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1 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit untersuchte:

- die Effekte des Proteaseinhibitors Nelfinavir auf das Genexpressionsmuster des
menschlichen Genoms in der Zelllinie MCF7,

- die Expression von Inhibin/Aktivin Untereinheiten in gynadkologischen Krebszell-
linien und

- die selektive Expression der Inhibin beta E Untereinheit unter ER-Stressindukti-
on.

Das anfangliche Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von transkriptionellen Ver-
anderung im menschlichen Genom unter dem Einfluss des Medikaments Nelfinavir.
Nelfinavir ist ein HIV-Proteaseinhibitor, welcher zusatzlich endoplasmatischen Reti-
kulum Stress und Apoptose in Tumorzellen induziert, was zurzeit im Rahmen von
klinischen Studien als neuer Mechanismus der Krebsbekampfung getestet wird. Die
Effekte von Nelfinavir auf molekularer Ebene sind allerdings nur unzureichend ge-
klart. Aus diesem Grund wurde zu Beginn der vorliegenden Arbeit ein Mikroarray
durchgefiihrt. Somit konnten Verdanderungen in der transkriptionellen Rate des ge-
samten Genoms aufgezeigt werden, soweit es die Sensitivitdt des Microarrays er-
laubte.

Durch die Microarrayanalyse konnten vorwiegend drei Gruppen selektierter regu-
lierter Gentranskripte identifiziert werden: 1. Gene, welche ER-Stress relevante Pro-
teine kodieren, 2. Gene, welche Proteine kodieren, die mit dem oxidativen Stress zu-
sammenhadngen und 3. bestimmte Peptidhormone wie Inhibin beta E.

Die Ergebnisse des Mikroarrays, insbesondere bezliglich der Inhibin Regulation,
wurden mit Hilfe der qualitativen PCR sowohl auf epithelialen Tumorzellen (MCF7,
Hela), transformierten Zellen (HEK293), als auch auf Leukdamiezelllinien (IM9, Jurkat,
HL60) Uberprift. Bei der Verifikation der Ergebnisse mittels PCR fiel auf, dass die
Inhibin beta E Expression in allen getesteten Zelllinien durch Nelfinavir erh6ht wer-
den konnte und dass dieser Effekt mit der Nelfinavir-Konzentration korrelierte.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Induktion von Inhibin beta E nicht auf
Nelfinavir beschrankt ist, sondern ein genereller physiologischer Mechanismus nach
ER-Stressinduktion ist. Zellen der Zelllinie MCF7 wurden mit verschiedenen ER-
Stress induzierenden Substanzen (Nelfinavir, Bortezomib, Thapsigargin, Tunicamycin,
DTT) inkubiert und beziglich der Expression von Inhibin beta E untersucht. Als ,,Indi-
kator” fir den ER-Stress wurde parallel das Spleilen von XBP 1 nachgewiesen. Es
konnte in gynakologischen Krebszellen festgestellt werden, dass die Erhéhung der
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Inhibin beta E Expression mit der Entstehung und Starke des ER-Stresses in der Zelle
korreliert. Dies ist eine erstmalige Erkenntnis dieser Arbeit. Wir konnten zusatzlich
nachweisen, dass eine Konzentrationsabhangigkeit der Starke der Inhibin beta E
Expression mit ER-Stress induzierenden Substanzen (wie NFV) besteht.

Die Untersuchung der Expression von Inhibin beta E und weiterer Inhibin Unterein-
heiten wurden auf weitere, vorwiegend endometriale Krebszelllinien (Ishikawa plus,
Ishikawa minus, Hec 1 A, Hec 1 B, RL 95-2) ausgeweitet und mit der Expression im
normalem Endometrium verglichen. Die extreme Variabilitdt der endogenen Inhibin
Expression unter diesen Zelllinien und die starke Inhibin beta E Expression von Ishi-
kawa plus Zellen waren die wichtigsten Erkenntnisse der Untersuchungen. Die ge-
naue Bedeutung der verschiedenen Expressionsmuster und deren Rolle in der Kan-
zerogenese waren allerdings nicht von diesen Zelllinien ableitbar. Durch die Klonie-
rung der Inhibin beta E Einheit und die Transfektion in Tumorzelllinien konnte jedoch
diesbezlglich ein Modell fir funktionelle Untersuchungen an gynakologischen Tu-
morzellen etabliert werden.

Das Wissen Uber die ER-Stress-Auslosung durch Nelfinavir und die neue Erkenntnis
der transkriptionellen Regulation der Inhibin beta E Einheit durch dieses Medika-
ment fluhrten zum ersten Mal zur Identifikation eines autokrinen bzw. mdglicher-
weise auch parakrin wirkenden Peptidhormons beim ER-Stress. Ferner konnten so
erste Erkenntnisse Uber die bislang kaum verstandene physiologische Funktion der
Inhibin beta E Untereinheit gewonnen werden, von der, anders als bei den bekann-
ten beta A und beta B Untereinheiten, keinerlei Funktion als Geschlechtshormon
angenommen wird.




2 Einleitung

2.1 Nelfinavir und weitere Proteaseinhibitoren

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Untersuchungen schwerpunktmafig das
antiretrovirale Medikament Nelfinavir (Viracept®) eingesetzt. Die Untersuchungen
wurden primar unter dem Aspekt der antitumoralen Wirkung von Nelfinavir durch-
geflihrt. Dennoch ist das Medikament vorwiegend bekannt als ein HIV-Proteaseinhi-
bitor, welcher friiher haufig in der klinischen Therapie eingesetzt wurde.

Nelfinavir (Viracept®) wurde erstmalig 1998 in den Markt einflihrt und ist eines der
ersten antiretroviralen Pharmaka aus der Gruppe der Proteaseinhibitoren. Das Me-
dikament wird heutzutage ausschlieflich als Teil einer anti-HIV-1-Kombinationsthe-
rapie verschrieben. In der Kombinationstherapie wird es meist mit Nukleosidanaloga
(Kombinationen wie z.B. Zidovudin + Lamivudin + Nelfinavir) verordnet (Karow,
2010), um Resistenzentwicklung des HI-Virus vorzubeugen und die Effektivitat der
antiretroviralen Therapie zu steigern. Nelfinavir hemmt die virale Protease und un-
terbindet somit die Neusynthese funktionsfahiger viraler Proteine.

Nelfinavir g 1 H
HO N H
-~ N
S 0 ><
.
NH
(0]
OH

Abbildung 1: Strukturformel des Proteaseinhibitors Nelfinavir (Viracept®).

Die Hauptnebenwirkungen von Nelfinavir sind gastrointestinale Beschwerden und
endokrinologische Stérungen (Fachinformationen des Herstellers, Beipackzettel aus
der Roten Liste, Stand Mai 2011, ROTE LISTE, 2011). Was die endokrinologischen
Storungen und insbesondere die Insulin-Resistenz angeht, flihrt die Substanzein-
nahme zu verminderter Glukosetoleranz (oftmals resultierend in einen klinisch rele-
vanten Diabetes mellitus Typ Il) und Hyperlipiddmien. Dennoch sind Beschwerden,
wie Blahungen und Durchfalle, weitaus haufiger. Eine der schwersten Nebenwirkun-
gen im Bereich des Gl-Trakts ist die medikamentoés induzierte Hepatitis. Deshalb ist
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die Einnahme bei leberkranken Patienten nur eingeschrankt und unter kontrollierten
Bedingungen moglich. Es handelt sich ansonsten im Allgemeinen um ein gut vertrag-
liches Medikament.

Die Boosterung, das bedeutet die Plasmaspiegelerh6hung von anderen Proteasein-
hibitoren bei Einnahme, ist unter Nelfinavireinnahme nicht so effektiv, wie unter
Einnahme anderer Proteaseinhibitoren. Solche sind z.B. Ritonavir (Norvir®), Lopina-
vir (als Teil einer Lopinavir-Ritonavir-kombination im Praparat Kaletra® enthalten)
oder Saquinavir (Invirase®, Fortovase®).

Einen Uberblick iber die Proteaseinhibitoren, welche heutzutage in der antiretrovi-
ralen Therapie eingesetzt werden bietet Tabelle 1. In der Tabelle sind auch die Han-
delsnamen der Praparate, sowie gebrauchliche Dosierungen zusammengefasst.

Tabelle 1: Proteaseinhibitoren.

PROTEASEINHIBITOREN

Freiname Handelsname | antivirale Kombinationstherapie bei HIV (Erwachsene
und Jugendliche)

AMPRENAVIR | Agenerase™ Erwachsene + Jugendliche > 12 J.: 2 x 1200 mg, bei
Kombination mit Ritonavir: Amprenavir 2 x 600 mg,
Ritonavir 100-200 mg

INDINAVIR Crixivan® Erwachsene: 3 x 800 mg/die p.o.; alternatives Dosie-
rungsschema: Indinavir 400 mg + Ritonavir 100 mg
2 mal/Tag p.o.

LOPINAVIR Kaletra® Erwachsene +Jugendliche: 2 x 5ml Losung (in 5 ml

+Ritonavir 400 mg Lopinavir/100 mg Ritonavir/die) oder 2 x 2 oder
1 x 4 Filmtabletten a 200 mg Lopinavir/50 mg Ritona-
vir/die

NELFINAVIR Viracept® Erwachsene + Jugendliche > 13J: 3 x 750 mg oder 2 x
1250 mg; eventuell in Kombination mit Ritonavir
2 x 100 mg

RITONAVIR Norvir® Erwachsene: 2 x 600 mg (2 x 600 mg Filmtabletten bzw.

2 x 7,5ml Lsg/die, 80mg/ml Losung)

SAQUINAVIR Invirase® Erwachsene + Jugendliche > 16 J.: 2 x 1000 mg (ent-
spricht 2 x 500 mg Filmtbl.) + Ritonavir 2 x 100 mg
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Zu Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der zu Verfligung stehenden Proteaseinhibito-
ren und deren gebrauchlichen Dosierungen (Empfehlungen der Hersteller, Stand
2011, ROTE LISTE, 2011). Die Dosierungsschemata der kommerziellen Praparate
wurden mithilfe der ,Roten Liste 2011“ (ROTE LISTE, 2011) und weiterer Quellen
(Karow, 2010; Estler and Allendorfer, 2007, p. 871) erfasst.

2.2 Nelfinavir: eine Substanz mit vielen Gesichtern

Nelfinavir spielt aktuell durch die Entwicklung effektiverer und besser boosterbarer
Proteaseinhibitoren - Nelfinavir kann weder geboostert werden, noch als Booster
eingesetzt werden - eine weniger wichtige Rolle in der antiretroviralen Therapie.
Dennoch besteht seit Jahren ein erhohtes Interesse fiir diese Substanz, da sie viel-
seitige Effekte auf der Ebene des zelluldren Stoffwechsels und der Apoptose hat
(Bruning et al., 2009a). Nelfinavir hat in mehreren Untersuchungen gezeigt, dass es
bei Krebszellen die Apoptose induzieren kann und, dass es sogar als Krebsmedika-
ment potentiell eingesetzt werden kann (Cohen, 2007). Im Fall von Ovarialkarzinom-
zellen kommt es zur Apoptose durch die Hochregulation des TRAIL-Rezeptors
(Bruning et al., 2008). Die kombinierte Anwendung von Nelfinavir und Tamoxifen
maximiert die zytotoxischen Effekte der Substanz und fuhrt zu einer effizienteren in
vitro Elimination der Mammakarzinomzellen (Bruning et al., 2010a). Dieser Effekt
der Tumorzellenelimination wird auch durch Erhéhung des ER-Stresses mittels Nel-
finavir und COX-2-Inhibitoren (Celecoxib) erzielt (Cho et al., 2009). Zusatzlich wirkt
Nelfinavir TRAIL-sensitivierend bei Glioblastom-Zellen (Tian et al., 2011).

Nelfinavir und seine zytotoxischen Effekte auf Krebszellen machen Nelfinavir zum
interessanten Kandidaten fiir die onkologische Therapie. Die radiosensitivierende
Wirkung der Proteaseinhibitoren ist ein zusatzlicher Vorteil in der Radiotherapie und
macht sie zu zuldssigen Adjuvanzien in der Krebstherapie bei HIV-positiven Patien-
ten (See et al., 2011).

Aus den oben erwahnten Tatsachen wird ersichtlich, dass Nelfinavir ein vielseitiges
Medikament ist. Darliber hinaus sind seine Effekte auf die Transkription verschiede-
ner Gene zum groBten Teil unerforscht. Deshalb wurde als erster Schritt in dieser
Arbeit ein Mikroarray durchgefiihrt. Durch diesen Mikroarray, der in Auftrag der
Frauenklinik Maistralle angefertigt wurde, konnte die Regulation vieler unterschied-
licher Gentranskripte unter dem Einfluss von Nelfinavir untersucht werden. Die Er-
fassung der Auswirkungen des Proteaseinhibitors auf die Transkriptionsrate dieser
Gene bot Orientierung fiir weitere Untersuchungen in dieser Arbeit.
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2.3 Das endoplasmatische Retikulum

Voruntersuchungen zeigten, dass Nelfinavir ER-Stress induzierend auf Krebszellen
wirkt (Bruning, 2011). Der ER-Stress und seine Wirkung auf die Inhibin beta E Ex-
pression stellen einen wichtigen Teil dieser Arbeit dar. Deshalb werden in diesem
Teil die Aufgaben des endoplasmatischen Retikulums und die Grundzlige der Entste-
hung von ER-Stress besprochen.

Das endoplasmatische Retikulum ist der Proteinsyntheseort der Zelle. Es besteht aus
verschiedenartig angeordneten membranbegrenzten Zisternen im Zytoplasma und
wird in raues- (ribosomenbesetztes-) und glattes (ribosomenfreies) ER eingeteilt
(Vgl. Welsch, 2006, p. 45). Das Ribosomen-besetzte ER ist der Hauptproduktions-
und Modifikationsort flir Proteine. Das glatte endoplasmatische Retikulum ist der
Ort der Zweitmodifikationen mittels Enzymen und der Ca2+—Speicherort der Zellen
(Welsch, 2006, pp. 46—47). Insbesondere bei Muskelzellen ist das GER eine sehr
wichtige funktionelle Einheit. Das ER wird in Abbildung 2 dargestellt.

Smooth .
Endoplasmic ——1
Reticulum

Nuclear
Pore

Nuclear

\-——Clsten a

Rough
Endoplasmic
Reticulum

ribosome
\ tRNA  chaperone vesicle

N
//“#J\\\DNA“

RNA polymerase

Abbildung 2: Das endoplasmatische Retikulum (Davidson W. Michael, 2004; Wikipedia, 2011a; Debo-
rah W. Vaughan, 2002). Mit freundlicher Genehmigung von Michael M. Davidson (copyright © 2004
Michael M. Davidson) und Deborah W. Vaughan (copyright © 2002 Deborah W. Vaughan).
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In Abbildung 2 sieht man im oberen Teil eine Skizze des glatten und rauen endop-
lasmatischen Retikulums (obere Skizze Davidson W. Michael, 2004). Es wird beson-
ders gut gezeigt, wie das ER mit dem Zellkern in Kontakt steht. Als ,VergroBerung”
eines Teils des rauen ER der ersten Skizze, sieht man in der rechten unteren Skizze
(Wikipedia, 2011a) die funktionellen Einheiten des ER. Auf der linken unteren Seite
von Abbildung 2 wird das ER mit einer elektronenmikroskopischen Aufnahme darge-
stellt (Deborah W. Vaughan, 2002). Die mikroskopische Aufnahme zeigt Teile des ER
einer Plasmazelle, welche einen sehr hohen Gehalt an rauem ER hat.
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2.3.1 Stress im endoplasmatischen Retikulum

ER-Stress bedeutet, es kommt zu einer GbermaRigen Akkumulation von vielen unge-
falteten oder nur teilweise gefalteten Proteinen im endoplasmatischen Retikulum.
Eine Zusammenfassung der Mechanismen fiir die Auslosung und die Vorgiange bei
ER-Stress und UPR bietet Abbildung 3.

Ausloser ER-Stress

*\iren

* metabolisches Ungleichgewicht

* oxidativer Stress

* Umweltfaktoren (z.B. Hypoxie,
Minderperfusion des Gewebes)

* Medikamente (z.B. Nelfinavir)

ind Gifte (z.B. Acrolein)

- ER-Stress |7
4

Unfolded Protein Response (UPR)

\ 4

Chaperon Aktivierung
BiP (Binding immunoglobulin protein) auch bekanntals
GRP-78 (78 kDaglucose-regulated protein)

Rl

IRE1 ATF6 PERK
Spliced ‘ elF2a
XBP1 Spliced
AKT Akti- i l'
vierung
ATF4

— “ Apoptose | “ ﬂH@m@osﬁase‘l —

L Programmierter Zelltod

Abbildung 3: Mechanismen der ER-Stress- und UPR-Induktion.

Ausldser von ER-Stress konnen endogene oder exogene Stimuli sein. Die ER-Stress-
Ausloser sind stichpunktartig in Abbildung 3 aufgefiihrt. Zu diesen gehoren Viren
(He, 2006; Yu et al., 2006), metabolisches Ungleichgewicht wie z.B. bei Hyperho-
mocysteindmie (Ji and Kaplowitz, 2004), oxidativer Stress (Gao et al., 2012a), Um-
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weltfaktoren wie z.B. Hypoxie (Feldman et al., 2005), Medikamente oder Gifte wie
z.B. Acrolein (Mohammad et al., 2012).

Die Zellen haben einen effektiven Mechanismus um bei ER-Stress zu reagieren. Es
handelt sich hierbei um die sogenannte Unfolded Protein Response (UPR). Die UPR
bewirkt Anderungen in der zelluliren Stoffwechsellage, eine Beschleunigung der
transkriptionellen Vorgange und die Hochregulation von Chaperon-Genen (Zhao and
Ackerman, 2006).

Chaperone spielen eine sehr wichtige Rolle sowohl in physiologischen als auch pa-
thologischen Vorgangen der Proteinfaltung. Sie sind Proteine der Familie der soge-
nannten Hitzeschockproteine (Hartl, 1991), welche Proteine unter extremen Bedin-
gungen (,Hitzeschock”) stabilisieren (Hartl et al., 1994) und somit deren weitere
komplette Faltung unterstiitzen. BiP (Binding immmunoglobulin Protein) gehort zur
Familie der Hsp70—Chaperone (Hitzeschockproteine von 70 kDa). Eine weitere wich-
tige Rolle von Chaperonen ist die Erkennung falsch gefalteter Proteine (Naylor and
Hartl, 2001) und die Einleitung ihrer Elimination im Fall, dass sie nicht korrekt gefal-
tet werden kénnen (Stolz and Wolf, 2010).

Die ER-Stress-Signalwege stehen somit eng mit der Chaperon-Aktivierung zusam-
men. Das sogenannte Binding immmunoglobulin protein (BiP) startet die drei wich-
tigsten Signalwege (,,pathways”) in der UPR: den IRE1-, PERK- (Bertolotti et al., 2000)
und ATF6-Signalweg.

IRE1 (inositol requiring protein 1) ist eine Serin-/Threonin-Proteinkinase. Durch die
Akkumulation von ungefalteten Proteinen im endoplasmatischen Retikulum wird
IRE1 aktiviert und dimerisiert (Tirasophon et al., 1998). IRE1 induziert das SpleilRen
von XBP 1 (Yoshida et al., 2001) und die Aktivierung des Akt-Signalweges (Hu et al.,
2007).

Ein weiterer Signalweg ist der PERK (Protein kinase (PKR)-like endoplasmic reticulum
kinase) Signalweg (Abbildung 3, S. 11). PERK phosphoryliert einen weiteren Tran-
skriptionsfaktor, elF2a (a-subunit of the eukaryotic initiation factor 2) (Harding et al.,
1999). elF2a fuhrt weiterhin zu einer Translation des Transkriptionsfaktors ATF4 (Ac-
tivating transcription factor 4 oder auch tax-responsive enhancer element B67 ge-
nannt) (Weizmann Institute of Science and Xennex). ATF4 ist ein Transkriptionsakti-
vator, bindet das sogenannte cAMP response element (CRE) und gehort der Familie
der Leucin Zipper an (Ameri and Harris, 2008). Er spielt eine wichtige Rolle in der
Entwicklung von Hypoxieresistenz in Zellen (Rzymski et al., 2009).

Der dritte wichtige ER-Stress-Signalweg ist der ATF6 (active transcription factor 6)-
Signalweg. ATF6 entsteht in ER-Stress exponierten Zellen (Haze et al., 1999). Der
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Transkriptionsfaktor fiihrt zu einer erhéhten Expression von XBP 1 (Teske et al.,
2011) (Abbildung 3, S. 11).

Wenn die Zelle die Proteinfaltung korrigieren kann, erlangt sie durch komplexe Re-
paraturmechanismen wieder ihr anfangliches Gleichgewicht. In den meisten Fallen
ist sie zu diesem Zeitpunkt dem ER-Stress nicht mehr - oder im kleineren MaRe -
ausgesetzt. Im Fall eines prolongierten ER-Stresses oder eines zu starken Auslosers
kommt es u.a. mangels ausreichender Reparaturméglichkeiten zum programmierten
Zelltod. Die Zelle wird apoptotisch.

2.3.1.1 ER-Stress-induzierende Substanzen

In dieser Arbeit wurde der ER-Stress mit verschiedenen Substanzen induziert, wel-
che nachweislich zu dieser zellularen Reaktion fiihren. Diese sind: Thapsigargin, Tu-
nicamycin, Nelfinavir und Dithiothreitol. Medikamente wie Bortezomib, Staurospo-
rin, Paclitaxel, Cisplatin wurden hier als Negativkontrollen bzw. zum Vergleich einge-
setzt. Eine genauere Auflistung der Medikamente und ihrer molekularen Wirkme-
chanismen, insofern sie bekannt sind, sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: ER-Stress induzierende Substanzen.

SUBSTANZ MECHANISMUS

Thapsigargin ist ein SERCA-(sarcoendoplasmic reticulum ca*
ATPase-) Inhibitor (Rogers et al., 1995) und fuhrt zur Steigerung
der zytosolischen Ca?* Konzentration. Thapsigargin ist ein poten-
ter ER-Stress-Induktor.

THAPSIGARGIN

Tunicamycin ist eine Nukleosid-Antibiotika-Mischung. ER-Stress-
induzierend durch die Blockade der Synthese von N-Glykanen
im ersten Schritt der Glykosylierung (Produktinformationen der
Firma Sigma-Aldrich (Firma SIGMA-AIDRICH; Varki, 1999).

TUNICAMYCIN

Der Mechanismus der ER-Stress Induktion ist bei Nelfinavir
weitgehend ungeklart. Es wird vermutet, dass Nelfinavir als Pro-
NELFINAVIR teaseinhibitor durch Proteinaseinhibition zur Entstehung von
ER-Stress beitragt. Hier ist besonders die S-Proteinase 2 zu er-
wahnen.

Dithiothreitol (kurz DTT) ist ein Zellkonservierungsmittel. Es blo-
DiTHIOTHREITOL | ckiert die Sulfhydryl-Gruppen-Oxidation und konserviert die
Proteine in ihrer funktionellen Form (Wikipedia, 2011b).
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2.4 Inhibine und Aktivine

Nach mehreren Vorselektionen und Untersuchungen stellten sich die Inhibine und
insbesondere die Inhibin beta E-Untereinheit, wegen ihrer zum grof3en Teil uner-
forschten Wirkungen und aufgrund ihrer Transkriptionsregulation durch Nelfinavir,
als interessante Kandidatengene dar.

2.4.1 Hormonelle Regulation und weitere Funktionen

Inhibine sind heterodimere Polypeptidhormone (Kaufmann et al., 2006, p. 40; Groo-
me and O'Brien, 1993) und gehoren zur Tumor growth factor (TGF) B-Superfamilie
(Loffler, 2007, p. 872). Sie werden in Sertoli-Zellen des Hodens und Granulosazellen
des Ovars (Kiechle, 2007, p. 107) gebildet und sind wichtige Regulationshormone
fiir die Sekretion der Gonadotropine LH und FSH.

Inhibine und ihre Gegenspieler, Aktivine, sowie eine dritte Gruppe von Hormonen,
die Follistatine, beeinflussen die Sekretion der Gonadotropine im hypothalamisch-
hypophysaren-System (Loffler, 2007, p. 872). Inhibine haben vielfaltige Wirkungen
auf den menschlichen Organismus. Es wird vermutet, dass die Inhibin-Konzentrati-
onsschwankungen bei der Frau den Ablauf der Zyklusphasen regeln (Sehested et al.,
2000). Die Inhibin/Estradiol Interaktion ist auch bei der Reifung und Selektion
sprungreifer Follikel bei der Frau kritisch (Schmidt-Matthiesen and Fournier, 2005, p.
42). Sie spielen sogar in der Fertilitdt eine wichtige Rolle, da gezeigt werden konnte,
dass Mutationen der Inhibin kodierenden Gene mit der Entstehung der vorzeitigen
Ovarialinsuffizienz assoziiert sind (Chand et al., 2010).

Inhibine spielen ebenfalls eine Rolle in der Kanzerogenese, im Wachstum und in der
Prognose von Malignomen. Die Serumkonzentration bestimmter Inhibine korreliert
z.B. im Fall von Granulosazell-Tumoren, aber auch bei zahlreichen anderen Neo-
plasmen, mit der TumorgrofBe. In einzelnen Fillen kdnnen Inhibin-Einheiten als
prognostische Marker fir den Verlauf von Krebsleiden herangezogen werden, wie
z.B. Inhibin alpha beim Patientinnen mit Endometriumkarzinom (Mylonas et al.,
2009).

Beim Mann ist die Rolle der Inhibine noch weitgehend unklar. Dennoch belegen
Studien, dass Inhibine, und insbesondere Inhibin beta B, mit der Funktionalitat der
Sertoli-Zellen des Hodens und somit mit einem sehr wichtigen Parameter der Fertili-
tat des Mannes korrelieren (Anawalt et al., 1996). Bei mannlichen Patienten konnen
Inhibine ebenfalls als Verlaufsparameter bei Neoplasmen des mannlichen Urogeni-
talsystems eingesetzt werden. Als Beispiel hierfiir dient die Inhibin alpha Unterein-
heit, deren Expression beim Prostatakarzinom supprimiert ist und deren Gen-
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Methylierung als prognostischer Faktor fur die Erkrankung dient (Balanathan et al.,
2009).

Weitere Vorgdnge, bei denen Inhibine involviert sind, sind folgende: die Differenzie-
rung der Erythrozyten (Shav-Tal and Zipori, 2002), die Insulin Sekretion (Codner et
al., 2011; Hashimoto et al., 2009) und die embryonale axiale Entwicklung. Dariber
hinaus sind Inhibine auch in verschiedene Pathologien der Schwangerschaft verwi-
ckelt (Fitzgerald et al., 2011; Shen et al., 2011; El-Gharib and Morad, 2011). Auch bei
regulatorischen Vorgangen des Immunsystems scheinen sie eine Schlisselrolle zu
spielen (Aleman-Muench and Soldevila, 2011).

Die Hauptrolle von Aktivinen wurde oben schon erwdhnt und bezieht sich auf die
Hochregulation der FSH-Synthese. Diese Hormone sind ebenfalls in der Apoptose
und Karzinogenese involviert. Eine letztlich sehr interessante Aufgabe der Aktivine
findet sich in der Wundheilung. Um genauer zu sein, konnten Studien zeigen, dass
Aktivine mittels der Proliferationsregulation der Stromazellen und Keratinozyten der
Haut die Wundregeneration beeinflussen (Bamberger et al., 2005). AuRerdem ist
,Aktivin-A auch ein Regulator der Zahnentwicklung und ein moéglicher autokriner
Stimulus der Plazenta” (Kleine and Rossmanith, 2010, p. 93).

Die Interaktionen der Inhibine und Aktivine in der Physiologie des weiblichen hor-
monellen Systems werden in Abbildung 4 dargestellt.

LH
IGF 1 stimulieren .. blockiert stimuliert .
Intestinale Inhibin ——— FSH <«—— Aktivin
Peptide .
stimuliert
stimulieren
Androgene
l blockieren
LH

Abbildung 4: Inhbin/Aktivin und die FSH-/LH-Freisetzung (Kaufmann et al., 2006, p. 41). Mit freundli-
cher Genehmigung des Springer Verlags (copyright © 2006 Springer Verlag).
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Abbildung 5: Hypophysares Riickkopplungssystem (Loffler, 2007, p. 846). Mit freundlicher Genehmi-
gung des Springer Verlags (copyright © 2007 Springer Verlag).

In Abbildung 5 werden die komplexen Riickkopplungsmechanismen des hypo-
physaren Systems, deren Teil auch die Inhibine und Aktivine sind, und seine Verbin-
dungen mit peripheren Zielgeweben graphisch dargestellt.
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2.4.2 Inhibin und Aktivin Untereinheiten

Beim Menschen sind funf Inhibin-Untereinheiten bekannt: Inhibin alpha, -beta
A, -beta B, -beta C und -beta E. Inhibine bestehen aus einer identischen alpha Un-
tereinheit und unterscheiden sich in der beta Untereinheit. Die beta-Untereinheiten
Ba, Bs, Bc, Be sind namengebend fir die jeweiligen Inhibine. Die dimeren Proteine
werden durch zwei Disulfidbriicken zwischen dem sechsten und dem neunten Cys-
tein des reifen Proteins zusammengehalten.

Die funktionellen Gegenspieler der Inhibine sind die Aktivine. Sie aktivieren unter
anderen die Sekretion der Gonadotropine. Aktivine sind dimere Proteine, die, mit
Ausnahme dem heterodimeren Aktivin AB, aus zwei identischen beta-Untereinheit-
en (Ba, B, Bc, Be) bestehen. Diese sind namengebend fiir die jeweiligen Aktivine. So
bilden zwei Ba-Untereinheiten Aktivin A, zwei Bg-Untereinheiten Aktivin B etc.

Inhibine
Inhibin A Inhibin B Inhibin C Inhibin E
==
) 8 D a e D
Aktivine
Aktivin A Aktivin B Aktivin C Aktivin E
= =
C B s, LS CBD
Aktivin AB
l

Abbildung 6: Schematischer Aufbau der Inhibine und Aktivine.

In Abbildung 6 sind die Inhibine und Aktivine des Menschen graphisch dargestellt.
Die identische alpha Untereinheit der Inhibine ist griin unterlegt, wobei die beta
Untereinheit variabel ist und fir das jeweilige Inhibin namengebend ist. Aktivine
sind dagegen homodimere Proteine (mit Ausnahme das Aktivin AB) mit jeweils zwei
identischen und namengebenden beta-Untereinheiten.

17



- Einleitung -

2.4.3 Die Inhibinsynthese

Die Inhibin-kodierenden Gene befinden sich auf unterschiedlichen Lokalisationen
auf den menschlichen Chromosomen. Inhibin alpha- und Inhibin beta B-Gene sind
dabei auf Chromosom 2 lokalisiert, wahrend sich die Inhibin beta C- und -E-kodie-
renden Gene auf Chromosom 12 befinden. Das Inhibin beta A-Gen ist als einziges In-
hibin-kodierendes Gen auf Chromosom 7 lokalisiert. Die genauen Lokalisationen der
Inhibine auf den menschlichen Chromosomen sind in Tabelle 3 unterlegt.

Tabelle 3: Lokalisation der Inhibin-Gene auf den Chromosomen des Menschen. Informationen zu den
genauen Lokalisationen auf den menschlichen Chromosomen Uber die Datenbank der HUGO Gene
Nomenclature Committee (Dr Phyllis McAlpine).

INHIBIN LOKALISATION (MENSCHLICHES CHROMOSOM)
INHA 2q33-qgter

INHBA 7p15-p13

INHBB 2cen-ql13

INHBC 12q13

INHBE 12g13.2

Die verschiedenen Inhibine werden in unterschiedlichen Geweben exprimiert. Inhi-
bin beta A und Inhibin beta B kommen fast ubiquitar vor. Inhibin beta C wird haupt-
sachlich in der Leber produziert, ohne dass seine Funktion in diesem Organ bekannt
ist. Inhibin beta E ist nachweislich in Phospholipidosen bei der Zelllinie HepG2 er-
hoht (Sawada et al., 2005b; Atienzar et al., 2007a). Wegen ihrer wichtigen Rollen in
der Regulation der Gonadotropinsekretion sind die Inhibin-Expressionsmuster der
verschiedenen Organe des weiblichen Genitaltrakts von grofRem Interesse. Die beta
E Untereinheit wird zum Beispiel groStenteils in der Leber synthetisiert. Dennoch
konnte sie sowohl in Ovarien, wie auch in endometrialem (Mylonas et al., 2011),
zervikalem (Mylonas and Dian, 2011) und plazentalem Gewebe des Menschen nach-
gewiesen werden.

Bei der Biosynthese der alpha Untereinheit wird ein Vorlaufermolekdl synthetisiert,
welches aus drei Teilen besteht: dem Pro-, aN- und aC-Teil. Die beta Untereinheiten
bestehen dagegen nur aus einem Pro-B- und B-Teil. Nach Abspaltung des Pro-Teils
und des aN-Teils in zwei Schritten kommt es zur Entstehung der alpha Untereinheit.
Diese lagert sich nach Abspaltung des Pro vom B mit der funktionellen B-Unterein-
heit zusammen und bildet dann das Hormon Inhibin (Walton et al., 2011).
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2.5 Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit sollte primar die Wirkung von Nelfinavir auf die Tran-
skriptionsrate verschiedener Gene des menschlichen Genoms untersucht werden. Es
sollte geprift werden, ob der Proteaseinhibitor Nelfinavir die Transkriptionsrate der
Gene des Menschen beeinflusst und im welchen Mal3e er dieses bewerkstelligt.

Zu den Wirkungen von Nelfinavir gibt es mehrere Vorpublikationen. Dennoch wird
in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf die potenziellen antitumoralen Wirkungen
der Substanz in Verbindung mit seinen molekularen Wirkungen gesetzt.

Mit Hilfe mehrerer Selektionsverfahren sollten die interessierenden Gene einge-
grenzt werden und in weiteren Versuchsreihen griindlicher untersucht werden.

Als besonders interessantes Transkriptionsprodukt beziiglich seiner Interaktionen
mit Nelfinavir, sollte die beta E Untereinheit des Inhibins/Aktivins E kloniert werden.
Auch das Transkriptionsverhalten bestimmter Zelllinien unter ER-Stress-induzieren-
den Substanzen, wie Nelfinavir, sollte im letzten Teil der Arbeit untersucht werden.

Die Untersuchungen wurden schwerpunktmafig mit molekularbiologischen Metho-
den durchgefihrt.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Die Zellkultur

Die Zellkultur wurde routinemaRig durch Mitarbeiter der Frauenklinik des Universi-
tatsklinikums durchgefiihrt. Die im Labor etablierten Zelllinien wurden unter stan-
dardisierten Zellkulturbedingungen kultiviert. Als Wachstumsmedium wurde das
,Quantum 263 mit L-Glutamin“ (# U15-815 PAA Pasching, Osterreich) eingesetzt. Fiir
die hier beschriebenen Experimente wurden die entsprechen Zellmengen zur Verfi-
gung gestellt.

Die PBMCs (peripheren mononukledren Zellen) wurden durch die Mitarbeiter der
Frauenklinik aus dem ,Buffy Coat” mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation gewon-
nen. Die hierzu bendétigten Buffy Coats wurden aus dem Blut einer freiwilligen ge-
sunden Spenderin gewonnen.

3.2 Die RNA Extraktion aus den Zellen der Zellkultur

Zur Extraktion der RNA aus den Zellen der Zellkultur wurden zwei Methoden einge-
setzt: die Praparation mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) und die Extraktion mittels
des TRIzol ® Reagenzes (invitrogen).

3.2.1 RNeasy Mini Kit
3.2.1.1 Materialien
Das RNeasy Mini Kit (Cat. # 74104, Qiagen) hat folgende Bestandteile:

e RNeasy Mini Spin Gefalse

e RLT Puffer (Zugabe von 10 ul B-ME pro 1 ml Puffer)

e RW1 Puffer

e RPE Pufferkonzentrat (zu 11ml des RPE Puffers wurden 44 ml Ethanol (96—100%)
— also das vierfache Puffervolumen — gegeben um eine gebrauchsfertige Losung
Zu erzeugen)

e RNase-freies Wasser

Es wurden noch folgende Reagenzien eingesetzt:

e >99,5%iges Ethanol (ROTH Ethanol Art. # 5054.1)
e 14.3 M B-Mercaptoethanol ( z.B. # M7154, Sigma Aldrich)
e PBS Medium (# H15-001, Dulbecco's PBS with Ca & Mg, PAA Pasching)
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3.2.1.2 Das RNeasy Mini Kit Protokoll

Das RNeasy Mini Kit Protokoll wurde zu Beginn der Arbeit eingesetzt, um mRNA aus
MCF7 Zellen zu isolieren. Die RNA, die mit dieser Methode isoliert wurde, diente der
Mikroarray Untersuchung. Das Protokoll hat den Vorteil, dass bei der RNA-Prapara-
tion keine Phenol-Reste librigbleiben. Diese wiirden bei der Mikroarray Analyse st6-
ren.

Zur RNA Praparation wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

Die Zellen der Zelllinie MCF7 wuchsen als adharente Zellen auf einem Zellrasen. Im
ersten Schritt wurde das fliissige Kulturmedium abgegossen. Es wurden 350 ul RLT
Puffer auf den Zellrasen gegeben. Die Zellen wurden durch Auf- und Abpipettieren
komplett lysiert.

Dem Lysat wurden ungefahr 350 ul 70%iges Ethanol beigemischt. Durch Auf- und
Abpipettieren wurde das Gemisch homogenisiert.

Das Gemisch wurde in ein RNeasy Mini Spin GefaR tberfiihrt und in ein 2 ml Sam-
melgefal’ platziert. Nach 15 Sekunden zentrifugieren bei 8000 x g wurde die durch-
geflossene Flussigkeit entfernt.

In das RNeasy Mini Spin GefaR wurden zunachst 700 ul RW1 Puffer zugegeben. Die
Membran wurde durch erneute Zentrifugation bei 8000 x g fiir 15 Sekunden gewa-
schen. Die durchgeflossene Flussigkeit wurde auch hier entfernt.

500 ul RPE Puffer wurden in das RNeasy Mini Spin GefaR gegeben und bei 8000 x g
fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt und dasselbe Puffervo-
lumen wurde erneut zugegeben. Die Membran wurde durch die letzte, 2-minutige,
Zentrifugation bei 8000 x g getrocknet.

Das RNeasy Mini Spin GefaR wurde zunachst in ein neues 1,5 ml Sammelgefal plat-
ziert. In das RNeasy Mini Spin GefaRR wurden 50 ul RNase-freies Wasser gegeben.
Das Ganze wurde bei 8000 x g fiir 1 Minute zentrifugiert um die RNA auszuwaschen.

Durch die RNA-Praparation konnten jeweils 50 ul RNA-L6sungen gewonnen werden.
Die RNA, die darin enthalten war, wurde direkt nach der Praparation in cDNA umge-
schrieben (wie unter 3.3 beschrieben). Die cDNA wurde der Firma IMGM Laborato-
ries Minchen (www.imgm.com) zur Durchfiihrung des Microarrays (ibergeben.
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3.2.2 Praparationen mit dem TRIzol® Reagenz

Die Praparation mit Hilfe des TRIzol® Reagenzes ist ebenfalls eine effiziente Metho-
de zur Isolation von RNA aus Zellen oder Geweben. Das TRIzol® Reagenz ist eine zum
Gebrauch fertige Losung zur Isolation von RNA aus Zellen oder Geweben. Diese Me-
thode wurde bei allen weiteren RNA Praparationen eingesetzt.

3.2.2.1 Materialien

TRIzol® Reagenz (# 15596-018, invitrogen)

Choloroform (# 25690, Fluka Chemika)

Isopropylalkohol (z.B. # AE73.1 ROTISOLV" > 99,95 %, LC-MS-Grade, ROTH)
75%iges Ethanol, gelost in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser
(Art. #9065.1, ROTH)

RNase-freies Wasser ( # P119C, Nuclease-Free Water, Promega)

3.2.2.2 Das TRIzol® Protokoll

Zur RNA Extraktion aus den Zellen mit Hilfe des TRIzol® Reagenzes wurden folgende
Schritte durchgefiihrt:

Gewinnung der Zellen fiir die RNA Praparation:

a.

Suspensionszellen (Jurkat, IM9 und HL60): Das flissige Kulturmedium ,Quantum
263 mit L-Glutamin“ (# U15-815, PAA Pasching, Osterreich), in dem sich die Zel-
len befanden, wurde abpipettiert, in ein Eppendorf-Gefal} tberfiihrt und bei
1200 rpm fiir 3-5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen.
500 ul des TRIzol® Reagenzes wurden direkt auf das Zellpellet gegeben. Im An-
schluss wurde auf- und abpipettiert, um eine homogene Mischung herzustellen.

Adharente Zellen (HEK293, MCF7, Hela, analog auch fiir die Zellen der Zelllinien
Ishikawa minus, Ishikawa plus, RL 95-2, Hec 1A und Hec 1B): Das fliissige Kultur-
medium wurde abgegossen. Die Zellen der jeweiligen Zelllinien waren auf einem
Zellrasen auf der Platte gewachsen. 500 ul des TRIzol® Reagenzes wurden erst
auf den Zellrasen gegeben. Nach mehrfachen Schwenken der Well-Platte wurde
die Mischung in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Giberfiihrt.

Zellen aus Gewebe: Zur Gewinnung der Zellen des Endometriums wurde ein klei-
ne Gewebeprobe entnommen, in ein Eppendorf-Reaktionsgefall eingefiihrt und
unter Einfrieren in fliissigem Stickstoff zerkleinert. Mit dieser Methode wurde
das Gewebe aufgeschlossen und fiir die Praparation der RNA zugdnglicher ge-
macht. 500 ul des TRIzol® Reagenzes wurden direkt auf das zerkleinerte Gewebe
gegeben.
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Die Zelllysate wurden fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Ab hier konnten
alle Zelllysate gleich behandelt werden.

RNA Praparation:

Es wurden jeweils 100 ul Chloroform dazugegeben. Die Eppendorf-Reaktionsgefalie
wurden geschlossen und fir 15 Sekunden per Hand gut geschiittelt. Dadurch triibte
sich die Losung und bekam nun eine milchig-rosige Farbe. Die Loésung wurde fir 2
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss bei 12000 g bei 4 °C fur 15
Minuten zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation bildeten sich drei Phasen: eine untere, rotliche Phase, dar-
Uber eine diinne weiBliche Phase und dariber eine volumindse wassrige Phase. Die
weile und rotliche Phase enthielten verschiedene Zellbestandteile wie denaturierte
Proteine, Polysaccharide, zellulare Membranen und DNA. Die obere, wassrige Phase
enthielt RNA und wurde deshalb vorsichtig abpipettiert, sodass sie sich nicht mit
den anderen Phasen vermischte. Diese Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefald Giberfihrt.

Es wurden daraufhin jeweils 250 ul Isopropylalkohol (500 pl Isopropylalkohol pro
1 ml TRIzol® Reagenz) in die neuen Eppendorf-ReaktionsgefaRe zugefiihrt. Dadurch
ist die RNA prazipitiert worden. Die Lésung wurde fiir 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert und anschliefend bei 1200 g fiir 2-8 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wurde nun entfernt. Im Pellet, der sich am ReaktionsgefaRgrund bil-
dete, befand sich die RNA.

Das RNA-Pellet wurde mit 600 pl 75%igem Ethanol gewaschen (mindestens 500 pl
75%iges Ethanol fiir 500 pl TRIzol® Reagenz). Nach Zugabe von Ethanol wurde das
Gemisch gevortext und daraufhin bei einer Drehzahl von 7500 g bei 2-8 °C fiir 5 Mi-
nuten zentrifugiert.

Als vorletzter Schritt wurde der Uberstand abgegossen und der RNA-Pellet fiir 5-10
Minuten bei Raumtemperatur getrocknet.

Die RNA wurde im letzten Schritt in 20 ul DEPC-Wasser gelost.

Somit wurde RNA aus den zu untersuchenden Zellen isoliert, womit auch der nachs-
te Schritt ermoglich wurde: die Umschreibung von RNA in DNA.
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3.3 Die Reverse Transkriptase Reaktion und die anschlieBende Polymerase-
Kettenreaktion

Die reverse Transkriptase Reaktion (RT-Reaktion) ist eine Methode, welche die re-
verse Transkription, also die Umschreibung von RNA in DNA ermdoglicht. Die RNA,
die in dieser Arbeit erzielt worden ist, ist eine Mischung aus tRNA (transfer RNA),
rRNA (ribosomale RNA) und mRNA (messenger RNA). Diese Mischung der verschie-
denen RNA-Typen wurde von den untersuchten Zellkulturen mittels des TRIzol® Re-
agenzes isoliert.

3.3.1 Materialien

e Recombinant RNasin® Ribonuklease Inhibitor, # N2511, Promega

e dNTP Mischung aus jeweils 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP (# C114H, PCR Nucle-
otide Mix, Promega)

e M-MLV RT (Moleney Murine Virus Reverse Transcriptase), # M1701 Promega

e M-MLV RT (Moleney Murine Virus Reverse Transcriptase), # M531A, 5x Reak-
tionspuffer, Promega

e Oligo(dT),9 Primer, bestellt Gber die Firma , biomers.net”.

Der 25 pl Reaktionsansatz, der fur die RT-Reaktion und die anschliefende PCR an-
gewendet worden ist, bestand aus:

e 6,75 ul mRNA Losung, wie sie bei der TRIzol®-Methode hergestellt wurde.

e 0,75 pl Oligo(dT)20 Primer, bestellt Giber die Firma ,,biomers.net”. Den Empfeh-
lungen des Herstellers nach, wurde 1 pl Oligo(dT),9 Primer pro 20 ul Reaktions-
volumen eingesetzt.

e 5 pl M-MLV RT 5x Reaktionspuffer,

e 1,25 ul vom PCR Nucleotide Mix,

e 0,5 ul Recombinant RNasin® Ribonuklease Inhibitor (25 IE),

e 1l M-MLVRT (200 IE)

Gesamtvolumen: 7,75 ul Reaktionsansatz und 16,75 pul mRNA Losung ergibt ein Ge-
samtvolumen von 25 pl.

3.3.2 RT-Reaktion und PCR-Protokolle

Bei der RT-Reaktion findet im ersten Schritt die Denaturierung der mRNA (bei einer
Temperatur von 70 °C) statt. Die aufgelockerte mRNA dient als Matrize fir die Syn-
these der cDNA. Die cDNA-Synthese wird durch die Anlagerung der Primer an die
MRNA Einzelstrange bei einer Temperatur von 42 °C initiiert. Die Elongation der
cDNA-Produkte geschieht mit Hilfe des Enzyms ,reverse Transkriptase” bei der glei-
chen Temperatur.
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Zur Durchfiihrung der RT-Reaktion und der daraufhin folgenden PCR fanden folgen-
de Schritte statt:

Die mRNA Losung und der Oligo(dT),o Primer wurden im Eppendorf-Reaktionsgefal
gemischt und bei 70 °C fir 5 Minuten erhitzt, so dass sich die sekundare Struktur
der mRNA aufloste. Danach wurden die Eppendorf-ReaktionsgefaRe sofort auf Eis
gekiihlt, damit sich die mRNA Sekundarstruktur nicht wieder bilden konnte.

Der M-MLV RT 5x Reaktionspuffer, die dNTP Mischung, der Recombinant RNasin®
Ribonuklease Inhibitor und die M-MLV RT wurden in den angegebenen Mengen,
unter Kiihlung, der mRNA zugegeben.

Die Eppendorf-ReaktionsgefdRe wurden gut geschittelt und fir 60 Minuten bei
42 °Cinkubiert.

Nach 60 Minuten war die cDNA-Synthese vervollstiandigt. Die cDNAs der Zelllinien
wurden bis zur weiteren Untersuchung bei -18 °C aufbewahrt.
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3.4 PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Die PCR erlaubte die exponentielle Vervielfdltigung von genetischem Material, so
dass der Nachweis von minimaler DNA Menge oder genau definierten DNA Ab-
schnitten ermoglicht wurde. In der Arbeit wurde komplementadre DNA (complemen-
tary DNA, cDNA) benutzt, die wie oben beschrieben, aus Zellen und Geweben iso-
liert und generiert wurde. Die zu amplifizierenden DNA-Sequenzabschnitte wurden
durch zwei Oligonukleotide flankiert, die sogenannten Primer.

Die Polymerase-Kettenreaktion besteht aus drei Schritten: der Denaturierung der
DNA Doppelstrange (bei einer Temperatur von 95 °C), dem Annealing (die Anlage-
rung der Primer an die DNA Einzelstrange bei einer Temperatur von 50-60 °C), also
die Initiierung der enzymatischen Reaktion und der Elongation der DNA Produkte
(bei einer Temperatur von 72 °C).

3.4.1 Materialien

e PCR Master Mix, # M750C, Promega

e Primer (Vorwarts- uns Riickwartsprimer). Die in der Arbeit eingesetzten Primer-
sequenzen werden in Tabelle 9 (s. S. 94) veranschaulicht.

e nukleasefreies Wasser, # P1193, Promega

e CcDNA

e Thermocycler, Modell ,,Mastercycler Gradient”, Eppendorf.

Der 25 ul Reaktionsansatz, der fiir die Polymerase-Kettenreaktion angewendet wor-
den ist, bestand aus:

e 23 ul PCR Master Mix Losung (12,5 pl PCR Master Mix und 10,5 ul nukleasefreies
Wasser).

e 1 ul Loésung der Primer, bestellt Gber die Firma ,biomers.com®. Die Lésung der
Primer fiur die PCR wurde aus einer Primer-Stamml&sung entnommen. Diese be-
stand aus 5 pl Vorwarts-Primer Losung, 5 ul Rickwarts-Primer Lésung und 90 pl
nukleasefreiem Wasser.

e 1 plder zu amplifizierenden cDNA

Die Primerlésungen wurden den Herstelleranweisungen nach, durch Zugabe von
vorgegebenen Mengen von nukleasefreiem Wasser zu einem lyophilisierten Pellet
hergestellt, um eine standardisierte Konzentration von 100 pM in allen Primer-Stam-
mldsungen zu erreichen.

3.4.2 PCR-Protokoll

Dem Reaktionsansatz wurde die zu amplifizierende DNA zugegeben.
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Die Reaktion fand in sich wiederholenden Temperaturzyklen in einem sogenannten
Thermocycler statt (in der Arbeit wurden hauptsachlich Programme mit 25 (fur die
Amplifikation des beta actin Gens), 32, 34 und 36 Zyklen angewendet.

Bei jedem folgenden Zyklus wurden die entstandenen DNA Produkte des Zyklus da-
vor erneut denaturiert, Primer und Enzyme lagerten sich an und die Einzelstrdange
wurden verlangert. Die Vermehrung erfolgte exponentiell bis zum Erreichen eines
Plateaus bei dem sich die DNA Menge nicht mehr signifikant erhéhte.

3.4.3 Die Auswertung der Polymerase-Kettenreaktion (DNA-Gelektrophorese)
3.4.3.1 Materialien

e Spannungsquelle (# 451254 Power Base™ fir E-Gel® invitrogen, 880mA Min.,
Ethrog Biotechn. Ldt)

e E-Gel® 2 % with SYBR Safe™ (# G5218-02, invitrogen)

e Blueluice™ Gel Loading Buffer (# 10816-015, invitrogen)

e nukleasefreies Wasser, (# P1193, Promega)

e Amplifizierte cDNA nach Vervollstandigung der ausgewahlten Zykluszahlen im
Thermocycler

e UV-Bestrahlung und Auswertung in der Universal Hood Il der BIORAD Laborato-
ries

e Programm ,Quantity One” fir qualitative DNA-Auswertungen

e DNA-Marker: pBR Marker und 100 bp ladder (DNA Marker pBR 328 Mix | mit
pPBR Mix I-DNA und 1 x Probepuffer (TE/G), # T147.1 und # T148.1, ROTH, sowie
100 bp DNA ladder, # N3231L, New England BiolLabs® Inc.)

e DNA Probe (PCR)

3.4.3.2 Auswertung

Die 2%igen Agarosegele, die zur Auswertung angewendet worden sind, verfligten
Uber eine Reihe von zwolf Vertiefungen zum Auftragen der DNA Proben. Jede Probe
befand sich in einer separaten Vertiefung, so dass ein Ineinanderlaufen der Proben
nicht moglich war.

Die Pufferlésung, die mit jeder Probe aufgetragen worden ist, bestand aus 1pl Blue-
Juice™ Gel Loading Buffer, dass mit 10 pl nukleasefreiem Wasser verdiinnt wurde.
Dazu wurden in der Regel 10 ul der PCR Probe aufgetragen.

Zur Auswertung der Gele wurde die Universal Hood Il der BIORAD Laboratories und
das Programm Quantity One fiir qualitative DNA Auswertung eingesetzt.
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3.5 Die PCR-Klonierung

Flussdiagramm PCR Klonierung
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Abbildung 7: Flussdiagramm der PCR-Klonierung.
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Der Vorgang der PCR Klonierung wird in Abbildung 7 (S. 28) schematisch, von der In-
sertion des PCR Produkts bis zur Transfektion in Hela Zellen, zusammengefasst.
3.5.1 Die PCR-Produkt-Aufnahme in Vektoren und Transformation der Bakterien

Transformation nennt sich die DNA-Aufnahme durch kompetente E. coli Bakterien.
Die Bakterien werden als ,kompetent” bezeichnet, weil sie die Eigenschaft haben
DNA aus ihrer Umgebung aufzunehmen. Zur Transformation der Bakterien wurde
der pcDNA3.1/V5-His© TOPOO TA Expression Kit (invitrogen) angewendet.

,TOPO® Cloning“ ist eine Methode, die eine schnelle und direkte Insertion des Tag-
Polymerase-amplifizierten PCR Produktes in einen Plasmid Vektor erlaubt.

Der Plasmidvektor, der im Kit enthalten ist (pcDNA3.1/V5-His© TOPO®©) enthilt:

e einen 3' Thymin(T)-Uberhang fiir die TA® Klonierung und
e eine kovalent am Vektor gebundene Topoisomerase.

Topoisomerase

fre?

%,

CCCTT I AAGGG
GGGAR PCR Product T TCCC

HO |

sl

Topoisomerase

Abbildung 8: Aufnahme des PCR-Produkts in den Vektor (Life Technologies Corporation and invitro-
gen, 2009, p. 1). Mit freundlicher Genehmigung der Life Technologies Corporation. Copyright © 2012
Life Technologies Corporation. Used under permission.

Der Vektor heillit TOPO®, weil er Topoisomerase | beinhaltet. Die Topoisomerase | ist
ein Enzym, das superspiralisierte DNA entspannt. Es fligt der DNA voriibergehend
Einzelstangbriiche zu. Das Enzym wickelt die DNA also so auf, dass sie in den Vektor
integriert werden kann.

Die Taq Polymerase, die bei der PCR eingesetzt worden ist, hat eine Transferase-
Aktivitat, die ein einziges Adenin (A) an das 3‘ Ende des PCR Produktes anknipft. Da
der Vektor {iber einen 3‘ Thymin(T)-Uberhang verfiigt, kann sich das PCR Produkt
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problemlos an den Vektor binden (s. Abbildung 8, S. 29). Deshalb ist es nicht not-
wendig zuvor mit Restriktionsenzymen zu schneiden.

Der pcDNA3.1/V5-His© TOPO® Vektor enthdlt unter anderen Gene fir das V5
Epitop, ein Gen fiir Ampicillin Resistenz, den T7 Promotor sowie ein BGH Polyadeny-
lierungssignal (s. Abbildung 9).

PCR [
I\ Product

=_zI
255
| 83

Hind |

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Abbildung 9: Gene des pcDNA3.1/V5-His® TOPO® Vektors (Life Technologies Corporation and invitro-
gen, 2009, p. 20). Mit freundlicher Genehmigung der Life Technologies Corporation. Copyright ©
2012 Life Technologies Corporation. Used under permission.

In Abbildung 9 werden die wichtigsten Gene des pcDNA3.1/V5-His© TOPO®© Vek-
tors graphisch veranschaulicht. Der T7 Promotor (T7) umfasst die Basen 863-882, die
TOPO®O-Klonierungsstelle befindet sich zwischen den Basen 953 und 954 und das V5
Epitop wird durch Basen 1020-1061 kodiert. Das BGH Polyadenylierungssignal um-
fasst die Basen 1110-1324.

Das PCR Produkt wurde somit zwischen den Basen 953 und 954 des Vektors inte-
griert.

3.5.1.1 Materialien

e pcDNA3.1/V5-His© TOPO®O TA Expression Kit (# K4800-01,invitrogen)

e nukleasefreies Wasser, Promega (# P1193)

e Kompetente E. coli Bakterien (Strata Clone™ Solo Pack® competent cells, Agilent)

e PCR-Losung. Die PCR-Produkt-Losung bestand aus 23 pl PCR Master Mix Lésung
(s.3.4.1, S. 26), 1 pl Losung des Inhibin E full length Primers (s. Tabelle 9, S. 94)
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und 1 pl cDNA der Zelllinie Ishikawa plus. Die PCR der PCR-Produkt-Lésung fand
bei 36 Zyklen statt.

Fiir die TOPO® Klonierungsreaktion wurden folgende Materialien angewendet:

e 1 ul PCR der Produkt-Losung

e 2 pl nukleasefreies Wasser

e 1 pl Salzlésung aus dem pcDNA3.1/V5-His© TOPO© TA Expression Kit, invitro-
gen

e 1 ul pcDNA3.1/V5-His© TOPO®© Vektor aus dem pcDNA3.1/V5-His© TOPOO TA
Expression Kit

3.5.1.2 Transformationsprotokoll

Fiir die Transformation der Bakterien wurden die Losung, das nukleasefreie Wasser,
die Salzlésung und der Vektor (s. 3.5.1.1., S. 30 fir ndahere Mengenangaben) in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald tiberfiihrt und flir 5 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Es wurden mehrere Ansatze vorbereitet. Es wurde jeweils ein Aliquot kompe-
tenter E. coli Bakterien zu den Ansdtzen dazugegeben und fir 5 Minuten, unter Kiih-
lung mit Eis, inkubiert. Die Bakterien untergangen danach einen Hitzeschock. Dabei
wurden sie fiir 45 Sekunden auf 42 °C erhitzt. Nach dem Hitzeschock wurden die
Bakterien sofort auf Eis inkubiert und es wurden 250 pl SOC Medium (aus dem
pcDNA3.1/V5-His© TOPO®© TA Expression Kit) dazugegeben. Der Transformations-
ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

3.5.2 Vermehrung der Bakterien

Damit sich die Bakterien des Transformationsansatzes vermehren konnten, war es
notwendig LB Agar und fllssiges Wachstumsmedium herzustellen.

3.5.2.1 Materialien

Fir 1 L LB Medium mit einer Ampicillinkonzentration von 50 pug/ml wurden folgende
Materialien bendtigt:

e destilliertes Wasser (500 ml)

e LB Medium(Lennox) fir die Molekularbiologie (Art. # X964.1, ROTH)
e Ampicillin, Sigma

e Agar (# 30391023, SELECT Agar powder, invitrogen)

e Prazisionswaage Mattler PM460 (Delta Range®)

Die Halfte des LB Mediums wurde als Flissigmedium fiir die Bakterienkulturen ein-
gesetzt und die andere Halfte wurde fir das Ausplattieren der Bakterien verwendet.

31



- Materialien und Methoden -

3.5.2.2 Herstellung von fliissigem Wachstumsmedium und LB Agar Herstellung

Dem destillierten Wasser (250 ml) wurden 5 g Trockenmedium in einem sterilisier-
ten Glaskolben zugegeben. Das Medium wurde nach seiner Auflésung fiir 20 Minu-
ten bei 121 °C autoklaviert. Um eine Ampicillinkonzentration von 50 pg/ml beim
Flissigmedium zu erreichen, wurden nach Abkiihlen des LB Mediums 12,5 mg Am-
picillin dazugegeben.

Fiir das Ausplattieren der Bakterien wurden Agarplatten gegossen. Dem destillierten
Wasser (250 ml) wurden ebenfalls 5 g Trockenmedium in einem sterilisierten Glas-
kolben zugefligt. Es wurden zusatzlich 2,5 g Agar beigemischt um eine Endkonzent-
ration von 1% Agar zu erreichen. Daraufhin wurde das Gemisch fiir 20 Minuten bei
121 °C autoklaviert. Nach kurzer Abkiihlung und bevor der Agar fest wurde, wurden
12,5 mg Ampicillin beigemischt. Der Agar wurde auf Petrischalen verteilt. Nach kur-
zer Zeit wurde das Gemisch fest und konnte als Nahrmedium fiir Bakterien einge-
setzt werden.

3.5.3 Selektionieren der Bakterien
3.5.3.1 Ausplattieren der Bakterien

Im letzten Schritt der Transformation wurden die Transformationsansatze auf LB
Agarplatten (Ampicillinkonzentration 50 pg/ml) durch Schwenken gleichméRig ver-
teilt. Nach 12-stlindiger Inkubation bei ca. 37 °C wurden die resistenten Kolonien auf
den Agarplatten sichtbar.

Die Kolonien wurden auf Grund der enthaltenen Resistenzplasmide selektiert, un-
abhangig davon ob die Plasmide das PCR-Produkt aufgenommen hatten oder nicht.
Es sind also Kolonien entstanden die richtige Inserts enthielten, aber auch Kolonien
mit nur teilweise oder falsch rum inserierten PCR-Produkten.

Im ndchsten Schritt wurden willkiirlich Kolonien (z.B. 8 Kolonien) gepickt, die sich in
separaten flissigen Wachstumsmedien vermehrten. Nach 12-stlindigem Wachstum
(bei ca. 37 °C) wurden sie mit Hilfe der PCR auf das Vorliegen der korrekten Inserts
gepriift.

3.5.3.2 T7 BGH-PCR

Es wurde eine PCR mit dem T7-BGH Primer durchgefiihrt, um zu bestimmen welche
Kolonien das Plasmid mit dem PCR Produkt intakt beinhalteten und welche nicht.
Die PCR wurde mit 36 Zyklen durchgefiihrt. Es handelte sich hierbei um eine Routi-
ne-PCR, wie oben, unter 3.4, beschrieben. Anstatt 1 ul cDNA wurde 0,5 pul Bakterien-
suspension eingesetzt.
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3.5.3.3 T7 Inhibin beta E riickwarts-PCR

Bei den selektierten Plasmiden wurde eine PCR mit dem T7-Inhibin beta E riickwarts
durchgefiihrt. Auch hier handelte es sich um eine Routine-PCR mit 36 Zyklen. An-
statt 1 pul cDNA wurde 0,5 ul Bakteriensuspension eingesetzt. Durch Auswertung der
Elektrophorese-Gele wurden die Bakteriensuspensionen selektiert, bei denen
,T7Inhibin beta E rickwarts” amplifiziert werden konnte. Diese enthielten die zu
klonierende cDNA in der richtigen Orientierung.

Durch die PCR (T7BGH- und T7 Inhibin beta E rickwarts-PCR) konnten mitsamt vier
Kolonien mit korrekten Inserts selektiert werden. Aus diesen Kolonien wurden im
nachsten Schritt die Plasmide isoliert.

3.5.4 Plasmid Praparation

Nach Abschluss der Vorselektion der Kolonien wurde die Plasmid Praparation durch-
geflihrt.

3.5.4.1 Materialien
Es wurde das NucleoSpin® Plasmid Kit (# 740588.50), Macherey-Nagel angewendet.

Das Kit hat folgende Bestandteile:

e Resuspensionspuffer A1 (15 ml, wurde erst nach Zugabe von 6 mg der RNase A
eingesetzt)

e Lysepuffer A2 (15 ml)

e Neutralisierender Puffer A3 (20 ml)

e Waschpuffer AW (30 ml, wurde in der Praparation nicht eingesetzt)

e Waschpuffer A4 (2 x 6 ml Konzentrat, Zugabe von 24 ml > 99,5%igem Ethanol
jeweils notwendig)

e Eluierungspuffer AE (15 ml 5 mM Tris/HCI, pH 8,5)

e RNase A (lyophilisiert) 6 mg

e NucleoSpin® Plasmid-Kappe (50 Stiick)

e 2ml Sammelgefalle (50 Stiick)

Es wurden noch folgende Reagenzien eingesetzt:
e >99,5%iges Ethanol (ROTH Ethanol Art. # 5054.1)

3.5.4.2 Plasmidpraparationsprotokoll

Zur Plasmid Praparation wurden folgende Schritte durchgefiihrt:
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1-5 ml der LB Kultur der transformierten E. coli wurden in ein Eppendorf-Reaktions-
gefilk gegeben und bei 11.000 g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt. In diesem Schritt wurde versucht eine maximale Aussaat von Bakterien zu
erhalten.

Es wurden 250 ul Al Puffer auf das Zellpellet gegeben. Die Bakterien wurden durch
Auf- und Abpipettieren komplett resuspendiert.

Daraufhin wurden 250 ul A2 Puffer dazugegeben. Die Substanzen wurden durch
Schitteln der ReaktionsgefdRe gemischt. Das Gemisch wurde fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Es wurden 300 pl A3 Puffer dazugegeben. Die ReaktionsgefaRe wurden erneut ge-
schittelt. Durch die Zugabe der Puffer A1, A2 und A3 wurden die Bakterien lysiert.

Das Gemisch wurde fiir 5 Minuten bei 11.000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Die NucleoSpin® Plasmid-Kappe wurde auf ein 2 ml SammelgefiR platziert. Der U-
berstand des zentrifugierten Gemisches wurde auf die Vertiefung der Kappe aufge-
tragen (maximal 750 ul wurden abpipettiert). Der Uberstand wurde fiir 1 Minute bei
11.000 g zentrifugiert. Ziel war die Bindung der DNA an die Membran der Plasmid-
Kappe. Die Flussigkeit, die durch die Membran geflossen war, wurde entfernt.

Es wurden 600 pl Puffer A4 (in Ethanol gelost) auf die Membran der Plasmid-Kappe
gegeben. Der Uberstand wurde erneut fiir 1 Minute bei 11.000 g zentrifugiert und
das Sammelgefal} wurde entfernt.

Die Membran wurde durch Zentrifugieren (fiir 2 Minuten bei 11.000 g) getrocknet.
Die restliche Flussigkeit, die durch die Membran geflossen war, wurde entfernt.

Nun konnte die DNA ausgefallt werden. Die NucleoSpin® Plasmid-Kappe wurde auf
ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal platziert und 50 ul AE Puffer wurden auf die
Membran gegeben. Der Puffer wurde fiir 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde fir eine Minute bei 11.000 g zentrifugiert. Die Flissigkeit, die
durch die Membran geflossen war, enthielt die zu untersuchenden Plasmide.

Durch die Plasmid-Praparation konnten jeweils 50 ul Plasmidldsungen gewonnen
werden.
3.5.5 Sequenzierung

Die interessierenden Plasmide wurden als potenzielle Kandidaten fiir die Transfekti-
on selektiert. Sie wurden dem Institut fiir Biologie Ill der Universitadt Freiburg (Rese-
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arch Group G.L. Igloi) zur Sequenzierung ausgehdndigt. Die Methoden die fiir die
Sequenzierung eingesetzt worden sind wurden vom Institut fiir Biologie Ill der Uni-
versitat Freiburg durchgefiihrt und werden deshalb hier nicht weiter beschrieben.

3.5.6 Transfektion

Die selektierten Plasmidlésungen wurden im nachsten Schritt in Hela Zellen trans-
fiziert. Somit konnte eine temporire Uberexpression des Inhibin beta E Gens zu-
stande kommen.

3.5.6.1 Materialien

e 50 pl serumfreies Medium (PAA Pasching, Osterreich) pro 1 pl Plasmidl&sung

e 1 pl Lipofektamine (Cat. # 11668-027, Lipofectamine™ 2000 Transformation Rea-
gent, Invitrogen) pro 1 pl Plasmidlésung

e Plasmidlésungen

e Hela Zellen

3.5.6.2 Durchfiihrung der Transfektion

Es wurden 200 pl serumfreies Medium pipettiert. In das serumfreie Medium wur-
den 4 pl Lipofektamine dazugegeben. Dieser Stammansatz wurde fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde der Ansatz auf 4 Eppendorf Reaktionsgefa-
Re verteilt. Zu den Eppendorf ReaktionsgefaRen wurde vorher jeweils 1 pl von der
jeweiligen Plasmidlosung dazugegeben.

Die Gemische aus dem Ansatz und der jeweiligen Plasmidlésung wurden fiir 15 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transformationsansatz von jedem Eppen-
dorf-ReaktionsgefalR wurde Hela Zellen zugefiihrt. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden
bei 37 °C inkubiert.

3.5.7 Zellfixierung

Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Hela Zellen aus dem Brutschrank ge-
nommen und fixiert. Das Wachstumsmedium mit dem Transformationsansatz wurde
abgegossen. Uber die Zellen wurde auf - 20 °C gekiihltes Methanol (z.B. # HN41.1,
ROTISOLV 299,98 %, Ultra LC-MS, ROTH) gegossen und 3 Minuten stehen gelassen.
Das Methanol wurde entfernt und die Zellen wurden erneut bis zur Immunfluores-
zenzuntersuchung eingefroren.
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3.6 Immunfluoreszenzmikroskopie
3.6.1 Materialien

e AK (Mouse-Anti-V5-TAG monoklonaler Antikérper (# MCA1360D405, Serotec
Martinsried)

e AK Carboguanin gekoppelt (Carbocyanin 3, dianova Hamburg)

e Mikroskop Axiophot von Zeiss

e Filter fur die Wellenlange 460 nm (Zeiss)

e Objekttrager (# 154534, Lab-Tek™ Il Chamber Slide™ System, Nalgene Nunc In-
ternational)

3.6.2 Praparation der Zellen und Mikroskopie

Zu Beginn wurden Zellen, die aus der Kultur gewonnen wurden, auf die Objekttrager
Uberfihrt. Die Zellen wurden in Kontrollgruppen und Fallgruppen unterteilt. Die
Fallgruppen wurden Uber 5 Stunden mit den interessierenden Substanzen (Nelfina-
vir, Tunicamycin, DTT) inkubiert. Die Kontrollen wurden ohne Medikamentenzugabe
bei 37 °C fur 5 Stunden inkubiert. Nach Fixierung der Zellen (s. hierzu 3.5.7, S. 35)
wurden die Zellen mit dem Erstantikorper fiir eine Stunde inkubiert. Nach einer
Stunde wurde der Zweitantikorper (Carboguanin-gekoppelt) dazugegeben. Die Zel-
len wurden mit diesem Antikorper fir eine halbe Stunde inkubiert.

Die Zellen wurden unter dem Mikroskop (20 x Objektiv) ohne und mit Immunfluo-
reszenz (Filter flir die Wellenlange 460 nm, griines Licht) angeguckt. Die Zellen, die
Inhibin beta E Uiberexprimierten leuchteten in der Immunfluoreszenz rot-orange auf.
Die Aufnahmen, sowie die Belichtungszeiten, wurden mit Hilfe des Programms Axio-
vision eingestellt.
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3.7 Western Blot

Bei den transfizierten Zellen kam es durch die Inhibin beta E cDNA Einschleusung zu
einer temporaren Uberexpression von Inhibin beta E. Der Western Blot wurde in
dieser Arbeit eingesetzt um nachzuweisen, dass eine erhéhte Inhibin beta E Expres-
sion auch tatsachlich stattfindet. Da es momentan keine adaquaten Antikorper ge-
gen die Inhibin beta E Einheit gibt, die im Western Blot anwendbar sind, wurde die-
ses Defizit durch den Einsatz des V5 Epitopes tberbriickt.

Das V5 Epitop ist im Plasmid eingebaut, dass fiir die Transfektion eingesetzt worden
ist. Das bedeutet, dass die Expressionsrate des V5 Epitopes, also auch die V5-Pro-
teinmenge, die gebildet wird, direkt mit der Proteinmenge der Inhibin beta E Un-
tereinheit korreliert.

3.7.1 Materialien

e 10 x Tris/Glyzin/SDS Puffer (# 161-0732, BIORAD)

e Destilliertes Wasser

e Sample Puffer flir Proteingelelektrophorese (# K929.1, Roti®-Load 1, ROTH)

e Probe

e Marker (#27-2110, PeqGOLD Protein-Marker, Peqlab)

e Precast Gel (# 456-1083, Mini-PROTEAN®TGX™ 4-15%, 10 well comb, 30ml)

e Elektrophorese Gerat (# 5276, Electrophoresis Power Supply, Gibco BRL)

e Methanol (z.B. # HN41.1, ROTISOLV® > 99,98 %, Ultra LC-MS, ROTH)

e PVDF Membran (# T830.1, Roti®-PVDF, ROTH)

e Fiber pads (# 170-3933EDU, BIO-RAD)

e Blot Filter (# 170-3955, Thick Blot Paper, BIO-RAD)

e Blockpuffer (4 % Milchpulver # T145.2, ROTH in PBS Puffer, PAA-Pasching Oster-
reich)

e Mouse-Anti-V5-TAG monoklonaler Antikorper (# MCA1360D405, Serotec Mar-
tinsried)

e Goat-Anti-Mouse Antikorper, alkalische Phosphatase gekoppelt (Dianova Ham-
burg)

e PBS Puffer (# L1825, PBS-Dulbecco (1x) w/o Ca?* Mg?* LE Low Endotox)

e alkalischer Phosphatase Puffer (100 mM Tris-HCI [pH 9.0], 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl;)

e Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (kurz NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
(kurz BCIP) (# S3771, BCIP/NBT Color Development Substrate, 5-bromo-4-chloro-
3-indoxyl-phosphate/nitro blue tetrazolium, Promega)
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3.7.2 Western Blot Protokoll

Der Western Blot besteht aus folgenden Schritten:
1. Die Praparation und Elektrophorese der proteinhaltigen Probe.

Den transfizierten Hela Zellen wurde Proteinauftragspuffer (Roti®-Load 1, ROTH) fiir
die Proteingelelektrophorese zugegeben. Dem Probevolumen wurde ein Drittel des
Volumens Puffer dazugegeben. AnschlieBend wurde die praparierte Probe auf 80-
90 °C fur 3-5 Minuten erhitzt und konnte dann direkt auf das Gel aufgetragen wer-
den.

Die innere Kammer des Precast Gels wurde mit 500 ml des 1:10 verdinnten 10 x
Tris/Glyzin/SDS Puffer (50 ml Puffer in 500 ml destilliertes Wasser verdiinnt) aufge-
fillt. Die Flussigkeit wurde zunachst zusatzlich in die Taschen des Precast Gels pipet-
tiert. Die Taschen des Gels wurden griindlich mit der Flissigkeit gewaschen. In die
Taschen wurden jeweils 10 ul des Proteinmarkers und 20 ul der Probe pipettiert.

Das Gel lief fur eine Stunde bei 90 mA. Die Proteine wurden mit Hilfe SDS-Puffers
(anionischer Puffer) lysiert und somit negativ geladen.

2. Die Ubertragung der Proteine auf eine PVDF Membran (das sogenannte ,,Blot-
ting”)

Die PVDF Membran wurde mit Methanol benetzt und in gekiihlten 1:10 verdiinnten
10 x Tris/Glyzin/SDS Puffer getrankt.

Das Gel wurde vorsichtig aus dem Gerust (Precast) genommen und auf die PVDF
Membran gelegt. Die PVDF Membran und das darauf liegende Gel wurden zwischen
Filtern und Polsterungen (Fiber pads) eingespannt.

Abbildung 10 (s. S. 39) verdeutlicht die Reihenfolge der Bestandteile des Western
Blots mit dem Protein-Gel als zentrales Element. Das ,Sandwich”, das durch diese
Konfiguration entsteht diente der Proteinlibertragung auf die PVDF Membran. Das
Gel befand sich in Richtung der Kathode.

Das ,Sandwich”, das entstand, wurde in das Elektrophorese-Gerat eingespannt und
mit kaltem 10 x Tris/Glyzin/SDS Puffer (ibergossen. Die Wanne wurde mit dem Puf-
fer aufgefullt.

Das Gel wurde erneut fiir eine Stunde bei 200 mA elektrophoretisiert.
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Abbildung 10: Bestandteile des Western Blots.

3. Die,Markierung” des interessierenden Proteins

Die ,Markierung” des interessierenden Proteins wurde mittels Zugabe eines Erst-
und Zweitantikorpers vorgenommen. Zu diesem Zweck waren mehrere Schritte not-
wendig.

Zuerst wurde das ,Sandwich” nach einer Stunde aus der Wanne entfernt. Die PVDF
Membran wurde aus dem Blot genommen. Die Membran wurde Uber zwei Stunden
in Blockpuffer gelegt. Dadurch konnten unspezifische Proteinbindungen blockiert
werden.

Nach zwei Stunden wurde der Mouse-Anti-V5-TAG dem Blockpuffer zugefiihrt, um
die V5-Tags zu binden. Dieser Antikorper verblieb iber Nacht auf der Membran.
Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Mouse-Anti-V5-TAG-L6sung entfernt. Die
PVDF Membran wurde zweimalig mit PBS Puffer gewaschen.

Als nachstes wurde ein Zweitantikorper, der Goat-Anti-Mouse Antikorper dazugege-
ben. Die Membran wurde mit diesem Antikdrper fir ca. zwei Stunden inkubiert.
Beim Zweitantikorper handelte es um einen alkalische-Phosphatase-gekoppelten
Antikorper. Dieser war notwendig, weil der Erst-Antikdrper (Mouse-Anti-V5-TAG) ei-
nen Marker trug, der erst nach Zugabe des zweiten Antikdrpers sichtbar wird.

4. Die Farbreaktion und Detektion proteinspezifischer Banden.

Der Zweitantikorper wurde ebenfalls entfernt und die PVDF Membran wurde erneut
mit PBS Puffer gewaschen.

Der Membran wurden 10 ml des alkalischen-Phosphatase-Puffers zugegeben.
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Nach Gabe von 50 pl des NBT und 100 pl des BCIP entwickeln sich langsam die Ban-
den auf der PVDF Membran. Der Mechanismus der Reaktion ist folgender: das BCIP
spaltet aus dem alkalischen Phosphatase Puffer Phosphat ab. Dieses reagiert mit
dem MBTC, wodurch Farbstoff ausfallt.

Die PVDF Membran wurde mit destilliertem Wasser gewaschen und getrocknet.
Danach wurden die Banden mit Hilfe der Proteinmarkerbanden ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Microarray
4.1.1 Allgemeine Bemerkungen

Nelfinavir ist einer der ersten HIV-Proteaseinhibitoren, der in der antiretroviralen
Therapie eingesetzt wurde. Obwohl der Wirkstoff inzwischen durch effizientere Me-
dikamente zum groten Teil ersetzt wurde, erweckt er erneut das Interesse auf-
grund seiner diversen Effekte auf den Zellstoffwechsel (Bruning, 2011). Um eine
Ubersicht iber die Wirkung von Nelfinavir auf genomischer Ebene zu erlangen, wur-
de zu Beginn dieser Arbeit ein Microarray durchgefiihrt. Ziel der Arbeit war es, die
Mikroarray-Ergebnisse zu validieren und mit der Wirkung von Nelfinavir auf eukary-
ontische Zellen in Verbindung zu bringen. Die Durchfiihrung des eigentlichen
Microarrays wurde aus technischen Griinden der Firma IMGM Laboratories Miin-
chen (www.imgm.com) in Auftrag gegeben. Ziel des Microarrays war, die mRNA Ex-
pression in einer Gruppe von Proben zu untersuchen.

Der Microarray diente dem Screening des gesamten Genoms und somit der Identifi-
zierung der durch Nelfinavir regulierten Gene.

Es wurden in unserem Labor 6 Proben generiert um die friihen Effekte von Nelfina-
vir auf das transkriptionelle Verhalten der Gene in der Zelllinie MCF7 zu untersu-
chen. Die Halfte der Proben bestand aus einer Kontrollgruppe (unbehandelt), die
andere Halfte wurde mit Nelfinavir (in einer Konzentration von 15 pg pro ml lber
5,5 Stunden) behandelt.

Bei allen 6 Proben (drei mit 15 pg pro ml behandelte Proben und drei unbehandelte
Proben) wurde die mRNA mit Hilfe des ,RNeasy Mini Kits“ von Qiagen prapariert (s.
Abschnitt 3.2.1, S. 20). Die mRNA wurde der Firma IMGM fiir die Microarray-Analyse
ausgehandigt, da im Labor der Frauenklinik der Universitat Miinchen keine techni-
schen Moglichkeiten fir die Durchflihrung des Microarrays gegeben sind. Alle weite-
ren Methoden, die den Microarray betreffen, wie z.B. die Hybridisierung, wurden
durch die Firma ibernommen und werden deshalb hier nicht weiter untersucht.
AuBerdem wurde auch die Bioinformatik von der Firma IMGM Laboratories Miin-
chen durchgefiihrt.

Fir den Microarray wurden 40K Affymetrix chips (welche 40.000 Oligonukleotid-
DNA-Sequenzen umfassen) verwendet. Der Microarray wird als ,whole human ge-
nome microarray”, bezeichnet, er ist also ein Microarray mit dem das gesamte men-
schliche Genom untersucht werden kann. Bei den Tabellen, die die Ergebnisse des
Microarrays fiir hochregulierte und reprimierte Gene zusammenfassen (Tabelle 4,
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S. 44-45 und Tabelle 5, S. 46-47), wurde der willklrliche, aber allgemein verbreitete
cut-off bei 2,0-facher Regulation gesetzt.

4.1.2 Der Microarray als Grundlage weiterer Untersuchungen

Der Microarray diente als Wegweiser fiir die am starksten durch Nelfinavir regulier-
ten Gene. Da der Microarray trotz multiplem Testen der Proben manchmal falsch
positive Ergebnisse liefert, war es notwendig die Ergebnisse mit anderen Methoden,
wie zum Beispiel der quantitativen PCR zu verifizieren.

Durch den Microarray konnten 284 hochregulierte und 108 reprimierte Gentranskri-
pte identifiziert werden, die Gber dem besagten cut-off von 2 lagen. Da es nicht
moglich war die Ergebnisse des Microarrays fir alle Gentranskripte mittels PCR zu
testen, wurde mit Hilfe von Mitarbeitern der Frauenklinik Innenstadt die urspringli-
che Tabelle des Microarrays auf relevante Gene untersucht um eine Vorauswahl an
Genen zu ermoglichen. Diese Genauswahl wird in den Tabellen fiir hochregulierte
und reprimierte Gentranskripte veranschaulicht (Tabelle 4, S. 44-45 und Tabelle 5, S.
46-47). Diese Tabellen stellen eine gekiirzte Form der ausfiihrlicheren Tabelle des
Microarrays dar, da die Aufflihrung der urspriinglichen Liste des Microarray lang und
zu unibersichtlich sein wiirde, und auch sehr viele ,,orphan genes” mit unbekannter
Funktion enthielt.

Es wurden prinzipiell die ersten zehn Gene bei den Tabellen beibehalten (mit Aus-
nahme der ,,orphan genes”, die Teil der urspriinglichen Auflistung waren). Die restli-
chen Gene wurden aufgrund ihrer potenziellen Wichtigkeit flir das Projekt selektiert
und behielten den jeweils urspriinglichen Rang, der ihnen in der ausfiihrlichen
Microarray-Auflistung zugeteilt wurde (Rangordnung inklusive der ,orphan genes”,
die mit aufgelistet waren und einen Rang erhielten). Es handelt sich hierbei insbe-
sondere um Gene, die in Verbindung mit Apoptose, Krebs oder ER-Stress gebracht
werden.

Die Gene, die selektiert wurden, kdnnen in drei Gruppen eingeteilt werden:

1) Die Gruppe der Gene, die ER-Stress Proteine kodieren. Solche sind DDIT3 und
DDIT4, ATF3, GADD4A, ERN1, HERPUD1 und XBP 1. Diese Proteine wurden auch als
ER-Stress-Proteine identifiziert und dies zeigt erneut, dass Nelfinavir ER-Stress indu-
ziert, was von verschiedenen Gruppen schon veréffentlicht wurde (Gills et al., 2007,
Pyrko et al., 2007, Bruning, 2011). Dieser Gruppe von Genen wurde nicht weiter
nachgegangen, da ihre Funktion bei ER-Stress und Nelfinavir bereits gezeigt und ver-
offentlicht wurde.
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2) Die zweite Gruppe enthalt Gene, die Proteine wie TXNIP, PAOX, CTH und TXNL4NB
kodieren. Diese Proteine sind in Vorgdangen des oxidativen Stresses involviert. Diese
Tatsache war fiir uns insofern interessant, weil durch die Arbeitsgruppe auch bereits
die Induktion von oxidativem Stress durch Nelfinavir gezeigt werden konnte (Bruning
et al., 2010a). Der Einfluss von Nelfinavir auf die Auslésung und Modulation von oxi-
dativem Stress wird insbesondere auf Proteinebene in unabhangigen Arbeiten von
Mitgliedern der Arbeitsgruppe untersucht.

3) In der letzten Gruppe befinden sich die auffalligsten Gene und Gene, deren Gen-
transkripte am starksten reguliert werden. In dieser allerdings sehr heterogenen
Gruppe wurden Wachstumsfaktoren und Peptidhormone wie FGF21, HDM2 und In-
hibin beta E mit eingeschlossen.

Diese Faktoren, als auch einige weitere einzeln auffallende Faktoren, wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit weiter verfolgt und vorgestellt.

Diese letzte Gruppe stellt eine duBerst interessante Gruppe dar, da die Funktion der
aufgelisteten Gene zum gréRten Teil unbekannt ist. Die Regulation der Transkription
dieser Gene unter Nelfinavir ist bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausreichend geklart.
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4.1.2.1 Hochregulierte Gentranskripte

Tabelle 4 enthalt die hochregulierten Gentranskripte der Zelllinie MCF7 nach NFV In-
kubation. Die fettgedruckten Gene stellen die zehn am stdrksten regulierten Gene
dar. Die blau markierten Gene sind die Gene, deren Regulation im Rahmen dieser
Arbeit vorgestellt wird. Die sogenannte ,fold change” bezieht sich auf die Werte der
MCF7 Zellen mit, versus den Werten der MCF7 Zellen ohne Nelfinavir Behandlung.

Tabelle 4: Tabelle der hochregulierten Gentranskripte.

HOCHREGULIERTE GENTRANSKRIPTE

Rang | Abkiirzung | Beschreibung des Gens Fold change
1 FGF21 Homo sapiens fibroblast growth factor 21 17,120132
2 ADM2 Homo sapiens adrenomedullin 2 (ADM2) 16,220627
3 INHBE Homo sapiens inhibin, beta E (INHBE) 13,9002285
4 TXNIP Homo sapiens thioredoxin interacting 13,342764
protein
5 KLHDC7B Homo sapiens kelch domain containing 7B 13,325549
6 IFIT2 Homo sapiens interferon-induced 9,171427
protein with tetratricopeptide repeats
7 DDIT3 Homo sapiens DNA-damage-inducible 8,498121
transcript 3
8 AKNA Homo sapiens AT-hook transcription factor 6,979655
9 ARHGAP9 Homo sapiens Rho GTPase activating protein | 6,774905
9
10 CHAC1 Homo sapiens Cha(, cation transport 6,680128

regulator homolog 1 (E. coli)

18 SESN2 Homo sapiens sestrin 2 6,2422743

20 ATF3 Homo sapiens activating transcription factor 3 | 5,5309668
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29 PAOX Homo sapiens polyamine oxidase (exo-N4- 4,8173637
amino)

40 DDR2 Homo sapiens discoidin domain receptor 4,1558986
family, member 2

47 GADD45A Homo sapiens growth arrest and DNA- 3,9730575
damage inducible, alpha

57 ERN1 Homo sapiens endoplasmic reticulum to nu- | 3,6716094
cleus signaling 1 (ERN1), transcript variant 1

82 CTH Homo sapiens cystathionase (cystathionine 3,1684964
gamma-lyase)

96 XBP 1 Homo sapiens X-box binding protein 1 3,0282774

124 HERPUD1 Homo sapiens homocysteine-inducible, 2,713118
endoplasmic reticulum stress-inducible,
ubiquitin-like domain member 1

172 TXNL4B Homo sapiens thioredoxin-like 4B 2,4300544

221 DDIT4 Homo sapiens DNA-damage-inducible 2,2050872
transcript 4

256 ERRFI1 Homo sapiens ERBB receptor feedback 2,0654216

inhibitor 1
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4.1.2.2 Reprimierte Gentranskripte

Tabelle 5 enthalt die reprimierten Gentranskripte der Zelllinie MCF7 nach NFV Inku-
bation. Die blau markierten Gene sind die Gene, deren Regulation im Rahmen die-
ser Arbeit vorgestellt wird. Auch hier stellen die fettgedruckten Gene die zehn am
starksten regulierten Gene dar. Die sogenannte ,fold change” bezieht sich auch hier
auf die Werte der MCF7 Zellen mit, versus den Werten der MCF7 Zellen ohne Nelfi-
navir Behandlung.

Tabelle 5: Tabelle der reprimierten Gentranskripte.

REPRIMIERTE GENTRANSKRIPTE

Rang | Abkiirzung | Beschreibung des Gens Fold change

1 EDN2 Homo sapiens endothelin 2 4,6312814

2 FGFBP1 Homo sapiens fibroblast growth factor bind- | 4,324129
ing protein 1

3 FOS Homo sapiens v-fos FBJ murine osteosarco- | 3,9186144
ma viral oncogene homolog

4 HSPAG6 Homo sapiens heat shock 70kDa protein 6 3,7918243

5 DKK1 Homo sapiens dickkopf homolog 1 (Xenopus | 3,736089
laevis)

6 TSPAN2 Homo sapiens tetraspanin 2 3,4593983

7 PFKFB4 Homo sapiens 6-phosphofructo-2-kinase/ 3,4307418
fructose-2,6-biphosphatase 4

8 PSG4 Homo sapiens pregnancy specific beta-1- 3,3225276
glycoprotein 4

9 EPPK1 Homo sapiens epiplakin 1 3,307389

10 HSPA2 Homo sapiens heat shock 70kDa protein 2 3,2106516

44 EIFAE Homo sapiens eukaryotic translation initiation | 2,385446
factor 4E

65 AYTL2 Homo sapiens mRNA for FLJ00365 protein 2,2070282
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71 ND3 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3 2,1634257
NADH dehydrogenase subunit 3

93 CCND1 Homo sapiens cyclin D1 2,0458705

107 HIVEP3 Homo sapiens human immunodeficiency virus | 2,002045

type | enhancer binding protein 3
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4.1.3 \Verifikation der Ergebnisse

Ziel der ersten Versuche war, das Ergebnis des Microarrays fiir die Gene beider Ta-
bellen, die in der letzten Gruppe aufgelistet sind, mit Hilfe der semiquantitativen
PCR zu Uberprifen. Zur Verifizierung der Ergebnisse wurden neben der Mammakar-
zinomzelllinie MCF7 auch zwei weitere Zelllinien, namlich HEK293 und Hela einge-
setzt.

Fir die Durchfiihrung der PCR war es notwendig Primer fiir die jeweiligen Gene rich-
tig zu setzen und die Primer zu etablieren. Dies gelang fur die Mehrheit der geteste-
ten Gene, wie in Tabelle 6 dargestellt. Somit konnte die Anzahl der zu untersuchen-
den Gene noch einmal eingeschrankt werden.

Tabelle 6: Regulationsbestatigungsversuch.

GENE PRIMER-ETABLIERUNG REGULATION BESTATIGT
(GELUNGEN: X, MISSLUNGEN: —) (JA: x, NEIN: -)
Inhibin beta E X X
X X X
FIT X X
XBP 1 X X
AKNA X X
Endothelin 2 X X
HIVEP3 X X
FGF21 - -
KLHDC7B - -
DDIT3 - -
ERN1 - -

Die Verifizierung mittels PCR gelang im Fall von Inhibin beta E, dem Thioredoxin in-
teragierenden Protein (TX), dem Interferon-induzierten Protein mit tetratricopepti-
dischen repeats (FIT), XBP 1, AKNA, Endothelin 2 und HIVEP3. Fir FGF21, KLHDC7B,
DDIT3, ERN1 war die Etablierung von funktionstlichtigen Primern nach mehreren
Versuchen nicht moglich.

Da die Etablierung funktionstiichtiger Primer mit der erfolgreichen PCR-Durchfiih-
rung gekoppelt ist, konnte eine PCR nicht fir die Gesamtheit der Gene durchgefiihrt
werden.
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4.2 Inhibin-Regulation durch Nelfinavir
4.2.1 Epitheliale Zelllinien

Die Zelllinien HEK293, MCF7 und Hela sind transformierte (HEK293) bzw. maligne
(MCF7, Hela) epitheliale Zelllinien. Sie wurden bezlglich der Regulation der Tran-
skription verschiedener Gene durch Zugabe von Nelfinavir untersucht. Die Zellen
wurden sechs Stunden mit Nelfinavir (erhalten Gber Pfizer, Groton, CA, USA) in einer
Konzentration von 12 pg/ml inkubiert.

HEK  MCF7 Hela

= + = 4+ - 4 Nelfinavir 12pg/ml
Inhibin B E

Inhibin B C

Inhibin 3 B
Inhibin B A
Inhibin a

B actin
Endothelin 2

HIVEP3

xbp splicing

Abbildung 11: Analyse der Zelllinien HEK293, MCF7 und Hela fur ausgewahlte Gentranskripte (Ergeb-
nisse der PCR-Gelelektrophorese).

Die Gene, die getestet worden sind wurden, wie oben beschrieben, aus der tabella-
rischen Auflistung des Microarrays selektiert. Inhibin beta E gehort zu den am
starksten durch Nelfinavir regulierten Genen. Beta actin ist ein Protein des Zellske-
letts. Es ist also ein ubiquitdar vorkommendes Protein, dass in der PCR bei intakten

49



- Ergebnisse -

Zellen immer vorhanden ist und bei getesteten Zellen gleich stark exprimiert sein
sollte (ein sogenanntes , housekeeping gene”). Die Endothelin 2 Transkription wird
am starksten durch Nelfinavir reprimiert. Das XBP 1 Gen stellte durch das XBP 1
SpleiBen ein interessantes Gen flr weitere Untersuchungen dar. Die Genfunktion
wird in Tabelle 7 (S. 90) kurz erldutert. Die anderen Inhibin-Untereinheiten wurden
zu Vergleichszwecken mit getestet, aber auch weil die Inhibin beta E Untereinheit
mit ihnen Heterodimere bilden kann.

4.2.1.1 Inhibin beta E

Das Inhibin beta E Gen war beim Microarray eines der am starksten hochregulierten
Gene der Zelllinie MCF7 unter Nelfinavir Einfluss (s. Tabelle 4, S. 44). Die Tatsache,
dass die Zelllinie MCF7 eine Inhibin beta E-Hochregulation durch Nelfinavir Zugabe
erfahrt, wie in den Microarrays ermittelt, wurde somit mittels PCR bestatigt. Den-
noch konnte hiermit gezeigt werden, dass auch bei anderen epithelialen Zelllinien,
wie HEK293 und Hela, eine Hochregulation der Inhibin beta E Einheit stattfindet.

Zusammenfassend zeigten alle drei getesteten epithelialen Zelllinien eine eindeutige
Hochregulation der Inhibin beta E Einheit nach sechsstiindiger Nelfinavir-Inkubation.

4.2.1.2 Andere Inhibin-Untereinheiten

Durch den Microarray war die starke Regulation der Inhibin beta E Transkripte durch
Nelfinavir eindeutig aufgefallen (13fache Hochregulation). Obwohl keine weiteren
Inhibin Untereinheiten im Microarray aufgefallen waren, wurden auch weitere Un-
tereinheiten untersucht, um festzustellen ob eine Nelfinavir induzierte Hochregula-
tion fir die Gesamtheit der Inhibin Untereinheiten zutrifft, oder ob dieser Effekt nur
bei Inhibin beta E vorkommt.

Die Expression der weiteren Inhibin Untereinheiten zeigte Schwankungen unter den
Zelllinien. Diese Schwankungen wurden als technisch bedingte Schwankungen bei
der PCR betrachtet und wurden deshalb nicht weiter untersucht.

4.2.1.3 Endothelin 2

Endothelin 2 war das am starksten reprimierte Gen beim MCF7-Microarray. Dies lieR
sich auch durch die PCR bestatigen, da eine eindeutige Repression des Endothelin 2
Gens anhand der PCR zu sehen ist. Bei der Zelllinie HEK293 ist andererseits kaum
eine Expression oder Regulation festzustellen und bei den Hela-Zellen zeigte sich
keine Endothelin 2-Regulation unter Nelfinavir-Einfluss. Da die Ergebnisse hier in-
konsistent waren, wurde auf weitere Untersuchungen des Endothelin 2 Gens ver-
zichtet.
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4.2.1.4 XBP1

Das XBP 1-Gen war durch den Microarray als Gen mit einer dreifachen Hochregula-
tion der Transkription unter Nelfinavir Einfluss aufgefallen. Bei diesem Gen war die
Entstehung einer SpleiRvariante durch ER-Stress unter Einwirkung von Nelfinavir
bekannt. Diese SpleiBvariante des XBP 1 Gens konnte in der PCR durch die Entste-
hung einer weiteren Bande nachgewiesen werden. Dies trifft flir alle drei Zelllinien
nach sechsstiindiger Nelfinavir-Inkubation zu.

Das XBP 1-SpleiRen wird auch in weiteren Projekten als ER-Stressmarker benutzt.
Theoretische Modelle beschreiben, dass durch das XBP 1- SpleiRen ein aktiver Tran-
skriptionsfaktor entsteht, welcher moglicherweise die Expression von Inhibin-
Untereinheiten regulieren konnte.
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4.2.2 Leukdamiezelllinien

In friiheren Publikationen der Arbeitsgruppe der Frauenklinik MaistraBe konnte ge-
zeigt werden, dass leukdmische Zellen sehr sensitiv auf Nelfinavir reagieren (Bruning
et al., 2010b). In weiteren Experimenten wurde deshalb untersucht, welche die Ef-
fekte von Nelfinavir auf die Gentraskription der ausgewahlten Gene waren. AuRer-
dem wurden diese Versuche durchgefiihrt, um einen Vergleich zu epithelialen Tu-
morzelllinien darzustellen, an denen zuvor dieselben Gene getestet worden sind
(HEK293, MCF7, Hela).

IM9 Jurkat HL60
i + - + = +  5pg/ml Nelfinavir

Inhibin B E

Inhibin B C
Inhibin 3 B
Inhibin B A

Inhibin a

B actin

Endothelin 2

xbp

Abbildung 12: Analyse der Zelllinien IM9, Jurkat und HL60 fur ausgewahlte Gentranskripte (Ergebnis-
se der PCR-Gelelektrophorese).

Die leukamischen Zelllinien, die fiir diesen Zweck eingesetzt wurden, sind IM9, Jur-
kat und HL60. Die Zellen wurden sechs Stunden mit Nelfinavir in einer Konzentration
von 5 pg/ml inkubiert. Die Konzentration von Nelfinavir wurde in dieser Versuchs-
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reihe niedriger gewahlt, da Leukdamiezelllinien empfindlicher auf Nelfinavir reagieren
und bei héheren Konzentrationen apoptotisch werden.

4.2.2.1 Inhibin beta E

Die Zelllinien IM9, Jurkat und HL60 zeigen in dieser Versuchsreihe auch eine Hoch-
regulation des Inhibin beta E Gens durch Nelfinavir-Zugabe. Die Regulation von Inhi-
bin beta E ist also auf diese drei Leukamiezelllinien ibertragbar, auch wenn die Re-
gulation nicht so stark ist, wie bei epithelialen Zelllinien. Die Inhibin beta E-Expres-
sion und -Regulation bei leukdamischen Zelllinien ist eine erstmalige Erkenntnis.

4.2.2.2 Andere Inhibin-Untereinheiten

Die Ergebnisse fur die Untereinheit-Expression und -Regulation waren auch bei den
leukamischen Zelllinien inkonsistent.

Das Inhibin beta C- und Inhibin beta B Gen wird bei den Zelllinien IM9 und Jurkat
exprimiert, jedoch wird die Transkription nicht durch Nelfinavir reguliert. Die Inhibin
beta A Einheit wird andererseits, sowohl bei der Zelllinie Jurkat, wie auch bei der
Zelllinie HL6O, durch Nelfinavir hochreguliert. Andererseits kommt es bei den IM9
Zellen nur zu einer schwachen Expression und keiner Regulation der beta-A-Einheit.
Inhibin alpha wird von Zellen aller getesteten Zelllinien exprimiert, jedoch findet nur
bei Zellen der Zelllinie HL60 eine Hochregulation statt. Insgesamt werden alle Inhi-
bin-Untereinheiten bei der Zelllinie HL60 durch Nelfinavir hochreguliert.

4.2.2.3 Endothelin 2

Das Endothelin 2-Gen wird in den untersuchten leukdamischen Zelllinien insgesamt
schwach oder zum Teil auch nicht exprimiert. Die Zelllinie HL60 zeigt eine Endothelin
2-Repression nach Nelfinavir Zugabe.

4.2.2.4 HIVEP3

HIVEP3 wird bei den IM9- und HL60-Zellen runter reguliert, bei den Jurkat-Zellen
hochreguliert. Die Regulation ist also auch hier inkonsistent.

4225 XBP1

Bei den leukamischen Zelllinien kommt es, im Gegensatz zu den epithelialen Zellli-
nien, nicht zum Spleifen des XBP 1-Gens unter Nelfinavir-Inkubation.
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4.3 Weitere durch Nelfinavir regulierte Gene
Die Zelllinien HEK293, MCF7 und Hela wurden auch beziglich der Expression und
Regulation weiterer Gene unter Nelfinavir untersucht. Eine Regulation konnte aller-
dings nicht bestatigt werden. Die Ergebnisse der Versuche wurden zur Dokumenta-

tion in Abbildung 13 zusammengefasst. Da die Bestadtigung der Microarray Ergebnis-

se nicht moglich war, fanden auch keine weiteren Untersuchungen an diesen Genen
statt.

HEK MCF/7 Hela

-+ - 4+ -+ Nelfinavir 12ug/ml

FOS
DKK1
X

FIT

sl HIVEP1

HIVEP2

Abbildung 13: Screening der Zelllinien HEK293, MCF7 und Hela fir ausgewahlte Gentranskripte (Er-
gebnisse der PCR-Gelelektrophorese).

AKNA

Die meisten dieser Gene spielen eine Rolle im Zellzyklus, bei anderen ist die Funkti-

on bis heute nicht vollstandig geklart. Die Gene werden in Tabelle 7 (s. S. 90) kurz er-
ldutert.
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4.4 Konzentrationsabhingigkeit

Die Konzentration 2,2 pg/ml Nelfinavir ist die maximal nachgewiesene Nelfinavir-
Konzentration im Blut HIV-positiver Patienten, die mit Nelfinavir behandelt werden.
Die Konzentration kann in Einzelfallen auf 4 pg/ml steigen (cmax). Die Konzentration
12 pg/ml kann fur die Tumortherapie angestrebt werden. Die Zellen, die nicht mit
Nelfinavir inkubiert worden sind, stellen eine Negativkontrolle dar.

Um festzustellen, ob eine Abhangigkeit zwischen der Konzentration von Nelfinavir
und der Genexpression besteht, wurden verschiedene Zellen mit Nelfinavir in stei-
genden Konzentrationen inkubiert. Die Gene, die eine Hochregulation oder Repres-
sion der Transkription unter Nelfinavir-Einwirkung in Vorexperimenten zeigten, wur-
den an den Zelllinien HeLla und MCF7 in weiteren Experimenten untersucht (s.
Abbildung 14, S. 56).

Bei den epithelialen Zelllinien HeLa und MCF7 wurde Nelfinavir in den Konzentratio-
nen 0 ug/ml, 2,2 ug/ml, 4 ug/ml und 12 pg/ml angewendet. Die Zellen wurden Gber
6 Stunden mit Nelfinavir in diesen Konzentrationen inkubiert. Es wurden alle be-
kannten Inhibin Untereinheiten (Inhibin alpha, -beta E, -beta C, -beta B, -beta A)
sowie Endothelin 2 und XBP 1 untersucht.

Bei der beta E Untereinheit des Inhibins konnte sowohl bei der Zelllinie Hela, wie
auch bei MCF7 eine Hochregulation der beta E Transkription mit steigender Nelfina-
vir Konzentration nachgewiesen werden. Dies gilt auch fiir Inhibin beta C bei der
Zelllinie MCF7. Die Ergebnisse fir die restlichen Inhibin-Untereinheiten sind inkon-
sistent.

Bei Endothelin 2 kommt es zu einer Hochregulation bei den Zellen, die mit 2,2 und 4
ug/ml Nelfinavir inkubiert worden sind. Bei den Zellen der Negativkontrolle (0 ug/mi
Nelfinavir) und der maximalen Nelfinavir-Konzentration (12 pug/ml Nelfinavir) kom-
mt es nur zu einer schwachen Genexpression.

Das XBP 1-SpleiRen, das aus Vorexperimenten bekannt war, zeigte in dieser Experi-
mentreihe eine Konzentrationsabhangigkeit. Mit steigender Nelfinavir Konzentration
und dann erst ab 12 pg/ml Nelfinavir kann das XBP 1-SpleiRen durch eine kleinere
Bande sichtbar gemacht werden. Diese Beobachtung gilt flr beide Zelllinien.
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Hela MCF7
0 2,2 412 0 2,2 4 12 upg/minrv

Inhibin B E
Inhibin B C
Inhibin 3 B
Inhibin B A

Inhibin a

Abbildung 14: Konzentrationsreihen der Zelllinien HeLla und MCF7 fiir ausgewdhlte Gentranskripte
(Ergebnisse der PCR-Gelelektrophorese).
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4.5 Untersuchungen an Endometriumkarzinomzelllinien

In den bisherigen Experimenten war das Ziel die Ergebnisse des Microarrays zu veri-
fizieren und die Selektion der am starksten regulierten, wie auch interessantesten
Gene durchzufiihren. Aus der Gesamtheit der Gene wurde versucht Gene zu selek-
tieren, deren Regulation unter Nelfinavir bei den meisten, wenn nicht bei allen Zell-
linien, gleichsinnig ist. So wurde festgestellt, dass sowohl epitheliale (HEK293, MCF7,
Hela), wie auch Leukdamiezelllinien eine Hochregulation der Inhibin beta E Einheit-
Transkription nach sechsstiindiger Inkubation mit Nelfinavir (12 pg/ml) zeigten. Wei-
tere Gene, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, zeigten eine variable
Regulation. Deshalb wurde die Inhibin beta E Einheit, sowie auch weitere Inhibin
Untereinheiten, schwerpunktmaRig in weiteren Experimenten untersucht. Die Not-
wendigkeit neben Inhibin beta E auch weitere Untereinheiten zu untersuchen, ent-
steht dadurch, dass die Untereinheiten untereinander besser verglichen werden
kénnen.

Endometriumkarzinomzelllinien wurden schon in friiheren experimentalen Ansatzen
bei anderen Fragestellungen von der Forschungsgruppe der Frauenklinik Maistral3e
angewendet. Durch Voruntersuchungen (Mylonas et al., 2009) war bekannt, dass
Endometriumkarzinomzellen und hyperplastisches endometriales Gewebe eine Ex-
pression von Inhibin -alpha, -BA und -BB Untereinheiten zeigten und dass diese Tat-
sache eine prognostische Relevanz fir Patientinnen mit Endometriumkarzinom hat.
Zu Beginn wurde eine Testung der Expression von allen bekannten Inhibin Unterein-
heiten an etablierten Endometriumkarzinomzelllinien vorgenommen. Die Endomet-
riumkarzinomzelllinien, die angewendet worden sind, sind Ishikawa plus und -mi-
nus, HeclA und HeclB sowie RL95-2. Es wurde zusatzlich, unabhangig davon, auch
die Ovarialkarzinomlinie OVCAR3 beziiglich ihrer Inhibin-Expression untersucht. Um
einen Uberblick auf die Expression von Inhibin Untereinheiten auf normales Gewebe
zu bekommen wurde auch Endometriumgebewe getestet. Bei allen Zelllinien wurde
vor Durchflihrung der PCR die Praparation der RNA mit Hilfe des TRIzol® Reagenzes
durchgefihrt.

In Abbildung 15 (S. 58) werden die Ergebnisse der PCR-Gelektrophorese der Inhibin-
Untereinheiten bei Endometriumkarzinomzelllinien zusammengefasst.
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PBR Marker
beta actin
Inhibin alpha
Inhibin beta A
Inhibin beta B
Inhibin beta C
Inhibin beta E

Ischikawa plus

Ischikawa minus

Hec 1 A

Hec 1B

RL95-2

OVCAR 3

f !
I I

Endometrium

Abbildung 15: Expression der Inhibin-Untereinheiten in Endometriumkarzinomzelllinien (Ergebnisse
der PCR-Gelektrophorese).
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Bei Betrachtung der Ergebnisse der PCR-Gelelektrophorese (s. Abbildung 15) fallt
folgendes auf:

1) Die Inhibin Expression variiert innerhalb der Zelllinien. Das bedeutet, dass nicht
alle Inhibin-Untereinheiten innerhalb einer Zelllinie gleich stark exprimiert werden.

2) Die Expression der gleichen Inhibin Untereinheit ist unterschiedlich unter den
Zelllinien.

Bei den untersuchten Zelllinien wird die Inhibin beta E Einheit immer exprimiert. Bei
der Zelllinie Ishikawa plus und OVCAR ist die Expression am starksten. Inhibin alpha
und -beta A werden ebenfalls von allen Zelllinien exprimiert, wobei Inhibin alpha am
Endometrium am starksten und an Ishikawa plus Zellen am schwachsten exprimiert
wird. Die Expression der anderen Inhibin-Untereinheiten ist nicht so stark und im
Allgemeinen inhomogen.

In Abbildung 16 werden die Endometriumkarzinomzelllinien zusammengefasst um
zu verdeutlichen, wie stark Inhibin beta E an Ishikawa plus Zellen exprimiert wird. Im
Gegensatz dazu zeigt die Ishikawa minus Zelllinie, welche die malignere Ostrogen
Rezeptor negative Variante der Ishikawa plus Zelllinie darstellt, eine sehr schwache
Inhibin beta E Expression. Welche Bedeutung diese Tatsache hat, ist jedoch nicht
von diesen Zelllinien ableitbar.

Ishikawa Ishikawa RL 95-2 Hec 1A Hec 1B
minus plus

Inhibin B E

- e

Abbildung 16: Expression der Inhibin B E Untereinheit in Endometriumkarzinomzelllinien (Ergebnisse
der PCR-Gelektrophorese).
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4.6 Die Inhibin beta E Klonierung

Aus den Untersuchungen an Endometriumkarzinomzelllinien kam hervor, dass Ishi-
kawa plus Zellen im Vergleich zu anderen malignen endometrialen Zelllinien eine
sehr starke Inhibin Expression zeigen. Die Inhibin beta E Expression war auch in Ver-
suchen mit epithelialen und leukdmischen Zelllinien (s. 4.2, S. 49-53) eine der am
starksten, wenn nicht die am starksten regulierte Expression unter den getesteten
Genen. Der Vergleich mit anderen Inhibin-Untereinheiten hat ergeben, dass die In-
hibin beta E-Einheit unter allen bekannten Inhibin-Untereinheiten im groften Aus-
mald durch Nelfinavir beeinflusst wird. AuBerdem konnte feststellt werden, dass sich
die Inhibin beta Expression proportional zur Nelfinavir Konzentration verandert.

Diese Beobachtungen geben uns Hinweise dafir, dass Inhibin beta E moglicherweise
eine Rolle in der Physiologie, aber auch in der Pathologie der Zellen spielen kdnnte.
Welche aber nun konkret die Aufgaben von Inhibin beta E in der Koordination der
zellularen Funktionen oder sogar in anderen Vorgangen wie die Apoptose-Induktion
oder die ER-Stress-Antwort der Zelle sind, ist bis heute nicht geklart. Die Identifizie-
rung der Rolle von Inhibin beta E in gyndkologischen Krebszellen ist demnach auch
weitgehend unbekannt. Eine Ursache dafir ist, dass es kein etabliertes experimen-
telles Modell fiir funktionelle Untersuchungen an gynakologischen Krebszellen gibt.

4.6.1 Klonierung und Screening

Im Versuch ein erstes Modell fiir die Untersuchung der Alterationen an gynakologi-
schen Zellen durch GbermaRige Produktion von Inhibin beta E zu schaffen, entstand
die Notwendigkeit die cDNA des Inhibin beta E Gens zu klonieren. Die Idee dahinter
ist es Zellen, die eigentlich kein Inhibin beta E exprimieren, zu einer Uberexpression
von Inhibin beta E zu bringen. Die Inhibin beta E ¢cDNA wird zu diesem Zweck aus
Zellen entnommen, die bekanntlich eine hohe Inhibin beta E Expression zeigen. Ishi-
kawa plus Zellen zeigten eine sehr hohe basale Inhibin beta E Expression (Abbildung
16, s. S. 59) und wurden deshalb als cDNA-Donatoren fiir die Klonierung angewen-
det. Zellen, die keine hohe basale Inhibin beta E Expression zeigten sind z.B. Hela
Zellen. Diese Zellen wurden zur Bildung Uberexprimierender Inhibin beta E Klone
eingesetzt.

4.6.1.1 Klonierung der cDNA aus Ishikawa plus Zellen

Um die Inhibin beta E cDNA zu klonieren wurde zu Beginn eine PCR mit bestimmten
Inhibin beta E Primern und cDNA der Zelllinie Ishikawa plus durchgefiihrt, um die
Inhibin beta E cDNA in ihrer gesamten Linge zu amplifizieren. Zu diesem Zweck
wurde der sogenannte ,,Inhibin beta E full length Primer” eingesetzt. Somit entstand
das PCR Produkt, welches das interessierende Gen enthielt. Das PCR Produkt wurde
in einem weiteren Schritt in Vektoren (pcDNA3.1/V5-His© TOPO®O) integriert und
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kompetenten E. coli Bakterien zugefiihrt. Die Methodik der Klonierung wurde im
Abschnitt 3.5 (S. 28-35) ausfihrlich geschildert.

Da die Plasmide ein Resistenzgen gegen Ampicillin besitzen wuchsen in der Bakteri-
enkultur - auf ampicillinhaltigem Agar - nur Bakterien, welche ein Plasmid aufge-
nommen hatten (s. auch 3.5.3.1, S. 32). Zum Screenen wurden acht Kolonien ge-
pickt, die sich in separaten fllissigen Wachstumsmedien vermehrten.

In den Kolonien, die ausgewdhlt worden sind, wurden die Resistenzplasmide mit
groBer Sicherheit aufgenommen. Dennoch gibt es verschiedene Moglichkeiten fir
die Insertion der PCR-Produkte in die Plasmide:

1) Es kann eine korrekte Insertion stattgefunden haben. In diesem Fall hat sich das
PCR-Produkt in 35 Richtung in den Vektor integriert. Das bedeutet, dass das Gen
welches in die Plasmide integriert worden ist, richtig abgelesen und eventuell ex-
primiert werden kann.

2) Es kann eine inkorrekte, umgekehrte Insertion und Ligation des PCR- Produktes
stattgefunden haben. Das PCR-Produkt wird in 53 Orientierung integriert und
das beinhaltete Gen kann weder korrekt abgelesen, noch exprimiert werden.

3) Das PCR-Produkt kann sich nur teilweise integrieren. In diesem Fall bleibt das
Plasmid offen und verliert seine ,Ringform*“.

4) Zuletzt ist es auch moglich, dass das PCR-Produkt nicht inseriert wird. Plasmide
kdnnen sich spontan wieder verschlieBen und ohne das untersuchte Gen aufzuneh-
men in die Bakterien gelangen.

In Abbildung 17 (S. 62) werden die verschiedenen Moglichkeiten der cDNA-Integrati-
on in Plasmide aufgezeigt. Dabei stellt die ringformige Struktur (blau) den Vektor
dar, das PCR-Produkt (rot) wird mit seiner Orientierung (5‘>3 oder 3‘>5’) angege-
ben.
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Insertion von PCR Produkten in Plasmide
(pcDNA3.1/V5-His© TOPO® Vektoren)

1. KorrekteInsertion und Ligation des
PCR Produktes

2. Inkorrekte, umgekehrte Insertion des
PCR Produktes

3. Nur teilweise Insertion des PCR Produktes

4. Keine Insertion. Plasmide ohne Insert
bleiben flir kurze Zeit offen und schliefen sich
wieder.

e D00

Abbildung 17: Moglichkeiten der cDNA-Integration in Plasmide wahrend der PCR-Klonierung.

Somit wird auch klar, dass nach der willkirlichen Auswahl der Kolonien eine geziel-
tere Auswahl von Klonen stattfinden muss, die das Plasmid erstmals (iberhaupt auf-
genommen haben. Aus diesem Grund wird eine PCR mit dem T7-BGH Primer durch-
gefihrt um zu bestimmen welche Kolonien das interessante Plasmid intakt aufge-
nommen haben und welche nicht. Die PCR diente im ersten Schritt der Vorselektion
von Klonen. Deshalb wurden Bakteriensuspensionen angewendet, bevor es zur
Plasmidpraparation kam.

In Abbildung 18 A. (S. 63) wird die erste Selektion von Inhibin beta E Klonen mit PCR
Inserts durchgefiihrt. Von allen untersuchten Klonen wurde bei Klon 8 kein PCR In-
sert detektiert. Klon 9 zeigt ein abweichendes Molekulargewicht. Es handelt sich
hierbei um eine inkorrekte Insertion, wie sich aus weiterfiihrenden Untersuchungen
ergab. Die librigen untersuchten Klone haben alle ein PCR Insert. Aus diesem Grund
konzentrierten sich die weiteren Untersuchungen auf die restlichen Klone.

Bei den selektierten Plasmiden ist jetzt noch fraglich ob die Inserts auch eine richti-
ge Orientierung haben. Deshalb wird desweiteren eine PCR mit dem ,T7-Inhibin be-
ta E riickwarts“- Primer durchgefiihrt, um zu bestimmen welche Plasmide das zu klo-
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nierende Gen in der 3‘->5’Orientierung enthalten. In Abbildung 18 B. sieht man,
dass nur die Klone 6, 10, 11, 12 das zu klonierende Gen korrekt inseriert haben.

Selektion der InhibinBE Klone (5-12) aus der Zelllinie
Ishikawa mit Nelfinavir-Behandlung

A. T7BGH PCR

-
@
-
n
©
=
o«
@
o

Klone

5 6 7 8 9 10 11 142

100 ladder

T7BGH

B. T7 InhibinBE rickwarts PCR

Klone
5 6 7 10 11 12

100 ladder

T7InhibinBE riickwarts

C. Ergebnisse der Plasmidprdparation der ausgewahlten Klone

Plasmide
10 11

Abbildung 18: Ergebnisse der Selektion aus der Zelllinie Ishikawa.

In Abbildung 18 wird folgendes gezeigt: die Selektion der Plasmide mit Inserts (A.)
und das Screening auf richtige Orientierung der Inserts (B.) wurde mit Hilfe der PCR
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mit Primern durchgefiihrt, die bestimmte Gene (T7BGH) in den Vektoren erkennen.
Die Plasmide der Klone 10 und 11 wurden separat nochmal aufgetragen (C.) um
festzustellen welches Plasmid besser prapariert wurde (hier also Plasmid 10, wel-
ches ein sehr starkes Signal zeigt).

Nach Durchfiihrung der Vorselektion wurden die Plasmide gezielt aus den Klonen 10
und 11 isoliert (s. Methodik unter 3.5.4, S. 33-34). Plasmide haben ein hochmoleku-
lares Gewicht und laufen deshalb in der PCR relativ hoch, wie in Abbildung 18 (C.) (S.
63) dargestellt.

Klon 9 stellt eine unerwartete Bande beim allgemeinen PCR Screening (s. Abbildung
18 A, Bande 9, S. 63) dar. Durch Wiederholung des Versuches konnte festgestellt
werden, dass es sich um eine inkorrekte Insertion handelt.

4.6.2 Sequenzierung

Plasmid 10 wurde als potenzieller Kandidat fiir den Einsatz in die Klonierung selek-
tiert. Es wurde dem Institut flir Biologie Il der Universitat Freiburg (Research Group
G.L. Igloi) zur Sequenzierung ausgehandigt.

Die Ergebnisse der Chromatographie wurden mit dem Programm ,,Chromas” darge-
stellt. Dem T7-Primer (in umgekehrter Leserichtung) folgten der Startprimer und das
Startkodon ATG. Daraufhin folgten die Sequenzen der jeweiligen Plasmide. Die Plas-
midsequenzen wurden markiert und anschlieend mit der Sequenz des Inhibin beta
E Exons verglichen.

4.6.2.1 Die Inhibin beta E Sequenz

Zur besseren Ubersicht wurde die bereits bekannte Inhibin beta E Sequenz (National
Center for Biotechnology Information) mit einem Farbcode markiert. Das Start- und
Stoppkodon ist rot und das Intron blau unterlegt. Der Inhibin beta E full length (Inhi-
bin beta E TOPO) Primer wurde unterstrichen, wahrend das Exon grau markiert
wurde.

CCGAGGCTCCTGAACCAGGGCCATTCACCAGGAGCATGCGGCTCCCTGATGTCCAGC
TCTGGCTGGTGCTGCTGTGGGCACTGGTGCGAGCACAGGGGACAGGGTCTGTGTGTC
CCTCCTGTGGGGGCTCCAAACTGGCACCCCAAGCAGAACGAGCTCTGGTGCTGGAGC
TAGCCAAGCAGCAAATCCTGGATGGGTTGCACCTGACCAGTCGTCCCAGAATAACTC
ATCCTCCACCCCAGGCAGCGCTGACCAGAGCCCTCCGGAGACTACAGCCAGGGAGTG
TGGCTCCAGGGAATGGGGAGGAGGTCATCAGCTTTGCTACTGTCACAGGTGGGTGAG
GGAGAGAGCAACAGGCAAAGAGCAGACAGGGAAAGGGAGGCAGAAGGGGAGCCTGGL
AGGAGCAGCAGAGGGAGTGGGGTGTGGCAGGAGAAGGAGGAGCTGGGGCAGGGACTG
GTTGCAGAGGACACAAAGCAGTCTCTACTTTTCTAGAGGTAGGTTCGAGGGAGAGCA
GGAGTGGGGTGTGGCAGGAGAAGGAGGAGCTGGGGCAGGGACTGGTTGCAGAGGACA
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CAAAGCAGTCTCTACTTTTCTAGAGGTAGGTTCGAGGGAGAGCAGTGGGCAGGGCTT
GGGGAGTCTCAGAGGAGAGCTTCATCTCTACTCACATTTTCTTTCCCTTTTCTGTCT
TTCGGGCAGACTCCACTTCAGCCTACAGCTCCCTGCTCACTTTTCACCTGTCCACTC
CTCGGTCCCACCACCTGTACCATGCCCGCCTGTGGCTGCACGTGCTCCCCACCCTTC
CTGGCACTCTTTGCTTGAGGATCTTCCGATGGGGACCAAGGAGGAGGCGCCAAGGGT
CCCGCACTCTCCTGGCTGAGCACCACATCACCAACCTGGGCTGGCATACCTTAACTC
TGCCCTCTAGTGGCTTGAGGGGTGAGAAGTCTGGTGTCCTGAAACTGCAACTAGACT
GCAGACCCCTAGAAGGCAACAGCACAGTTACTGGACAACCGAGGCGGCTCTTGGACA
CAGCAGGACACCAGCAGCCCTTCCTAGAGCTTAAGATCCGAGCCAATGAGCCTGGAG
CAGGCCGGGCCAGGAGGAGGACCCCCACCTGTGAGCCTGCGACCCCCTTATGTTGCA
GGCGAGACCATTACGTAGACTTCCAGGAACTGGGATGGCGGGACTGGATACTGCAGC
CCGAGGGGTACCAGCTGAATTACTGCAGTGGGCAGTGCCCTCCCCACCTGGCTGGCA
GCCCAGGCATTGCTGCCTCTTTCCATTCTGCCGTCTTCAGCCTCCTCAAAGCCAACA
ATCCTTGGCCTGCCAGTACCTCCTGTTGTGTCCCTACTGCCCGAAGGCCCCTCTCTC
TCCTCTACCTGGATCATAATGGCAATGTGGTCAAGACGGATGTGCCAGATATGGTGG
TGGAGGCCTGTGGCTGCAGCTAGCAAGAGGACCTGGGGCTTTGGAGTG

4.6.2.2 Die Sequenz von ,Plasmid 10“

Hier wurde die Plasmidsequenz ebenfalls mit einem Farbcode markiert. Das Start-
kodon ist rot unterlegt. Der Inhibin beta E full length Primer wurde auch hier unter-
strichen, wahrend das Exon grau markiert wurde. Der Querstrich zeigt die Unter-
brechungsstelle des Exons im Inhibin beta E Gen an. Die griin unterlegte Sequenz
befindet sich im Vektor kurz vor dem PCR-Produkt (s. Abbildung 19, S. 66)

..CGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCTTCACCAGGAGCATGCG
GCTCCCTGATGTCCAGCTCTGGCTGGTGCTGCTGTGGGCACTGGTGCGAGCACAGGG
GACAGGGTCTGTGTGTCCCTCCTGTGGGGGCTCCAAACTGGCACCCCAAGCAGAACG
AGCTCTGGTGCTGGAGCTAGCCAAGCAGCAAATCCTGGATGGGTTGCACCTGACCAG
TCGTCCCAGAATAACTCATCCTCCACCCCAGGCAGCGCTGACCAGAGCCCTCCGGAG
ACTACAGCCAGGGAGTGTGGCTCCAGGGAATGGGGAGGAGGTCATCAGCTTTGCTAC
TGTCACAG/ACTCCACTTCAGCCTACA...
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T7 promoter/priming site Hind 11 Kpnl BamH |
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CIGCTTACTIG GCTTATCGAA ATTAATACGA CTCACTATA CAA GCTGGCTAGT TAAGCTIGGT ACCGAGCICG
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GATCCACTAG
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&f' Polyhistidine region HTl BGH Reverse
b | r P T
GAT TICT ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GITTAARARCCC GCIGATCAGC CICGACTIGIG
Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His *#*»*

Abbildung 19: Ausschnitt aus der Sequenz des Vektors. TOPO® TA Cloning® Site (Life Technologies
Corporation and invitrogen, 2009, p. 3). Copyright © 2012 Life Technologies Corporation. Used under
permission.

Zum Vergleich auch die Sequenz in der Chromatographie-Auswertung des Pro-
gramms ,Chromas” (Abbildung 20):

PCR Produkt
Inhibin beta E Sequenz

!

50 70 30 100 110 120
AC CAGG AG GGC TCCCTGATGT CCAGCTCTGGCTGGTGCTGCTGTGGGCACTGG

———

LT WL ,JL,\L\M,\LW BT

Abbildung 20: Insertion des PCR Produktes. Chromatographische Auswertung des Programms ,,Chro-

“«

mas.
Auch der Ubergang ACAG/ACTCCACTT war beim Exon/Intron korrekt. In Abbildung

21 (s. S. 67) wird dieser Ausschnitt als Sequenz in der Chromatographie-Auswertung
des Programms ,,Chromas“ nochmal verdeutlicht.

y_;,
[=
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... CAG / ACTCCACTTCAGCCTACA ...

370 V¥ 380 390 400 410 420 430
CTGTCACA GACTCCACTTCAGC CTACAGCTCCCTGCTACTTTTCACC TGTCCACTCCTCGGT C CAC(

H (i |
U&J i ’ ‘ " \'« " ‘;( |

Abbildung 21: Der Ubergang ACAG/ACTCCACTT. Chromatographische Auswertung des Programms
,Chromas”,

Durch die Sequenzierung wurde das Plasmid 10 als korrekt identifiziert. Das Plasmid
10 wurde im weiteren Schritt zur Transfektion in Hela Zellen eingesetzt.
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4.6.3 Transfektion: Western Blot- und Immunfluoreszenz Ergebnis

Im letzten Schritt der Inhibin beta E cDNA Klonierung, wurde das selektierte Plasmid
(Plasmid 10) in Hela Zellen transfiziert (s. 3.5.6 Transfektion, S. 35). Die Transfektion
ermoglichte eine temporire Uberexpression von Inhibin beta E. Es wurde ein Wes-
tern Blot durchgefiihrt um die erhdhte Inhibin beta E Produktion nachzuweisen.

10

-170.0 kDa
- 130.0kDa
-100.0 kDa

¢ -70.0 kDa

-55.0 kDa 47 kDa

i €——A50kDa T MW von Inhibin-V5
-35.0 kDa

-25.0 kDa

-15.0 kDa

Abbildung 22: Ergebnisse des Western Blots.

Bei den Hela Zellen, die mit Plasmid 10 transfiziert wurden, entstand eine Bande bei
ungefahr 47 kDa (s. Abbildung 22). Dieses Molekulargewicht entspricht dem appa-
renten Gewicht des Inhibins (mit ungefahr 35 kDa) plus V5 Tag (ca. 10 kDa). Hela
Zellen haben im Regelfall sehr niedrige basale Inhibin beta E Expressionsraten. Die
Menge des Inhibin-V5 ist proportional der Inhibin beta E Menge. Also konnte durch
die entstandene Bande (der Inhibin V5 Bande) gezeigt werden, dass es bei den
transfizierten Hela Zellen zu einer erhéhten Inhibin beta E Expression kam.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Inhibin beta E cDNA Klonierung erfolgreich
war. Die transfizierten Hela Zellen sind gute Modelle fiir weitere Untersuchung der
Effekte der Inhibin beta E Uberexpression. Sie wurden der Forschungsgruppe der
Frauenklinik der Universitat Minchen fir zukilinftige Experimente zur Verfligung
gestellt.

Der Erfolg der Transfektion kann auch in den Bildern der Immunfluoreszenzmikro-
skopie dargestellt werden (Abbildung 23, S. 69). Es wurden zusatzlich MCF7 Zellen
transfiziert.
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Inhibin beta E
in Uberexprimierenden MCF 7 und Hela Zellen

MCF7

VergroRerung-MCF7

Hela

VergroRerung-Hela

Abbildung 23: Immunfluoreszenzmikroskopie.

Die Uberexprimierenden Zellen der Zelllinien MCF7 und Hela zeigen eine erhohte
Fluoreszenz (also eine erhéhte Inhibin beta E Produktion). Das Immunfluoreszenz-
Muster ist vorwiegend ,,Endomembran-dhnlich® Es entspricht somit einer Lokalisa-
tion im ER/Golgi, wie es fiur die sekretierten Proteine zu erwarten ware.
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4.7 Die Inhibin beta E Expression unter ER-Stress

Die letzte Reihe von Untersuchungen war auf die Wirkung des endoplasmatischen
Stresses auf die Inhibin beta E Expression fokussiert. Nelfinavir ist bekanntlich ein
ER-Stress auslosendes Medikament. Wahrend der Untersuchung konnte festgestellt
werden, dass die Inhibin beta E Expressionsrate unter Nelfinavir erhéht wird. Daraus
kam die Frage hervor, ob diese zwei Phanomene gekoppelt sind. Wenn das der Fall
ware, wiirde die Erhéhung der Inhibin beta E Expression ursachlich mit der Entste-
hung des ER-Stresses in Zusammenhang stehen.

Zur Prifung dieser Hypothese wurden Zellen der Zelllinie MCF7 fiir 6 Stunden mit
verschiedenen ER-Stress-induzierenden und indifferenten Substanzen inkubiert und
auf Veranderungen in der Expression verschiedener Gene (ATF3, Inhibin beta E, XBP
1) untersucht. Zum Vergleich wurde auch eine PCR mit Kontroll-Zellen durchgefiihrt,
welche ohne Medikamentengabe wuchsen (s. Abbildung 24).

Die Expression von Inhibin beta E ist
auf Stress im Endoplasmatischen Retikulum begrenzt

Ko Nfv BTZ Tax Cis Stau Thap TunicDTT

ATF3

INHBE

- e e R

B actin

Nfv = Nelfinavir (Viracept) 20 pg/ml Stau = Staurosporin 300 nM
BTZ =Bortezomib (Velcade) 20 ng/ml Thap =Thapsigargin 300 nM

; ) % ic= ica ici af
Tax =Paclitaxel (Taxol) 0,1 pg/ml Tunic =Tunicamycin 2 pg/ml

DTT =Dithiothreitol 5 mM
Cis=Cisplatin 1,5 pg/ml

Abbildung 24: Ergebnisse der PCR-Gelektrophorese. Vergleich der Gentranskripte bei Inkubation mit
verschiedenen Substanzen (Ko=Kontrolle).
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Inhibin beta E wird eindeutig bei Inkubation der Zellen mit ER-Stress-induzierenden
Stoffen hochreguliert, wie man in Abbildung 24 sehen kann. Unter den ER-Stress-in-
duzierenden Substanzen bewirkt Thapsigargin (ein SERCA Inhibitor) und DTT die
starkste Inhibin beta E Hochregulation, wahrend Nelfinavir und Tunicamycin (ein An-
tibiotikum) etwa denselben Regulationseffekt aufweisen. Bortezomib bewirkt nur ei-
ne milde Inhibin beta E Hochregulation.

Bei Zellen, die mit den zuvor erwahnten Substanzen inkubiert worden sind, entstand
eine XBP-1 SpleiBvariante. Diese ist indikativ flir ER-Stress.

Das ATF3 Gen wurde zusatzlich bei den Chemotherapeutika Paclitaxel und Cisplatin
sowie dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin hochreguliert.

Es wurde abschlieend eine immunhistochemische Untersuchung der Zellen der Zel-
llinie MCF7 durchgefiihrt, um die Hochregulation auch auf Proteinebene darzustel-
len (s. Abbildung 25, S. 72). Die Zellen wurden 24 Stunden mit den jeweiligen Wirk-
stoffen inkubiert. Die Konzentrationen der Substanzen sind identisch mit denen, die
in der PCR eingesetzt worden sind.

Im Vergleich zur Kontrolle haben die Zellen, welche mit Tunicamycin, DTT und Nelfi-
navir behandelt worden sind, eine erhéhte Inhibin beta E Expression und leuchten in
der Immunfluoreszenz dadurch starker auf.
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INHBE in MCF7-Zellen

Kontrolle

Tunicamycin

DTT

Nelfinavir

;‘b Q
SANAET : S

Abbildung 25: Immunfluoreszenzmikroskopie. MCF7-Zellen mit Tunicamycin, DTT und Nelfinavir.

Die in Abbildung 25 mit Tunicamycin, DTT und Nelfinavir behandelten Zellen der Zel-

llinien MCF7 zeigen eine erhohte Fluoreszenz (also eine erhéhte Inhibin beta E Pro-
duktion) im Vergleich zur Kontrolle.
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5 Diskussion

5.1 Inhibin beta E: ein neuer ER-Stress Marker

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal die Induktion der Inhibin beta E Untereinheit
durch Nelfinavir nachgewiesen. In Vorarbeiten konnte die Inhibin beta E Induktion
durch weitere pharmakologische Substanzen nachgewiesen werden (Sawada et al.,
2005b; Atienzar et al., 2007b), wurde jedoch nicht als spezifisch ER-Stress-gebunden
gezeigt bzw. analysiert.

Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse eines durch Sawada et al. durchgefiihrten toxiko-
genomischen Microarrays der Zelllinie Hep G2 (Sawada et al., 2005a).

Fold Change Values of Candidate Phospholipidosis Markers
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St Pathology Scores
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chlorcyclizine
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AY-9944 B o I 0.7
chlorpromazine 1.29 1.74 1.99 1.20 1.69
imipramine 1.81
perhexiline 1.93
tamoxifen 1.60

% clozapine

mp sertraline
clomipramine

® thioridazine

1.88
1.94

0.82
136 1.32 B0 0.77 1.64
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w ketoconazole 1.47 1.53 1.45 1.95 1.04 0.71
loratadine 1.23 1.57 1.54 1.63 1.20 1.42 1.12 111

® pentamidine 0.93 0.73 0.52 1.83 0.94 1.82 |38 0.93 0.68
acetaminophen 1.18 0.75 0.91 0.69 0.55 0.99 1.14 0.94 1.13 1.02 0.90 1.50 0.93
clarithromycin 1.55 1.18 0.65 0.78 0.59 1.39 1.02 0.93 1.48 1.00 0.79 0.86 0.86
disopyramide 1.85 1.21 1.14 0.63 1.04 1.12 099 0.83 0.90 0.94 0.98 1.08 1.03 0.99
erythromycin 0.90 0.86 0.87 0.90 0.77 0.87 0.85 1.10 0.71 0.78 0.92 1.03 0.73 0.85
flecainide B 57 122 1.02 1.4 15 126 1.60 |25 1.73 [BH) 1.65 l.l3.0.86
haloperidol - 0.77 1.24 1.52 1.49 0.92 1.5 143 131 1.25 138 132 0.93 0.95 0.52
levofloxacin . 1.10 0.79 0.75 0.79 |08 0.8 0.83 0.92 0.80 0.83 0.70 0.83 0.80 1.07 0.90
ofloxacin 1.17 0.77 0.78 0.81 0.75 0.7 0.72 0.82 0.67 0.79 0.86 0.68 0.79 0.94 0.74
procainamide 0.86 1.08 0.90 0.74 0.67 1 1.08 0.96 0.89 0.98 1.78 0.73 0.87 0.88 0.85
quinidine - 143 1.20 1.30 1.03 0.77 13 121 1.22 |8l 1.06 1.27 1.26 0.96 087 0.63
sotalol - 1.39 0.72 0.88 0.63 0.54 0.9 0.79 0.78 0.67 0.80 0.84 0.85 0.78 1.53 0.80
sulfamethoxazole . 1.26 0.78 0.82 0.82 0.52 0.8 0.89 0.98 0.95 0.70 0.84 0.87 0.92 1.11 0.99
sumatriptan - 1.35 0.99 1.23 0.63 0.84 1.0 1.16 0.95 0.97 1.05 1.34 1.26 1.22 0.99 1.06

Abbildung 26: Ergebnisse des Microarrays der Arbeitsgruppe Sawada et al. (Sawada et al., 2005a).
Mit freundlicher Genehmigung der Oxford University Press (copyright © 2005 Oxford University
Press). Die fiir die Arbeit relevanten Daten zu Inhibin beta E wurden zur besseren Ubersicht markiert.

Im Microarray dieser Arbeitsgruppe wurden Gene identifiziert, welche bei der Ent-
stehung der medikamentds induzierten Phospholipidose von Bedeutung sind. Unter
den Kandidatengenen befand sich auch Inhibin beta E. Die Substanzen Amitriptylin,
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Fluoxetin, Clozapin, Sertalin, Thioridazin, Ketoconazol und Pentamidine fiihren zu
einer signifikanten Inhibin beta E Hochregulation (in Abbildung 26 rot markiert). Im
Gegensatz dazu, scheinen Substanzen wie Erythromycin, Tamoxifen und Procaina-
mid keinen Effekt auf die Inhibin beta E Expression zu haben.

Im Jahr 2007 untersuchte Atienzar et al. erneut mit Hilfe der Genexpressionsanalyse
potentielle Marker flr die Auslosung von Phospholipidose bei Hep G2-Zellen (A-
tienzar et al., 2007b). Unter den Markern befand sich ebenfalls Inhbin beta E. Die
Untersuchungen bestédtigten die Befunde von Sawada et al. und wiesen zusatzlich
Amiodaron, Clorpromazin, Perhexidin und Zimelidin als INHBE-hochregulierende
Substanzen auf. Im Gegensatz zu den Befunden von Sawada et al., zeigt die
Microarrayanalyse von Atienzar et al. dennoch eine relevante INHBE Hochregulation
durch Tamoxifen.

In der vorliegenden Arbeit konnte die pharmakologische Hochregulation von Inhibin
beta E durch Nelfinavir nachgewiesen werden. Es konnte zusatzlich erstmals gezeigt
werden, dass die Nelfinavir-induzierte INHBE Hochregulation durch ER-Stress ausge-
|6st wird. Weiterfilhrende Untersuchungen der Arbeitsgruppe nach Abschluss der
vorliegenden Arbeit konnten ATF4 als potenziellen Regulator der Inhibin beta E Ex-
pression aufweisen. Inhbin beta E wurde somit als ein neuer ER-Stress Marker in gy-
nakologischen Krebszelllinien identifiziert.

Die oben genannten und in Vorarbeiten getesteten Substanzen werden in Verbin-
dung mit der Phospholipidose und INHBE-Hochregulation gebracht. Durch die vor-
liegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass die INHBE-Hochregulation ER-Stress-
bedingt ist. Ein interessanter Ansatz ware, diese Substanzen auch auf die Auslosung
von ER-Stress zu testen. So konnte man feststellen, ob sie ebenfalls ER-Stress-
Ausloser sind und dadurch zu einer INHBE-Hochregulation flhren. Dieses wiirde
zudem auch einige der Nebenwirkungen dieser Medikamente verstandlich machen.
Die Wechselwirkungen zwischen Phospholipidosen bzw. diese auslésende Medika-
mente waren auf jeden Fall weitere Untersuchungen wert.
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5.2 Nelfinavir und die Auslosung von ER-Stress

Schon in Vorarbeiten wurden zelluldre Reaktionen von diversen Tumorzelllinien in
Verbindung mit Nelfinavir untersucht (Pore et al., 2006; Jiang et al., 2007; Pyrko et
al., 2007; Gills et al., 2007; Gills et al., 2008). Nelfinavir induzierte in Voruntersu-
chungen eine Wachstumshemmung in Melanomzellen (Jiang et al., 2007), sowie
eine Hemmung der Neoangiogenese (Pore et al., 2006) und des Zellwachstums in
malignen ZNS Tumoren, wie dem Glioblastom (Pyrko et al., 2007).

Gills et al. untersuchte 2007 die Wirkungen von HIV-Protease-Inhibitoren (darunter
auch Nelfinavir) auf NSCLC-Zellen (non-small cell lung carcinoma-Zellen) und auf al-
len Zelllinien der NCI-60 (National Cancer Institute - 60) Zelllinien-Sammlung (ca. 60
Zelllinien von Lungen-, Colon-, Mamma-, Nieren-, Prostata-, ZNS- und ovariellem Ge-
webe, sowie von Leukdmie- und Melanomzellen) in vitro und in weiteren Experi-
menten mit Hilfe von Xenografts auch in vivo (Gills et al., 2007; Gills et al., 2008).
Drei der getesteten Proteaseinhibitoren, darunter auch Nelfinavir, fihrten zum Zell-
tod und zwar sowohl durch Caspase-Induktion als auch mittels ER-Stress-Induktion
und Autophagie. Gills et al. demonstrierte somit die antikanzerogene in vitro und in
vivo Wirkung von Nelfinavir. Aufgrund seiner Ergebnisse schldgt er die Substanz als
potentes Adjuvanz in der Chemotherapie vor.

Die antikanzerogene Potenz von Nelfinavir war auch Forschungsobjekt der Gruppe
von Yang et al., welche ein Jahr zuvor lber die Blockade des Akt-Signalweges durch
Nelfinavir publizierte (Yang et al., 2006). AulRerdem wurde in derselben Publikation
auf die Rolle von Nelfinavir in der Chemosensitivierung von malignen Zellen
(Docetaxel-Sensitivierung) hingewiesen.

Die antitumorale Wirkung von Nelfinavir wurde parallel von der Forschungsgruppe
der Frauenklinik MaistraBe unter besonderer Berlicksichtigung gynakologischer Tu-
moren untersucht. In diversen ovariellen Krebszelllinien wurden die chemosensiti-
vierenden Eigenschaften von Nelfinavir bei Anwendung in der Therapie mit TRAIL-
Rezeptor-Antikorpern (TNF-related apoptosis-inducing ligand-Rezeptor-Antikorpern)
gezeigt (Bruning et al., 2008). Nelfinavir hat zudem diverse Effekte auf die Regulati-
on des ER-Stresses und der Apoptoseinduktion, wie sich bei weiteren in vitro Expe-
rimenten bei ovariellen Krebszelllinien zeigte (Bruning et al., 2009a). Die Chemosen-
sitivierung wurde auch in Zusammenhang mit Brustkrebszelllinien (MCF7, T47D,
MDA-MB-453, MDA-MB-435) und dem Chemotherapeutikum Tamoxifen aufgegrif-
fen. Die zytotoxische Nelfinavir-Wirkung wird somit durch Tamoxifen unterstiitzt
und fihrt zu einer erhéhten Zellsterberate (Bruning et al., 2010a).

Desweiteren wurde der Effekt von Nelfinavir und insbesondere die ER-Stress-
Induktion bei malignen ZNS-Zellen von Tian et al. untersucht (Tian et al., 2011). Nel-
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finavir 16st diesen Untersuchungen nach die Apoptose und den Zellzyklusarrest bei
Glioblastoma multiforma Zellen aus. Der dahinter liegende Mechanismus ist eine
CHOP (C/EBP homologous protein)-abhingige DR5 (death receptor 5)-Modulation
durch Nelfinavir.

Aus den zitierten Publikationen geht hervor, dass Nelfinavir zellbiologisch insbeson-
dere in Bezug auf die ER-Stress-Ausldsung gut untersucht ist. Die Effekte von Nelfi-
navir auf molekularbiologischer Ebene sind dennoch nur unzureichend geklart.

Durch die Microarrayanalyse konnten wir feststellen, dass viele ER-Stress-relevante
Gene durch Nelfinavir hochreguliert wurden. Dies bestatigte die Befunde friiherer
Studien (Pyrko et al., 2007; Gills et al., 2007; Yang et al., 2006; Bruning et al., 2008;
Briining et al., 2010), welche die Wichtigkeit des Proteaseinhibitors in der Entste-
hung von ER-Stress hervorhoben. Durch diese Arbeit konnte diese Erkenntnis in ei-
ner epithelialen Krebszelllinie, der Brustkrebszelllinie MCF7, molekularbiologisch
bestatigt werden.

Der Proteaseinhibitor Nelfinavir fihrt, unserer Microarray Analyse nach, nachweis-
lich zur Erhohung der transkriptionellen Rate ER-Stress-relevanter Gene wie DDIT3/
4, ATF3, GADD4A, ERN1, HERPUD1 und XBP 1 (Abklirzungen und Funktionen der
wichtigsten Gene s. Abkirzungsverzeichnis und Tabelle 7, S. 90). AuRer dieser Besta-
tigung der Rolle von Nelfinavir im ER-Stress, stellten wir auch eine relevante
(13,9fache) Hochregulation der Expression der Inhibin beta E Einheit fest. Diese
»Nelfinavir induzierte INHBE-Hochregulation” und die Erforschung des Mechanismus
hinter diesem Phanomen waren Schwerpunkt dieser Arbeit.
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5.3 Nelfinavir als chemotherapeutisches Adjuvanz in klinischen Studien

Was den Einsatz von Nelfinavir in der Therapie von Malignomen angeht, bestehen
schon erste klinische Studien, die seinen Nutzen als chemotherapeutisches Adjuvanz
belegen. Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinomen zeigte die
Kombination ,Nelfinavir und Radiochemotherapie“* gute Ergebnisse beziiglich der
Toxizitat und der Tumorregression (Brunner et al., 2008). Die Kohorte war in dieser
Studie dennoch sehr klein (12 Patienten). Dies macht es schwierig allgemeine Emp-
fehlungen fiir den Einsatz von Nelfinavir in Chemotherapie-Regimen zu machen.

Im Jahr 2009 wurde bei HIV-positiven Patienten, welche beziiglich des Auftretens
von Malignitaten Gberwacht wurden?, der antitumorése Effekt von Nelfinavir tiber-
prift (Crum-Cianflone et al., 2009). Patienten mit Nelfinavireinnahme im Rahmen
ihrer antiretroviralen Medikation wurden bezlglich des Risikos fiir Malignitaten mit
Patienten ohne Nelfinavir-Schemata verglichen. Die Studie stellte keinen signifikan-
ten protektiven Effekt von Nelfinavir bei der Entstehung von Malignomen fest. Dies
ist jedoch nicht Uberraschend. Nelfinavir wurde hier eher in einer praventiven und
nicht in seiner radiochemosensitivierenden/therapeutischen Effektivitat untersucht.
Die Prufung der antitumordsen Eigenschaften erfolgte weiterhin bei HIV-positiven
Tumorpatienten und nicht bei infektiologisch Gesunden. Das ist wichtig, denn bei
HIV-positiven-Patienten wirde Nelfinavir nicht nur in seiner vermuteten antitu-
mordsen, sondern auch in seiner konventionellen-retroviralen Eigenschaft einge-
setzt werden.

Im Gegensatz dazu, unterstreicht ein Fallbericht aus dem Jahr 2009 den stark radio-
sensitivierenden Effekt von Nelfinavir (Chapman et al., 2009). Es wird von einem
HIV-positiven Patienten berichtet, welcher an Lungenkarzinom litt und parallel mit
Nelfinavir antiretroviral behandelt wurde. Der radiosensitivierende Effekt von Nelfi-
navir fiihrte zu einer rapiden Tumorregression unter Bestrahlung. Die GefaBarrosion
im Tumorbett verursachte eine nicht zu stillende, fatale, Hamoptyse.

! 2 x 1,250 mg Nelfinavir p.o. 3 d vor und durchgehend wihrend der Radiochemotherapie; Strahlen-
dosis 50.4-59.4 Gy; Chemotherapie mit Gemcitabin (200 mg/m? und 300 mg/m?) und Cisplatin
(30 mg/m?)anTag 1, 8, 22, and 29

108 Krebserkrankungen in der Kohorte wahrend eines Follow-ups von 13,421 Personenjahren
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Nelfinavir wurde zuletzt in einer Kohorte von Patienten mit NSC-(non-small cell)
Lungenkarzinom im Stadium I1IA/11IB bezlglich der Radiochemosensitivierung unter-
sucht (Rengan et al., 2012). Die Untersuchung zeigte gute Ergebnisse bezlglich der
Tumorregression und eine akzeptable Therapietoxizitdt. Auch hier war die Kohorte
relativ klein (16 Patienten), so dass keine allgemeinen Aussagen (ber den Einsatz
von Nelfinavir in der Therapie gemacht werden kénnen. Nelfinavir radiosensitiviert
auch Adenomzellen der Hypophyse und fihrt bei Bestrahlung zu deren verstarkten
Apoptose in vivo (Zeng et al., 2011).
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5.4 Stress im endoplasmatischen Retikulum

5.4.1 Aktivierung von Stress im endoplasmatischen Retikulum in physiologischen
Prozessen

Die Ausldsung von ER-Stress ist Teil vieler physiologischer Prozesse. Eine gute Uber-
sicht fur die physiologischen Vorginge, in denen ER-Stress und der UPR beteiligt
sind, gibt Abbildung 27.

Process UPR marker
Ageing Chaperone induction defective, CHOP 7, caspase-12 7
B cell differentiation into plasma cells XBP-15 % BiP T, GRP94 7
Liver development XBP-1
Sleep deprivation BiP, PERK PO4> 1, elF2a PO4> 1

Abbildung 27: Physiologischer ER-Stress in verschiedenen biologischen Vorgangen (Abbildung aus
Schroder and Kaufman, 2006). Mit freundlicher Genehmigung der Bentham Science Publishers (copy-
right © 2006 Bentham Science Publishers).

Ein physiologischer Prozess, in dem ER-Stress und UPR (Unfolded Protein Response)
involviert sind, ist das Altern (Schroder and Kaufman, 2006). Altern wird mit der
verminderten Expression und Funktion von molekularen Chaperonen in Verbindung
gebracht, was zu einer Dysfunktion der Proteinfaltung fiihrt (Brown and Naidoo,
2012).

ER-Stress spielt auch in der Differenzierung von B-Lymphozyten in antikérperbilden-
de Plasmazellen eine weitere interessante Rolle (Ma et al., 2010). Als Schliisselregu-
lator der Produktion von IgM wurde im Jahr 2005 das X-box Binding protein-1, ein
ER-Stress-relevantes Protein identifiziert (Tirosh et al., 2005). Welche die genauen
ER-Stress-Signalwege sind, welche die Antikérperproduktion aufrechterhalten — ob
also der PERK, ATF6 oder IRE1 Signalweg ausschlaggebend ist — wird kontrovers dis-
kutiert (Gass et al., 2008; Aragon et al., 2012).

Die Rolle von ER-Stress in der Bekdmpfung von viralen Infektionen ist ebenfalls gut
erforscht (He, 2006; Yu et al., 2006; Hassan et al., 2012; Leung et al., 2012). Es konn-
te nachgewiesen werden, dass manche Viren durch Suppression des UPR in infizier-
ten Zellen besser liberleben kénnen (Zambrano et al., 2011; Burnett et al., 2012).
Dies unterstreicht die Wichtigkeit der ER-Stress-Auslésung in der effektiven Bekamp-
fung von viralen Infektionen. Die Viruselimination gelingt hauptsachlich durch
Apoptoseinduktion in infizierten Zellen. Viren kdnnen somit den Zellapparat der
Wirtszelle nicht mehr fiir ihre Vermehrung einsetzen. Der ER-Stress wird in vielen
Fallen durch die Interferon-Produktion verstarkt und prolongiert (Numajiri Haruki et
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al., 2011). Auch bei der Bekdampfung bakterieller Infektionen konnte z.B. bei der
Elimination von Listeria monocytogenes die Relevanz der ER-Stress Antwort gezeigt
werden (Pillich et al., 2012).

Die ER-Stress-Antwort moduliert auch die Differenzierung weiterer Zellen auBer der
B-Lymphozyten, sowohl wie die De-differenzierung verschiedener Zellen. In der em-
bryonalen Entwicklung wurde z.B. anhand von Tiermodellen die Rolle des Transkrip-
tionsfaktors IRE1 in der Mesoderm-Formation beschrieben (Yuan et al., 2008). Auch
bei der Umwandlung von epithelialen in mesenchymale Zellen (epithelial-to-mesen-
chymal transition) scheint ER-Stress beizutragen. Diese ER-Stress induzierte De-diffe-
renzierung von Zellen wurde bei Thyreozyten (Ulianich et al., 2008) und Alveolarzel-
len (Zhong et al., 2011) gut untersucht.

5.4.2 ER-Stress: relevante Erkrankungen und andere pathologische Prozesse
5.4.2.1 ER-Stress relevante Erkrankungen

Eine Fehlkoordination der ER-Stress-Signalwege ist in verschiedenen Erkrankungen
und pathologischen Prozessen zu finden. Es gibt es eine grolRe Gruppe von Erkran-
kungen, deren Pathogenese eng mit der Akkumulation falsch gefalteter Proteine
bzw. dem Stress im endoplasmatischen Retikulum verbunden ist. Zu der Gruppe der
sogenannten ,ER-Stress-related diseases”, also ER-Stress-verbundenen Erkrankun-
gen, gehoren viele neurologische Krankheitsbilder. Zu den bekanntesten in diesem
Zusammenhang erforschten Vertretern gehoren:

e neurodegenerative Erkrankungen u.a.: die Parkinson-Erkrankung (Morbus Par-
kinson) (Colla et al., 2012; Cali et al., 2011), die Creutzfeldt-Jakob Erkrankung
(eine Erkrankung aus den Formenkreis der Prionenerkrankungen) (Torres et al.,
2010; Hetz et al., 2003) und die Alzheimer-Erkrankung (Morbus Alzheimer) (Un-
terberger et al., 2006)

e neuromuskuldre Erkrankungen u.a.: die Amyotrophe Laterale Sklerose (ALS) (Soo
et al., 2012) und das Kennedy Syndrom (Thomas et al., 2005).

Auch in der Pathogenese vieler internistischer Krankheitsbilder wie Diabetes melli-
tus Typ | (Zhong et al., 2012) und Il (Leem and Koh, 2012), Atherosklerose (Gao et
al., 2012b; Beriault and Werstuck, 2012) und Herzinsuffizienz (Park et al., 2012;
Takada et al., 2012) ist der Zusammenhang der Pathogenese mit der ER-Stress-
Entstehung gut untersucht.

Die Entstehung von ER-Stress ist auch in der Pathophysiologie der inflammatori-
schen Reaktion (Hasnain et al., 2012), der Autoimmunitdt und der Hypoxie (nach
Minderperfusion und Reperfusion im normalen Gewebe, aber auch in hypoxischen
Tumorarealen) involviert. Biologische Grundlage vieler der genannten Erkrankungen
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wie z.B. Diabetes mellitus Typ | (Zhong et al., 2012) sind u.a. ER-Stress ausgeloste
Phdanomene, wie die autoimmunologische Reaktion.

Die Rolle von ER-Stress in der Kanzerogenese ist ebenfalls von groRer Bedeutung
und wird aus diesem Grund ausfuhrlicher in Abschnitt 5.4.2.2 besprochen.

5.4.2.2 Kanzerogenese und ER-Stress

Das Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf den Zusammenhang der Entstehung des
ER-Stresses mit der Kanzerogenese gerichtet. Die Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass
die Hochregulation von Inhibin beta E mit der Entstehung von ER-Stress bei gynako-
logischen Krebszelllinien in Zusammenhang steht. Weitere Untersuchungen erklaren
auch den Mechanismus der Hochregulation, wie in Abschnitt 5.5.2 (S. 84) aufge-
fahrt.

Bevor die Rolle von Inhibin beta E in der ER-Stress Entstehung besprochen wird, ist
es wichtig zu untersuchen, welche Rolle der ER-Stress in Malignomen spielt. Es ist al-
so notwendig zu betrachten, welche Bedeutung der ER-Stress in der Entstehung von
Malignomen (Kanzerogenese) und im biologischen Verhalten dieser Tumore (Wachs-
tumsrate, Aggressivitat, Metastasierung) hat.

Die Entstehung von ER-Stress und der Zusammenhang mit Krebs wurden insbeson-
dere bei Pathologien und Malignitaten der Leber gut erforscht. Dies ist nicht wun-
derlich, da die Hepatozyten durch die verschiedensten metabolischen Vorgange in
ihnen viel ER-Stress ausgesetzt sind. Der exzessive ER-Stress in Hepatozyten fihrt
zum zirrhotischen Umbau der Hepatozyten und zur Apoptoseinduktion. Der ER-
Stress spielt sowohl bei der Entstehung der nichtalkoholischen (Pagliassotti, 2012)
als auch bei der Entwicklung der alkoholischen (Longato et al., 2012) Leberzirrhose
eine wichtige Rolle. Der diskutierte Mechanismus dahinter ist die Veranderung der
Lipidhomoostase mittels ER-Stress abhdngigen Regulationsvorgdangen (Malhi and
Kaufman, 2011).

Auch in der Entstehung von hepatischen Malignomen ist die Rolle von ER-Stress
nicht zu vernachldssigen. Die Vorgange bei Induktion des Zelltodes bei hepatozellu-
ldren Karzinomlinien werden durch die Kommunikation der PI3K/Akt (Phosphatidyli-
nositid 3-Kinase/Akt)- und MEK/ERK (Mitogene-aktivierte Proteinkinase/extrazellula-
re Signal-regulierte Kinase)-Signalwege bei den Zelllinien initiiert (Dai et al., 2009).
Es kann somit vermutet werden, dass ein enger Zusammenhang der Dysregulation
des ER-Stresses und der Entwicklung von hepatozellularen Karzinomen besteht.

Die Relevanz von ER-Stress in der Kanzerogenese ist auch bei gynakologischen Ma-
lignitaten gut belegt. Beim squamdsen Zervixkarzinom hat die Arbeitsgruppe Chu et
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al. im Jahr 2012 die Uberexpression von CHOP - einem ER-Stress-relevanten Protein
- gezeigt. Die Assoziation von CHOP mit p53 und high risk HPV und seine somit po-
tentielle Rolle in der Kanzerogenese wurde von derselben Gruppe untersucht (Chu
et al., 2012). Die Expression vom endoplasmatischen Retikulum Protein 29, einem
weiteren Protein im ER, ohne direkte Relevanz zum ER-Stress, scheint auch eine re-
gulatorische Rolle beim Wachstum von Mammakarzinomzellen zu haben (Bambang
et al., 2009).

5.4.2.3 Malignitatserh6hung bei Tumoren in Verbindung mit ER-Stress und
Hypoxie

ER-Stress entsteht haufig auch als Antwort auf Hypoxie (Koumenis et al., 2002). Bei
soliden Tumoren gehen das schnelle Wachstum der malignen Zellen und die Ent-
wicklung von qualitativ minderwertigen GefaRen zur Tumorversorgung, oft mit einer
Minderperfusion des Tumorzentrums einher. Somit ist die Entstehung von ER-Stress
in hypoxischen Tumorarealen und insbesondere die Entwicklung einer Hypoxie-
Resistenz (z.B. durch Mitwirkung von ATF4, Ye and Koumenis, 2009) ein interessan-
ter Kofaktor der Malignitat und Aggressivitat verschiedener Tumore.

Um das Uberleben von Zellen unter hypoxischen Bedingungen zu erméglichen,
wechseln Zellen zur sogenannten integrierten ER-Stress-Antwort, um den ER-Stress
zu regulieren (Liu et al., 2008). Die erhéhte Aktivierung von Uberlebensmechanis-
men in Tumorzellen flhrt zur gesteigerten Malignitat dieser Zellen (Bi et al., 2005).
In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass eine Uberfunktion des
PERK-elF2alpha-ATF4-Signalweges zur Hypoxietoleranz und erhdhten Aggressivitat
von Tumorzellen fuhrt (Fels and Koumenis, 2006).

Eine in CLL (chronisch lymphatische Leukdmie)-Lymphozyten durchgefiihrte Studie
machte auch bekannt, dass TLC1 (TeLomerase Component 1), ein Bestandteil des Te-
lomerase-Ribonukleoprotein-Komplexes, ER-Stress auslosend wirkt (Kriss et al.,
2012). Somit besteht auch bei nicht soliden Tumoren eine - Hypoxie-unabhéangige -
Verbindung zwischen ER-Stress (IRE-1/XBP-1-Signalweg) und der erhéhten Maligni-
tat der entarteten Zellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inhibin beta E als ein neuer Spieler in
der Koordination von ER-Stress zu betrachten ist. In weiterflihrenden Untersuchun-
gen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die ATF4-Uberproduktion mit
einer Steigerung der Inhibin beta E Expression in Zusammenhang steht. Wie schon
oben erwahnt, spielt ATF4 eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Hypoxie-
toleranz und somit in der Malignitdat von Tumoren (Fels and Koumenis, 2006). So
entsteht die Frage, ob Inhibin beta E eine Rolle in der Entstehung von Hypoxietole-
ranz im malignen Gewebe spielt.
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5.5 Die Inhibin beta E Regulation unter ER-Stress

Um die moglichen Funktionen von Inhibin beta E bei Ausldsung von ER-Stress aus-
flhrlicher zu behandeln, ist zu Beginn die Betrachtung des involvierten Mechanis-
mus notwendig. Die Rolle von Inhibinen/Aktivinen in Malignitdten, aber auch bei
weiteren pathologischen Vorgangen, ist hierbei auch von Bedeutung.

5.5.1 Die Uberexpression der INHBE-Untereinheit unter ER-Stress

Unter den am starksten regulierten Gentranskripten (13,9fache Hochregulation) der
Zelllinie MCF7 unter Nelfinavir fand sich Inhibin beta E (s. Tabelle 4, S. 44). Der ,Nel-
finavir-Effekt” konnte auch auf weitere Zelllinien, wie die transformierte Zelllinie
HEK293 und die Krebszelllinie HeLa durch die quantitative PCR bestatigt werden (s.
Abschnitt 4.2.1, S. 49).

Durch weitere Experimente konnte festgestellt werden, dass die Erhéhung der Inhi-
bin beta E Expression mit der Entstehung und Starke des ER-Stresses in der Zelle
korreliert. Die Erhéhung der transkriptionellen Rate der Inhibin beta E Untereinheit
durch Nelfinavir in gynakologischen Krebszelllinien ist eine erstmalige Erkenntnis
dieser Arbeit. Die Hochregulation konnte bei den restlichen bekannten Inhi-
bin/Aktivin-Untereinheiten nicht bestatigt werden (s. Abbildung 28).

Inhibine

nhibin € i Inhibin E

3 R

Aktivine

\Ktivin & Aktivin €} Aktivin E

F<>y,

Abbildung 28: Inhibine/Aktivine und ER-Stress. Aus der Gesamtheit der Inhibin-/Aktivin-Untereinhei-
ten scheint nur die Inhibin beta E Untereinheit durch ER-Stress hochreguliert zu werden.
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Es handelt sich hierbei um einen Effekt, der fiir die Inhibin beta E-Untereinheit spezi-
fisch zu sein scheint. Eine Vorarbeit aus dem Jahr 2010 bestatigte diesen Effekt bei
B-Lymphozyten, priméaren Fibroblasten und Keratinozyten (Dombroski et al., 2010).
In dieser Vorarbeit (Dombroski et al., 2010) war die erhdhte Expression von Inhibin
beta E unter ER-Stress auslésenden Substanzen eher eine Gberraschende Nebener-
kenntnis. Mit der vorliegenden Arbeit konnte die Regulation der Inhibin beta E-
Untereinheit durch ER-Stress auf weitere Zelllinien und unter Anwendung von Nelfi-
navir bestatigt werden. Die Zellen stammen hier zum grofSten Teil aus etablierten
gynakologischen Krebszelllinien.

5.5.2 Modelle fiir die Erklirung der Uberexpression der INHBE-Untereinheit
unter ER-Stress

Die allgemeinen Mechanismen der ER-Stress-Induktion wurden auf molekularbiolo-
gischer Basis schon in der Einleitung erlautert (s. Abschnitt 2.3.1, S. 11-13).

Frihere theoretische Modelle unterstiitzen die Entstehung eines aktiven Transkrip-
tionsfaktors durch das Spleifen des XBP 1 (Yoshida et al., 2001). Das gespleiRte XBP
1 hat die Moglichkeit den UPR zu aktivieren. Da in unseren Versuchen die XBP 1-
Regulation sehr eng mit der Erh6hung der Inhibin beta E Expression korreliert, kénn-
te dieser Transkriptionsfaktor eventuell eine Rolle in der Expression der beta E Un-
tereinheit spielen.

In Bezug zu Inhibin beta E konnte der PERK-Signalweg ein wichtiger Regulationsme-
chanismus sein. Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von elF2a zu pelF2a durch
PERK zu einer Hochregulation von ATF4 (einem Transkriptionsfaktor der Leuzin Zip-
per Familie) fiihrt. Die ATF4-Hochregulation 16st weiterhin eine Hochregulation von
GADDA45, ATF3 und CHOP/GADD153 aus.

Durch vorliegende Arbeit konnte die Inhibin beta E Hochregulation durch ER-Stress
gezeigt werden. ATF4 ist bekanntlich ein wichtiger Transkriptionsfaktor in den UPR-
Signalwegen. So wurde die Vermutung aufgestellt, dass Inhibin beta E durch ATF4
hochreguliert werden kdnnte. Hiermit wurde also als Mechanismus der INHBE Regu-
lation die ,,ER-stressbedingte, ATF4 ausgeldste Inhibin beta E Hochregulation” vorge-
schlagen (s. Abbildung 29, S. 85). Die Erkenntnis, dass Inhibin beta E, wie in Abbil-
dung 29 (S. 85) gezeigt, ein neuer, bislang unbekannter Mitspieler bei der ER-Stress
Kaskade ist, war entsprechend auch der Schlusspunkt dieser Arbeit.
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Abbildung 29: ATF4 und die Hochregulation der Inhibin beta E Untereinheit. Graphik aus (Bruning et
al., 2009b). Mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat. Ansgar Briining (copyright © 2009 Ansgar
Briining). Die vorliegende Abbildung wurde durch die Einzeichnung von Inhibin beta E in den PERK-
Signalweg erganzt.

Die Hypothese der , ATF4-bedingten Inhibin beta E Hochregulation” konnte in weite-
ren Experimenten der Forschungsgruppe der Frauenklinik MaistraBe bestatigt wer-
den. In diesen Experimenten wurden Zellen der Krebszelllinie HeLa mit ATF4-tragen-
den Plasmiden transfiziert. In den ATF4-(iberproduzierenden Zellen ist eine eindeu-
tige Hochregulation der INHBE-Einheit-Expression im Vergleich zu Kontrollzellen zu
sehen (s. Abbildung 30, S. 86). Der Signalweg mit dem Inhibin beta E verkniipft sein
kdnnte, ist der PERK-Signalweg, (iber den es zu einer ATF4-Hochregulation kommt.
In diesem Sinne konnte INHBE den Zellzyklusarrest mittels dieses Signalweges beein-
flussen.
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Abbildung 30: Inhibin beta E Expression in ATF4 Uiberexprimierenden (ATF4-transfizierten) Zellen der

Zelllinie Hela (Ergebnisse der PCR-Gelelektrophorese). Mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer. nat.
Ansgar Bruning.

Die Daten zur Vervollstandigung von Abbildung 30 wurden von Dr. rer. nat. Ansgar

Briining (Forschungslabor der Frauenklinik Maistrale der Ludwig-Maximilians-Uni-
versitat) zur Verfligung gestellt.
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5.6 Die Inhbin beta E Uberexpression
5.6.1 Physiologische Rolle der INHBE-Untereinheit-Uberexpression

Sowohl Aktivin E, also ein Homodimer aus zwei Inhibin beta E Untereinheiten (s.
Abbildung 28, S. 83), als auch Aktivin C, werden hauptsachlich in Hepatozyten ex-
primiert (Vejda et al., 2003). Die erhéhte INHBE-Untereinheit-Expression in diesen
Zellen kénnte mit den physiologischen Prozessen in den Leberzellen (z.B. Entgiftung
verschiedener toxischer Stoffe) zusammenhangen, da Hepatozyten metabolisch
hochaktive Zellen sind. Sie sind somit reich an endoplasmatischen Retikulum und
sind in einem erhohten Ausmal’ ER-Stress-exponiert (Ji and Kaplowitz, 2006).

5.6.2 Pathologien hinter der INHBE-Untereinheit-Uberexpression

Aktivine/Inhibine sind Mitglieder der TGF B (tumor growth factor B) Superfamilie (in
Vejda et al., 2003, zitiert Kingsley, 1994) der Wachstumsfaktoren. TGF beta Mitglie-
der wirken bekanntlich wachstumshemmend, weshalb der Verlust bei Karzinomen
antiapoptotisch und somit kanzerogen ist (Matise et al., 2012). Eine Hochregulation
der TGF beta-Mitglieder wirkt nach ER-Stress dort eventuell auch kurzfristig, bis Be-
waltigung des Stressimpulses, wachstumsinhibierend.

TGF B ist beziiglich seiner Funktion in der Kanzerogenese dennoch ein zweischneidi-
ges Schwert. Es wird in vielen Tumoren zunachst runter reguliert und danach wieder
hochreguliert und wurde dort auch als tumorférdernder Faktor identifiziert (Hawin-
kels et al., 2012).

Beziglich der Inhibin-/Aktivin-Involvierung in der Kanzerogenese ist z.B. bekannt,
dass Aktivin A mittels dem Aktivin-verwandten Protein TGF 1 in Hepatozyten die
DNA-Synthese inhibiert und die Apoptose induziert (Tanaka et al., 2004; Kanamaru
et al., 2002). Dies lasst vermuten, dass eine Runterregulation kanzerogene Effekte
haben konnte. Hier hat eine friihere Studie zeigen kdnnen, dass Aktivin beta E
apoptoseinduzierend in hepatozelluldaren-Karzinom-Zelllinien wirkt und dass eine
Runterregulation von Aktivin beta E mit einer gesteigerten Aggressivitat der Karzi-
nomzellen korreliert (Vejda et al., 2003).

In dieser Arbeit wurde unter anderen untersucht, ob ein bestimmtes Aktivin-/Inhi-
bin-Expressionsmuster und eine Korrelation mit der Malignitat verschiedener Endo-
metriumkarzinomzelllinien besteht (Abschnitt 4.5, S. 57-59). Es konnte gezeigt wer-
den, dass Endometriumkarzinomzelllinien mit einer niedrigeren Differenzierung
(und somit einer hoheren Malignitat) eine INHBE-Untereinheit-Runterregulation
aufweisen. Dies konnte dafiir sprechen, dass die Inhibin beta E Untereinheit eine bis
jetzt nicht genau beschriebene Rolle in der malignen Transformation von Zellen und
deren Aggressivitat spielt. Mit den molekularbiologischen Ergebnissen dieser Arbeit
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und mit Hilfe von weiterfiihrenden statistischen Untersuchungen konnte dennoch
keine Korrelation mit dem Uberleben von Patientinnen mit Endometriumkarzinom
gezeigt werden (Mylonas et al., 2011).

Die Zugehorigkeit von Inhibin/Aktivin E zur TGF-B Familie ist also bezlglich deren
Rolle in der Kanzerogenese besonders interessant. Als Hormone haben Inhibi-
ne/Aktivine zusatzlich andere Rezeptoren und Signalwege als die herkommlichen
TGF B Mitglieder. Dies lasst vermuten, dass Inhibine mit der Einschaltung von pa-
rakrinen oder apokrinen Effekte in die Vorgange der Apoptoseinduktion eingreifen.

Inhibine und Aktivine sind durch die unterschiedliche Regulation ihrer Rezeptoren in
Malignomen von besonderer Bedeutung in der Kanzerogenese und Tumorprogressi-
on. Seit Jahren ist die mogliche Regulation des Zellzyklus durch unterschiedliche
Expression von Inhibin/Aktivin-Rezeptoren im Tiermodell bekannt (Hashimoto et al.,
1998). Bei Tumoren des Ovars wurde ebenfalls die Expression von Inhibin/Aktivin-
Rezeptoren in Bezug zur Kanzerogenese untersucht. Es wird vermutet, dass diese
Rezeptoren mit der malignen Entartung von Granulosazellen in Zusammenhang ste-
hen (Fuller et al., 2002). Die Inhibin beta E Untereinheit, welche Fokus dieser Arbeit
ist, wurde dennoch beziglich der Zellzyklusregulation durch die Inhibin/Aktivin-
Rezeptoren noch nicht untersucht. Dies ware insbesondere bei Malignomen der Le-
ber, in der Inhibin beta E vermehrt vorkommt, von besonderem Interesse.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Verbindung zwischen ER-Stress-
Induktion und der Inhibin beta E Expression in Krebszelllinien besteht. Durch die
Hochregulation von Inhibin beta E durch ATF4 |3sst sich vermuten, dass Inhibin beta
E wohl eher wachstumsinhibierend, falls autokrin wirkt. Als ein moéglicherweise pa-
rakriner Faktor ware seine Funktion eher das umliegende Gewebe auf den ER-Stress
,hinzuweisen” bzw. ,vorzubereiten®. Es kommt also zu einem lokalen Wachstumsar-
rest bis die effektive Stressregulation erreicht wird. Somit kénnte Inhibin/Aktivin
beta E nicht nur intrazelluldr eine Rolle als ER-Stress-Modulator, sondern auch trans-
zellular eine Rolle als ,,ER-Stress-vorbereitender-Botenstoff” bieten.

Die exakte Rolle von Inhibin beta E in der Physiologie der Zelle und in der Kanzero-
genese ist bis heute unklar. Durch die nachgewiesene Hochregulation der Inhibin
beta E Untereinheit unter ER-Stress, ist diese Frage aktueller denn je. Denn ER-
Stress ist bekannter Weise Ausloser flr das Einsetzen des Zellzyklusarrestes und der
Apoptose und ein wichtiger Teil/Angriffspunkt in der Kanzerogenese.

Beziiglich des Themenkomplexes ,ER-Stress, Inhibin beta E Hochregulation und Kan-
zerogenese” entstehen viele interessante Fragen:
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e |Ist die Inhibin beta E Expression - und die damit verbundene ER-Stress-Auslésung
in den Krebszellen - ein allgemeines Merkmal der Malignitat der Zellen oder eher
eine Reaktion auf die pathologischen Vorgdnge in der Zelle?

e Ist die damit verbundene ER-Stress-Reaktion ein Versuch die pathologischen Vor-
gange effektiv zu kontrollieren bzw. bei Krebszellen die Apoptose zu induzieren?

Weiterflihrende Fragen sind:

e Hat das Ausmal} von ER-Stress - gemessen an der Inhibin beta E Expression - ei-
nen Effekt auf das Uberleben von Patientinnen mit gynidkologischen Malignitaten
(auRer beim Endometriumkarzinom, wo es nicht prognosebestimmend zu sein
scheint)?

e Gibt es therapeutische Ansatze, welche sich die Inhibin beta E Expression zunutze
machen koénnten (insbesondere in Hinsicht darauf, dass die Auslésung von ER-
Stress oder Teile der ER-Signalwege als Angriffspunkt fiir Therapien schon lang-
sam Verwendung finden, Schonthal, 2012; Thomas et al., 2012)?

Weitere Untersuchungen von Inhibin/Aktivin beta E in physiologischen und patholo-
gischen Vorgangen der Zelle sind notwendig, um addquate Antworten auf die oben
genannten offenen Fragen zu finden. Die Vielfaltigkeit der Funktionen und die po-
tentiellen Angriffspunkte dieser Hormone werden uns mit Sicherheit in Zukunft
stark beschaftigen.
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6 Anhang

6.1 Genfunktionstabellen und Tabellen zu untersuchten Zelllinien

Im letzen Abschnitt werden die Gene, die in dieser Arbeit untersucht worden sind
und deren Funktion in tabellarischer Form dargestellt. Bei den Tabellen zu den un-
tersuchten Zelllinien werden die Zelllinien, die fir die Experimente eingesetzt wor-
den sind vorgestellt.

Ziel dieser Auflistung ist es, einen kurzen Einblick in die Bedeutung vieler gebrauch-
licher Abkiirzungen fiir Gene und Zelllinien zu geben. Fir die Listen ist kein Anspruch
auf Vollstandigkeit erhoben, es wurden lediglich nur die wichtigsten Informationen
beibehalten um eine prazise und umfassende aber auch nicht unnétig langwierige
Darstellung zu gewahren.

6.1.1 Genfunktionen

Tabelle 7: Genfunktionstabelle.

GEN BEDEUTUNG DER ABKURZUNG UND GENFUNKTION

AKNA AT-hook transcription factor

AKNA ist ein Transkriptionsfaktor. Er aktiviert die Expression des
CD40-Rezeptors der Lymphozyten und dessen Liganden
CD40L/CD154 (vgl. Weizmann Institute of Science and Xennex).

Beta actin Das beta actin Gen kodiert sechs unterschiedliche Aktin Proteine.
Aktine sind Proteine, die in Zellmotilitat, -struktur und -integritat
eine wichtige Rolle spielen. Aktin ist ein grundlegendes Protein
des kontraktilen Zellapparats und ein Grundbaustein des Zytoske-
letts. Sie werden ubiquitar in allen eukaryotischen Zellen expri-
miert.” (vgl. Weizmann Institute of Science and Xennex)

DKK1 dickkopf related protein-1

Die Proteine der DKK- Familie inhibieren den WNT- Signalweg und
spielen dadurch, unter anderen, eine Rolle in der embryonalen
Entwicklung. Bei Patienten mit multiplen Myelom werden erh6hte
DKK- Spiegel im Knochenmark oder im peripheren Blut mit osteo-
lytischen Knochenldsionen in Verbindung gebracht (vgl. Weizmann
Institute of Science and Xennex).
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Endothelin 2

Dieses Gen kodiert ein Mitglied der Endothelin-Protein Familie der
sekretorischen vasokonstriktiven Peptide. Das Praproprotein wird
in eine kurze reife Form prozessiert, welche als Ligand des En-
dothelin-Rezeptors fungiert. Dieses Genprodukt ist in viele biologi-
sche Prozesse wie Ovulation und Blutdrucksteurung involviert.
Endotheline haben auch eine mitogene Wirkung, welche die Wir-
kung anderer Wachstumsfaktoren wie PDGF potenziert (vgl.
Weizmann Institute of Science and Xennex).

FIT

interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2

Uber dieses Gen sind unsere Kenntnisse momentan eingeschrankt.
Experimentell ist belegt, dass die Einwirkung von Interferon eine
Uberexpression dieses Gens induziert (vgl. Weizmann Institute of
Science and Xennex).

FOS

FBJ osteosarcoma oncogene

Die Gene der FOS-Familie kodieren Leuzin-Zipper-Proteine, die mit
Proteinen der JUN Familie dimerisieren. Dadurch entsteht der
Transkriprtionsfaktorkomplex AP-1 (JUN/FOS). FOS-Proteine sind
an der Regulation von Zellproliferation, -differenzierung und —
transformation beteiligt. In manchen Fallen wurde die FOS- Ex-
pression mit Apoptose in Verbindung gebracht (vgl. Weizmann
Institute of Science and Xennex).

HIVEP 1, 2
und 3

human immunodeficiency virus type 1,2 and 3 enhancer binding
protein

Diese Proteine binden spezifische DNA- Sequenzen, wie z.B. das
NF-kappa-B-Motiv (GGGACTTTCC). Solche Sequenzen befinden
sich in Promotern und Promoterverstarkerregionen von bestimm-
ten Genen und Viren, wie auch beim human immonodeficiency
virus (HIV) (vgl. Weizmann Institute of Science and Xennex).

X

thioredoxin interacting protein

Das Thioredoxin interagierende Protein kann durch Inhibition der
Thioredoxin Aktivitat oxidativen Stress auslosen. Es interagiert mit
COPS5 und hebt die Suppression der CDKN1B Stabilitat auf. TX
stellt einen transkriptionellen Repressor dar, dessen Uberexpres-
sion den Zellzyklus in der GO/G1-Phase blockiert. Es ist ebenfalls
ein notwendiger Faktor fiir die Reifung von natiirlichen Killerzellen
(vgl. Weizmann Institute of Science and Xennex)
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XBP 1 x-box-binding protein

Das XBP 1 Gen kodiert einen Transkriptiosfaktor, welcher die MHC
Klasse Il Genexpression durch Bindung an ein Promoterelement (X
box) reguliert. Da Genprodukt ist ein bZIP Protein, welches als zel-
luldrer Transkriptionsfaktor identifiziert worden ist. Der Transkrip-
tionsfaktor ist essenziell fiir das Hepatozytenwachstum, die Plas-
mazelldifferenzierung, die Immunglobulinsekretion und die
»,unfolded protein response” (vgl. Weizmann Institute of Science
and Xennex).

Alle Informationen zu den Genen wurden (iber die Datenbank Gene Cards® (Weiz-
mann Institute of Science and Xennex) gewonnen.

6.1.2 Zelllinien

Tabelle 8: Zelllinien.

ART DER GEBRAUCHLICHE BESCHREIBUNG

ZELLLINIE ABKURZUNG DER ZELLLINIE

Epithel- Hec ,Hec” ist ein Akronym fiir ,human endo-

zellen metrial cancer cell line”.
Hec 1A Hec 1A ist eine Untergruppe der Hec-
ATCC” Nummer: HTB- Zelllinien. Sie wurde aus Zellen eines En-
112™ dometriumkarzinoms im Stadium 1A

entwickelt (American Type Culture Coll-
ection and LGC Standards, 2011a).

Hec 1B Die Zelllinie Hec 1B hat ein anderes
ATCC® Nummer:HTB- Wachstumsverhalten in der Zellkultur als
113™ Zelllinie Hec 1A und wird deshalb als Hec

1,,B“ gekennzeichnet (American Type
Culture Collection and LGC Standards,
2011b).

Hela Hela ist eine Abklirzung aus den An-
fangsbuchstaben der Patientin , Henrietta
Lacks”, aus der diese Zelllinie gewonnen
wurde. Die Zelllinie ist eine etablierte
Zervixkarzinomzelllinie (SCHERER et al.,
1953).

ATCC’ Nummer: CCL-
2TM
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Ishikawa minus

Die Zelllinie Ishikawa-minus ist eine Ost-

Epithelzel-
len rogenrezeptor-negative (minus) Endo-
metriumkarzinom Zelllinie.
Ishikawa plus Die Zelllinie Ishikawa plus ist eine Ostro-
Kat. Nr. 99040201, rg]ir:r:_ezzslplal'icgire—posmve Endometriumkarzi-
Sigma-Aldrich ’
MCF7 MCF7 (Michigan Cancer Foundation 7) ist
ATCC" Nummer: HTB- eine Mammakarzinomzelllinie. SI? wurde
5y erstmals 1970 von Zellen des malignen
Pleuraerguss einer Patientin mit Adeno-
karzinom der Mamma abgeleitet (Soule
et al., 1973).
RL-95-2 RL-95-2, eine Endometriumkarzinom-
ATCC” Nummer: CRL- zgllllnle, Yvurde von Zellen enjes malig
1671™ differenzierten adenosquamdsen Endo-
metriumkarzinoms abgeleitet (Way et al.,
1983).
Leukami- HL60 HL 60 ist eine promyeloische Zelllinie.
sc.he Zellli- ATCC® Nummer: CCL- ,HL 60 'steht fur Zhuman promyelocytic
nien leukemia cell line”.

240™

IM9

ATCC® Nummer: CCL-
159™

Die lymphoblastoide B-Zelllinie IM9 ist
eine EBV transformierte Zelllinie aus dem
peripheren Blut eines an multiplen
Myelom erkrankten Patienten.

Jurkat

ATCC” Nummer:TIB-
152™

Die Zelllinie Jurkat ist eine maligne T-
Zelllinie. Sie wurde aus Zellen eines an
akuter T-Zell-Leukamie Erkrankten etab-
liert.
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6.2 Primerliste

In der Primerliste sind alle Primer aufgefiihrt, die in dieser Arbeit interessierende
Gene flankierten. Die Gene, die untersucht wurden, wurden unter 4.1.2.1 (S. 44-45),
4.1.2.2 (S. 46-47) und 6.1.1 (S. 90-92) genannt und ausfiihrlich beschrieben.

Aus der groBen Zahl der verwendeten Primer wurden in den ersten Versuchen diese
selektiert, die Gene amplifizierten, die stark reguliert wurden. Alle anderen Primer,
die keinen Hinweis auf eine mogliche Regulation des amplifizierten Gens lieferten,
oder nach mehrmaligen Versuchen nicht etabliert werden konnten, wurden nicht
weiter eingesetzt. Diese werden in Tabelle 9 aus Griinden der Vollstandigkeit mit
aufgefiihrt.

Tabelle 9: Primerliste.

PRIMER
NAME DES VORWARTSPRIMER-SEQUENZ RUCKWARTSPRIMER-SEQUENZ
GENS (5>3) (5->3)
AKNA GGGCAGAGAAGGCCACCACGAG GGTCGCCCAGGTCGAGCTGGATG
beta actin GGAGAAGCTGTGCTACGTCG GGCTCAGGAGGAGCAATGAT
COX 2 CCTTTCCTAACACTCACAAC TATAGGGTAAATACGGGCCC
COX 4 ATGTTGGCTACCAGGGTATT TAAACTGGTCATTTATTAGC
DKK1 GGAATATGTGTGTCTTCTGATC GTGTCTCTGACAAGTGTGAAGCCTAG
Endothelin 1 | CAGTCTTAGGCGCTGAGCTCAG CCAATGTGCTCGGTTGTGGGTCAC
Endothelin 2 | GGAAGGGCCAGGCTGCTGCCAC CCGCATGGCCTCCTGTTGT
Endothelin 3 | GGATGCTGGCAGGCGCGGCG GGCAGGTAGATGGAGCGAGGGCG
FGF21 AGCCCCGAAAGTCTCCTGCAGCTG GCTGGGGCTTCGGCCCTGGGA
FOS GATGACCTGGGCTTCCCAGAAGAG GGCCAGCAGCGTGGGTGAGCT
HIVEP1 GATGCACAGGGAGCTCCAG GGTTGCTATCACAAGCCTGTCC
HIVEP2 CGGCTGTTGATGAAACAGAGC AGTCCAACTGCTTGTCATCCACAC
HIVEP3 CAGAAGGCCGAGTCCCGAAGTC CCCTGTCCTCAGGCTGATG
IFIT2 CCTGCATTGCCAAATTGGGTGCTG GCAGTAGCCTAGTGGGCACCACATC
Inhibin alpha | CCGGCCATCCCAGCATACACGC GAGTTGAGCGTCGGGCTCTC
Inhibin BA TGCCCTTGCTTTGGCTGAGA ACTTTGCCCACATGAAGCTTT
Inhibin BB GGCGAGCGGCGACTCAACCTAGA CGTGTGGAAGGAGGAGGCGAGGC
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Inhibin BC GCAGCCCGGGTGAGAGTTGG ACTGCACCCACAGGCCTC
Inhibin BE AGCCCTTCCTAGAGCTTAAG GCTGCAGCCACAGGCCTCC
Inhibin BE GCTACTGTCACAGACTCCACTTC GCTGCAGCCACAGGCCTCC
intronspan

Inhibin BE CACCAGGAGCATGCGGCTCCCTGATG | GCTGCAGCCACAGGCCTCC
TOPO

Inhibin BE CCAGGGAATGGGGAGGAGGTCATCAG | GCTGCAGCCACAGGCCTCC

vor intron

KLHDC7B CCTCGTGGCGAGGAGCCTCC GAGTGAGGTCTGCAGCCGGT
(kelch)

LDOC CGCAATGGTGGATGAGTTGG ATAATCATCCTCCTCTTCTTCGTCG
SREB GGTGCGCACCAGCCTGTGGC GCTGGAAGTGACAGTGGTCC
TUSC1 GGTTGGGATGGGACCGATGT CAGCCAGGGCCCAGAGGGCTCC
TX GTGATGAGATTTCCATCCATG CTTCTGGGGTATCAGGGATG
XBP 1 xbp GAAGGCTCGAATGAGTGAGC TGGGAGCTCCTCCAGGCTGG
splice
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