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binding protein

treshold cycle

delta-delta-C;

Kupfer

Carbocyanin 3

Cyclophilin

Cystein
Kuvettenschichtdicke
D-Aminoséaureoxidase
4’,6-Diamidin-2-phenylindol
Database for Annotation,
Visualization and Integrated
Discovery

detergent compatible
bidestilliertes Wasser

DNA damage response

Diethylpyrocarbonat
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dH20 destilliertes Wasser

DISC death inducing signaling
complex

DMEM Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

DNA-PK DNA-dependent protein kinase

dNTP Desoxyribonukleosidtri-
phosphat

DSB double-strand breaks

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

duTP 2’-Desoxyuridin-5’-triphosphat

E relative Expression

€ Extinktionskoeffizient

e Elektron

ECL enhanced chemiluminescence
detection

EDTA ethylenediaminetetraacetic
acid

EGFR epidermal growth factor
receptor

EGR1 early growth response 1

ELISA enzyme-linked immunosorbent
assay

ERK extracellular-signal-regulated
kinases

EtOH Ethanol

Ex Genexpressionsanderung

F forward

FACS fluorescence activated cell
sorting

FADD Fas (TNFRSF6)-associated
via death domain

FCS fetal calf serum

Fe? zweiwertiges Eisenion

Fe** dreiwertiges Eisenion

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FOS FBJ murine osteosarcoma

viral oncogene homolog
FU Fluoruracil
G Guanin

G1-
G2-
GADDA45A

GAM
GAR
GERD

Gin
Gly
GSH
GSSG
H*
H2AX
H.O
H>0,
H3
HAT
HEPES

HO-1
HRP
hv

I9G
Jak
JNK
JUN
JUNB
K
KEGG

LM-Agarose
LOF

Lys

LZ

M-

MAC

MAPK

MAPKK
MAPKKK

gap 1-

gap 2-

growth arrest and DNA-
damage-inducible, alpha
goat anti-mouse

goat anti-rabbit
gastroesophageal reflux
disease

Glutamin

Glycin

Glutathion
Glutathiondisulfid
Wasserstoffproton
Histon H2AX

Wasser
Wasserstoffperoxid
Histon H3
Histonacetyltransferase
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]-ethansulfonsaure
Hamoxygenase-1
horseradish peroxidase
Energie der Strahlung
Immunglobulin G

Janus kinase

c-Jun N-terminal kinases
c-Jun

jun B proto-oncogene
Kontrolle

Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes

low melting agarose
loss of function

Lysin

Leuzinzipper

Mitose-

mitochondrial apoptosis-
induced channel
mitogen-activated protein
kinase

MAPK kinase

MAPKK kinase
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Mcl1
Mdm2

MEK
Mg
MgCl;
MKK
MOPS

Mre11

mRNA
mt
MYC

Myt1
NAD*

NADH
NADP*

NADPH
NCBI

ne
NES
NH2-
NLS

Noxa

ocr

myeloid cell leukemia
sequence 1 (Bcl-2-related)
mouse double minute 2
homolog

MAPKK

zweiwertiges Magnesium
Magnesiumchlorid

MAPKK

3-(N-Morpholino)-
Propansulfonsaure

Mre11 meiotic recombination
11 homolog (S. cerivisiae)
messenger RNA
mitochondrial

v-myc myelocytomatosis viral
oncogene homolog (avian)
myelin transcription factor 1
oxidierte Form von
Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid

reduzierte Form des NAD
oxidierte Form von NAD-
Phosphat

reduzierte Form von NADP
National Center for
Biotechnology Information
neu exprimiert

nuclear export signal
Aminogruppe

nuclear localization signal
phorbol-12-myristate-13-
acetate-induced protein 1
non-small-cell lung carcinoma
Singulettsauerstoff
Sauerstoff
Superoxidradikalanion
Ozon

Hypochloritanion

Optische Dichte
Hydroxylradial
Prooxidantien

oxidiert

phospho-

p21WAF1
p27
p57
p38
p53
p63
p73
PAGE

PARP
PBS
PCNA

PCR
PDA
PDT
PI
PIC
PIKK

PMSF
Pol
Pos.
PQ

Raf

Ras
Rb
Ref-1
RIP1

CDKN1A

CDKN1B

CDKN1C

p38 MAPKs

tumor protein 53

tumor protein 63

tumor protein 73
Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

poly (ADP-ribose) polymerase
phosphate buffered saline
proliferating cell nuclear
antigen

polymerase chain reaction
p-Phenylendiamin
photodynamische Therapie
Propidiumiodid

protease inhibitor cocktail
phosphatidylinositol 3-kinase-
related kinase
Phenylmethylsulfonylfluorid
DNA-Polymerase delta
Position

1,1-Dimethyl-4,4'-
dipyridiniumdichlorid, Paraquat
Paraquat-Monoradikalkation
Paraquat-Dikation

Prolin

Phosphatidylserine
Permeabilitatstransitionspore
pulvis

p53 up-regulated modulator of
apoptosis

Chinon

Semichinonradikal

reverse

Seitenkette

v-raf-1 murine leukemia viral
oncogene homolog 1

rat sarcoma

retinoblastoma 1

redox factor-1

receptor-interacting protein 1
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RISC RNA-induced silencing
complex

RNA ribonucleic acid

RNS reactive nitrogen species

RO- Alkoxylradikal

ROO- Peroxylradikal

ROOH Hydroperoxid

ROS reactive oxygen species

rpm revolutions per minute

RT Raumtemperatur

S- Synthese-

SCLC small cell lung cancer

SDS sodium dodecyl sulfate

SED standard error of the difference

Ser Serin

-SH Thiolgruppe

shRNA small hairpin RNA

siRNA small interfering RNA

SOD Superoxiddismutasen

Sp1 Sp1 transcription factor

SSB single strand break

STAT signal transducer and activator
of transcription

T Thymin

T69/71 Threonin 69/71

Tab. Tabelle

TAD Transaktivierungsdoméane

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

tBid truncated Bid

TBST Tris-buffered Saline and
Tween 20

TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin

TFR Transfektionsreagenz

TGF-8 transforming growth factor
beta

Thr Threonin

Tm melting temperature

TNF tumor necrosis factor (TNF
superfamily, member 2)

TNF-a TNF alpha

TNFR1
TP53
TRADD

TRAIL

Tris

Triton X-100

TRX

Tyr

U

UCN-01
UniProtkB
VDAC

Wee
WT
X
XO
Zn

TNF receptor 1

tumor protein 53
TNFRSF1A-associated via
death domain
TNF-related apoptosis-
inducing ligand
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan
t-Octylphenoxypoly-
ethoxyethanol
Thioredoxin

Tyrosin

units
7-hydroxystaurosporine
UniProt Knowledgebase
voltage-dependent anion
channel

Wee1 homolog (S. pombe)
Wildtyp

fach

Xanthinoxidase

Zinkfinger
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebs

Krebs ist nach den Erkrankungen des Kreislaufsystems die zweithaufigste Todesur-
sache in Deutschland, die jeden zweiten Mann und 43 % aller Frauen in ihrem Leben
betrifft (Kaatsch et al., 2012). Diese Krankheit, die mit einem steigenden Risiko im
hohen Alter verbunden ist, nimmt aufgrund der demographischen Entwicklung an
Bedeutung zu.

Die neuesten Berechnungen und Schatzungen des Robert Koch-Instituts und der Ge-
sellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. zeigen, dass in
Deutschland im Jahr 2008 rund 470.000 Krebsneuerkrankungen registriert wurden und
fur das Jahr 2012 rund 490.000 Neuerkrankungen erwartet werden (http://www.rki.de/
DE/content/Service/Presse/Pressemitteilungen/2012/01_2012.html, Stand: 16.06.2013;
Kaatsch et al., 2012). Unter den Krebserkrankungen stellen Prostatakrebs bei den
Mannern mit 25,7 % und bei den Frauen Brustdrisenkrebs mit 32,1 % den groften
Anteil der Neuerkrankungen dar (Kaatsch et al., 2012). Die zweit- und dritthdufigste
Krebserkrankung betrifft bei beiden Geschlechtern die Organe Darm und Lunge.
Darmkrebs macht hierbei einen prozentualen Anteil von 14,3 % bei den Mannern und
13,5 % bei den Frauen aus. Fir den Lungenkrebs ist ein Anteil von 13,8 % und 7,0 %
beschrieben. Die seltener auftretende Krebserkrankung der Speiserdhre ist mit 1,9 %
und unter 1 % vertreten. Insgesamt starben 2008 rund 217.000 Menschen in Deutsch-
land an Krebs (Kaatsch et al., 2012).

Zur Bekampfung von Krebs sind reaktive Sauerstoffspezies [reactive oxygen species
(ROS)]-generierende Therapieformen von grolkem Interesse. Daher fokussiert sich die
vorliegende Dissertationsschrift auf Karzinome des Darms, der Lunge und der Speise-
rohre, die auf diese Therapieformen ansprechen. Aufgefiihrt sind Informationen zum
Auftreten, zur Entstehung, zu den Risikofaktoren und zur Behandlung dieser Tumor-

entitaten.

1.1.1 Darmkrebs

Im Jahre 2008 erkrankten 35.350 Manner und 30.040 Frauen neu an Darmkrebs.
Patienten mit dieser Diagnose haben eine mittlere Prognose mit einer relativen Funf-
Jahres-Uberlebensrate von 63 % fiir Manner und 62 % fiir Frauen (Stand: 2007 bis
2008). Betroffen sind zu fast zwei Drittel der Dickdarm und zu 30 % der Enddarm

15



Einleitung

(Kaatsch et al., 2012). Von einem Kolonkarzinom wird gesprochen, wenn der obere
Abschnitt des Dickdarms betroffen ist, von einem Rektumkarzinom, wenn sich der
Tumor im letzten Darmabschnitt bis zum SchlieBmuskel (weniger als 16 cm vom
Darmausgang entfernt) befindet (Wittekind & Meyer, 2010). Tumorentwicklungen im
Dinndarm treten eher selten auf und zahlen nicht zu dieser Gruppe (Kaatsch et al.,
2012). Histologisch wird zwischen Plattenepithel-, neuroendokrinen Karzinomen,
Lymphomen, Sarkomen und den hauptsachlich auftretenden Adenokarzinomen
unterschieden (http://www.dgho-onkopedia.de/de/onkopedia/leitlinien/rektumkarzinom,
Stand: 16.06.2013). Die Adenokarzinome gehen hierbei aus Driisengewebe hervor.

Zu den Risikofaktoren zdhlen ungesunde, ballaststoffarme und fettreiche Ernahrung
mit einem hohen Anteil an rotem Fleisch und wenig Gemise, Vitamin- und Be-
wegungsmangel, Ubergewicht, regelmaBiger Tabak- und Alkoholkonsum, gene-
tische Disposition und Entzindungen des Darms (http://www.cancer.org/acs/groups/
content/@epidemiologysurveilance/documents/document/acspc-028323.pdf, Stand:
14.07.2013; Kaatsch et al., 2012). Krankheitssymptome zeigen sich oft erst spat und
aulern sich beispielsweise durch Blut und ungewohnte Schleimbeimengungen im
Stuhl, anhaltenden Durchfall, chronische Verstopfung, Schmerzen sowie durch andere
Veranderungen bei der Verdauung (http://www.dkfz.de/de/presse/darmkrebs-zahlen-
fakten.html, Stand: 16.06.2013; http://www.cancer.org/acs/groups/content/@epidemio
logysurveilance/documents/document/acspc-028323.pdf, Stand: 14.07.2013).

1.1.2 Lungenkrebs

An Lungenkrebs erkrankten im Jahre 2008 in Deutschland 33.960 Manner und 15.570
Frauen neu. Patienten mit dieser Tumorentitdt haben eine schlechte relative Funf-
Jahres-Uberlebensrate von 15 % fir Manner und 19 % fiir Frauen (Kaatsch et al.,
2012).

Lungenkrebs entsteht meist durch Metastasen (Lungenmetastasen) extrathorakaler
Organe (Kumar et al., 2007). Die eigentliche Bezeichnung ,Lungenkrebs® bezieht sich
jedoch auf die Karzinome, die aus dem Lungengewebe selbst entstehen (https:/
lungenkrebs.de/lungenkrebs/was-ist-lungenkrebs, Stand: 16.06.2013). Hierbei ist das
bronchiale Epithel der Ursprung von 95 % der primaren Lungenkarzinome (Kumar et
al., 2007). Prinzipiell kann sich Lungenkrebs in allen Abschnitten der Lunge entwickeln,
dennoch befinden sich mehr als die Halfte in den oberen Teilen der Lungenfligel
(http://www.krebsgesellschaft.de/pat_ka_lungenkrebs_definition,108136. html, Stand:
16.06.2013).
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Histologisch wird diese Tumorentitdt hauptsachlich in das Plattenepithel-, Adeno-,
kleinzellige und grof3zellige Karzinom unterteilt (Kumar et al., 2007). Das Platten-
epithelkarzinom der Lunge geht von Schleimhautdeckzellen, das Adenokarzinom wie-
derum von drisenartigen Zellen und das kleinzellige Karzinom von neuroendokrinen
Zellen aus (http://www.krebsinformationsdienst.de/tumorarten/lungenkrebs /ueberblick.
php, http://www.bronchialkarzinom-aktuell.de/index.php?id=70, http://www.Bronchial
karzinom-aktuell.de/index.php?id=72, Stand: 16.06.2013). Der Ursprung des grolizel-
ligen Karzinoms ist unklar (https://www.lungenkrebs.de/lungenkrebs/was-ist-lungen
krebs, Stand: 16.06.2013). Therapeutisch werden diese in kleinzellige [small cell lung
cancer (SCLC)] und in die mit besserer Prognose verbundene nichtkleinzellige [non-
small-cell lung carcinoma (NSCLC): Plattenepithel-, Adeno-, grofRzelliges Karzi-nom]
Lungenkarzinome eingeteilt (Kumar et al., 2007). Plattenepithel- und Adeno-karzinome
machen zusammen etwa 70 bis 75 % der Lungenkarzinome aus, das grofl3zellige
Lungenkarzinom etwa 10 %. Demzufolge stellt die Gruppe der NSCLC den grofiten
Anteil dieser Tumorentitdt dar. Circa 20 % der Tumore sind SCLC (http://
www.lungenkrebs-aktuell.de/, Stand: 16.06.2013).

Bei dieser Krebsform ist der Tabakkonsum einer der wichtigsten Risikofaktoren, aber
auch radioaktive/ionisierende Strahlung, Schimmelpilze auf Lebensmitteln, Fehlernah-
rung, Virusinfektionen und manche karzinogene Chemikalien fihren zu deren Ent-
stehung. Schadstoffbelastungen der Auflenluft tragen ebenfalls zur Entstehung bei
(http://www.cancerresearchuk.org/cancer-info/cancerstats/types/lung/riskfactors/,
Stand: 16.06.2013; Kaatsch et al., 2012).

Lungenkrebs verursacht oft keine besonders typischen Beschwerden und eine
Vererbbarkeit wird diskutiert. Symptome treten meist erst im metastasierenden Sta-
dium auf. In einigen Fallen kann er sich durch chronischen Husten und Auswurf
bemerkbar machen. Im spaten Stadium kommen Heiserkeit, Brustschmerz, obere
Einflussstauung, perikardiale oder pleurale Bluterglisse, dauernde segmentale
Atelektase oder Pneumonitis hinzu (http://www.krebsinformationsdienst.de/tumorarten/
lungenkrebs/frueherkennung.php, Stand: 16.06.2013; Kumar et al., 2007).

1.1.3 Speiserohrenkrebs

Im Jahr 2008 erkrankten in Deutschland 4.800 Manner und 1.380 Frauen an dem hoch
malignen und mit schlechter Prognose verbundenen Speiserbhrenkrebs. Manner wa-

ren somit vier- bis funfmal haufiger betroffen als Frauen. Die relative Funf-Jahres-
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Uberlebensrate ist aufgrund der haufig spaten Entdeckung ungiinstig und betrug in den
Jahren 2007 und 2008 bei Mannern 16 % und bei Frauen 20 % (Kaatsch et al., 2012).
Man differenziert Tumore der Speiseréhre (Osophagus) zwischen Adeno- und Platten-
epithelkarzinomen. Adenokarzinome des Osophagus haben ihren Ursprung in den Drii-
senzellen im unteren Teil der Speiseréhre nahe dem Mageneingang. Plattenepithel-
karzinome des Osophagus gehen aus dysplastischen Epithelzellen der mittle-ren und
unteren, selten der oberen, Speiseréhre aus (http://www.krebsinformationsdienst.de/
tumorarten/weitere-tumorarten/speiseroehrenkrebs.php, Stand: 16.06.2013). Sie sind
mit einem Anteil von 50 bis 60 % die dominierende Form dieser Tumorentitat. Ade-
nokarzinome sind mit 25 bis 30 % vertreten (Kaatsch et al., 2012).

Risiken fir die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms sind Tabak- und Alkohol-
konsum. Auch Vorerkrankungen wie die Veratzung der Speiserohre durch Sauren oder
Laugen, Veranderungen der Osophagusschleimhaut aufgrund von Eisenmangel (Plum-
mer-Vinson-Syndrom) oder die Achalasie férdern die Bildung dieser Karzinome.
Weiterhin sind eine ungesunde Erndhrung mit zu wenig Obst und Gemise sowie
Infektionen mit dem Bakterium Helicobacter pylori als Risikofaktoren beschrieben
(http://www.krebsinformationsdienst.de/tumorarten/weitere-tumorarten/speiseroehren
krebs.php, Stand: 16.06.2013; Kaatsch et al., 2012).

Der Hauptrisikofaktor fir das Adenokarzinom ist die chronische gastrodésophage-
ale Refluxkrankheit [gastroesophageal reflux disease (GERD)] (http://www.krebs
informationsdienst.de/tumorarten/weitere-tumorarten/speiseroehrenkrebs.php, Stand:
16.06.2013). Sie zeichnet sich durch den vermehrten Riickfluss von Magensaure in die
Speiserohre, einhergehend mit einer Entziindung der dsophagealen Mukosa, aus. Eine
mogliche Folge dieser Erkrankung bei etwa 10 % der Patienten ist die abnormale
Veranderung (Metaplasie) der 6sophagealen Mukosa (Plattenepithel) des distalen
Osophagus zum Barrett-Epithel (Zylinderepithel) (http://www.krebsinformations dienst.
de/tumorarten/weitere-tumorarten/speiseroehrenkrebs.php, Stand: 16.06.2013; Grund-
mann, 2008). Der so entstehende Barrett-Osophagus, erstmals durch Dr. Norman
Barrett 1950 beschrieben (Barrett, 1950), ist gegeniiber Sdureexposition widerstands-
fahiger (Kumar et al., 2007). Dieser wird jedoch als pramaligne eingestuft und geht mit
einem jahrlich steigenden Risiko von 0,5 bis 3,0 % fur die Entwicklung des 6so-
phagealen Krebs einher (Shaheen et al., 2000). Etwa 10 % der Patienten mit einer
Barrett-Schleimhaut erkranken an einem Adenokarzinom (Grundmann, 2008). Uber-
gewicht und unterschiedliche Pharmaka scheinen wiederum Risikofaktoren fur die

Entstehung der GERD und daher fiir die Entstehung von Adenokarzinomen des Oso-
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phagus zu sein. Auch Rauchen, ungesunde Ernahrung und Diabetes vom Typ Il wer-
den mit der Entstehung dieser Karzinome assoziiert (http://www.krebsinformations
dienst.de/tumorarten/weitere-tumorarten/speiseroehrenkrebs.php, Stand: 16.06.2013;
Kaatsch et al., 2012).

Auftretende Symptome bei dieser Tumorentitdt sind Schluckstérungen, Schmer-
zen beim Schlucken, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Fatigue und Schwache (Kumar
et al., 2007; http://www.krebsinformationsdienst.de/tumorarten/weitere-tumorarten/spei
seroehrenkrebs.php, Stand: 16.06.2013).

1.1.4 Angewendete Therapien

Therapieart und -plan, die bei Karzinomen des Darms, der Lunge und der Speiserdhre
angewendet werden, werden individuell nach so genannten evidenzbasierten Leit- und
Richtlinien, nach Art, Lokalisation und Ausdehnung der Erkrankung (Krankheits-
stadium), Befinden und Zustand des Patienten sowie bestehenden Vorerkrankungen
gewahlt. Zu den Standardbehandlungsverfahren zahlen die operative Entfernung des
Tumorgewebes, Strahlen- und Chemotherapie sowie die Radiochemotherapie. Neue
Medikamente, die gezielt in den Stoffwechsel der Tumorzellen eingreifen, oder Immun-
therapien erganzen die Standardbehandlungsverfahren beim Kolonkarzinom
(http://www.dkfz.de/de/presse/darmkrebs-zahlen-fakten.html, Stand: 16.06.2013). Bei
letzterem und dem Lungenkarzinom kommen auch zielgerichtete Therapien zum
Einsatz. Nahere Informationen zu den angewendeten Therapien sind der Deutschen
Gesellschaft fir Verdauungs- und Stoffwechselerkrankungen, der Deutschen Gesell-
schaft fur Pneumologie und Beatmungsmedizin, der Deutschen Krebsgesellschaft
sowie dem Krebsinformationsdienst zu entnehmen (Schmiegel et al., 2008; Goecken-
jan et al., 2010; Moehler et al., 2011; http://www.krebsinformations dienst.de/, Stand:
16.06.2013).

Die Krebsmortalitdt hat sich in den letzten drei Dekaden nicht wesentlich verandert
(Jemal et al., 2009). Die geringe Abnahme in den letzten Jahren bei einigen Tumor-
entitdten (Lungen-, Kolorektal-, Brust- und Prostatakrebs) ist jedoch nicht den besseren
Therapien, sondern eher der Einfuhrung von Praventions- und frihen Detektions-
kampanien (Kushi et al., 2006; Smith et al., 2006) zu verdanken. Daher wird der
Verbesserung von Therapien viel Bedeutung beigemessen.

Die Grundlage fur die Therapieverbesserung sind vor allem Kenntnisse Uber die
molekularen Mechanismen, die in den Karzinomzellen durch die Therapien ablaufen.

Dabei spielt die Entschlisselung von ausgeldsten Signalwegen eine zentrale Rolle.
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Zahlreiche Tumortherapien wirken Uber die Induktion von oxidativem Stress (Tandon et
al., 2005; Fang et al., 2009; Barrera, 2012; Montero & Jassem, 2011). Was bedeutet
nun oxidativer Stress, wie entsteht er und welche Mechanismen I6st er in Zellen aus?
Wie kann dieses Phanomen fir die Therapie von Krebs genutzt werden? Wie lassen
sich solche Therapien verbessern? Ein Einblick zu diesen Fragen wird in den fol-

genden Abschnitten gegeben.

1.2 Oxidativer Stress

Der Begriff ,oxidativer Stress” wurde durch Helmut Sies im Jahre 1985 gepragt (Sies,
1985). Bei diesem Phanomen spielen Pro- (OX) und Antioxidantien (AOX) eine Rolle.
Zu den OX, oxidative stressinduzierende Chemikalien, zdhlen ROS und reaktive
Stickstoffspezies [reactive nitrogen species (RNS)] sowie deren Intermediate. Diese
Spezies treten als Radikale oder Nichtradikale, atomar oder molekular in Erscheinung.
Zu den ROS werden z. B. die Radikale Superoxidradikalanion (O,¢"), Hydroxyl- (OHe),
Peroxyl- (ROQO¢) und Alkoxylradikal (RO<) sowie die Nichtradikale Wasserstoffperoxid
(H203), Hydroperoxid (ROOH), Ozon (Os), Hypochloritanion (OCI) und Singulett-
sauerstoff ('0,) gezahlt (Halliwell & Gutteridge, 2007).

ROS entstehen in gesunden Zellen hauptsachlich als Nebenprodukt des aeroben
Metabolismus. Der Hauptbildungsort ist die Atmungskette in den Mitochondrien
(Kamata & Hirata, 1999; Boveris & Chance, 1973; Abb. 1), die der Adenosintriphosphat
(ATP)-Gewinnung dient. Hierbei werden Elektronen in dem Elektronentransportsystem,
welches sich in der inneren mitochondrialen Membran befindet, vom Komplex |
[reduziertes Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) : Ubichinon-Oxidoreduktase]
und Komplex Il (Succinat : Ubichinon-Oxidoreduktase) auf den Komplex Il (Ubichinol :
Cytochrom-c-Oxidoreduktase) und davon ausgehend auf den Komplex IV (Cytochrom-
c-Oxidase) ubertragen. Am Ende werden die Elektronen auf Sauerstoff (O,) transferiert
und dadurch wird Wasser (H,O) gebildet. Die Energie des Elektronentransports wird fur
die oxidative Phosphorylierung verwendet, die zur ATP-Bildung fuhrt (Loffler, 2005).
Obwohl der Elektronentransport sehr effektiv ist, entweichen dennoch 1 bis 2 % der
Elektronen aus diesem System (Forman & Boveris, 1982), reagieren mit O, und bilden
durch die Ein-Elektronenreduktion das extrem instabile O, [Reaktion (1)]. Auch
Oxidasen und Oxygenasen wandeln O, zum Intermediarmetabolit O,*" um (Abb. 1).

Das O,*" dismutiert spontan und durch die Aktivitat der Superoxiddismutasen (SOD) zu
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H,O, [Reaktion (2); Abb. 1; Eberhardt, 2001; Fridovich, 1983]. Auch die divalente
Reduktion von O, zu H,0, ist mdglich (Fridovich, 1970).

Das langlebige und frei diffusionsfahige H,O, ist von allen intrazellularen ROS am
haufigsten vertreten. H,O, erhalt durch Oxidation von Thiolgruppen (-SH), durch die
metallkatalysierte endogen ablaufende Fenton-Reaktion (Haber-Weiss-Reaktion),
sowie durch die Reduktion durch Semichinone seine Toxizitat [Reaktion (3) bis (7);
Abb. 1; Ohlenschlager, 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007]. Es stellt durch seine Um-
wandlung zum OHe< daher Uberall, wo es prasent ist, eine potente Gefahr dar, das
reaktivste und schadlichste unter den ROS-Radikalen zu bilden. Dieses ist fir die mei-
sten radikalinitiierten Schaden in biologischen Systemen verantwortlich und kann nur
nichtenzymatisch durch Scavanger wie Mannit, Harnsaure, Vitamin E, Ethanol, Gluta-
thion (GSH), L-Cystein (L-Cys) und Melatonin neutralisiert werden (Jentzsch, 1997).

Enzymatische Schutzmechanismen zur Entfernung dieses Radikals existieren nicht.

+ + + +
e-+H e” +2H e” +H e” +H

(1) Ein-Elektronenreduktion 0O; —» O0y¢ — H,0; — OHe — H,0
(2) SOD: 20, +2H" — 0, + H0,

(3) Oxidation von -SH-Gruppen: R-SH + H,0, — R-S-OH + H,0O
(4) Fenton-Reaktion: Fe? + H,0, — Fe** + OHe + OH"
(5) Reduktion der Metalle: Fe* + Oy — Fe? + 0,

(6) Haber-Weiss-Reaktion [Summe aus (4) und (5)]: Oy + H,O; — O, + OHe + OH

(7) H,O,-Reduktion durch Semichinone: QHs+ + H,0; — Q + H,O + OH-
e - Elektron -OH - Hydroxygruppe
Fe?* - zweiwertiges Eisenion OH’ - Hydroxidion
Fe** - dreiwertiges Eisenion Q - Chinon
H* - Wasserstoffproton QH- - Semichinonradikal
-R - Seitenkette
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Abb. 1: Metabolische Wege von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
Modifiziert nach Kamata und Hirata (1999), ATP - Adenosintriphosphat, Cu -
Kupfer, Fe - Eisen, GSH/GSSG - Glutathion/Glutathiondisulfid, H" - Wasserstoff-
proton, H,O - Wasser, H,0, - Wasserstoffperoxid, NAD*/NADH - oxidierte/ redu-
zierte Form von Nicotinséureamid-Adenin-Dinukleotid, NADP*/NADPH - oxidier-
te/reduzierte Form von NAD-Phosphat, O, - Sauerstoff, O,* - Superoxid-radikal-
anion, OHe - Hydroxylradikal, ox - oxidiert, red - reduziert, Ref-1 - redox factor-1,
TRX - Thioredoxin

Im Korpergleichgewicht sorgen AOX flir eine physiologische Konzentration der ROS.
AOX konnen enzymatischer oder nichtenzymatischer Herkunft sein. Enzymatische
AOX sind beispielsweise die Katalasen, GSH-Peroxidasen und die SOD (Abb. 1). Als
nichtenzymatische AOX seien das GSH, Thioredoxin (TRX) und die Vitamine C (As-
corbinsaure) und E (a-Tocopherol) genannt (Halliwell & Gutteridge, 2007; Ohlen-
schlager, 2000).

Das Gleichgewicht zwischen OX und AOX ist von fundamentaler Bedeutung fur das
Uberleben und die Funktion einer Zelle. Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen
diesen zugunsten der OX mit pathophysiologischen OX-Mengen, nennt man dieses
Phanomen oxidativen Stress (Sies, 1985). Ausgel6st wird dieses Ereignis durch einen
Uberschuss an OX oder einen Mangel/eine Funktionsstorung an/der AOX (Abb. 2;
Scandalios, 2002).
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A 1

Gleichgewicht
AOX = OX

Oxidativer Stress
OX-Uberschuss

Oxidativer Stress
AOX-Mangel

Antioxidantien Oxidantien

Abb. 2: Oxidativer Stress: Ungleichgewicht zwischen Pro- (OX) und Antioxidantien (AOX)
Modifiziert nach Scandalios (2002); (A) Gleichgewicht zwischen dem pro- und anti-
oxidativen System unter normalen Bedingungen; Entstehung von oxidativem
Stress durch (B) einen Uberschuss an OX oder durch (C) einen Mangel/eine Funk-

tionsstérung an/der AOX

1.2.1 ROS-generierende Therapieformen

Uber oxidativen Stress wirkende Therapien sind vielfaltig. ROS entstehen z. B. durch
ionisierende Strahlung [z.B. Gamma (y)-Strahlen] im Zuge der Strahlentherapie (zu-
sammengefasst in Barrera, 2012). Dabei wird durch die lonisierung von H,O das OH-

gebildet [siehe Gleichung (8)].

(8) y-strahleninduzierte Radiolyse des Wassers: H;O + hv — He + OH* + e

ag. - aqua He - Wasserstoffradikal

e - Elektron hv - Energie der Strahlung
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Die Erzeugung von ROS ist ebenfalls ein Mechanismus von chemotherapeutischen
Agenzien (zusammengefasst in Montero & Jassem, 2011). Zu diesen z&hlen beispiels-
weise Bleomycin, Taxane, 5-Fluoruracil (5-FU) und rutheniumbasierende Medikamente
(zusammengefasst in Wondrak, 2009; Alexandre et al., 2006; Amin et al., 2012;
Vidimar et al., 2012). Uber verschiedene Mechanismen wie die metallabhéngige ROS-
Bildung (Bleomycin) und das Redoxcycling (Anthracycline) wird oxidativer Stress
induziert.

Weiterhin kann oxidativer Stress in den Tumorzellen induziert werden, indem die
antioxidative endogene Abwehr verringert oder inhibiert wird, die zytotoxischen ROS
direkt in die Tumorzellen Ubertragen oder die ROS-Produktion erhdht wird (zusammen-
gefasst in Tandon et al., 2005; Fang et al., 2009; Schumacker, 2006). Auch Kombi-
nationen aus diesen Methoden sind mdglich. Die Inhibierung des antioxidativen En-
zymstatus kann z. B. mithilfe eines Hamoxygenase-1 (HO-1)-Inhibitors erfolgen. Ge-
nutzte O,*- und H,O,-generierende Enzyme sind beispielsweise die Xanthin (XO)- und
D-Aminosaureoxidase (DAO) (zusammengefasst in Fang et al., 2009). Ferner kann
das intrazellulare GSH-System Ziel einer Therapie sein (Schumacker, 2006), indem
beispielsweise oxidiertes Glutathion im Uberschuss in die Zellen eingebracht wird
(Townsend et al., 2008). Dadurch wird das Verhaltnis von reduziertem zu oxidiertem
Glutathion gestoért und somit oxidativer Stress induziert.

Auch die hyperthermische Therapie fihrt zu einem Redox-Ungleichgewicht zugunsten
der OX (zusammengefasst in Bettaieb et al., 2013). Zudem sei die photodynamische
Therapie (PDT) als eine auf oxidativen Stress basierende Tumortherapie genannt
(zusammengefasst in Dolmans et al., 2003). Die Induktion einer durch Immunzellen
(Makrophagen, Neutrophile) induzierten Immunantwort, die ebenfalls Gber ROS wirkt,
kann ebenso genutzt werden, um Karzinomzellen zu téten (zusammengefasst in
Barrera, 2012). Weitere ROS-produzierende Therapien sind die Os-Therapie, Uber-
drucksauerstofftherapie, intravendse Vitamin-C-Uberdosis, die Howes-'0,- und die
H,O,-Krebstherapie (zusammengefasst in Howes, 2010). Dies ist nur eine Auswahl an
Therapien, die Uber oxidativen Stress wirken, und keinesfalls eine vollstandige Auf-

listung.
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1.2.2 Folgen oxidativen Stresses

ROS lésen ein breites Spektrum von Zellantworten aus, das von der Konzentration, der
Expositionsdauer, der Lokalisation, der Natur der involvierten ROS und dem betrof-
fenen Zelltyp abhangig ist (Storz, 2005).

Als Reaktion auf einen geringen ROS-Anstieg findet in den Zellen die Wieder-
herstellung der Redox-Homoostase mithilfe von in der Zelle vorhandenen Detoxi-
fikatoren (intrazellulare redoxregulierende Molekiile, AOX) statt (zusammengefasst in
Valko et al., 2007). Ein milder bis moderater Anstieg der ROS-Konzentration kann die
Zellproliferation (beschleunigtes Wachstum) oder einen Wachstumsarrest (Zellzyklus-
arrest) nach oxidativen Schaden auslésen (Abb. 3 A; zusammengefasst in Boonstra &
Post, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). Von oxidativen Schaden betroffene Molekile
sind Kohlenhydrate, Lipide, Nukleinsduren und Proteine (Abb. 3 B), was folglich zum
Verlust deren zellularer Funktion fihren kann. Folgen dieser Schaden sind die Initiation
von Signaltransduktionskaskaden mit der Aktivierung der Transkription und dadurch
die Auspragung eines Zellzyklusarrests (Abb. 3 B; zusammengefasst in Boonstra &
Post, 2004). Im Falle einer erfolgreichen Reparatur bleibt die Zelle lebensfahig
(Abb. 3 B). Die in der Zelle ausgel6sten Ereignisse, wenn sie nicht durch das Anschal-
ten der deoxyribonucleic acid (DNA)-Schadensreparatur und Ersatz der geschadigten
Molekiile erfolgreich zur Wiederherstellung einer intakten Zelle fihren, also zu starke
Schaden bestehen, entscheiden darlber, ob eine Zelle einen permanenten Zellzyklus-
arrest (Seneszenz), den Zelltod vollzieht oder mit bleibenden Schaden berlebt (Abb. 3
A, B; zusammengefasst in Boonstra & Post, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). Ex-
zessive ROS-Mengen dagegen fihren zu stark erhdhten oxidativen Schaden, die oft

umgehend den Zelltod ausldsen.
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Abb. 3: Folgen von oxidativem Stress durch ROS
(A) Folgen steigender ROS-Level modifiziert nach Benhar et al. (2002) und
(B) Einzelheiten und Kreuzverbindungen der Folgen
DNA - deoxyribonucleic acid, RNA - ribonucleic acid, ROS - reactive oxygen

species
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1.2.2.1 DNA-Schaden

Die oxidative Schadigung der DNA kann mit Veranderungen und Verlust biologischer
Informationen und genetischer Regulationen verbunden sein. Dabei auftretende Scha-
den sind Einzel- [single-strand breaks (SSBs)] und Doppelstrangbriiche [double-strand
breaks (DSBs)]. Die Basen der DNA koénnen modifiziert und ersetzt werden oder
verloren gehen (Verlust: apurinic bzw. apyrimidinic site, AP-Stellen genannt). Folgen
der DNA-Schaden sind Mutationen, Chromosomen- und Chromatidenaberrationen wie
Deletionen, Translokationen und Fusionen, die Transversionen oder Replikationssto-
rungen ausldsen. Die erzeugten Mutationen kénnen Veranderungen der Transkription,
des messenger RNA (mRNA) splicing und der Translation auslésen und damit zu
veranderten Proteinen fuhren (zusammengefasst in Halliwell & Gutteridge, 2007;
Berquist & Wilson, 2012; Cooke et al., 2003).

DNA-Schaden werden Uber ein System von Detektoren erkannt und von diesen auf
Transducer und Effektoren Ubertragen (Signaltransduktion) (zusammengefasst in Free-
man & Monteiro, 2010). Folglich kann es zur Aktivierung einer entsprechenden Zell-
antwort kommen (Abb. 3).

Eine der frihesten Signaltransduktionen in der DNA-Schadensantwort [DNA damage
response (DDR)] nach der Erkennung des DNA-Schadens ist die Aktivierung der
Kinasen ataxia telangiectasia mutated (ATM) und ataxia telangiectasia and Rad3
related (ATR) (zusammengefasst in Freeman & Monteiro, 2010). Diese kénnen die
Histonvariante H2AX am Serin 139 (p-H2AX%*"*°) in unmittelbarer Nidhe von DNA-
Schaden phosphorylieren. So findet eine Markierung der DNA-Schaden statt. Die
Phosphorylierung durch ATM erfolgt nach DSBs (Burma et al., 2001), durch ATR nach
SSBs und Replikationsstress (Ward et al., 2004; Ward & Chen, 2001). Diese phos-
phorylierte Form des H2AX, y-H2AX genannt (Rogakou et al., 1998), spielt eine
Schlisselrolle in der DDR, da sie zur Akkumulation der DNA-Schadensmeldung bei-
tragt und DNA-Reparaturkomplexe an die geschadigte DNA rekrutiert und somit die
DNA-Reparatur einleitet (zusammengefasst in Fernandez-Capetillo et al., 2003). Das
y-H2AX spielt im Chromatin-Remodeling eine Rolle, um die Dissoziation von DNA-
Strangbruchenden zu verhindern, und es erhdht die DSB-Prozessierung und die Repa-
ratureffizienz. Ferner rekrutiert es Cohesin, um die schwesterchromatidabhangige Re-
kombinationsreparatur zu ermdglichen. Diese Histonmodifikation ist auRerdem fur die
Aktivierung von speziellen DNA-schadenssensitiven Proteinen durch ATM not-wendig
(zusammengefasst in Podhorecka et al., 2010). Diese wiederum kénnen einen

Zellzyklusarrest auslosen, der Zeit fir die Reparatur der DNA-Schaden gibt.
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1.2.2.2 Zellzyklusarrest

Die Regulation des sich in die Mitose (M)- und Interphase [gap 1 (G1)-, Synthese (S)-,
gap 2 (G2)-Phase] gliedernden Zellzyklus durch oxidativen Stress ist abhangig von
dessen Intensitdt und Dauer (zusammengefasst in Boonstra & Post, 2004). Geringer
oxidativer Stress fordert die Proliferation, treibt also die Zellzyklusprogression voran
(Abb. 3 A; Kim et al., 2012; Zhou et al., 2011; Park et al., 2006). Hingegen induziert
moderater und hoher oxidativer Stress einen Zellzyklusarrest (Abb. 3 A; Habold et al.,
2008; Poehlmann et al., 2011; Chua et al., 2009), um die entstandenen Schaden zu
reparieren und die Ubertragung der korrekten genetischen Information auf die Toch-
terzellen zu gewahrleisten. Der Zellzyklusarrest wird an bestimmten Kontrollpunkten
(Checkpoints) ausgeldst (Abb. 4). Dies sind Punkte, an denen die Zelle wichtige Pro-
zesse durchfuhrt, z. B. die Replikation initilert (G1/S-Checkpoint, nachfolgend G1-
Checkpoint genannt) oder in die Mitose eintritt (G2/M-Checkpoint, nachfolgend G2-
Checkpoint genannt). Sind die Bedingungen flr diese Prozesse nicht erfillt oder
werden DNA-Schaden durch Detektoren erkannt, so wird an diesen Punkten der
Zellzyklus gestoppt. Am G1-Checkpoint wird die Replikation geschadigter DNA durch
Blockieren des Eintritts in die S-Phase verhindert. Falls DNA-Schaden nach dem G1-
Checkpoint oder Probleme bei der Replikation der DNA in der S-Phase auftreten, wird
der Intra-S-Phase-Checkpoint aktiviert. Dieser blockiert die weitere Replikation. Scha-
den nach dem Intra-S-Phase-Checkpoint werden durch die Akti-vierung des G2-
Checkpoint kontrolliert. Dieser verhindert dann den Eintritt in die Mitose. Treten Pro-
bleme bei dem Aufbau der mitotischen Spindel auf, wird der M-Phase-Checkpoint
aktiviert (zusammengefasst in Alberts et al., 2011; Daniel, 2002).

Die Zellzyklusprogression wird durch eine Vielzahl von Proteinen, den Teilungszu-
stand und durch vorhandene DNA-Schaden gesteuert. Wichtige regulatorische Pro-
teine, welche die Progression und das Uberschreiten der Checkpoints vorantreiben,
sind die zyklinabhdngigen Kinasen [cyclin-dependent kinases (Cdks)] und mit ihnen im
Komplex gebundene Zykline. In den verschiedenen Zellzyklusphasen sind unter-
schiedliche Cdks und Zykline aktiv (Abb. 4). Die Aktivitat der Cdks kann positiv Uber die
Bindung der Zykline und negativ Uber die Bindung von Cdk-Inhibitoren reguliert werden
(Abb. 4; zusammengefasst in Alberts et al., 2011; Daniel, 2002). Zu den letzteren zah-
len beispielsweise die Proteine p21VA"' p27, p57, p16, p19 und p18 (zusammen-
gefasst in Vogt & Reed, 1998), welche Zellzyklusarreste in den unterschiedlichen

Zellzyklusphasen vermitteln (Abb. 4; zusammengefasst in Daniel, 2002).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Zellzyklusphasen mit Kontrollpunkten (Checkpoints)

und regulierenden Proteinen [Zykline, cyclin-dependent kinases (Cdks) und Cdk-
Inhibitoren (orange hinterlegt)]
Modifiziert nach Daniel (2002). G0/1/2 - gap-0/1/2-, M - Mitose-, S - Synthesephase

Die Cdk-Inhibitoren kénnen nach DNA-Schaden durch verschiedene Signaltrans-
duktionswege aktiviert werden, was folglich zum Zellzyklusarrest flhrt (Sherr & Ro-
berts, 1995). Erwahnt sei an dieser Stelle der ATM/ATR-Chk1/2-Signalweg, der sowohl
einen G1- als auch einen G2-Arrest induzieren kann (Abb. 5; zusammengefasst in
Poehimann & Roessner, 2010). Hierbei entscheidet, wie zuvor beschrieben, die Art des
DNA-Schadens uber die jeweilige Aktivierung der entsprechenden Kinase. ATM und
ATR sind Teile eines Multiproteinkomplexes, der im Chromatin mit geschadigter DNA
bindet. Einmal gebunden, kénnen sie eine Vielzahl von Proteinen phosphorylieren, die
an Zellzyklus-Checkpoints (Abb. 5; zusammengefasst in Poehlmann & Roessner,
2010) und der DNA-Reparatur (Summers et al., 2011) teilnehmen.
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Abb. 5: G1- und G2-Checkpoint-Regulation nach ATM/ATR-Aktivierung
Modifiziert nach Poehlmann & Roessner (2010), ATM - ataxia telangiectasia
mutated, ATR - ataxia telangiectasia and Rad3 related, Cdc25A/C - cell division
cycle 25A/C, Cdk - cyclin-dependent kinase, Chk1/2 - Chk1/2 checkpoint homolog

(S. pombe), Mdm2 - mouse double minute 2 homolog, Myt1 - myelin transcription

factor 1, p21"AF" - cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, p53 - tumor protein 53,
Rb - retinoblastoma 1, Wee - Wee1 homolog (S. pombe); G1/2, M, S - Zellzyklus-
phasen

ATM vermittelt hauptsachlich durch die Phosphorylierung des Chk2 checkpoint homo-
log (S. pombe, Chk2) und des tumor protein p53 (p53) einen Zellzyklusarrest. ATR mit
ahnlichen Aktivitaten verwendet vorzugsweise Chk1 checkpoint homolog (S. pombe,
Chk1) und p53 als Substrate (zusammengefasst in Poehimann & Roessner, 2010).
Dennoch kénnen beide Kinasen sowohl Chk1 als auch Chk2 phosphorylieren (Dai &
Grant, 2010). P-Chk1/2 wiederum aktivieren p53 und inaktivieren cell division cycle
25A/C (Cdc25A/C) durch Phosphorylierung, wodurch eine Vernetzung der ATM-ATR-
Antwort besteht (Smith et al., 2010). Somit kann die Phosphatase Cdc25A den Cdk2-
Zyklin-E-Komplex nicht mehr aktivieren und folglich die Progression von der G1- in die
S-Phase nicht mehr ermdéglichen. Unphosphoryliertes Cdc25C fordert die Pro-gression
von der G2- in die M-Phase durch Dephosphorylierung des Cdk1-Zyklin-B-Komplexes.
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Die Phosphorylierung von Cdc25C fuhrt dazu, dass diese Phosphatase Cdk1 nicht
mehr dephosphorylieren kann, womit die Aktivierung des Cdk1-Zyklin-B-Komplexes
und der Ubergang von G2 nach M ausbleibt und die Zelle einen G2-Arrest vollzieht.
Das p53 nimmt downstream von Chk1/2 einen hohen Stellenwert in der DNA-
Schadensantwort ein. DNA-Schaden induzieren einen Anstieg der p53-Proteinsta-
bilitdt durch Phosphorylierung des p53. Phosphoryliertes p53 kann nicht mehr mit
mouse double minute 2 homolog (Mdmz2) interagieren und wird daher nicht mehr
Mdm2-vermittelt degradiert. Der durch Phosphorylierung aktivierte Transkriptionsfak-
tor p53 induziert die Expression des Gens cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
(CDKN1A), welches fiir den Zellzyklusinhibitor p21"VA"" kodiert (letzter Abschnitt zu-
sammengefasst aus Alberts et al., 2011; Poehimann & Roessner, 2010). Ferner stimu-
liert p53 die Expression des Gens 74-3-30, dessen Proteinprodukt den Cdk1-Zyklin-
B1-Komplex durch den Transport vom Kern ins Zytoplasma inaktiviert und infolge-
dessen den Ubergang von der G2- zur M-Phase blockiert (Hermeking et al., 1997).
Aulerdem inhibiert p53 die Cdk7- und Zyklin-B1-Expression und induziert dadurch
ebenfalls einen G2-Arrest (Azzam et al., 1997; Innocente et al., 1999). Auch das
growth arrest and DNA-damage-inducible (GADD45)-Protein, welches mit dem proli-
ferating cell nuclear antigen (PCNA) interagiert und folglich den Durchlauf durch die
S-Phase inhibiert, wird durch p53 hochreguliert (Kastan et al., 1992). Reprimo, eben-
falls durch p53 induziert, blockiert die G2-Phase (Ohki et al., 2000).

P21"WA"1 " welches auch p53-unabhingig hochreguliert werden kann (Sheikh et al.,
1994), nimmt eine sehr bedeutende Rolle unter den Cdk-Inhibitoren ein, da es nach
seiner Akkumulation verschiedene Cdk-Zyklin-Komplexe hemmen kann (Abb. 4; Xiong
et al., 1993; zusammengefasst in Cmielova & Rezacova, 2011). Es inhibiert die aktiven
Komplexe Cdk4/6-Zyklin D, Cdk2-Zyklin E, Cdk2-Zyklin A und cell division cycle 2
(Cdc2)-Zyklin A/B durch Bindung der Cdks und kann infolgedessen einen Zellzyklus-
arrest in den Phasen G1, S und G2 induzieren. Es ist weiterhin in der Lage das PCNA
zu binden und hemmt dadurch dessen Fahigkeit die DNA-Polymerase delta (Pol &) und
folglich die DNA-Synthese zu aktivieren (zusammengefasst in Cmielova & Rezacova,
2011). Es degradiert das retinoblastoma 1 (Rb) und Zyklin B1 (Broude et al., 2007,
Gillis et al., 2009). AuRerdem reguliert p21"F" die DNA-Methyltransferaseaktivitat ne-
gativ und die Expression von Genen, die im Zellzyklusarrest involviert sind (Chuang et
al., 1997; Chang et al., 2000). Die umfassenden Funktionen der Proteine p53 und
p21"A"" in der Regulation des Zellzyklus nach DNA-Schadigung zeigen deren zentrale

Stellung in diesem Prozess.
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Die beschriebenen ATM/ATR-Zellzyklusregulationsmechanismen sind gut untersucht.
Ein weiteres System der Zellzyklusregulation nach DNA-Schaden stellt die Aktivierung
der mitogen-activated protein kinases (MAPKs) p38-mitogen-activated protein kinases
(p38), c-Jun amino-terminal kinases (JNK) und extracellular signal-regulated kinases
(ERK) dar, die ebenfalls einen G1- und G2-Arrest vermitteln kénnen (zusammenge-
fasst in Poehlmann & Roessner, 2010).

Werden die Schaden durch oxidativen Stress wahrend eines transienten Zellzyklus-
arrests nicht repariert, so kommt es zum Insult, zur Mutagenese, Karzinogenese oder
die Zelle leitet Uiber die Checkpoints Seneszenz oder den Zelltod ein (zusammenge-
fasst in Boonstra & Post, 2004), um die DNA-Schaden nicht auf die Tochterzellen zu

Ubertragen.

1.2.2.3 Zelltod

Die Art des Zelltods ist abhangig vom Schweregrad des oxidativen Schadens. Der
physiologische Zelltod, die Apoptose, wird bei niedrigem und moderatem oxidativen
Stress und der pathologische Zelltod, die Nekrose, bei massivem oxidativen Stress
ausgeldst (zusammengefasst in Boonstra & Post, 2004; Pelicano et al., 2004).

Bei der Nekrose kommt es zum schnellen Verlust des zellularen Membranpotentials
aufgrund von Energieverarmung und lonenpumpen-/lonenkanalenversagen, was zum
lonen- und Wassereinstrom, zum Schwellen der Zellen und Zellorganellen und zum
Verlust der Membranintegritat fihrt. Die Zellen platzen (Zytolyse) und die zellularen
Bestandteile werden in den Extrazellularraum freigesetzt. Folglich kommt es zu einer
Entziindungsreaktion und Schadigung des umliegenden Gewebes (zusammengefasst
in Kroemer et al., 2009; Scaffidi et al., 2002). Die Nekrose wurde lange als passiver
und nichtregulierter Prozess betrachtet. Seit der letzten Dekade zeigte sich jedoch,
dass dieser Prozess unter physiologischen und pathologischen Bedingungen sehr wohl
reguliert ist (zusammengefasst in Kroemer et al., 2009; Proskuryakov & Gabai, 2010).
Das Schlusselprotein der geregelten Nekrose (dann Nekroptosis genannt) ist die
Kinase receptor-interacting protein 1 (RIP1) (zusammengefasst in Kreuzaler & Watson,
2012), welche z. B. durch oxidativen Stress und DNA-Schaden aktiviert wird (zusam-
mengefasst in Proskuryakov & Gabai, 2010). Diese Kinase Ubertragt das Signal auf die
Mitochondrien, auch Uber JNK, und verursacht deren Kollaps (mitochondriale Apop-
tose, Mitoptose) (Skulachev, 2006). Dadurch werden zweiwertige Kalziumionen (Ca*"),
verschiedene Proteasen und Phospholipasen freigesetzt, was vermutlich zur Mem-

branzerstorung fuhrt (Lemasters et al., 1999; Bernardi et al., 2001). Als weiteres Merk-
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mal der Nekrose wurde die zufallige/ungeordnete DNA-Degradierung beschrieben, die
vermutlich durch die DNasen | und Il vermittelt wird (Tsukada et al., 2001; Gaipl et al.,
2004). AuRerdem wurde dem Protein p53 in der Nekrose eine Funktion zugeschrieben.
Durch oxidativen Stress akkumuliert p53 in der mitochondrialen Matrix und I6st die
Offnung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore (PTP) durch physische
Interaktion mit der PTP-Komponente Cyclophilin (CypD) aus (Vaseva et al., 2012).
Infolgedessen kommt es zur Permeabilitatstransition und Nekrose.

Die energieabhangige Apoptose 16st im Vergleich zur Nekrose keinen Entziindungs-
herd und Gewebeschaden aus (Shacter et al., 2000). Im frilhen Stadium des akkurat
geregelten Prozesses der Apoptose werden Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifische
Proteasen, Casp) aktiviert (Abb. 6), die viele Proteinsubstrate spalten und so den Pro-
zess der Apoptose vorantreiben. Phosphatidylserine (PS) werden von der inneren in
die aulere Zellplasmamembran transloziert. Das Chromatin kondensiert und die DNA
wird durch aktivierte Endonukleasen [z. B. caspase-activated DNase (CAD)] inter-
nukleosomal geordnet fragmentiert. Die Zelle schrumpft samt Zellkern (Kontraktion des
Zytoskeletts) und 16st sich aus dem Zellverband. Abgeschlossen wird der Prozess
durch Blaschenbildung (blebbing, Zeiose) an der Kern- und Plasmamembran unter
Bildung von apoptotischen Kdrperchen, die Teile des Zellkerns und die Zellorganellen
einschlielen (Absatz zusammengefasst aus Alberts et al., 2011; Kroemer et al., 2009).
Diese werden in vivo schnell durch Phagozyten oder Nachbarzellen phagozytiert und
abgebaut, die z. B. die exponierten PS als ,eat me“-Signal erkennen (Hochreiter-
Hufford & Ravichandran, 2013). Im spaten Stadium, wenn die apoptotischen Zellen
nicht phagozytiert wurden, kann es zur Plasmamembranpermeabilisierung und fol-
genden ,sekundaren Nekrose“ kommen (zusammengefasst in Silva, 2010). Externe
Stimuli aktivieren den extrinsischen (todesrezeptorvermittelten), interne Stimuli (z. B.
DNA-Schaden) den intrinsischen (mitochondrienvermittelten) Signalweg der Apoptose
(Abb. 6). Der extrinsische Weg wird iber die Bindung eines Todesliganden wie z. B.
des tumor necrosis factor alpha (TNF-a) an Transmembrantodesrezeptoren wie dem
TNF rezeptor 1 (TNFR1) eingeleitet. Am Todesrezeptor kommt es zur Interaktion der
Adapterproteine TNFRSF1A-associated via death domain (TRADD), Fas (TNFRSF6)-
associated via death domain (FADD) und der Procaspase 8. Dadurch wird der death
inducing signaling complex (DISC) gebildet und die Caspase 8 durch Oligomerisierung
autoproteolytisch gespalten und aktiviert. Diese Initiatorcaspase aktiviert dann durch
Spaltung die downstream-Effektorcaspase 3. Caspase 3 kontrolliert die Selbstzersto-

rung der Zelle durch die Spaltung der Caspasen 6 und 7 sowie durch Spaltung von
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zytoskeletalen Proteinen und Kernlaminen. Ferner aktiviert sie CAD, welche wiederum
die DNA fragmentiert. Der intrinsische Signalweg wird durch proapoptotische Mitglieder
der B-cell CLL/lymphoma 2 (Bcl-2)-Familie wie dem Bcl-2-associated X protein (BAX)
vermittelt (Abb. 6). Wird dieses nicht ausreichend durch Interaktion mit dem anti-
apoptotisch wirksamen Bcl-2 inhibiert, so transloziert es vom Zytosol zu der aufieren
mitochondrialen Membran und erfahrt dort eine Konformationséanderung. Diese Kon-
formationsanderung ermoglicht es dem BAX, in die aulRere Mitochondrienmembran als
Oligomer zu inserieren und eine Pore zu bilden [mitochondrial apoptosis-induced
channel (MAC)]. Ferner interagiert es mit den spannungsabhangigen Anionenkanalen
[voltage-dependent anion channel (VDAC)] und induziert damit deren Offnung. Diese
Kanale erhéhen die mitochondriale Membranpermeabilitat, wodurch es zur Freilassung
von proapoptotischen mitochondrialen Proteinen wie dem Cytochrom ¢ kommt. Die
Freisetzung dieser Proteine ins Zytosol ist ein Ereignis, das die Zelle irreversibel in die
Apoptose fuhrt. Im Zytosol bildet das Cytochrom ¢ mit dem apopftotic peptidase
activating factor 1 (APAF1) und der Procaspase 9 einen Multiproteinkomplex, der
~LApoptosom“ genannt wird. Die Bindung der Caspase 9 an diesen Komplex flihrt zu
deren Aktivierung. Die aktivierte Initiatorcaspase 9 wiederum spaltet die Effektor-
caspasen 3 und 7. Somit minden sowohl der intrinsische als auch der extrinsische
Signalweg der Apoptose in der Aktivierung der Caspasen 3, 6 und 7 (Absatz zu-
sammengefasst aus Alberts et al.,, 2011; Kroemer et al., 2009; Botchkareva et al.,
2006). AuBerdem kann die Caspase 8 Uber das Molekll BH3 interacting domain death
agonist (Bid), welches BAX aktiviert, den intrinsischen Weg initiieren (zusammen-
gefasst in Ulukaya et al.,, 2011; Schug et al., 2011). Dem Protein p53 ist in der
Apoptose ebenfalls eine zentrale Funktion zuzuschreiben (zusammengefasst in Sulli-
van et al., 2012). Es induziert nach Aktivierung bei nicht zu reparierenden DNA-
Schaden die Expression von Todesrezeptoren (zusammengefasst in Ryan, 2011),
welche die Bildung des DISC induzieren und schliellich die Caspase 8 aktivieren.
Ferner induziert p53 die proapoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder BAX, phorbol-12-
myristate-13-acetate-induced protein 1 (Noxa) und pb3 up-regulated modulator of
apoptosis (Puma), die die Permeabilisierung der auferen Mitochondrienmembran
vermitteln (zusammengefasst in Sullivan et al., 2012; Ryan, 2011). Durch die Trans-
aktivierung der Todesrezeptoren und der Bcl-2-Familienmitglieder kommt es zur Aus-
I6sung der Apoptose Uber den extrinsischen und intrinsischen Weg. Im mitochon-
drialen p53-Programm der Apoptose (zusammengefasst in Vaseva & Moll, 2009)

interagiert p53 mit den Bcl-2-Familienproteinen Bcl-2-like 1 (bcl-xL) und Bcl-2 und
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neutralisiert dadurch ihre inhibitorischen Effekte auf BAX und Bcl-2-antagonist/killer
(BAK). Durch die Interaktion mit bcl-xL wird auch proapoptotisches truncated Bid (1Bid),
welches im Komplex mit bcl-xL vorliegt, freigesetzt. Ferner interagiert p53 in diesem
Programm mit BAK und setzt es demzufolge vom inhibitorischen Komplex mit dem
antiapoptotischen myeloid cell leukemia sequence 1 (Bcl-2-related, Mcl1) frei. Auch
BAX bindet p53. Durch diese Interaktionen werden BAK und BAX durch p53 zur
Porenbildung stimuliert und die Permeabilisierung der au3eren mitochondrialen Mem-

bran und demzufolge die Apoptose ausgeldst (Mihara et al., 2003).
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Abb. 6: Extrinsischer (A) und intrinsischer (B) Apoptosesignalweg
Modifiziert nach http://edoc.hu-berlin.de/habilitationen/daniel-peter-2002-11-05/
HTML/chapter2.html, APAF1 - apoptotic peptidase activating factor 1, ATP -
Adenosintriphosphat, BAX - Bcl-2-associated X protein, Bcl-2 - B-cell CLL/lym-
phoma 2, BH3 - BH3-Domane, Bid - BH3 interacting domain death agonist,
Casp/Caspase - Cystein-Aspartat-spezifische Protease, FADD - Fas (TNFRSF6)-

associated via death domain, tBid - truncated Bid
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1.2.3 Uberwindung der Resistenz bei der oxidativen stressinduzierenden
Therapie durch Ausschalten von DNA-Schadens-Checkpoint-Pro-

teinen

Die zentrale Funktion der oxidativen stressinduzierenden Therapien ist die Induktion
eines erhdhten intrazelluldaren ROS-Levels mit daraus resultierenden DNA-, Zell-
struktur- und Zellfunktionsschaden, die schlussendlich zu Zellzyklusarrest und/oder
Zelltod flihren (zusammengefasst in Ozben, 2007). Vorrangig wird hierbei der Zelltod
angestrebt, um die Krebszellen zu eliminieren, da ein temporarer Zellzyklusarrest und
erfolgreiche Reparaturprozesse zum Uberleben und Proliferation der Zellen fiihren
kdénnen.

Die oxidative stressinduzierende Therapie macht sich den veranderten Metabolismus
der Krebszellen zu Nutze (zusammengefasst in Trachootham et al., 2009a). Krebs-
zellen nutzen die aerobe Glykolyse (Warburg-Effekt) zur ATP-Gewinnung und weisen
z. B. aufgrund von Onkogenaktivierung, erhéhter metabolischer Aktivitat, mitochondri-
alen Mutationen (mtDNA-Mutationen) und Defekten sowie aufgrund von chronischen
Entziindungen ein erhohtes intrinsisches ROS-Level auf (zusammengefasst in Peli-
cano et al., 2004; Liou & Storz, 2010). Aullerdem zeigen sie einen veranderten O,-
Metabolismus (Dysoxic Metabolism), bei dem O, nicht Uber die oxidative Phospho-
rylierung, sondern durch ROS-Bildung verstoffwechselt wird, wodurch verstarkt
endogen ROS wie O, und H,O, entstehen (zusammengefasst in Lopez-Lazaro,
2010). Das fuhrt zu einem standigen Redox-Ungleichgewicht zugunsten der ROS. Die
hohe ROS-Produktion und die dadurch entstehende Abhangigkeit der Krebszellen von
AOX werden in der oxidativen stressinduzierenden Therapie ausgenutzt. Man hebt die
ROS-Konzentration soweit an, dass vermutlich die antioxidative Kapazitat der Krebs-
zellen erschopft wird und folglich durch ROS-Stress selektiv nur Krebszellen ge-
schadigt werden (Abb. 7 A; zusammengefasst in Lopez-Lazaro, 2010; Trachootham et
al., 2009a; Pelicano et al., 2004). Krebszellen erreichen dabei aufgrund des erhdhten
intrazellularen oxidativen Stresses schneller die Schwelle/Grenze der ROS-Toleranz
als gesunde Zellen, die ein geringeres Level an ROS aufweisen. Daraus wirden in den
Krebszellen gravierende DNA-Schaden resultieren, die in der Endkonsequenz den
ROS-induzierten Zellzyklusarrest und/oder Zelltod nach sich ziehen. Vorteil dieser
Therapieform ist, dass normale Zellen weitestgehend unbeschadigt bleiben.

Des Weiteren werden die Krebszellen auch dadurch starker geschadigt, da sie haufig

eine fehlerbehaftete DNA-Schadensreparatur und zusatzlich eine héhere Zellteilungs-
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rate aufweisen. Bei dem Versuch, die durch ROS verursachte geschadigte DNA zu
replizieren, werden bei zu hohen Schadigungen apoptotische Mechanismen ange-
schaltet. Aus diesem Grunde ist die Schadigung hauptsachlich fiir sich replizierende
Zellen toxisch (Kennedy & D'Andrea, 2006).

Ein weiterer Vorteil der oxidativen stressinduzierenden Therapie ist die Beeinflussung
mehrerer Signalwege durch die ROS, womit entstehende Therapieresistenzen redu-
ziert werden (Montero & Jassem, 2011).

Dennoch koénnen einige Krebszellen durch verschiedenste Mechanismen dem
oxidativen Stress entgehen (Resistenz; http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/tx200539j,
Stand: 19.06.2013; Trachootham et al., 2009b). In ihnen sind beispielsweise Proteine
der DNA-Schadensantwort, also der Kontrolle der Zellzyklus-Checkpoints, des DNA-
Reparatursystems und der Apoptose, durch z. B. Mutationen im entsprechenden Gen,
epigenetische Veranderungen und posttranslationale Modifikationen verandert (www.
ddresponse.eu/damage_response.html, Stand: 19.06.2013). Dies kann dann zu Dere-
gulationen und zur Funktionsstérung oder -veranderung dieser Proteine flhren. Die
Folgen sind beispielsweise unkontrollierte Proliferation, defekte Zellzyklus-Check-
points, Apoptoseresistenz sowie veranderte Reaktionen auf Stress im Zuge der Thera-
pie. Als Beispiel sei das Gen tumor protein p53 (TP53), welches flur das Tumor-
suppressorprotein p53 kodiert, genannt (Varna et al., 2011). Dieses ist in etwa 50 %
der Tumore mutiert oder weist eine Proteinderegulation auf (http://p53.free.fr/p53_info/
p53_cancer.html, Stand: 19.06.2013; Suzuki & Matsubara, 2011; Dai & Gu, 2010;
Sherr & McCormick, 2002). Da dieses sowohl in Zellzyklus- und Zelltodregulation
involviert ist, erklart es seine Bedeutung in der Therapieantwort.

Konventionelle nichtoperative Antikrebstherapien, wie Bestrahlung und Chemothe-
rapie, induzieren haufig wenig Zelltod in Tumorzellen (l1zzo et al., 2006). Krebszellen,
die eine geringe zelltodausloésende Antwort auf oxidativen stressinduzierten DNA-
Schaden zeigen, vollziehen meist einen Zellzyklusarrest, was ihr Uberleben sichern
kann (Vousden & Prives, 2009). Das aktuelle Ziel der Wissenschaftler ist daher die
Aufklarung der molekularen Antworten der Krebszellen auf oxidativen Stress und da-
durch eine pathologische Antwort der Krebszellen vorherzusagen sowie die Entwick-
lung und Verbesserung der Therapien zu erreichen. Damit einhergehend soll eine Er-
héhung der Zelltodsensitivitat erzielt werden.

Die meisten Krebszellen weisen einen deregulierten G1-Checkpoint aufgrund von
Mutationen in TP53- und Rb-Tumorsuppressorgenen oder aufgrund einer Gleichge-

wichtsstérung der Zykline, Cdks und ihrer Inhibitoren auf (Sherr, 1996; Massagué,
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2004). Damit sind diese Krebszellen auf die Aktivierung der Intra-S- und G2-Check-
points angewiesen, um dem Zelltod zu entgehen. Diese sind z. B. von der ATR/Chk1-
Signaltransduktion abhangig. Die Inhibierung von ATR oder Chk1 fuihrt zu G2-Check-
point-Defekten nach DNA-Schaden (Smith et al.,, 2010). Die Aufhebung des G2-
Checkpoint verhindert die Reparatur der DNA, zwingt die Zellen mit geschadigter DNA
in die vorzeitige Mitose und dadurch in den Zelltod (Abb. 7 B, C; zusammengefasst in
Chen et al., 2012b). Normale Zellen hingegen aktivieren nach DNA-Schaden die G1-,
S- und G2-Checkpoints. Daher haben diese Zellen noch die Mdglichkeit, den G1-Arrest
bei Inhibierung des S- und G2-Arrests zu etablieren und das Uberleben zu garantieren.
Die Verwendung von DNA-Schadens-Checkpoint-Proteinen als Ziel von Therapien
beispielsweise durch den Einsatz von Checkpoint-Kinaseninhibitoren ist eine innovati-
ve Strategie, um zellzyklusarrestinduzierende Therapien zu verbessern (zusam-
mengefasst in Janetka & Ashwell, 2009; Taylor & Stark, 2001). Hierbei kommt ein
Umschalten vom Zellzyklusarrest in den Zelltod zum Tragen. Zielproteine schliefien
z. B. ATM, ATR, Chk1, ERK, p38 und JNK ein (Kikuchi et al., 2013; Foote et al., 2013;
Ferrao et al., 2012; Posch et al., 2013; Antoon et al., 2012; Eke et al., 2013; Poehl-
mann & Roessner, 2010). Gezeigt wurde durch die Inaktivierung von ATR und Chk1
eine Sensitivierung gegenuber Chemo- und Strahlentherapie. Chk1-Inhibitoren be-
finden sich in praklinischen und anfanglichen klinischen Studien und ATR-Inhibitoren
sensitivieren Krebszellen in vitro (zusammengefasst in Chen et al., 2012b). Auch die
Inhibierung der Kinasen rat sarcoma (Ras), v-raf-1 murine leukemia viral oncogene
homolog 1 (Raf) und mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) ist eine verfolgte
Strategie (zusammengefasst in Poehimann & Roessner, 2010).

Die Kombination von uUber oxidativen stressinduzierenden Therapien mit der Inhibie-
rung/Inaktivierung von Checkpoint-regulierenden Proteinen stellt somit einen attrak-
tiven Therapieansatz dar, um die Krebszellen fir DNA-Schaden zu sensitivieren und
verstarkt in den Zelltod zu zwingen. Die ldentifizierung neuer potentieller Schliissel-
proteine und molekularer Mechanismen, die den Zellzyklusarrest nach oxidativen
stressinduzierenden Therapien malgeblich vermitteln und damit eine verminderte
Zelltodrate (Zelltodresistenz) auslésen, ist daher von enormer Bedeutung fur die
Forschung. Aus diesem Grunde war die Ermittlung eines solchen Proteins die zentrale

Aufgabe der vorliegenden Arbeit.
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Abb. 7:

Verbesserung der oxidativen stressinduzierenden Therapie durch Inhibierung/
Inaktivierung von Checkpoint-Proteinen

(A) Wirkung der oxidativen stressinduzierenden Therapie; (B) und (C) Wirkung der
oxidativen stressinduzierenden Therapie in Kombination mit Checkpoint-Protein-
inhibierung/-inaktivierung und selektive Sensitivierung von G1-Checkpoint-defek-
ten Krebszellen [modifiziert nach Trachootham et al. (2009a) und Chen et al.
(2012b)]: Nach DNA-Schaden aktiviert eine normale Zelle die G1-, S- und G2-
Checkpoints. Wenn die S/G2-Checkpoints durch Inaktivierung von Checkpoint-Pro-
teinen inhibiert werden, kénnen diese Zellen Gber den G1-Checkpoint arretieren,
der Uberleben erméglicht. Im Gegensatz dazu sind Krebszellen auf ihre S- und G2-
Checkpoints nach DNA-Schaden angewiesen. Wenn diese inhibiert werden, ge-
hen die Zellen in den Zelltod. ROS - reactive oxygen species, G1/2, M, S — Zellzyk-

lusphasen
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1.3 Zielstellung

Fur die klinische Praxis ist es notwendig, die oxidativen stressinduzierten DNA-
Schadenstherapieantworten von zelltodresistenten Karzinomzellen zu verstehen und
bestenfalls zu verbessern. Daher zielen neue Therapieansatze auf das Ausschalten
von Proteinen ab, welche direkt oder indirekt in die DNA-Schadens-Checkpoint-
Kontrolle involviert sind, um verstarkt Zelltod aus einem Zellzyklusarrest heraus aus-
zulésen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in vitro oxidativen Stress in Karzinom-
zellen unterschiedlichen Gewebeursprungs (Osophagus, Lunge und Kolon) zu indu-
zieren. Hierflr sollte die Substanz H,O in einer moderaten Konzentration von 250 uM
verwendet werden. Fir die Untersuchung molekularer Mechanismen, die zur Akti-
vierung eines DNA-Schadens-Checkpoint-Proteins flhren, und zur Ermittlung der
funktionellen Konsequenzen der DNA-Schadigung sollte eine zelltodresistente Kar-
zinomzelllinie, die einen Zellzyklusarrest zeigt, aus vier untersuchten ausgewahlit wer-
den. Unter Betrachtung des TP53-Status und durch Analyse der p53-Expression nach
der Behandlung sollte eine Erklarung fur die beobachteten Stressantworten erbracht
werden. Folgend sollte ein in der DNA-Schadens-, Zellzyklusarrest- und Apoptose-
regulation zentral wirkendes Protein identifiziert werden, welches als molekularer
Schalter zwischen Zellzyklusarrest und Zelltod fungiert. Die Beeinflussung des Proteins
wahrend der H,O,-Behandlung z. B. durch Inhibierung der Proteinfunktion sollte zur
Verhinderung des Zellzyklusarrests und zum Zelltod flihren. Das durch H,O,-Stress
induzierte Protein sollte flr die Tumorentitat nicht beforscht sein. AbschlieRend sollte
ein Ausblick gegeben werden, ob der Mechanismus auch flir andere oxidative stress-
induzierende Systeme und die anderen untersuchten Karzinomzelllinien gilt und da-

durch ein allgemeingultiger Mechanismus eruiert werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tabelle Tab. 1).

Tab. 1: Herkunft der verwendeten Chemikalien
Chemikalie Bezugsquelle
Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Albumin Fraktion V = 98 % pulv. aus Rinderplasma

[Rinderserumalbumin, bovine serum albumin (BSA)]

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Ameisensaure

Merck KGaA, Darmstadt

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Borséaure

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Bromphenolblau

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Miinchen

Chloroform

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

1,1'-Dimethyl-4,4‘-bipyridiumdichloridhydrat
(Paraquat, PQ)

Riedel-de-Haén GmbH, Seelze

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

Dithiothreitol (DTT)

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

DMSO fir die Zellkultur

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Essigsaure Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe
Ethanol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken
Ethidiumbromid Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Ethylendiamintetraessigsaure

[ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)]

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Natriumacetat

EDTA (Dinatriumsalz) Minchen

Formamid

Glycerin

Giyain Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe
Harnstoff Merck KGaA, Darmstadt

Isopropanol

Methanol Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe
Milchpulver

Natriumcarbonat

Merck KGaA, Darmstadt

41




Material und Methoden

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Miinchen

Natriumdodecylsulfat [sodium dodecy! sulfate (SDS)]

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Natriumhydroxid-Pellets

Merck KGaA, Darmstadt

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)

t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
(Triton X-100)

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Muinchen

p-Phenylendiamin (PDA)

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Ponceau S

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Propidiumiodid (PI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

Saccharose

Merck KGaA, Darmstadt

Salpetersaure

Silbernitrat

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Stickstoff (flissig)

Messer Group GmbH, Bad Soden

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Muinchen

Trinatriumcitrat Dihydrat

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Tween 20

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Wasser (bidestilliert, ddH>O, RNase-frei) fir die

Molekularbiologie

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Xylencyanol

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

2.1.2 Gebrauchsmaterialien

Die Gebrauchsmaterialen wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 2).

Tab. 2: Herkunft der verwendeten Gebrauchsmaterialen
Materialen Bezugsquelle
Blot-Papier Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA
Deckglaser Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe
Glasplatten Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

8-Kammernzellkulturobjekttréager: BD Falcon

CultureSlides, 8-well

BD Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Kapillarspitzen 200 ul

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

Kryoréhrchen

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

Mehrkanal Pipette Research® Pro 300

Eppendorf AG, Hamburg

Mikrotiterschittler MTS 2/4 digital

IKA®—Werke, Staufen
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Nitrocellulose Membran Protran BA85

Whatman GmbH, Dassel

Petrischale Falcon® 100 x 15 mm

VWR International GmbH, Darmstadt

Pinzetten

Aesculap AG, Tuttlingen

Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard (0,1-10 pl,
0,5-20 pl, 2-200 pl, 50—-1.000 pl)

Eppendorf AG, Hamburg

PP-Schraubverschlussrohrchen, 15 mi

PP-Schraubverschlussréhrchen, 50 mi

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Tubes™ Eppendorf Safe-Lock (0,5 ml, 1,5 ml,
2,0 ml)

Eppendorf AG, Hamburg

96-Well-Mikrotiterplatten

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Zellkulturflaschen 75 cm?

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,

Schweiz

Zellkulturschalen 100 x 20 mm

Corning, Inc., Corning, NY, USA

Zellkulturschalen 144 x 21 mm

Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Zellkulturtestplatte 6 Kalotten

Zellkulturtestplatte 96 Kalotten

Zellschaber 240 mm

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

2.1.3 Verwendete Kits

Die Kits wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 3).

Tab. 3: Herkunft der verwendeten Kits

Kit

Bezugsquelle

AmpolLabeling-LRP Kit

SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, MD,
USA (Firma existiert nicht mehr)

Annexin-V-FLUOS Staining Kit

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim

ChIP-IT® Express Magnetic Chromatin
Immunoprecipitation Kit (# 53008)

Active Motif, Carlsbad, CA, USA

DC Protein Assay

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

GEArray Q Series Human Signal Transduction

PathwayFinder Gene Array

Human MAP Kinase Signaling Pathway RT*
Profiler™ PCR Array, Format A

SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, MD,
USA (Firma existiert nicht mehr)

Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate (HRP - horseradish peroxidase)

Millipore, Billerica, MA, USA

Reverse Transcription System

Promega GmbH, Mannheim
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RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden

2x SensiMix Plus SYBRgreen plus FITC mix Kit

Bioline GmbH, Luckenwalde

Taq PCR Core Kit

Qiagen GmbH, Hilden

Trevigen’s Comet Assay'™

Trevigen Inc., Gaithersburg, MD, USA

Universal Magnetic Co-IP Kit (Version A)

Active Motif, Carlsbad, CA, USA

2.1.4 Gerate

Die Gerate wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 4).

Tab. 4:

Herkunft der verwendeten Gerate

Gerate

Bezugsquelle

Analysenwaage MC 210 P

Sartorius AG, Géttingen

BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg

COz-Inkubator WTB Binder

Binder GmbH, Tuttlingen

Durchflusszytometer BD FACSCalibur Flow
Cytometer

BD Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Elektrophoresekammern Mini-Protean® 3
Electrophoresis Cell, Mini-Trans Blot®

Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Geldokumentationssystem Gene Genius Bio

Imaging System

Geldokumentationssystem GeneGnome HR

Chemiluminescence System

Merck KGaA, Darmstadt

Heizblock HLC TM 130-6

Ditabis AG, Pforzheim

Homogenisator Sonopuls HD 2070

Bandelin, Berlin

Horizontale Elektrophoreseapparatur Multiphor I

Pharmacia Biotech AG, Diibendorf, Schweiz

Horizontale Elektrophoreseapparatur Life
Technologies Gibco BRL Horizon 11-14

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Hybridisierungsofen Techne Hybridiser HB-1D

Bibby Scientific Limited, Stone, Staffordshire, UK

Inverses Mikroskop Nicon TE 300

Nikon GmbH, Disseldorf

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank HERAsafe

Fisher Scientific, Inc., Billerica, MA, USA

Mikroskop Zeiss Axioplan 2 Imaging

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikrotiterplatten Leser MRX TC Revelation

Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA

Mikrotiterschittler MTS 2/4 digital

IKA®-Werke, Staufen

Netzgerat PowerPac'™ Basic 300 V Power Supply

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

pH-Meter S20 - SevenEasy™ pH

Mettler-Toledo, Inc., Columbus, USA

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Plattformschuttler Duomax 1030

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach

Rotator SB2

VWR International GmbH, Darmstadt

Schiittler MS2 Minishaker

IKA®-Werke, Staufen
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Stickstoffbehalter MVE CryoSystem 4000

Cryo Solution b.v., BA’s Hertogenbosch,

Niederlande

Thermozykler MJ Research PTC-200 Thermo
Cycler, PTC-100 Programmable Thermal Controller,
iCycler Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Tischzentrifuge Sprout® Mini-Centrifuge

Heathrow Scientific LLC, Vernon Hills, IL, USA

Warmeschranke DJB LabCare Ltd, Newport Pagnell
Buckinghamshire, UK; Binder GmbH, Tuttlingen
Wasserbad Stork-Tronic, Stork GmbH & Co. KG, Stuttgart

Z2™ Coulter Counter®, Analyzer

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Zentrifuge Centrifuge 5403

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifugen Heraeus Megafuge 1.0R, Multifuge 3SR

DJB LabCare Ltd, Newport Pagnell
Buckinghamshire, UK

2.1.5 Losungen und Puffer

Die Lésungen und Puffer wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 5) oder

eigens nach entsprechenden Zusammensetzungen hergestellt (Tab. 6).

Tab. 5:

Herkunft der verwendeten Losungen und Puffer

Lésungen/Puffer

Bezugsquelle

Coulter Isoton Il Diluent

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Mix

Qiagen GmbH, Hilden

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei
Miinchen

Formaldehyd 16 % (methanolfrei)

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Formaldehydldsung 37 %

Merck KGaA, Darmstadt

H202-L6sung 30 %

Zentralapotheke, Universitatsklinikum Magdeburg

Lachssperma-DNA (Salmon Sperm DNA)

SuperArray Bioscience Corporation, Frederick, MD,
USA (Firma existiert nicht mehr)

1x Phosphatgepufferte Salzldsung [phosphate
buffered saline (PBS)] pH 7,4

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Miinchen

10x PBS, Ca’’- und Mg**-frei

Life Technologies GmbH, Darmstadt

10x PCR-Puffer

Active Motif, Carlsbad, CA, USA

Phenol : Chloroform : Isoamyl Alcohol (25 : 24 : 1)
saturated with 10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen bei

Miinchen

Restore™ Western Blot Stripping Buffer

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Rotiphorese® Gel 30 (wéssrige 30 % Acrylamid-,

Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis 37,5 : 1)

Roth Carl GmbH & Co KG, Karlsruhe

SYBR Green |

Trevigen, Inc., Gaithersburg, MD, USA

TRIzol® Reagent

Life Technologies GmbH, Darmstadt

45




Material und Methoden

Trypsin-EDTA

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Vectashield Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA

Tab. 6: Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Puffer

Losungen/Puffer

Zusammensetzung

Acryl-PDA fur VWA-Gele

14,1 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5 : 1)
65 mM PDA

Alkalische Lésung (Comet Assay)

300 mM Natriumhydroxid-Pellets
1 mM EDTA

Annexin-V-Farbelosung

20 ul FITC-konjugiertes Annexin-V-Reagenz
(20 pg/ml),
20 pl isotonisches PI [50 ug/ml PBS (pH 7.4)]
1000 pl 1 M 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethansulfonsaure (HEPES) Puffer

Blockierungspuffer

5 % Milchpulver in TBST

5x Elektrodenpuffer 0,23 M Tris
1,92 M Glycin
1% SDS

1x Elektrodenpuffer Herstellung aus 5x Elektrodenpuffer mit destilliertem
Wasser (dH20)

Entwicklerldsung (Silbergele)

140 mM Natriumcarbonat
0,03 % Formaldehyd

10x Ladepuffer

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % Saccharose

2x Ladepuffer

4 M Harnstoff
2 % SDS
62,4 mM Tris pH 6,8

Bromphenolblau

Lysepuffer pH 6,8

4 M Harnstoff
0,5 % SDS
62,5 mM Tris pH 6,8

Bromphenolblau

10x MOPS-Puffer pH 7,0

0,2 M MOPS
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA

1x MOPS-Puffer pH 7,0

Herstellung aus 10x MOPS-Puffer pH 7,0 mit dH,O

1x PBS, Ca®"- und Mg~ -frei (Comet Assay)

Herstellung aus 10x PBS, Ca®*- und Mg” -frei mit
dH20
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PI-Losung

50 pg/ml PI

0,1 % Trinatriumcitrat Dihydrat
0,1 % Triton X-100

in 1x PBS

Ponceau S Farbeldsung

105 uM Ponceau S

3 % Essigsaure

Probenpuffer (Formamidgele)

50 % Glycerin
0,05 M EDTA
0,25 % Bromphenolblau

5x Probenpuffer

4 M Harnstoff

10 % SDS

62,4 mM Tris pH 6,8
20 % DTT

Bromphenolblau

2x Reduzierender Ladepuffer (ChIP, Ko-IP)

130 mM Tris pH 6,8

4 % SDS

0,02 % Bromphenolblau
20 % Glycerin

100 mM DTT

Sammelgelpuffer pH 6,8

2,33 M Tris
0,5 % SDS

SYBR-Green-I-Farbelosung (Comet Assay)

0,1 pl SYBR Green |
1 ml TE-Puffer pH 7,5 (Comet Assay)

10x TBE (Comet Assay)

0,89 M Tris
0,89 M Borsaure
25 mM EDTA (Dinatriumsalz)

5x TBE pH 8,3 (Silbergele)

0,45 M Tris
0,44 M Borséaure
10 mM EDTA

2x TBE Elektrophoresepuffer (Silbergele)

Hergestellt aus 5x TBE pH 8,3, mit Bromphenolblau

angefarbt

1x TBE (Comet Assay)

Herstellung aus 10x TBE (Comet Assay) mit dH>O

TBS 10 mM Tris pH 8,0
150 mM Natriumchlorid
TBST 10 mM Tris pH 8,0

150 mM Natriumchlorid
0,05 % Tween 20

TE-Puffer pH 7,5 (Comet Assay)

10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA (Dinatriumsalz)

Transferpuffer

26,4 mM Tris pH 8,3
192 mM Glycin
15,99 % Methanol
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Trenngelpuffer pH 8,8 2,33 M Tris
1% SDS
Tris-Puffer fur VWA-Gele 0,75 M Tris
0,44 % Ameisensaure

2.1.6 Marker und Standards

Die Marker und Standards wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 7).

Tab. 7: Herkunft der verwendeten Marker und Standards

Marker/Standards Bezugsquelle

Biotinylierter Proteinmarker Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA
DNA-Langenstandard VIII Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim

2.1.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide (Primer, Tab. 8) fir die Polymerase-Kettenreaktionen
[polymerase chain reaction (PCRs)] wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebers-

berg) synthetisiert.

Tab. 8: Sequenzen der verwendeten Primer

Primerbezeichnung Sequenz 5’ > 3’ Orientierung
DW-p21 neg control F/R | TGT TCC GCC TCT TCT CTG G Sense (F)
AAG GGA GAG GAAGTG CTG G | Anti-Sense (R)
DW-p21 prom pp3 F/R TTA CGC CAC TGT GTC CACC Sense (F)
CGG GGT TCT GAC CTC ATAC Anti-Sense (R)
A - Adenin, C - Cytosin, F - forward, G - Guanin, R - reverse, T - Thymin

2.1.8 Zellkulturen

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden die in der Tab. 9 aufgefihrten humanen

Karzinomzelllinien verwendet.

Tab. 9: Gewebsursprung und Herkunft der verwendeten humanen Karzinomzelllinien

Zelllinie Gewebsursprung Bezugsquelle

BIC-1 Kolorektales Adenokarzinom (epithelial; Freundlicherweise von Wael-El-Rifa

(Zelllinie SW620, Boonstra et al., 2010) (Vanderbilt University Medical Center,

ATCC_CCL-227) Nashville, NT, USA) zur Verfligung
gestellt
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OE-33 Adenokarzinom des unteren Osophagus | Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
(ECACC No. (Barrett's Metaplasie; Boonstra et al., Taufkirchen bei Miinchen

96070808) 2010)

SEG-1 GrofRzelliges Lungenkarzinom der Freundlicherweise von Wael-El-Rifa
(Zelllinie H460, Kategorie nichtkleinzelliger (Vanderbilt University Medical Center,

ATCC_HTB-177)

Lungenkarzinome (NSCLC; Boonstra et
al., 2010)

TE-7

Osophageales Plattenepithelkarzinom
(Boonstra et al., 2007)

Nashville, NT, USA) zur Verfligung
gestellt

2.1.9 Medien und Zusatze

Die Medien und Zusatze wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 10).

Tab. 10: Herkunft der verwendeten Medien und Zusatze

Medien/Zusatze

Bezugsquelle

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) -

reich an Glucose, mit L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Fotales Kalberserum [fetal calf serum (FCS)]

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

L-Glutamin 200 mM (100x)

Penicillin/Streptomycin (100x)

RPMI 1640 - mit L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

2.1.10 Enzyme

Die Enzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 11).

Tab. 11: Herkunft der verwendeten Enzyme

Enzym

Bezugsquelle

Reverse Transkriptase

Promega GmbH, Mannheim

RNase A Pulver

Roche Deutschland Holding GmbH, Mannheim

Termus aquaticus (Taq)-DNA-Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden
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2.1.11 Inhibitoren

Die Inhibitoren wurden von den folgenden Firmen bezogen (Tab. 12).

Tab. 12:

Herkunft der verwendeten Inhibitoren

Inhibitor

Bezugsquelle

Phosphataseinhibitor

Active Motif, Carlsbad, CA, USA

PMSF

Thermo Fisher Scientific, Inc., Billerica, MA, USA

Protease Inhibitor Cocktail Set Il

Merck KGaA, Darmstadt

SP600125

BioSource International, Inc., Camarillo, USA

2.1.12 Antikorper

Immunologische Proteinnachweise wurden mit den Antikérpern der folgend aufge-

fUhrten Tabellen (Tab. 13—Tab. 16) durchgeflhrt. Sofern nichts anderes angegeben ist,

wurden die Antikérperverdiinnungen in Blockierungspuffer angesetzt.

Tab. 13: Verwendete Primarantikorper fur die Methode des Western Blot
Primar- Wirtsorga- | Bezugsquelle Verdiinnung Verdiinnung
antikorper: nismus sekundarer
Anti- Antikorper
ATF-2 (20F1) | Kaninchen | Cell Signaling Technology, 1:1.000in 5 % BSA 1:10.000
Inc., Danvers, MA, USA
B-Aktin Maus Sigma-Aldrich Chemie GmbH, | 1:10.000 1:30.000
Taufkirchen bei Miinchen
BAX DakoCytomation, Inc., 1:500
Kaninchen | Carpinteria, CA, USA 1:10.000
Bcl-2 1:1.500in 5 % BSA
Caspase 3 Cell Signaling Technology, 1:1.000
Caspase 8 Maus Inc., Danvers, MA, USA 1:1.000in 5 % BSA 1:20.000
Caspase 9 Kaninchen 1:1.000 1:10.000
Chk1 Maus Santa Cruz Biotechnology, 1:500 1:20.000
Inc., Santa Cruz, CA, USA
c-Jun Cell Signaling Technology, 1:1.000in 5 % BSA
ERK 1/2 Inc., Danvers, MA, USA
H2AX Millipore, Billerica, MA, USA 1:5.000 1:10.000
H3 Kaninchen | Cell Signaling Technology, 1:1.000in 5 % BSA
JNK Inc., Danvers, MA, USA
p21"A Maus Merck KGaA, Darmstadt 1:375 1:30.000
p38 Kaninchen | Cell Signaling Technology, 1:1.000in 5 % BSA 1:10.000
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Inc., Danvers, MA, USA

Kaninchen | Littleton, CO, USA

p53 Maus Merck KGaA, Darmstadt 1:50 1:30.000
p300/CBP Acris Antibody GmbH, Herford | 1 :200
p-ATF-2e97 Cell Signaling Technology, 1:1.000in 5 % BSA
Inc., Danvers, MA, USA
p-Chk1%e°"" Novus Biologicals, Inc., 1:500 1:10.000

Ser/3

p-c-Jun Cell Signaling Technology,

p-ERK Inc., Danvers, MA, USA 1:1.000in 5 % BSA

1/2Thr202/Tyr204

p-H2AX®*™¥ | Maus Millipore, Billerica, MA, USA 1:2.000 1:30.000

(y-H2AX)

p_H3$§r1U

p_

JNKT83Mr185 | Kaninchen | Cell Signaling Technology, 1:1.000 in 5 % BSA 1:10.000

p- Inc., Danvers, MA, USA

p38Thr180/Tyr182

Zyklin D1 Maus 1:2.000 1:30.000
Tab. 14: Verwendete Sekundarantikérper flr die Methode des Western Blot

Sekundarantikorper

Bezugsquelle

Anti-Biotin, HRP-linked Antibody

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA

Goat Anti-Mouse IgG (H + L), HRP-conjugated | Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Goat Anti-Rabbit IgG (H + L), HRP-conjugated

Tab. 15: Verwendete Primar- und Sekundarantikorper fir immunzytochemische Farbungen

Antikorper

Bezugsquelle

Anti-ATF-2 (20F)

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA

Anti-p-H2AXZ ™ (-H2AX)

Millipore, Billerica, MA, USA

Cy'™" 3-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG [H + L, Carbocyanin (Cy3)
Goat Anti-Mouse (GAM)]

Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., Suffolk,

England

Fluorescein Goat Anti-Rabbit IgG (H + L)
[Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Goat
Anti-Rabbit (GAR)]

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
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Tab. 16: Primar- und Sekundarantikérper in lhrer Verdinnung flr immunzytochemische
Farbungen
Primérantikorper: Verdiinnung Sekundarantikorper | Verdiinnung
Anti- primarer sekundarer
Antikorper Antikorper
ATF-2 (20F) 1:400 FITC Anti-Rabbit 1:100
p-H2AX®*™¥ (y-H2AX) | 1:200 Cy3 GAM 1:400

Fir die Methoden Ko-Immun- und Chromatin-Immunprazipitation wurde ferner der
Antikérper Normal Rabbit IgG (Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)

verwendet.

2.1.13 Reagenzien fiir die siRNA-Transfektion (Knockdown)

Die Reagenzien fur die small interfering RNA (siRNA)-Transfektion, die activating
transcription factor 2 (ATF-2)-siRNA (h, sc-29205), das Transfektionsmedium (sc-
36868) und Transfektionsreagenz (sc-29528), wurden von der Firma Santa Cruz Bio-

technology, Inc. bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung humaner Karzinomzelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden humane Karzinomzelllinien als in-vitro-Testsystem
verwendet, um die molekularen in-vivo-Prozesse von Tumorzellen nachzustellen. Die
adharenten Karzinomzellen wurden in 75-cm?-Zellkulturflaschen mit 20 ml komplettem
Nahrmedium bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit
im COo-Inkubator kultiviert. Den zelllinienspezifischen kompletten Nahrmedien wurden
entsprechend die Komponenten FCS, Penicillin/Streptomycin bzw. L-Glutamin zuge-
setzt (Tab. 17).
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Tab. 17: Zusammensetzung der kompletten Nahrmedien der verwendeten Karzinomzell-

linien

Karzinomzelllinie | Zusammensetzung des kompletten

Nahrmediums

BIC-1 DMEM

10 % FCS
OE-33 RPMI

10 % FCS

1 % Penicillin (100 units (U)/ml)
1 % Streptomycin (100 pg/ml)
1 % L-Glutamin (2 mM)
SEG-1 DMEM

10 % FCS

1 % Penicillin (100 U/ml)

1 % Streptomycin (100 pg/ml)
1 % L-Glutamin (2 mM)

TE-7 DMEM

10 % FCS

1 % Penicillin (100 U/ml)

1 % Streptomycin (100 pg/ml)

Um optimale Wachstumsbedingungen zu schaffen, fand alle drei bis vier Tage ein
Wechsel des Nahrmediums statt. Fir die Karzinomzelllinie OE-33 wurde ein ver-
andertes Protokoll angewandt. Dabei wurde die Halfte des bereits auf den Zellen
befindlichen konditionierten Mediums mit 50 % neuem Mediumanteil versetzt, da diese
Zellen die eigens sekretierten Wachstumsfaktoren im konditionierten Medium fir ein
adaquates Zellwachstum bendtigten. Demzufolge wurden die Zellen dieser Karzinom-
zelllinie im Gegensatz zu den anderen verwendeten Karzinomzelllinien beim Medium-
wechsel nicht mit sterilem 1x PBS gewaschen.

Bei einer Konfluenz von ca. 90 % erfolgte die Zellernte mit anschlieRender Weiter-
kultivierung. Hierbei wurde zunachst das Nahrmedium abgenommen, die Zellen mit
sterilem 1x PBS gespdlt und fir 1 min mit 2 ml Trypsin-EDTA-Lésung bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert. Nach der Entfernung von zwei Drittel dieser Lésung erfolgte
eine funfminltige (zwolfminltige bei der Karzinomzelllinie TE-7) Inkubation im CO,-
Inkubator bei den eingangs genannten Bedingungen. Die nun vollstdndig vom Zell-
kulturgefall abgelosten Zellen wurden in 10 ml komplettem Nahrmedium aufgenom-
men und entsprechend der weiteren Verwendung nach einer Zellzahlbestimmung
mithilfe des Z2™ Coulter Counter® verdiinnt in neuen Zellkulturflaschen oder auf ent-

sprechenden Materialien weiterkultiviert.
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2.2.1.2 Aufbewahrung und Rekultivierung der Zellen

Zur langeren Lagerung der Zellkulturen wurden 2 x 10° Zellen nach dem Ablésen mit
Trypsin-EDTA einmal mit sterilem 1x PBS gewaschen und anschliefiend fir 10 min bei
700 rpm zentrifugiert. Es folgte die Aufnahme der Zellen in 2 ml 10 %iger DMSO-
Loésung in komplettem Nahrmedium und die langsame Abkuhlung in Kryoréhrchen
(etwa 1 °C pro Minute) auf eine Lagertemperatur von - 80 °C. Nach zwei bis drei Tagen
wurden die Zellen zur Lagerung in flissigen Stickstoff bei - 196 °C Uberfihrt. Zur
Rekultivierung wurden die gefrorenen Zellen bei 37 °C aufgetaut und mit 20 ml
komplettem Nahrmedium ausplattiert. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Mediums.

AnschlieRend wurden die Zellen standardisiert kultiviert.

2.2.1.3 Behandlung mit H,O,, PQ, CDNB und SP600125

Um oxidativen Stress in den Karzinomzellen auszuldésen, wurden diese mit H.O,, PQ
bzw. CDNB behandelt. Hierzu wurden die Zellen vorerst zu 50 % Konfluenz ausgesat
und fir 24 h im COy-Inkubator unter den eingangs erwahnten Bedingungen inkubiert.
Dann wurde das Nahrmedium abgenommen, die Zellen einmal mit sterilem 1x PBS
gewaschen und mit frischem substanzversetzten kompletten Nahrmedium Gber-
schichtet. Eingesetzt wurden 10-500 pM H,0O,, 100 uM PQ bzw. 150 uM CDNB. An-
schlieRend erfolgte die Inkubation der Zellen im CO,-Inkubator unter den eingangs
genannten Bedingungen fir die gewtinschte Zeit.

Fur die Karzinomzelllinie OE-33 fand ein modifiziertes Protokoll Anwendung. Dabei
wurde nach der Inkubation im CO,-Inkubator bei den eingangs genannten Be-
dingungen auf den Waschschritt mit 1x PBS verzichtet und 50 % frisches komplettes
Nahrmedium mit darin enthaltener Substanz mit 50 % konditioniertem Medium kom-
biniert. Es folgte die Uberschichtung der Zellen mit dieser Mediummischung und eine
Inkubation im CO,-Inkubator unter den eingangs genannten Bedingungen flr die ge-
wlnschte Zeit.

Fur die JNK-Inhibierung wurden die Zellen mit frischem kompletten Nahrmedium und
darin enthaltenem SP600125 mit einer Endkonzentration von 10 uM Uberschichtet und
fur 1 h inkubiert. Zu dieser Mischung wurde dann H,O, oder komplettes Nahrmedium
als Kontrolle hinzugegeben, gemischt und fir die gewlnschte Zeit inkubiert. Es wurde

ebenso eine DMSO-Kontrolle mitgefiihrt.
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2.2.1.4 Proteinextraktion aus Zellen

Die Extraktion von Proteinen aus den Karzinomzellen diente der Proteinexpressions-
analyse. Die Karzinomzellen wurden hierflir mittels Zellschaber von den Zellkultur-
schalen gelést und zusammen mit dem Uberstand gesammelt. Es folgte ein Zentri-
fugationsschritt fir 15 min bei 4.500 rpom und 4 °C. Anschlieend wurde das Zellpellet
mit 1x PBS gewaschen. Dann erfolgte eine 60-minltige Zelllyse auf Eis mittels des
Lysepuffers pH 6,8, dem vor Gebrauch der Protease Inhibitor Cocktail (Set Ill) in einer
Verdiinnung von 1 : 100 und PMSF mit einer Endkonzentration von 1 mM hinzuge-
geben wurde. Um den Aufschluss zu beschleunigen, wurden die Proben innerhalb die-
ser Zeit alle 10 min gevortext. Die Homogenisierung des Lysats erfolgte mit dem
Sonopuls HD 2070 per Ultraschall und die Lysate wurden schliellich bei - 80 °C

aufbewahrt.

2.2.1.5 Kolorimetrischer BrdU-Zellproliferations-Enzyme-Linked-Immuno-
sorbent-Assay (ELISA)

Der Einbau des Pyrimidinanaloges 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) wahrend der DNA-
Synthese proliferierender Zellen diente der Proliferationsmessung. Verwendet wurde
der kolorimetrische BrdU-Zellproliferations-ELISA von Roche laut Herstellerangaben.
Hierbei wurden die zu untersuchenden Zellen fir die gewiinschte Zeit behandelt und
anschlielRend fir 5 h mit BrdU inkubiert. Das Abstoppen der Peroxidasereaktion
erfolgte nach 10 min und die Messung der Absorption bei 450 nm im Spektropho-
tometer (ELISA reader). Der Blank-Mittelwert wurde von den Rohdaten abgezogen und
diese korrigierten Werte wurden dann fur die Erstellung der Diagramme verwendet. Es

wurden jeweils drei unabhangige Versuche zur Datenerhebung durchgeflihrt.

2.2.1.6 Propidiumiodid-(Pl)-Firbung

Die PI-Farbung diente der Bestimmung der Zellzyklusphase der Karzinomzellen. Diese
lasst sich nach dem Verdau von doppelstrangiger RNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Pl, das stochiometrisch in Nukleinsauren interkaliert, nachweisen. Fir die Farbung mit
Pl wurde der Uberstand (das Nahrmedium) gesammelt. Es folgte eine zweimalige
Spllung der Zellen mit eiskaltem 1x PBS und dieses wurde anschlieBend zu dem
Uberstand gegeben. Die Zellen wurden dann zur Ablésung vom GefaRboden mit
Trypsin-EDTA [750 ul/Zellkulturschale (100 x 20 mm)] fir die entsprechende Zeit im
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COgz-Inkubator unter den eingangs genannten Bedingungen inkubiert. Folgend wurden
sie mit 1x PBS aufgenommen und mit dem bereits gesammelten Uberstand-PBS-

2™ Coulter Counter® gezahlt,

Gemisch kombiniert. Die Zellen wurden nun mit dem Z
1 x 10° Zellen/Probe bei 750 rpm 15 min bei 4 °C gesammelt und der Uberstand vor-
sichtig entfernt. Es folgte die Farbung der Zellen mit 200 yl PI-Lésung fur mindestens
30 min auf Eis unter Lichtausschluss. AnschlieRend analysierte Dr. Roland Hartig
(Institut fir Molekulare und Klinische Immunologie, Universitatsklinikum Magdeburg)
die gefarbten Zellen mit dem Durchflusszytometer BD FACSCalibur Flow Cytometer
unter Verwendung eines Lasers mit einer Exzitation von 488 nm und des ent-
sprechenden Emissionsfilters fir 585/42 nm (Pl-Detektion, Kanal FL2). Die Analyse
und Auswertung der Daten erfolgte mit der Software CellQuest Pro 4.0.2. Dargestellt
wurde im Ergebnisteil jeweils ein reprasentatives Ergebnis aus mindestens drei un-

abhangigen Versuchen.

2.2.1.7 Annexin-V-FITC- und PI-Farbung

Die Methode der Farbung der Zellen mit Annexin-V-FITC und PI diente der Bestim-
mung des Gesamtzelltods und der Messung von apoptotischen und nekrotischen
Zellpopulationen. Hierzu fand der Annexin-V-FLOUS Staining Kit von Roche An-
wendung. Die Zellen wurden unter den entsprechenden Bedingungen flr die jeweilige
Zeit inkubiert. Das Nahrmedium wurde gesammelt und die Zellen zweimal mit 1x PBS
gewaschen. Die Zellen wurden dann mit Trypsin-EDTA abgeldst, mit dem gesam-
melten Nahrmedium kombiniert und mit dem Z2™ Couilter Counter® gezahlt. 1 x 10°
Zellen/Probe wurden anschlieRend durch fiinfmindtige Zentrifugation bei 200 g gesam-
melt. Es folgte die Farbung des Zellpellets mit 100 uyl Annexin-V-Farbelésung flr
15 min bei RT unter Lichtausschluss. Die mit 100 yl 1x PBS verdinnten angefarbten
Zellen wurden anschlieBend mit dem Durchflusszytometer BD FACSCalibur Flow
Cytometer unter Verwendung eines Lasers mit einer Exzitation von 488 nm und den
entsprechenden Emissionsfiltern fir 530/30 nm fir die FITC-Fluoreszenzdetektion
(Kanal FL1) und 617 nm (Langpassfilter LP) fir die PI-Fluorezenzdetektion (Kanal FL3)
von Dr. Roland Hartig analysiert. Die Analyse und Auswertung der Daten erfolgte mit
der Software CellQuest Pro 4.0.2. AnschlieBend wurden die Zellen des unteren und
oberen rechten sowie des oberen linken Quadranten zusammengefasst und als
Gesamtzelltod der Probe definiert. Als nekrotische Zellen wurden jene im linken und

rechten oberen Quadranten betrachtet. Als apoptotische Zellen wurden solche im
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rechten unteren Quadranten angesehen. Es wurden mindestens drei unabhangige

Versuche zur Datenerhebung durchgefihrt.

2.2.1.8 siRNA-Transfektion (Knockdown)

Die Methode der siRNA-Transfektion wurde zur transienten Verringerung der ATF-2-
Genexpression (Gen-Knockdown) genutzt. Fir den Gen-Knockdown fand das Protokoll
,SIRNA mediated inhibition of gene expression‘ einsehbar auf der Internetseite
http://www.scbt.com/protocols.html?protocol=sirna_mediated_inhibition_of gene_expr

ession (Stand: 16.06.2013) der Firma Santa Cruz Biotechnology, Inc. mit den folgen-
den Veranderungen Anwendung.

Fur die Proteinexpressionsanalysen mittels Western Blot wurden die Zellen in Zell-
kulturplatten mit sechs Kalotten a 2,7 x 10° Zellen/Kalotte in 2 ml FCS-versetztem
antibiotikafreien Medium ausgesat und fur 24 h im COy-Inkubator unter den eingangs
genannten Bedingungen inkubiert, sodass eine Konfluenz von 70-80 % erreicht wurde.
Es wurde mit RNase- und DNase-freiem Material gearbeitet. Vorexperimente lieferten
eine optimale ATF-2-siRNA(h)-Konzentration von 8 ul siRNA (80 nM) mit 6 ul Trans-
fektionsreagenz verdunnt in Transfektionsmedium. Diese Mischung wurde fur 45 min
unter Lichtausschluss inkubiert und anschlieRend fir 7 h auf den Zellen im CO,-
Inkubator bei den eingangs genannten Bedingungen belassen. Danach wurde H,O,
oder CDNB in 2x komplettem Nahrmedium verdinnt und direkt, ohne das Trans-
fektionsgemisch zu entfernen, auf die Zellen gegeben. Es folgte die Inkubation der
Zellen im COo-Inkubator unter den eingangs genannten Bedingungen und die Ernte zu
den entsprechenden Zeitpunkten. Fir die sich an diese Methode anschlieRenden
Zellzyklusanalysen mittels ,Propidiumiodid-(PIl)-Farbung“ (2.2.1.6) und Zelltodmes-
sungen durch ,Annexin-V-FITC- und PI-Farbung® (2.2.1.7) wurden 2 x 10° Zellen auf
Zellkulturschalen (100 x 20 mm) ausgesat und das Protokoll gemall des groéReren
Mediumvolumens angepasst. Es wurden jeweils drei unabhangige Versuche zur

Datenerhebung durchgefihrt und eine reprasentative Abbildung dargestellt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 DNA-Analytik
2.2.2.1.1 DNA-Préaparation aus Zellen

Die DNA aus den Zellen wurde zur Beurteilung der DNA-Scherung im Rahmen der
Methode der Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) isoliert. Das entsprechende Proto-
koll ,Section C. DNA Clean Up* ist dem Handbuch des ChIP-IT™™ Express Magnetic
Chromatin Immunoprecipitation Kit (Version D1) der Firma Active Motif zu entnehmen.

Die DNA-L6sung wurde im Anschluss bei - 20 °C gelagert.

2.2.2.1.2 DNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentration (c) der DNA wurde anhand der Absorption bei 260 nm (Absorptions-
maximum von Nukleinsauren) im BioPhotometer bestimmt. Hierzu wurde eine 1 : 14-
Verdiinnung der DNA-L6sung hergestellt und diese in einer Kunststoffkiivette gegen
dH,O als Referenz gemessen. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte aus

der gemessenen Absorption nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz.

OD=cxdx¢g
c: DNA-Konzentration €. Extinktionskoeffizient doppelstrangiger
d: Kivettenschichtdicke (1 cm) DNA (dsDNA) bei 260 nm

OD: optische Dichte

1 ODy60 (dSsDNA) = 50 pg/ml dsDNA
¢ (dsDNA) = ODygo (dsDNA) x 50 pug/ml x Verdiinnungsfaktor

2.2.2.1.3 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR diente der schnellen in-vitro-Vermehrung geringer DNA-Aus-
gangsmengen mithilfe von DNA-Polymerasen und fand im Rahmen der ChIP An-
wendung. Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist der Tab. 18 zu ent-

nehmen.
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Tab. 18:

Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes unter Verwendung des dNTP-

Mixes und der Tag-Polymerase des Taq PCR core Kit sowie des 10x PCR-Puffers

von Active Motif

Komponente

Stoffmenge in pmol,
Stoffmengenkonzentration in mM,
Konzentration in x-fach,
Enzymaktivitat in U,

Volumen in pl

Volumen in pl

Forward Primer 0,4 pmol 0,1 (von 100 pmol/ul)
Reverse Primer 0,4 pmol 0,1 (von 100 pmol/ul)
dNTP-Mix 0,2 mM 0,5 (von 10 mM)

10x PCR-Puffer 1x 2,5 (von 10x)
Taqg-Polymerase 04U 0,2 (von 5 U/ul)
DNA-Probe - 5,0

DEPC-Wasser ad 25 pl 16,6

Endvolumen 25 ul 25

Die Reaktionsansatze (inkl. einer Negativkontrolle: Zugabe von DEPC-Wasser anstelle

von DNA) wurden in Tubes (0,5 ml) gegeben und die DNA mithilfe eines Thermo-

zyklers amplifiziert. Jeder Zyklus beinhaltete die Denaturierung der DNA mit anschlie-

Render Primeranlagerung (Annealing) und der Primerextension (Synthese) (Tab. 19).

Tab. 19: PCR-Programm
Schritt Temperatur Zeit
Pradenaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 20s
Annealing 59 °C 30s 36-mal
Extension 72°C 30s
Kihlung 10 °C L

Die Schmelztemperaturen [melting temperature (T,)] der Primer wurden von der Firma

MWG-Biotech vorgegeben und betrugen fir alle verwendeten Primer (Tab. 8) 59 °C.

Die PCR-Produkte wurden per Polyacryamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und an-
schlieltend durch Silberfarbung sichtbar gemacht (2.2.2.1.5).
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2.2.2.1.4 Native Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Fragmentgrofen PCR-amplifizierter DNA sowie zur Uberprifung
der DNA-Scherung im Zuge der ChIP wurden diese mithilfe der nativen Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte in
1 %igen Agarosegelen, hierbei diente der 1x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer als Gel-
und Elektrophoresepuffer. 10 yul DNA-Probe bzw. 10 pyl DNA-Marker [DNA-Langen-
standard VIII 2 : 125 verdinnt in Tris-EDTA (TE)-Puffer pH 7,5] wurden jeweils vor dem
Auftragen in die Geltaschen mit 2,6 uyl 10x Ladepuffer und 0,4 pl des DNA-
interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid (Stammlésung: 10 mg/ml) versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 50-100 V. Zur Dokumentation wurde
die ethidiumbromidgefarbte DNA mit UV-Licht (256 nm) im Gene Genius Bio Imaging
System angeregt und deren Fluoreszenz mit dem Programm GeneSnap Version
4.01.00 dokumentiert.

2.2.2.1.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit Silberfarbung

Fir die Analyse der PCR-Produkte nach der ChIP wurde die Elektrophorese in
Polyacrylamidgelen mit anschlieRender Silberfarbung angewendet. Hierbei wurden 5 pl
PCR-Produkt bzw. 5 ul DNA-Marker (DNA-Langenstandard VIII 1 : 25 verdinnt in TE-
Puffer pH 7,5) in 8 %igen Polyacrylamidgelen (8 % VWA-Gele: Zusammensetzung
siehe Absatzende) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese mit der Multi-
phor-lI-Elektrophoreseapparatur erfolgte bei 15 °C unter Verwendung des 2x TBE-
Elektrophoresepuffers fiir Silbergele bei 5 W fiir 20 min und anschlielend bei 15 W flr
ca. 1 h, bis die Lauffront etwa 7-8 cm fortgeschritten war. Die Gele wurden nach der
Elektrophorese mit 3 %iger Salpetersdure fur 2-3 min, bis die blaue Lauffront eine
Gelbfarbung aufwies, inkubiert. Es folgte ein finfminttiges Waschen mit dH,O, wobei
das Wasser dreimal gewechselt wurde. AnschlieRend wurden die Gele fir mindestens
20 min in einer 0,2 %igen Silbernitratldsung geschwenkt und dann mit dH,O fir
2-3 min unter dreimaligem Wechsel des Wassers gewaschen. Es schloss sich die Ent-
wicklung der Gele mit stets frisch hergestellter Entwicklerlésung (Silbergele) an. Bei
Verbrauch der Entwicklerlésung (Braunfarbung) wurde diese gewechselt, bis die DNA-
Fragmente sichtbar wurden. Anschlielend wurde die Reaktion mit 10 %iger Essig-
saure gestoppt (ca. 30 s Inkubation). Nach der Fixierung wurde das Gel in 5 %iger

Glycerinlésung fur 20 min inkubiert und bei RT oder bei 60 °C getrocknet.
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8 % VWA Gel:

17,1 ml Acryl-PDA fir VWA-Gele
12,9 ml Tris-Puffer fir VWA-Gele
300 pl 10 %iges APS

30 yl TEMED

2.2.2.1.6 Comet Assay

Der Einzelzell-Gelelektrophorese-Assay ,Trevigen’s Comet Assay™“ diente der
Analyse von DNA-Schaden in den Karzinomzellen. Die Zellen wurden hierzu zu 50 %
Konfluenz ausgesat, 24 h im CO,-Inkubator bei den eingangs genannten Bedingungen
inkubiert und dann entsprechend behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen
mit Trypsin-EDTA abgel6st, im kompletten Nahrmedium aufgenommen und anschlie-
Rend mit dem Z2™ Coulter Counter® gezahlt. Es folgte eine zehnminiitige Zentri-
fugation von 4 x 10° Zellen fiir 10 min bei 800 rpm und 4 °C. Das Zellpellet wurde in
1 ml 1x PBS (Ca?*- und Mg®*-frei) aufgenommen und nochmals bei 800 rpm und 4 °C
fiir 10 min zentrifugiert. Die Zellen wurden danach in 0,9 ml 1x PBS (Ca?- und Mg**-
frei) resuspendiert. 8,5 ul dieser Zellsuspension wurden mit 85 ul low melting agarose
(LM-Agarose) in vorgewarmten Tubes (1,5 ml) gemischt und gemal des Protokolls
weiterverfahren. Es folgte eine Inkubation der auf 38 °C vorgewarmten CometSlides
mit darauf platzierten Probengemischen flir 30 min auf Eis im Dunkeln, um das
Ausharten der Agarose zu beschleunigen. Die Zellen in der LM-Agarose wurden fir
50 min auf Eis lysiert (Lyselésung ohne DMSO) und ebenfalls 50 min mit der alka-
lischen Losung (Comet Assay) behandelt. Die sich anschlieBende TBE-Elektropho-
rese (neutrale Elektrophorese) erfolgte ebenfalls unter Lichtausschluss. Schliefdlich
wurden die Proben Uber Nacht bei RT im Dunkeln getrocknet und danach mit 50 pl
verdiinntem SYBR® Green | angefarbt. Nach erneutem Lufttrocknen erfolgte unter
Verwendung des Fluoreszenzmikroskops Axioplan2 Imaging mit der Software /Isis V
3.4.0 und dem entsprechenden Filter flr ein Absorptions- und Emissionsmaximum von
494/521 nm die Auswertung. Es wurden jeweils drei unabhangige Versuche zur
Datenerhebung durchgefiihrt und eine reprasentative Abbildung im Ergebnisteil dar-

gestellt.
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2.2.2.2 RNA-Analytik
2.2.2.2.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Zellen

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zellen fir die Umschreibung in komplementare
DNA [complementary DNA (cDNA), Prozess: reverse Transkription] wurde die single-
step-Methode von Chomczynski und Sacchi mit dem TRIzol Reagent® angewandt
(Chomczynski & Sacchi, 1987). Es wurde wie folgt vorgegangen: Zu den jeweiligen
Zellpellets (in 2-ml-Tubes) wurden 0,5 ml TRIzol Reagent® gegeben und die Zellen
unter Vortexen lysiert. AnschlieBend wurden nochmals 500 pl TRIzol Reagent®
dazugegeben und grindlich gemischt. Es folgte eine funfminitige Inkubation der Pro-
ben bei RT. Nun wurden zu der Suspension 0,2 ml Chloroform hinzugefugt, fur 15-20
s stark geschittelt und anschlieBend fir 2—3 min bei RT inkubiert. Zur Phasen-
trennung wurden die Proben 25 min bei 15.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die farblos-
wassrige Phase wurde in ein neues Tube Uberflhrt. Die RNA wurde darauf mit 0,6 ml
Isopropanol unter finf- bis sechsmaligem Schwenken und anschlielender zehn-
minutiger Inkubation bei RT geféllt. Die Pelletierung der RNA erfolgte durch Zentri-
fugation fiir 10 min bei 15.000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde anschlieRend
vorsichtig abgenommen und das RNA-Pellet mit 1 ml 75 %igem Ethanol (hergestellt
mit DEPC-Wasser) gewaschen. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt flir 5 min
bei 15.000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde ebenfalls entfernt und das RNA-Pellet
5-10 min bei RT getrocknet. Die RNA wurde schlussendlich in 30-200 pl RNAse-
freiem Wasser (DEPC-Wasser) gelost, zur vollstandigen Lésung bei 60 °C fir 10 min
inkubiert und bei - 80 °C aufbewahrt.

2.2.2.2.2 RNA-Konzentrationsmessung

Fur den Einsatz aquivalenter RNA-Mengen fir die cDNA-Synthese wurden die Kon-
zentration der praparierten RNA gemessen. Die RNA-LOsung wurde hierzu 1 : 35 mit
DEPC-Wasser verdiinnt und spektrophotometrisch mit dem BioPhotometer bei einer
Extinktion von 260 nm gemessen. Die Konzentration ergab sich nach den folgenden

Gleichungen:

1 OD.go (RNA) = 40 pg/ml RNA

¢ (RNA) = ODog (RNA) % 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor
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Bei Kontamination der RNA-L6sung mit Proteinen und/oder aromatischen Substanzen

wurde die RNA mit dem RNeasy Mini Kit nach den Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.2.2.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Fir die cDNA-Synthese ist intakte RNA erforderlich. Da RNA einzelstrangig ist und
unter nativen Bedingungen Sekundarstrukturen durch intramolekulare Basenpaarung
ausbilden kann, was zur Verfalschung der Auftrennung nach MolekilgroRe im Aga-
rosegel fuhrt, wurde diese unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt, um ihre
Intaktheit zu Uberprifen. Die Auftrennung der RNA wurde mit 1,5 %igen denaturie-
renden Formamidgelen (1,5 % Agarose, 1x MOPS, 6,29 % Formaldehyd, 0,0001 %
Ethidiumbromid, in DEPC-Wasser) vorgenommen. Vor dem Auftragen auf das Gel
wurden 4 ug RNA mit 6,25 yl Formamid, 1,25 yl MOPS, 2 pl Formaldehyd, 1,25 pl
Probenpuffer (Formamidgele) und 0,5 ul 1 %iger Ethidiumbromidlésung versetzt und
fur 5 min bei 65 °C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 75 V fir 1-1,5 h mit
dem Laufpuffer 1x MOPS. Zur anschlielfenden Dokumentation wurde die gefarbte RNA
mit UV-Licht (256 nm) im Gene Genius Bio Imaging System angeregt und die Fluores-

zenz mit dem Programm GeneSnap Version 4.01.00 dokumentiert.

2.2.2.2.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription diente dem Umschreiben von RNA in cDNA fir die PCR-
Array-Analysen der vorliegenden Studie. Die cDNA-Synthese wurde in einem 20-ul-
Ansatz unter Verwendung des Reverse Transcription Systems durchgeflihrt. Dazu wur-
den 0,5 pg RNA auf ein Volumen von 9,9 ul mit DEPC-Wasser aufgeflllt, zur Dena-
turierung 10 min bei 70 °C inkubiert und im Anschluss auf Eis abgekuhlt. Daraufhin

wurde folgender Reaktionsansatz

4 yl 25 mM Magnesiumchlorid (MgCl,)

2 pl 10x Reaktionspuffer fur Reverse Transkriptase avian myeloblastosis virus (AMV)
0,5 pl RNase-Inhibitor

2 pl dNTPs (10 mM Mix)

0,6 ul Reverse Transkriptase AMV

1 pl Random-Primer
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zu der denaturierten RNA hinzugegeben und die Reverse Transkriptase AMV 10 min
bei 24 °C aktiviert. Es schloss sich die cDNA-Synthese bei 42 °C fir 15 min und eine
abschliefiende funfminltige Denaturierung bei 99 °C an. Die synthetisierte cDNA

wurde danach direkt fuir die Array-Analysen eingesetzt oder bei - 20 °C gelagert.

2.2.2.2.5 cDNA-Array-Analyse

Der cDNA Microarray GEArray Q Series ,Human Signal Transduction PathwayFinder
Gene Array” ermdglichte die parallele Analyse der Expression von 96 Genen. Diese
spielen in verschiedenen Signaltranduktionswegen eine Rolle. Zur Expressionsana-
lyse wurde die Gesamt-RNA wie zuvor beschrieben isoliert (2.2.2.2.1). AnschlieRend
wurde die RNA auf Degradation mittels denaturierender Agarose-Gelelektrophorese
(2.2.2.2.3) getestet und nur intakte RNA fur die cDNA-Synthese weiterverwendet. Die
reverse Transkription erfolgte mit 3 uyg RNA nach dem Protokoll ,B. Probe Synthesis®
des Handbuchs cDNA GEArray® Q and S Series Kit (Version 8.5) der Firma Super-
Array Bioscience Corporation unter Verwendung des ,RT-Cocktail for Chemilumi-
nescent Detection®. Die cDNA wurde mithilfe des AmpoLabeling LPR Kit mit Biotin-16-
2'-desoxyuridin-5*-triphosphat  (Biotin-16-dUTP) nach Angaben des Herstellers
markiert. Die nachfolgenden Schritte: Prahybridisierung mit Lachssperma-DNA, die
zuvor fur 10 min bei 100 °C denaturiert wurde, Waschschritte, Hybridisierung und
Chemilumineszenzdetektion wurden gemal den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Lumineszenzdetektion erfolgte fir 15-40 min im GeneGnome. Die Daten wurden dann
densitometrisch mithilfe des Programms GeneTools Version 3.08.03 analysiert. Bei der
Datenauswertung wurde eine Korrektur bezlglich des Hintergrundsignals (Blank)
vorgenommen. Abschlieend wurde die relative Expression E eines Gens (Gen/Haus-
haltsgen) zur Berechnung der x-fachen Expression E, (Genexpressionsanderung)
dieses Gens nach der Behandlung durch Bildung des Verhéltnisses Egchandiung/Exontrolie

berechnet.

Jeweils fir jede Membran (der Kontrolle und H;O,-Behandlung) wurden folgende

Berechnungen durchgefiihrt (Normalisierung):

Rohvolumenwert des Gens - Mittelwert der Blanks = a
Mittelwert des Haushaltsgens - Mittelwert der Blanks = b
albx100=E
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Als Haushaltsgen wurde B-Aktin (ACTB, Genbank X00351) verwendet.

Berechnung der E, eines Gens nach der H,O,-Behandlung:

EBehandlung/EKontrolle = Ex

Hierbei wurde folgendes festgelegt: Wenn Exontroe < 1, dann ist Exontroe = 0 (als in den
Zellen nicht exprimiert festgelegt) und bei gleichzeitigem E, > 0 wird E, als neu
exprimiert (ne) definiert. Fir die Gentabelle des Anhangs 3 dieser Arbeit wurden nur
Exontrole > 20 bei gleichzeitigem E, > 2 (mehr als zweifach hochregulierte mRNA-
Expression) sowie E, = ne, wobei Exontroe < 20 und E, > 100 war, einbezogen. Wenn

Ex < 1 wurde dies als Herunterregulation der mRNA definiert.

2.2.2.2.6 RT*-Profiler™-PCR-Array

Der in der vorliegenden Studie verwendete Human MAP Kinase Signaling Pathway
RT? Profiler™ PCR Array erméglicht iiber Real-Time-PCR die simultane Untersuchung
der Expression von 84 Genen des MAPK-Signalwegs. Die Isolierung der Gesamt-RNA
aus den behandelten sowie den unbehandelten Zellen erfolgte wie zuvor beschrieben
(2.2.2.2.1). Danach wurde die RNA auf Degradation mittels denaturierende Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.2.2.3) getestet und nur intakte RNA flir die cDNA-Synthese
weiterverwendet. Die reverse Transkription erfolgte mit 1 ug RNA (2.2.2.2.4). Anschlie-
Rend wurde die Real-Time-PCR nach dem Protokoll ,C. Performing Real-Time PCR*
der Firma Superarray Bioscience Corporation unter Verwendung des Thermozyklers
iCycler Thermal Cyclers durchgefiihrt. Anstelle des vom Hersteller des PCR-Array
empfohlenen SuperArray RT? Real-Time™ SYBR Green PCR Master Mix wurde der 2x
SensiMix Plus SYBRgreen plus FITC mix Kit, der 2x SensiMix, FITC- und SYBR-
Green-I-Lésungen enthalt, verwendet. Dafir wurde die cDNA 1: 3 und die FITC-
Losung 1 : 10 mit Wasser fur die Molekularbiologie verdunnt und folgender PCR-An-

satz/Well verwendet:

12,5 ul 2x SensiMix

1,0 yl cDNA (1 : 3-Verdinnung)

0,25 pl FITC (1 : 10-Verdlinnung)

0,5 ul SYBR Green |

10,75 ul Wasser fiir die Molekularbiologie
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Die Analyse der erhaltenen Daten erfolgte nach diesem Schema:

Der cycle-treshold-(Ci)-Wert jedes Gens wurde durch den iCycler Thermal Cycler
ermittelt, wobei C; > 35 bedeutete, dass dieses Gen nicht exprimiert wird.

Da ein quantitativer Expressionsunterschied zwischen zwei Probengruppen (Kontrolle
und Behandlung) ausgemacht werden sollte, wurde das Verhaltnis der Gruppen mittels
der delta-delta-C; (AAC,)-Methode (Pfaffl, 2001) unter Verwendung des Haushaltsgens
B-Aktin (ACTB, GenBank NM_001101) bestimmt:

Berechnung jeweils fuir den Kontroll- (AC) und Behandlungs-Array (ACy,):

1) C(Gen) - C(ACTB) = AC,

Berechnung der Genexpressionsanderung (E) nach der Behandlung:

2) ACtz - ACM = AACt
3) 28 = E,

Dabei wurde E, > 2,0 als Uberexpression und E, < 0,5 als Herunterregulation des je-

weiligen Gens definiert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Western Blot
2.2.3.1.1 Proteinquantifizierung

Basierend auf der Methode nach Lowry (1951) wurde die Proteinkonzentration der
Zellextrakte kolorimetrisch unter Verwendung des Bio-Rad detergent compatible (DC)
Protein Assay bestimmt. Es wurden jeweils 25 ul eines Gemischs aus Reagenz A und
S (alkalische Kupfertartatlosung) je Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt und
anschliellend 5 ul Zellextrakt bzw. Standard (BSA) dazugegeben (doppelter Ansatz).
Zu dieser Mischung wurden 200 pyl Reagenz B (Folinreagenz) gegeben und 15 min
unter Schatteln bei RT inkubiert. Darauf folgte die Bestimmung der Extinktion der
Proben bei 630 nm (und Verwendung eines ReferenZzfilters fur 450 nm) mithilfe des

Mikrotiterplatten Lesers MRX TC Revelation und des Programms MRX Revelation
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Version 4.22. Die Proteinkonzentration wurde durch Verwendung einer Eichkurve
ermittelt, die aus der mitgefuhrten BSA-Standard-Verdinnungsreihe (0, 0,1, 0,25, 0,5,
1,0, 1,5, 2,0, 3,0 mg/ml BSA) erhalten wurde.

2.2.3.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die SDS-PAGE diente der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Gréflke. Dabei wurde
zur Abschatzung der ProteingroRe ein GroRenmarker mitgefihrt. Jeweils 30 ug Ge-
samtprotein wurden mithilfe des 5x Probenpuffers (Endkonzentration 1x) reduziert und
denaturiert. Um ein einheitliches Volumen in allen Proben zu erhalten, wurden die Pro-
ben mit 2x Ladepuffer versetzt. Die Denaturierung erfolgte im Anschluss durch Erhitzen
auf 95 °C fur 5 min. Der biotinylierte Proteinmarker (8,5 pl) wurde fur 2 min bei 99 °C
denaturiert. Die Proteinldsungen bzw. der Proteinmarker wurden in die einzelnen Pro-
bentaschen des Sammelgels gegeben. Es folgte die Auftrennung der Proteine bei
30-50 mA in 1x Elektrodenpuffer im SDS-Polyacrylamidgel in der vertikalen Elektro-
phoresekammer Mini-Protean® 3 Cell. Dabei bestanden die SDS-Polyacrylamidgele
entsprechend der zu analysierenden Proteine aus einem 10 %- oder 12 %igen Trenn-
gel (Separation von Proteinen der GroRe 15-100 kDa oder 10-70 kDa) und einem

4,9 %igen Sammelgel. Die Zusammensetzung der Gele ist der Tab. 20 zu entnehmen.

Tab. 20: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

(Volumen fiir die Herstellung von jeweils zwei Gelen)

Lésungen 4,9 %iges 10 %iges Trenngel | 12 %iges Trenngel
Sammelgel
dH.0 6,33 ml 4,67 ml 3,93 ml
Rotiphorese® Gel 30 1,65 ml 3,33 ml 3,93 ml
Sammelgelpuffer 2 mi - -
Trenngelpuffer - 2 mi 2 mi
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul
10 % APS 75 pl 75l 75l

2.2.3.1.3 Proteintransfer

Um die Proteine mittels Antikorper nachweisen zu kénnen, wurden die elektropho-
retisch aufgetrennten Proteine unter Einsatz der Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell von Bio-Rad Laboratories, Inc. nach Angaben des Herstellers auf die

Protran-BA-85-Nitrocellulosemembran Ubertragen.
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Die Membran wurde zusammen mit dem Gel im gekihlten Transferpuffer aquilibriert.
Der anschlieRende Transfer erfolgte fir 2 h bei 120 V oder tber Nacht bei 30 V. Die
Lagerung der Membranen erfolgte bei 4 °C in Tris-buffered Saline and Tween 20
(TBST) (kurzfristig) oder in Folie eingeschweil3t bei - 20 °C (langfristig).

2.2.3.1.4 Ponceau-S-Farbung der Proteine auf Nitrozellulosemembranen

Das Anfarben der Proteine mit dem roten Azofarbstoff Ponceau S diente dem Nach-
weis des erfolgreichen elektrophoretischen Transfers der Proteine auf die Nitrocel-
lulosemembran. Dazu wurde die Membran fir 5-10 s mit der Ponceau-S-Farbe-l6sung

inkubiert. Der Farbstoff wurde dann durch mehrmaliges Waschen mit TBST entfernt.

2.2.3.1.5 Antikérperinkubation und Chemilumineszenzdetektion

Um die Proteine auf der Nitrozellulosemembran nachzuweisen, wurden Antikérper ge-
nutzt. Eingangs wurde zur Blockierung aller unspezifischen Bindungen die Nitrocel-
lulosemembran 1 h bei RT in 20 ml Blockierungspuffer inkubiert. Anschlief’iend wurde
die Membran dreimal fir jeweils 5 min bei RT mit TBST gewaschen. Es folgte die
Inkubation mit dem primaren Antikorper in den jeweiligen Verdinnungen in
Blockierungspuffer oder 5 % BSA in TBST (Tab. 13) Uber Nacht bei 4 °C. Anti-B-Aktin
wurde 2 h bei RT inkubiert und diente als Referenz. Es folgte erneutes dreimaliges
Waschen fiir 5 min bei RT mit TBST und die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
in der jeweiligen Verdinnung (Tab. 13, Tab. 14) fir 2 h bei RT in Blockierungspuffer.
Verwendet wurden Goat-Anti-Mouse-Immunglobulin G (IgG) und Goat Anti-Rabbit 1gG
sowie zum Nachweis des Biotin-Markers Anti-Biotin. AnschlieRend wurde die Membran
wieder dreimal fur 5 min bei RT mit TBST gewaschen. Die Chemilumineszenzdetektion
des Komplexes aus Antigen, primaren und sekundaren Antikérpern erfolgte mithilfe
des enhanced chemiluminescence detection (ECL) Kit ,/mmobilon Western Chemi-
luminescent HRP Substrate®, wobei vor Verwendung gleiche Teile der Lésung A und B
kombiniert wurden. Diese Mischung wurde dann auf die Proteinseite der Membran
gegeben (0,08 ml/cm?) und die Lumineszenz im GeneGnome detektiert. Die densito-
metrische Auswertung erfolgte anschlielend mithilfe des Programms GeneTools
Version 3.08.03. Die x-fache Expression eines Proteins wurde durch die Bildung des
Verhaltnisses aus dem densitometrischen Wert des Proteins und dem des Haushalts-
proteins B-Aktin ermittelt. Es sind jeweils, aus mindestens drei unabhangigen Ver-

suchen, reprasentative Bilder dargestellt worden. Ferner wurde nur ein Bild der Lade-
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kontrolle B-Aktin pro Abbildung gezeigt. Berechnungen fiir die Proteinmengen beziehen
sich jedoch auf das jeweilig zugehorige B-Aktin der entsprechenden Membran des dar-

gestellten Proteins.

2.2.3.1.6 Stripping und Wiederverwendung der Membranen

Zur mehrfachen Verwendung der Nitrozellulosemembranen flir weitere Nachweise von
Proteinen wurden die Membranen 10 min bei 42 °C mit 20 ml des Restore™ Western
Blot Stripping Buffer gestrippt, wodurch die spezifisch gebundenen Antikorper entfernt
wurden. Es schloss sich zweimaliges Waschen der Membran mit TBST fur 10 min und

eine erneute Antikdrperinkubation an.

2.2.3.2 Ko-Immunprazipitation (Ko-IP)

Die Ko-IP diente dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen. Diese Methode
erfolgte unter Verwendung des Universal Magnetic Co-IP Kit (Version A). Dazu wurden
die Zellen zu 50 % Konfluenz (4,1 x 10° Zellen) auf Zellkulturschalen (144 x 21 mm)
ausgesat, 24 h im CO,-Inkubator bei den eingangs genannten Bedingungen inkubiert
und entsprechend behandelt. Im Anschluss an die Behandlung wurden die Zell-
extrakte gemal des Protokolls ,Protocols — Whole-cell Extraction® der Firma Active
Motif hergestellt. Dabei wurden folgende Veranderungen am Protokoll vorgenommen:
Die Zelllyse mit dem Complete Whole-cell Lysis Buffer erfolgte fir 1 h 30 min bei 4 °C.
Dabei wurden die Proben nach jeweils 10 min fir 10 s gevortext. Danach wurden die
Zellen fir den kompletten Aufschluss mithilfe des Homogenisators Sonopuls HD 2070
mit 30 Ultraschallimpulsen a 1 s bei 25 % Power (Cycle 30) behandelt. Die Protein-
konzentrationsbestimmung der Lysate erfolgte anschlielfend mit der bereits beschrie-
benen Methode (2.2.3.1.1). Dazu wurde das Lysat zuvor 1:10 mit dem Complete
Whole cell Lysis Buffer verdinnt und die BSA-Standardreihe ebenfalls mit diesem
Puffer hergestellt.

Die Ko-Immunprazipitation wurde gemafRl des Protokolls ,Protocols - Co-Immuno-
precipitation® der Firma Active Motif durchgefuhrt und wie folgt modifiziert. Die
Vorreinigung von 500 pl Lysat erfolgte mit 25 pl Protein G Magnetic Beads fur 1 h bei
4 °C unter Rotation. Der Uberstand wurde von den Beads getrennt und fiir die Ko-IP
verwendet. Die Antikérperinkubation erfolgte mit 250 ug Gesamtprotein und Zusatz von
40 ng Anti-p-ATF-2 Threonin 69/71 (Anti-p-ATF-2""%9"") bzw. 40 ng Normal Rabbit IgG

als nichtspezifische IgG-Kontrolle in einem Gesamtvolumen von 500 ul Complete Co-
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IP/Wash Buffer Uber Nacht bei 4 °C und standiger Durchmischung des Ansatzes. Mit
der 1gG-Kontrolle wurden die nichtspezifischen Bindungen des Zielproteins aufgrund
der Fc-Rezeptor-Bindung oder anderer Protein-Protein-Interaktionen, die auch bei dem
primaren Antikdrper existieren kénnen, gezeigt. Im Anschluss an die Antikérperin-
kubation wurden die Proben 1 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die Bindung
der Antikorper an die Beads erfolgte innerhalb von 3 h bei 4 °C auf dem Rotator. Im
Anschluss wurden die Proben wiederum 1 min bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Das Waschen der Beads wurde dann sechsmal wiederholt. Es folgte die Denaturierung
der Proben und der entsprechenden Lysate (15 ug Gesamtprotein, 10 ul 2x Redu-
zierender Ladepuffer, ad 20 ul mit ddH,O) durch Erhitzen auf 95 °C fir 5 min. Der
Uberstand mit den darin prazipitierten Proteinen wurde von den Beads getrennt und
zusammen mit dem Lysat und dem biotinylierten Proteinmarker nach dem Protokoll
,2DS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)* (2.2.3.1.2) in einem 10 %igen Trenn-
gel aufgetrennt und die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran nach dem ,Protein-
transfer®-Protokoll (2.2.3.1.3) Ubertragen. Die Membran wurde daraufhin mit den gegen
die zu untersuchenden Interaktionspartner gerichteten Antikérpern inkubiert und das
Signal des Antikdrpers gemaf des Punkts 2.2.3.1.5 detektiert. Es wurden jeweils drei

unabhéangige Versuche zur Datenerhebung durchgefiuhrt.

2.2.3.3 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Die ChIP diente dem Nachweis von Protein-DNA-Interaktionen. Hierbei wurde sich des
ChIP-IT™ Express Magnetic Chromatin Immunoprecipitation Kit bedient und entspre-
chend der Protokollvorlage ,Version D1“ gearbeitet. Vor Beginn der Durchfiihrung der
ChIP wurde eine Optimierung der DNA-Scherung mit Ultraschall gemaf des Protokolls
»A. Optimization of Chromatin Shearing — Sonication vorgenommen, um die optimalen
Bedingungen fur diese Methode zu finden. Die Zellen wurden mit 1 % Formaldehyd
(methanolfrei) 10 min fixiert. AnschlieRend wurde das Chromatin mit dem ChIP-IT
Express Kit prapariert und ca. 120 pyl mit Ultraschall unter Verwendung des Ultra-
schallgerats Bandelin Sonopuls HD70 mit einer 3-mm-Durchmesser-Mikrospitze ge-
schert. Zwischen den Impulsen wurden die Proben fur 30 s auf Eis gestellt. Zur Bildung
eines homogenen Fragmentgemischs wurden die Proben regelmafig zwischen den
Ultraschallimpulsen zentrifugiert. Nach dem Scheren des Chromatins wurde die Ver-
netzung von Proteinen und DNA aufgehoben, die L6sung mit Proteinase K behandelt

und einer Phenol/Chloroform-Extraktion und Prazipitation unterzogen (2.2.2.1.1). Die
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Analyse der gescherten DNA erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.1.4) im
1 %igen Agarosegel.

Die optimale Scherung [Fragmente im Mittel 500 base pairs (bp)] erfolgte durch acht
Impulse a 10 s (Cycle 30, 40 % Power, Abb. 8). Diese Bedingung wurde fur die

komplette ChIP-Reaktion verwendet.

1.114 bp
900 bp
692 bp

501/489 bp

404 bp
320 bp

242 bp

190 bp
147 bp

Abb. 8: DNA-Scheranalyse nach Ultraschallbehandlung auf einem 1 %igen Agarosegel
Reihe 1: DNA-Langenstandard VIII, Reihe 2: DNA geschert mit acht Impulsen a
20 s bei 25 % Power, Reihe 3: DNA geschert mit acht Impulsen a 10 s bei 40 %
Power, Reihe 4: DNA geschert mit acht Impulsen a 20 s bei 15 % Power (alle
Cycle 30), bp - base pair(s)

Fir die gesamte ChIP wurden die Zellen zu 80 % Konfluenz auf Zellkulturschalen
(144 x 21 mm) ausgesat, 24 h im CO,-Inkubator unter den eingangs genannten
Bedingungen inkubiert und entsprechend behandelt. Im Anschluss an die Behandlung
wurde gemafl des Protokolls ,B. Cell Fixation, Chromatin Isolation and Sonication
Shearing“ gearbeitet und folgende Modifikationen vorgenommen: Die Fixierung der
Zellen erfolgte mit methanolfreiem Formaldehyd. Die Zellen, kombiniert aus drei
Zellkulturschalten (144 x 21 mm), wurden sofort mit 540 ul Lysis Buffer versetzt. Dieser
enthielt zusatzlich, um die Phosphorylierung der Proteine zu erhalten, Phosphatase-
inhibitor in einer 1 : 20-Verdinnung. Die Zelllyse fand in einem Tube (1,5 ml) fir 1 h auf
Eis statt. Dabei wurde alle 10 min gevortext. Danach wurden die Zellkerne durch
30-maliges Auf- und Abpipettieren mit einer 1-ml-Pipette aus dem Zytoplasma heraus-
gelost. Das Kernpellet wurde anschlielRend in 300 pl Shearing Buffer resuspendiert, der
ebenfalls mit Phosphataseinhibitor in 1 : 20-facher Verdlinnung versetzt war. Jeweils

120 pl wurden auf Tubes (1,5 ml) aufgeteilt. Dann wurde die DNA geschert und das
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Gemisch fir 12 min bei 15000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach dem Zentrifugations-
schritt wurden die Uberstande mit darin enthaltenem gescherten Chromatin einer
Probe kombiniert und weiterverwendet.

Es folgte die Vorreinigung des gesamten Chromatins (ca. 300 ul) mit 15 pl Beads flr
1 h bei 4 °C unter standiger Durchmischung. Dann wurde die Proteinkonzentration des
Chromatins mit der bereits beschriebenen Methode (2.2.3.1.1) bestimmt. Zuvor wurde
das Chromatin 1 : 10 mit dem Shearing Buffer verdiinnt und die BSA-Standardreihe
ebenfalls mit diesem Puffer hergestellt. Die Bindung des Chromatins an die magne-
tischen Beads erfolgte nach dem Protokoll ,C. Capture Chromatin on Magnetic Beads".

Es wurde folgender Immunprazipitationsansatz verwendet (Tab. 21).

Tab. 21: Zusammensetzung des Immunprazipitationsansatzes
Reagenz Volumen in pl, Masse in ug
fiir eine Reaktion
Protein G-magnetische Beads 25 pl
ChIP-Puffer 1 25 ul
Geschertes Chromatin 500 g Protein
Protease inhibitor cocktail (PIC) 1ul
Phosphataseinhibitor 15 ul
DEPC-Wasser ad 250 ul
Antikorper 2 ug
Endvolumen 250 pl

Als Negativkontrollen zur funktionellen Uberpriifung der Immunprézipitation wurden
anstelle des Antikorpers der Normal Rabbit IgG (2 ug) und DEPC-Wasser verwendet.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C unter standiger Durchmischung. Nach der
Antikdrperbindung an den Beads wurden diese nach dem Protokoll ,D. Wash Magnetic
Beads" gewaschen, wobei den ChIP-Puffern 1 und 2 wiederum der Phospataseinhi-
bitor in einer Verdliinnung von 1 : 20 hinzugesetzt wurde. Die Denaturierung des ent-
sprechenden Gesamtzelllysats (15 pg Gesamtprotein, 10 pl 2x reduzierender Lade-
puffer, ad 20 ul mit ddH,0) erfolgte durch Erhitzen auf 95 °C fiir 5 min. Der Uberstand
mit den prazipitierten Proteinen wurde von den Beads getrennt und zusammen mit
dem Lysat und dem biotinylierten Proteinmarker nach dem Protokoll ,SDS-Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)“ (2.2.3.1.2) in einem 10 %igen Trenngel aufge-
trennt und die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran nach dem ,Proteintransfer-
Protokoll (2.2.3.1.3) Ubertragen. Die Inkubation der Membran mit dem Antikérper und

der Nachweis des Proteins in der ChlP-Probe erfolgten im Anschluss entsprechend
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des Abschnitts 2.2.3.1.5. Mit den Ansatzen fur die PCR-Analysen wurden die Elution
des Chromatins, das Aufheben der Vernetzung von Proteinen und DNA sowie die
Proteinase-K-Behandlung nach dem Protokoll ,E. Elute Chromatin, Reverse Cross-
links and Treat with Proteinase K* durchgefuihrt. Es folgte die PCR an der extrahierten
DNA und den 1 : 10 verdinnten Input-DNA-Proben nach dem Protokoll ,Semiquanti-
tative PCR" (2.2.2.1.3) mit den jeweiligen Primerpaaren. Die PCR-Produkte wurden
mittels Silberfarbung nach Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.2.2.1.5) visualisiert. Die
Amplifikation der immunprazipitierten DNA wurde mit der Input-DNA der entspre-

chenden Probe normalisiert.

2.2.3.4 Immunzytochemische Analysen durch indirekte Immunfluores-

zenzfarbung von Zellen

Mittels der Methode der Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von Proteinen (Anti-
genen) Uber Antigen-Antikérper-Reaktionen in Zellkompartimenten nachgewiesen.
Dazu wurden 3,5 x 10* Zellen in 200 pl Komplettmedium je Kammer von acht-Kammer-
Zellkulturobjekttragern ausgesat und nach dem Behandlungsprozedere mit 3 % Para-
formaldehyd in 1x PBS flir 15 min bei RT fixiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit
1x PBS und die Permeabilisierung der Zellen mit 0,2 % Triton X-100 in 1x PBS flr
5 min bei RT. Danach wurden die Zellen dreimal mit 1 x PBS gewaschen, mit 1 % BSA
in 1x PBS fir 10 min bei RT blockiert und mit dem primaren Antikorper (Tab. 16)
verdinnt in 1 % BSA in 1x PBS Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es schlossen sich
wiederum drei Waschschritte mit 1x PBS an. Nachfolgend wurden die Zellen unter
Ausschluss von Licht mit dem entsprechenden sekundaren Antikdrper (Tab. 16),
verdinnt in 1 % BSA in 1x PBS, fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Abschlieend wurde die
DNA der Zellen mit Vectashield Mounting Medium with DAPI gegengefarbt. Die
Auswertung der Farbungen erfolgte unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops
Axioplan2 Imaging mit der Software Isis V 3.4.0 mit den entsprechenden Filtern. Es
wurden jeweils drei unabhangige Versuche zur Datenerhebung durchgefiihrt und eine

reprasentative Abbildung im Ergebnisteil dargestellt.
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2.2.4 Verwendete Programme

Folgende Programme wurden verwendet (Tab. 22).

Tab. 22: Ubersicht der verwendeten Programme
Programm Firma/Quelle
CellQuest Pro Version 4.0.2 BD Becton Dickinson, Heidelberg
GeneSnap Version 4.01.00 Syngene, Cambridge, UK
GeneTools Version 3.08.03
Isis V 3.4.0 Software Metasystems, Altlussheim
MRX Revelation Version 4.22 Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA
Primo Find 3.4 http://www.changbiosience.com/primo/primof.html
TFSEARCH: Searching http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
Transcription Factor Binding Sites

2.2.5 Verwendete Datenbanken

Folgende Datenbanken wurden verwendet (Tab. 23).

Tab. 23: Ubersicht der verwendeten Datenbanken

Datenbank Quelle

BLAST http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov

ENSEMBL http://www.ensembl.org

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

OREGANNO http://www.oreganno.org/oregano/

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Transfac Version 2012.1 Verwendung am DKFZ Heidelberg durch Frau
Agnes Hotz-Wagenblatt

UCSC Genome Browser http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks

UniProt Knowledgebase http://www.uniprot.org

2.2.6 Statistik

Es wurden in den Graphen der Mittelwert sowie die Standardabweichung vom Mittel-

wert [standard error of the difference (SED)] aus den Einzelversuchen dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ermittlung einer zelltodresistenten Karzinomzelllinie mit Zellzyklus-

arrest
3.1.1 Folgen H,0;-induzierten Stresses

Ziel war es, eine auf oxidativen Stress zelltodresistente Karzinomzelllinie zu ermitteln,
die einen Zellzyklusarrest zeigt. AnschlieRend sollte ein in der DNA-Schadens-, Zell-
zyklus- und Zelltodregulation zentral wirkendes Zielprotein zur Verbesserung der Zell-
todantwort durch Umschalten vom Zellzyklusarrest auf den Zelltod ermittelt werden.
Zur Nachahmung ROS-induzierender, DNA-schadigender Antikrebstherapien diente in
der vorliegenden Arbeit das Oxidans H,0O,. Diese Substanz stellt per se ein ROS dar,
welches ungeladen, relativ langlebig, frei beweglich und zellmembranpermeabel ist
(Ohno & Gallin, 1985). Daher eignet es sich ideal als Modellsubstanz zur Induktion
oxidativen Stresses und zur anschliefenden Analyse molekularer Mechanismen und
deren Konsequenzen. H,O, wurde mit diesem Hintergrund bereits erfolgreich in un-
serer Arbeitsgruppe angewandt (Poehlmann et al., 2011; Habold et al., 2008). Ferner
ist es ein Schlisselmolekil in der Wirkung von oxidativen stressinduzierenden Thera-
pien wie z. B. bei einigen Chemotherapeutika (Alexandre et al., 2006; Ubezio & Civoli,
1994).

Gemald der generellen Wirkungslbereinstimmung mit Gber oxidativen stressinduzie-
renden Therapien sollte exogen hinzugefligtes H,O, DNA-Schaden und anschlielend
einen Zellzyklusarrest und/oder Zelltod in vitro induzieren (vergl. Abb. 3). Um dies zu
Uberprufen und eine Karzinomzelllinie mit Zellzyklusarrest und geringer Zelltodantwort
zu ermitteln, wurden Karzinomzelllinien unterschiedlichen Gewebeursprungs, TE-7
(Osophagus-), OE-33 (Barrett's-Adeno-), SEG-1 (Lungen-) und BIC-1 (Kolon-karzinom)
fur die Untersuchungen verwendet. Schliellich sollten die H,O,-Antworten mithilfe des

TP53-Status und der p53-Expression erklart werden.

3.1.1.1 Nachweis von DNA-Schaden

H,O, induziert DNA-Schaden wie AP-Stellen (Chastain et al., 2010), die zu Repli-
kationsstress und zur darauffolgenden Entstehung von DSBs flihren (zusammenge-
fasst in Rybaczek & Kowalewicz-Kulbat, 2013). Es kann auch direkt DSBs auslosen

und Basen schadigen oder modifizieren (Driessens et al., 2009; Dizdaroglu et al.,
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1991). Um DNA-Schaden nachzuweisen, wurde der universelle DNA-Schadensmarker
y-H2AX (Sharma et al., 2012) in den Zelllysaten H,O,-behandelter und unbehandelter
Karzinomzellen mittels Western Blot untersucht.

Die Western-Blot-Analysen zeigten, dass H,O, 24 h nach der Behandlung in allen
untersuchten Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 eine Anreicherung der
Histonmodifikation y-H2AX ausléste (Abb. 9), womit die Induktion von DNA-Schaden
nachgewiesen wurde. Gleichzeitig konnte auch ein erhéhtes H2AX-Proteinlevel beob-

achtet werden.

TE-7 OE-33 SEG-1 BIC-1
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Abb. 9: Nachweis des y-H2AX und H2AX in den Zellen der Karzinomzelllinien TE-7,
OE-33, SEG-1 und BIC-1 24 h nach H,0O,-Behandlung
H>0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.1.1.2 Nachweis von Zellzyklusarresten

Eine Reaktion auf DNA-Schaden kann ein Zellzyklusarrest sein. Um einen solchen in
den untersuchten Karzinomzellen nachzuweisen, wurden diese zur Bestimmung der
Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen 24 h nach der Behandlung mit H,O, mit
dem nukleinsdureinterkalierenden Farbstoff Pl gefarbt.

Die Ergebnisse belegen, dass sich die Zellen der Karzinomzelllinien TE-7, SEG-1 und
BIC-1 vermehrt in der G2/M-Phase des Zellzyklus nach der Behandlung ansammelten
(Abb. 10). Es wurde ein Anstieg von entsprechend + 13,28 % (1,44-fach), + 29,46 %
(2,62-fach) und + 20,61 % (1,95-fach) Zellen ermittelt. Daraus Iasst sich ableiten, dass
diese Karzinomzellen nach der Behandlung einen G2/M-Arrest vollziehen. Des Wei-
teren konnte bei den Karzinomzelllinien TE-7 und BIC-1 zusatzlich ein S-Arrest beob-
achtet werden. Es wurde hierbei ein Populationsanstieg von entsprechend + 12,12 %
(1,49-fach) und + 5,69 % (1,44-fach) Zellen festgestellt. OE-33 hingegen zeigte keinen
Zellzyklusarrest. Alle Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 zeigten aul3er-
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dem eine erhdhte Sub-G1-Zellpopulation um entsprechend + 0,35 % (1,43-fach),
+ 20,56 % (2,75-fach), + 5,05 % (2,62-fach) und + 0,74 % (1,21-fach) Zellen, was die
Induktion von Apoptose indiziert. Der Anstieg der Zellzahl in den genannten Phasen
des Zellzyklus' ging mit einer Reduktion der G1-Zellpopulation einher. Bei den Karzi-
nomzelllinien SEG-1 und OE-33 war zusatzlich eine Verminderung der S-Phasen-Zell-
populationen zu verzeichnen. Die Karzinomzellen gehen folglich aus diesen Phasen in

die anderen Uber bzw. in die Apoptose.

TE-7 OE-33 SEG-1 BIC-1
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Abb. 10: Prozentuale Verteilung der TE-7-, OE-33-, SEG-1- und BIC-1-Zellen in den einzel-
nen Zellzyklusphasen 24 h nach H,O,-Behandlung
H,0, - H,0,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle, G2/M, S, G1 - Zellzyklusphasen,
Sub-G1 - Apoptose

3.1.1.3 Nachweis von Zelltod

3.1.1.3.1 Morphologie

Als Folge nicht reparierter DNA-Schaden kann Zelltod ausgelost werden. Um die Indu-
zierbarkeit von Zelltod durch H,O,-Stress in den untersuchten Karzinomzelllinien nach-
zuweisen, wurden diese vorerst morphologisch untersucht.

Die Behandlung mit H,O, flhrte in allen untersuchten Karzinomzelllinien zu typischen
apoptotischen Zelltodmerkmalen, dem Schrumpfen der Zellen und der Abschnirung
von Membranvisikeln (blebbing, Zeiose) (Anhang 1). Weiterhin zeigten die behandelten
Zellen aller Karzinomzelllinien nach der Behandlung eine geringere Konfluenz, was auf
einen Zellzyklusarrest und/oder Zelltod hinweist. Der nekrotische Zelltod konnte an-

hand der morphologischen Momentaufnahmen nicht dokumentiert werden.

77



Ergebnisse

3.1.1.3.2 Gesamtzelltodnachweis

Um den Gesamtzelltod (Apoptose und Nekrose) zu messen, wurde der Annexin-V-
FLOUS Staining Kit mit anschlielender Auswertung durch fluorescence activated cell
sorting (FACS) verwendet.

Die Farbung der Zellen zeigte 24 h nach der Behandlung mit H,O, bei allen Karzi-
nomzelllinien eine zu der jeweiligen Kontrolle erhéhte Zelltodpopulation an (Abb. 11).
Die geringste Zelltodrate konnte bei der Karzinomzelllinie TE-7 nachgewiesen werden.
Entsprechend der erhaltenen Daten lieRen sich die Karzinomzelllinien wie folgt nach
steigendem Zelltod (Differenz zur Kontrolle in % Zellen) ordnen:

TE-7 (10,56 %) < OE-33 (17,55 %) < SEG-1 (30,4 %) < BIC-1 (35,4 %).
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Abb. 11: Prozentualer Anteil toter und lebender Zellen der Karzinomzelllinien TE-7, OE-33,

SEG-1 und BIC-1 24 h nach H,0,-Behandlung
H,0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.1.1.3.3 Caspase-3-Spaltung — Nachweis Caspase-3-abhangiger Apoptose

Die Effektorcaspase 3 wird downstream des intrinsischen und extrinsischen Wegs der
Apoptose aktiviert. Um eine Beteiligung der Caspase-3-abhangigen Apoptose an dem
beobachteten Zelltod aller untersuchten Karzinomzelllinien nachzuweisen, wurde die

Caspase-3-Aktivierung durch proteolytische Spaltung in den Zelllysaten der vier Kar-
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zinomzelllinien 24 h nach der H,O,-Behandlung anhand der Methode des Western Blot
kontrolliert.

In allen untersuchten Karzinomzelllinien konnten nach der Behandlung die Spaltpro-
dukte der Caspase 3 nachgewiesen werden (Abb. 12). Demzufolge sind in diesen Cas-

pase-3-abhangige apoptotische Mechanismen beteiligt.
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Abb. 12: Nachweis der Caspase-3-Spaltung in den Zellen der Karzinomzelllinien TE-7,
OE-33, SEG-1 und BIC-1 24 h nach H,0O,-Behandlung
H,0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.1.2 p53-Expression in den unbehandelten und H;0.;-behandelten

Karzinomzellen

Um eine Erklarung fur das unterschiedliche Zellzyklusarrest- und Zelltodverhalten der
Karzinomzelllinien gegenuber H,0,-Gabe zu finden, wurde das Augenmerk auf die
p53-Proteinexpression gelegt. Dieses Protein spielt aufgrund seiner Funktion als Zell-
zyklusarrest-, Apoptose- und Nekroseausloser eine zentrale Rolle in der DNA-Scha-
densantwort.

Zunachst wurde die p53-Expression in den unbehandelten Zellen der Karzinomzell-
linien mithilfe von Western Blots analysiert (Abb. 13). Es zeigte sich, dass in den unbe-
handelten Zellen der Karzinomzelllinie TE-7 kein p53-Protein nachweisbar war. Die
Zellen der Karzinomzelllinien OE-33 und BIC-1 wiesen im Vergleich zu den SEG-1-
Zellen eine verstarkte p53-Expression auf.

Zur Untersuchung einer H,O,-abhangigen p53-Expression wurden verschiedene Zeit-
werte (Kinetik) nach entsprechender Behandlung innerhalb von 24 h durch Western
Blots betrachtet (Abb. 14). Hierbei wurde deutlich, dass in der Karzinomzelllinie TE-7
auch nach der H,O,-Behandlung kein p53-Protein gebildet wurde. OE-33-Zellen hin-
gegen zeigten nach einer kurzen p53-Induktion bei 15 min eine Abnahme des Protein-

levels. Die Zellen der Karzinomzelllinie SEG-1 wiederum wiesen mit zunehmendem
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Zeitverlauf eine deutliche Proteinakkumulation auf, die ihr Plateau bei 6 h erreichte. In

BIC-1 dagegen akkumulierte das p53-Protein biphasisch mit Maxima bei 3 und 24 h.
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Abb. 13: p53-Expression in unbehandelten Zellen der Karzinomzelllinien TE-7, OE-33,
SEG-1 und BIC-1
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Abb. 14: p53-Expression nach H,0,-Behandlung in den Zellen der Karzinomzelllinien TE-7,
OE-33, SEG-1 und BIC-1 (24-h-Kinetik)
H>0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

Die Analysen zum p53 sowie zur Induktion von DNA-Schaden, Zellzyklusarrest und
Zelltod (Abschnitte 3.1.1.1 bis 3.1.1.3 und 3.1.2) lassen folgendes Fazit zu: H,0,
induzierte 24 h nach der Behandlung (i) unterschiedliche p53-Expressionslevel und
-muster, (i) in allen untersuchten Karzinomzelllinien DNA-Schaden, (iii) in drei von
ihnen einen Zellzyklusarrest und (iv) in allen Zelltod. Dabei ist TE-7 die Karzinom-

zelllinie, welche vergleichsweise die geringste Zelltodrate (zelltodresistent) bei gleich-
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zeitigen Zellzyklusarresten zeigte. Daher wurde diese fur die Analyse der detaillierten
molekularen Mechanismen verwendet, um aus einem Zellzyklusarrest heraus Zelltod

zu induzieren.

3.2 Detaillierte Untersuchungen an der 6sophagealen Karzinomzelllinie
TE-7

3.2.1 Molekulare Mechanismen der H,0.-induzierten DNA-Schaden, Zell-
zyklusarreste und des Zelltods

Um die molekularen Mechanismen der induzierten DNA-Schaden, der Zellzyklus-
arreste und des Zelltods der zelltodresistenten 6sophagealen Karzinomzelllinie TE-7 zu
untersuchen, wurden unterschiedliche Zeitpunkte nach der H,O,-Behandlung betrach-
tet.

3.2.1.1 DNA-Schaden

Die Induktion von verschiedenen DNA-Schadensformen wurde nach der H,O,-Be-

handlung der Karzinomzelllinie TE-7 mittels

(A) Comet Assay — Nachweis von SSBs, DSBs sowie AP-Stellen,

(B)  Analyse des y-H2AX-Proteinlevels per Western Blots und Nachweis des
y-H2AX im Zellkern durch immunzytochemische Farbung — Nachweis von ver-
schiedenen DNA-Schaden und der mdglichen Beteiligung der phosphatidyl-
inositol 3-kinase-related kinases (PIKKs) ATM, ATR und DNA-dependent
protein kinase (DNA-PK) sowie des JNK-Signalwegs,

(C)  Analyse der Aktivierung des DNA-Schadenssensors Chk1 mithilfe von Western
Blots — Beteiligung des ATM/ATR-Signalwegs

untersucht.

3.2.1.1.1 Nachweis verschiedener DNA-Schédden mittels Comet Assay

Im Comet Assay korrelieren das Ausmald und die Lange der SYBR-Green-I-gefarbten
Schweife mit dem Schweregrad des DNA-Schadens (Singh et al., 1988).

Die Untersuchungen mit diesem Assay zeigten Schweife (Comets) an den H,O.-
behandelten TE-7-Zellkernen 3 und 24 h nach der Behandlung (Abb. 15), die auf
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SSBs, DSBs und AP-Stellen hinweisen. Die Kontrollkarzinomzellen hingegen zeigten
das SYBR-Green-I-Signal ausschliel3lich im Kern, was auf kompakte DNA ohne DNA-
Schaden hinweist. Ferner konnten Schweifformunterschiede zu beiden Zeitpunkten
nach der Behandlung festgestellt werden. Nach 3 h war bei dem Grolteil der Kerne
und deren Schweife ein starkes SYBR-Green-I-Signal zu sehen. Nach 24 h hingegen
wurden bei einigen Zellkernen mit schwachem Kopf-Signal eine Schweifverlangerung
mit keulenartiger Form sowie eine Ausdiinnung des SYBR-Green-I-Signals sichtbar.
Dies weist im Vergleich zu 3 h auf starker fragmentierte DNA hin, die sich haupt-
sachlich im Schweif und kaum noch um den Kern herum befand. Die schnellere Migra-
tion der starker fragmentierten DNA war somit anhand der veranderten Form sowie des
schwacheren Signals 24 h nach der Behandlung deutlich sichtbar. Der GrofRteil der
Zellen zeigte jedoch bei 24 h eine Schweifverkiurzung, was auf eine Reparatur der
DNA-Schaden hinweist.

H,0,

24 h

Abb. 15: Comet Assay mit den TE-7-Zellen 3 und 24 h nach der H,0,-Behandlung
H>0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.2.1.1.2 Nachweis von y-H2AX

Bei den kinetischen Analysen des y-H2AX-Levels anhand von Western Blots in der
Karzinomzelllinie TE-7 konnte eine Anreicherung dieser Proteinmodifikation und des
Gesamtproteins nachgewiesen werden (Abb. 16). Die Uber das y-H2AX indirekt nach-
gewiesenen DNA-Schaden wurden bereits nach 15 min sichtbar. Der Nachweis des
y-H2AX zeigt auRerdem eine mdgliche Beteiligung der upstream-gelegenden Kinasen
ATM, ATR, DNA-PK oder JNK.

Immunzytochemische Analysen mit dem Anti-y-H2AX-Antikorper in den TE-7-Zellen
nach der H,O,-Behandlung bestatigten die Anreicherung des y-H2AX und zeigen
y-H2AX-Foci (Lichtspots)-Bildung in den Zellkernen nach 6 h (Abb. 17). Hierbei stim-
men die bei DNA-Schaden entstehenden Foci in den Zellkernen sowohl mit der er-

warteten Anzahl als auch mit dem erwarteten Ort von z. B. DSBs Uberein (zusammen-
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gefasst in Staszewski, 2007; Cleaver, 2011). In TE-7 wurde weiterhin deutlich, dass
24 h nach der Behandlung einige Zellen eine flr apoptotische Zellen typische pan-
nukleare Farbung aufwiesen. Der grofRte Anteil der Zellen zeigte jedoch bei diesem
Zeitpunkt eine Reduktion der Foci-Gréfke, was in diesen Zellen auf einen Abbau des
y-H2AX im Zuge einer Reparatur hinweist. Insofern ist eine Heterogenitat in der Zell-
antwort der TE-7 Zellen nach 24 h ersichtlich. Es wird sowohl Reparatur als auch in zu

stark geschadigten Zellen Apoptose induziert.
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Abb. 16:  Nachweis des y-H2AX und des p-Chk1°*'" sowie der Gesamtproteine H2AX und
Chk1 in TE-7-Zellen nach der H,0,-Behandlung (24-h-Kinetik)
H>0; - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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Abb. 17: Immunzytochemischer Nachweis des y-H2AX in den TE-7-Zellen 6 und 24 h nach
der H,O,-Behandlung
DAPI - 4’,6-Diamidin-2-phenylindol-Farbung, H,O, - H,O.-Behandlung (250 uM),

K - Kontrolle

3.2.1.1.3 Nachweis von aktiviertem Chk1

Der DNA-Schadenssensor Chk1 wird als Folge von DNA-Schadigung durch Phospho-
rylierung am Ser 317 hauptsachlich durch die Kinase ATR aktiviert und kann folglich
einen S- und G2-Arrest einleiten (Liu et al., 2000).

Die Kinase Chk1 wurde in H,O,-behandelten TE-7-Zellen schon 15 min nach der Be-
handlung aktiviert und zeigte ein Aktivierungsmaximum bei 6 h (Abb. 16). Die Phos-
phorylierung ist nach diesem Zeitpunkt ricklaufig. Somit wurden Uber die Aktivierung
des Chk1 indirekt DNA-Schaden nach der H,O,-Behandlung nachgewiesen und akiti-

viertes Chk1 kann die beobachteten Zellzyklusarreste vermitteln.

3.2.1.2 Zellzyklusarrest

Um die beobachteten Zellzyklusarreste der Karzinomzelllinie TE-7 naher zu charak-
terisieren, wurde die Kinetik der Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzykluspha-

sen mittels PIl-Farbung und anschliellendem FACS aufgenommen. Ferner wurden
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Untersuchungen zur Proteinexpression des Cdk-Inhibitors p21VA*! des G1-Zellzyk-
lusregulators Zyklin D1 sowie des spaten G2- und Mitosemarkers Phospho-Histons H3
(p-H3%¢"%) durch Western Blots durchgefiihrt. Betrachtet wurde auch hier ein Zeitraum
von 24 h nach der H,O,-Behandlung (Kinetik).

3.2.1.2.1 Kinetik der Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklus-

phasen

Durch die Analysen zur Verteilung der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen war zu
erkennen, dass die Zellen erst bei 24 h nach der H,O,-Behandlung mit einem deut-
lichen S- und G2/M-Arrest und einer leichten Erhéhung der Sub-G1-Population (Apop-
tose) reagierten (Abb. 18).
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Abb. 18: Verteilung der TE-7-Zellen in den Zellzyklusphasen 1, 3, 6, 12 und 24 h nach der
H,0,-Behandlung (250 uM)
K - Kontrolle, G2/M, S, G1 - Zellzyklusphasen, Sub-G1 - Apoptose

3.2.1.2.2 Expression des Zellzyklusinhibitorproteins p21 WAF1

Der Untersuchungsschwerpunkt wurde auf das fir die Zellzyklusregulation zentrale
Protein p21YA"! gelegt, da dieses ein potenter Ausldser sowohl des S- als auch des
G2-Arrests ist.

Die Ergebnisse zeigten ein verstarktes p21"A"'-Proteinlevel nach der H,O,-Behand-
lung (Abb. 19). Die maximale Expression war nach 12 h zu beobachten. Demzufolge

kann dieser Zellzyklusinhibitor die beoachteten Zellzyklusarreste vermitteln.
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Abb.19:  p21"*"_Expression in den TE-7-Zellen nach der H,0,-Behandlung (24-h-Kinetik)
H>0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.2.1.2.3 Expression des Zellzyklusregulatorproteins Zyklin D1 und Nach-

weis des Mitosemarkers p-H3%¢""°

Um die reduzierte Anzahl an Karzinomzellen in der G1-Phase zu untermauern, wurde
der Zellzyklusregulator Zyklin D1, der im Komplex mit Cdk4/6 die Progression durch
die G1-Phase vermittelt (zusammengefasst in Bernards, 1999), analysiert. Zur Be-
schreibung der G2/M-Progression, wurde die Histonmodifikation p-H3%¢"'® untersucht.
Diese Modifikation ist fur die spate G2-Phase sowie die Mitose typisch und korreliert
mit der Chromosomenkondensierung vor der Mitose (Hendzel et al., 1997; Goto et al.,
1999). Daher kann er zur Differenzierung zwischen einem frihen G2- und M-Arrest
genutzt werden.

Durch die Analysen wurde deutlich, dass das G1-Phaseprotein Zyklin D1 zeitabhangig
herunterreguliert wurde (Abb. 20). Da dieses Protein, welches als regulatorische Unter-
einheit der Cdk4/6 fungiert, nur noch geringfligig vorhanden war, durchlaufen die Zel-
len die G1-Phase vermindert.

Die Proteinmodifikation p-H3°°""® war bereits 15 min nach der Behandlung einer Re-
duktion unterlegen. Beim Zeitpunkt 24 h nach der H,O,-Behandlung ist die Phospho-
rylierung nicht mehr nachweisbar. Dies deutet auf eine nicht mehr stattfindende Mitose

und einen frihen G2-Arrest hin.
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Abb.20:  Zyklin-D1-Expression und Nachweis des p-H3°*"° nach der H,0,-Behandlung in
TE-7-Zellen (24-h-Kinetik)
H,0, - H,0,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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3.2.1.3 Proliferationsverhalten und Zelitod

Um den Effekt der H,Oz-induzierten DNA-Schaden, Zellzyklusarreste und des Zelltods
auf das Zellwachstum zu Uberprifen, wurde ein Zellproliferations-Assay durchgefiihrt.
Die detaillierten Untersuchungen zum Zelltodverhalten der H,O,-behandelten Kar-
zinomzelllinie TE-7 umfassten die Detektion der Apoptose und Nekrose mithilfe des
Annexin-V-FLOUS Staining Kit sowie die Analyse der Aktivierung von Apoptosesig-
nalwegen mittels Western Blots. Der intrinsische Apoptoseweg wurde durch Analyse
des Expressionsverhaltens der Proteine BAX und Bcl-2 und Betrachtung der Akti-
vierung der Caspase 9 untersucht. Weiterhin wurde die Aktivierung der Caspase 8

analysiert und anschlieRend die der Effektorcaspase 3.

3.2.1.3.1 Proliferation

Die Ergebnisse des kolorimetrischen BrdU-Zellproliferations-ELISA belegten nach der
H,O,-Behandlung der TE-7-Zellen einen reduzierten Einbau von BrdU in die Zellen
(Abb. 21). Dieses Ergebnis zeigt, dass die behandelten Zellen in ihrer Proliferations-

aktivitat gehemmt wurden.
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Abb. 21: Zellproliferationsverhalten der TE-7-Zellen 24 h nach der H,O,-Behandlung
H,0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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3.2.1.3.2 Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen

Zur Messung der Apoptose und Nekrose in Abhangigkeit von der H,O,-Konzentration
wurde der Annexin-V-FLOUS Staining Kit nach der Behandlung der Zellen mit unter-
schiedlichen H,O,-Konzentrationen zwischen 10 und 500 yM verwendet.

Die Untersuchungen zeigten, dass eine zellzyklusarrestinduzierende Konzentration von
250 uM auch die maximal erreichbare Apoptose bei geringerer Nekrose ausldste
(apoptotische Zellen: 11,94 %; nekrotische Zellen: 6,31 %; Abb. 22). Ab 500 uyM an-
derte sich das Verhaltnis von Apoptose zu Nekrose, indem mehr Nekrose als Apoptose

ausgeldst wurde (apoptotische Zellen: 17,97 %; nekrotische Zellen: 26,65 %).

B |ebend @ apoptotisch [ nekrotisch

100
80 +
E 60 -
ko)
N
X 40 -
T
20 - i
1
. N e
0 10 50 75 100 250 500
MM H,0,
Abb. 22: Lebende, apoptotische und nekrotische Zellpopulationen der Karzinomzelllinie

TE-7 24 h nach der Behandlung mit unterschiedlichen H,O, Konzentrationen

Um eine Aussage Uber die Zelltodentwicklung Uber den Zeitwert von 24 h hinaus tref-
fen zu kénnen, wurde ebenfalls der Zelltod nach 48 h ermittelt.

Nach der H,O,-Behandlung zum Zeitpunkt 48 h wurde eine 9,19 %ige Zelltoderh6hung
(4,83 % Apoptose und 4,36 % Nekrose) im Vergleich zu der Kontrolle festgestellt
(Abb. 23). Im Vergleich zu 24 h fand eine Verringerung der Zelltodrate statt. Der Ruck-
gang der Zelltodrate setzte sich aus einer Verringerung der Apoptoserate [von 8,34 %
bei 24 h (Abb. 22) auf 4,83 % bei 48 h (Abb. 23)] und einem Anstieg der Nekroserate
[von 2,22 % (Abb. 22) auf 4,36 % (Abb. 23)] zusammen.
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Abb. 23: Lebende, apoptotische und nekrotische Zellpopulationen der Karzinomzelllinie

TE-7 48 h nach der Behandlung mit H,O,
H,0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.2.1.3.3 BAX/Bcl-2-Verhaltnis

Das apoptotische Verhalten von Zellen lasst sich molekular durch das BAX/Bcl-2-Pro-
teinexpressionsverhaltnis beschreiben (Salakou et al., 2007). BAX fungiert als pro- und
Bcl-2 als antiapoptotisches Protein. Stellt man nun das BAX/Bcl-2-Verhaltnis dar, so
erhalt man ein MalR fiir das apoptotische Potential von Zellen.

Die Expression dieser beiden Proteine in einem Zeitraum von 24 h nach der H,O,-Be-
handlung wurde per Western Blots Uberprift (Abb. 24). Hierbei wurde deutlich, dass
bereits 15 min nach der Behandlung ein erhéhtes BAX/Bcl-2-Verhaltnis zu verzeichnen
war. Daraus lasst sich ableiten, dass der intrinsische apoptotische Signalweg durch
einen Uberschuss an BAX-Proteinen bei gleichzeitiger Reduktion der Bcl-2-Proteine

angeschaltet wurde.
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Abb. 24:

H202
K 02505 1 3 6 12 24 h
e A e —|BAX
1,0 1,9 1,2 1,3 1,3 0,9 1,0 0,9 BAX/B-Aktin
B= === =— — — =]Bc-2
1,0 0,8 1,0 0,8 0,7 0,6 0,7 0,8 Bcl-2/B-Aktin
| — s | B-AKtin

1,0 2,5 1.1 1,6 1,8 1,6 1,3 1.1 BAX/Bcl-2

BAX- und Bcl-2-Expression in TE-7-Zellen nach der H,0,-Behandlung (24-h-
Kinetik)

Das Verhaltnis zwischen BAX und Bcl-2 (BAX/Bcl-2) ist dargestellt. H,O, - H,0,-
Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.2.1.3.4 Caspase-8-, 9- und 3-Spaltung — Apoptoseinduktion

Der Prozess der Apoptose wurde durch den Nachweis der Caspasen-Spaltung unter-

sucht.

Deutlich wurde hierbei, dass die Caspasen 9, 8 und 3 ab 6 bzw. 12 h nach der H,0-

Gabe gespalten wurden und eine Verstarkung dieses Effekts bei den spateren Zeit-
punkten auftrat (Abb. 25). Sowohl das erhdohte BAX/Bcl-2-Verhaltnis als auch die

Aktivierung der Caspase 9 zeigen die Beteiligung des intrinsischen Apoptosesignal-

wegs. Caspase 9 und 8 konnten somit die Caspase 3 aktivieren, die fur die beob-

achtete geringe Apoptose verantwortlich zu sein scheint.

Abb. 25:

H202
K 02505 1 3 6 12 24 h

- — e e Y | Caspase 9
Spaltprodukte Caspase 9
0.0 0.0 1.0 3.9 5.2 Spaltprodukte Casp. 9/B-Aktin

0.0 0.0 0.0
LP-.---E—::—-:: Caspase 8
0.0 0.0 0.0 0.0

Spaltprodukte Caspase 8
0.0 1.0 1.5 3.2 Spaltprodukte Casp. 8/B-Aktin

— — == | Caspase 3

Spaltprodukte Caspase 3

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0 2.4 Spaltprodukte Casp. 3/B-Aktin

| — e c— c— — w— o | 3-Aktin

Nachweis der Caspase-9-, 8- und 3-Spaltung in den TE-7-Zellen nach der H,0,-
Behandlung (24-h-Kinetik)
H>0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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3.2.2 Identifizierung eines DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptose-

regulierenden zentralen Proteins

Um die H,O.-induzierte mMRNA-Expressionsinduktion eines zentralen Proteins, das in
der DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptoseregulation involviert ist, zu ermitteln,
wurden cDNA-Microarray-Analysen mit den TE-7-Zellen durchgefihrt. Bei der Selek-
tion des Proteins wurde sich auf die Zelltodform Apoptose beschrankt, da diese einer
der Hauptsignalwege in der Tumorantwort auf Behandlungen darstellt (Brown & Attardi,
2005). Nach der Auswahl eines zentralen Proteins wurden PCR-Array-Analysen zur
differenziellen mRNA-Expressionsanalyse des fiir dieses Protein erforderlichen up-
stream-Signalwegs durchgeflhrt. Anschliel3end fanden Proteinexpressionsstudien zum

ermittelten Signalweg statt.

3.2.2.1 Analyse der differenziellen mRNA-Expression

3.2.2.1.1 Ermittlung eines transkriptionell aktivierten Gens involviert in

DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptoseregulation

In der vorliegenden Studie wurde der cDNA-Microarray “GEArray Q Series Human Sig-
nal Transduction PathwayFinder Gene Array”’ verwendet. Dieser lasst den gleichzeit-
igen Nachweis der mRNA-Expression von 96 Genen, die an unterschiedlichsten Sig-
nalwegen beteiligt sind, zu.

Die Ergebnisse des cDNA-Microarray zeigten, dass 30 min nach der H,O,-Behand-
lung der TE-7-Zellen 35 Gene, die in mehrere Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG)-Signalwege involviert sind, transkriptionell aktiviert wurden (mehr
als zweifach Uberexprimiert und neu exprimiert; Tab. 24, Anhang 2 und 3). Ange-
schaltet wurden z. B. Gene, die in Zellzyklus-, MAPK-, Janus kinase-signal transducer
and activator of transcription (Jak-STAT)- und Apoptose-Signalwege involviert sind.
AuRerdem konnte ausschlieRlich eine Uberexpression von Genen des Array fest-

gestellt werden (Anhang 3).
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Tab. 24: Einordnung der differentiell exprimierten Gene H,O,-behandelter TE-7-Zellen in
KEGG-Signalwege mit der Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery (DAVID)

e i

Pathwave in cancer RT

Cell cycle R s 10
p33 signaling pathway RT ommm 6
Bladder cancer RT omm 5
Small cell lung cancer RT oo &
Colorectal cancer RT oommm 6
Prostate cancer BT mmm s
MAFK =ignaling pathway RT e 7
Glioma RT s 4
Melanoma RT =mm 4
Chronic myeloid leukemia RT === 4
ErbE signaling pathway RT o 4
T cell receptor signaling pathway RT === 4
Focal adhesion BT =mm 5
Endometrial cancer RT == 3
Mon-=mall cell lung cancer RT mm 3
NOD-like receptor signaling pathway RT == 3
1ak-STAT =ignaling pathway RT =mm 4
Pancreatic cancer BT == 3
Hematopoietic cell lineage RT m=m 3
Apoptosis RT mm 3

Um unter den Uberexprimierten Genen eines mit einer Rolle in der DNA-Schadens-,
Zellzyklus- und Apoptoseregulation zu ermitteln, wurde die Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID) und die UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) verwendet. Folgend wurde ein Venn-Diagramm erstellt (Abb. 26, An-
hang 4). Ziel dieser Zuordnung war es auflerdem, ein Gen zu ermitteln, zu dem auf
dem Forschungsgebiet der Osophaguskarzinome noch kein Beitrag existiert. Unter den
15 Genen, die eine Funktion in der DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptoseregu-
lation haben (Abb. 26), befanden sich zwei Gene, ATF-2 und das CCAAT/ enhancer-
binding protein (C/EBP), beta (CEBPB), die in der Datenbank Pubmed noch nicht mit
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Osophaguskrebs in Verbindung gebracht wurden (Tab. 25). Beide Genprodukte stel-
len Transkriptionsfaktoren dar. Fur weitere Untersuchungen wurde ATF-2 (Komponen-
te des MAPK-Signalwegs siehe Anhang 3) gewahlt, da dieses ein aufgrund der gleich-
zeitigen Funktion als Histonacetyltransferase (HAT) sehr potenter Transkriptionsfaktor
ist (Kawasaki et al., 2000). Des Weiteren zeigen neue Studien, dass ATF-2 eine wich-
tige Rolle in der Tumorgenese spielen kdnnte (zusammengefasst in Gozdecka &
Breitwieser, 2012), was dieses Protein als Zielprotein fir Therapien interessant macht.
AuBerdem ist bekannt, dass ATF-2 p21"*"" reguliert (Kardassis et al., 1999; Li et al.,
2010a), womit, wenn ATF-2 in TE-7 dieselbe Funktion auslibt, eine ATF-2-Inhibierung
einen direkten Einfluss auf die Induktion der beobachteten Zellzyklusarreste haben

konnte.

Gesamt Uberexprimierte Gene (35)

DNA-Schaden (16)

Zellzyklus (22) 2 Apoptose (24)

Abb. 26: Venn-Diagramm — Einordung der H,Oo-induzierten Gene der Karzinomzelllinie

TE-7 in DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptoseregulationsprozesse
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Tab. 25:

guskarzinomen aus der Datenbank Pubmed — Stand: 30.01.2013

Anzahl der Literaturquellen aus Pubmed

Gen esophagus cancer esophageal cancer

ATF-2 0 0
BAX 90 96
CDK2 15 15
CDKN1A (p21™") 167 168
CDKN1C (p57"7%) 6 6
CDKN2A (p16™) 246 239
CDKN2D (p19) 1 1
CEBPB 0 0
EGFR 223 237
EGR1 11 11
FOS 18 16
GADD45A 8 8
JUN 38 48
JUNB 2 2
MYC 139 152

Anzahl der Literaturquellen fir die 15 in DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apop-

toseregulation involvierten H,O,-induzierten Gene im Zusammenhang mit Osopha-

3.2.2.1.2 Ermittlung der transkriptionellen Aktivierung der upstream vom

ATF-2 gelegenen Signaltransduktionsgene

Da ATF-2 eine Komponente des Signalwegs der stressaktivierten MAPKs ist (Davis,
1993; Anhang 3), der durch oxidativen Stress und DNA-Schaden aktiviert wird (Son et

al., 2011), war fur die vorliegende Arbeit aulRerdem von Interesse, ob die mRNA-Ex-

pression der upstream vom ATF-2 gelegenen MAPKs verandert vorlag. Dies wurde
mithilfe des Human MAP Kinase Signaling Pathway“ RT? Profiler™ PCR Array eben-
falls 30 min nach der H,O,-Behandlung untersucht.
Es erwies sich, dass die mMRNAs zahlreicher MAPK kinase kinases (MAPKKKs), MAPK
kinases (MAPKKs) und die der Familie der MAPKs (berexprimiert waren (Anhang 5).

Zu erwahnen sind hier besonders die direkt upstream vom ATF-2-gelegenen MAPKs:

1) MAPK 1/6 - ERK 2/3,
2) MAPK 8/9 - JNK 1/2 und
3) MAPK 11/12/14 - p38 alBly.
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Weiterhin ist eine verstarkte Expression der mRNA des ATF-2-Ko-Aktivators CREB
binding protein (CBP) festgestellt worden (Anhang 5). Uber die Array-Studien wurde
auch die mRNA-Uberexpression des Gens CDKN1A (p21""") ermittelt (Anhang 4
und 5). Folglich kann die eingangs festgestellte Anreicherung des p21"“*"'-Proteins
(Abb. 19) mit der Uberexpression der mRNA (Transkriptionsinduktion) assoziiert wer-

den.

3.2.2.2 Analyse der Proteinexpression und Aktivierung der MAPKs und
des ATF-2

Von Interesse war nun, ob die transkriptionelle Aktivierung der JNK, p38 und ERK
MAPKs sowie des ATF-2 nach H,O,-Behandlung auch zu einer erhdhten Protein-
expression fuhrt und gegebenenfalls auch eine Aktivierung dieser Kinasen und des
Transkriptionsfaktors nachgewiesen werden kann.

Um dies zu untersuchen, wurde die Methoden des Western Blot und der Ko-Immun-

prazipitation genutzt.

3.2.2.2.1 MAPKs

Die Proteinexpressionsanalysen der MAPKs JNK, p38 und ERK (Abb. 27) zeigten eine
zeitabhangige Reduktion der Expression der drei MAPK-Proteine nach der H,O,-Gabe.
Somit fuhrte die im PCR-Array festgestellte Uberexprimierte mRNA nicht zur ver-
starkten Translation der entsprechenden Proteine. Weiterhin konnte im Zuge der
Untersuchungen eine biphasische Aktivierung der MAPKs mittels Phosphorylierung
festgestellt werden. Die MAPKs p46 (JNK 1/2) wiesen bei 30 min und 12 h die
maximale Aktivierung [Phosphorylierung am Thr 183/Tyrosin (Tyr) 185] auf. Die p54
(JNK 1/2) wurden nach 1 h aktiviert (Phosphorylierung am Thr 183/Tyr 185) und das
Maximum ihrer Aktivierung war bei 12 h zu beobachten. Die p38 a/B/y MAPKs zeigten
ihr Aktivierungsmaximum (Phosphorylierung am Thr 180/Tyr 182) bei 15 min und 12 h,
die MAPKs p44/42 (ERK 1/2) wiesen ein solches (Phosphorylierung am Thr 202/Tyr
204) nach 30 min und 12 h auf.
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Abb. 27: Expression der MAPKs JNK, p38 und ERK und deren Aktivierung in TE-7-Zellen
nach der H,0,-Behandlung (24-h-Kinetik)
H,0, - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle

3.2.2.2.2 ATF-2

Die Phosphorylierung des ATF-2 an den Thr 69 und 71 durch die stressaktivierten
MAPKSs ist hauptsachlich flr dessen transaktivierende Kapazitat notwendig (Gupta et
al., 1995; van Dam et al., 1995). Unter normalen Bedingungen (stressfrei), weist ATF-2
aufgrund intramolekularer autoinhibitorischer Interaktionen der C-terminalen basic leu-
cine zipper domain (bZIP)- und der N-terminalen Aktivierungsdomane ein geringes
Level an Transaktivierung auf. Inducer des ATF-2 (z.B. Kinasen) zerstéren diese Ver-
bindung und aktivieren die transkriptionelle Aktivitdt des ATF-2, indem gebildetes
p-ATF-2"™%9" yom Zytoplasma in den Kern wandert und dort an die DNA im Pro-

motorbereich der Zielgene bindet (zusammengefasst in Bhoumik et al., 2007; Abb. 28).
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MAPK-Aktivierung

/N \
®® \

169 T7i / N

Intramolekulare DNA-Schaden |P'
B | 1:494‘7“
Zytoplasma Kern

Abb. 28: Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors ATF-2 an den Thr 69 und 71 ist fur
dessen Lokalisationsanderung und Aktivierung erforderlich.
Modifiziert nach Bhoumik et al. (2007), bZIP - basic leucine zipper domain,
P - Phospho-, T69/71 - Threonin 69/71

Analysen zur Proteinexpression und Aktivierung des ATF-2 zeigten, dass entspre-
chend der erhéhten ATF-2-mRNA-Expression (Anhang 3) 30 min nach der H,O,-Be-
handlung auch ein erhohtes Proteinlevel nachgewiesen werden konnte (Abb. 29). Im
Anschluss daran war ein Rickgang des ATF-2-Proteinlevels zu verzeichnen. Weiterhin
konnte etwas zeitversetzt zu der MAPK-Aktivierung, ab 30 min, die Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors durch Phosphorylierung an den Thr 69 und 71 nachgewiesen
werden. Diese zeigte die maximale Auspragung bei 3 h und war bei 24 h vollstandig

rucklaufig.

H202
K 02505 1 3 6 12 24 h

[ cos aas S &= & &= &= | ATF-2
0 11 13 09 06 07 07 08 ATF-2/8-Aktin

| T — I p_ATF_ZThr69/71
00 00 10 45 52 23 14 00 p-ATF-2/8-Aktin

| w— . s | 3-Aktin

Abb. 29: Proteinexpression und Aktivierung des ATF-2 in TE-7-Zellen nach der H,O,-Be-
handlung (24-h-Kinetik)
H,0, - H,0O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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Die Lokalisationséanderung des ATF-2, als Hinweis auf die Aktivierung, wurde im Fol-
genden anhand immunzytochemischer Farbungen unter Verwendung des Antikdrpers
Anti-ATF-2 (20F1) Uberpriift.

Die Ergebnisse der Farbungen zeigten 1 h nach der H,O,-Behandlung ein verstarktes
Signal im Zytoplasma der Karzinomzellen und in einigen Zellen auch im Kern
(Abb. 30). Dies deutet auf eine verstarkte Expression und die Aktivierung durch das

Shuttling des Proteins vom Zytoplasma in den Kern hin.

ATF-2 DAPI Uberlagerung

g\

Abb. 30: ATF-2-Lokalisation durch immunzytochemische Farbung der TE-7-Zellen 1 h nach
der H,O,-Behandlung
DAPI - 4’.6-Diamidin-2-phenylindol-Farbung, H,O, - H,O,-Behandlung (250 uM),
K - Kontrolle

3.2.2.2.3 c-Jun und p300/CBP

Unphosphoryliert liegt ATF-2 aufgrund der inhibitorischen Struktur als Monomer vor.
Die intramolekulare Inhibierung wird durch die Phosphorylierung an den Thr 69 und 71
aufgehoben und gibt die flir die Dimerisierung und DNA-Bindung notwendige b-ZIP-
Domane frei. Phosphoryliertes ATF-2 kann folglich Homodimere und Heterodimere mit
anderen Mitgliedern der bZIP-Familie bilden (ATF/CREB-, Jun/FBJ murine osteo-sar-
coma viral oncogene homolog (fos)-Familie) (Hai et al., 1989; Abb. 28). Die trans-
kriptionelle Aktivitdt des Homodimers ATF-2 ist limitiert (http://atlasgeneticsoncology.
org/Genes/ATF2ID718ch2q31.html, Stand: 19.06.2013). Daher ist dessen Aktivitat
auch von Heterodimerisierungspartnern, wie z. B. von dem sehr gut charakterisierten
Transkriptionsfaktor Jun proto-oncogene (c-Jun), abhangig (Newman & Keating, 2003;
Steinmdller et al., 2001). Dieser bildet mit ATF-2 den activator protein 1 (AP-1)-Kom-
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plex. Ferner ist bekannt, dass die HATs p300 und CBP als transkriptionelle Ko-
Aktivatoren des AP-1-Komplexes wirken und damit die transkriptionelle Funktion des
ATF-2 unterstiitzen konnen (Ugai et al., 1999; Sano et al., 1998). Um auf diese
Aspekte einzugehen, wurden zuerst Untersuchungen zur Aktivierung von c-Jun

Ser73)

(p-c-Jun , dessen Gesamtproteinexpression und der Proteinexpression von p300/

CBP durchgefiihrt. AnschlieRend fand die Methode der Ko-IP Anwendung, um eine

_QThiBU71 i p_C_JunSer73 sowie mit p300/CBP zu

mogliche Interaktion des p-ATF
Uberprifen.

Die Western-Blot-Untersuchungen zeigten, dass c-Jun 15 min und ab 3 h nach dem
Stress eine erhohte Proteinexpression aufwies (Abb. 31), was im Falle des 3-h-Wertes
auf die im cDNA-Array gefundene mRNA-Uberexpression zuriickgefiihrt werden kann
(Anhang 3). Die Phosphorylierung am Ser 73 des Proteins c-Jun durch die JNK-
MAPKs dient der Funktionalitdt, Stabilitdt und dem transaktivierenden Potential, der
Forderung der Interaktion mit der basalen Transkriptionsmaschinerie oder mit Ko-Akti-
vatoren sowie der Férderung der Dissoziation von transkriptionellen Repressorkom-
plexen (zusammengefasst in Davis, 2000; Lopez-Bergami et al., 2010). Diese Aktivie-
rung konnte bereits 15 min nach der H,O,-Behandlung nachgewiesen werden und
zeigte bei 6 h die maximale Auspragung (Abb. 31). Weiterhin konnte ein erhéhtes Pro-
teinlevel der Ko-Aktivatoren p300/CBP 15 und 30 min sowie 1 h nach der Behandlung
beobachtet werden.

Demnach ist eine erhéhte Konzentration der Proteine c-Jun und p300/CBP und die

Aktivierung des Transkriptionsfaktors c-Jun nach der H,O,-Behandlung festgestellt

worden.
H,O,
K 02505 1 3 6 12 24 h
| —— — - —  E— S s— | C'Jun
10 13 06 10 13 18 15 12  c-Jun/B-Aktin
| " - | p_C_JunSer73
00 10 16 21 09 44 32 09 p-c-Jun/B-Aktin
(B S - . 1 S 24| p300/CBP
10 20 43 17 05 11 07 15 p300/CBP /B-Aktin
| _— e | B-Aktin
Abb. 31: Proteinexpression und Aktivierung von c-Jun und Proteinexpression von p300/CBP

in TE-7-Zellen nach der H,0,-Behandlung (24-h-Kinetik)
H>0; - H,O,-Behandlung (250 uM), K - Kontrolle
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3.2.2.2.4 Interaktionspartner des p-ATF-2""%"": p-c-Jun®*"® und p300/CBP

Um eine Interaktion der Proteine p-c-Jun®®"® und p300/CBP mit dem aktivierten Trans-
kriptionsfaktor ATF-2 nachzuweisen, wurde die Methode der Ko-IP verwendet.

Die Analysen lieRen deutlich erkennen, dass p-ATF-2"°¥"" hach der H,O,-Behand-
lung mit p-c-Jun®"® den AP-1-Komplex bildet (Abb. 32). AuBerdem interagiert
p-ATF-2™"¥"1 mit p300/CBP. Dabei wurde klar ersichtlich, dass diese Proteine 3 und
6 h nach der Behandlung verstarkt eine Bindung zum p-ATF-2""%"" eingehen. Diese
Interaktionen kénnen somit die Transaktivierungsfunktion des ATF-2 positiv beein-

flussen.
H,0,

- - - -+ 1IgG
Anti-p-ATF-2Th69/71

K 1 3 6 3 h

+ + + 0+

I - &N - |p_ATF_2Thr69/71
00 10 09 17 00

[(F = =8 |p-cJunsem
10 11 16 36 00

| L. @® == | p300/CBP

0,0 1,0 15 15 00

Abb. 32:  Nachweis der Interaktion zwischen p-ATF-2""®*"" und p-c-Jun®*"® bzw. p300/CBP
mittels Ko-IP mit dem Antikdrper Anti-p-ATF-2""%¥"" in TE-7-Zellen 1, 3 und 6 h
nach der H,O,-Behandlung
H>0; - H,O,-Behandlung (250 uM), 1gG - Rabbit-Immunglobulin G, K - Kontrolle

3.2.2.3 Prufung des ATF-2-Knockdown als Mechanismus zum Um-

schalten vom Zellzyklusarrest zum Zelltod

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass der Transkriptionsfaktor ATF-2 in den TE-7-
Zellen nach H,O,-Behandlung aktiviert wurde und dadurch Gene der DNA-Schadens-,
Zellzyklus- und Apoptoseregulation aktivieren kann. Bekannt ist, dass ATF-2 den
Fortbestand einer Zelle (Uberleben) und die DNA-Schadensantwort reguliert (zusam-
mengefasst in Bhoumik & Ronai, 2008). Im Falle dieser ausgelibten Funktionen in
TE-7 sollte somit eine Beeinflussung dieses Proteins Folgen fiir das Uberleben, die
Zellzyklusprogression und die Zelltodregulation der Karzinomzellen haben. Um diese

Hypothese zu Uberprifen, wurde die Methode des Knockdown angewandt. Im An-
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schluss daran wurden die Folgen des ATF-2-Knockdown auf die Zellzyklusarrest- und

Zelltodinduktion Gberprift.

3.2.2.3.1 Einfluss des ATF-2-Knockdown auf die Zellzyklusarrestinduktion

Der ATF-2-Knockdown [Transfektionsreagenz (TFR) + ATF-2-siRNA + H,O,] fiihrte zur
teilweisen Reduktion des H,O,-induzierten G2-Arrests (- 6,12 % Zellen, entspricht einer
28 %igen Reduktion des G2-Arrests; Abb. 33). Aullerdem wurde deutlich, dass die
Karzinomzellen sich verstarkt in der S- (+ 2,41 % Zellen) und G1-Phase (+ 3,00 %
Zellen) ansammelten und apoptotisch (+ 0,71 % Zellen) wurden. ATF-2 vermittelt

demzufolge teilweise den G2-Arrest in der H,O,-Antwort der TE-7-Zellen.
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Abb. 33: Beeinflussung der Zellzahl in den Zellzyklusphasen der Zelllinie TE-7 24 h nach
ATF-2-siRNA-Transfektion und H,O,-Behandlung
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, H,0O, - H,O,- (250 pM), TFR - Transfektionsrea-
genz-Behandlung; G2/M, S, G1 - Zellzyklusphasen, Sub-G1 - Apoptose
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3.2.2.3.2 Einfluss des ATF-2-Knockdown auf die Zelltodinduktion

Um die Folgen eines ATF-2-Knockdown auf die Zelltodinduktion zu untersuchen, wur-
den der Annexin-V-FLOUS Staining Kit angewendet und die Caspase-3-Spaltung
anhand von Western Blots nach ATF-2-siRNA-Transfektion und anschlieRender H,O,-

Behandlung analysiert.

A) Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen

Die Annexin-V- und PI-Farbung der Zellen zeigte 24 h nach der ATF-2-siRNA-Trans-
fektion und H,O,-Behandlung (TFR + ATF-2-siRNA + H,0;) in den TE-7-Zellen eine
1,50-fache Apoptoserate im Vergleich zu den Kontrollzellen (TFR + H,0O,) (Abb. 34).
Ferner konnte eine 1,47-fache Nekroserate beobachtet werden. Das entstandene um-
gekehrte Verhaltnis von Apoptose zu Nekrose ist vermutlich das Ergebnis der Behand-
lung mit dem Tansfektionsmedium.

Die erhohte Zelltodrate nach dem ATF-2-Knockdown scheint folglich ein Resultat des
defekten G2-Checkpoint und anschlieBender Uberwindung dieses Checkpoint mit
DNA-Schaden zu sein. Damit wurde durch den ATF-2-Knockdown ein Umschalten vom

Zellzyklusarrest zum Zelltod erreicht.

m K O TFR ® TFR +H,0, & TFR + ATF-2-siRNA + H,0,
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Abb. 34: Lebende, apoptotische und nekrotische Zellpopulationen der Karzinomzelllinie

TE-7 24 h nach ATF-2-siRNA-Transfektion und H,O,-Behandlung
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, H,0O, - H,O,- (250 uM), TFR - Transfektionsrea-

genz-Behandlung
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B) Caspase-3-Spaltung — Caspase-3-abhédngige Apoptoseinduktion

Die Aktivierung der Caspase 3 war 12 und 24 h nach dem ATF-2-Knockdown und der
H,O,-Behandlung (TFR + ATF-2-siRNA + H,0,) im Vergleich zur Kontrolle (TFR +
H,0,) verstarkt (Abb. 35). Beobachtet wurde ein 1,50- und 1,40-facher Anstieg der
Caspasespaltung. Demzufolge inhibiert ATF-2 die Aktivierung der Caspase 3 in der
H>O5-Antwort.

H,0,
12 24 h
- -+ - - + ATF-2-siRNA
- + + - + + TFR
P——— = — | Caspase 3
{I=— —— —=| Spaltprodukt Caspase 3
1,1 1,0 1,5 1.1 1,0 1,4 Spaltprod. Casp. 3/B-Aktin

|-—_—”——-I B-Aktin

Abb. 35: Caspase-3-Spaltung in den TE-7-Zellen 12 und 24 h nach ATF-2-siRNA-Transfek-
tion und H,0O,-Behandlung
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, H,O, - H,O,- (250 pM), TFR - Transfektionsrea-

genz-Behandlung

3.2.2.4 Funktion des ATF-2 in der Expression des Zellzyklusregulators

p21YAF! und seines Interaktionspartners c-Jun
3.2.2.4.1 Expression von p21"**" und c-Jun nach ATF-2-Knockdown

Da ATF-2 in den TE-7-Zellen den G2-Arrest vermittelt, stellte sich die Frage, wie ATF-2
dieses Ereignis regelt. Zu diesem Zwecke wurde der Einfluss des ATF-2 auf die Ex-

WAF1
1

pression der H,O,-induzierten Proteine p2 und c-Jun nach ATF-2-Knockdown mit-

hilfe von Western Blots untersucht. Das Protein p21"/A™

ist, wie einleitend beschrie-
ben, ein kritisches Zielprotein in der DNA-Schadensantwort und stellt dabei einen po-
tenten Cdk-Inhibitor dar. Das c-Jun, eine Komponente des AP-1-Komplexes, gilt als
positiv auf die DNA-Reparatur wirkender Regulator (zusammengefasst in Perez, 1998;
Potapova et al., 2001). Damit sind beide Proteine zellzyklusarrestregulatorische Kom-
ponenten, die aulRerdem als ATF-2-Zielgene bekannt sind (van Dam et al., 1995; Kar-

dassis et al., 1999; Li et al., 2010a).
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Die ATF-2-siRNA-Transfektion und sich anschlieRende H,0,-Behandlung (TFR +
ATF-2-siRNA + H,0,) bewirkte eine deutliche Herunterregulation des phosphorylierten
ATF-2 (um 10 % bei 6 h und um 80 % bei 12 h) und des ATF-2-Gesamtproteins (um
20 % bei 6 h und um 60 % bei 12 und 24 h) (Abb. 36). Die Expression des Proteins
p21"A"" und des c-Jun war ebenfalls deutlich reduziert, die des p21"*"" um 60 % bei
12 h und um 50 % bei 24 h, die des c-Jun-Proteins um 20 % bei 6 und 24 h und um
50 % bei 12 h.

Somit kann festgehalten werden, dass ATF-2 die Proteinexpression des p2
des c-Jun induzieren kann. Als Konsequenz daraus kann p21"AF" den G2-Arrest ver-
mitteln und c-Jun die DNA-Reparatur und die ATF-2-transaktivierende Kapazitat durch

1WAF1 und

erhohte ATF-2/c-Jun-Komplexbildung. Diese Ergebnisse erklaren das Umschalten von
Zellzyklusarrest auf Zelltod nach dem ATF-2-Knockdown.

Der Transfektionsprozess, genauer die Zugabe des TFR, bewirkt zusatzlichen Stress
in den Zellen. Dementsprechend ist auch eine Hochregulation des ATF-2 und des
p21"A"" als Komponenten der Stressantwort in den Proben ,TFR + H,O,* im Vergleich

zu den Proben ,H,O.“ nicht ungewdhnlich.

H,O,
3 6 12 h
- -+ - - 4+ - - + ATF-2siRNA
- + + - + + - + + TFR
| - - -” wor || e — |p-ATF_2Thr69/71
13 10 10 16 10 09 05 10 02 pATF-2/B-Aktin
—— | [ e ] B-Aktin
6 12 24 h
B B + - - + - - + ATF-2-siRNA
-+ o+ -+ o+ - + + TFR
[ o= = =] & _|ATF2

0,8 1,0 0,8 0,3 1,0 0,4 0,4 1,0 0,4 ATF-2/B-Aktin
|---”_- -”-—. o ’““"lp21WAF1
0,6 1,0 0,8 0,5 1,0 0,4 0,7 1,0 0,5 p21WAF1/B-Aktin

[ e || o e || e e e | c-JUN

11 1,0 0,8 0,8 1,0 0,5 0,9 1,0 0,8  c-Jun/B-Aktin

Abb. 36:  p-ATF-2""""'_| evel und Proteinexpression von ATF-2, p21"*"! und c-Jun 3, 6, 12
und 24 h nach ATF-2-siRNA-Transfektion und H,O,-Behandlung in den TE-7-

Zellen
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, H,O, - H,0,- (250 yM), TFR - Transfektionsrea-

genz-Behandlung
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3.2.2.4.2 Aktivierung von ATF-2 und c-Jun sowie Expression des p21"AF'

nach JNK-Inhibierung

JNK-MAPKSs, eine der drei untersuchten MAPKSs, spielen nach Stress und DNA-Scha-
den eine zentrale Rolle in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren ATF-2 und c-Jun
(zusammengefasst in Whitmarsh & Davis, 1996). Um zu Uberprifen, ob dies und die
darauffolgende p21"“*"'-Regulation auch in der Karzinomzelllinie TE-7 nach der Be-
handlung mit H,O, der Fall ist, wurde die Phosphorylierung an den Thr 69 und 71 des
ATF-2 und am Ser 73 des c-Jun und die p21"*"'-Proteinexpression nach Inhibierung
der JNK-MAPKs durch Western Blots kontrolliert.

Die ATP-kompetitive Wirkung des Inhibitors SP600125 auf die JNK-Aktivitat (Bennett
et al., 2001) fahrte in TE-7-Zellen zu einer deutlichen Reduzierung der ATF-2-Phos-
phorylierung und der des c-Jun 1 und 3 h nach der Behandlung mit H,O, (Abb. 37). Es
zeigte sich auBerdem, dass die Proteinexpression des c-Jun (bei 3 h) und des p21"AF
(bei 6, 12 und 24 h) verringert vorlag.

Damit ist der Beweis erbracht, dass die JNK-MAPKs zumindest teilweise die Akti-
vierung der Transkriptionsfaktoren ATF-2 und c-Jun vermitteln und die c-Jun- und

p21"WAF'_Expression positiv regulieren.

H20,
1 3 6 12 24 h
-+ -+ -+ - + - + SP600125
[ - | p-ATF-2Th69r71] - ~ | p21wAF1
10 06 10 04 p-ATF-2/8-Aktin 10 06 10 07 10 06 p21WAFIB-Aktin

1,0 14 1,0 0,9 ATF-2/B-Aktin

| | p_c_JunSer73
1,0 06 1,0 0,2 p-c-Jun/B-Aktin

| S — |c-Jun
1,0 10 1,0 0,6 c-Jun/B-Aktin

e — N0

Abb. 37: Expression von ATF-2, c-Jun und p21WAF1 sowie Level der aktivierten Formen des
ATF-2 und c-Jun 1, 3, 6, 12 und 24 h nach der Inhibierung der JNK-MAPKs und
H.O,-Behandlung in den TE-7-Zellen
H,0, - H,0,- (250 uM), SP600125 - JNK-Inhibitor-Behandlung
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3.2.2.4.3 Identifizierung potentieller ATF-2-Bindestellen im p21"AF'-

Promotor

Um zu U{berpriifen, ob eine Regulation des p21"A"" durch die direkte Bindung des
p-ATF-2™9"" im p21"WAF_Promotor und dies iiber eine noch nicht notierte ATF-2-
Bindestelle erfolgt, wurde die Promotorsequenz des Gens CDKN1A (p21"*"": Genbank
NT_007592) dem National Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.
ncbi.nim.nih.gov/) entnommen und unter Verwendung des Programms TFSEARCH:
Searching Transcription Factor Binding sites Version 1.3 (http://www.cbrc.jp/re
search/db/TFSEARCH.html) nach potentiellen ATF-2-Bindestellen durchsucht. Da
bekannt ist, dass ATF-2 an CRE-, CRE-BP-, CREB-, AP-1- und CRE-BP/CREB-
Sequenzen bindet (Hai et al., 1989; Song et al., 2006; Benbrook & Jones, 1990), wurde
nach diesen Sequenzen gesucht. Bereits bekannte Bindestellen wurden mit den

folgenden Datenbanken ermittelt:

1) UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks),
2) ENSEMBL (http://www.ensembl.org),

3) OREGANNO (http://www.oreganno.org/oregano/),

4) Transfac® (Version 2012.1).

Unter Ausschluss der bekannten Bindestelle, in der Region - 6.877 bis - 5.176 bp vom
Transkriptionsstartcodon ATG (Chromosom 6, an der Position 36.651.879) entfernt
(Kardassis et al., 1999), wurde ein Sequenzbereich ausgewahlt, der eine hohe Anzahl
von ATF-2-Bindesequenzen innerhalb eines kurzen Sequenzbereichs enthalt, aber als
Bindestelle noch nicht bekannt ist. Es wurde eine potentielle Sequenz, - 4.772 bp bis
- 4.610 bp vom Transkriptionsstart des CDKN1A entfernt, gefunden. Diese enthalt zwei
CRE-BP/CREB-Bindsequenzen (TGAGGTCA/TGAGGTCA) und eine AP-1-Bindese-
quenz (GGTGACTCACT). Die Bindekapazitat dieses Sequenzbereichs fur p-ATF-
2™ wurde mithilfe der ChIP-Methode ermittelt. Hierfir wurden Primer anhand des
Programms Primo Find 3.4 designt, die den Bereich mit der potentiellen ATF-2-Bin-
destelle eingrenzen. Dieser Bereich konnte folglich am Ende der ChIP mit dem Anti-p-
ATF-2™%9"" per semiquantitative PCR unter Verwendung des Primerpaars ,DW-p21
prom pp3 F/R* untersucht werden. Als Negativkontrolle, bei der eine Sequenz auller-
halb des p21"*"'-Gens amplifiziert werden sollte, diente das Primerpaar “DW-p21 neg
control F/R".
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3.2.2.4.4 Nachweis der Bindung des p-ATF-2""%"" im p21"*F'-Promotor
mittels ChIP

Um die Bindung des ATF-2 an der potentiellen Bindestelle im Promotor des
p21"A"'_Gens nachzuweisen, wurde die Methode der ChIP fiir den Antikdrper
Anti-p-ATF-2™%¥"" angewandt. Vor den kompletten bis zur PCR durchgefiihrten ChlIP-
Experimenten wurde die IP der ChlP-Reaktion anhand von Western Blots Uberpruft.
Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass p-ATF-2™%¥"" 3 h nach der Behandlung
erfolgreich prazipitiert wurde (Abb. 38 A). Wahrend der kompletten ChIP-Reaktion
wurde die potentielle ATF-2-Bindestelle im p21"A"'-Promotor mittels semiquantitativer
PCR nach der IP untersucht. Als Kontrollen fiir die IP diente ein Ansatz mit Rabbit IgG
und einer ohne Antikdrper.

Es konnte fir den DNA-Sequenzbereich - 4.772 bp bis - 4.610 bp vom Transkriptions-
start des p21"*"'-Gens entfernt (Abb. 38 B) eine direkte Bindung des p-ATF-2"%"
1 und 3 h nach der H,O,-Behandlung festgestellt werden (Abb. 38 C). In der Negativ-
Kontrollsequenz auRerhalb des p21"*"'-Gens konnte, wie erwartet, keine Bindung des
p-ATF-2""97" gefunden werden. Die Funktionalitdt der PCRs wurde durch PCRs mit
der Input-DNA Uberpruft.

Fir das Gen p21"A"" wurde somit eine noch nicht beschriebene ATF-2-Bindestelle ent-
deckt. Die Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass ATF-2 den Zellzyklus durch Induk-
tion der Expression des p21"A"'-Gens vermutlich durch direkte Bindung in dessen

Promotor regulieren kann.
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A B
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H,0, H,0, H,0, H,0, CRE-BP und CREB
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ttacgccactgtgtccaccacctggctgagcgc TGAGGTCA*gecgegggctgtttcctggeccttgggaatgtgccaggaccegtee
p21WAF1 # | M s — | cctaaggactagcgaggaGGTGACTCACT**gtgacaaggagaccccagggaacggactgtal GAGGTCA*gaaccccg
p21WAF #/lnput 0.0 0.0 00 00 00 00 0.0 1.0 52
N K | = = mes | tgttccgectcettctctggggtetcacttcttgggagectgtgtgaaggtgaattcctctgaaagcetgactgeccctatttgggactcceccagtcetet
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Abb. 38:  Anti-p-ATF-2""*""_ChIP mit TE-7-Zellen nach der H,0,-Behandlung

(A) Nachweis des p-ATF-2 """ im |P-Lysat im Zuge der ChIP 3 h nach der H,O,-Behandlung, (B) Schematische Darstellung des
p21WAF1-Promotors mit untersuchter putativer ATF-2-Bindestelle (AP-1-, CRE-BP- und CREB-Sequenzen) relativ zum Transkriptionsstart
(+ 1, ATG, auf dem Chromosom 6 an der Position 36.651.879), (C) Bindungsanalyse am p21"*"'-Promotor durch semiquantitative PCR
nach der ChIP mit Anti-p-ATF-2""%*"" 1 und 3 h nach der H,0,-Behandlung, H,0, - H,0,-Behandlung (250 uM), IgG - Rabbit IgG, Input -
Input-DNA, K - Kontrolle, Neg K - Negativkontrollsequenz-PCR, Pos. - Position
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3.3 Allgemeingultigkeitsprifung des entdeckten Mechanismus

Um zu Uberprifen, ob der fur H,O, ermittelte Mechanismus ein genereller Mechanis-
mus oxidativen Stresses ist, wurden Untersuchungen mit der oxidativen stressindu-
zierenden Substanz CDNB an der Karzinomzelllinie TE-7 durchgefiihrt. Ferner wurde
ein Ausblick zu diesem Mechanismus durch Untersuchungen mit H,O, an den ein-
gangs untersuchten Karzinomzelllinien sowie durch Behandlung der Karzinomzellli-
nien TE-7 mit der ebenfalls oxidativen stressinduzierenden Substanz PQ und OE-33

mit den Substanzen PQ und CDNB gegeben.

3.3.1 CDNB-induzierter oxidativer Stress in der Karzinomzelllinie TE-7

CDNB erhdht das zellulare ROS-Level durch die Reduktion der antioxidativen Ab-
wehrkapazitat und induziert damit oxidativen Stress in den Zellen (Krance et al., 2010).
Dabei fungiert es als Substrat fur die Glutathion-S-Transferase und fuhrt zur GSH-
Verarmung (Plummer et al., 1981), ein potentes System, um H,O, in Wasser um-
zuwandeln (Reaktion vermittelt durch die Glutathionperoxidase, Chance et al., 1979).
Um einen eventuell allgemeinglltigen Mechanismus oxidativen Stresses zu ermitteln,
wurde das (i) Proliferationsverhalten, (ii) die Induktion von DNA-Schaden, (iii) die
Aktivierung und Expression von ATF-2 und die Expression von p21VA"" (iv) die Zell-
zyklusprogression sowie (v) der Einfluss des ATF-2-Knockdown auf die Zellzyklus-
progression, auf den Zelltod und auf die Caspase-3-Spaltung nach der CDNB-Be-

handlung untersucht.

3.3.1.1 Proliferationsverhalten

Mit dem kolorimetrischen BrdU-Zellproliferations-ELISA wurde nach der CDNB-Be-
handlung (150 uM) der TE-7-Zellen ein fast kompletter Verlust des Einbaus von BrdU
in die Zellen beobachtet (Abb. 39). Dieses Ergebnis zeigt, dass die behandelten Zellen

(CDNB) im Vergleich zur Kontrolle (Ethanol) kaum noch proliferieren.
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Abb. 39: Zellproliferationsverhalten der TE-7-Zellen 24 h nach der CDNB-Behandlung
CDNB - CDNB- (150 pM), EtOH - Ethanol-Behandlung

3.3.1.2 DNA-Schiaden, p-ATF-2™%"'_|evel, ATF-2- und p21VAF'.

Expression

Western-Blot-Analysen zur Expression des DNA-Schadenssensors y-H2AX zeigten,
dass die CDNB-Behandlung eine Akkumulation dieser Proteinmodifikation und des
Gesamthistons erzeugt (Abb. 40). Die verstarkte y-H2AX-Bildung weist auf induzierte
DNA-Schaden hin. Entsprechend dieser Schadensantwort wurde wie schon bei der
H,0,-Behandlung auch das ATF-2-Protein angereichert und aktiviert (p-ATF-2""°9"").
Ebenso konnte eine Akkumulation des p21"A"" beobachtet werden. Damit ist p21"VA™

auch nach dieser Behandlung fahig einen Zellzyklusarrest zu vermitteln.
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CDNB
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Abb. 40:  y-H2AX- und p-ATF-2""%"""_| evel und Expression von H2AX, ATF-2 und p21"AF"’
in TE-7-Zellen nach CDNB-Behandlung (24-h-Kinetik)
CDNB - CDNB-Behandlung (150 uM), K - Kontrolle (Ethanol)

3.3.1.3 Einfluss des ATF-2-Knockdown auf die Zellzyklusprogression

Mittels PI-Farbung der TE-7-Zellen konnte gezeigt werden, dass CDNB neben der
Reduktion der Proliferation und der p21"“*"'-Expressionsinduktion einen 1,48-fachen
G2/M-Arrest (+ 17,86 % Zellen) bei gleichzeitiger Reduktion der G1- und S-Zellpopu-
lationen sowie einen Anstieg der Sub-G1 (Apoptose)-Zellpopulation (+ 1,5 % Zellen,
4,75-fach) ausloste (TFR + CDNB; Abb. 41). Der ATF-2-Knockdown (TFR + ATF-2-
siRNA + CDNB) fuhrte ebenfalls zur teilweisen Reduktion des CDNB-induzierten G2/M-
Arrests (- 4,28 % Zellen, entspricht einer 24 %igen Reduktion des G2/M-Arrests; Abb.
41). Ferner wurde nach dem Knockdown deutlich, dass sich die Zellen leicht in der S-
Phase (+ 1,82 % Zellen) ansammelten und ein Anstieg der Sub-G1-Population (+ 2,14
% Zellen) ausgeldst wurde. ATF-2 vermittelt demzufolge teilweise den G2/M-Arrest in
der CDNB-Antwort der TE-7-Zellen.
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Abb. 41: Beeinflussung der Zellzahl in den Zellzyklusphasen der Karzinomzelllinie TE-7 24 h

nach ATF-2-si-RNA-Transfektion und CDNB-Behandlung

ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, CDNB - CDNB- (150 uM), EtOH - Ethanol-, TFR -
Transfektionsreagenz-Behandlung; G2/M, S, G1 — Zellzyklusphasen; Sub-G1 -
Apoptose

3.3.1.4 Einfluss des ATF-2-Knockdown auf den Zelltod

Um die Folgen eines ATF-2-Knockdown auf den CDNB-induzierten Zelltod zu unter-
suchen, wurden der Annexin-V-FLUOS Staining Kit verwendet und die Caspase-3-
Spaltung im Western Blot nach der siRNA-Transfektion und anschlieRender CDNB-

Behandlung analysiert.

3.3.1.4.1 Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen

Es konnte in den mit den ATF-2-siRNAs-transfizierten Karzinomzellen (TFR + ATF-2-
siRNA + CDNB) eine 1,87-fache Apoptose im Vergleich zu den Kontrollzellen (TFR +
CDNB) festgestellt werden (Abb. 42). Ferner konnte eine 1,26-fache Nekrose beob-
achtet werden. Diese Ergebnisse scheinen ein Resultat des Uberschreitens der G2/M-
Checkpoints zu sein, womit auch bei dieser Behandlung durch den ATF-2-Knockdown

ein Umschalten vom Zellzyklusarrest zum Zelltod erreicht und somit ein genereller
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Mechanismus oxidativen Stresses in TE-7 nachgewiesen wurde. Die Behandlung der
TE-7-Zellen mit CDNB (TFR + CDNB) im Vergleich zur Ethanolbehandlung (TFR +

EtOH) zeigte ebenfalls eine leichte Erhéhung von Apoptose und Nekrose.

W EtOH @ TFR + EtOH B TFR + CDNB O TFR + ATF-2-siRNA + CDNB

100 +

N |

60 -

% Zellen

40 -

20

R |

lebend apoptotisch nekrotisch

Abb. 42: Lebende, apoptotische und nekrotische Zellpopulationen der Karzinomzelllinie
TE-7 24 h nach ATF-2-siRNA-Transfektion und CDNB-Behandlung
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, CDNB - CDNB- (150 yM), EtOH - Ethanol-, TFR -

Transfektionsreagenz-Behandlung

3.3.1.4.2 Caspase-3-Spaltung — Caspase-3-abhdngige Apoptoseinduktion

Die Aktivierung der Caspase 3 war 12 und 24 h nach dem Knockdown und anschlie-
Render CDNB-Behandlung (TFR + ATF-2-siRNA + CDNB) im Vergleich zur Kontrolle
(TFR + CDNB) verstarkt (Abb. 43). Festgestellt wurde ein 3,5- und 3,0-facher Anstieg
der Caspasespaltung. Folglich inhibiert ATF-2, wie schon in der H>O,-Antwort, die Akti-
vierung der Caspase 3 in der CDNB-Antwort.
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CDNB
12 24 h
- - + - - + ATF-2-siRNA
- + o+ - + + TFR

- Caspase 3

=|| Spaltprodukt Caspase 3
0,7 1,0 3,5 0,7 1,0 3,0 Spaltprod. Casp. 3/B-Aktin
| 1 e | B-Aktin

Abb. 43: Caspase-3-Spaltung 12 und 24 h nach ATF-2-si-RNA-Transfektion und CDNB-Be-
handlung in TE-7-Zellen
ATF-2-siRNA - ATF-2-siRNA-, CDNB - CDNB- (150 uM), TFR - Transfektionsrea-
genz-Behandlung

3.3.2 Ausblick

3.3.2.1 Aktivierung und Expression von ATF-2 und p21"AF'-Level nach
H,O;-Behandlung in den Karzinomzelllinien OE-33, SEG-1 und
BIC-1

Zur Klarung, ob die Aktivierung und Expressionsinduktion des ATF-2 und des p21"A"
ein genereller Mechanismus des H,Oo-induzierten Stresses ist, wurde die Expression
und Aktivierung dieser Proteine per Western Blots in den eingangs untersuchten
Karzinomzelllinien OE-33, SEG-1 und BIC-1 Gberpruft.

In der Tat wurde sowohl eine verstarkte Expression von ATF-2 als auch dessen Akti-
vierung durch Phosphorylierung an den Thr 69 und 71 in den Karzinomzelllinien
OE-33, SEG-1 und BIC-1 nach der Behandlung nachgewiesen (Abb. 44). Das Protein
p21"A"! reicherte sich ebenfalls an. Diese Ergebnisse weisen auf eine allgemeingiiltige
Aktivierung von ATF-2 und Akkumulation von ATF-2 und p21"“*"" in der H,O,-Antwort
hin.
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Abb. 44:
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3.3.2.2 Aktivierung und Expression von ATF-2 und p21"AF'.Level nach
Behandlung mit PQ bzw. CDNB in TE-7 und OE-33

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem ermittelten Mechanismus der Aktivierung und
Expressionsinduktion des ATF-2 und p21"A"" um einen generellen Mechanismus oxi-
dativen Stresses handelt, wurden weiterhin andere oxidative stressinduzierende Sub-
stanzen an den Karzinomzelllinien TE-7 und OE-33 getestet und die Expression und
Aktivierung von ATF-2 und das p21"A"'-Level durch Western Blots tiberpriift. PQ ist ein
lipophiles Dikation (PQ?*), welches in der Zelle zum Monoradikalkation PQ*+ reduziert
wird. In dieser Form reagiert es mit O, und dabei wird O, gebildet, welches an-
schlieRend zu H,O, konvertiert wird (zusammengefasst in Castello et al., 2007; Bus &
Gibson, 1984). Uber diesen Mechanismus induziert es oxidativen Stress.

PQ induzierte in TE-7 offenbar keine DNA-Schaden, die durch y-H2AX markiert wur-
den (Abb. 45). In der Zelllinie OE-33 wurde eine leichte y-H2AX-Anreicherung und
somit die Induktion von DNA-Schaden deutlich. In beiden Karzinomzelllinien konnten
nach der Behandlung eine Aktivierung und Akkumulation des ATF-2 und Induktion des
p21"AF! festgestellt werden.

Die Behandlung der Zelllinie OE-33 mit CDNB erzeugte eine y-H2AX-Induktion. Damit
wurden nach dieser Behandlung DNA-Schaden nachgewiesen. Aullerdem wurde die
Aktivierung und Akkumulation des ATF-2 und eine p21"AF'-Anreicherung gefunden.
Zusammenfassend konnte ein genereller Mechanismus der oxidativen Stressantwort
beziiglich der Akkumulation von ATF-2 und p21"*"" und der Aktivierung von ATF-2

gezeigt werden.
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Abb. 45: Aktivierung und Expression von ATF-2 sowie p21WAF1-, y- und H2AX-Level in den

Karzinomzelllinien TE-7 und OE-33 nach PQ- bzw. CDNB-Behandlung (24-h-

Kinetik)

CDNB - CDNB-Behandlung (150 uM), K - Kontrolle (Ethanol fiir CDNB-Behand-
lung), PQ - PQ-Behandlung (100 uM)
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4 Diskussion

4.1 Reaktionen der untersuchten Karzinomzellen unterschiedlichen

Gewebeursprungs auf H,0;
411 Zelltodresistenz

Kenntnisse Uber molekulare Mechanismen, die zur Zelltodresistenz in Tumorzellen fih-
ren, sind von enormer therapeutischer Bedeutung. Mit diesem Wissen ist es mdg-lich
neue effektivere Therapieansatze zu entwickeln. Die Zelltodresistenz liegt beispiels-
weise in defekten Zelltodsignalwegen (Apoptose- oder alternative) begrindet. Hierbei
spielt das p53-Protein eine bedeutende Rolle (Igney & Krammer, 2002; de Bruin &
Medema, 2008; Montero et al., 2013).

Die Fehlregulation und Inaktivierung des p53 wurde mehrfach mit dem Misserfolg von
Krebstherapien in Verbindung gebracht (Velculescu & El-Deiry, 1996; Varna et al.,
2011). Es ist in etwa der Halfte der Tumore inaktiviert (zusammengefasst in Suzuki &
Matsubara, 2011), was erstmals 1984 entdeckt wurde (zusammengefasst in Vogelstein
et al., 2010). Verantwortlich daflir sind p53-Genmutationen, Proteininaktivierung oder
die Degeneration von p53-upstream- und -downstream-Signalwegen in Karzinomzellen
mit Wildtyp (WT)-p53-Gen (zusammengefasst in Junttila & Evan, 2009). TP53-Muta-
tionen befinden sich meist in der DNA-Bindedoméane, was mit dem Verlust der Trans-
kriptionsfaktoraktivitdt des p53 einhergehen kann (Kato et al., 2003). Uberdies wurde
die anormale Expression des p53 in verschiedenen Tumorentitaten beschrieben (zu-
sammengefasst in Khoury & Bourdon, 2011). Folglich kann es zum fehlenden oder
mangelnden Auslésen des Zelltods bei nicht reparierten DNA-Schaden kommen. Da-
her werden Tumorantworten auf zellularen Stress im Zuge einer Therapie oftmals auf
den TP53-Status und die p53-Expression zurtckgefuhrt (Zhang et al., 2013; Chen et
al., 2012a; Kandioler-Eckersberger et al., 2000). Da p53 auch die Zellzyklusprogres-
sion reguliert, kann auch das mangelnde Auslésen von Zellzyklusarresten mit dem
TP53-Status und der p53-Expression in Verbindung gebracht werden (O'Connor et al.,
1997; http://www.med.miami.edu/mnbws/x64.xml, Stand: 14.07.2013). Mit diesem Hin-
tergrund wurden in der vorliegenden Studie sowohl das differentielle Zellzykluspro-
gressionsverhalten als auch die unterschiedlichen Zelltodantworten der Karzinomzell-
linien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 auf die Behandlung mit H,O, (Therapienach-
ahmung) mithilfe des TP53-Status und der p53-Expression erklart.
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Karzinomzellen, die zelltodresistent sind und einen Zellzyklusarrest zeigen, sind von
besonderem Interesse, da ein Umschalten vom Zellzyklusarrest zum Zelltod durch
Inhibierung zellzyklusarrestinduzierender Proteine moéglich ist (siehe Abb. 7 B, C; Chen
et al., 2012b). Daher verfolgte die vorliegende Arbeit das Ziel, eine Karzinomzelllinie
aus vier auszuwahlen, die nach oxidativem Stress durch H,O, die erwahnten Eigen-
schaften zeigt, wobei die Erzeugung von DNA-Schaden durch H,O, die Vorausset-

zung der Induktion von Zellzyklusarresten und Zelltod war.

4.1.2 Induktion von DNA-Schaden

H,0O, erzeugte vermutlich durch die Bildung des hochreaktiven Hydroxylradikals Gber
die Fenton-Reaktion (Henle & Linn, 1997) verschiedene DNA-Schaden in den unter-
suchten Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 der vorliegenden Studie.
Durch den Nachweis der Histonmodifikation y-H2AX nach der Behandlung kommen
SSBs, DSBs, Replikationsstress und DNA-Fragmentierung als mégliche Formen der
DNA-Schadigung in Frage. Ferner ist eine potentielle Beteiligung der upstream-
Kinasen ATM, ATR, DNA-PK wie auch JNK an der y-H2AX-Phosphorylierung in Be-
tracht zu ziehen. ATM kann H2AX nach DSBs und im Zuge der Apoptoseauslésung
(Burma et al., 2001; de Feraudy et al., 2010) und ATR nach SSBs und Repli-
kationsstress phosphorylieren (Ward & Chen, 2001; Ward et al., 2004). DNA-PKs und
JNK phosphorylieren H2AX im Zuge der Apoptose (Mukherjee et al., 2006; Lu et al.,
2006). Das in den hier untersuchten Karzinomzelllinien gebildete y-H2AX kann folglich
einen Beitrag zur DNA-Reparatur leisten, z. B. durch die Rekrutierung von DNA-
Reparaturproteinen an die geschadigte DNA sowie durch Vermittlung der ATM-Sig-
nalkaskade. Als Konsequenz der ATM-Signalkaskade konnen Zellzyklus-Checkpoints
beispielsweise Uber das Protein p53 angeschaltet werden (zusammengefasst in Poehl-
mann & Roessner, 2010; Podhorecka et al., 2010). Das p53 nimmt in der DNA-
Schadensantwort eine Schllisselrolle ein, indem es die Genomintegritat wahrt (Al-
brechtsen et al., 1999). Es kann abhangig vom Ausmal} und der Dauer des Schadens
den Zellzyklus stoppen oder den Zelltod ausldsen (Li et al., 2010b). Daher steht es am
Scheideweg zwischen Uberleben und Zelltod und kann, wie auch fiir die vorliegende

Arbeit, der Erklarung von Zellantworten dienen.
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4.1.3 TP53-Stati und p53-Expression

Die Untersuchungen der vorliegenden Dissertationsschrift zur Expression des p53 in
den unbehandelten Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 zeigten, wie fir
Karzinomzelllinien unterschiedlichen Gewebeursprungs und TP53-Stati erwartet, unter-
schiedliche p53-Expressionslevel. Dies beruht vermutlich auf den unterschiedlichen
Halbwertszeiten des jeweiligen p53-Proteins.

Das geringfligig nachweisbare p53 der Karzinomzelllinie SEG-1 ist auf den WT-Status
zurtickzufiihren, da das WT-Protein eine geringe Halbwertszeit besitzt. Hierbei spielt
die E3-Ubiquitinproteinligase Mdm2 eine Rolle, indem sie p53 ubiquitinyliert und dies
folglich zur ubiquitin-/proteasomabhangigen Degradation flhrt (zusammengefasst in
Brooks & Gu, 2006). Die Mdm2-Expression wiederum ist von p53 abhangig, womit ein
autoregulatorischer feedback loop vorliegt und somit das p53-Protein unter normalen
Bedingungen in geringem Male vorhanden ist (zusammengefasst in Moll & Petrenko,
2003).

In TE-7 konnte kein p53-Protein detektiert werden, was die Ergebnisse von Barnas et
al. bestatigt (Barnas et al., 1997). Sie beschrieben eine TP53-mRNA-Repression. Die-
ser Mechanismus flihrte dazu, dass das p53-Protein trotz WT-Status nicht exprimiert
und detektiert werden konnte.

In den Karzinomzelllinien OE-33 und BIC-1 der vorliegenden Studie wurde typischer-
weise eine Akkumulation des mutierten p53-Proteins beobachtet. Das mutierte p53-
Protein kann Mdm2 nicht mehr induzieren (Wang et al., 2009). Dementsprechend
akkumuliert es aufgrund seiner erhohten Halbwertszeit (Varna et al., 2011).

Die H,0O,-Behandlung hatte sowohl induzierende als auch repremierende Effekte auf
die Expression des p53 in den hier untersuchten Karzinomzelllinien. Dennoch ist
vermutlich nur die Induktion des p53-Proteins in der Karzinomzelllinie SEG-1 von
Bedeutung, da hier der TP53-WT-Status vorliegt und daher das vorhandene p53 seine
Funktion ausuben kann. Die Anreicherung des Proteins in dieser Karzinomzelllinie
kann ein Resultat des Anstiegs der Proteinstabilitdt durch Acetylierung oder Phos-
phorylierung oder der Induktion der Expression sein (Bruno et al., 2006; Takaoka et al.,
2003). Durch Phosphorylierungen und Acetylierungen des p53 nach Stress wird die
Mdm2-vermittelte Degradation des p53 blockiert (Shieh et al., 1997; Li et al., 2002).
Dies fuhrt zur p53-Stabilisierung und -Anreicherung und damit zur Funktionsaktivierung
dessen (zusammengefasst in Wahl & Carr, 2001; Loughery, 2013). Folglich kann p53

in SEG-1 seine Funktionen in der Zellzyklus- und Zelltodregulation austiben.
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4.1.4 p53-abhangige oder -unabhangige Zellzyklusarreste

Zellzyklusarreste kdnnen p53-abhangig vermittelt sein. Daher wurde der TP53-Status
zur Erklarung der H,Os-induzierten differentiellen Zellzyklusprofile der Karzinom-
zelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 dieser Arbeit herangezogen.

Alle untersuchten Karzinomzelllinien zeigten nach der Behandlung keinen Anstieg der
G1-Population, daher ist davon auszugehen, dass diese, wie die meisten Karzinom-
zellen, einen defekten G1-Checkpoint aufweisen (Sherr, 1996; Massagué, 2004). Sie
sind somit auf aktive S- und G2-Checkpoints angewiesen, was einen moglichen Angriff
von Inhibitoren an diesen indiziert (Grundlage des Modells Abb. 7). Tatsachlich waren
die Karzinomzelllinien TE-7, SEG-1 und BIC-1 durch einen S- und/oder G2/M-Arrest
gekennzeichnet (Abb. 46). Da in der Karzinomzelllinie SEG-1 WT-p53 vorliegt, kann
der G2/M-Arrest p53-abhangig sein. Beim p53-abhangigen Zellzyklusarrest kommt es

1WAF1 und

durch Mechanismen wie der Aktivierung von Zellzyklusinhibitoren (z. B. p2
GADDA45) und der Inhibierung der Expression von Cdk1 und Zyklin B1 zum Zellzyk-
lusarrest (He et al., 2005; Kastan et al., 1992; Azzam et al., 1997; Innocente et al.,
1999). In TE-7 und BIC-1 ist p53 nicht exprimiert (TE-7, Barnas et al., 1997) oder durch
loss of function (LOF)-Mutation inaktiviert (BIC-1, Mahidhara et al., 2005), damit sind
die in diesen Karzinomzelllinien beobachteten S- und G2/M-Arreste der vorliegenden
Studie p53-unabhangig. Die p53-unabhangigen Zellzyklusarreste kénnen beispielswei-
se durch die Checkpoint-Aktivatoren Chk1/2 oder den Cdk-Inhibitor p21"A"" ausgeldst
werden. OE-33 zeigte keine Zellzyklusarreste, was auf den Verlust der Funk-tion des
p53-Proteins (LOF-Mutation, Barnas et al., 1997) zurlickzufiihren sein kann. Mutiertes
p53 ist fahig, mit Mre11 meiotic recombination 11 homolog (S. cerivisiae, Mre11) zu
interagieren, was zur Inaktivierung der Mre11/ATM-abhangigen DNA-Schadensantwort
und damit zur fehlenden Induktion von Zellzyklusarresten fihrt (Liu et al., 2010). Im
Falle OE-33 ist zu vermuten, dass andere p53-unabhangige Mechanismen der Zellzyk-
lusarrestinduktion, die in den anderen hier untersuchten p53-defizienten Karzinomzell-

linien zum Tragen kamen, ebenfalls nicht wirken.
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4.1.5 p53-abhangiger oder -unabhangiger Zelltod

Der Zelltod kann, wie auch der Zellzyklusarrest, p53-abhangig sein. Daher wurde p53
zur Erklarung der unterschiedlichen Zelltodantworten der untersuchten Karzinomzell-
linien der vorliegenden Arbeit herangezogen. Aufgrund des TP53-Status konnte abge-
leitet werden, dass der Zelltod der Karzinomzelllinie SEG-1 p53-abhangig erfolgen
kann (Abb. 46). Die p53-abhangige Apoptose wird z. B. Uber die Transaktivierung von
proapoptotischen Molekilen (wie BAX und Puma; Miyashita et al.,, 1994; Nakano &
Vousden, 2001), Herabregulation der Transkription von Bcl-2 (Wu et al., 2001), und die
Interaktion mit bcl-xL- und Bcl-2-Proteinen (zusammengefasst in Vaseva & Moll, 2009),
um die Permeabilisierung der dufReren Mitochondrienmembran auszulésen, vermittelt.
Die Nekrose kann ebenfalls p53-abhangig sein, indem p53 in der mitochondrialen
Matrix akkumuliert und die Offnung der mitochondrialen Permeabilitatstransitionspore
veranlasst (Vaseva et al., 2012). Die hier untersuchten Karzinomzelllinien TE-7, OE-33
und BIC-1 verfolgten p53-unabhangige Zelltodmechanismen (Abb. 46). P53-unab-
hangige Apoptosemechanismen kénnen beispielsweise die Aktivierung der Caspasen
2 und 9 sein (Yamakawa et al., 2008; Manzl et al., 2009). Ferner konnten die p53-
Familienmitglieder tumor protein p73 (p73) und tumor protein p63 (p63) oder das Pro-
tein Puma als Mediatoren der Apoptose agieren (zusammengefasst in Ozaki & Naka-
gawara, 2011a; Yu & Zhang, 2003). P53-unabhangige Nekrose unter Beteiligung von
RIP und poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) wurden durch Boamah et al. und Hur et
al. beschrieben (Boamah et al., 2007; Hur et al., 2006). Bei allen Karzinom-zelllinien
der vorliegenden Dissertationsschrift spielte der Zelltod Uber die Caspase-3-Aktivierung
eine Rolle, wobei diese in TE-7, OE-33 und BIC-1 p53-unabhangig und in SEG-1
vermutlich p53-abhangig aktiviert wurde.

Die Karzinomzelllinie TE-7 zeigte mit 10,56 % die geringste Zelltodrate nach der Be-
handlung (Abb. 46). Diese kann auf das unter normalen und gestressten Bedingungen
transkriptionell repremierte p53 zurtickgefihrt werden. Die mRNA-Repression stellt ei-
nen Mechanismus von Karzinomzellen dar, um das p53 zu inaktivieren. Dies flhrt
dazu, dass das WT-Protein nicht mehr detektiert wird, auch nicht nach DNA-Schaden
(Barnas et al., 1997). Aus diesem Grunde kann kein p53-abhangiger Zelltod mehr
ausgeldst werden. Fur TE-7 wurde eine solche geringe apoptotische Antwort (Apop-
toseresistenz) bereits beschrieben (Chang et al., 2010). Weiterhin konnte durch die
hier gezeigte sinkende Zelltodrate der TE-7-Zellen bei 48 h nachgewiesen werden,

dass die Zellen sich zu erholen scheinen, was aus therapeutischer Sicht ein nicht er-
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wiinschtes Ergebnis ist und zum Uberleben der nicht in den Zelltod gefiihrten Zellen
beitragen kann.

Die ebenfalls geringe Sensitivitat der Karzinomzelllinie OE-33 (17,55 % Zelltoddifferenz
zur Kontrolle, Abb. 46) kdnnte aufgrund des Funktionsverlusts (LOF, Mutation in der
DNA-Bindedomane) des p53 entstanden sein, da das Protein somit nicht mehr fahig
ist, seine zelltodférdernde Funktion auszuliben. Die Inaktivierung des p53 durch LOF-
Mutation und mRNA-Repression in den Karzinomzelllinien OE-33 und TE-7 konnte
eine Uberlebensstrategie dieser Karzinomzelllinien sein, dem ROS-induzierten Zelltod
durch Saure- und eventuell Rauchexposition im Osophagus zu entgehen (Robert et al.,
2000). Die geringere Zelltodrate (Resistenz) der beiden 6sophagealen Karzinomzell-
linien TE-7 und OE-33 im Vergleich zu den Karzinomzelllinien der Lunge (SEG-1) und
des Kolons (BIC-1) stitzen die Befunde, dass der hochmaligne dsophageale Krebs in
verschiedenen Studien apoptoseresistent ist (D'Amico & Harpole, 2000; Hu et al.,
2007; Yoshioka et al., 2008; Hamano et al., 2011), womit diese Karzinomzelllinien
hervorragende in-vitro-Modelle fur diese Krankheit darstellen.

Die p53-WT-Karzinomzelllinie SEG-1 reagierte deutlich sensitiver auf die H,O,-Zugabe
(30,4 % Zelltoddifferenz zur Kontrolle) als TE-7 und OE-33 (Abb. 46), was dem noch
funktionellen p53 zugeschrieben werden kann, welches sich durch H,0,-Stress
anreicherte. Die beobachtete héhere Zelltodrate kénnte auch ein Resultat der erhéhten
ROS-Produktion infolge der p53-Aktivierung sein, wie von Johnson et al. beschrieben
(Johnson et al., 1996). Dies bedeutet, wenn p53 nicht verandert vorliegt, reagieren die
Zellen mit einer starkeren Zelltodantwort.

Bemerkenswert ist auch die hier gezeigte Antwort der Karzinomzelllinie BIC-1, die trotz
LOF-Mutationen im TP53 (in der DNA-Bindedomane und in der Nahe der nuclear
localization signal (NLS)-Region; Mahidhara et al., 2005) eine beachtliche Zelltodant-
wort vollzieht. Dies scheint demzufolge ein p53-unabhangiger Mechanismus zu sein
(Abb. 46).

TP53-Mutationen kénnen mit einer guten oder schlechten Prognose assoziiert sein
oder auch keinen prognostischen Wert haben, was wiederum von der Tumorentitat und
der Therapieart abhangig ist (zusammengefasst in Bertheau et al., 2008). Es wurde
festgestellt, dass das mutierte p53 mit einer Chemoresistenz verbunden ist (Lowe et
al., 1994; O'Connor et al., 1997; Blandino et al., 1999; Ozaki & Nakagawara, 2011b).
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WT LOF - wr® LOF-

Repression@ Mutation® Mutationen®

p53-Inaktivierung p53-Inaktivierung p53-Inaktivierung

Apoptose @poptose Apoptose Apoptose
Apoptose Apoptose

1,49-fach S -S -S 1,44-fach S

1,44-fach G2 -G2/M 2,64-fach G2/M 1,95-fach G2/M
p53-unabhangig p53-unabhangig (p53-abhangig) p53-unabhangig

10,56 17,55 30,4 354

p53-unabhangig p53-unabhangig (p53-abhangig) p53-unabhangig

Abb. 46: Induktion unterschiedlicher Zellzyklusprogressions- und Zelltodantworten der Kar-

zinomzelllinen TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 gegenulber der H,O,-Behandlung

(250 uM) in Abhangigkeit vom TP53-Status

¥ transkriptionelle Repression (Barnas et al., 1997)

2 im Exon 5: Codon 135 (DNA-Bindedomane): TGC — TAC, Cys — Tyr (Fichter et

al., 2011)

@ (Mahidhara et al., 2005)

@ im Exon 8: Codon 273 (DNA-Bindedomane): CGT — AGT, Arg — Ser
Codon 309 (Nahe zur NLS Signalregion): CCC — TCC, Pro —
Ser (Mahidhara et al., 2005)

A - Adenin, Arg - Arginin, C - Cytosin, Cys - Cystein, G - Guanin, LOF - loss of

function, NLS - nuclear localization signal, Pro - Prolin, Ser - Serin, T - Thymin,

Tyr - Tyrosin, WT — Wildtyp; G2, M, S, G1 - Zellzyklusphasen
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Der prognostische Wert der TP53-Aberration wurde z. B. fir Brustkrebs und Ovarial-
karzinome gefunden (zusammengefasst in Bertheau et al., 2008; Buttitta et al., 1997).
Weiterhin ist die prognostische Signifikanz der TP53-Mutation abhangig von der
Lokalisation der Mutation (zusammengefasst in Soussi, 2007; Bertheau et al., 2008).
Zum Beispiel zeigte eine Studie, dass Patienten mit TP53-Mutationen, welche die
zinkbindende Domaéane betrafen, eine schlechte Prognose hatten (zusammengefasst in
Barresen-Dale, 2003). In der vorliegenden Studie, in der eine einheitliche Behandlung
verwendet wurde, konnte der TP53-Status in den untersuchten Karzinomzelllinien
TE-7, OE-33 und SEG-1 einen Einfluss auf die Zelltodrate haben. Hierbei ist vermutlich
ein funktionelles p53 gleichbedeutend mit einer guten Prognose (SEG-1). OE-33 mit
einer TP53-Mutation in der DNA-Bindedomane zeigte eine schlechte Zelltodantwort,
was dem Bericht von Geisler et al. entspricht (Geisler et al., 2001). Hierbei wurde
ebenfalls eine schlechte Antwort auf Doxorubicin von Tumoren mit TP53-Mutationen in
der DNA-Bindedoméane gefunden. Die vorliegenden Ergebnisse aus BIC-1 jedoch sind
ein Beleg fur die gute Prognose bei nichtfunktionellem p53, was den Studien, in denen
Mutationen in der DNA-bindenden Domane des p53 mit Doxorubicinresistenz asso-
ziiert wurden (Geisler et al., 2001), entgegensteht und die Studien von Bertheau et al.
und Bataille et al. unterstitzt (Bertheau et al., 2007; Bertheau et al., 2002; Bataille et
al., 2003).

Zu bemerken ist dennoch, dass TP53-Status und p53-Expression keine vollstandige
Erklarung des Zelltodverhaltens sind, sondern eher ein Versuch. Zwei Dekaden inten-
siver Forschung auf dem Feld der p53-abhangigen Prognose haben keine einfache
Erklarung liefern kénnen. Man ist zu dem Schluss gekommen, dass differentielle Zell-
antworten auf den genetischen Hintergrund, genetische Veranderungen im Tumor, dif-
ferentielle Proteinregulationen, unterschiedliche intrinsische ROS-Level und antioxida-
tive Kapazitat, gewebespezifische und andere unbekannte Faktoren in den verschie-
denen Karzinomen zurtickzufiihren sind.

Die Untersuchungen der vorliegenden Dissertationsschrift an verschiedenen Karzinom-
zelllinien fuhrten zur Auswahl der zelltodresistenten und zellzyklusarrestaufweisenden
Karzinomzelllinie TE-7 fur weitere Analysen. In dieser Karzinomzelllinie sollte ein zen-
trales DNA-Schadens-Checkpoint-Protein ermittelt werden, um dieses zu inaktivieren
und dadurch die Uberwindung der Zelltodresistenz zu bewirken. Dieses Ziel ist eine
wesentliche Grundlage der Verbesserung und Weiterentwicklung oxidativ schadi-
gender Antikrebstherapien. Um ein DNA-Schadens-Checkpoint-Protein zu ermitteln,

war es notwendig, die molekularen Mechanismen der Zelltodresistenz aufzuklaren.
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4.2 Ermittelter molekularer Mechanismus der H,0,-Zelltodresistenz der
TE-7-Zellen

Zur Erklarung der in-vitro-Zelltodresistenz ist die detaillierte Untersuchung der moleku-
laren Mechanismen nach der Stressinduktion unabdingbar. Das Auslésen von Zellzyk-
lusarresten und Zelltod nach DNA-Schaden stehen hierbei im Fokus, da diese Ziele
der oxidativen stessinduzierenden Therapie sind. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit diese Mechanismen an der Zelllinie TE-7 naher untersucht. In diesem Fall waren
nach DNA-Schaden Zellzyklusarreste in den S- und G2-Phasen neben geringem Zell-
tod durch die H,O,-Behandlung ausgeldst worden. Dies ermdglicht durch Beeinflus-
sung eines in der Zellzyklusregulation zentralen Schlisselproteins die Auslosung des
Umschaltens vom Zellzyklusarrest zum Zelltod.

Welche molekularen Ereignisse fihrten nun zu den Zellzyklusarresten und der Zell-
todresistenz und welches zentrale DNA-Schadens-Checkpoint-Protein spielte hierbei

eine Rolle?

4.2.1 DNA-Schaden, Zellzyklusarrest und geringer Zelltod nach H,O,-
Behandlung

4.2.1.1 DNA-Schaden und Zellzyklusarrest

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift demonstrierten anhand der Bil-
dung von DNA-Schweifen im Comet Assay und von y-H2AX eine frithe DNA-Scha-
digung durch H,O,, vermutlich in Form von DSBs, SSBs und AP-Stellen (Burma et al.,
2001; Ward et al., 2004; Ward & Chen, 2001; Zegura & Filipic, 2004). Da die Mehrzahl
der Zellen nach 24 h eine Reduktion der y-H2AX-Foci-Grolie sowie eine Abnahme der
DNA-Fragmentierung im Comet Assay aufwies, ist eine erfolgte Reparatur der Scha-
den zu spaten Zeitpunkten wahrscheinlich. Die beobachtete spate H2AX-Phospho-
rylierung kénnte durch JNK erfolgt sein, da diese flr die p46- und p54-Varianten bei 12
h ein Aktivierungsmaximum zeigte. Eine mogliche Aktivierung der upstream vom y-
H2AX-gelegenen Kinasen ATM, ATR und DNA-PK ist nicht auszuschliefien. Weiterhin
wurde eine Akkumulation des Gesamtproteins H2AX deutlich, welches vermutlich fir
die Reparatur der DNA-Schaden bzw. fir die Markierung der DNA-Schaden angehauft

wurde.
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Als weitere Folge der DNA-Schaden kam es zur Phosphorylierung der Kinase Chk1
(p-Chk1%°™""). Dieses Ergebnis weist auf die Aktivierung der upstream von Chk1 gele-
genen Kinasen ATM und/oder ATR hin, die auch H2AX phosphoryliert haben kdnnten.
Das aktive Chk1 kénnte daher schon sehr friih (1 h nach dem Stress) durch Inakti-
vierung von Cdc25A/C die beobachteten S- und G2-Arreste 24 h nach der Behandlung

1WAF! setzte nach 6 h unterstiitzend bei

induziert haben. Der wichtige Cdk-Inhibitor p2
der Auspragung des Zellzyklusarrests ein, wobei dessen verstarkte p53-unabhangige
Expression transkriptionell begriindet war. Da es zum Verlust des spaten G2- und Mito-
semarkers p-H3Ser10 kam, stellte sich ferner heraus, dass es sich bei dem G2-Arrest um
einen frihen G2-Arrest handelt. Weiterhin waren die Zellzyklusarreste von einer Re-
duktion der Zellen in der G1-Phase begleitet, was molekular durch die Reduktion des
G1-Phaseprogressionszyklins D1 erklart werden konnte. Dieses Zyklin kann somit
aufgrund seiner Reduktion als aktivierende Untereinheit der Cdk4/6 die G1-Phase
Progression nicht mehr vorantreiben. Die beobachteten Zellzyklusarreste resultierten,
wie erwartet, in einer Proliferationshemmung, was anhand des verringerten Einbaus
von BrdU in die Zellen gezeigt werden konnte. Diese Zellzyklusarreste ermoglichten es

den TE-7-Zellen dem Zelltod zu entgehen.

4.2.1.2 Zelltod

Untersuchungen der vorliegenden Studie zeigten, dass nur wenige TE-7-Zellen in den
Zelltod gingen, wobei Apoptose und Nekrose beobachtet wurden. Der geringe apop-
totische Zelltod in den TE-7-Zellen wurde durch den intrinsischen Weg ausgeldst.
Dieser wurde durch einen Uberschuss an BAX und eine Abnahme des Bcl-2 induziert,
was zur Freisetzung von proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien gefiihrt
haben konnte, die anschlieRend Caspase 9 aktivierten. Ferner ist H,O, fahig, mito-
chondriale Membranschaden zu verursachen, was ebenfalls zur Freilassung proapop-
totischer Faktoren fuihrt (Mronga et al., 2004). Folglich konnte die hier gezeigte ge-
spaltene Caspase 9 zur Aktivierung der Effektorcaspase 3 beitragen. Des Weiteren
wurde eine Beteiligung der Caspase 8 am Zelltod festgestellt. Diese kann ebenfalls
Caspase 3 aktivieren und konnte auch uUber Bid den intrinsischen Weg angeschaltet
haben (Zhao et al., 2010). Obwohl die hier gezeigten Ergebnisse eine simultane
Aktivierung der Caspasen 8 und 9 demonstrieren, kann man eine spate Aktivierung der

Caspase 8 durch die Caspase 9 nicht ausschliel3en (Viswanath et al., 2001). Auch eine
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Aktivierung der Caspase 8 Uber den extrinsischen Weg ist méglich (zusammengefasst
in Kantari & Walczak, 2011).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete geringe Nekroserate kénnte durch die akti-
vierten MAPKs, JNK, p38 und ERK, vermittelt worden sein, denen eine Rolle in der
nekrotischen Antwort zugewiesen wurde (Proskuryakov & Gabai, 2010; Festjens et al.,
2006). Die Uberschielende nekrotische Antwort bei 500 uM H,O, ist vermutlich darauf
zurtckzufuhren, dass die antioxidative Abwehr limitiert ist und die starke Oxidation von
Schlisselmolekilen sowie Induktion der mitochondrialen Permeabilitatstransition bei
500 uM zum erhohten Kollaps des mitochondrialen Membranpotentials fiihrte (Nekro-
se). Die ROS-induzierte Nekrose durch Kollaps des mitochondrialen Membranpotenti-
als wurde durch Fiers et al., Kroemer et al. und Zhao et al. beschrieben (Fiers et al.,
1999; Kroemer et al., 1998; Zhao et al., 2011). Diese nekrotische Reaktion ist typisch
fur héhere H,O,-Dosen. Geringere H,0,-Konzentrationen l6sen eher Apoptose aus
(Hampton & Orrenius, 1997; zusammengefasst in Haddad, 2004). 48 h nach der Be-
handlung mit 250 yM H,O, war ein Ruckgang der Zelltodrate der TE-7-Zellen dieser
Arbeit zu beobachten, der vermutlich in der erfolgten Reparatur und dem an-
schlieRenden Uberleben der Zellen begriindet ist.

Die erhéhte Fragmentierung der DNA im Comet Assay und die pan-nukleare y-H2AX-
Farbung in einigen Zellen zu spaten Zeitpunkten gaben zusatzlich Hinweise auf die
Zelltodantwort, denn eine starke DNA-Fragmentierung ist ein Merkmal von toten Zellen
(zusammengefasst in Higuchi, 2003) und die pan-nukledre y-H2AX-Farbung kann mit
der Induktion von Apoptose korrelieren und wird bei der Initiation der apoptotischen
DNA-Fragmentierung beobachtet (Rogakou et al., 2000; Huang et al., 2005).

4.2.2 ldentifizierung von ATF-2 als potentielles Target zur Erh6hung der

Zelltodsensitivitat

Die zur Identifizierung eines Targets, involviert in DNA-Schadens-, Zellzyklusprogres-
sions- und Apoptoseregulation, dienenden Array-Analysen der vorliegenden Studie
zeigten, dass nach H,0,-Gabe Gene verschiedenster Signalwege aktiviert wurden.
Dazu gehdrten die Signalwege des Zellzyklus’, der MAPKs, des Jak-STAT und der
Apoptose, die typisch fir die Antwort auf oxidativen Stress sind (Burhans & Heintz,
2009; Son et al., 2011; Simon et al., 1998; Kannan & Jain, 2000). Allein aus dem
Repertoire der KEGG-Signalwege wurden 21 Signalwege als transkriptionell aktiviert

eingestuft, was die hohe Diversitat der Zellantworten nach der hier angewendeten
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H,0O,-Behandlung widerspiegelt. Die Ermittlung eines in den Prozessen der DNA-Scha-
dens-, Zellzyklus- und Apoptoseregulation zentralen Proteins mittels Venn-Diagramm
fuhrte zum Transkriptionsfaktor ATF-2. Die Funktion des ATF-2 in diesen Prozessen
wurde z. B. in Hauttumoren durch Bhoumik et al. und Lau et al. beschrieben (zusam-
mengefasst in Bhoumik et al., 2007; Lau et al., 2012). Jedoch wurde ATF-2 in der
Datenbank Pubmed noch nicht mit Osophaguskarzinomen in Verbindung gebracht,
womit die vorliegende Arbeit neue Informationen zur Funktion des ATF-2 in dieser Tu-
morentitat liefert. ATF-2 ist ein Mitglied der ATF/cyclic adenosine monophosphate
(cAMP)-responsive element binding protein (CREB)-Leuzinzipper-Transkriptionsfak-
toren, welche eine bZIP-Typ DNA-Bindedoméane besitzen (Abb. 47; Maekawa et al.,
1989; Hai et al., 1988) und diverse physiologische Rollen ausiliben, beispielsweise in
der zelluldren Stressantwort (Hai et al., 1999; Kim et al., 2008), auch nach Ver-
anderungen in der ROS-Konzentration (van Dam et al., 1995; Yokoyama & Fisher,
2011). Die hier gezeigte Anreicherung des ATF-2-Proteins in TE-7 war auf die erhohte
mRNA-Expression zurlckzufihren. Ein weiterer Faktor flr die positive Regulation
dieses Proteins ist die Phosphorylierung an den Thr 69 und 71, welche die Ubiquitiny-
lierung des Proteins und damit dessen proteasomale Degradation verhindert (Fuchs et
al., 2000). Die vorliegende Studie zeigte eine Abnahme dieser Phosphorylierung, die
auch mit einer Proteinabnahme assoziiert war. Die Proteinabnahme koénnte folglich

durch Ubiquitinylierung des Proteins verursacht worden sein.

52626971 TI 11 296-97-99 H2-53-72-T4 40513 490 493

e = = o0 R 44
- )] ——
[I— o - S—
119 25-49 106 202-31 243 269 285 306-17 351-74 380 408 505

Abb. 47: ATF-2-Protein

Modifiziert nach http://atlasgeneticsoncology.org//Genes/ATF2ID718ch2q31.html.
(Stand: 19.06.2013)

Bas - basisches Motiv (Aminosduren (AS) 351-374), -COOH - Carboxygruppe,
GIn - glutaminreich (AS 268-285 und 306-317), Kreise - Lysin (Lys)296, Glycin
(Gly)297 und Gly299, Lys357 und Lys374, LZ - Leuzinzipper (AS 380-408),
NH2 - Aminogruppe, Pro - prolinreich (AS 202-231 und 343-269), Rechtecke -
Kernimportsignal [nuclear localization signal (NLS), AS 342-358 und 356-372],
Kernexportsignal [nuclear export signal (NES) AS 1-7 und 405-413], Sterne -
Thr52, Thr69 und Thr71, Ser62, Ser73, Ser121, Ser490 und Ser498, TAD -
Transaktivierungsdomane (AS 19-106), Zn - Zinkfinger, C2H2-Typ (AS 25-49).
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4.2.2.1 Upstream-Signalwege von ATF-2

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift zu den von ATF-2 upstream-gele-
genen Signalwegen, namentlich den MAPK-Signalwegen, belegten eine friihe Aktivie-
rung von JNK, p38 und ERK (innerhalb von Minuten). Die Aktivierung dieser MAPKs
erfolgte vermutlich jeweils Uber die upstream-agierenden MAPKKs MKK4/7 (selektiv flr
JNK), MKK3/6 (selektiv fur p38) und MEK1/2 /MKKS5 (selektiv fir ERK), wie durch
Zhang und Dong beschrieben (Zhang & Dong, 2007). Die drei MAPKs JNK (p46), p38
und ERK zeigten in der vorliegenden Studie eine biphasische Aktivierung [frihe und
spate Phase (15/30 min und 12 h)], wodurch deutlich wird, dass sie zu unterschied-
lichen Zeiten nach der Behandlung wahrscheinlich auch verschiedene Funktionen
ausuUben. Funktionen in der Zellzyklusregulation (zusammengefasst in Poehimann &
Roessner, 2010), Apoptose (zusammengefasst in Wada & Penninger, 2004) und
Nekrose (zusammengefasst in Proskuryakov & Gabai, 2010; Festjens et al., 2006) sind
anzunehmen. Die Inhibitorexperimente der vorliegenden Studie zeigten, dass der
frihen JNK-Aktivierungsphase mit der p46-dominierenden Phosphorylierung die Akti-
vierung der Transkriptionsfaktoren ATF-2 und c-Jun zuzuschreiben ist. Die spate JNK-
Aktivierungsphase mit der JNK p46/p54-Phosphorylierung kénnte, wie bereits erwahnt,
die H2AX-Phosphorylierung im Zuge der DNA-Fragmentierung (Rogakou et al., 2000;
Huang et al., 2005) vermittelt haben. Demzufolge kann geschlussfolgert werden, dass
im vorliegenen Fall JNK friih einen Zellzyklusarrest Uber die Aktivierung von ATF-2 und
spat vermutlich Apoptose induziert. Eine Beteiligung von p38 und ERK an diesen
molekularen Ereignissen ist anzunehmen. p38 und JNK kénnen ATF-2 sowohl am Thr
69 als auch 71 phosphorylieren (van Dam et al., 1995; Ouwens et al., 2002), wohin-
gegen ERK nur das Thr 71 phosphoryliert (Ouwens et al., 2002; Baan et al., 2006).
Weiterhin wurde ein Modell fiir die Feedback-Regulation zwischen p-ATF-2 und p-p38
MAPK beschrieben, bei dem p-ATF-2 die Expression von MAPK-Phosphatasen akti-
viert und somit die Phosphorylierung der p38-MAPK aufhebt (Breitwieser et al., 2007).
ATF-2 reguliert Uber die Blockierung der Raf-Aktivierung auch die Aktivierung von ERK
(Liss et al., 2010). Ein &hnlicher Mechanismus ware fur die hier untersuchte Karzi-
nomzelllinie TE-7 denkbar, der zur Reduktion der p38- und ERK-Phosphorylierung
nach Beginn der ATF-2-Aktivierung gefuhrt haben koénnte. Im Falle der MAPKs hatte
der H,O,-Stress sogar die Reduktion der Proteine als Folge. Die verstarkt exprimierten

mRNAs der MAPKSs korrelierten folglich nicht mit der Proteinexpression. Dieser Mecha-
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nismus der differenziellen Expression auf transkriptioneller und translationeller Ebene
ist bekannt (Guo et al., 2008).

4.2.2.2 Aktivierung von ATF-2

In der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ATF-2 durch
die Phosphorylierung am Thr 69/71, die zur Aufthebung der autoinhibitorischen Inter-
aktion im ATF-2 fihrt (zusammengefasst in Lopez-Bergami et al., 2010), nachge-
wiesen. Die Lokalisationsanderung des Proteins vom Zytoplasma zum Nukleus unter-
stutzte dieses Ergebnis. Diese wird durch das im Protein vorhandene NLS (Abb. 47)
realisiert (Liu et al., 2006). Die Aktivierung des Proteins in der hier untersuchten Kar-
zinomzelllinie TE-7 wurde ebenfalls durch die AP-1-Komplexbildung mit dem aktiven
Transkriptionsfaktor c-Jun (p-c-Jun®*"®) und der Interaktion mit den AP-1-Ko-Aktivator-
HATs p300/CBP untermauert. Die nach H,O,-Behandlung verstarkt exprimierten
p300/CBP, eventuell durch mRNA-Uberexpression des CBP (Array-Daten), kdnnen
somit, wie auch in anderen Systemen beschrieben, die ATF-2-Transaktivierung durch
Acetylierung des ATF-2 beglinstigen und mit ihm bei der Aktivierung der Transkription
kooperieren (Karanam et al., 2007; Kawasaki et al., 1998; Duyndam et al., 1999). Die
Dimerisierung mit dem c-Jun wurde auch als fordernd fir den Kernimport beschrieben
(Liu et al., 2006). Weiterhin ist bekannt, dass die Heterodimerisierung mit c-Jun dazu
fuhrt, dass ATF-2 leichter ubiquitinyliert/proteasomal degradiert werden kann (Fuchs &
Ronai, 1999), was die Abnahme des ATF-2-Proteins in TE-7 ab 3 h nach der
Behandlung der vorliegenenden Studie erklaren wirde. Unterstitzt wird dieses Ergeb-
nis auch durch die Abnahme der degradationsschitzenden Phosphorylierung am
Thr 69/71 nach 3 h und bestehender Dimerisierung mit c-Jun. Begleitet wurde die ver-
starkte Interaktion des p-ATF-2 mit dem p-c-Jun durch eine erhéhte Expression des
c-Jun, die vermutlich auf die erhdhte mRNA-Expression (Array-Daten) zurtickzufiihren
ist. Die de novo-Synthese des c-Jun ist mit einem erhdhten Level an AP-1 in Ver-
bindung gebracht worden und der c-Jun-Promotor wird auch durch den AP-1-Komplex
positiv reguliert (van Dam et al., 1993; Zhu et al., 2001). Die hier gezeigte AP-1-Bildung
aus ATF-2 und c-Jun in TE-7 lasst die c-Jun-Induktion durch diesen Komplex ver-
muten. Auch die Phosphorylierung des c-Jun fuhrt zur Stabilisierung des c-Jun-Pro-
teins (zusammengefasst in Lopez-Bergami et al., 2010). Die Heterodimerisierung des
aktivierten ATF-2 mit dem aktivierten c-Jun geht mit der Erhéhung des Transakti-

vierungspotentials einher (Karin et al., 1997). Damit ist ATF-2 in der Karzinomzelllinie
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TE-7 im AP-1-Komplex fahig, entsprechende Bindesequenzen in Promotoren von
Zielgenen nach dem Stress zu binden und bezieht dabei weitere HATs (p300/CBP) mit
ein. Der AP-1-Komplex ist daflr bekannt, die Stressantwort, die Zellproliferation, das
Uberleben, die Differenzierung und die Apoptose zu regulieren (Hess et al., 2004;
Czaja, 2003; Shaulian & Karin, 2002) und ist in dem vorliegenden Modell in der H,O,-

Antwort ein induzierter Faktor.

4.2.2.3 Targets von ATF-2

ATF-2 regelt zellzyklusregulatorische Gene (zusammengefasst in Lau & Ronai, 2012)
wie p21"VA"! (Kardassis et al., 1999; Li et al., 2010a) und GADD45 (Maekawa et al.,
2008) sowie Zyklin A und D1 (Nakamura et al., 1995; Lewis et al., 2005). In der vor-

liegenden Arbeit induzierte ATF-2 in TE-7 die Expression von c-Jun und p21VAF",

was
vermuten lasst, dass ATF-2 seine eigene Transaktivierung mittels AP-1-Komplex-
bildung durch Induktion von c-Jun beglnstigt. Tatsachlich wurde eine solche Regu-
lation fir ATF-2 beschrieben (van Dam et al., 1993). Im Gegensatz dazu stehen die
Ergebnisse von Bhoumik et al., die eine erhdhte c-Jun-Expression nach ATF-2-
Inhibierung in Melanomzellen zeigten (Bhoumik et al., 2002; Bhoumik et al., 2004b).
Dies konnte ein Hinweis auf eine gewebespezifische Regulation sein. Die vorliegenden
Ergebnisse zur Expressionsinduktion des p21""" durch ATF-2 erginzen die Beitrage
von Kardassis et al. (Kardassis et al., 1999) und Li et al. (Li et al., 2010a). Das indu-
zierte Protein p21"Y*"! kann in TE-7 folglich durch Cdk-Aktivitatsinhibierung den G2-
Arrest vermitteln. Die vorliegende Studie liefert demzufolge einen wesentlichen Beitrag
zur Regulation des Zellzyklusinhibitors p21"A"" durch ATF-2, welches, neben anderen
wie p53, Sp1 transcription factor (Sp1), transforming growth factor beta (TGF-) und
STAT1, fur dessen Expressionsinduktion verantwortlich sein kann (Habold et al., 2008;
Gartel & Tyner, 1999; Datto et al., 1995).

In der vorliegenden Studie wurde die direkte Bindung des p-ATF
1WAF1

-2Th6971 im Promotor

des Gens p2
Bindestelle im p21VA"'-Gen ermittelt, die - 4.772 bp bis - 4.610 bp von Transkriptions-
start (Position 36.651.879; Abb. 48) entfernt liegt und eine Transaktivierung Uber diese
vermuten lasst. Diese Sequenz enthalt zwei CRE-BP/CREB-Sequenzen (TGAGGTCA/
TGAGGTCA) und eine AP-1-Sequenz (GGTGACTCACT) innerhalb eines kurzen

Sequenzbereichs, in der ATF-2 binden konnte. Die Bindung an anderen Stellen des

nachgewiesen. Dabei wurde eine bisher nicht notierte ATF-2-

Promotors konnte nicht ausgeschlossen werden. Entsprechend der Datenbankenre-
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cherchen war eine Bindestelle des ATF-2 in der Region - 6.877 bis - 5.176 bp vom
Transkriptionsstart entfernt bekannt (Abb. 48; Kardassis et al., 1999). Die vorliegende
Dissertationsschrift liefert also ebenfalls einen entscheidenden Beitrag zur Auflistung
von ATF-2-Bindestellen im p21"AF'-Promotor.

Chr. 6
Pos. 36.651.879

-6.877 bpbis-5.176 bp - 4.772 bp bis - 4.610 bp
+1

#
| | H

p21WAF1

CRE-BP I AP-1

CREB I CRE-BP und CREB

Abb. 48:  ATF-2-Bindestellen im p21"*""-Promotor
+ 1 - Transkriptionsstart, # - Bindestelle aus der vorliegenden Arbeit, 1 - Bindestelle
nach Kardassis et al. (1999), ATG - Transkriptionsstartcodon, bp - base pair(s),
Chr. 6 - Chromosom 6

4.3 ATF-2-Knockdown-Folgen in der H;O.-Antwort: Reduktion des G2-

Arrests und erhohter Zelltod

Durch gezieltes Ausschalten von zytoprotektiven Mechanismen kann die Sensitivitat
der Karzinomzellen gegenuber Therapien verbessert werden. ATF-2 wurde eine solche
Funktion im Uberleben zugewiesen (Bhoumik & Ronai, 2008). AuRerdem induziert es
den Zellzyklusinhibitor p21"A*! (vorliegende Arbeit; Kardassis et al., 1999; Li et al.,
2010a) und kann folglich einen Zellzyklusarrest vermitteln, welcher die Zelltodinduktion
behindert.

4.3.1 Reduzierter G2-Arrest

In der Tat konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der H,O,-induzierte G2-Arrest
der TE-7-Zellen ATF-2-vermittelt ist. Die ATF-2-Knockdown-Experimente lassen den
Schluss zu, dass der G2-Arrest Uiber die ATF-2-geregelte Induktion des p21"“*"! Pro-
teins erfolgt. Die Vermittlung des G2-Arrests durch ATF-2 ist nach Recherchen in der

Datenbank Pubmed in humanen Karzinomzellen nicht bekannt und stellt damit ein
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neues Ergebnis dar. Bisher wurde lediglich in primaren murinen embryonalen Fibro-

blasten einen p_ATF_ZSer480/498

-abhangiger G2-Arrest nach genotoxischer Etopsidbe-
handlung beschrieben (Li et al., 2010a), welche ebenfalls das ROS-Level erhéht
(Mantymaa et al., 2000). Ferner wurde ATF-2 fiir einen intakten S-Phase-Checkpoint
nach DNA-Schadigung durch Bestrahlung in Melanomzellen verantwortlich gemacht
(Bhoumik et al., 2005). In der vorliegenden Studie wurde ein ATF-2-unabhangiger
S-Arrest beobachtet. Dieser kénnte demzufolge z. B. durch Chk1 und Cdk-Inhibitoren,
wie cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27) und cyclin-dependent kinase inhibitor
1C (p57), von denen die mRNA des p57 Uberexprimiert vorlag (siehe Anhang 3), ver-

mittelt worden sein.

4.3.2 Erhohter Zelltod
4.3.2.1 Apoptose

Fur die dsophageale Karzinomzelllinie TE-7 konnte hier gezeigt werden, dass ATF-2
nach H,O,-Behandlung den Zelltod inhibiert. Die Inhibierung des Zelltods wird in den
TE-7-Zellen durch Induktion des G2-Arrests realisiert. Dies schafft die Mdglichkeit zur
Reparatur der induzierten DNA-Schaden vor der Mitose und somit zu verminderter
Caspase-3-Spaltung. Mdglich ware im Zuge der Inhibierung des Zelltods auch die
ATF-2-abhangige Repression proapoptotischer Gene oder die Expressionsinduktion
antiapoptotischer Gene. Als Beispiel seien die Induktion der antiapoptotischen Proteine
Bcl-2 (Ma et al.,, 2007) und bcl-xL (Salameh et al.,, 2010) durch ATF-2 genannt.
Denkbar ware auch eine Inhibierung des extrinsischen Signalwegs [TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAIL-R1-Rezeptor)], wie von Bhoumik et al.
beschrieben (Bhoumik et al., 2002). Zudem ist auch bekannt, dass induziertes p21"A™
antiapoptotisch wirkt (zusammengefasst in Gartel & Tyner, 2002). Es interagiert mit der
apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1), inhibiert dadurch MAPKs (Asada et al.,
1999), inhibiert die Caspase-3-Spaltung durch Komplexbildung mit der Procaspase 3
(Tang et al., 2006), inhibiert die Aktivierung der Caspase 9 (Sohn et al., 2006) und die
Freilassung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien (Le et al., 2005). Damit Iasst sich
auch durch die ATF-2-abhangige Expressionsinduktion des p21"A"" die hier gezeigte
verminderte Zelltodrate der Karzinomzelllinie TE-7 erklaren. Ergebnisse unseres
Instituts zeigten ferner, dass die p21"“*"'-Herunterregulation mit erhdhter Apoptose-
sensitivitat kolorektaler Karzinomzellen assoziiert war (Habold et al., 2008), was die

p21"AF_Funktion in der Inhibierung der Apoptose stiitzt. SchlieRlich konnte eine
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ATF-2-abhangige Inhibierung des Zelltods auch fur Neuronen und Melanome
beschrieben werden (Kristiansen et al., 2010; Bhoumik et al., 2004a).

Als Resultat des ATF-2-Knockdown der vorliegenden Studie wurde in TE-7 eine er-
hohte Apoptoserate beobachtet, womit dem Ziel dieser Arbeit Rechnung getragen

werden konnte.

4.3.2.2 Nekrose

Die hier beobachtete erhdhte Nekrose nach dem ATF-2-Knockdown kdnnte auf er-
hdéhte DNA-Schadigungen zurlckgefihrt werden, welche durch den fehlenden Zell-
zyklusarrest nicht zur Reparatur geflhrt wurden. Hierbei kdnnen massive DNA-Scha-
den die Aktivierung von PARP auslosen, was dessen Substrat NAD" vermindert und
folglich das des ATP, was dann zur Nekrose aufgrund von Energiedefizienz fuhren
konnte (Proskuryakov & Gabai, 2010). Aulderdem kénnten in diesem Zusammenhang
die Nekroseaktivatoren RIP1 und JNK durch erhdhte DNA-Schaden zu Mitochondrien-
schaden fuhren (Proskuryakov & Gabai, 2010). Auch diese Antwort ware im Sinne
einer Therapie winschenswert, um die Zellen zu eliminieren. Folglich kann durch die
vorliegende Studie ein bisher noch nicht entdeckter Zusammenhang zwischen ATF-2
und Nekrose hergestellt werden, indem ATF-2 die nekrotische Antwort auf H,O,-Stress
inhibiert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ATF-2 in TE-7 teilweise den G2-
Arrest vermittelt und daraus resultierend den Zelltod hemmt, um das Uberleben der
Zellen zu ermdglichen. Somit konnte mittels ATF-2-Knockdown eine erhdhte Zelltod-
rate erzielt werden, indem TE-7-Zellen mit geschadigter DNA den G2-Checkpoint
Uberschreiten, was Nekrose und Apoptose ausloste. Die Daten lassen folgende Hypo-
these zu: Geschadigte Zellen gehen in die M-Phase Uber. In der M-Phase befindliche
Zellen mit geschadigter DNA gehen in den Zelltod (Poehlmann et al., 2011; DiPaola,
2002), womit ein Umschalten vom Zellzyklusarrest zum Zelltod erreicht werden konnte,
was Ziel dieser Arbeit war. Damit wird die Wichtigkeit des Proteins ATF-2 in der
Etablierung des Zellzyklusarrests und Inhibierung des Zelltods deutlich.

Der gesamte ermittelte Mechanismus der H,O,-Antwort fiir die 6sophageale Karzinom-
zelllinie TE-7 einschliellich der Funktion des ATF-2 in der Regulation des Zellzyklus-
arrests und des Zelltods ist in der Abb. 49 dargestellt.
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Abb. 49: Ermittelter molekularer Mechanismus der H,O,-Antwort in der Karzinomzelllinie TE-7

ATF-2 - activating transcription factor 2, ATM - ataxia telangiectasia mutated, ATR - ataxia telangiectasia and Rad3 related, BAX - Bcl-2-
associated X protein, Bcl-2 - B-cell CLL/lymphoma 2, CBP - CREB binding protein, Cdc25A/C - Cell division cycle 25A/C, Chk1 - Chk1
checkpoint homolog (S. pombe), c-Jun - Jun proto-oncogene, DNA - deoxyribonucleic acid, ERK - extracellular signal-requlated kinases,
H2AX - Histon H2AX, H,0, - Wasserstoffperoxid, H3 - Histon H3, JNK - c-Jun N-terminal kinases, MKK/MEK - mitogen-activated protein
kinase kinase, p21"*"" - cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, p38 - p38 mitogen-activated protein kinases; G2, S - Zellzyklusphase
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Aufgrund der erhaltenen Daten wird vorgeschlagen ATF-2 als Zielprotein flr die kom-
binierte Therapie mit oxidativem Stress zu verwenden (Vorschlag in Abb. 50). Auch
Bhoumik et al. zeigten in Melanomzellen, dass eine Kombinationsbehandlung mit dem
Chemotherapeutika 7-Hydroxystaurosporine und ATF-2-Inhibierung die Zellen fir die
Apoptose sensitiviert (Bhoumik et al., 2004a). Abbas et al. |6sten in praklinischen
Studien mit den chemischen Komponenten Celastrol und Acetyl Isogambogic Acid die
Inhibierung der ATF-2-transkriptionellen Aktivitdt und dadurch den Zelltod in Melano-
men aus (Abbas et al., 2007). Ferner ist p-ATF-2"°*"" f{ir die Resistenz von Melano-
men gegen Chemo- und Bestrahlungstherapie verantwortlich (Ronai et al., 1998). Folg-
lich fihrte die ATF-2-Inaktivierung wahrend der ebenfalls (iber oxidativen stresswir-
kenden Bestrahlung zur Hypersensitivierung gegen diese Behandlung (Ronai et al.,
1998; Li et al., 2010a). Von der Sensitivierung gegeniber genotoxischen Stress und
einer Vielzahl von chemischen (chemotherapeutischen) und physikalischen Behand-
lungen wurde auch nach Zerstérung/Inhibierung der ATF-2-Funktion in Melanomzellen
durch Ronai et al. und Bhoumik et al. berichtet (Ronai et al., 1998; Bhoumik et al.,
2004b; Bhoumik et al., 2002; Bhoumik et al., 2001). Auch bestrahlungsresistente
Karzinomzellen wurden dadurch sensitiver gegenliber der Zelltodinduktion (Bhoumik et
al., 2005). Die Sensitivierung durch ATF-2-Inaktivierung wurde auch flir MCF7-Brust-
krebszellen beobachtet (Bhoumik et al., 2001). Ergebnisse aus humanen embryonalen
Nierenzellen (293T-Zellen) und normalen Melanozyten geben den Hinweis, dass die
erhdhte Apoptoserate nach ATF-2-Funktionszerstdérung karzinomtypisch ist (Bhoumik
et al., 2001). Dennoch muss die Wirkung der Inaktivierung von ATF-2 als Therapie flr
verschiedene Karzinomentitaten Gberprift werden, denn es existieren auch Ergebnisse
aus Kopf- und Nackenkarzinomzelllinien, in denen die ATF-2-Inaktivierung Uber das
kurze interferierende ATF-2-Peptid Il oder die Verwendung von small hairpin RNA
(shRNAs) die chemotherapeutikainduzierte Apoptose verhindert (Chemoresistenzer-
zeugung) (Duffey et al., 2011). Patente fir Komponenten und Methoden, die die
Sensitivitdt von therapieresistenten Neoplasien gegeniliber verschiedenen Therapien
durch die Veranderung der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors ATF-2 erhéhen, sind an-
gemeldet worden (Ronai et al., 2011; Bhoumik & Ronai, 2006). Im Nacktmaus-Xeno-
graft-Model zeigte sich nach der Injektion mit LU1205 oder FEMX humanen mela-
nomabstammenden Tumorzelllinien, die das ATF-2°"""%°-Peptid konstitutiv exprimieren,
die Inhibierung des humanen Melanomwachstum in vivo (Bhoumik & Ronai, 2006). Es
wurden auch die Uberexpression und Aktivierung des ATF-2 in vielen Krebsarten

beobachtet (Papassava et al., 2004; zusammengefasst in Lopez-Bergami et al., 2010).
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Dies spricht fiir die Wichtigkeit dieses Proteins in Karzinomen und fiir eine Behandlung

mit ATF-2-Funktionszerstorung, um die Zellen fur den Zelltod zu sensitivieren. Die vor-

liegende Studie gibt somit Hinweise zur mdglichen Anwendbarkeit der Inaktivierung

von ATF-2 in Kombination mit oxidativem

Stress als Therapie fir ésophageale Kar-

zinome.
H,0, - Oxidative H,0, — Oxidative stressinduzierende Therapie +
stressinduzierende Therapie ATF-2-Knockdown
ATF-2 ATF-2 |
[czamest ]| ||
Abb. 50: Vorschlag fir die Verbesserung von oxidativen stressinduzierenden Therapien

Links: zelltodinhibierende Antwort der Karzinomzellen durch ATF-2-vermittelten

G2-Arrest nach oxidativen Stress

Rechts: zelltoderhohende Antwort der Karzinomzellen durch ATF-2-Knockdown in

Kombination mit oxidativem Stress

ATF-2 - activating transcription factor 2, DNA - deoxyribonucleic acid, H,0, - Was-

serstoffperoxid, G2 - Zellzyklusphase
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4.4 Ausblick - Vorschlag fur einen allgemeingiiltigen Mechanismus nach

Induktion von oxidativem Stress in Karzinomzellen

Um einen Ausblick fiir einen allgemeingiiltigen Mechanismus oxidativen Stresses zu
geben, wurden im Zuge der vorliegenden Arbeit weitere Untersuchungen an den
Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 durchgefuhrt.

Die Zugabe von CDNB, einem bekannten Substrat der Glutathiontransferasen, flhrt
zur GSH-Verarmung (Plummer et al., 1981; Jocelyn & Cronshaw, 1985). Infolgedessen
kommt es zu oxidativem Stress (Krance et al., 2010). Die hier verwendete Behandlung
mit CDNB flihrte in TE-7 zu DNA-Schaden. Ferner wurde eine Proliferationsreduktion
mit einem G2/M-Arrest beobachtet, der durch eine Reduktion der G1- und S-Zellpopu-
lationen begleitet war. Die y-H2AX-Bildung zeigte auch hier eine potentielle Beteiligung
der upstream-Kinasen ATM, ATR, DNA-PK und JNK. Die erhéhte H2AX-Bildung weist
nach dieser Behandlung ebenfalls darauf hin, dass ein erhohter Bedarf dieses Proteins
in der CDNB-Antwort, vermutlich fir die Reparatur, nétig ist. ATF-2-vermittelte eben-
falls teilweise den G2/M-Arrest. Es zeigte sich aulierdem, dass ATF-2 auch bei dieser
Behandlung die Apoptose und Nekrose hemmt. Der Zellzyklusarrest kann in gleicher
Weise wie bei der H,O,-Behandlung durch ein erhéhtes ATF-2-Level und -Aktivierung
sowie durch Induktion des p21"“A"! vermittelt worden sein. Die Hemmung der Caspase
3, vermutlich Uber p21"VA¥', kénnte ebenfalls eine Rolle spielen. Der ATF-2-Knockdown
fUhrte zu einem verringerten G2/M-Arrest, zu einer erhohten Zelltodrate durch besteh-
ende DNA-Schaden nach den G2/M-Checkpoints im Zellzyklus. Dementsprechend
liegt die Vermutung nahe, dass ein ATF-2-abhangiger G2/M-Arrest ein generelles Pha-
nomen oxidativen Stresses ist. Damit ist ATF-2 ein hervorragendes Zielprotein zur
Verbesserung der oxidativen stressinduzierenden Therapie durch teilweise Inaktivie-
rung des G2/M-Checkpoint und damit einem Uberwinden des Checkpoint mit DNA-
Schaden mit dem Zelltod als Folge (Chen et al., 2012b).

Es stellte sich nun die Frage, ob die Induktion von ATF-2 und p21“*"" und die Akti-
vierung von ATF-2 ein generelles Phanomen der H,O,-Antwort in unterschiedlichen
Karzinomzellen darstellt. Diese Frage konnte durch die Untersuchungen an den Karzi-
nomzelllinien OE-33, SEG-1 und BIC-1 mit ,Ja* beantwortet werden. In diesem Zu-
sammenhang konnte ATF-2 vermutlich ebenso in diesen p21"A"! induzieren und da-
durch den Zelltod hemmen. Diese Ergebnisse zusammen mit den Ergebnissen aus der
Behandlung der Karzinomzelllinien TE-7 und OE-33 mit den ebenfalls oxidativen

stressinduzierenden Agenzien PQ und CDNB, die auch diese Aktivierung und Induk-
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tionen auslésten, weisen auf einen allgemeinglltigen Mechanismus des oxidativen
Stresses hin. Damit liegt nahe, dass die Kombinationsbehandlung ,Oxidativer Stress
mit ATF-2-Knockdown“ ein moglicher Ansatz zur Verbesserung der Uber oxidativen
stresswirkenden Therapien ist, um mehr Zellen in den Zelltod zu zwingen.

Das p21"A"" scheint in OE-33 nach H,O,-Behandlung eine andere Funktion als die
Vermittlung eines Zellzyklusarrests zu haben, denn diese Karzinomzelllinie vollzieht

keinen Zellzyklusarrest. Da fiir p21"VA™

neben der Funktion im Zellzyklusarrest eben-
falls solche in der Apoptose (Tsao et al., 1999), Progression (Cheng et al., 1999) und
DNA-Methylierung (Chuang et al., 1997) beschrieben wurde, sind Beteiligungen an
diesen Prozessen zu erwagen. Die Inhibierung der Apoptose Uber in Kapitel 4.3. auf-
geflihrte Mechanismen sind maéglich. In den hier untersuchten Karzinomzelllinien OE-
33 und BIC-1 kann weiterhin eine Beteiligung des p53 an der H,O.-induzierten
p21"WAF_Expression ausgeschlossen werden, da p53 mutiert (LOF) und somit nicht
funktionell bezuglich der Transaktivierungsfunktion ist. Der unterschiedlich induzierte
oxidative Stress scheint einen Einfluss auf die Art der entstehenden Schaden zu
haben. PQ, ein Modell fir die Induktion von oxidativer Toxizitat seit 1984 (Bus &
Gibson, 1984), beispielsweise induzierte in den hier untersuchten Karzinomzelllinien
TE-7 und OE-33 keine bzw. nur kaum Uber y-H2AX-detektierbare DNA-Schaden. Dies
kénnte darauf beruhen, dass das durch PQ von den Mitochondrien gebildete O, erst
in H,O, (Castello et al., 2007) und folglich in das OHes umgewandelt werden muss, um
fur die DNA schadigend zu sein, da das O, und H,O, nur wenige Substrate oxidieren.
Diese Umwandlung koénnte eine verlangsamte Umsetzungsrate haben und im
Vergleich zur H,O,-Direktzugabe ineffizienter sein und daher nicht zu DNA-Schaden
fuhren. Zudem liegt die Produktionsstatte der ROS wahrend der PQ-Behandlung weit
entfernt vom Zellkern und koénnte die ausbleibende DNA-Schadigung erklaren. Im
Gegensatz dazu kann das direkt zugegebene, relativ stabile H,O, sofort in den Zellkern
diffundieren und dort die DNA schadigen. Im Falle von PQ kénnte auch das anti-
oxidative System der Zellen greifen und das O.* (spontane Dismutation, SOD) bzw.
das wenige daraus entstehende H,O, (verschiedene, siehe Einleitung) detoxifizieren.
Dennoch sind andere, nicht Uber die y-H2AX-Phosphorylierung markierte, oxidative
Schaden durch das O, denkbar, wie die Lipidperoxidation (Membranschadigung).

Dies wiirde auch die Aktivierung von ATF-2 und p21"A™!

erklaren (Squadrito et al.,
2005). Uberdies sind Oxidationsreaktionen mit Proteinen mdglich, die dann z. B.
MAPKs und folglich ATF-2 aktivieren kénnten, wie es fir H,O, von Uzdensky vorge-

schlagen wurde (http://www.photobiology.info/ Uzdensky.html, Stand: 14.07.2013).
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Aufgrund der Aktivierung von ATF-2 in allen untersuchten Karzinomzelllinien auch
nach unterschiedlich induziertem oxidativen Stress schlagt die vorliegende Studie zur
Verbesserung von oxidativen Therapien den ATF-2-Knockdown vor.

Zukunftige ATF-2-Knockdown-Experimente mit den Karzinomzelllinien OE-33, SEG-1
und BIC-1 wirden Aufschluss Uber eine mégliche Sensitivierung dieser unter H,O,-
Stress geben und die Anwendbarkeit dieser Methode weiter beschreiben. ATF-2-
Knockdown-Experimente nach der Behandlung mit PQ und CDNB in TE-7, OE-33,
SEG-1 und BIC-1 wirden die Erkenntnisse erweitern. Ferner kénnten die Untersu-
chungen auf andere 6sophageale Karzinomzelllinien ausgeweitet werden, um eine glo-
bale Aussage fiir Osophaguskarzinome machen zu kénnen. SchlieBlich kdnnten die
untersuchten Karzinomzelllinien, die in vitro eine erhohte Zelltodsensitivitat bei oxida-
tivem Stress mit ATF-2-Inaktivierung zeigen, im Xenograft-Model eingesetzt werden.
Dies wirde eine potentielle Anwendbarkeit der ATF-2-Inaktivierung als therapeutische

MaRnahme in vivo erkennen lassen.
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5 Zusammenfassung

Untersuchungen molekularer Mechanismen und funktioneller Konsequenzen der

DNA-Schadigung durch oxidativen Stress in Tumorzellen

Um Karzinomzellen, die mit einer geringen Zelltodrate auf oxidative stressinduzierende
Therapien reagieren, von einem Zellzyklusarrest in den Zelltod zu zwingen, stellt die
Inaktivierung/Inhibierung von DNA-Schadens-Checkpoint-Proteinen eine innovative
Strategie dar. TE-7, eine von vier untersuchten Karzinomzelllinien, zeigte sowohl Zell-
zyklusarreste als auch geringfligigen Zelltod nach Induktion von oxidativem Stress mit
der Substanz H,0.. In dieser Karzinomzelllinie wurde ATF-2, ein Transkriptionsfaktor
mit HAT-Aktivitdt und Funktionen in Apoptose-, Zellzyklus- und DNA-Schadensregu-
lation, als ein solches Zielmolekll durch cDNA-Microarray-Analysen identifiziert. Die-
ses wurde durch Phosphorylierung an den Thr 69/71 durch die Kinase JNK akti-viert,
vermittelte teilweise den G2-Arrest durch Aktivierung des Cdk-Inhibitors p21"A*! und
verhinderte somit den Zelltod. Dariiber hinaus wurde eine neue ATF-2-Bindestelle im
Promotor des p21"AF'-Gens entdeckt. Weiterhin induzierte ATF-2 die c-Jun Ex-
pression, was zur verstarkten Transaktivierungsaktivitat von ATF-2 beitragen konnte.
ATF-2 bildete ferner einen Komplex mit p-c-dJun (AP-1-Komplex) und p300/CBP. Durch
ATF-2-Knockdown konnte erstmals fur eine dsophageale Karzinomzelllinie eine Er-
hoéhung der Zelltodrate und Verringerung des G2-Arrests nach oxidativem Stress
erreicht werden. Dabei scheinen die Zellen den G2-Checkpoint zu Uberwinden, was
zum erhdhten Zelltod fiihrt. p21"VA"" scheint eine zentrale Rolle in der verringerten G2-
Arrestinduktion zu spielen, da dieses nach dem ATF-2-Knockdown herunterreguliert
wurde. Damit stellt ATF-2 einen wichtigen Regulator des Zellzyklus und des Zelltods in
TE-7 dar. Der Mechanismus der Aktivierung des G2/M-Arrests durch ATF-2 und folg-
lich die Inhibierung des Zelltods wurde fir ein weiteres oxidatives stressinduzierendes
System (CDNB) nachgewiesen. Demzufolge ist dies ein Hinweis auf einen allgemein-
glltigen Mechanismus oxidativen Stresses. Die vorliegende Arbeit zeigt die Wichtigkeit
des ATF-2 in der Etablierung der DNA-Schadens-Checkpoint-Antwort. Ergebnisse aus
den Karzinomzelllinien OE-33 (Barrett’'s-), SEG-1 (Lunge) und BIC-1 (Kolon) mit H,O,-
Behandlung und aus TE-7 mit PQ- sowie aus OE-33 mit CDNB- bzw. PQ-Behandlung

belegen, dass die Induktion von ATF-2 und p21"A"

und die Aktivierung von ATF-2 ein
genereller Mechanismus oxidativen Stresses ist. Folglich stellt ATF-2 ein attraktives

Zielmolekul zur Verbesserung von Therapien dar, die Uber oxidativen Stress wirken.
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6 Summary

Analyses of molecular mechanisms and consequences of oxidative

stress-induced DNA damage in cancer cells

The inactivation of DNA damage checkpoint proteins is an innovative strategy to switch
cancer cells from cell cycle arrest to cell death. This applies especially to cancer cells
reacting to oxidative damaging anti-cancer therapies with poor cell death. Out of four
cell lines examined, the esophageal cancer cell line TE-7 showed cell cycle arrest and
poor cell death after induction of oxidative stress with the chemical hydrogen peroxide.

The transcription factor and histone acetyltransferase ATF-2 as a target molecule
involved in processes of apoptosis, cell cycle, and DNA damage was discovered in
TE-7 by cDNA-Microarray analyses. ATF-2 was activated through phosphorylation by
the kinase JNK. Furthermore, ATF-2 partially mediated the H,O,-induced G2 arrest by
upregulating the Cdk inhibitor p21"“A"", thus inhibiting cell death. In this work, a novel

ATF-2 binding site in the promoter of the p21"A™"

gene was found. Moreover, ATF-2
induced c-Jun expression, suggesting enhanced ATF-2 transcriptional activity via c-
Jun-ATF-2-heterodimerization. ATF-2 built a complex with p-c-Jun (AP-1 complex) and
p300/CBP. This study is the first to show that the inhibition of ATF-2 by knockdown in
an esophageal cancer cell line caused an increase in cell death rate and a reduction in
G2 arrest. Simultaneously, the cells seem to overcome the G2 checkpoint, causing
higher rate of cell death. p21"¥A"! seems to play a central role in the reduction of the G2
cell population because it was reduced after ATF-2 knockdown. Therefore, ATF-2 is an
important protein in the establishment of the DNA damage checkpoint response by
regulating the cell cycle and cell death in TE-7. The mechanism of ATF-2-induced
G2/M arrest and thereby the inhibition of cell death was also confirmed for the oxidative
stress-inducing system CDNB in TE-7. Therefore, a general mechanism of oxidative
stress was concluded. The results from the carcinoma cell lines OE-33 (Barrett’s),
SEG-1 (lung), and BIC-1 (colon) treated with H,O,, TE-7 treated with PQ and OE-33
treated with CDNB and PQ, showed that the induction of ATF-2 and p21"“A"" and the
activation of ATF-2 is a general event of oxidative stress. Hence, ATF-2 is an attractive

target molecule to improve oxidative stress-inducing therapies.
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OE-33

SEG-1

BIC-1

Anhang 1: Morphologie der Zellen der Karzinomzelllinien TE-7, OE-33, SEG-1 und BIC-1 un-
behandelt (K) und 24 h nach der H,O,-Behandlung (H,O,)

Die Pfeile kennzeichnen apoptotische Zellen.
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Anhang 2:
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cDNA-Microarray-Analyse — Differentielle mRNA-Expression verschiedener Gene

der TE-7-Karzinomzellen 30 min nach der H,O,-Behandlung

H,0O, - H,O,-Behandlung, K - unbehandelt
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Anhang 3:

Differentielles Genexpressionsprofil von H,0O,-behandelten TE-7-Zellen erhalten

durch den cDNA Microarray ,Signal transduction pathway finder‘ (SuperArray) -

Analysen 30 min nach der Behandlung — Einordnung der differentiell exprimierten

Gene in KEGG-Signalwege

x-fache
Gen Expressions- Genbank
dnderung
Pathway in cancer (15)
BAX Bcl-2-associated X protein 2,231 L22474
BIRC2 (c-1AP2) Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3,851 u45879
2
BIRC3 (c-IAP1) Inhibitor of apoptosis protein 1 2,27 1 U37546
CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 2,47 1 X61622
CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21"*7) 3,76 1 L47233
(p21 WAF1/p2,I CIP1)
CDKN2A (p16™ % Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)
CDKN2B (p15™°) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, ne L36844
inhibits Cdk4)
EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588
HSPCA (hsp90) Hsp90 (Human mRNA for 90-kDa heat-shock 2,39 1 X15183
protein)
HIP Hedgehog-interacting protein ne AY009317
JUN (c-jun) Jun proto-oncogen ne J04111
PTCH2 (patched 2) Patched (Drosophila) homolog 2 4,86 1 AF091501
FOS (c-fos) FBJ murine osteosarcoma viral oncogene ne V01512
homolog
MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)
Cell cycle (10)
CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 2,47 1 X61622
CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21"4"") 3,76 1 L47233
(p21 WAF1/p21 CIP1)
CDKN1C (p57"'"%) Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57') 2,77 1 U22398
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CDKN2A (p16™ % Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

CDKN2B (p15™°) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, ne L36844
inhibits Cdk4)

CDKN2C (p18, Cdk4  Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, 22,72 1 u17074

inhibition) inhibits Cdk4)

CDKN2D (p19) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, 2,24 1 U40343
inhibits Cdk4)

GADDA45A (gadd45) Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha  ne M60974

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

P53 signaling pathway (6)

BAX Bcl-2-associated X protein 2,231 L22474

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 2,47 1 X61622

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21""") 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

CDKN2A (p16™ % Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

GADDA45A (gadd45) Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha  ne M60974

Bladder cancer (5)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21"*7) 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

CDKN2A (p16™"%) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 u26727
p16, inhibits Cdk4)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Small cell lung cancer (6)

BIRC2 (c-1AP2) Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3,851 u45879
2

BIRC3 (c-IAP1) Inhibitor of apoptosis protein 1 2,27 1 U37546

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 2,47 1 X61622
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CDKN2B (p15™¢%%) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, ne L36844
inhibits Cdk4)

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Colorectal cancer (6)

BAX Bcl-2-associated X protein 2,231 L22474

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

JUN (c-jun) Jun proto-oncogen ne Jo4111

FOS (c-fos) FBJ murine osteosarcoma viral oncogene ne V01512
homolog

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Prostate cancer (5)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 2,47 1 X61622

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21""") 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

HSPCA (hsp90) Hsp90 (Human mRNA for 90-kDa heat-shock 2,391 X15183
protein)

MAPK signaling pathway (7)

ATF-2 (Creb-2) CcAMP responsive element binding protein 2 2,68 1 X15875

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

GADD45A (gadd45) Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha  ne M60974

HSPB1 (hsp27) Heat shock 27 KD protein 3,651 Z23090

JUN (c-jun) Jun proto-oncogen ne Jo4111

FOS (c-fos) FBJ murine osteosarcoma viral oncogene ne V01512
homolog

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Glioma (4)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349
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CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21"*7) 3,76 1 L47233

(p21 WAF1/p2,I CIP1)

CDKN2A (p16™%) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

Melanoma (4)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21""") 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

CDKN2A (p16™%) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

Chronic myeloid leukemia (4)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21"4"") 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

CDKN2A (p16™*) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

ErbB signaling pathway (4)

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21""") 3,76 1 L47233

(p21WAF1/p21 CIP1)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

JUN (c-jun) Jun proto-oncogen ne J04111

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Focal adhesion (5)

BIRC2 (c-1AP2) Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3,851 u45879
2

BIRC3 (c-IAP1) Inhibitor of apoptosis protein 1 2,27 1 U37546

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

JUN (c-jun) Jun proto-oncogen ne Jo4111
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Endometrial cancer (3)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

MYC (c-myc) v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,41 1 X00364
(avian)

Non-small cell lung cancer (3)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDKN2A (p16™ % Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

NOD-like receptor signaling pathway (3)

BIRC2 (c-1AP2) Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3,851 U45879
2

BIRC3 (c-IAP1) Inhibitor of apoptosis protein 1 2,27 1 U37546

HSPCA (hsp90) Hsp90 (Human mRNA for 90-kDa heat-shock 2,391 X15183
protein)

Pancreatic cancer (3)

CCND1 (cyclin D1) Cyclin D1 (PRAD1: parathyroid adenomatosis 1) ne M64349

CDKN2A (p16™) Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, 5,16 1 U26727
p16, inhibits Cdk4)

EGFR Epidermal growth factor receptor 2,331 X00588

Apoptosis (3)

BAX Bcl-2-associated X protein 2,231 L22474

BIRC2 (c-1AP2) Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3,851 U45879
2

BIRC3 (c-1AP1) Inhibitor of apoptosis protein 1 2,27 1 U37546

Not in the output (14)

CEBPB (C/EBP-beta) Homo sapiens CCAAT/enhancer binding protein 3,24 1 NM_005194
(C/EBP), beta

CD5 T-cell surface glycoprotein CD5 3,00 1 X04391

CTSD (cathepsin D) Cathepsin D (lysosomal aspartyl protease) 3,49 1 M11233
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CDX1

CYP19 (aromatase
p450)

EGR1 (egr-1)
HNF3B (forkhead
box A2)

GYS1 (GS,
glycogensynthase)
HOXB1

ICAM1

IL4

JUNB (jun-B)
KLK2 (hGK2)
ODC1 (ornithine
decarboxylase)

Homo sapiens caudal type homeo box
transcription factor 1

Cytochrome P450, subfamily XIX (aromatization
of androgens)

Early growth response 1

Hepatocyte nuclear factor 3, beta

Homo sapiens glycogen synthase 1 (muscle)

Homo sapiens homeo box B1

Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human
rhinovirus receptor

Interleukin 4

Jun B proto-oncogene

Prostrate kallikrein 2

Human omithine decarboxylase gene

ne

2,17 1

2,96 1
3,22 1

4,731

3,34 1

ne

ne

ne
2,231

NM_001804

Y07508

X52541
AB028021

NM_002103

NM_002144
NM_000201

M13982
X51345
NM_005551
M16650

T zeigt eine Uberexpression des jeweiligen Gens an.

() zeigt die Anzahl der regulierten Gene im entsprechenden Signalweg an.

ne

expression unter normalen Wachstumsbedingungen.

steht fir neu exprimierte Gene nach H;O.-Behandlung mit einer geringen basalen Hintergrund-
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Anhang

4: In Prozesse der DNA-Schadens-, Zellzyklus- und Apoptoseregulation eingeordnete

Uberexprimierte Gene des cDNA-Microarray ,Signal transduction pathway finder"

(SuperArray) der H,O,-behandelten Zelllinie TE-7

EGR1L  X52541
Fos V01512
JUN  oainn
CONDI  M64349
MYC  X00364
HP  AY009317
HNF3B  AB028021

PTCH2  AF091501
CDKN1A (p21WAFL) 147233
CDKNAC (p57K2) | U22398
CDKN2A (p16'Nk4) U26727
CDKN2B (p15iNK2b) 136844
CDKN2C (p18)  U17074
CDKN2D (p19)  U40343

BRC2 U45879
BIRC3  U37546
BAX L2474
GADD4SA  M60974
ATF2  X15875
HSPBL 723090
HSPCA  x15183
IcAM1  NM_000201
€5 X04391
GYPIO Y0708
s M13982
€D M11734
EGFR  X00588
CDK2  X61622
KLk2  NM_005551
obDCl  M16650
JUNB X51345
CEBPB NM_005194
GYSL  NM_002103
cbXx1  NM_001804
HOXBLI  NM_002144

X - Teilnahme an diesem Prozess
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Anhang 5: “Human MAP Kinase Signaling Pathway’ RT2-Proﬁ/er-PCR-Array-(SuperArray)-
Analysen mit der Karzinomzelllinie TE-7 - Analysen 30 min nach der Behandlung —

Einordnung der durch H,O,-Stress differentiell exprimierten Gene in MAPK-Signal-

wege
x-fache
Gen E.xpres- Genbank
sions-
dnderung
MAPKKK (7)
ARAF V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene 2,14 1 NM_001654
homolog
BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 2,14 1 NM_004333
MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 2,14 1 XM_042066
(MEKK1)
MAP3K2 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 2,14 1 NM_006609
(MEKK2)
MAP3K3 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3 2,00 1 NM_002401
(MEKK3)
MST1 Macrophage stimulating 1 (hepatocyte growth 2,14 ¢ NM_020998
factor-like)
PAKA1 P21/Cdc42/Rac1-activated kinase 1 (STE20 2,00 1 NM_002576
homolog, yeast)
MAPKK (4)
MAP2K1 (MEK1)  Mitogen-activated protein kinase kinase 1 2,46 1 NM_002755
MAP2K2 (MEK2)  Mitogen-activated protein kinase kinase 2 2,00 1 NM_030662
MAP2K5 (MEK5)  Mitogen-activated protein kinase kinase 5 2,64 1 NM_002757
MAP2K7 (JNKK2) Mitogen-activated protein kinase kinase 7 2,00 1 NM_145185
MAPK (8)
MAPK1 (ERK2, Mitogen-activated protein kinase 1 2,14 1 NM_002745
MAPK1)
MAPK6 (ERK3) Mitogen-activated protein kinase 6 2,00 t NM_002748
MAPKS (JNKT1) Mitogen-activated protein kinase 8 2,641 NM_002750
MAPK9 (JNK2) Mitogen-activated protein kinase 9 2,00 1 NM_002752
MAPK11 Mitogen-activated protein kinase 11 2,831 NM_002751
(p38bMAPK)
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MAPK12 Mitogen-activated protein kinase 12 2,14 1 NM_002969

(p38gMAPK)

MAPK13 Mitogen-activated protein kinase 13 2,30 1 NM_002754

MAPK14 (p38 Mitogen-activated protein kinase 14 2,46 1 NM_001315

MAPK)

Activated transcription factors (12)

CREB1 cAMP responsive element binding protein 1 2,14 1 NM_004379

CREBBP (CBP) CREB binding protein (Rubinstein-Taybi 2,00 1 NM_004380
syndrome)

ELK1 ELK1, member of ETS oncogene family 2,46 ¢t NM_005229

ETS1 V-ets erythrobastosis virus E26 oncogene 2,64 1 NM_005238
homolog 1 (avian)

ETS2 V-ets erythrobastosis virus E26 oncogene 2,00 1 NM_005239
homolog 2 (avian)

MAPKAPK2 Mitogen-activated protein kinase-activated protein 2,64 1 NM_004759
kinase 2

MAPKAPK3 Mitogen-activated protein kinase-activated protein 2,30 1 NM_004635
kinase 3

MEF2C MADS box transcription enhancer factor 2, 2,14 1 NM_002397
polypeptide C (myocyte enhancer factor 2 C)

MYC (c-myc) V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,14 1 NM_002467
(avian)

PRDX6 (AOP2) Peroxiredoxin 6 2,00 1 NM_004905

SMAD4 SMAD, mothers against DPP homolog 4 2,30 1 NM_005359

(MADH4/DPC4) (Drosophila)

TP53 (p53) Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome) 2,00 ¢t NM_000546

Genes with induced expression (4)

EGR1 (egr-1) Early growth response 1 2,14 1 NM_001964

HSPAS5 (Grp78) Heat shock 70 kDa protein 5 (glucose-regulated 3,731 NM_005347
protein, 78 kDa)

MYC (c-myc) V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog 2,14 1 NM_002467
(avian)

TP53 (p53) Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome) 2,00 1 NM_000546

Raf regulating Proteins (3)

MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 2,46 1 NM_002755

MAP2K2 Mitogen-activated protein kinase kinase 2 2,30 1 NM_030662
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NRAS Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene 2,14 1 NM_002524
homolog

MEKK1 interacting proteins (6)

CHUK (IKK-a) Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase 2,00 t NM_001278

MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 2,46 1 NM_002755

MAP2K2 Mitogen-activated protein kinase kinase 2 2,30 1 NM_030662

MAP2K7 Mitogen-activated protein kinase kinase 7 2,00 1 NM_145185

MST1 Macrophage stimulation 1 (hepatocyte growth 2,141 NM_020998
factor-like)

NRAS Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene 2,14 ¢ NM_002524
homolog

Scaffolding / Anchoring (3)

MAP2K1P1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 2,30 1 NM_021970

(MP1) interacting protein 1

MAP3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 2,14 1 XM_042066

MAPKS8IP2 Mitogen-activated protein kinase 8 interacting 3,251 NM_012324

(JIP-1) protein 2

Cell cycle proteins regulated by ERK1/2 pathway (5)

CCNA1 Cyclin A1 17,151 NM_003914

(CyclinA1)

CCND2 Cyclin D2 2,301 NM_001759

(CyclinD2)

CCND3 Cyclin D3 2,301 NM_001760

(CyclinD3)

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21""") 5,28 1 NM_000389

(p21WAF1/p21 CIP1)

CDKN1C Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p577) 2,30 1 NM_000076

(p57KIP2)

1 zeigt eine Uberexpression des jeweiligen Gens an.

() zeigt die Anzahl der regulierten Gene der entsprechenden Gruppe an.
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