurden die Zellen mit Methanol fixiert. Nach 24 Stunden wurde als
Priméarantikorper ein spezifischer V5-Antikorper zu den Zellen gegeben (erzeugt in Maus von
AbD Serotec). Der V5-Antikdrper erlaubt den einfachen Nachweis der Genexpression, da der
Vektor ein hochimmunaffines V5 Epitop besitzt. Als Sekundarantikorper wurde ein Ziege Anti-

Maus IgG (Jackson Immuno Research) benutzt.
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Abbildung 25: Immunfluoreszenz: ATF4 Expression in transfizierten HelLa-Zellen

In den transfizierten Hela-Zellen ist eine erhdhte Fluoreszenz zu erkennen. ATF4 wird vermehrt
exprimiert. Auffallend war, dass in einigen transfizierten Zellen eine Apoptose zu beobachten
war, die darauf hinweist, dass ATF4 Uberexpression, wie auch verschirfter ER Stress, pro-

apoptotisch wirkt.

4.7.2 ADM2: ein Zielgen von ATF4

Um herauszufinden, ob ADM2 das Zielgen einer der Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF3 oder
CHOP ist, wurde die Expression des Peptidhormons und der Transkriptionsfaktoren mithilfe der
Reverse-Transkriptase-PCR untersucht. Aus den transfizierten Hela-Zellen wurde RNA
gewonnen und fiur die PCR in cDNA umgeschrieben. Nach Zugabe der spezifischen Primer fir
ADM?2, fir die Transkriptionsfaktoren und fiir B-Actin erfolgte die PCR Analyse.

ATF4 mRNA ist endogen bereits reichlich vorhanden. Die endogene ATF4 mRNA besitzt
hemmende offene Leseraster, die die mRNA Translation unter normalen physiologischen
Bedingungen inhibieren. Die in die Expressionsvektoren geklonte ATF4 mRNA besitzt diese

hemmenden offenen Leseraster nicht. Deswegen wurde fiir den Nachweis der ATF4
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Transkription aus dem pcDNA3.1 Expressionsplasmid ein Vorwartsprimer verwendet, der sich an

den CMV Promotor des pcDNA3.1 Vektors bindet.

Konl ATF4 ATF3 CHOP Kon2

ADM?2
ATF3
CHOP
CMV-ATF4
ATF4

B-Actin

Abbildung 26: PCR Klonierung

Durch die Transfektion der Expressionsplasmide in Hela-Zellen werden die
Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF3 und CHOP Uiberexprimiert. Das starkste Signal in der ADM2
Reihe zeigt sich nach der ATF4 Transfektion. Die Uberexpression von ATF4 fiihrt demnach zur
Induktion des Peptidhormons ADM?2. Das bedeutet, dass ADM2 ein transkriptionelles Zielgen

von ATF4 ist.
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5 Diskussion

Die in dieser Doktorarbeit durchgefiihnrten Untersuchungen zeigen zum ersten Mal eine
Adrenomedullin 2 (ADM2) Induktion durch ER Stress in Tumorzellen. ER Stress wird
beispielswiese in Tumoren u.a. durch Hypoxie und Nahrstoffmangel ausgelést. Um zu
Uberleben, missen sich Tumorzellen Stressbedingungen wie Hypoxie oder Nahrstoffmangel
entgegensetzen. Deswegen kommt es wahrend des Tumor- und Metastasenwachstums zur
Neovaskularisation. Dabei spielen Angiogenese und Vaskulogenese eine wichtige Rolle (Rouhi et
al. 2010). ADM2 ist ein die Neoangiogenese forderndes Peptidhormon (Smith et al. 2009). Die
physiologische bekannte neoangiogene Wirkung von ADM2 koénnte dabei helfen, die Tumoren
mit besserer Nahrstoffversorgung auszustatten. Physiologisch mag ADM2 also
Gewebeschadigungen durch Hypoxie vermindern bzw. bei dessen Reparatur helfen. Bei
Tumoren wird dieser Prozess héchstwahrscheinlich jedoch als Uberlebensstrategie ausgenutzt.
Somit scheint von Tumorzellen sezerniertes ADM2 eine Uberlebensférdernde Wirkung auf
Tumoren zu haben.

Da die ER Stress Reaktion eine genetisch festgelegte Reaktion ist, kommt es bei allen ER Stress
induzierenden Auslésern zur ADM2 Expression, auch bei Nelfinavir. Bei HIV-Patienten
verwendete Nelfinavir Konzentrationen bewirken jedoch keinen ER Stress (siehe Abbildungen
12 und 13), und die fiir eine mogliche Krebstherapie verwendeten hohen Konzentrationen sind
so stark zellschadigend, dass die mdgliche neoangiogene Wirkung von ADM2 im Rahmen einer
zytotoxischen Krebstherapie nicht mehr zum Tragen kommen kann. Die Bedeutung der ADM?2
Expression beim ER Stress ist somit eher wahrend der Tumorprogression zu sehen als bei der
Tumorbehandlung durch ER Stress induzierende Substanzen wie Nelfinavir, aber beispielsweise

auch wie Bortezomib.

5.1 Die Rolle von ADM2 bei der Neoangiogenese

ADM2 fordert die Neoangiogenese und kann auf diese Weise dabei helfen, die
Nahrstoffversorgung von Tumoren zu verbessern. ADM2 fihrt Gber den eNOS Signalweg und

die VEGF Hochregulation direkt tGber die Aktivierung von Endothelzellen zur Neoangiogenese.
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Dies konnte von Smith et al. im Tiermodell an ischdmischen Gliedmalien gezeigt werden (Smith
et al. 2009). Neuere Untersuchungen ergaben, dass ADM2 auch in Tumormodellen in Mausen
ein gut organisiertes Gefdllsystem induziert. Wird ADM2 gehemmt, verschlechtert sich die
Blutversorgung und das Tumorwachstum wird wahrscheinlich inhibiert (Zhang et al. 2012). In
dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Hochregulation von ADM2 in epithelialen
Tumorzelllinien wie MCF7 (Mammakarzinom) und Hela (Zervixkarzinom) starker war als in
leukamischen Zelllinien. Die Neoangiogenese spielt in soliden Tumorzellen eine weitaus
wichtigere Rolle als in hdamatologischen malignen Erkrankungen. Doch auch bei der akuten
lymphatischen Leukdmie kommt es zu einer vermehrten Neoangiogenese und es ist eine
Erhohung von VEGF nachweisbar (Todorovic et al. 2012). VEGF ist ein gut untersuchter, die
Angiogenese fordernder Wachstumsfaktor, der beinahe von allen soliden Tumoren sekretiert
wird (Yoo et al. 2006). Im Microarray wurde in den mit Nelfinavir behandelten Jurkat-Zellen
neben ADM2 auch VEGF A stark hochreguliert. Zahlreiche therapeutische Ansatze, die die
Angiogenese angreifen, sind bereits in Anwendung oder noch in Entwicklung. Darunter ist
beispielsweise Sorafenib, ein VEGF Inhibitor, der als Standardtherapie beim fortgeschrittenen
Hepatozelluldarem Karzinom eingesetzt wird (Folkman 2007; Kuhn et al. 2007; Keating and
Santoro 2009). Wie VEGF kénnte auch ADM2 als ein neuer Angriffspunkt fir die Antitumor-

Therapie in Zusammenhang mit Gefdallneubildung in Betracht kommen.

5.2 Die Induktion von ADM2 durch ER Stress

Das Peptidhormon ADM2 wird genau wie das Peptidhormon Inhibin BE, das in Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe untersucht wurde (Briining et al. 2012), durch ER Stress in Tumorzellen
hochreguliert. Durch PCR Analysen und Immunfluoreszenz konnte die im Microarray gezeigte
Hochregulation von ADM2 in mit Nelfinavir behandelten Jurkat-Zellen bestatigt werden. In
weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass auch in epithelialen Tumorzelllinien wie
MCF7 und Hela eine spezifisch durch ER Stress ausgeldste Induktion von ADM2 erfolgte. Eine
ADM?2 Expression zeigte sich nicht nur fir Nelfinavir, sondern auch andere ER Stress Induktoren

wie Tunicamyzin, Thapsigargin und Quercetin flihrten zur Induktion des Peptidhormons.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass aus der Gruppe der Peptidhormone neben Inhibin BE
mit ADM2 ein neuer Faktor identifiziert werden konnte, dessen Induktion durch ER Stress in
Tumorzellen ausgel6st wird.

Die ER Stress Reaktion hat zwei kontroverse Seiten: zum einen dient der zytoprotektive Teil als
Resistenz- und Adaptationsmechanismus fiir Tumorzellen und fiihrt so zur Tumorprogression
(Healy et al. 2009). Zum anderen kommt es bei persistierendem ER Stress durch den pro-
apoptotischen Weg zum Zelltod (Hitomi et al. 2004; Rosati et al. 2010). Unter Verwendung
bestimmter Chemotherapeutika wie Nelfinavir und Bortezomib kommt dies als zusatzlicher
Behandlungsweg bei chemoresistenten Karzinomen in Betracht (Gills et al. 2007; Briining et al.
2011). Die Funktion von ADM2 ist aber weniger in einem pro-apoptotischen Mechanismus zu
suchen. Aufgrund seiner physiologischen Wirkung ist eher zu vermuten, dass ADM2 auf
Ubergeordnete Weise durch parakrine Mechanismen den jeweiligen Zellstressreaktionen
entgegenwirkt und somit zur Tumorprogression beitrdagt. Hier ist insbesondere die
proangiogene Funktion von ADM2 von Bedeutung, da die Bewaltigung von Hypoxie und
Nihstoffmangel zu den wichtigsten Uberlebensfihigkeiten von Tumorzellen gehért.

Beide Peptidhormone, ADM2 und Inhibin BE, vermitteln also anders als die meisten anderen
ER Stress Marker Uber autokrine und parakrine Funktionen ER Stress Signale unter Zellen und
Geweben. Deswegen konnten sowohl ADM2 als auch Inhibin BE als sensitive Marker fir ER
Stress eine Rolle spielen.

ADM2 wurde bisher als ein gefaBerweiterndes und blutdrucksenkendes Hormon beschrieben,
das eine protektive Wirkung auf das Myokard zeigt (Bell and McDermott 2008). Die protektive
Wirkung durch ADM?2 auf das Herzgewebe ist in einer Hemmung des myokardialen ER Stresses
zu vermuten. ADM2 inhibiert die Hochregulation von ER Stress Markern wie Grp78, CHOP und
Caspase 12 sowie den Transkriptionsfaktoren ATF6 und ATF4 nach Gabe von Tunicamyzin oder
DTT im Herzgewebe. Im Tiermodel zeigte sich bei Ratten mit myokardialer Ischamie durch die
Gabe von ADM2 eine Abschwachung des ER Stresses sowie eine Verbesserung von Schiaden am
Myokard (Teng et al. 2011).

ADM2 scheint also auch eine hemmende Wirkung auf den ER Stress auszuiiben. Uber diese
mogliche riickkoppelnde Wirkung von ADM2 insbesondere auf Tumorzellen ist aber so gut wie

nichts bekannt. Es bleibt demnach zu untersuchen, ob ADM2 dieselbe inhibierende Wirkung auf
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ER Stress in Tumorzellen auslibt wie auf ER Stress im Myokard. ADM2 ware allerdings nicht der
einzige negative Ruckkopplungs-Regulator in der ER Stress Reaktion. Auch GADD34 (growth
arrest and DNA damage-inducible protein 34) kommt eine Rolle in der negativen
Rickwartskopplung zu und es soll die durch ER Stress-induzierte Genexpression inhibieren
(Novoa et al. 2001). Beide Gene, GADD34 und ADMZ2, haben mit ATF4 denselben
Transkriptionsfaktor. Ob sie in der ER Stress Reaktion auch dhnliche Funktionen besitzen, bleibt
zu untersuchen.

Auch humane Endothelzellen der Aorta exprimieren ADM2 mRNA. Diese ADM2 mRNA
Exprimierung reagiert empfindlich auf metabolische Veranderungen und steigt bei oxidativem
Stress an. Indem es die Caspase Aktivitat senkt, zeigt ADM2 eine anti-apoptotische Wirkung und
erhoht das Uberleben der endothelialen Zellen. ADM2 kénnte deswegen nicht nur als ER Stress
Marker sondern auch als Marker fiir kardiovaskularen Stress dienen (Pearson et al. 2009). Auch
Bell et al. konnten eine Induktion von ADM2 nach oxidativem Stress in Herzmuskelzellen zeigen
(Bell et al. 2008). Es ist anzunehmen, dass neben ER Stress und oxidativem Stress auch
Nahrstoffmangel zu einer Induktion von ADM?2 fiuhrt. Nahrstoffmangel und der damit
verbundene Aminosduren-Mangel haben eine Aktivierung von GCN2 (general control
nonrepressed 2, Serin/Threonin-Protein Kinase) zur Folge. GCN2 wiederum phosphoryliert
elF2a, was zur Induktion von ATF4 fihrt (Jiang et al. 2004; Ye et al. 2010; siehe Abbildung 6). Da
unseren Ergebnissen zufolge, ADM2 ein transkriptionelles Zielgen von ATF4 ist, ist es
wahrscheinlich, dass auch ADM2 durch Nahrstoffmangel induziert wird. AuBerdem kampft
ADM?2 durch seine proangiogene Wirkung in Tumorzellen gegen Nahrstoffmangel an. Deswegen
sollten weitere Untersuchungen veranlasst werden, die einen Nahrstoffmangel in Tumorzellen
hervorrufen (Glukose- bzw. Aminosdure-Entzug) und eine wahrscheinliche ADM2 Induktion
aufzeigen. Derartige Untersuchungen sollen im Rahmen weitergehender Untersuchungen im

Forschungslabor demnachst durchgefiihrt werden.
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5.3 ADMz2 ist ein Zielgen von ATF4

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ADM2 in Tumorzellen nach Zugabe bestimmter
Chemikalien wie beispielsweise Nelfinavir hochreguliert wird. Diese Hochregulation steht im
Zusammenhang mit der ER Stress Reaktion. In die ER Stress Reaktion sind wiederum zahlreiche
Transkriptionsfaktoren involviert und ein Hauptregulator davon ist ATF4 (Kilberg et al. 2009;
Rzymski et al. 2009; Ye and Koumenis 2009). Durch PCR Klonierung der bei der ER Stress
Reaktion beteiligten Transkriptionsfaktoren konnte ADM2 als neues transkriptionelles Zielgen
von ATF4 identifiziert werden. Auch Inhibin BE konnte kirzlich als Zielgen von ATF4 in der ER
Stress Antwort hinzugefligt werden (Brining et al. 2012). ATF4 gehort zur Familie der bZIP
Transkriptionsfaktoren. Viele Zielgene von ATF4 werden durch das C/EBP-ATF (CCAAT-enhancer
binding protein-activating transcription factor) Reaktionselement (engl. response element)
aktiviert (Kilberg et al. 2009). Inhibin BE besitzt in Leberzellen zwei C/EBP-Stellen in seinem
Promotor, die die Bindung von C/EBP-f (= LAP, liver activating protein) erlauben. LAP ist ein in
Leberzellen exprimierter Transkriptionsfaktor. Dies zeigt, dass die Expression des
Peptidhormons Uber Transkriptionsfaktoren der bZIP Familie in bestimmten Zelltypen wie z.B.
Leberzellen reguliert werden kann (Hashimoto et al. 2002; Briining et al. 2012). Ob auch die
Expression von ADM?2 (iber C/EBP-ATF Reaktionselemente geregelt werden kann, bleibt zu
untersuchen. Bislang gibt es keine Daten, die nachweisen, dass ADM2 C/EBP-Bindungsstellen
besitzt.

In den zeitabhangigen PCR Analysen war zu beobachten, dass nach Zugabe der ER Stress
Induktoren Nelfinavir, Tunicamyzin und Thapsigargin stets eine schnelle Hochregulation der
Peptidhormone erfolgte. Mit Beginn des XBP1 Splicings, was als Marker fir ER Stress gilt
(Yoshida et al. 2001), war jeweils eine einsetzende Signalerhebung bei ADM2 und Inh BE
sichtbar. ATF4 mRNA ist endogen reichlich vorhanden (Shan et al. 2009). Das ist auch an dem
vorhandenen Signal von ATF4 bereits vor Zugabe von ER Stress Induktoren in den PCR Analysen
zu sehen. Da die Zellen unter standiger Alarmbereitschaft stehen, um sofort auf veranderte
Umweltbedingungen zu reagieren, findet bei Auslosung von ER Stress deswegen eine schnelle

Reaktion statt und ATF4 kann ohne groRere Verzogerungen als aktives Protein gebildet werden.
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Durch die Tatsache, dass ATF4 Transkriptionsfaktor von ADM2 und Inh BE ist, lasst sich die

schnelle Induktion der Peptidhormone bei ER Stress erklaren.

5.4 ADM2 Expression in Tumoren

ADM2 wird wie Inhibin BE in gyndkologischen Tumoren nach ER Stress hochreguliert. Eine hohe
ADM?2 Expression konnte vor Kurzem in Hepatozelluliren Karzinomen von Guo et al.
nachgewiesen werden. Bereits in frilhen Stadien der Erkrankung wurde eine starke ADM?2
mRNA Exprimierung beobachtet. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Hemmung von ADM2
zur Apoptose von Tumorzellen und somit zur Unterdriickung des Tumorwachstums fihrt (Guo
et al. 2012). Als Inhibitoren von ADM2 stehen ein polyklonaler Antikérper sowie ein
kompetitiver Antagonist am CRLR/RAMP-Rezeptorkomplex zur Verfiigung. Diese Ergebnisse
fihren zu der Annahme, dass ADM2 als Biomarker und therapeutischer Angriffspunkt fiir das
Hepatozelluldre Karzinom in Frage kommt. Auch in Nebennierentumoren sowohl kortikalen als
auch medulldren Ursprungs konnte eine ADM2 Exprimierung nachgewiesen werden. ADM2
konnte auch hier eine Rolle als autokriner bzw. parakriner Regulator fiir das Zellwachstum
einnehmen (Morimoto et al. 2008).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit war es aus zeitlichen Griinden nicht mehr modglich, den
Nachweis einer ADM2 Exprimierung in verschiedenen gyndkologischen Tumoren sowie im
Mammakarzinom zu erbringen. Die histologischen Untersuchungen zur Expression von ADM2
sind von unserer Arbeitsgruppe aber in Planung und sollen demnachst in dhnlicher Form wie die
zu Inh BE durchgefiihrt werden. Zudem sollen lber die Klonierung von ADM2 in den pcDNA3.1
Vektor einfache, stabile Zellklone von MCF7 Zellen generiert werden. Diese Klone kénnen dann
im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzelllinien fiir das Nacktmausmodell verwendet werden.
Es ist vorgesehen, die Tumorentwicklung von mit MCF7-ADM2-Zellen geimpften Nacktmausen
mit der von mit MCF7-Kontrollzellen geimpften Nacktmausen zu vergleichen. Bei den
histologischen Untersuchungen ist das Hauptaugenmerk auf die Tumorvaskularisierung zu

legen.
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5.5 Andere ER Stress Marker

In zahlreichen Publikationen wurden bisher Methoden beschrieben, wie ER Stress und die
darauffolgende Reaktion gemessen werden kann. Als ein friihes und spezifisches Kennzeichen
flr ER Stress wird die gespleiRte Form von XBP1 betrachtet (Yoshida et al. 2001). XBP1 ist ein
Transkriptionsfaktor aus der bZIP Familie, und die XBP1 mRNA Exprimierung wird durch ER
Stress induziert. Unter den verdffentlichten Methoden gibt es einige, die die konventionelle
Reverse-Transkriptase-PCR zum Nachweis von XBP1 Splicing vorschlagen (Samali et al. 2010;
Zhao et al. 2011). Im Rahmen meiner Arbeit wurde zur Messung des XBP1 Splicings zum ersten
Mal eine Real-time-PCR etabliert. Die Real-time-PCR konnte die Ergebnisse der Reverse-
Transkriptase-PCR, bei der sich das XBP1 Splicing in der Gelelektrophorese anhand von
Doppelbanden zeigt, verifizieren und sogar noch deutlicher zum Ausdruck bringen. Diese
Ergebnisse wurden von unserer Arbeitsgruppe in der Zeitschrift ,Histochemistry and Cell
Biology” 2012 veroffentlicht (Klappan et al. 2012). Dass die Real-time-PCR ein sensitives,
guantitatives Verfahren zur Messung von XBP1 Splicing ist, wurde parallel auch von anderen
Autoren beschrieben (van Schadewijk et al. 2012).

Wie bereits erwdhnt wurde in Vorarbeiten gezeigt, dass Inhibin BE durch die ER Stress Reaktion
hochreguliert wird (Briining et al. 2012). Neben ADM2 wurde die durch ER Stress Induktoren
ausgeldste Hochregulation des Inhibins auch in dieser Arbeit bestatigt. Auch das Verhalten der
anderen Inhibine (Inh o, Inh BA, Inh BB und Inh BC) wurde bei ER Stress untersucht. Hier zeigte
sich in MCF7 und Hela-Zellen allerdings entweder Uberhaupt keine Expression oder die
Expression wurde durch Nelfinavir nicht beeinflusst. Auer Inhibin BE kommen daher die
anderen Inhibine als ER Stress Marker nicht in Frage.

In der Microarray Analyse zeigte sich ferner in den Nelfinavir-behandelten Jurkat-Zellen eine
starke Hochregulation von Sestrin 2. In den zeitabhangigen PCR Analysen konnte nach Zugabe
von Nelfinavir, Tunicamyzin und Thapsigargin zu MCF7-Zellen dieses Ergebnis bestatigt werden.
Sestrin 2 wurde als neues auf Stress reagierendes Gen identifiziert, das in die Regulation von
Zelliiberleben involviert ist. Eine vermehrte Expression von Sestrin 2 konnte durch verschiedene
Zellstressbedingungen wie Hypoxie, oxidativer Stress oder UV-Bestrahlung induziert werden
(Budanov et al. 2002; Liu et al. 2011). Im Rahmen dieser Doktorarbeit kann zum ersten Mal eine
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vermehrte Sestrin 2 Induktion durch ER Stress gezeigt werden. Neben CHOP, ATF3, ATF4, XBP1
und den neu identifizierten Peptidhormonen Inhibin BE und ADM2 ist somit auch Sestrin 2 ein

sensitiver Marker fur ER Stress.
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6 Zusammenfassung

Kommt es im Endoplasmatischen Retikulum (ER) von Tumorzellen zu einer Stoérung des
Gleichgewichtes durch die Ansammlung nicht- oder fehlgefalteter Proteine, wird eine genetisch
festgelegte ER Stress Reaktion ausgelost. Diese ER Stress Reaktion induziert die Expression einer
Vielzahl von regulatorischen Genen. Darunter befinden sich u.a. die Transkriptionsfaktoren
ATF6, ATF4 und XBP1. Die von diesen ,Schlisselfaktoren” induzierten Gene (Chaperone und
Hitzeschockproteine) versuchen entweder die Homdostase im ER aufrechtzuerhalten oder
fiihren bei persistierendem ER Stress, z.B. durch die Expression des pro-apoptotischen
Transkriptionsfaktors CHOP, zur Apoptose der Zelle. Da dieser Apoptoseweg sich von den
klassischen Zelltodmechanismen differenziert, kommen ER Stress induzierende Substanzen als
mogliche Medikamente in der Tumortherapie in Frage. ER Stress ldsst sich neben den gangigen
Induktoren wie Tunicamyzin oder DTT auch mit dem HIV-Proteaseinhibitor Nelfinavir ausldsen.
In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass es nach der
Induktion der sogenannten ER Stress Reaktion in Mammakarzinomzellen durch Nelfinavir zu
einer selektiven und ausgepragten Expression des Peptidhormons Inhibin BE kommt. Dies fuhrte
zu der Fragestellung, ob auch andere Peptidhormone durch Nelfinavir-induzierten ER Stress
hochreguliert werden.

In einer Microarray Analyse wurde in einer leukdmischen Zelllinie (Jurkat-Zellen)
Adrenomedullin 2 (ADM2) als ein neues durch Nelfinavir induziertes Peptidhormon identifiziert.
Durch PCR Analysen und Immunfluoreszenz konnte dieses Ergebnis verifiziert werden. ADM?2
wurde bislang als gefaBerweiterndes und blutdrucksenkendes Hormon beschrieben, das zudem
eine protektive Wirkung auf das Myokard besitzt, indem es myokardialen ER Stress hemmt.
AuBerdem fordert ADM2 die Neoangiogenese und wird in Leber- und Nebennierentumoren
stark exprimiert.

Zum ersten Mal kann in dieser Arbeit eine durch ER Stress ausgeléste ADM2 Induktion in
Tumorzellen gezeigt werden. Uber die Funktion von ADM2 bei ER Stress ist bisher nichts
bekannt. In Tumoren wird ER Stress u.a. durch Hypoxie und Nahrstoffmangel ausgeldst. Deshalb

vermuten wir, dass ADM2 (iber parakrine Mechanismen den jeweiligen Zellstressreaktionen
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entgegenwirkt und hauptsachlich durch seine proangiogene Wirkung zur Tumorprogression
beitragt.

Um den fir ADM2 verantwortlichen Transkriptionsfaktor zu finden, wurden von in Frage
kommenden Transkriptionsfaktoren der ER Stress Reaktion Expressionsplasmide generiert.
ADM2 konnte hierdurch als neues transkriptionelles Zielgen von ATF4 identifiziert werden. ATF4
ist ein Hauptregulator der ER Stress Reaktion. Kurzlich konnte auch Inhibin BE als Zielgen von
ATF4 hinzugefligt werden. Deshalb kdnnte neben Inhibin BE auch ADM2 als sensitiver Marker

fir ER Stress eine Rolle spielen.

Aus der vorliegenden Arbeit ergeben sich deshalb fiir die weiterfihrende Forschung u.a.
folgende Fragestellungen:

e ADM2 hemmt ER Stress in Myokardzellen. Es bleibt zu untersuchen, ob ADM2 auch ER
Stress in Tumorzellen hemmt und ob diese hemmende Wirkung auf einem negativen
Rickkopplungsmechanismus in der ER Stress Reaktion beruht.

e Gegenstand weiterer Untersuchungen ist aulRerdem, ob ADM2 auch in verschiedenen
gynadkologischen Tumoren sowie im Mammakarzinom exprimiert wird. Bei einem
positiven Nachweis sollte die Beeinflussung von ADM2 auf die Tumorvaskularisierung
genauer untersucht werden. Die Frage ware dann, ob eine Hemmung von ADM2 zu einer
Verlangsamung des Tumorwachstums und somit zu einem neuen Therapieansatz flihren

kénnte.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

ADM?2

ATCC
ATF3
ATF4
ATPase
BGH
bp
BTZ
bZIP
Ca
cDNA
CHOP
CcMmvV
Co,
Ct
DEPC
DNA
dNTP
DTT
E.coli
EDTA
elF2a

ER

Adrenomedullin 2

American Type Culture Collection
activating transcription factor 3
activating transcription factor 4
Adenosintriphosphatasen

bovine growth hormone
Basenpaare

Bortezomib

basic Leucine Zipper Domain
Kalzium

copy-DNA
CCAAT-enhancer-binding homologous protein
cytomegalovirus
Kohlenstoffdioxid

cycle threshold
Diethyldicarbonat
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
eukaryotic initiation factor 2 alpha

Endoplasmatisches Retikulum

Vi



FAM Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluorescein

FSH Follikelstimulierendes Hormon

HCl Chlorwasserstoff

HIV Human Immunodeficiency Virus
H,0 Wasser

IgG Immunglobulin der Klasse G

Inh Inhibin

Kon Kontrolle

LB lysogeny broth (Nahrmedium)

LH Luteinisierendes Hormon

mRNA messenger-RNA

NFV Nelfinavir

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

QcT Quercetin

RNA Ribonukleinsdure

SESN2 Sestrin 2

SOC super optimal broth + Glucose (Ndhrmedium)
TAMRA Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin
Thapsi Thapsigargin

TUN Tunicamyzin

UPR Unfolded Protein Response
UV-Licht ultraviolettes Licht

VEGF vascular endothelial growth factor
XBP1 X-box binding protein 1

Vil


http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
http://de.wikipedia.org/wiki/6-Carboxyfluorescein
http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzfarbstoff
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