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Referat

Das Ovarialkarzinom ist der dritthéufigste maligne Genitaltumor der Frau in der westli-
chen Welt. Die weit verbreitete Chemoresistenz dieses Tumors fiihrt zu einer deutlichen
Limitation der Behandlungsoptionen und einer hohen Mortalitdt. In zahlreichen huma-
nen Tumoren fithren Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 oder eine Uberexpression
seiner Negativregulatoren, wie beispielsweise MDM2 und MDMX zu einer Inaktivierung
des pb3-Pathways. In verschiedenen Tumorzelllinien konnten, analog zu MDM2, bereits
MDMX-Spleifvarianten identifiziert werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind jedoch noch
keine Studien zu MDMX-Isoformen im Ovarialkarzinom veroffentlicht worden. In dieser
Arbeit wurde ein Kollektiv von 34 postoperativ frisch eingefrorenen ovariellen Tumorpro-
ben auf MDMX-Transkripte untersucht. In 16 der 34 Tumorproben konnten, zusétzlich
zur bereits charakterisierten Variante MDMX-S, zahlreiche MDMX-Isoformen identifiziert
werden. MDMX-Transkriptvarianten kénnen in zwei Gruppen klassifiziert werden: eini-
ge Isoformen besitzen nur die p53-Bindungsdoméne, wie beispielsweise MDMX-S, wobei
der andere Teil einen intakten C-Terminus aufweist, wie MDMX-ALT2. Unsere Untersu-
chungen haben gezeigt, dass die Expression der Transkriptvariante mit intaktem RING-
Finger (MDMX-211) in MCF-7 Zellen (Wildtyp-p53) zu einer Stabilisierung von p53 und
anschlieftend zu einer verstarkten p21-Expression fithrt. Die Behandlung der Zellen mit
cis-Platin fithrt zu einem signifikant verminderteten p21-Level, das durch die Einleitung
der Apoptose zu erkidren ist. Im Gegensatz dazu hat die Expression der Spleifsvariante
MDMX-Var6, mit intakter p53-Bindungsdoméne, keinen Einfluss auf das p21-Level in
MCF-7 Zellen. Nach Behandlung dieser Zellen mit cis-Platin konnten wir jedoch auch
hier, im Vergleich zu FL-MDMX, eine stiarkere Induktion von p53 beobachten. Auffallig
war zusétzlich eine verminderte p21-Expression. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
MDMX-Spleifsvarianten in ovariellem Tumorgewebe exprimiert werden. Untersuchungen
in Tumorzelllinien lassen vermuten, dass MDMX-Isoformen eine Rolle in der Chemoresis-
tenz spielen und Angriffspunkt fiir eine verbesserte Therapie des Ovarialkarzinoms sein
kénnen.

Lobel, Claudia: Detektion und Charakterisierung von MDMX-Isoformen in humanen Ova-
rialtumoren. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2012
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1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Endometriumkarzinom und dem Zervixkarzinom der
dritthéufigste maligne Genitaltumor der Frau in der westlichen Welt. Nach Aussagen des
Robert Koch Instituts gab es in Deutschland 9960 Neuerkrankungsfélle im Jahr 2010.
Auch die Mortalitdt der malignen Ovarialkarzinome ist hoch, knapp 6.000 Frauen sterben
jahrlich in Deutschland, entsprechend einer Mortalitét von 14 je 100.000 Frauen (Kiechle,
2007). Damit stehen die malignen Ovarialtumoren bei den Todesféllen nach Brustkrebs,
Darmkrebs, Bronchialkarzinom und dem Pankreaskarzinom an 5. Stelle. Das mediane
Erkrankungsalter liegt zwischen 64 und 65 Jahren. Der wichtigste Risikofaktor fiir das
Entstehen eines Ovarialkarzinoms ist eine positive Familienanamnese fiir Ovarial- oder
Brustkrebs, obwohl eine identifizierte genetische Pradisposition in nur circa 5 % der be-
troffenen Frauen bekannt ist (Cannistra, 2004). Ein zunehmendes Lebensalter, dauerhaft
ovulatorische Zyklen, Infertilitdt und Nulliparitéit, sowie medikamentose Ovulationsaus-
16sung und ein Mammakarzinom in der Anamnese sind weitere bekannte Risikofaktoren.
Zu den protektiven Faktoren hingegen zdhlen das Austragen mehrerer Schwangerschaf-
ten, Laktation und die langjéhrige Einnahme von Ovulationshemmern (Tavani et al.,
1993; Whittemore, 1994). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die wiederholte
Stimulation des ovariellen Oberflachenepithels, das bei Nullipara durch ununterbrochene
Ovulationen der Fall ist, eine maligne Transformation des Epithels begiinstigen kann.

Etwa 5-10 % aller Ovarialkarzinome sind genetisch bedingt. Bei diesen Patientinnen liegen
Keimbahnmutationen in den Genen BRCA1 und/oder BRCA2 vor, deren Genprodukte
in Desoxyribonukleinséure (Desoxyribonucleic acid) (DNA)-Reparaturmechanismen in-

volviert sind (King et al., 2003). In BRCAl-positiven Familien treten Ovarialkarzinome



mit ca. 40 % deutlich haufiger auf als in BRCA2-positiven Familien mit ca. 11 %. Zu den
Syndromen mit erhéhtem Ovarialkarzinomrisiko zéhlen zusétzlich das hereditére nicht-
polypdse Kolonkarzinom (HNPCC)-Syndrom sowie das seltenere Li-Fraumeni-Syndrom
(Chung und Rustgi, 2003).

Die Symptome eines Ovarialkarzinoms stellen sich als unspezifisch dar und suggerieren oft
ein oberes Abdominalsyndrom. Bisher existieren keine sicheren Methoden zur Fritherken-
nung des Ovarialkarzinoms. Diese beschrankt sich zur Zeit auf regelméfige gynékologische
Kontrollen und eventuell eine Vaginalsonographie. Gelegentlich fallen Patientinnen in frii-
hen Ovarialkarzinom-Stadien mit Abdominalschmerzen durch Stieldrehung des Ovars auf.
Allerdings sind die meisten Patientinnen in diesen frithen Stadium asymptomatisch. Ob-
wohl das Level von CA-125 im Serum bei mehr als 80 % der Patientinnen mit fortgeschrit-
tenen epithelialen Ovarialkarzinom erhoht ist, zeigt sich dieser Tumormarker allein weder
sensitiv noch spezifisch genug fiir die Diagnostik (Cannistra, 2004). Der Biomarker CA-125
steht fiir Mucin 16, ein membranassoziertes Protein, das fiir die Lubrikation des Epithels
verantwortlich gemacht wird. Erhohte Serumwerte von CA-125 sind unter anderem auch
bei Schwangerschaft, Endometriose, Menstruation und gutartigen Zysten, sowie anderen
maligne Erkrankungen von Pankreas, Mamma, Lunge, Magen und Kolon zu finden. Im
Gegenzug muss aber bei stark erhéhten CA-125 Werten im Serum postmenopausaler Frau-
en mit abdominellem Tumor mit einer erhohter Wahrscheinlichkeit eines Ovarialkarzinoms
gerechnet werden. Sehr niitzlich ist der Tumormarker zur Verlaufskontrolle und zur Ein-
schitzung, wie die Patientinnen auf postoperative Chemotherapie reagieren (Meyer und
Rustin, 2000). Da die Ovarien hiufig auch Ort von Metastasen sind, miissen vor allem
Priméartumoren von Kolon, Appendix, Gallenblase und Mamma ausgeschlossen werden

(Petru et al., 1992).

Das Ovar wird von drei unterschiedlichen Gewebekomponenten gebildet, demnach kénnen

drei Hauptgruppen von Tumoren unterschieden werden: Epitheliale, Keimstrang-Stroma-



und Keimzelltumore (Teratome). Die epithelialen Tumoren nehmen bis zu 90 % der Ova-
rialtumoren ein und kénnen in gutartige Tumoren, Borderline-Tumoren (mit zwar vor-
handenem, aber relativ geringem Malignisierungspotential) und maligne Tumoren unter-
schieden werden. Zu den malignen epithelialen Tumoren zéhlen die serésen, muzindsen,
endometrioiden, klarzelligen und nicht klassifizierbaren Ovarialtumoren. Das serése Ovari-
alkarzinom ist, gefolgt von dem muzinésen Ovarialkarzinom, der héufigste maligne Tumor
des Ovars. Die epithelialen Tumoren entstehen meist durch infiltratives Wachstum des
Miiller-Epithels aus einer Ovarialzyste (Bocker et al., 2004). Die Klassifikation der Ova-
rialtumoren erfolgt nach den aktuellen Beschliissen der WHO (Tavassoli und Devilee,

2003).

1.2 Therapie und Prognose ovarieller Tumoren

Jeder klinisch nachgewiesene Tumor des Ovars muss operativ entfernt und histologisch
beurteilt werden. Die Stadieneinteilung erfolgt nach den Vorgaben der Fédération Inter-
nationale de Gynécologie et d‘Obstétrique (FIGO) und des American Joint Committee
on Cancer (Tabelle 8.1). In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass der maximale
Durchmesser des postoperativ verbliebenen Residualtumors der wichtigste prognostische
Parameter fiir das Uberleben der Patientin mit malignem Ovarialtumor darstellt (Hoskins
et al., 1992; Kuhn et al., 1998; Bristow et al., 2002). Die Standardoperation besteht in
einer totalen Hysterektomie und bilateraler Salpingo-Oophorektomie, einhergehend mit
einer griindlichen Examination des Peritoneums, einer Omentektomie und gegebenfalls ei-
ner Biopsie paraaortaler Lymphknoten. Der Grofsteil der Patientinnen profitiert von einer
postoperativen Chemotherapie. Ausgenommen sind Patientinnen mit einem Ovarialkarzi-
nom im sehr frithen Stadium, die eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 90-95 % mit alleiniger
operativer Therapie haben (Cannistra, 2004). Eine intravense Kombinationschemothera-

pie, basierend auf Paclitaxel und Carboplatin, ist der derzeitige Standard zur postoperati-



ven Behandlung fortgeschrittener Ovarialkarzinome. Nur etwa die Hélfte der Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom erfahrt durch die Platin-Taxan-Kombination eine
Komplettremission. Bei den meisten Frauen tritt innerhalb der ersten 3 Jahre ein Rezidiv
auf. Dabei kann zwischen einem priméren Progress, Friih- und Spéatrezidiven unterschieden
werden. Friithrezidive entwickeln sich innerhalb der ersten 6 Monate nach Priméroperati-
on und sind héaufig durch eine Platinresistenz gekennzeichnet, die eine weitere Therapie
deutlich erschwert. Trotz der Fortschritte in der Behandlung von Ovarialkarzinomen zah-
len nur etwa 20 % der Patientinnen mit Ovarialkarzinom zu den Langzeitiiberlebenden.
Chemoresistenz fiihrt zu einer deutlichen Limitation der Behandlungsoptionen. Vermut-
lich ist das Versagen der Therapie bei Patientinnen mit metastasierten Ovarialkarzinom
auf eine Chemoresistenz zuriickzufithren, die an sich besteht oder sich im Laufe der The-
rapie entwickelt. Ziel der Forschung ist es, Resistenzentwicklungen vorherzusagen bzw.
Resistenzmechanismen zu umgehen und so die Therapie an den einzelnen Patienten anzu-
passen. Die Resistenz von Tumorzellen gegeniiber Zytostatika tritt auf vielen Ebenen in
Erscheinung. Dazu zdhlen unter anderem eine Inaktivierung von Medikamenten, Verande-
rungen der Medikamenten Target-Strukturen und eine verringerte Apoptoserate (Longley
und Johnston, 2003). Die bei der Behandlung verwendeten Platinum-Analoga cis-Platin
und Carboplatin fiihren zu DNA-Schéden durch Querverkniipfungen zwischen den bei-
den DNA-Strangen. Dadurch entstandene DNA-Schéden werden durch die Zelle entweder
repariert, oder wenn der Schaden irreparabel ist, wird die Zelle in den programmierten
Zelltod (Apoptose) gefiihrt. Nicht nur eine Verringerung der Apoptoserate, sondern auch
Veranderungen bei der Reparatur von DNA-Schéden konnen zur Chemoresistenz von Tu-
morzellen fiithren. Hier spielt das Tumorsuppressorgen p53 eine wichtige Rolle. Die Funk-
tionalitdt von p53 kann durch Mutationen oder verdanderte Expression von regulatorischen

Proteinen im p53-Pathway gestort sein.



1.3 Das Tumorsuppressorgen p53

In den ersten zehn Jahren nach seiner Entdeckung 1979 galt das Protein p53 als Onkogen.
Bald wurde jedoch klar, dass p53, anstatt Tumore zu verursachen, die Zelle vor bosartigen
Veranderungen schiitzt. Das p53-Protein spielt eine zentrale Rolle bei der zelluldaren Ant-
wort auf eine Reihe von Stresssignalen, wie z.B. DNA-Schiden, Hypoxie und aberrante
proliferative Signale, wie die Aktivierung von Onkogenen. Infolge von zelluldrem Stress
wird pH3 stabilisiert und reguliert die Transkription von Genen, die in DNA-Reparatur,
Zellzyklusarrest und Apoptose involviert sind (Levine, 1997; Riley et al., 2008). Charakte-
ristisch ist deshalb die Bezeichnung von p53 als der ,Wéchter des Genoms* (Lane, 1992).
Ein DNA-Schaden 16st in der Zelle eine Stresssituation aus. Die Zelle kann in Abhéngig-
keit vom Ausmaft des DNA-Schadens mit Zellzyklusarrest, Reparaturmechanismen oder
programmiertem Zelltod (Apoptose) reagieren. p53 kann direkt in die DNA-Reparatur ein-
greifen (Albrechtsen et al., 1999) oder als Inhibitor der Angiogenese fungieren (Vogelstein
et al., 2000). Der p53-Pathway ist ausschlaggebend fiir eine effektive Tumorsuppression
beim Menschen. Mutationen im p53 Gen, die die Funktion von p53 beeinflussen, sind in

50 % aller menschlichen Tumoren zu finden (Vousden und Lane, 2002).

Das auf Chromosom 17p13.1 lokalisierte p53-Gen kodiert fiir ein aus 393 Aminosduren
(53 kDa) bestehendes Phosphoprotein, das strukturell und funktionell in vier Doméne
geteilt wird. Die ersten 42 Aminosduren am N-terminus fungieren als transaktivierende
Doméne, die durch Interaktion mit der Transkriptionsmachinerie, die Genexpression po-
sitiv regulieren kann (Levine, 2000). Die transkriptionelle Aktivitdt von p53 kann durch
die N-terminale Bindung des MDM2-Proteins verhindert werden. Fiir die Bindung von
MDM2 sind hier die Aminoséuren 22 und 23 von entscheidender Bedeutung (Lin et al.,
1996). Die spezifische DNA-Bindungsdoméne befindet sich zwischen den Aminosduren

102 und 292 und verleiht p53 die Fahigkeit, als Transkriptionsfaktor zu agieren. In dieser



Region finden sich mehr als 90 % der Mutationen im p53-Gen wieder.

In normalen, ungestressten Zellen ist p53 aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit von
20 min in nur sehr geringer Konzentration vorhanden. Zusétzlich ist p53 in einigen Zellen
wahrscheinlich in einer latenten Form, also fiir die Transkription inaktiv, vorhanden. Un-
ter diesen Umsténden bendtigt p53 ein Signal, um aktiviert zu werden. Verschiedene Ar-
ten von DNA-Schiden, wie DNA-Doppelstrangbriiche durch ultraviolette (UV)-Strahlung
oder Thymindimere durch Chemikalien ausgelost, fiihren zu einem starken Anstieg von
p53 in der Zelle und zu dessen Aktivierung als Transkriptionsfaktor. Zusétzlich zu DNA-
Schéden kénnen auch Hypoxie, Hitzeschock, DNA-Transfektion oder die Expression zel-
luldrer oder viraler Onkogene eine Aktivierung von p53 bewirken (Lowe und Ruley, 1993;
Zhan et al., 1993; Yeargin und Haas, 1995). Die genauen Mechanismen, die dazu fiihren,
dass ph3 aktiviert wird, sind noch nicht vollstandig geklart.

Phosphorylierung ist klassischerweise der erste Schritt in der Stabilisierung von p53. Durch
Phosphorylierungen entstandene strukturelle Anderungen von p53 verhindern die Bindung
von MDM2, weshalb mehr aktives p53 zur Verfiigung steht. In vitro- und in vivo-Studien
haben gezeigt, dass die Regulierung von pb53 weniger von post-translationalen Modifi-
kationen abhéngt, sondern vielmehr von den Negativ-Regulatoren MDM2 und MDMX

kontrolliert wird (Toledo et al., 2006).

1.4 MDM2 und MDMX: Regulation von p53

Das murine double minute 2 (MDM2) Gen wurde als eines von drei Genen (MDM1, 2, 3),
die in der spontan transformierten Maus-Zelllinie 3T3-DM in bis zu 50 Kopien vorliegen,
identifiziert (Fakharzadeh et al., 1991). Diese MDM-Gene sind auf kleinen extrachromo-
somalen Kernkorperchen, double minutes, lokalisiert. Spater konnte dann gezeigt werden,

dass allein ein iiberexprimiertes MDM2-Gen fiir die spotane Transformation von Zellen

verantwortlich ist (Cahilly-Snyder et al., 1987; Fakharzadeh et al., 1991). Der Grund fiir



dieses Potential wurde nur kurze Zeit spéater nachgewiesen: die Bindung von MDM2 an
das Tumorsuppressorgen p53 inhibiert die p53-abhéingige Transaktivierung (Momad et
al., 1992). Das humane Homologe (HDM2) ist auf Chromosom 12q14.3-q15 lokalisiert; es
wird in der folgenden Arbeit, wenn es sich nicht ausschlieflich um das humane HDM2

handelt, die Bezeichnung MDM?2 verwendet.

Bei Suche nach weiteren p53-Bindungsproteinen wurde im Jahre 1996 das MDMX-Protein
identifiziert (Shvarts et al., 1996). Das humane Homolog von MDMX konnte in fast al-
len humanen Geweben nachgewiesen werden (Shvartset al., 1997). MDMX ist auf dem
Chromosomenabschnitt 1g32 lokalisiert und weist grofe Ahnlichkeiten zu MDM?2 auf
(Abb. 1.1). Die messenger-RNA (mRNA) des MDMX-Gens interagiert mit p53 in Zel-
len, eine Uberexpression von MDMX inhibiert die p53-abhéngige Transkription (Shvarts
et al., 1996). Wenige Jahre spéter konnte in einem ,Yeast-two-Hybrid“-System fiir MDM?2
assozierte Gene MDMX-Klone nachgewiesen werden (Sharp et al., 1999; Tanimura et al.,
1999). Tatséchlich findet auch eine Interaktion der verwandten Proteine in vivo statt.
Eine Heterooligomerisierung zwischen MDMX und MDM?2 ist wesentlich stabiler als Ho-
mooligomerisierung der jeweiligen Proteine (Tanimura et al., 1999). Der Vergleich der
Proteinstruktur von MDM2 und MDMX zeigte eine hohe Homologie der beiden Proteine
(Abb. 1.1). Die groke Ahnlichkeit in der p53-Bindungsdoméne beider Proteine ist Vor-
aussetzung, um an p53 zu binden (Bottger et al., 1999). MDMX und MDM2 interagieren
iiber die C-terminale RING-Finger Doméne; die Funktion des Zink-Finger-Motivs ist noch
grofitenteils unbekannt. Verantwortlich fiir den Transport von MDM?2 zwischen Zytoplas-
ma und Nukleus sind die Bereiche des Kernlokalisationssignals (NLS) und Kernexportsi-
gnals (NES), die im MDMX-Protein fehlen (Gu et al., 2001). Daher ist zu vermuten, dass
MDMX an andere Proteine gebunden werden muss, um in den Zellkern zu gelangen. Die

saure Doméane im zentralen Bereich kommt in beiden Proteinen vor.

In vivo-Experimente haben die zentrale Rolle von MDM2 und MDMX in der Regulation
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Abbildung 1.1. Homologie des MDMX und MDM2 Proteins:

MDM2 besitzt im zentralen Bereich ein Kernlokalisationssignal (NLS), ein Kernexport-
signal (NES) sowie C-terminal ein nukleolédres Lokalisationssignal (NoLS), diese fehlen
im MDMX-Protein.

von pb3 gezeigt: Ein MDM2-Knock-Out in M&ausen fiihrt zu sehr frither embryonaler Leta-
litdt. Diese Méuse sterben noch vor der Implantation im Uterus. Ein gleichzeiger Knock-
Out des p53-Gens fithrt zum Uberleben dieser Phinotypen (Montes et al., 1995). Miuse
mit hypomorphen Allelen, die nur 30 % des MDM2-Gens exprimieren, zeigten deutliche
Gewichtsverluste, ein defektes himatopoetisches System und waren weitaus radiosensiti-
ver im Vergleich zu gesunden Mausen (Mendrysa et al., 2003). MDMX-Knock-Out-Méause
hingegen sterben erst zwischen Tag 7,5-12 aufgrund deutlich verzégertem Wachstums und
pH3-induzierter Apoptose (Jones et al., 1995; Finch et al., 2002). Dies fiihrt zu der Annah-
me, dass MDM2 zur Kontrolle des p53 Levels dient, MDMX aber wesentlich dazu beitragt,
die Aktivitat von p53 zu regulieren. Beide Proteine konnen sich gegenseitig nicht ersetzen,

halten aber p53 synergistisch unter Kontrolle (Abb. 1.2) (Francoz et al., 2006).

1.5 MDMX-MDM2-p53 Interaktion

MDM?2 und MDMX sind in der Lage, p53 zu binden und verhindern somit unabhén-

gig voneinander, dass p53 als Transkriptionsfaktor wirkt (Shvarts et al., 1996). Wéahrend



MDM2 als E3-Ubiquitin-Ligase die Aufgabe der Ubiquitierung und somit der Vorberei-
tung zur Degradierung von p53 tibernimmt (Honda et al., 1997; Haupt et al., 1997), ist
MDMX dazu nicht in der Lage (Shvarts et al., 1996; Jackson et al., 2000). Charakteristi-
sches Merkmal aller E3-Ligasen ist das RING-Finger Motiv, das auch im MDM2-Protein
die Aktivitidt als E3-Ligase iibernimmt (Honda und Yasuda, 2000). MDM2 ist auch in
der Lage sich selbst zu ubiquitinyliereneren und somit den eigenen proteasomalen Abbau
zu bewirken (Fang et al., 2000). Dennoch konnten einige Arbeitsgruppen zeigen, dass
MDMX dazu in der Lage ist, die E3 Ubiquitin Ligase Aktivitdt von MDMZ2 zu potenzie-
ren (Linares et al., 2003; Kostic et al., 2006; Poyurovsky et al., 2007). Von besonderer
Bedeutung ist die Heterodimerisierung von MDM2 und MDMX {iber das RING-Finger
Motiv (Tanimura et al., 1999). Dies unterdriickt die Autoubiquitinylierung von MDM2
und trégt damit zu dessen Stabilisierung bei (Sharp et al., 1999; Stad et al., 2000). Die
Uberexpression von MDMX scheint, aufgrund der Bildung von MDMX-MDM2 Hetero-
dimeren, die Degradierung von p53 durch MDM2 zu inhibieren (Jackson et al., 2000;
Stad et al., 2000). Das p53-Protein aktiviert die Transkription vieler Zielgene, unter an-
derem auch die des MDM2-Gens (Abb. 1.2) (Barak et al., 1993). Dabei bindet p53 an den
P2-Promotor des MDM2-Gens und fiihrt so zu einer transkriptionellen Aktivierung. Da
anschliefsend das MDM2-Protein die p53-Aktivitat inhibiert, kann von einem negativen
Feedback-Mechanismus gesprochen werden. Dies konnte auch durch Studien auf Zellni-
veau nachgewiesen werden (Lahav, 2008). Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass auch MDMX
einen zweiten Promotor (P2) im Intron 1 enthélt, der durch p53 induzierbar ist (Phillips

et al., 2010).
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Abbildung 1.2. Feedback-Mechanismus P53-MDM2-MDMX

MDM2 und MDMX inhibieren die transkriptionelle Aktivitdt von p53. MDMX unter-
stiitzt MDM2 beim Abbau von pb53. MDM2 steuert den Abbau von p53 und MDMX.
Die Transkription von MDM2 wird von p53 aktiviert.

1.6 Aberrantes und alternatives Spleien in Tumoren

Das Spleifsen der pra-mRNA ist ein ubiquitéarer und extrem flexibler Vorgang zur Kontrol-
le der posttranskriptionellen Genexpression. Es gibt Zellen die Moglichkeit, Proteine zu
generieren, die verschiedene und sogar gegensétzliche Funktionen besitzen konnen. Durch
die Moglichkeit des Spleifsens wird die Proteinvielfalt deutlich erh6ht. Um reife mRNA-
Molekiile zu generieren, miissen die Introns herausgeschnitten werden. Der Vorgang des
Spleiftens beginnt, wenn eine Gruppe von Proteinen und small nuclear ribonucleoprotein
(snRNP) spezifische Ribonukleinséure (Ribonucleic acid) (RNA)-Sequenzen an den En-
den der Introns binden (Sharp, 1994). Jedes interne Exon ist upstream und downstream
von Spleifistellen flankiert. Im Bereich der terminalen Exons ist am 5‘FEnde die Caping-
Stelle und am 3‘Ende der Poly-A-Schwanz. Eine Regulation der Spleifsaktivitét ist durch
Enhancer und Silencer gegeben. Dies sind kleine, circa 10 Nukleotide umfassende, in Ex-
ons oder Introns liegende Sequenzen, die Spleifsstellen stimulieren bzw. inhibieren kénnen

(Srebrow und Kornblihtt, 2006). Alternatives Spleiffen erlaubt einem individuellen Gen,
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verschiedene mRNAs zu exprimieren. Die daraus resultierenden Proteine haben teilweise
ganz unterschiedliche, auch antagonistische Funktionen. Beim aberranten Spleifen hinge-
gen konnen Exonsequenzen ganz oder teilweise verloren gehen, z.B. in Folge von Muta-
tionen, die in 15 % der Fille zu Spleifsdefekten fithren (Srebrow et al., 2006). Dass dies
eine Quelle kanzerogen wirkender Fehler der Genexpression sein kann, zeigen Mutationen
in Introns von Tumorsuppressorgenen. Diese fithren oft zum Exon-Skipping, dem Uber-
springen eines Exons. Der Spleifsvorgang endet in einem verkiirzten Protein, vergleichbar
mit einer Nonsense-Mutation (Venables, 2004). In den letzten 20 Jahren zeigten Studien
jedoch auch alternative Spleifsvorgénge ohne genomische Mutationen, die typisch fiir Tu-
moren sind (Venables, 2004). Diese gespleifsten Genprodukte spielen eine aktive Rolle in

der Karzinogenese und sind deshalb auch ein potentielles Ziel der Tumortherapie.

1.7 MDM2- und MDMX-Spleil’varianten

Fiir MDM2 konnten schon mehr als 40 Transkriptvarianten beschrieben werden. Die As-
soziation zwischen MDM2-Spleiffvarianten und Malignitédt wird immer noch kontrovers
diskutiert, da auch im Normalgewebe Spleifsvarianten identifiziert werden konnten (Bar-
tel et al., 2002). In verschiedenen Tumoren konnte jedoch gezeigt werden, dass alternativ
gespleifite MDM2-Proteine mit steigender Malignitét korrelieren (Sigalas et al., 1996; Mat-
sumoto et al., 1998). In weiblichen Tumoren bedingt die aberrante Expression von MDM2
eine verkiirzten Uberlebenszeit beim invasiven Mammakarzinom (Lukas et al., 2001). In
Bezug auf MDMX konnten bis zum Beginn dieser Arbeit 6 Isoformen naher charakteri-

siert werden (Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3. Bereits charakterisierte MDMX-Transkriptvarianten (Mancini et al.,
2009). Die Bezeichnung MDM4 wird hier als Synonym fiir MDMX verwendet.

Die erste Transkriptvariante wurde bereits 1999 beschrieben und konnte von zahlreichen
Arbeitsgruppen niher charakterisiert werden (Rallapalli et al., 1999). Dieser Spleifivarian-
te, bekannt als MDMX-S, fehlt das komplette Exon 6. Diese Deletion fiihrt zu einer Ver-
schiebung des Leserahmens nach Kodon 114 und resultiert in einem neuen Stopkodon nach
140 Nukleotiden. Das kurze Protein MDMX-S besteht dementsprechend nur noch aus der
pH3-Bindungsdoméne und zusétzlichen 26 neuen Aminosduren am C-Terminus. MDMX-
S bindet und inaktiviert p53 10-fach effektiver als full-length MDMX (FL-MDMX) oder
full-length MDM2 (FL-MDM?2) (Rallapalli et al., 1999). Bei Weichteilsarkomen ist die
Expression von MDMX-S mit einer signifikanten Verkiirzung der Uberlebenszeit verbun-
den und somit ein wichtiger prognostischer Faktor (Bartel et al., 2004).

Dariiber hinaus sind auch MDM2- und MDMX-Varianten bekannt, denen die p53-Bin-
dungsdoméne fehlt. Hier sei die hdufigste Transkriptvariante des MDM2, genannt MDM2-B,
zu erwahnen. MDM2-B ist in einer Vielzahl von Tumoren nachgewiesen worden. Das Pro-

tein dieser Transkriptvariante weist eine Deletion der Aminosduren 28-299 auf. Folglich
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fehlt die pb3-Domaéne bei noch vollstandig vorhandenem RING-Finger Motiv. Es konnte
gezeigt werden, dass MDM2-B mit FL-MDM2 interagiert und dessen Aktivitdt inhibiert.
Daraus resultiert eine erhohte Aktivitdt von p53 (Evans et al., 2001). Eine Stabilisie-
rung von ph3 lasst nicht auf Tumorprogression schlieffen. Es ist aber davon auszugehen,
dass auch mutiertes p53 in gleicher Art und Weise stabilisiert werden kann (Bartel et al.,

2004).

Eine weitere Transkriptvariante des humanen MDMX, MDMX211, weist ein dhnliches
Spleifmuster auf (Giglio et al., 2005). Diese aberrant in Exon 2 und 11 gespleifite Tran-
skriptvariante enthélt die ersten 26 Aminosduren und die letzten 138 Aminosduren des
FL-MDMX. Aufgrund der fehlenden Exons 2 bis 10, sowie Teilen von Exon 11, kann p53
nicht mehr gebunden werden. MDMX211 stabilisiert nachweislich p53, indem es durch
Bindung an MDM2 den Abbau von p53 verhindert. Durch diese Heterodimerisierung
wird auch MDM2 stabilisiert. Da das p53-Protein transkriptionell inaktiv ist, geht man
davon aus, dass MDMX211 einen inaktiven MDM2-p53 Komplex stabilisiert. In huma-
nen Schildriisenkrebs-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Koinzidenz von MDMX211
und erhthtem MDM2 mit verminderter Chemosensitivitdt verbunden ist (Giglio et al.,
2005). In humanen Tumoren konnte diese Transkriptvariante in 2 von 16 nichtkleinzelligen
Lungentumoren und zusétzlich in 18 % von 83 papilliren Schilddriisenkarzinomen (PTC)
beschrieben werden (Giglio et al., 2005; Prodosmo et al., 2008). Fiir eine Korrelation mit

Tumoreigenschaften gibt es bislang noch keine Beweise.

Die beiden Transkriptvarianten MDMX-A und MDMX-G wurden erstmals in humanen
epitheloiden Cervix-Karzinomzellen (C33A) identifiziert (de Graf et al., 2003). MDMX-A

ist eine alternativ gespleifite Variante der FL-MDMX-mRNA, d.h. das Spleifen erfolgte
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an Exon/Intron-Grenzen. In dieser Variante wird Exon 9 herausgespleiftt, was dazu fiihrt,
dass der kodierende Bereich fiir die saure Doméne fehlt. Der MDMX-G-mRNA fehlen
Exon 3-5 und Teile von Exon 6. Die Deletion der Aminosduren 27-124 entspricht der p53-
Doméne der MDMX-mRNA. Beide Protein weisen keine Verschiebung des Leserahmens

auf.

1.8 Mogliche Rolle der MDM2/MDMX-Transkripte im

Ovarialkarzinom

Das Ziel einer Tumorbehandlung ist eine spezifische und fiir den Gesamtorganismus mog-
lichst schonende Eradikation. In einigen Tumorentitéten, wie beispielsweise dem kolorek-
talen Karzinom, ist bereits die Therapie auf eine genetische Variationen im KRAS-Gen
angepasst (van Krieken et al., 2008). Auch im Ovarialkarzinom ergeben sich aus dieser
Analyse moglicherweise neue, innovative Therapieansétze, die gezielt auf die genetischen
Alterationen in malignen Zellen ausgerichtet sind. Das Ziel ist eine zunehmend individuali-
sierte Therapie, um ein verbessertes Ansprechen auf Chemotherapeutika zu erreichen. Bei
der Suche nach kausalen Mechanismen als mogliche Angriffspunkte einer Therapie nimmt
das Tumorsuppressorgen pb3 eine zentrale Stellung ein. Da die Onkoproteine MDM2 und
MDMX einen wesentlichen Einfluss auf den Abbau von p53 haben, ist auch hier eine
mogliche Therapieoption zu vermuten. Eine Inhibierung der MDM2-Expression wiirde
bei dem bekannten negativen Feedback-Mechanismus zu einem Anstieg von funktionellen
p5H3 fithren (Lahav, 2008). Dies konnte durch den Anstieg der Apoptose eine verbesserte
Ansprechrate auf Strahlen- und Chemotherapie bedeuten. Da auch bei MDMX bekannt

ist, dass es synergistisch mit MDM?2 das p53-Level unter Kontrolle hélt, deutet sich auch
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hier eine potentielle Behandlungsmoglichkeiten an (Francoz et al., 2006). Die durch das
Spleiften entstandene Diversitat des MDMX-Gens zieht Verdnderungen im beschriebenen
ph3-Regelkreis nach sich. Die dementsprechend verstérkte/verminderte p53-Expression
kann enorme Auswirkungen auf die pb3-assozierten Gene haben. Zusétzlich konnte ge-
zeigt werden, dass genotoxischer Stress alternatives Spleifen von MDM2 und MDMX ak-
tiviert (Chandler et al., 2006). Vermutlich kommt es dabei zu einer schrittweisen malignen
Konversion in der alternativ gespleifitte MDM2- bzw. MDMX-Varianten einen selektiven

Druck auf Zellen aus, um zusétzliche Verdnderungen im p53-Pathway hervorzurufen.

Die Charakterisierung der MDMX-Spleiffvarianten ermoglicht es zunéchst, das komplexe
Netzwerk zu ergénzen und zu verstehen. Im Anschluss kann dies dazu beitragen, eine
zielgerichtete Therapie zu entwickeln bzw. auch mogliche Resistenzen bereits vor Thera-

piebeginn zu erkennen.

15



1.9 Zielstellung

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Detektion und Charakterisierung von
alternativ und aberrant gespleiftten Transkripten der MDMX-mRNA in Gewebeproben
des Ovarialkarzinoms. Erganzend zu Vorarbeiten mit Tumorzelllinien des Ovars sollten
neue, aber auch bereits bekannte Spleifsvarianten des MDMX-Gens analysiert werden.

Zusatzlich wurde die Expression von MDM?2 und p53 in den Tumorproben untersucht.

Im néchsten Schritt sollte gezeigt werden, wie besonders héufig detektierte MDMX-
Spleifvarianten auf eine Behandlung mit cis-Platin reagieren. Hierfiir war das Ziel, ein
addquates Transfektionssystem zu entwickeln, welches die Auswirkungen auf den p53-
Pathway in geeigneten Zellen erkennen lasst. Fiir zukiinftige Untersuchungen interessierte
die Entwicklung spezifischer Primer zur Detektion der MDMX-Spleiftvarianten in Zellli-

nien und Tumormaterial.

Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag dazu leisten, die derzeit konventionellen Thera-
pieformen (Operation, Zytostatika) zukiinftig mit einer individuell angepassten Behand-

lung ergénzenden zu konnen.
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2 Materialien

2.1 Tumormaterial

Tabelle 2.1. Auflistung der untersuchten Tumorproben

‘ Nr. Jahr WHO-Einteilung Grading Ort ‘
1 2008  seroses Ovarialkarzinom rechts unbekannt Halle
2 2008  seroses Ovarialkarzinom Rezidiv G3 Halle
3 2008  seroses Ovarialkarzinom rechts G3 Halle
4 2008  seroses Ovarialkarzinom rechts G3 Halle
5 2007 siegelringzelliges Ovarialkarzinom G3 Halle
6 2006  Borderline Tumor Rezidiv Borderline Halle
7 2005  seroses Ovarialkarzinom beidseits G3 Halle
8 2007 maligner Miillerscher Mischtumor G2 Halle
9 2006  endometroides Ovarialkarzinom beidseits G1 Halle
10 2007  seros-papilliares Ovarialkarzinom beidseits — G3 Halle
11 2007  serdse Ovarialkarzinom rechts G3 Halle
12 2006  serdse Ovarialkarzinom links G2 Halle
13 2006 serdse Ovarialkarzinom unbekannt Halle
14 2006  seros-papillares Ovarialkarzinom links G2 Halle
15 2004 endometrioides Ovarialkarzinom links G1 Halle
16 2004  seroses Ovarialkarzinom G3 Halle
17 2004  seroses Ovarialkarzinom G3 Halle
18 2004  seros-papillares Ovarialkarzinom G2 Halle
19 2004  seroses Ovarialkarzinom G2 Halle
20 2004  seros-papillares Ovarialkarzinom G2 Halle
21 2004  serts-papilldares Ovarialkarzinom G2 Halle
22 2004  mischdifferenziertes Ovarialkarzinom G1 Halle
23 2004  ser¢s-papilldares Ovarialkarzinom G3 Halle
24 2005 Rezidiv seros-papilldres Ovarialkarzinom G3 Halle
25 2004  Metastase seros-papillares Ovarialkarzinom G2 Halle
26 2004  seros-papillares Ovarialkarzinom G2 Berlin
27 2004 endometrioides Ovarialkarzinom G3 Berlin
28 2004  gemischtes Ovarialkarzinom G3 Berlin
29 2004 undifferenziertes Ovarialkarzinom G3 Berlin
30 2003  seroses Ovarialkarzinom G3 Berlin
31 2003 seroses Ovarialkarzinom G2 Berlin

In dieser Arbeit wurden 31 postoperativ frisch eingefrorene Proben von Ovarialtumoren

untersucht. Das Tumormaterial stammt von Patientinnen aus der Klinik fiir Gynéko-
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logie des Universitétsklinikum Halle (Saale) sowie aus der Klinik fiir Gynékologie der
Charité Berlin. Die operativen Eingriffe sind zwischen 2003 und 2008 durchgefiihrt wor-
den. Alle Tumorproben wurden durch einen Pathologen des Institutes fiir Pathologie der
Martin-Luther-Universitdt Halle (Saale) auf ausreichende Qualitét hin untersucht. Der

Tumoranteil in den jeweiligen Proben betragt jeweils mindestens 50 %.

2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

- 10 mL / 50 mL Réhrchen, Greiner, Niirtingen

- 96-Lochplatten Greiner, Niirtingen

- 5 mL /10 mL sterile Einmalpipetten, Greiner, Niirtingen

- BiodocAnalyze, Biometra, Gottingen

- ClearBlue X-Ray Film (5x7 inches), Thermo Scientific

- Extra Thick Blot Papier Mini blot size, pre-cut, BioRad Miinchen
- Hyper Processor, Biometra Gottingen

- Miniblotter, Biometra Gottingen

- PTC-200 Thermal Cycler, MJ Research (iiber Biozym, Hess. Oldendorf)
- PVDF-Membran (0,45 um), Roth, Karlsruhe

- Rotor-Gene RG-3000, Corbett Research

- Sequi-Gen Gelkammersystem, BioRad Miinchen

- Tetrad2 Peltier Thermo Cycler, BioRad Miinchen

- Trio Thermoblock mit Deckelheizung, Biometra Gottingen

- Zellkulturflaschen (25 cm?) Greiner, Niirtingen

- Zellzéhler Beckmann, Coulter, Krefeld
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2.3

Chemikalien

Agar, Invitrogen, Karlsruhe

Agarose Serva, Heidelberg

Ampicillin, Serva, Heidelberg

cis-Platin, Universitdtsapotheke Halle-Wittenebrg
Dimethylsulfoxid Merck, Darmstadt

DNA-Standard (100 bp-Leiter), Invitrogen, Eggenstein
dANTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Promega, Heidelberg
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), Life Technologies, Eggenstein
Ethanol (99 %), Merck, Darmstadt
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid, Serva, Karlsruhe

Essigsdure (p.a.), Merck, Darmstadt

Fetales Kélberserum (FKS), BioWhittaker

Formaldehyd (p.a.), Merck, Darmstadt

Fugene, Roche, Mannheim

Isopropanol, Roth, Karlsruhe

Luria broth-Medium (LB-Medium), Invitrogen, Karlsruhe
Magermilchpulver, Gliicksklee Nestle, Schweiz

Methanol 100 % (p.a.), VWR, Darmstadt
Natrium-Acetat, Serva, Heidelberg

Natriumchlorid, Serva, Heidelberg

Natriumpyruvat, Serva, Heidelberg

beta-Mercaptoethanol (14,3 M), VWR Darmstadt
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2.4

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung, PAA Laboratories, Colbe
Random Primer, Invitrogen, Karlsruhe

Tris, Roth, Karlsruhe

TRIzol, Invitrogen Karlsruhe

Trypsin, Serva, Heidelberg

Tween 20, Serva, Heidelberg

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Betha-D-galactosid (X-Gal), Sigma, Deisenhofen

Kits

Big Dye Terminator v1.1 Cycler Sequenzier Kit, Applied Biosystem USA

Cloned AMV First-Strand complementary DNA (¢cDNA) Synthesis Kit, Invitrogen
Eggenstein

DNAse, RNAse-free, Qiagen Hilden

iProof MasterMix, Biorad Miinchen
QIAshredder-Sédulen, Qiagen Hilden

QIAquick Gel Extraktion Kit, Qiagen Hilden
Qanti Tect SYBR Green PCR Kit, Qiagen Hilden
Plasmid Miniprep Kit, Qiagen Hilden

Plasmid Maxiprep Kit, Qiagen Hilden

Protein Assay, BioRad Miinchen

RNAeasy Mini Kit, Qiagen Hilden

water soluble tetrazolium (WST)-1 Reagenz, Roche Penzberg
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2.5 Vektoren

Abbildung 2.1. pCR 2.1-TOPO Plasmid Vektor und pcDNA3.1 Vektor

A: Der pCR 2.1-TOPO Vektor mit Ampicillin und Kanamycin Resistenz, lacZ Gen
und T7 Promoter. B: Der pcDNA3-Vektor ist ein Expressionsvektor fiir eukaryontische
Zellen unter der Kontrolle des CMV-Promoters.

2.6 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Tabelle 2.2. In dieser Arbeit verwendete AntikOrper

’ Antigen Klon Verdiinnung Ursprungstier Firma

MDMX BL-1258 1:1000 Kaninchen Bethyl Laborato-
ries

MDMX MDMX-82 1:2000 Maus Sigma, Steinheim

MDM2 N-20 1:500 Kaninchen Santa Cruz Bio-
technologies

p53 DO-7 1:1000 Maus Dako, Hamburg

Vinculin 11-5 1:1000 Maus Sigma, Steinheim

p21 C-19 1:500 Kaninchen Santa Cruz Bio-
technologies

Anti- HA-7 1:2000 Maus Sigma, Steinheim

Hamagglutinin

PUMA ab-2 1:1000 Kaninchen Sigma, Steinheim

Anti-Maus 1:10000 Kaninchen Dako, Hamburg

Anti- 1:10000 Ziege Dako, Hamburg

Kaninchen
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2.7 Puffer und Losungen

Eine Zusammenstellung der verwendeten Puffer und Losungen findet sich in Tab. 2.3.

Tabelle 2.3. Puffer und Losungen

Produkt Zusammensetzung

DNA-Auftragspuffer Ficoll 400 1,8 g
Bromphenolblau 25 mg
Xylenxyanol 25 mg

mit Aqua bidest auf 10 ml auffiillen

LB-Medium 20 g in 1 1 Aqua bidest 16sen und autoklavieren

Néhragar fiir Bakterienkulturen 32 g Agar in 1 1 Aqua bidest 16sen
und autoklavieren
Zusatz von Ampicillin 50 pg/ml
Zusatz von X-Gal 40 pg/ml

PBS-Lésung NaCl 8 g
KCl0,2 g
NaHPO,4 H20 0,15 g
KH2P04 0,2 g

mit Aqua bidest auf 1 1 auffiillen

5xTBE-Puffer Tris-HC1 54,0 g
Borséaure 27,5 g
EDTA 20 ml 0,5 M pH 8,0

mit Aqua bidest auf 1 1 auffiillen

Lyse-Puffer (Protein) 50 mM Tris-HCI, (pH 7,0)
1% (w/v) SDS
Protease Inhibitor Cocktail P8340 (Sigma)

Zellkulturmedium DMEM 450 ml
FKS 50 ml

2.8 Enzyme

Hot Fire Pol (5 U/ul) Solis Biodyne, Estland

SuperScript RNAse H Reverse Transkriptase, Invitrogen

T4 Ligase (4 U/ul), Invitrogen, Karlsruhe

Cloned AMV Reverse Transkriptase, Invitrogen, Karlsruhe
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2.9 Primer

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Programms CloneManager erstellt

und von TIB MOLBIOL (Berlin) synthetisiert.

Tabelle 2.4. In dieser Arbeit verwendete Primer

] Name Orientierung Sequenz 5‘- 3¢ Referenz
M13(pcR2.1)  antisense AAC AGC TAT GAC CAT G Qiagen
MDMX3 sense GCA GTT TCT TCA CTA CCA
MDMX4 sense TCG TAC TAC CAT TAT GCT
MDMXS8 antisense AGC CTA GAT GTT TCA TCT TG
MDMX12 antisense TGC CTA AGA ACA TTC TCT GAC A
MDMX13 antisense ATG ACA TCA TTT TCC ACC TC
MDMX11 sense ACC AAC AGA CTG CAG TTT
MDMX14 antisense ATG TTC GTA CTA CCA TTA TGC

TAT AAA
Xquant sense CAG CAG GTG CGC AAG GTG AA
MDMX499 antisense CAC AGT GAA AAC AAG TGA CAA diese Arbeit
GAT TCT TT
MDMX-S antisense GCA CTT TGC TGT AGT AGC AGT G
MDM2-5 sense CTG GGG AGT CTT GAG GGA CC
MDM2-6 antisense CAG GTT GTC TAA ATT CCT AG
MDM2-8a antisense GAA TTG GTT GTC TAC ATA CTG G
2Ex1 sense CCG GAT TAG TGC GTA CGA
MDM2-Ex2 sense CGC ACG CCA CTT TTT CTC TG
MDM2-Ex3 antisense GTG TCT TTT TGT GCA CC
HPRT309 sense TTG CTG ACC TGC TGG ATT AC
HPRT507 antisense CTT GCG ACC TTG ACC ATC TT
GADPH-3 sense AGG AGC GAG ATC CCT CCA AA Bartel et al., 2004
GADPH-4 antisense GGG CAG AGA TGA TGA CCC TT Bartel et al., 2004
Var6 HA Xbal sense TCA TCA TCT AGA ATG TAC CCA diese Arbeit
TAC GAC GTA CCA GAC TAC GCA
TTC ACT GTT AAA GAG GTC
Var6 HANotl antisense TGA TGA GCG GCC GCT GTG CTG diese Arbeit
GAA TTC GCC CTT A
p53-1 sense ACG GTG ACA CGC TTC CCT GGA T  Bdohnke, 2005
pH3-2 antisense GGG TGC TTC TGA CGC ACA CCT A Bohnke, 2005
ph3-3a sense AGA CTG CCT TCC GGG TCA CT Bohnke, 2005
ph3-4a antisense GGA GGA TGT CAG TGG GGA AC Bohnke, 2005
pcDNA3.1(-)  sense CTT GGC AGT ACA TCT ACG Invitrogen
pcDNA3.1(-)  antisense CAT GCC TGC TAT TGT CTT CC Invitrogen
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3 Methoden

3.1 Isolierung von Nukleinsdauren

3.1.1 Praparation von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der Trizol-Methode entsprechend der Herstelleranga-
ben isoliert. Bei —80 °C' gelagerte Gewebeproben wurden jeweils 20210 pm dicke Ge-
frierschnitte angefertigt und in 600 pl Lysepuffer aufgenommen. Es wurde jeweils 1 ml
TRIzol-Reagent sowie 200 pl Chloroform dazu pipettiert. Nach Inkubation bei Raumtem-
peratur und Zentrifugation waren drei Phasen sichtbar. Die obere wéssrige Phase enthielt
die RNA, die mittlere Phase bestand aus DNA und die untere organische Phase aus Pro-
teinen. Die wéssrige Phase wurde vorsichtig, ohne Aufsaugen der unteren Schichten, in
ein neues 1,5 ml Tube pipettiert. Die Lagerung der RNA erfolgte kurzfristig bei —20 °C,

langfristig bei —80 °C', wobei haufiges Auftauen und Einfrieren vermieden wurde.

3.1.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurden die Proben 1:100 verdiinnt und im Spektralpho-
tometer vermessen. Es ist jeweils bei 260 und 280 nm die Extinktion gemessen worden.
Die Konzentration errechnet sich aus folgender Beziehung: 1 ODoggg 1y entspricht 40 ug
RNA /ml. Die Reinheit der Préaparation ergibt sich aus dem Quotienten der ODago nm/

ODogg nm und liegt bei hoher Reinheit zwischen 1,8 und 2.
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3.2 Reverse Transkription, Polymerasekettenreaktion und

Sequenzierung

3.2.1 Reverse Transkription

Um die Expression der gesuchten mRNA in den Tumorproben nachzuweisen, erfolgte zu-
néichst die Umschreibung der mRNA in ¢cDNA mittels Zufallsprimern (Random Hexamer
Primers, Invitrogen) in einem Trio Thermoblock (Thermocycler) der Fa. Biometra. Die
Synthese der cDNA wurde mit Hilfe des Cloned AMV First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit
durchgefiihrt. Zunéchst wurden je Ansatz 2 pug RNA, 23 ul Aqua bidest. und 300 ng
Randomprimer gemischt und 10 min bei 70 °C' denaturiert. Anschlieffend wurden auf Eis
20,5 pl eines RT-Mastermix (5x cDNA Synthesis Buffer; 0.1 M DTT; RNaseOUT; Cloned
AMV RT (15 U/ul))hinzugegeben. Zur Primeranlagerung wurde der Ansatz fiir 10 min
bei 20 °C' inkubiert. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 52 °C' fiir 60 min und die Denatu-
rierung fiir 5 min bei 85 °C'. Die gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung

bei —20 °C' aufbewahrt.

3.2.2 Polymerasekettenreaktion

Zur Detektion spezifischer MDMX- und MDM2-Spleifsvarianten erfolgte zunéchst die Am-
plifizierung der cDNA mit Primern, die nahezu den gesamten Leserahmen umspannen.
Unter Verwendung von 1 ul des aus Kapitel 3.2.1 erhalten ¢cDNA-Ansatzes erfolgte die
erste PCR mit den Primern MDMX-11 und MDMX-12 bzw. MDM2-5 und MDM2-6.
Anschliefiend wurden innere Primerpaare (MDMX-13 und MDMX-14 bzw. MDM2-1 und
MDM2-1a) fiir die sogenannte ,nested* PCR verwendet. Hierfiir wurden pro Ansatz 2 ul

des vorangegangenen PCR-Ansatzes verwendet.
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Tabelle 3.1. Reagenzien fiir PCR-Reaktion

] Reagenz 50 pl Ansatz ‘
Reaktionspuffer (10x) 5 pl
MgCly (1,5 mM) 5 pl
Nukleotide (10 mM) 4 pl
HotStarTaq (2 units) 0,5 pl
Primer sense (20 pmol/ul) 1l
Primer antisense (20 pmol/ul) 1 pl
Aqua bidest. 33,5 pul
cDNA 1 pl

Tabelle 3.2. PCR-Programm mit 40 Zyklen

Zyklus Temperatur Zeit  Wiederholung

1. 95 °C 15 min
2. 95 °C 30 sec
3. 58 °C 30 sec
4. 72 °C 2 min 40x 1.-4.
5. 72 °C 10 min

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis des amplifizierten PCR-Produktes erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophore-
se. Je nach zu erwartender Fragmentlange wurden 1-2 % ige Agarosegele (jeweils in 100 mL
0,5x TBE-Puffer versetzt mit 5 pl Ethidiumbromid [10 mg/mL]| ) angefertigt. Die Elek-
trophorese erfolgte in Gelkammern der Firma Bioplex mit 0,5x TBE-Laufpuffer. Abhén-
gig von der Grofse der Gelkammern wurden jeweils 5 — 20 pul PCR-Produkt mit 1,5 ul
DNA-Auftragspuffer gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei
90-120 V. Nach dem Gellauf wurden die Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht und
mit dem Geldokumentationssystem BioDocAnalyze (Biometra) ausgewertet. Zur Grofen-

bestimmung der PCR-Produkte dienten 100-Basenpaare (bp)-Leiter als Standard.
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3.2.4 Isolation von PCR-Produkten aus Agarose-Gelen

Fur die Isolation von DNA erfolgte zunéchst die Auftrennung des PCR-Produkts im
Agarose-Gel (s.0.). Auf dem UV-Tisch wurden die Banden mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Geféfs transferiert. Um keine DNA-Verénderungen
zu induzieren, wurde die Zeit unter UV-Licht moglichst gering gehalten. Im Anschluss
erfolgte die Reinigung unter Verwendung des QiaQuick-Gelextraktionskits (Qiagen) nach
den Angaben des Herstellers, mit der Ausnahme, dass zum Losen der Agarose QX1-Puffer

(statt QG-Puffer) aus dem QiaEX-Gelextraktionskit verwendet wurde.

3.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.3.1 Ligation von PCR-Produkten in TOPO-TA-Vektoren

Je 4 ul der PCR-Produkte wurden mit 1 ul Salt Solution, 1 ul 2.1 TOPO-Vektor (beides

aus dem TOPO-TA-Cloning-Kit) versetzt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert.

3.3.2 Transformation von E. coli-Zellen

Escherichia coli (E.coli)-Zellen (TOP 10) wurden mit 2 pl des Ligationsansatzes trans-
formiert und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach 30 sec Hitzeschock bei 42 °C' erfolgte
die sofortige Lagerung auf Eis. Anschliefend wurden 250 pl S.0.C.-Medium des TOPO-
TA-Cloning-Kits hinzugegeben und die Losung bei 37 °C' fiir eine Stunde unter leichtem
Schiitteln (200 U/min) inkubiert. Je 40 pl X-Gal fiir Blau-Weiss-Selektion und 100 ul
der Bakteriensuspension wurden auf Agar ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C' kul-
tiviert. Die verwendeten Agar-Platten enthielten Ampicillin (250 ng/ml). Positive Trans-

formanden (weike Kolonien) wurden mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und mittels
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Kolonie-PCR analysiert. Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen, elek-

trophoretisch getrennt und analysiert.

3.3.3 lIsolierung von Plasmid-DNA

Die bereits gepickten Bakterien-Einzelkolonien der Agarplatte wurden in 10 ml LB-Medium
mit Ampicillinzusatz (50 pug/ml) tiber Nacht bei 37 °C' im Schiittelinkubator inkubiert.
Nach dem Abzentrifugieren der Kultur wurde die Isolierung der Plasmide nach Hersteller-

Angaben der Fa. Qiagen isoliert.

3.3.4 Sequenzierung der Plasmid-DNA

Die gewonnene Plasmid-DNA konnte nun mit Hilfe eines Kits der Firma Qiagen sequen-
ziert werden. Es wurden spezifische Primer (M13) gewéahlt, die im Vektor binden und
somit konnte die vollstiandige Transkript-Variante sequenziert werden. Der Ansatz fiir

eine Sequenzier-Reaktion setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 3.3. Reagenzien fiir Sequenzierreaktion

‘ Reagenz 20 pl Ansatz ‘
Sequenzierpuffer 11 pl
Sequenziermix 2 ul
Primer M13 rev oder fw (0,8 pmol) 4 pul
PCR-Produkt 3 ul

3.3.5 Fallung der Sequenzierreaktion

Zu dieser 20 ul Sequenzierreaktion wurden in moglichst dunkler Umgebung 2 ul EDTA,
2 pl Na-Acetat und 50 pl 99 % Ethanol hinzu pipettiert. Nach kurzem Vortexen und

15-miniitiger Inkubation erfolgte das Zentrifugieren fiir 20 min bei 4 °C’ und 6000 rpm.
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Tabelle 3.4. Sequenzierprogramm mit 25 Zyklen

]Zyklus Temperatur Zeit Wiederholung‘

1. 96 °C 60 sec
2. 96 °C 10 sec
3. 50 °C 5 sec 25bx 1.-3.
4. 60 °C 4 min

Nach dem Abpipettieren des Uberstandes und Hinzugabe von 70 pl Ethanol (70 %) wur-
den die Proben erneut fiir 10 min bei 4 °C' und 6000 rpm zentrifugiert. Nach erneutem

Abpipettieren des Uberstandes konnte das Pellet bei 80 °C' fiir 10 min trocknen.

3.3.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Proben erfolgte im Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung
der Universitét Halle-Wittenberg durch Dr. Vesselin Christov/ Dr. Dorothea Darmer unter
Nutzung eines ABI Prism DNA-Sequencers. Daran schloss sich die eigenstandige Auswer-
tung der Sequenzen mit Hilfe der Programme Sequence Scanner der Firma ABI und Clone

Manager der Fa. SciEd Central an.

3.4 Proteinexpressionsmuster der Tumorproben

3.4.1 Isolierung von Proteinen aus Gefrierproben

Die Isolierung von Proteinen aus Gefrierproben erfolgte nach der Gefrier-Tau-Methode.
Dazu wurden 10 jeweils 20 pm dicke Gefrierschnitte in 300 ul Bradford-Lysepuffer aufge-
16st. Durch viermaliges Gefrieren in Trockeneis und wieder Auftauen der Proben konnten
die Zellen lysiert werden. Nach Zentrifugation (15 min, 13000 rpm) bei 4 °C’' wurde die

Konzentration der gewonnenen Proteine nach der Bradford-Methode bestimmt. Dazu wur-
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den in Einmalkiivetten jeweils 800 pl Wasser mit 200 pl Bradford Assay gemischt und
5 pl der Proteinlosung hinzu gegeben. Nach 20-mintitiger Inkubation bei Raumtemperatur
schloss sich die Messung der Absorption bei 595 nm im Photometer an. Die Proteinkonzen-
tration der einzelnen Proben konnte anhand einer zuvor angefertigten Eichkurve ermittelt

werden. Die Proben wurden bis zur Verwendung bei —20 °C' gelagert.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte mit einem fertig gelieferten
Gradienten-Gel der Firma Nuagen. Als Laufpuffer wurde MES-Puffer verwendet, herge-
stellt aus 20x Stammlosung (Invitrogen). Die Proteine wurden mit 7 ul Sample Buffer und
3 ul DTT versetzt und fiir 5 min bei 95 °C' denaturiert. Anschliefend wurden diese auf das
Gel aufgetragen und bei 200 V fiir ca. 60 min aufgetrennt. Zur Gréfenbestimmung diente

ein mitgefiihrter Protein-Molekulargewichtsstandard (SeeBlue Plus2, Invitrogen).

3.4.3 Western Blotting

Nach Auftrennung der Proteine im Gradienten-Gel erfolgte die Ubertragung auf eine
PVDF-Membran mit Hilfe der Tank-Blot-Methode im Miniblotter (Biometra, Gottin-
gen). Zunéchst wurden die Geltaschen vorsichtig abgetrennt und das Gel anschlieffend in
Transferpuffer (hergestellt aus 20xTransferpuffer und 10 % Methanol, Invitrogen) wenige
Minuten prainkubiert. Die Membran musste vor dem Blotting fiir 1 min in 98 % Methanol
aktiviert werden.

Auf die schwarze Seite der Tank-Blot-Kassette wurde ein in Transferpuffer getranktes
Stiick Schwamm, ein Stiick Filterpapier, das Bis-Tris-Gel, die PVDF-Membran, gefolgt
von Filterpapier und Schwamm luftblasenfrei geschichtet. Die Proteine transferierten dann

bei 300 mA fiir ca. drei Stunden auf die PVDF-Membran.
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3.4.4 Farbung mit spezifischen Antikdrpern mittels Immunblotting

Die Membran wurde zur Blockierung unspezifischer Bindungen fiir 1 h in 10 ml 10 %
Milchpulver in PBS-Tween unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Danach er-
folgte die Zugabe des jeweiligen Primarantikorpers in 10 ml 10 % Milchpulver mit PBS-T
iiber Nacht, wiederum unter leichtem Schiitteln im Kiihlschrank. Nach viermaligem Wa-
schen fiir 5 min mit PBS-T wurde der sekundére, mit Peroxidase konjugierte Antikérper
in 10 ml 10 % Milchpulver mit PBS-T dazugegeben und bei Raumtemperatur unter Schiit-
teln fiir 1 h inkubiert. Die Membran wurde nun nochmals viermal fiir 5 min mit PBS-T
und einmal mit PBS gewaschen. Zum Nachweis der Antikérperbindung wurde das ECL
Western Blotting Detecting System (Firma GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die beiden Losungen wurden zu gleichen Anteilen (jeweils 5 ml) gemischt und
die Membran damit 1 min lang benetzt. Bei der Verwendung des MDMX-Antikoérpers
wurde ECLplus verwendet. Hierfiir erfolgte die Benetzung der Membran nach Mischung
der Solution A mit Solution B im Verhéltnis 40:1 fiir 5 min. Der Blot wurde dann auf
beiden Seiten mit Overhead-Folie belegt und in der Dunkelkammer fiir 20 sec bis 2 min auf
einen Kodak Biomax MR Réntgenfilm gelegt. Die Entwicklung erfolgte in einem Hyper-
processor Rontgenfilmentwickler (Amersham). Die Auswertung der Intensitiat der Banden
erfolgte densitometrisch. Es wurde die Software des BioDocAnalyze Imagemasters (Bio-

metra) genutzt.

3.5 Klonieren der Transkriptvarianten in pcDNA3.1(-)-Vektor

Fiir folgende Versuche wurden die zuvor isolierten Plasmide (siehe Abschnitt 2.3) verwen-
det. Nach Analyse der detektierten MDMX-Isoformen wurden zwei interessante Varianten
zur Charakterisierung ausgewéhlt. Das Full-length MDMX-Transkript wurde als Positiv-

Vergleich stets mitgefiihrt.
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3.5.1 Markierung der Isoformen mit Hamagglutinin

Hierzu wurden die zuvor in den Vektor pCR2.1 ligierten Spleifsvarianten mit spezifischen
Primern vervielfaltigt (Tab. 3.5 und 3.6). Der Forward-Primer enthielt am N-terminalen-
Ende die Sequenz fiir einen Haemagglutinin (HA)-Tag, womit die spétere Detektion des
Proteins erfolgte. Ein vorgeschaltetes Startcodon integriert den HA-Tag in den Leserah-
men. Vor dem Startcodon lag die spezifische Sequenz fiir das Enzym Xbal. Der Reverse-
Primer wurde so gewéhlt, dass dieser aufserhalb des Leserahmens bindet. Dieser Primer
ist ubiquitar einsetzbar, da die ausgewahlten Transkript-Varianten C-terminal keine Le-
serahmenverschiebung aufweisen. Zuséatzlich enthélt er die Enzymschnittstelle NotI mit
ensprechender Puffersequenz. Die Enzymschnittstellen Xbal und Notl sind Aquivalent im
Vektor pcDNA3.1 enthalten, damit ist die gerichtete Klonierung des Fragmentes in den

Vektor moglich.

Tabelle 3.5. Primer: Var6 HA Xbal (sense)

’ 5° Puffer - Xbal - HA-Tag - Primer 130 sense 3° ‘
TCATCA TCTAGA ATGTACCCATACGACG  TTCACTGTTAAAG
TACCAGACTACGCA AGGTCATGC

Tabelle 3.6. Primer: Var6 HA NotI (antisense)

] 5¢ Puffer- Notl- Primer 445 antisense 3° ‘
] TGA TGA GCG GCC GC T GTG CTG GAA TTC GCC CTT A ‘

Tabelle 3.7. Reagenzien PCR mit HA-Tag

] Reagenz 25 ul Ansatz ‘
iProof Master Mix (Biorad) 12,5 ul
Primer forward 0,25 pl
Primer reverse 0,25 pul
Plasmid 0,75 pul
Aqua bidest 11,25 pl
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Tabelle 3.8. PCR-Programm (HA-Tag) mit 30 Zyklen

] Zyklus Programm Temperatur Zeit  Wiederholung ‘
1. Initial Denaturation 98 °C' 30 sec
2. Denaturation 98 °C' 10 sec
3. Annealing 71°C 30 sec
4. Extension 72 °C 30 sec 30x 2.-4.
5. Final Extension 72 °C' 10 min

Die Produkte wurden in 1 % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und unter Nutzung
der Software des BioDocAnalyze Imagemasters (Biometra) analysiert. Die Extraktion der
DNA aus dem Agarosegel wurde laut Anleitung (Fa. Qiagen) durchgefiihrt. Die gewonnene

DNA wurde in 50 pl EB-Puffer aufgenommmen.

3.5.2 Enzymverdau

Fiir die Ligation des Vektors mit dem PCR-Produnkt musste der primér zirkulér vorlie-
gende Vektors pcDNAS3.1- linearisiert werden. Dafiir wurde sowohl der Vektor als auch
das PCR-Produkte (Tab. 3.9) jeweils mit den Enzymen Xbal und Notl bei 37 °C fiir
ca. 3 h inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurden die Enzyme bei 80 °C' fiir 20 min
hitzeinaktiviert. Anschlieffend wurde das Vektorprodukt auf 1 % Agarosegel aufgetragen,
die darauffolgende Gelextraktion wurde laut Anleitung der Firma Qiagen durchgefiihrt.
Das gefillte Vektor-Produkt wurde in 50 pl EB-Puffer aufgenommmen. Die Extraktion
der DNA aus dem Agarosegel wurde laut Anleitung der Firma Qiagen durchgefiihrt. Die

gewonnene DNA wurde in 50 pul EB-Puffer aufgenommmen.

3.5.3 Ligation

Die Ligation (New England Biolabs) des Produktes erfolgte mit Hilfe des Sticky-End-

Prinzips. Die gewdhlten Enzymschnittstellen sind sowohl im PCR-Produkt als auch im

33



Tabelle 3.9. Enzymverdau von pcDNA3.1(-) und Transkriptvariante

] Reagenz Vektor pcDNA3.1(-) PCR-Produkt gereinigt ‘
Produkt 3 pl 15 pl
Enzym Notl 3 pl 3 pl
Enzym Xbal 3 pul 3 pul
2xTANGO 10xPuffer 6 pul 6 pul
Aqua bidest 15 pul 3 ul

’ Gesamtvolumen 30 pl 30 pl ‘

Vektor pcDNA3.1(-) enthalten. Der Ansatz fiir 20 ul wurde nach folgendem Ansatz pi-

pettiert und iiber Nacht bei 16 °C' inkubiert.

Tabelle 3.10. Ligationsansatz: pcDNA3.1(-) und Transkriptvariante

‘ Reagenz 20 pul Ansatz ‘
10xT4-Ligase Puffer 2 ul
pcDNA3.1(-)linearisiert 4 pl
verdautes PCR-Produkt 12 pl
T4-Ligase 1 pl
Aqua bidest 1 pl

3.5.4 Transformation in E. coli-Zellen

Im Anschluss an die Ligation der Sticky Ends wurde das Produkt in E. coli TOP 10
kompetente Zellen transformiert. Dazu wurde 2 pl Ligationsansatz vorsichtig gemischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 30 °C' wurde der Ansatz mit
250 pl SOC-Medium (Raumtemperatur) versetzt und 1 h bei 37 °C' und 200 rpm inkubiert.
Diesem Schritt folgend wurden 50 pl Ansatz auf LB-Platten (100 mg/ml Ampicillin)

ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.

34



3.5.5 MIDI-Prep (endotoxinfrei)

Die Isolierung der Plasmide erfolgte mit dem MIDI-Prep Kit der Firma Qiagen. Dazu
wurde jeweils ein Klon gepickt und in 5 ml LB-Medium (0,05 % Ampicillin) als Startkultur
fiir 8 Stunden bei 37 °C' 200 rpm inkubiert. Zur Kontrolle der Plasmid-Produnkte wurde

eine Kolonie-PCR mit folgenden Primern durchgefiihrt:

Tabelle 3.11. pcDNA3.1(-) Sequenzierungsprimer

] Primer Orientierung Sequenz ‘
| pcDNA3.1(-) sense CTT GGC AGT ACA TCT ACG |
| pcDNA3.1(-) antisense CAT GCC TGC TAT TGT CTT CC |

Danach erfolgte die Uber-Nacht-Kultur in 200 ml Flasketten mit 50 ml LB-Medium
(0,05 % Ampicillin), versetzt mit 1 ml Startkultur, bei 37 °C’' und 300 rpm. 24 h spé-
ter wurden die Zellen geerntet mittels Zentrifugieren bei 4 °C' und 6000 rpm. Nachfolgend

konnte die Plasmid-DNA mit dem MIDI-Prep Kit (Qiagen) wie folgt isoliert werden:

Pellet in 4 ml P1-Puffer (mit RNAse, gekiihlt) resuspendieren

4 ml P2-Puffer dazugeben, 6x invertieren

4 ml P3-Puffer (vorgekiihlt) hinzu, nicht auf Eis inkubieren
- Lysat auf Qiagen-Filter geben, Spitze unten zu, 10 min bei RT inkubieren
- Lysat mittels Stopfen in 15 ml Falcon-Rohrchen driicken

- bei ca 10 ml Lysat 1 ml ER-Puffer hinzu, 10x invertieren und 30 min auf Eis inku-
bieren

- Séule (Qiagen-Tip100) mit 4 ml QBT-Puffer equilibrieren, freier Durchfluss
- Filterlysat auf die Saule geben, freier Durchfluss

- waschen der Sdule mit 2x10 ml QC-Puffer

- eluieren der Plasmid-DNA mit 5 ml QN-Puffer

- fallen der DNA: 3,5 ml Isopropanol (RT) mixen und bei iiber 15000 rpm, 4 °C
30 min zentrifugieren; Uberstand verwerfen
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- waschen der DNA: 2 ml 70 % Ethanol (aus Kit) endotoxinfrei hinzu, bei {iber
15000 rpm, 4 °C' 10 min zentrifugieren

Die DNA wurde zum Schluss in 500 pl endotoxinfreiem TE-Puffer aufgenommen und bei

—20 °C gelagert.

3.6 Zellkultur

Die verwendete Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurde mit DMEM Medium bei 5 % CO,
und maximaler Luftfeuchte bei 37 °C' als adhédrente Monolayer-Kulturen herangezogen.
Die Passagierung konfluenter Zellen erfolgte im Verhéltnis 1:2. Dafiir wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 3 ml PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation der Zellen
mit 1 ml Trypsin-Losung fiir 5 min bei 37 °C. Die abgelsten Zellen wurden in 6 ml
Zellkulturmedium aufgenommen und je 3 ml in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt.
Zum Einstreuen der Zellen wurden diese nach dem Ablésen mittels Trypsin-Losung in
3 ml Zellkulturmedium gegeben und 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wur-
de in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen. Die Zelldichte ist am Coulter Zellzédhlgerét
ermittelt worden. Zur Kryokonservierung wurde das nach dem Zentrifugieren erhaltene
Zellpellet in 1,8 ml Gefriermedium (DMEM mit 20% DMSO) aufgenommen und in ein
2 ml Gefrierrohrchen iiberfithrt. Die Lagerung erfolgte fiir 24 h bei —20 °C', 24 h bei
—80 °C' und anschlieftend in fliissigem Stickstoff zur Langzeitlagerung. Zum Auftauen
der Zellen wurde das Gefrierrohrchen kurz in 37 °C' warmes Wasser gegeben, dann der
Inhalt rasch in 4 ml des Zellkulturmediums iiberfiihrt und die Zellen zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde erneut in 4 ml Zellkulturmedium aufgenommen und zentrifugiert, um
das fiir Zellen toxische DMSO herauszuverdiinnen. Anschliefsend wurde das Zellpellet in

3 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.
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3.7 Transfektion der Zelllinie MCF-7

Die Transfektionsexperimente erfolgten in 6 cm durchmessenden Zellkulturplatten. In die-
se wurden jeweils 300.000 Zellen pro Platte eingestreut und 24 h bei 37 °C'/5 % CO; in-
kubiert. Nach einem Mediumwechsel erfolgte die Transfektion mit FuGene-Transfektions-
reagenz (Firma Roche). Dafiir wurde pro Zellkulturplatte 100 pl Optimem-Medium mit
7,5 ul Fugene, 1 ug Plasmidkonstrukt sowie 2,5 ug pcDNA3.1(-) vorsichtig gemischt und
bei Raumtemperatur 20 min inkubiert. Die Zugabe des Leervektors pcDNA3.1- fiihrt zu
einer besseren Transfektionseffiziens. Danach wurde das Reagenz auf die Zellen getropft

und die Zellkulturplatten 24 h bei 37 °C' und 5 % CO, inkubiert.

3.7.1 Proteinisolierung aus Zellen

Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die Zellkulturplatten auf Eis gelagert. Nach zwei-
maligem Waschen mit 5 ml eiskaltem PBS wurde 1 ml Giordano-Lysepuffer, versetzt mit
Proteaseinhibitor im Verhéltnis 1:100, hinzugegeben und bei 4 °C' fiir 10 min inkubiert.
Nach 10-miniitiger Zentrifugation bei ebenfalls 4 °C' und 6000 rpm konnte der Uberstand
abpipettiert werden. Mit Hilfe der Bradfordmethode wurde die Absorption bei 495 nm

gemessen werden und die Proteinkonzentration anhand einer Standardkurve berechnet.

3.7.2 Behandlung der Zellen mit cis-Platin

Fiir die Behandlung der Zellen mit dem Zytostatikum cis-Platin (10 M) wurden die Zel-
len, wie zuvor beschrieben, 24 h vor der Transfektion in 6 cm Zellkulturplatten eingestreut
und weitere 24 h danach mit 10 uM cis-Platin behandelt. Die Proteinisolierung erfolgte

mit Giordano-Lysepuffer wie bereits in 3.7.1 beschrieben.
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4 Ergebnisse

Nach Publikation der MDMX-S-Variante konnte Jochemsens Arbeitsgruppe 2001 (Ramos
et al., 2001) weitere Transkriptvarianten des MDMX-Gens in Tumor-Zelllinien nachweisen.
Durch Vorarbeiten in unserem Labor gelang es zusétzlich neue Varianten in Ovarialkar-
zinomzelllinien zu detektieren (unpublizierte Daten). Es sollte daher die Frage geklért
werden, ob auch in ovariellen Tumorproben Spleifsvarianten der MDMX-mRNA nach-
weisbar sind. Fiir die Analyse stand Tumorgewebe von 31 Patientinnen zur Verfiigung.

Aus diesem wurde die Gesamt-RNA isoliert und mittels PCR untersucht.

4.1 Expression der MDMX-mRNA in Gewebeproben

Die extrahierte RNA wurde zunéchst in ¢cDNA umgeschrieben und dann mittels spezifi-
scher Primer fiir MDMX amplifiziert. Zur Vermeidung von Artefakten bei der reversen
Transkription wurde ein AMV First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit, (Fa. Invitrogen) ver-
wendet. Damit konnte bei hoheren Temperaturen transkribiert werden. Fiir den Nachweis
der MDMX-Transkripte in den Tumorproben wurden zunéchst die Primer MDMX-11 und
MDMX-12 ausgewahlt, die den gesamten Teil des kodierenden Bereichs der mRNA {iber-
spannen. Anschliefend wurde eine ,nested* PCR durchgefiihrt. Die dafiir verwendeten
Primer MDMX-13 und MDMX-14 binden innerhalb der von den Primern MDMX-11 und
MDMX-12 amplifizierten Sequenz. Dadurch gelang es auch, Transkripte nachzuweisen,
die in sehr geringer Kopienzahl vorkommen. Die PCR-Produkte wurden anschliefend in

einem Agarosegel aufgetrennt.
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4.1.1 Expression der verkiirzten MDMX-Transkripte

Mittels der beschriebenen ,nested* PCR zum Nachweis der MDMX-mRNA Expressi-
on konnten die 31 Proben von Ovarialkarzinom-Patientinnen untersucht werden. Bei 30
von 31 Proben war eine Bande, die dem FL-Transkript entsprach, mit einer Gréfe von
1200 bp nachweisbar. Die Integritdt der Gesamt-RNA wurde durch den Nachweis der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase-mRNA (GADPH-mRNA) (Abb. 4.1) iiber-

priift. In allen Féllen war ein PCR-Produkt in der erwarteten Lénge detektierbar.

N
N
w
N
(&)}
»
-
©
©

187bp

10 11 12 13 14 15 16 17 18
137 bp >

19 20 21 22 23 24 25 26
137 bp >

27 28 29 30 31
137bp 5

Abbildung 4.1. Agarosegel zur Bewertung der GADPH-Expression:

Unter Verwendung der Primer GAPDH-3 und GAPDH-4 zeigte sich bei allen Proben
eine Bande bei ca. 137 bp

Neben der Bande, die das FL-Transkript darstellt, wurden in 26 von 31 Tumorproben
zusatzliche Banden detektiert. Im iiberwiegenden Teil der Proben wies die FL-Bande die
starkste Intensitat auf. In 5 Tumorproben war eine der kiirzeren Bande stérker in ihrer
Intensitat (Proben 1; 6; 12; 13 und 30)(Abb. 4.2). Die durchgefiihrten PCR-Analysen
erlauben allerdings keine Aussagen beziiglich der Mengenverhéltnisse der Spleifformen
zur FL-mRNA. Es ist denkbar, dass die kiirzeren Transkripte, bei gleicher Synthesezeit,
effektiver amplifiziert werden als das FL-MDMX Fragment. Zur gezielten Darstellung der

Relation einzelner Transkriptvarianten sind quantitative Analysen notwendig.



Proben-
HUIINSE 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
FLMDMX —>

MDMX-
Transkripte
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FL-MDMX -

MDMX-
Transkripte

26 27 28 29 30 31
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MDMX- -

Transkripte

Abbildung 4.2. Expression der MDMX-Transkriptvarianten in Tumorproben:

Die ,nested PCR erfolgte mit den Primern MDMX-13 und MDMX-14

4.1.2 Expression von MDMX-S

Die 1999 von Rallapalli et al. erstmals publizierte Variante MDMX-S wurde in den letzten

Jahren umfassend charakterisiert. Mit Hilfe spezifischer MDMX-Primer kann das FL-

MDMX/MDMX-S Verhéltnis sehr gut dargestellt werden. In Probe 1 konnte auch nach

,hested“ PCR kein MDMX bzw. MDMX-S nachgewiesen werden. Bei vorhandenem FL-

MDMX konnte in den Proben 9 und 24 kein MDMX-S detektiert werden. Alle anderen

Proben exprimieren FL-MDMX und MDMX-S zu unterschiedlichen Anteilen. In 10 von

diesen 30 Proben war die Intensitdt der MDMX-S Bande stérker im Vergleich zum FL-

Transkript (4; 7; 14; 18; 21; 25; 27; 29; 30 und 31).
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Proben-
nummer: 1 2 3 4 5 6 7 8

9
FL-MDMX (570 bp)
600 bp => —7
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MDMX-S (509 bp)
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Abbildung 4.3. Agarosegel: Verhéltnis von FL-MDMX und MDMX-S:

Bei der oberen Bande handelt es sich um das full-length MDMX-Transkript (FL-
MDMX; 570 bp) und bei der unteren Bande um die MDMX-S-mRNA (509 bp).

Grading
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MDMXS
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30% -

20%.

10% -
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Probennummer

Abbildung 4.4. Verhaltnis von FL-MDMX und MDMX-S:

Das prozentuale Verhéltnis von FL-MDMX und MDMX-S in den Tumorproben. Die
Sortierung erfolgte anhand der bekannten Grading-Klassifikation G1 (gute Differenzie-
rung - G3 (schlechte Differenzierung) des Tumorgewebes). Die real-time PCR wurde mit
spezifischen Primern fiir MDMX-S und FL-MDMX durchgefiihrt. *keine Expression

Da die Auftrennung im Agarose-Gel nur einer semiquantitativen Darstellung entspricht,

wurde eine Quantifizierung mittels real-time PCR durchgefithrt (Abb. 4.4).

Eine Ubereinstimmung der visualisierten Bandenstirken mit den RT-PCR-Daten fand
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sich in 14 der 31 Proben (1; 5; 6; 7; 11; 13; 14; 18; 20; 25; 26; 28; 29 und 31) (Vegl. 4.3).
In Bezug auf die Differenzierung der Tumorproben konnte, soweit diese bekannt waren,

keine Korrelation gesehen werden (Vgl. Abb. 4.4).

4.2 Expression der MDM2-Transkripte

Die aus dem Tumorgewebe gewonnene RNA wurde analog zu Kap. 4.1 in ¢cDNA umge-
schrieben und mit Hilfe der MDM2-spezifischen Primer MDM2-5 und MDM?2-6 in einer
PCR amplifiziert. Nach einer ,nested* PCR mit den Primern MDM2-1 und MDM2-8a wur-
den die PCR-Produkte in einem Agarosegel aufgetrennt. Auffallig war, dass eine Vielzahl
von Tumorproben bedeutend weniger FL-MDM?2 als kiirzere MDM2-Transkripte expri-
mieren. In Probe 1, die nachweislich kein FL-MDMX exprimiert (Abb. 4.2 und 4.4), ist
jedoch eine krifige FL-MDM2 Bande zu erkennen. In den Proben 16 und 24 konnte selbst

nach einer ,nested“ PCR keine MDM2-mRNA detektiert werden.

Proben-

nummer: 10 11 12 13 14 15 16
FL-MDM2
MDM2-
Transkripte
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

FL-MDM2 —>|

-

MDM2-
—>

Transkripte

Abbildung 4.5. Agarosegel zur Darstellung der MDM2-Transkriptvarianten
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4.3 p53-Expression und Mutationsstatus

Im gleichen Verfahren, wie bereits in Kapitel 4.1 erlautert, wurde die RNA des Tumor-
materials der Proben 1-25 in ¢cDNA umgeschrieben. Nach Amplifikation mit den p53-
spezifischen Primern p53-1 und p53-2, sowie einer ,nested* PCR mit dem Primerpaar

p53-3a und ph3-4a erfolgte anschliefend die Sequenzierung.

Tabelle 4.1. p53-Mutationsstatus in den Ovarialkarzinomproben

| Fall Exon  Codon Typ Austausch  wt mt wt-AS  mt-AS |
1 6 213 Missense G>T CGA CTA Arg Leu
2 5 172 Missense G>T GTT TTT Arg Leu
4 8 273 Missense G>A CGT CAT Arg HIs
5 8 264 Missense T>C CTA CCA Leu Pro
7 5 153 Deletion -C
8 8 266 Missense T>C GGA AGA Gly Arg
10 7 244 Missense G>T GGC TGC Gly Cys
11 7 241 Missense C>A TCC TAC Ser Tyr
12 6 220 Missense A>G TAT TGT Tyr Cys
13 4 36 SNP G>A CCG CCA Pro Pro
8 275 Missense G>A TGT TAT Cys Tyr
16 7 257 Deletion -C CTG Leu Stop
18 5 134 Missense T>C TTT TTC Phe Leu
20 5 134 Missense T>C TTT CTT Phe Leu
21 5 134 Missense T>C TTT CTT Phe Leu
22 7 241 Missense C>T TCC TTC Ser Phe
23 7 241 Missense C>T TCC TTC Ser Phe
25 ) 127 Missense C>T TCC TTC Ser Phe
7 241 Missense C>T TCC TTC Ser Phe

wt-Wildtyp; mt-Mutation; AS-Aminosédure; G-Guanin; T-Thymin; C-Cytosin; A-Adenin;
Arg-Arginin; Leu-Leucin; His-Histidin; Val-Valin; Phe-Phenylalanin; Pro-Prolin; Gly-
Glycin; Cys-Cystein; Tyr-Tyrosin

Bei den Tumorproben 26-31 wurde die genomische DNA amplifiziert. Die Sequenzanalyse
fokussierte sich auf die Exons 4-8, da hier der Grofsteil funktioneller Mutationen zu finden

ist (Okamoto et al., 1991).

Es ist schon lange bekannt, dass in ca. 50 % der Tumoren p53-Mutationen zu finden sind
(Hollstein et al., 1991; Hainaut et al., 2000). In diesem Tumorkollektiv konnte in ca. 2/3

der Tumorproben (20/31) eine p53-Mutation detektiert werden (Tab. 4.1). Interessant
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ist die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen dem p53-Mutationsstatus und dem
Spleifen von MDMX gibt. 7 von 9 Tumorproben, in denen der Anteil von MDMX-S
prozentual hoher war als der von FL-MDMX (Proben 4; 6; 7; 14; 18; 25; 27; 29; 31), wiesen
zuséatzlich eine Mutation von p53 auf (Abb. 4.4, Tab. 4.1). Diese Beobachtung kann in
dieser Arbeit nicht als signifikant beurteilt werden, da auch ein Grofsteil der Proben mit

einem niedrigem Verhéltnis MDMX-S/FL-MDMX ein mutiertes p53 aufweist.

4.4 Klonierung und Sequenzierung der MDMX-Transkripte

84 % der untersuchten Tumorproben zeigen nach einer PCR mit MDMX-spezifischen Pri-
mern, zusétzlich zur full-length-Form der MDMX-mRNA, verkiirzte Banden auf (Abb. 4.2).
Bei jeder Tumorprobe wurden moglichst alle einzelnen Banden, die vermutlich verkiirz-
te Transkripte der MDMX-mRNA repréasentieren, unter UV-Licht aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, gereinigt und in einen Vektor (pcDNA2.1) kloniert. Die aus Ubernacht-
kulturen isolierten Plasmide wurden anschliefend sequenziert. Aus den 31 untersuch-
ten Ovarialkarzinom-Proben konnten insgesamt 14 verschiedene Transkripte der MDMX-
mRNA, einschlieflich FL-MDMX und MDMX-S nachgewiesen werden. Davon sind 4 For-
men (MDMX-A, MDMX-G, MDMX-ALT2 und MDMX211) bereits beschrieben worden
(Graaf et al., 2003; Giglio et al., 2005). Die anderen 8 Formen wurden im Rahmen dieser

Studie erstmalig detektiert, bezeichnet und charakterisiert.

4.4.1 Charakterisierung von Spleilvarianten der MDMX-mRNA

Die isolierten Plasmide, die die potentiellen kurzen Transkriptvarianten enthielten, wurden
sequenziert und mit der Sequenz der FL-MDMX ¢DNA (GeneBank NM-002393) vergli-

chen. Mit Hilfe der Software des Clone Managers und NCBI Blast Search (Altschul et

44



al., 1990) konnte ermittelt werden, welche Doménen in den Spleifformen noch vorhanden

sind.

Wie bereits beschrieben, handelt es sich bei MDMX-A und MDMX-G um Transkriptvari-
anten, die erstmals in humanen epitheloiden Cervix-Karzinomzellen (C33A) identifiziert
wurden sind (Vgl. Abb. 1.3), (de Graaf et al., 2003). In Ovarialkarzinom-Zelllinien (OAW-
42) gelang bisher der Nachweis von MDMX-G (Bohnke 2005, unverdffentlichte Daten).
In dieser Arbeit konnten MDMX-A und MDMX-G in ovariellen Tumorproben nachge-
wiesen werden. Die Untersuchung der Patientenproben zeigte, dass jeweils MDMX-G und
MDMX-A unabhéngig voneinander in jeweils einer der 31 Tumorproben exprimiert wer-

den.

Die Transkriptvariante MDMX211 wurde bereits in nichtkleinzelligen Lungentumoren und
papilldren Schilddrisenkarzinomen detektiert (Giglio et al., 2005; Prodosmo et al., 2008).
Auch in dieser Arbeit konnte MDMX211 in 3 von 31 Gewebeproben des Ovarialkarzinoms

identifiziert werden.

Die Transkriptvariante MDMX-ALT?2 entsteht durch Spleiften zwischen Exon 3 und Exon
10 der FL-MDMX-mRNA; dementsprechend fehlt dem resultierendem Protein MDMX-
ALT?2 die komplette p53-Bindungsstelle, das RING-Finger Motiv bleibt intakt (Abb. 1.3).
Diese MDMX-Spleifsvariante wurde bis jetzt in den Tumorzelllinien MCF-7, H1299 und
U20S beschrieben (Chandler et al., 2006). In dieser Arbeit konnte erstmals MDMX-ALT2

in Tumormaterial detektiert werden (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6. MDMX-Spleifsvarianten in Ovarialkarzinomproben

Im Vergleich zur full-length MDMX-mRNA sind die Spleifvarianten dargestellt.
Fett markierte Varianten konnten durch Vorarbeiten in unserem Labor bereits in
Ovarialkarzinom-Zelllinien nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit gelang zu-
sétzlich der Nachweis der Expression in Tumorproben. Griin entspricht dem Original-
ORF, rot bezeichnet neue Aminosiuren.

4.4.2 Charakterisierung erstmalig detektierter Spleillvarianten

Das Herausspleifen der Basenpaare 241-366 fiihrt zum Verlust des Exons 3, die dement-
sprechend benannte Variante MDMX°241-366 wurde bislang noch nicht in der Literatur
beschrieben. Der Leserahmen bleibt dabei erhalten (Abb. 4.6). In 2 der 31 Tumorproben

konnte diese Variante detektiert werden.

Eine weitere Variante MDMX°543-1579 beruht auf einer Deletion der Basenpaare 543-

1579 und einem daraus resultierten Verlust von Teilen des Exon 7 bis Exon 10 und dem
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grofsten Teil von Exon 11. Das potentielle Protein enthélt somit nur die p53-Bindungsdoméne.
Der Leserahmens bleibt intakt; das regulére Stopcodon der FL-MDMX-mRNA wird dem-

nach verwendet.

Bei der Variante MDMX°674-984 kommt es durch die fehlenden Basenpaare 674-984 zum
Verlust von Exon 7 bis Exon 10. Das gebildete Transkript kodiert fiir ein Protein mit
vollstandig erhaltener p53-Bindungsdoméane. Durch Leserahmenverschiebung entsteht ein
neues Stopcodon im Exon 10. Das verkiirzte Protein ohne RING-Finger hat somit auch

nicht die Fahigkeit, mit MDM?2 zu dimerisieren.

Der Variante MDMX-9 fehlt das komplette Exon 6; die ersten 25 Basenpaare von Exon 7
sind noch erhalten (Abb. 4.6). Auch bei dieser Variante kommt es zu einer Leserahmen-
verschiebung; die erste fehlende Sequenz des FL-MDMX-Transkripts entspricht der von
MDMX-S. Die anschlieftende Deletion der Basenpaare 599-1452 hat eine erneute Leserah-

menverschiebung zur Folge und das reguldre Stopcodon im Exon 11 wird verwendet.

Die Transkriptvariante MDMX°318-1210alpha weist ein aufsergewthnliches Spleiffmus-
ter auf. Die Deletion der Basenpaare 318-1210 wiirde bei Translation zum vollstdndigen
Verlust der p53-Bindungsdoméne fiithren. Interessanterweise befindet sich zuséatzlich die
Intronsequenz 12400-12659 bp des MDMX-Gens im gespleifiten Bereich. Diese eingefiigte
Sequenz (alpha-Exon genannt) enthédlt nun das neue Startcodon. Bemerkenswert ist, dass
es deshalb nicht zu einer Leserahmenverschiebung kommt. Die biologische Funktion dieses

Proteins ist bislang noch unbekannt.
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Tabelle 4.2. Charakterisierung der beschriebenen Transkriptvarianten

Spleiss-Variante Sequenz 5-3°  fehlende Sequenz (bp) Verschiebung Tumorproben
des FL-Transkripts Leserahmen

MDMX-S tacag-caaag °506-573 ja 2-8;10-23;25-31

MDMX-A ggatg-aagtg  °839-991 nein 20

MDMX-G atcag-agcca ©241-488 ja 27

MDMX211 tcagg-aaaat ©242-1219 nein 6,7,21

MDMX-XALT?2 gaggt-gattg °318-986 nein 6

MDMZX°415-1570 aacta-ctggg °415-1570 nein 1

MDMX°674-984 agaag-gtgat °674-984 ja 8,24

MDMX-9 tacag-caaag/  °506-573/°599-1452 ja 3,4,8
acttc-cagaa

MDMX°543-1579 cacag-catgc °543-1579 ja 11,12

MDMZX°318- gaggt-tttat ©318-1210/(+12400- nein 13

1210alpha acaga-ctgaa 12659 MDMX-Gen)

MDMX°241-366 atcag-cagga  °241-366 nein 6,7,21

MDMX-Var6 cactt-gtttt °488-1540 nein 3,6,13

MDMX-x19 ccaag-gcaga  °450-579 ja 31

Erwéhnenswert ist zusatzlich noch die Spleifsvariante MDMX°415-1570, die in der Pro-
be 1 der Ovarialkarzinome detektiert werden konnte (Abb. 4.2). In Abwesenheit von
FL-MDMX und MDMX-S konnte nur dieses verkiirzte Transkript gefunden werden. Die
Variante MDMX°415-1570 hat, dhnlich dem MDMX-S-Protein, nur eine vollstéindige p53-

Bindungsdoméne. Der Leserahmen bleibt jedoch intakt.

Die hiufig detektierte Isoform MDMX-Var6, die Ahnlichkeiten zur Struktur von MDMX-S
hat, wird in Kapitel 4.7 ndher beschrieben. Diese noch nicht publizierte Spleiffvariante
konnte in 3 der 31 Ovarialtumoren nachgewiesen werden. Bei MDMX-Var6 handelt es
sich um ein aberrant gespleifstes Transkript der MDMX-mRNA, d.h. das Spleifsen erfolgt

nicht an den Exon/Intron-Grenzen, sondern innerhalb von Exons (Abb. 4.6).
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4.5 Variantenspezifische Primer

Nach Sequenzanalyse der PCR-Produkte und Identifizierung bereits bekannter bzw. neuer
Spleiftvarianten sollte eine schnelle und kostengiinstige Methode gefunden werden, Tran-
skriptvarianten in Tumorproben zu detektieren. Auf Grund der geringen Grofenunter-
schiede der einzelnen Fragmente (Abb. 4.2), war es nicht moglich, die Banden im Agaro-
segel bereits bekannten Spleifsvarianten zuzuordnen. Eine alternative Moglichkeit ist die
Entwicklung spezifischer Primer. Variantenpezifische Primer binden an den Spleifistellen
und sind somit nicht in der Lage, an FL-MDMX bzw. an anderen Transkriptvarianten
zu binden. Fiir die beschriebenen MDMX-Spleiftvarianten (Abb. 4.2) wurden potentielle
Primer entwickelt und getestet. Es wurde noch keine ausreichende Spezifitiat dieser Primer
erreicht, um die Spleiffvarianten aus Tumorproben identifizieren zu kénnen. Zur Detekti-
on der MDMX-Var6 gibt es jedoch aussichtsreiche Ergebnisse. Hierfiir wurde der Primer
MDMZX499rev konzipiert. Die ausgewahlten Oligonukleotide binden im neu entstandenen
Ubergang von Exon 5 zu Exon 11 in antisense Richtung. Neben der Mg?t-Konzentration
ist die Temperatur, bei der sich die Primer an den cDNA-Strang anlagern mafsgeblich. Je
hoher die Temperatur ist, desto spezifischer lagert sich der Primer an (Abb. 4.7). Das Plas-
mid der nachgewiesenen Spleifvariante MDMX-Var6 zeigt bis in hohe Temperaturbereiche
ein amplifiziertes Produkt. Das FL-MDMX Transkript ist als Negativkontrolle zu betrach-
ten. Bei niedrigen Temperaturen ist durch das unspezifische Anlagern der Primer an das
3‘-Ende von FL-MDMX noch ein Produkt zu sehen. Bei hoheren Annealing-Temperaturen
hingegen kann, der fiir diese Variante spezifische Primer, nicht mehr binden (Abb. 4.7-B).
Die Spezifitdt des Primers MDMX499rev zur Detektion von MDMX-Var6 konnte somit

bewiesen werden.

Anschliefend sollte diese Transkriptvariante in Tumormaterial und Zelllinien mit Hilfe des

Primers MDMX499rev identifiziert werden. Um eine hohere Kopienzahl der Transkripte
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zu erreichen wurde die cDNA der 31 Tumorproben zunéchst mit Primern amplifiziert, die
den gesamten Leserahmen umfassen. Dem schloss sich die PCR mit einem ,Sense“-Primer
(MDMX-11 oder MDMX-13) und dem ,Antisense“-Primer MDMX499rev an. In 1 der
31 Tumorproben (Probennummer 3) zeigte die Auftrennung im Agarosegel ein Produkt
(Abbildung nicht gezeigt). Die Sequenzierung der ausgeschnittenen Banden (Abb. 4.6)
ergab jedoch in 3 der 31 Proben (Probennummer 3,6 und 13) das Vorhandensein der
Spleifvariante an. In zwei Féllen konnte dies demnach nicht verifiziert werden. Die gleiche
Methode wurde bei Ovarialkarzinom-Zelllinien (OAW, SKOV3) angewendet. Allerdings
konnte die Spleiftvariante MDMX-Var6 in keiner der genannten Zelllinien durch den spe-
zifischen Primer detektiert werden. Wahrscheinlich liegt die Ursache in den sehr niedrigen
Kopienzahlen. Sequenzierungsanalysen aus Vorarbeiten zeigten bereits die MDMX-Var6

in Klonen der Zelllinie OAW (Abb. 4.6).

4.6 Untersuchung der p53-, MDMX- und

MDM2-Proteinexpression in Tumorproben

Durch Western-Blot Analysen konnte die Expression verschiedener Proteine in den Tumor-
proben untersucht werden. Als Ladekontrolle wurde immer die Expression von Vinculin

analysiert.

4.6.1 Expression des MDMX-Proteins

Das Protein von FL-MDMX hat ein Molekukargewicht von 62 kDa und kann mit kom-
merziell erhaltbaren Antikorpern detektiert werden. In den Tumorproben ist die dem
FL-Protein entsprechende Bande bei 62 kDa haufig nur schwach sichtbar. Auffillig ist

hingegen, dass sehr oft Banden zu erkennen sind, die auf grofere und kleinere Proteine
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Primer sense antisense
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MDMX-Var6
Plasmid > B
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Abbildung 4.7. Entwicklung eines spezifischen Primers zur Detektion der Transkript-
variante MDMX-Var6
A: Konstruktion des spezifischen Primers: der ,,Antisense-Primer MDMX499rev bindet
genau iiber dem gespleiften Bereich. B: Auftrennung der PCR-Produkte im Agarose-
gel nach Amplifikation eines FL-MDMX-Plamids und des MDMX-Var6-Plasmids: es
handelt sich hierbei um eine PCR mit Temperaturgradient, angegeben ist jeweils die
Annealing-Temperatur. Weitere Parameter wurden nicht veréndert.

schliefen lassen. Der ausgewéhlte polyklonale MDMX-Antikérper (Klon BL-1258, Bethyl
Laboratories) erkennt ein Epitop zwischen den Aminosduren 125-175, im mittleren Be-
reich von MDMX. MDMX-Proteine, denen dieser Bereich durch Spleiften fehlt, haben

somit keine Bindungsstelle und werden nicht detektiert.
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Abbildung 4.8. Western Blot Analyse von MDMX in den Patientenproben unter
Verwendung eines polyklonalen MDMX-Antikorper (BL-1258, Bethyl Laboratories)

Die bekannte Transkriptvariante MDMX-S, sowie eine Reihe weiterer in dieser Arbeit be-
schriebener Isoformen, kénnen mit diesem Antikérper nicht detektiert werden. Es ist un-
bekannt, ob die haufig sichtbaren Banden bei 38 kDa und ca. 49 kDa MDMX-Transkript-
varianten zuzuorden sind. Es ist nicht moglich festzustellen, ob eine Bande in der PCR
mit einer bestimmten Bande im Western Blot iibereinstimmt. Die Daten konnen jedoch
einen wichtigen Hinweis darstellen, dass MDMX-Isoformen in den ovariellen Tumorproben

exprimiert und auch translatiert werden.

4.7 Charakterisierung der Transkriptvariante MDMX-Var6

Nach Analyse der neu identifizierten Transkriptvarianten von MDMX konzentrierte sich
diese Arbeit auf eine Spleifsvariante, die besonders haufig detektiert werden konnte. Wie
bereits beschrieben, konnte die Variante MDMX-Var6 in insgesamt 3 der 31 Ovarialtu-
moren nachgewiesen werden (Tab. 4.2). Dieses aberrant gespleifste MDMX-Transkript

weist einen sehr interessanten Spleifmechanismus auf. Die Spleifs-Donor- und Akzeptor-
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stellen in Exon 5 und Exon 11 haben exakt die gleiche Sequenz. Hierbei handelt es sich
um eine Sequenz, die eine Lange von 12 bp hat und zweimal in der MDMX-cDNA vor-
kommt (Abb. 4.9). Im MDM2-Gen treten solche Sequenzhomologien bis zu viermal auf
(Bartel et al., 2004). Die erwdhnten Sequenzhomologien kénnten demnach eine wichtige
Rolle im Spleifsvorgang der MDMX-mRNA spielen. Die Variante MDMX-Var6 setzt sich
aus 107 Aminosduren des 5-Endes der kodierenden Region der FL-MDMX-mRNA und
35 Aminosduren des 3‘-Endes (Exon 11) zusammen. Der Leserahmen bleibt auch nach
dieser Spleiftsequenz intakt. Der Isoform MDMX-Var6 bleibt die vollstéandige C-terminale
p53-Bindungsdoméne erhalten, wobei die N-terminale RING-Finger Doméne weitestge-
hend fehlt. Die zentrale Region mit dem Zink-Finger Motiv sowie die saure Doméne ist

in diesem Protein nicht vorhanden.

saure Doméne Zink-Finger RING-Finger
1  —— 490 aa
—
FL-MDMX — — ™ |
2554 bp 1 — 1470 bp
. RB ,
Exons ="UIR - ; ; ; 3-UTR
1 2 3 4 56 7 8 g 10 11
ATCTTGTCACTT ATCTTGTCACTT
479-487 bp 1529-1540 bp
MDMX-Var6
107 aa 405 aa
ATCTTGTCAC

Abbildung 4.9. Sequenzanalyse und Struktur der Variante MDMX-Var6

Die Sequenz von MDMX-Var6 wurde mit der FL-MDMX-Sequenz verglichen. Die Se-

quenzhomologie der 12 bp in Exon 5 und Exon 11 ist im unteren Bildabschnitt abge-
bildet.

Der anschliefsende Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Frage, wie sich diese Tran-

skriptvarianten in Tumorzellen verhalten und auf zytotoxische Behandlung reagieren. Be-
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sonders in Anbetracht der Chemoresistenz des Ovarialkarzinoms spielen MDMX-Trans-
kriptvarianten moglicherweise eine wichtige Rolle. Die folgenden Untersuchungen in MCF-
7 Zellen sollen das differentielle Verhalten der Transkriptvarianten im Vergleich zum FL-
MDMX zeigen. Hierfiir wurden FL-MDMX sowie die Transkriptvarianten MDMX-Var6
und MDMX211 mit einem Hémagglutinin-Tag (HA-Tag) versehen (Abb. 4.10). Es han-
delt sich hierbei um ein kleines Segment des viralen Hamagglutinin Hiill-Protein, das

anschliefsend als Epitop-Tag in einen Genexpressionsvektor eingebracht wird.

Dieses Epitop wird von Hamagglutinin-Antikorpern erkannt, und das exprimierte Protein
kann charakterisiert werden. Diese Methode eignet sich sehr gut fiir funktionelle Protein-
analysen. Die entsprechende Oligonukleotidsequenz fiir den HA-Tag wurde in spezifische
Primer integriert (Tab. 3.6; Abb. 4.10). Diese Primer wurden so konstruiert, dass sich das
Startkodon vor dem HA-Tag befindet und die Enzymschnittstellen Xbal und NotI sich
jeweils am 5-Ende bzw. am 3‘-Ende des amplifizerten PCR-Produktes befinden. Anhand
eines Temperaturgradienten wurde die héchste und somit optimale Annealing-Temperatur
ausgewahlt, bei der noch ein Produkt amplifiziert wird. Anschliefend folgte jeweils der
enzymatische Verdau des pcDNA3.1(-) Vektors sowie der einzelnen PCR-Produkte mit
den Enzymen Xbal und Notl. Nach erfolgreicher Ligation konnte ein Sequenzvergleich

den intakten Leserahmen der einzelnen Plasmide bestatigen.

4.7.1 Transfektion der MDMX-Varianten in MCF-7-Zellen

Fiir die Charakterisierung der Transkriptvarianten in Zellen wurden Mammakarzinomzel-
len (MCF-7 Zellen) ausgewéhlt. Diese Zellen haben nachweislich keine Mutationen im p53-
Gen und weisen eine hohe Proliferationsrate auf. Die Transfektion von Ovarialkarzinom-
Zelllinien erwies sich nach vielfdltigen Versuchen als sehr schwierig. Da vermutet wurde,

dass die Ursache im Transfektionsreagenz liegt, wurden weitere Transfektionsreagenzi-
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Abbildung 4.10. Modell der Klonierung in den Expressionsvektors pcDNA3.1 mit
Hamagglutinin-Tag (HA-Tag)

A: Agarosegel nach Amplifikation der ¢cDNA mit Temperaturgradient: FL-MDMX,
MDMX211 und MDMX-Var6 wurden mit den Primern Var6 HA Xbal und Var6 HA Notl
amplifiziert, die PCR wurde mit dem iProof-MasterMix (Biorad) durchgefiihrt (hier
am Beispiel von MDMX-Var6); B: Expressionsvektor pcDNA3.1(-) mit den verwen-
deten Enzym-Schnittstellen Xbal und Notl fiir die Ligation mit FL-MDMX bzw. den
Transkriptvarianten MDMX211 und MDMX-Var6; C: Struktur von MDMX-Var6 und
FL-MDMX mit integriertem HA-Tag, exemplarisch dargestellt

en (JetPrime, Polyplus; Effectene, Qiagen; TurboFect, Fermentas) getestet. Mit keinem
der Transfektionsreagenzien konnte ein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt werden (Da-
ten nicht gezeigt). Unter Verwendung des Reagenz FuGene 6 (Roche) wurden die MCF-7
Zellen 24 h nach dem Einstreuen transfiziert. Im Anschluss an die Isolierung der Proteine

konnte mit einem monoklonalen Hamagglutinin-Antikorper die Expression des Fusions-
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proteins nachgewiesen werden. Zum Vergleich wurde immer das FL-MDMX mit eben-
falls integriertem HA-Epitop mitgefiihrt. Als Kontrolle diente ein Zellklon (Leervektor

genannt), der nur mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1 transfiziert worden war.

Da der Klon 3 von MDMX-Var6 ein optimales Ergebnis im Western Blot zeigte (Abb. 4.11),
wurde dieser fiir die anschliefsenden Experimente zur Zytostatika-Behandlung der MCF-7

Zellen verwendet (Kap. 4.7.3).

A
s & &
transfizierte o@ ) @ &}"\
Plasmide D X @ éé’*' N
X ¥ &# *QQQ)
1 2 3 4 v O
62kDa | o FL-MDMX

18 kDa — -H MDMX-Var6

92 kDa —-* Vinculin

Abbildung 4.11. Expression von FL-MDMX und MDMX-Var6 in transfizierten
MCEF-7 Zellen

Nach Transfektion von MCF-7 Zellen mit vier Klonen der Transkriptvariante MDMX-
Var 6, FL-MDMX und dem Leervektor pcDNA3.1 erfolgte der Nachweis mit dem mo-
noklonalen Antikérper gegen Hamagglutinin (Klon HA-7). Als Ladekontrolle wurde die
Expression von Vinculin analysiert. * Klon 3 wurde fiir die Experimente mit cis-Platin

ausgewahlt (Abb. 4.13).

4.7.2 Expression von MDMX-Var6 in Tumorproben

Es konnte gezeigt werden, dass das zu erwartende Protein der Transkriptvariante MDMX-
Var6 ein Gewicht von ca. 18 kDa hat (Abb. 4.11). Fiir die biologische Bedeutung dieser
Variante ist von grofsem Interesse, ob das Protein auch endogen vorhanden ist. Wie bereits
erwéhnt, bindet der zuvor gezeigte polyklonale MDMX-Antikorper (Bethyl Laboratories)

im Bereich der Aminosduren 125-175 von MDMX und kann somit viele Spleiffvarianten
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nicht detektieren (Abb. 4.8). Es wurde daraufhin ein monoklonaler MDMX-Antikérper
(Sigma) verwendet, der das Epitop im Bereich der Aminosduren 93-106 des MDMX-
Proteins erkennt. Dieser monoklonale MDMX-Antikorper ist in der Lage, die Transkript-

variante MDMX-Var6 und FL-MDMX zu identifizieren (Abb 4.12).

gL
D <
. Q IS Q
A: ng N £ & B
ransfizierte > QYAQ? ‘Z’é ¢ Probennummer:
Plasmide & 4 v 8 123456 78 9
62 kDa > 62 kDa >
49KkDa > 49kDa >
38 kDa > 38 kDa >
28 kDa
28 kDa > > < MDMX-Var6
14 kDa > 14 kDa > ca. 18 kDa
2100 >
Probennummer:
B.2: 10 11 12 13 14 15 17 18 23
62kDa >
49kDa >
38kDa >
28 kDa > MDMX-Var6
14kDa > <€ ca. 18kDa

Abbildung 4.12. Expression von FL-MDMX und MDMX-Var6 unter Verwen-
dung des monoklonalen MDMX-Antikorper (Epitop 93-106 aa, Sigma)

A: erneute Western Blot-Analyse der Proteine nach Transfektion der MCF-7-
Zellen mit HA-MDMX, vier Klonen von HA-Var6 und dem Leervektor. Als
Ladekontrolle wurde die Expression von Vinculin analysiert. (Vgl. Abb. 4.11);
B: Western-Blot-Analyse ausgewéahlter Tumorproben mit dem monoklonalen
MDMX-Antikorper (Sigma). Die detektierten Banden in den Proben 3, 6, 7, 13
und 14 entsprechen einer Grofse von ca. 18 kDa.

In den Proben 3, 6, 7, 13 und 14 ist ein 18 kDa schweres Protein zu erkennen (Abb. 4.12-B).
Die Masse dieser Banden entspricht der Masse des HA-MDMX-Var6 Proteins (Abb. 4.12-
A). Aus diesem Ergebnis ist kein direkter Beweis zu ziehen. Es ldsst jedoch den Schluss zu,
dass eine MDMX-Variante in der gleichen Grofse translatiert wird. Die ausgeprégte Bande
bei ca. 40 kDa ist wahrscheinlich unspezifisch. Kritisch betrachtet werden muss bei diesem
monoklonalen Antikérper die sehr schwach ausgeprigte bzw. zumeist auch fehlende FL-

MDMX-Bande bei 62 kDa (Abb. 4.12). Obwohl mit dem polyklonalen MDMX-Antikérper
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(Bethyl Laboratories), der ein Epitop im mittleren Bereich von MDMX erkennt, deutlich

stiarkere Banden von FL-MDMX zu sehen waren (Abb. 4.8).

4.7.3 Cis-Platin-Behandlung der transfizierten MCF-7-Zellen

Ein wesentliches Interesse in der Behandlung des Ovarialkarzinoms besteht in der Uber-
windung der weitverbreiteten Chemoresistenz dieser Tumoren. Wie bereits am Beispiel
von MDMX-S gezeigt wurde (Kapitel 1.7), konnten Transkriptvarianten des MDMX-Gens
dabei eine wichtige Rolle bei der Beeinflussung des p53-Pathways spielen. Die Untersu-
chung von MCF-7 Zellen soll erste Anhaltspunkte {iber deren Verhalten auf das Standard-
Chemotherapeutikum cis-Platin zeigen. Hierfiir wurden die MCF-7 Zellen jeweils mit 1 ug
FL-MDMX, MDMX-Var6, MDMX211 oder dem Leervektor pcDNA3.1 transfiziert. Im
Anschluss erfolgte die Behandlung mit 10 uM cis-Platin fiir 24 h. FL-MDMX diente stets
als Referenz, die mit dem Leervektor transfizierten Zellen als Kontrolle. Interessant ist
zundchst die Reaktion der MDMX-Proteine auf die cis-Platin Behandlung. FL-MDMX
und auch MDMX-Var6 werden nach cis-Platin Behandlung nicht mehr exprimiert. Fiir
FL-MDMX ist bereits bekannt, dass es nach cis-Platin Behandlung abgebaut wird (Tole-
do und Wahl, 2007). Die Transkriptvariante MDMX211 ist im Vergleich zu FL-MDMX
und MDMX-Var6 deutlich stérker exprimiert. Die Behandlung mit cis-Platin hat zwar
keinen Einfluss auf deren Expression, es ist jedoch, aufgrund posttranslationaler Modi-
fikationen, eine Zunahme des Molekulargewichts zu erkennen (Abb. 4.13-A). Nach der
Transfektion von MDMX-Var6 ist im Vergleich zu FL-MDMX eine starkere Expression
von pb3 zu erkennen. Obwohl es nach cis-Platin Behandlung zu einem Anstieg von p53
kommt, wird es in seiner Aktivitéit inhibiert. Interessant war zusétzlich die Expression der
fiir den Zellzyklus bzw. fiir die Apoptose wichtigen Proteine p21 und PUMA. Als Pro-
liferationsinhibitor spielt p21 eine wichtige Rolle, um Tumorprogression zu verhindern.

Das pro-apoptotische Protein PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) ist ein
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wichtiger Teil der pb3-abhingigen und -unabhéngigen Apoptose.
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Abbildung 4.13. Effekte der cis-Platin Behandlung auf transfizierte MCF-Zellen

Western Blot-Analyse cis-Platin behandelter versus nicht behandelter MCF-7 Zel-
len nach Transfektion mit HA-MDMX, HA-Var6 und MDMX211 A: Expression
der Transkriptvarianten; B: Expression von MDM2, p53 sowie den von p53 in-
duzierten p21 und PUMA. Zur Ladekontrolle wurde Vinculin analysiert, als Ne-
gativkontrolle diente der transfizierte Leervektor pcDNA3.1.

In den MDMX-Var6 transfizierten Zellen werden das von p53 induzierte p21 und PUMA
fast vollstandig unterdriickt (Abb. 4.13-B). MDMX211 hingegen verindert die Funkti-
on von phH3, im Vergleich zu FL-MDMX, nur geringfiigig. Die Expression von MDM2
wird allein durch die Transfektion von MDMX-Var6 oder MDMX211 unterdriickt. Nach
Behandlung mit cis-Platin konnte dann eine erhéhte Expression von MDM2 sowohl bei

MDMX-Var 6 als auch bei MDMX211 gezeigt werden.
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5 Diskussion

MDMX ist das bisher einzige identifizierte Homologe des Onkogens MDM?2. Durch die
Entdeckung von MDMX im Jahre 1996 wurde die Regulation von p53 durch MDM2 noch
komplexer (Shvarts et al., 1996). Aufgrund der verschiedenen molekularen Aktivitdten
der beiden MDM-Proteine in Bezug auf p53 ist es sehr schwierig alle experimentellen
Daten zu vereinen. Bis zum heutigen Zeitpunkt existieren noch keine Modelle zur Kla-
rung der in vivo Funktion von MDMX. Die Entdeckung verschiedener Transkripte von
MDMX wie auch von MDM2 trug iiberdies zur Komplexitét bei und erfordert zusétzliche
Beachtung in Bezug auf kanzerogene Prozesse. Andererseits sind im Hinblick auf eine spe-
zifische Tumortherapie, wie z.B. die Steigerung der p53-Aktivitdt durch MDM-Hemmung,

MDMX/MDM2-Transkripte eine interessante Herausforderung.

Durch verschiedene Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Spleifvarianten von MDMX, wie
auch von MDM2 einen wichtigen prognostischen Faktor darstellen. In Weichteilsarkomen
beispielsweise ist die verstarkte Expression von MDMX-S-mRNA mit einer signifikanten
Verkiirzung der Uberlebenszeit verbunden (Bartel et al., 2004). MDMX konnte ein neues
und vielversprechendes Target fiir Krebstherapien sein. Auf der Grundlage der bisherigen
Ergebnisse sollte in dieser Arbeit die Bedeutung der MDMX-Spleiffvarianten in Ovari-
alkarzinomgewebe untersucht werden. Im Mittelpunkt des Interesses stand die Identifizie-
rung bislang unbekannter Transkriptvarianten der MDMX-mRNA in Tumoren des Ovars.
Dafiir wurde die Expression von MDMX-mRNA in 31 Gewebeproben des Ovarialkarzi-
noms analysiert. Nach Detektion der MDMX-Spleifsvarianten fokussierte sich die Arbeit
auf eine héufig vorkommende, jedoch noch unbekannte Variante der MDMX-mRNA. Die
Charakterisierung dieser Transkriptvariante in Tumorzelllinien sollte zeigen, welchen Ein-
fluss diese auf die Therapie haben konnte. Zum Vergleich wurde die bereits beschrie-

bene Spleifsvariante MDMX211 hinzugezogen (Giglio et al., 2005). Fiir dieses MDMX-
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Transkript gibt es bislang noch keine Beweise fiir eine Korrelation mit Tumoreigenschaf-
ten, ein Einfluss auf die Chemosensitivitat wird jedoch vermutet (Giglio et al., 2005). Fiir
die vorliegende Arbeit wurde zunéchst eine Zelllinie mit Wildtyp(wt)-p53 Status ausge-
wahlt. Aufgrund der vergeblichen Transfektionsversuche von Ovarialkarzinom-Zelllinien,
sollte die Bedeutung der Transkriptvariante an Brustkrebszellen (MCF-7 Zellen) gezeigt
werden. Diese Zelllinie besitzt ebenfalls wt-p53 Status und wird aufgrund ihrer guten
Transfektionseffizienz héufig verwendet. Im folgenden wird die Bedeutung von MDMX-

Transkriptvarianten fiir Therapie und Prognose des Ovarialkarzinoms diskutiert werden.

5.1 Die Bedeutung von MDM2, MDMX und ihrer Transkripte

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass MDMX-Varianten im Ovarialkarzinom sehr haufig vor-
kommen. Speziell die Varianten, die fidhig sind, p53 zu inhibieren, lassen erkennen, dass
der pH3-Tumorsuppressor-Pathway in humanen Tumoren auf verschiedenen Wegen inak-
tiviert werden kann. MDMX-S, die erste beschriebene Isoform, kann bedeutend besser
an pb53 binden und dessen transkriptionelle Aktivitdt inhibieren (Rallapalli et al., 1999).
Bislang existieren immer noch wenige Daten zur Bedeutung von MDMX-S in der Tumo-
rentstehung. Untersuchungen in Osteosarkom-Zelllinien liefern vielversprechende Hinweise
darauf, dass ein hoheres MDMX-S/FL-MDMX Verhéltnis signifikant hdufiger mit Muta-
tionen von p53 einhergeht (Lenos et al., 2005). Fiir Tumorproben konnten diese Beobach-
tungen bislang noch nicht bestétigt werden (Bartel et al., 2005). In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass in 28 von 31 Tumorproben FL-MDMX und MDMX-S zu unterschied-
lichen Anteilen exprimiert wird. In 7 von 9 Proben, in denen der Anteil von MDMX-S
prozentual hoher war als der von FL-MDMX, wiesen zusétzlich eine Mutation von p53 auf
(Abb. 4.4, Tab. 4.1). Dieser Aspekt kann nicht als signifikant beurteilt werden. Es kann
aber vermutet werden, dass das MDMX-S/FL-MDMX Verhéltnis wertvolle Hinweise auf

die Prognose liefern und dementsprechend Patientinnen mit schlechter Prognose besser
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identifizieren kann. Uberlegungen gehen bereits soweit, dass MDMX-Spleifprodukte einen
viel effektiveren Biomarker fiir Verdnderungen des p53-Pathways darstellen konnten als
pH3-Mutationen selbst (Lenos et al., 2005). Es wére zu erwarten, dass MDMX-S in Tumo-
ren mit pH3-wt einen grofseren Effekt hat als bei mutiertem p53. MDMX-S kann effektiver
an pb3-wt binden und es auch stérker inhibieren. Dadurch kann p53 nicht mehr als Tran-
skriptionsfaktor agieren, und p53-abhéngige Gene werden supprimiert. Auf der anderen
Seite ist p53, durch die Bindung an MDMX-S, vor einem Abbau durch MDM2 geschiitzt
(Rallapalli et al., 1999). Zusétzlich ist MDMX-S stabiler als MDMX, da es aufgrund der
fehlenden RING-Finger Doméne nicht mit MDM2 interagieren kann und somit vor dem
MDM2-vermittelten Abbau geschétzt ist (Rallapalli et al. 2003). Zunéchst ist es notwen-
dig, mit einem spezifischen MDMX-Antikorper, der MDMX-S detektieren kann, zu veri-
fizieren, dass endogenes MDMX-S-Protein vorhanden ist. Aber selbst wenn der Nachweis
des Proteins nicht gelingen sollte, spricht die Expression von MDMX-S bzw. der Spleifs-
varianten allgemein fiir eine Fehlregulation des Spleiffens in Tumoren. Dementsprechend
schliefst sich die Frage an, ob der Spleifsvorgang Ursache oder Konsequenz dieser Fehlre-
gulation ist. Um das komplexe Netzwerk zwischen MDM2, MDMX, p53 und MDMX-S

zu verstehen, bedarf es anschliessend noch weiterer Untersuchungen.

Wie zuvor erwédhnt, wurden vor einigen Jahren zwei weitere Varianten, MDMX-A und
MDMX-G, in der Zervixkarzinom-Zelllinie C33A beschrieben (de Graaf et al., 2003). Die-
se beiden Varianten konnten in dieser Arbeit erstmalig in ovariellen Tumorgewebe nach-
gewiesen werden. Der MDMX-G-mRNA fehlen Exon 3-5 sowie die Hélfte von Exon 6. Das
translatierte Protein hat somit einen Grofteil der p53-Bindedoméne nicht und kann dem-
nach nicht an p53 binden. Im Gegensatz dazu wird der MDMX-A-mRNA durch alterna-
tives Spleifsen Exon 9 entfernt. Daraus resultiert ein Protein, dem die saure Doméne fehlt.
Beide Proteine enthalten jedoch die RING-Finger Doméne, die fiir die Interaktion und

Stabilisierung von MDM2 benotigt wird. MDMX-A, mit fehlender saurer Doméne, ist sehr
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anfillig fiir den Abbau durch MDM2 (Mancini et al., 2009). Dies gibt einen Hinweis auf
die entscheidende Rolle der sauren Doméne fiir die Stabilitdt von FL-MDMX. Vermutlich
maskiert die saure Doméne von MDMX die saure Doméne von MDM2 und inhibiert somit
die Fahigkeit von MDM2, p53 zu degradieren (de Graaf et al., 2003). Im Komplex mit
MDM2 besitzt MDMX-A wahrscheinlich dennoch onkogenes Potential, da somit MDM?2
stabilisiert wird (Mancini et al., 2009). Die Transkriptvariante MDMX-G ist teilweise
in der Lage, die pb3-induzierte Transaktivierung zu inhibieren, wenn auch in geringerem
Mafse als FL-MDMX (de Graaf et al., 2003). Dies ist sechr ungewohnlich, da MDMX-G ein
Grofsteil der p53-Bindedoméne fehlt. Es konnte jedoch bereits einige Jahre zuvor gezeigt
werden, dass allein das RING-Finger Motiv von MDMX die p53-vermittelte Transaktivie-
rung inhibieren kann. Dies resultiert vermutlich aus der Stabilisierung des MDM2-Levels
(Stad et al., 2000). In dieser Arbeit wurden indes weitere, bislang unbekannte, Tran-
skriptvarianten identifiziert (Abb. 4.6). Diese weisen ganz unterschiedliche Spleifmuster
auf. Bei Betrachtung der Variante MDMX°241-366 (Abb. 4.6) fillt die Ahnlichkeit zur
bekannten Variante MDMX-G auf. Beiden fehlt ein Teil der p53-Bindungsdoméne, die
Variante MDMX°241-366 besitzt C-terminal jedoch noch einen groferen Anteil vom p53-
Bindungsbereich. Hier stellt sich die Frage, welchen Einfluss dies auf die Inhibierung der
pb3-induzierten Transaktivierung hat. Fine tiefgriindigere Aussage zum Stellenwert der
pH3-Bindungsdoméne konnten dementsprechend Zellexperimente mit diesen beiden Vari-
anten liefern. Die Variante MDMX°543-1579 ist wiederum dem MDMX-S sehr dhnlich;
beide Proteine enthalten nur die p53-Bindungsdoméne. Es konnte gezeigt werden, dass die
starkere Bindung von MDMX-S an p53 vermutlich auf die 26 zusatzlichen Aminoséuren
zuriickzufiihren ist (Rallapalli et al., 2003). Vermutlich ist die Variante MDMX°543-1579
demnach nicht in der Lage, p53 stérker zu binden. Aufgrund der fehlenden RING-Finger
Domaéne ist diese Variante jedoch moglicherweise ebenfalls stabiler als FL-MDMX, da
es vor dem Abbau durch MDM2 geschiitzt ist (Rallapalli et al., 2003). Eine abweichen-

de Charakteristik weist die Spleifsvariante MDMX°318-1210alpha auf. Die Insertion eines
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kryptischen Exons des MDMX-Gens resultiert in einem neuen Startcodon im Intron, der
Leserahmen wird danach nicht verschoben. Die Spleifsstelle bei dem Basenpaar 318 ist
genau die gleiche wie bei der Variante MDMX-XALT?2. In diesem Fall stellt sich die Fra-
ge, ob dieser Bereich eine wichtige Rolle im Spleifvorgang spielt und wenn ja, in welcher

Form.

Die Deletion von Exon 6 ist charakteristisch fiir MDMX-S. Dieses Exon scheint auch eine
wichtige Rolle im Spleiffvorgang zu spielen. Die Analyse der Transkriptvariante MDMX-9
(Abb. 4.6) zeigt zundchst das gleiche Spleifmuster mit Leserahmenverschiebung. Inter-
essant ist, dass durch einen weiteren Spleiffvorgang in Exon 7 der Leserahmen wieder
so generiert wird, dass das reguldre Stopcodon verwendet wird. Die Bedeutung dieser
neuen Variante ist noch unklar, sie zeigt jedoch interessante Mechanismen auf. Einige
Transkriptvarianten wiesen zusétzlich zum individuellen Spleifmuster eine Deletion von
Exon 6 auf, die wie bei MDMX-S zu einem frithen Stop fithrt (Daten nicht gezeigt).
Auf Proteinebene spielen die verschiedenen Muster demnach keine Rolle mehr. Es stellt
sich allerdings die Frage, warum bei vielen Spleifsmustern das Exon 6 herausgespleifst
wird und somit immer die Isoform MDMX-S translatiert wird. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die Behandlung ovarieller Tumorzelllinien (OAW-42) mit cis-Platin héufig
zu einem Herausspleifen von Exon 6 der MDMX-mRNA fiithrt (Wolf et al., personliche
Mitteilung). Lohnenswert wére hier die Entwicklung eines Spleifsmodells. Mit Hilfe eines
,Minigens' konnten die Vorgénge besser verstanden werden. Besonders interessant ist, ob
der Variante eine physiologische Bedeutung zukommt oder ob es, nach DNA-Schadigung,
Ausdruck einer generellen Fehlregulation des Spleiffens in Tumoren ist. Bei jeder dieser
neuen Varianten ist natiirlich zunéchst noch unklar, inwieweit diese iiberhaupt translatiert
wird. Diese Daten zeigen jedoch sehr deutlich die Komplexitat der MDMX-Varianten, die

zusétzlich von den Aktivitdtsdnderungen anderer onkogener Proteine abhéngig sind.

Neben den MDMX-Varianten spielen vermutlich auch MDM2-Varianten eine wichtige
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Rolle in der Tumorentwicklung. Bislang wurden mehr als 40 verschiedene MDM2-Spleifs-
varianten in Tumoren detektiert, beschrieben in den Ovarien und Harnblase (Sigalas et al.,
1996), Gehirn (Matsumoto et al., 1998), in Sarkomen (Bartel et al., 2001) und Brustdriisen
(Lukas et al., 2001), sowie in Normalgewebe (Bartel et al., 2004). Die Expression von
MDM2-Transkriptvarianten korreliert oft mit fortgeschrittenen Tumorstadien (Sigalas et
al., 1996; Matsumoto et al., 1998). In einer Brustkrebs-Studie war die Expression von
MDM2-Varianten mit einem geringeren Uberleben der Patientinnen assoziiert (Lukas et
al., 2001). Einige Studien implizieren, dass neben ultravioletter Strahlung (Chandler et
al., 2006; Dias et al., 2006) auch verschiedene Chemotherapeutika (Dias et al., 2006)
spezifische MDM2-Spleifsprodukte generieren. Es fehlen bisher noch funktionelle Analysen
dieser Varianten. Die Rolle dieser Spleiffvarianten in Tumoren, besonders in denen mit
mutiertem p53 ist immer noch unklar. Generell bezieht sich das Interesse auf die Frage,
welchen Sinn die Verdnderungen des Spleifiens haben. Einerseits kann es nur Zufall sein,
weil DNA-Schéiden eine Verédnderung der Spleifsfaktoren zur Folge haben. Andererseits
stehen tiefgriindigere Ursachen zur Diskussion. Diese beziehen sich auf die Hypothese,
dass ein niedriges Level an FL-MDM?2 /FL-MDMX eine Aktivitédtssteigerung von p53 nach

sich zieht (Chandler et al., 2006).

In drei MDM2 Varianten (MDM2-PM2, MDM2-EU2 und MDM2-KB3) konnten Regio-
nen identifiziert werden, welche hohe Sequenzhomologien aufweisen (Bartel et al., 2002).
Hierbei handelt es sich um Sequenzen mit einer Lange von 7-10 bp, die bis zu 4 mal in der
MDM2-cDNA vorhanden sind. Diesen wird eine unterstiitzende Rolle im Spleiffvorgang
zugesprochen. Es wurde bereits diskutiert, dass die homologen Sequenzen Artefakte bei
der cDNA-Synthese darstellen wiirden (Jeyaraj et al., 2009). Die Umschreibung der RNA
in cDNA bei hohen Temperaturen mit Hilfe des Cloned AMV First-Strand ¢cDNA Syn-
thesis Kit diente dazu, jene Artefakte auszuschliefen. Interessanterweise konnte in dieser

Arbeit bei der neu identifizierten MDMX-Var6 ein ebensolche Sequenzhomologie nachge-
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wiesen werden (Abb. 4.9). Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die supportive
Rolle dieser Sequenzhomologien zu verifizieren. Zu Artefakten in der cDNA-Synthese kon-
nen auch die verwendeten Primer fithren. Die hier ausgewéhlten Random Primer weisen
zwar eine hohere Ausbeute und Qualitdt im Gegensatz zu Oligo (dt) Primern auf; sie

neigen aber auch dazu, nicht alle Regionen der mRNA gleichermafien zu prasentieren.

5.2 Effekte der Transfektion auf die Zytostatika-Behandlung von

MCF-7 Zellen

Fiir die Transfektionsversuche in dieser Arbeit wurde die Zelllinie MCF-7 ausgewéhlt. Die
Untersuchungen sollten zunéchst zeigen, wie die Zellen auf die Transfektion der zwei un-
terschiedlichen MDMX-Varianten reagieren. Anschliefsend wurde vordergriindig das Ver-
halten der transfizierten Zellen auf cis-Platin analysiert. Von besonderem Interesse war
die erstmals detektierte MDMX-Isoform MDMZX-Var6. Dieser MDMX-Variante bleibt die
pH3-Bindungsdoméne vollstdndig erhalten, das RING-Finger Motiv fehlt hingegen kom-
plett. Nach Transfektion der MCF-7 Zellender mit MDMX-Var6 wird, im Vergleich zu
FL-MDMX, MDM2 deutlich schwécher exprimiert (Abb. 4.13). Der Grund dafiir ist
wahrscheinlich in der fehlenden RING-Finger Doméne zu finden. Es kann keine Hete-
rodimerisierung stattfinden, und MDM2 wird folglich nicht vor dem proteasomalen Ab-
bau geschiitzt (Stad et al., 2001). Deshalb kann vermutet werden, dass MDM2 schneller
abgebaut wird, obwohl die MDM2-Expression primér gleich gewesen sein kann. Zur Kla-
rung dieser Frage kann die Zugabe eines Proteasom-Inhibitor (MG 132) Hinweise geben.
Dieser verhindert den Abbau des ungeschiitzten MDM?2. Zuséatzlich ist das Heterodimer
MDMX/MDM2 in MCF-7 Zellen bevorzugt als E3-Ligase aktiv bzw. die Bildung von
MDM2-Homodimeren ein nicht optimaler Komplex zur p53-Degradation (Kawai et al.,

2007). Daher fithren Mutationen im Bereich der RING-Finger Doméne zum Verlust der
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E3-Ligase Aktivitat (Wade et al., 2009). Die gesteigerte Expression von p53 nach Transfek-
tion von MDMX-Var6 im Vergleich zu FL-MDMX (Abb. 4.13) deutet die Funktionalitét
des Heterokomplexes an. Auch Kawai et al. konnten zeigen, dass eine Inhibierung des MD-
MX/MDM2 Heterodimer endogenes p53 aktiviert (Kawai et al., 2007). Es stellt sich nun
die Frage, warum p21 nicht verstarkt exprimiert wird. Inwiefern wird die Transkriptionsak-
tivitdt von p53 eventuell unterdriickt? Eine mogliche Erklarung ist, dass freies MDM2 die
Abnahme von hnRNPK stimuliert. HnRNPK (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
K) ist ein Cofaktor fiir p53, um p21 zu aktivieren. Die Folge ist, dass das p21-Proteinlevel
sinkt (Enge et al., 2009). Des Weiteren interagiert p53 mit der p300 Histon Acetyltrans-
ferase. Diese Interaktion ist essentiell fiir die p53-abhéangige Aktivierung des Promotors fiir
das pb3-Zielgen p21 (Liu et al., 2003). P53 wird selbst von p300 an verschiedenen Lysinen
acetyliert, wodurch die transkriptionelle Aktivitét erhoht wird (Prives und Manley, 2001).
Durch die Bindung von p53 an MDMX sinkt die Aktivitdt der p300 Acetyltransferase.
MDMX inhibiert demnach die p300 initierte Acetylierung von p53 um das an MDMX
gebundene p53 im transkriptionell inaktiven Stadium zu halten (Sabbatini und McCor-
mick, 2002). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibierung der p53-Acetylierung
die Transaktivierung p53-abhéngiger Zielgene herabsetzt (Luo et al., 2000). Die Tran-
skriptionsaktivitdt von p53 sinkt dementsprechend unabhéngig von MDM2. Es wire ein
spannenderer Aspekt, ob dies auch bei der Variante MDMX-Var6 der Fall ist. Inter-
essanterweise wiirde dann MDMX-Var6 diese Fahigkeit auch unter cis-Platin Behandlung
behalten. Vermutlich kann MDMX-Var6 nach genotoxischem Stress durch MDM2 nicht
herrunterreguliert werden. In Folge von DNA-Schéden sinkt das MDMX-Level rasch ab.
Der Grund dafiir ist, dass unter normalen Bedingungen MDMX von MDM2 gebunden
und ubiquitiniert wird, um dessen proteasomalen Abbau zu stimulieren (de Graaf et al.,
2003). Weiterhin fithrt das Fehlen des C-Terminus, insbesondere des RING-Fingers, zu
verstirktem Auftreten von MDMX im Nukleus und folglicher Abnahme im Cytoplasma

(Migliorini et al., 2002). In den Mitochondrien bindet MDMX nicht an MDM2 (Mancini,
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2009), jedoch an bel2 und p53. Daraus folgt die Induktion der intrinsischen Apoptose iiber
Cytochrom C, was den fehlenden Anstieg von p21 erkléaren kénnte. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass ein Auftreten der MDMX-Transkriptvariante MDMX-Var6 zu einer
Veranderung der Expression von p53 und dessen Zielgenen fiihrt. Eine Korrelation der Ex-
pression von MDMX-Var6 mit histopathologischen Eigenschaften der Tumoren war nicht
zu erkennen (Tab. 2.1; Tab. 4.2). Die Prisenz dieser Variante scheint jedoch die Wirkung
von FL-MDMX zu modifizieren. In welchen Gréfenordnungen MDMX-Var6 exprimiert
werden muss, um FL-MDMX zu beeinflussen, ist noch unklar und bedarf noch weiterer
Untersuchungen. Eine exemplarische Analyse von ovariellem Normalgewebe zeigte keine
Expression dieser Transkriptvariante (Daten nicht gezeigt). Obwohl die bisherigen Er-
gebnisse eine besondere Bedeutung in der Tumorentwicklung vermuten lassen, sind noch

weitere Untersuchungen erforderlich, um diese Aussage zu verifizieren.

5.3 Isoform MDMX211

Im Gegensatz zur Transkriptvariante MDMX-Var6 ist bei MDMX211 das RING-Finger
Motiv erhalten, die p53-Bindungsdoméne fehlt jedoch fast vollstéindig. Es wurde gezeigt,
dass die Expression von MDMX211, unabhéngig von p53, zu einem starken Ansteigen
des MDM2-Levels fithrt (Giglio et al., 2005). Die in dieser Arbeit verwendeten MCF-7
Zellen weisen primér ein hohes Level an MDM2 auf (Freedman und Levine, 1999). Ein
Anstieg nach Uberexpression von MDMX211 konnte nicht bestétigt werden, vermutlich
wegen des hohen Grundlevels (Abb. 4.13-B). Ubereinstimmend mit den Daten von Giglio
et al. (2005) wird das p53-Level durch MDMX211 stabilisiert. Die fehlende Aktivierung
von p21 (Abb. 4.13-B) spricht auch hier dafiir, dass p53 zwar stabilisiert wird, aber tran-
skriptionell inaktiv ist. Es ist davon auszugehen, dass in der Anwesenheit von MDMX211,
steigende ph3-Levels der Vielzahl von MDM2-p53 Komplexen entsprechen. Die Apopto-

se nach Zugabe von cis-Platin auf die Zellen wird durch Platinkomplexe und Crosslinks
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in der DNA induziert. Die Behandlung von MCF-7 Zellen mit cis-Platin fiihrt zu einem
Anstieg von pb3 und dessen Zielgenen p21 und PUMA. Zudem wird die Expression von
MDM2 gesteigert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit MDMX211 transfizier-
te Zellen nach cis-Platin Behandlung einen weniger starken Anstieg von p21 und MDM2
aufweisen. Zuséatzlich wird MDMX211 stabilisiert und kann wiederum den Komplex von
p53 und MDM2 stéarken. Vermutlich wird cis-Platin damit in seiner Wirkung, besonders in
der Induktion apoptotischer Vorgiange, abgeschwécht. Vor allem die Expression von MD-
MX211 nach cis-Platin Behandlung ist ein Indiz fiir die Widerstandsfahigkeit der Zellen

gegeniiber dieser Art von Chemotherapie.
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6 Zusammenfassung und weiterfithrende Gedanken

Es wurde in dieser Arbeit dargelegt, dass in den 31 ovariellen Tumorproben vielfach
MDMX-Spleifsvarianten exprimiert werden. Zuséatzlich konnten die Ergebnisse von Si-
galas et al. bestatigt werden, dass MDM2-Spleifsvarianten auch in Ovarialtumoren vor-
kommen (Sigalas et al., 1996). Nach der Transfektion von MCF-7 Zellen mit den Tran-
skriptvarianten MDMX-Var6 (fehlende RING-Finger Doméne) und MDMX211 (fehlende
p53-Bindungsdoméine) zeigen diese unterschiedliche Auswirkungen auf den p53-Pathway.
Auch die Behandlung der MCF-7-Zellen mit cis-Platin zeigt ein differentielles Verhalten
von FL-MDMX und den Spleifsvarianten MDMX-Var6 und MDMX211. Eine bedeuten-
de Rolle der MDMX-Transkriptvarianten in der Chemoresistenz ovarieller Tumoren kann

vermutet werden.

Der Nachweis der Expression von MDMX- und MDM2-Varianten in Tumorzelllinien und
-gewebe sowie die Ergebnisse der funktionellen Analyse sprechen fiir die kanzerogene Ak-
tivitdt. Bei den MDM2-Spleifsvarianten existieren bereits in vivo-Modelle, die diese Ei-
genschaften untermauern (Fridman et al., 2003; Steinman et al., 2004). Bei MDMX liegen
noch keine aussagekriftigen Modelle vor. Die Herausforderung wird zukiinftig sein, die
onkogene Aktivitéit dieser Varianten zu diskriminieren. Die Fahigkeit, FL-MDMX zu bin-
den oder zu modifizieren, verflechtet sich mit der direkten Wirkung gegeniiber p53. Es
sind also nicht nur die intrinsischen Eigenschaften der Varianten zu betrachten, sondern
auch deren Wirkung auf Bindungspartner des MDMX bzw. MDM2. Eine weitere Variable
im Modell ist das Expressionsverhéltnis der MDMX-Variante zu dem des FL-Transkripts.
Obwohl Studien mit MDMX-S und MDMX211 keine Korrelation mit FL-MDMX bewie-
sen haben (Bartel et al., 2005; Prodosmo et al., 2008), darf diese Komponente nicht aufer
Acht gelassen werden. In dieser Arbeit zeigte die Transfektion der Varianten MDMX211

und MDMX-Var6 deutliche Effekte auf das MDM2-Level (Abb. 4.13-B). Inwieweit das
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auf Tumoren zutrifft, ist in weiterfithrenden Untersuchungen zu klédren, auch in Hinblick
auf den jeweiligen Mechanismus. Um ein funktionelles Modell zu konstruieren, bedarf es
akkurater Detektionssysteme, um FL-MDMX von dessen Transkriptvarianten zu unter-
scheiden. Diese sind nicht nur auf mRNA-Ebene sondern auch im Bereich der Proteine
notwendig. Es hat sich gezeigt, dass die im Zeitraum dieser Laborarbeit kommerziell er-
héltlichen Antikorper nicht vollstdndig dazu geeignet sind, zufriedenstellende Ergebnisse
zu erzielen. Auf mRNA-Ebene ist die Entwicklung spezifischer Primer vermutlich die ef-
fektivste Variante. Erste Ergebnisse sind in dieser Arbeit erlangt worden. Es sind noch
weitere Untersuchungen notwendig, um ein effektives System zur Entwicklung spezifischer

Primer zu erreichen.
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8 Anhang

pTNM- FIGO- Erklirung

Kategorien Stadien

pTx - Primértumor kann nicht beurteilt werden

pTO - kein Anhalt fiir Primértumor

pT1 I Tumor begrenzt auf Ovarien

pTla IA Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein
Tumor auf Oberfliche des Ovars; keine malignen
Zellen in Aszites oder bei Peritonealspiilung

pT1b IB wie IA; Tumor auf beide Ovarien begrenzt

pTlc IC Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit
Kapselruptur; Tumor an Ovaroberflache oder ma-
lignen Zellen in Aszites o. Peritonealspiilung

pT2 IT Tumor beféllt ein oder beide Ovarien und breitet
sich im Becken aus

pT2a ITA Ausbreitung auf Uterus und Tuben

pT2b I1B Infiltration anderer Beckenorgane

pT2c IIC wie ITA/ IIB, aber mit Tumor an peritonealer
Oberflache u./o. malignen Zellen in Aszites o. Pe-
ritonealspiilung

pT3 u./o. pN1 | III Tumor beféllt ein o. beide Ovarien mit mikrosk.
nach- gewiesenen Peritonealmetastasen auferhalb
des Beckens u./o. regionére Lymphknotenmetasta-
sen

pT3a IITA mikrosk. Peritonealmetastasen jenseits des Be-
ckens

pT3b I11B makrosk. Peritonealmetastasen jenseits des Be-
ckens < 2 cm

pT3c IT1C makrosk. Peritonealmetastasen jenseits des Be-
ckens > 2 cm u./o. regiondre Lymphknotenmeta-
stasen

pN Regiondre Lymphknoten

pNx regiondre Lymphknoten koénnen nicht beurteilt
werden

pNO keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pN1 regiondre Lymphknotenmetastasen

pM Fernmetastasen

pMx Fermetastasen konnen nicht beurteilt werden

pMO keine Fernmetastasen

pM1 IV Fernmetastasen (abgesehen von Peritonealmeta-

stasen)

Tabelle 8.1. pTNM-Klassifikation und FIGO-Stadien des Ovarialkarzinoms
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9 Thesen

1. Das héufige Versagen der Therapie beim metastasierten Ovarialkarzinom ist unter

anderem auf eine Chemoresistenz zuriickzufiihren

2. Alternatives und aberrantes Spleiffen spielt eine wesentliche Rolle in der Karzinoge-

nese des humanen Ovarialkarzinoms

3. Die Expression von unterschiedlichen MDMX-Spleiffvarianten ist neben Transkript-

varianten des MDM2-Gens vielfach in humanen Ovarialkarzinomen zu beobachten

4. Auch nach der Translation zeigen die MDMX-Varianten unterschiedliche Protein-

grofsen und -muster

5. MDMX Transkripte haben einen Einfluf auf die Funktionalitéit des p53-Pathways in
Tumoren des Ovars und daraus resultierend einen Einflufs auf die Tumorentstehung

und Tumorbehandlung

6. MCF-7 Zellen zeigen nach Transfektion von MDMX-Var6 bzw. MDMX-211 diffe-

rentielles Verhalten auf die Behandlung mit cis-Platin im Vergleich zu FL-MDMX

7. MDMX-Isoformen spielen eine Rolle in der Chemoresistenz ovarieller Tumoren und

konnen Angriffspunkt fiir eine verbesserte Therapie des Ovarialkarzinoms sein
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