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Zusammenfassung

Die wichtigsten Vorraussetzungen fiir die Expansion von Tumoren sind uneingeschrankte
Proliferation und die Féhigkeit, Apoptose zu umgehen. In vorangegangenen Studien der
Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass HDAC-Inhibitoren, wie z.B. Natriumbutyrat, in der Lage sind,
beides anzugreifen - die ungehinderte Proliferation und die Apoptosehemmung - indem sie
Wachstumsarretierung und eine ausschlieflich intrinsische Apoptose in HPV-positiven
Zervixkarzinomzellen induzieren. In dieser Arbeit wurde der experimentellen Beweis erbracht,
dass die Zervixkarzinomzelllinie HeLa, die vollstindig resistent gegeniiber der TNFo und
TRAIL-vermittelten Apoptose war, durch Inhibition der HDAC-Aktivitit gegeniiber beiden
Todesliganden sensibilisiert werden konnte. Zusidtzlich wurde auch die CD95L-induzierte
Apoptose durch HDAC-Inhibition signifikant erhoht.

Die Suppression der anti-apoptotischen Proteine c-FLIP; und c-FLIPs wurde als
urséchliches Ereignis fiir die Apoptose-Sensibilisierung identifiziert. Bisher wurde vermutet, dass
NF-kB an der transkriptionellen Aktivierung von c-FLIP beteiligt ist. Hemmung der HDAC-
Aktivitat filhrte zu einer signifinkanten Verringerung sowohl der konstitutiven als auch der
induzierbaren NF-xB DNA-Bindungsaktivitit, die sich eindeutig dem NF-kB-Protein p50
zuordnen lieB. Allerdings konnte die HDAC-Inhibitor-induzierte NF-kB-Hemmung als Ursache
fiir die c-FLIP-Suppression, unter anderem durch die Verwendung von siRNA gegen NFKBI,
ausgeschlossen werden. Zusitzlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch die
HDAC-Inhibition weder ein transkriptioneller c-FLIP-Repressor induziert, noch ein fiir die
Transkription essentieller Faktor degradiert wurde.

Hemmung des proteasomalen Abbaus ergab zum einen, dass die reduzierten c-FLIP-
Proteinmengen nicht ausschlieBlich auf eine transkriptionelle Repression, sondern auch auf eine
zusitzliche proteasomale Degradation zuriickzufiihren waren. Zum anderen wurde dabei deutlich,
dass die beiden c-FLIP Isotypen auf Proteinebene unterschiedlich reguliert wurden, wobei sich
fiir c-FLIPs eine praferenziell proteasomale Degradation herausstellte.

Fiir den synergistischen Effekt zwischen HDAC-Inhibition und TNFo-Stimulation erwies
sich die Anwesenheit von HPV als Vorraussetzung, denn in HPV-negativen Zellen und nach
Depletion von HPV durch siRNA fand keine Apoptose-Sensibiliserung statt.

Fiir Zervixkarzinome sind Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) beschrieben worden,
die stets mit einer schlechten klinischen Prognose und einer Tumorprogression in Verbindung
gebracht werden. Hier konnte jedoch gezeigt werden, dass das von primédren aktivierten
Makrophagen sezernierte TNFa in konditioniertem Medium ausreicht, um in HeLa Zellen nach
HDAC-Inhibition Apoptose zu induzieren. Die Verwendung von HDAC-Inhibitoren kdnnte
somit die TAMSs ausnutzen, um Tumorzellen effektiver zu eliminieren.

HDAC-Inhibitoren scheinen nach diesen Resultaten vielversprechene Krebstherapeutika
darzustellen. Sie konnen als direkte Agenzien eingesetzt werden, um Wachstumsarretierung und
intrinsische Apoptose zu induzieren. In Kombination mit Todesliganden - rekombinant oder
sezerniert von TAMs - weisen sie einen synergistischen Effekt auf und verringern in Tumorzellen

den Schwellenwert der Apoptose-Induktion um ein Vielfaches.
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Summary

Infinite proliferation and capability to evade apoptosis are important prerequisites for
expansion of tumour cells. HDAC inhibitors (HDACi) have been identified as agents that are
able to attack both, proliferation and apoptosis resistance by inducing growth arrest and
intrinsic apoptosis in HPV-positive cervical carcinoma cells. Here, I present experimental
evidence that the cervical carcinoma cell line HelLa, which is known to be completely
resistant to TNFo- or TRAIL-induced apoptosis, can be rendered sensitive to both death
receptor ligands after HDAC inhibition. Additionally, the amount of CD95-mediated
apoptosis is further increased by pre-treatment with HDAC:.

Overexpression studies have clearly proved that HDACi-induced suppression of anti-
apoptotic c-FLIP proteins represents the causal event for this sensitization. NF-kB was
described to stimulate c-FLIP expression. Yet, HDACi significantly inhibited constitutive and
induced NF-kB DNA binding activity, for which p50 was identified as the causative
molecule. However, siRNA directed against NFKB1 and recovery experiments excluded
NF-kB inhibition as reason for transcriptional down-regulation of c-FLIP. Furthermore, I
could definitely exclude an HDACi mediated induction of a transcriptional c-FLIP repressor
as well as the degradation of a factor which might be essential for c-FLIP expression.

Inhibiting the proteasome clearly demonstrated that reduced c-FLIP protein levels
were not only due to transcriptional repression but also due to an additional c-FLIP protein
degradation. In addition, these experiments showed that c-FLIP proteins in untreated cells are
differentially controlled: half-life of c-FLIPs is dependent on the proteasome, while c-FLIPL
half-life is not.

It should be noted that the synergistic effect of a combined HDACi/TNFa treatment in
eradication of cervical cancer cells is not observed in the absence of HPV, despite c-FLIP was
also found to be down-regulated, pointing to the role of HPV to be essential for sensitization.

For many cervical tumors tumour associated macrophages (TAMs) have been
described. However, TAMs are always associated with a bad clinical prognosis and cancer
progression. Here, I could provide evidence that TNFa of primary activated macrophage-
conditioned medium was sufficient to induce apoptosis after HDAC inhibitor pre-treatment at
the same range as recombinant TNFa.. Therefore, with the help of HDAC inhibitors, presence
of TAMs could even be beneficial in eradicating cervical cancer cells.

Taken together, these results support the notion that HDACi are promising cancer
therapeutics since they do not only induce growth arrest and intrinsic apoptosis, but in
combination with death receptor ligands, exhibit a synergistic effect and lower to a high

extent the apoptotic threshold within tumour cells.
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1. Einleitung

1.1. Humane Papillomviren (HPV)

1.1.1 HPV und Gebarmutterhalskrebs

Krebs des  Gebdrmutterhalses  (Zervixkarzinom) ist nach  Brustkrebs
(Mammakarzinom) die weltweit zweithdufigste Tumorerkrankung bei Frauen (Pisani et al.,
2002). Auch wenn Inzidenz und Mortalitdit in den letzten Jahren in Deutschland
zuriickgegangen sind (DKFZ Krebsatlas fiir 2002), so stellt das Zervixkarzinom in vielen
Entwicklungsldndern immer noch die hiufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen
der Frau dar (Cronje, 2004).

Wie allgemein fiir Krebs postuliert, ist die Karzinogenese von Gebarmutterhalskrebs
ein mehrstufiger Prozess, der sich iiber einen Zeitraum von vielen Jahren bis Jahrzehnten
erstreckt (zur Hausen H., 1996; Hahn and Weinberg, 2002). Dem Zervixkarzinom gehen
Priakanzerosen (Krebsvorstufen) voraus, welche klinisch als zervikale intraepitheliale
Neoplasien (CIN) klassifiziert werden. Man unterscheidet drei Stufen: Die geringe Dysplasie
(CIN I), die mittelgradige Dysplasie (CIN II) und die schwere Dysplasie (CIN III). Letztere,
auch als Karzinom in situ bezeichnet, bedeutet die Manifestation von Krebs in einem sehr
frithen Stadium, welches wiederum Jahre bis Jahrzehnte bendtigt, um sich zu einem invasiven
Tumor zu entwickeln (zur Hausen, 2002). Dabei kommt es allerdings héufig zu einer
Regression der prdmalignen Vorstufen, so dass nur etwa 10% der Fille sich langfristig zu
einem invasiven Tumor entwickeln (Katase et al., 1995).

Die mit der Atiologie von Gebdrmutterhalskrebs verbundenen Risikofaktoren sind
weitgehend bekannt: ungeschiitzter Geschlechtsverkehr, hdufiger Partnerwechsel sowie
mangelnde Genitalhygiene (Schiffman and Brinton, 1995; Burger et al., 1996).
Epidemiologische Studien belegen, dass iiber 95% der Zervixkarzinome mit der Infektion von
humanen Papillomviren (HPV) assoziiert sind (Gissmann et al., 1983; Bosch et al., 1995).
Dariiber hinaus sind an der mehrstufigen Karzinogenese weitere Faktoren beteiligt, so dass
die Primérinfektion mit HPV nicht als alleinige Ursache anzusehen ist, aber eindeutig den

Hauptrisikofaktor bei der Atiologie des Zervixkarzinoms darstellt (zur Hausen, 2002).

1.1.2 Genomische Organisation und Replikation von HPV

Papillomviren gehoren, zur Familie der Papovaviridae (papilloma-, polyoma- ,
vacuolating virus) und bestehen aus kleinen, ikosaedrischen Kapsiden, die ein zirkuléres,
kovalent geschlossenes, doppelstrangiges DNA-Genom von ca. 8 kb enthalten (Favre et al.,
1975; Pfister and zur Hausen H., 1978).
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Bei allen Papillomviren ist eine dhnliche Genomorganisation vorzufinden. Beispielhaft

ist in Abb.1.1 die genomische Organisation von HPV18 dargestellt.

Abb.1.1: Schematische Darstellung des HPV18-Genoms. El-
E7: offene Leseraster der ,.frithen” Gene, L1, L2: offene Leseraster
der ,spiaten“ Gene, URR (,,upstream regulatory region). Die
Nukleotide werden von 1-7857 durchnumeriert.

Der Genomaufbau lésst sich in zwei funktionelle Abschnitte gliedern: Ein Bereich, der
fiir die friih im Replikationszyklus exprimierten Proteine E1 bis E7 codiert, sowie ein zweiter,
welcher die Gene fiir die spat synthetisierten Strukturproteine L1 und L2 enthélt (Del Vecchio
et al., 1992). Die Loci der frith und spit exprimierten Gene werden durch eine 800 - 1000 bp
lange Region getrennt, die als URR (,,upstream regulatory region*) bezeichnet wird. Sie
beinhaltet die wichtigsten cis-regulatorischen Elemente fiir die Transkription sowie den
viralen Replikationsursprung (Swift et al., 1987). Sowohl im Enhancer- als auch im Promotor-
Bereich der URR finden sich, neben Erkennungs-Sequenzen fiir viruseigene Faktoren wie
dem E2-Protein, das die Transkription von E6 und E7 reguliert (Romanczuk et al., 1990;
Chiang et al., 1992), auch Bindungsstellen fiir zelluldre Transkriptionsfaktoren wie AP-1,
Oct-1, NF-1, KRF-1, GRE, YY-1 und SP-1 (Butz and Hoppe-Seyler, 1993; Hoppe-Seyler and
Butz, 1994).

Der produktive Lebenszyklus der Papillomviren ist vom Differenzierungsgrad der
Wirtszellen abhéngig und verlduft in zwei Phasen. Die Viren infizieren, meist iber Lasionen
der duBeren Hautschichten, undifferenzierte Basalzellen der Epidermis, in denen die frithen
viralen Gene transkribiert werden (Iftner et al., 1992). Mit Fortschreiten der vertikalen
Differenzierung werden auch die Strukturproteine exprimiert und es erfolgt schlieBlich die
Freisetzung der Viruspartikel. Da die Partikelproduktion und Lyse dabei auf starker

differenzierte Hautschichten limitiert ist, konnen die Viren {iber Jahre episomal im Nukleus
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infizierter Basalzellen persistieren. Dies trdgt zur langen Latenzzeit des Zervixkarzinoms von
20 bis 30 Jahren bei (Stubenrauch and Laimins, 1999).

Wihrend die virale DNA in prdmalignen Dysplasien in episomaler Form vorliegt
(Durst et al., 1985), unterstiitzt ihre Integration in das Genom der Wirtszelle den
Immortalisierungsprozess (von Knebel et al., 1991). Grund dafiir ist die Linearisierung der
Virus-DNA vor der Integration, die zur Zerstérung des E2-Leserasters und damit verbunden
zum Verlust der trans-repressorischen Funktion des Proteins auf die E6/E7-Transkription
fiihrt. Die Folge ist eine unkontrollierte Expression der Onkogene E6 und E7 (Cripe et al.,
1987).

1.1.3 Die Funktion der viralen Onkogene E6 und E7

Die viralen Onkogene E6 und E7 sind fiir das transformierende Potential der ,high
risk“ HPV-Typen verantwortlich. Thre physikalische und funktionelle Interaktion mit
zelluldren Tumorsuppressor-Proteinen spielt bei der HPV-initiierten Immortalisierung sowie
bei der Aufrechterhaltung des tumorigenen Phéinotyps von Zervixkarzinomzellen eine
entscheidende Rolle (von Knebel et al., 1992).

Ein Ziel von E6 ist das Protein p53, das bei DNA-Schidigungen eine
Zellzyklusarrtierung herbeifiihrt, um die Reparatur der DNA zu ermoglichen (Maltzman and
Czyzyk, 1984; Fritsche et al., 1993). Das E6-Onkoprotein der Hochrisikotypen bindet nun
sowohl p53 als auch dessen Ubiquitin-Protein-Ligase (E6-AP), wodurch die Degradation des
Tumorsuppressor-Proteins durch das Proteasom eingeleitet wird (Fritsche et al., 1993;
Scheffner et al., 1993). Die Folgen sind neben einem anti-apoptotischen Effekt die Anhdufung
von Mutationen, chromosomale Instabilitdt und Aneuploidie (Duensing and Munger, 2003).
Zudem tragt das E6-Protein durch Aktivierung der Telomerase zur Immortalisierung der
Wirtszelle bei (Klingelhutz et al., 1996).

Das E7-Protein der ,high risk* HPV-Typen interagiert mit den
Retinoblastomproteinen pRB und pl07 (Scheffner et al., 1990), die an den
Transkriptionsfaktor E2F-1 binden (Goodrich and Lee, 1993; La Thangue, 1994). Die
Interaktion von E7 mit pRb fiihrt zur Freisetzung von E2F-1, wodurch die Transkription von
Genen, die die Zellproliferation positiv regulieren, induziert werden kann (Bagchi et al., 1991;
Bandara et al., 1991).

Die Bindung von E6 an p53 und von E7 an pRB der ,,low risk® HPV-Typen hingegen
erfolgt mit einer 10-fach geringeren Affinitdt (Heck et al., 1992). Neben den genannten
zelluldren Proteinen p53 und pRb kénnen HPV E6 und E7 mit vielen weiteren Proteinen,

darunter zahlreiche chromatinregulatorische Molekiile (Finzer et al., 2001), interagieren.

1.1.4 Mehrstufenmodell der HPV-induzierten Karzinogenese

Epidemiologische und molekularbiologische Studien zeigen, dass die Infektion mit
,»high risk®“ HPV-Typen nicht allein fiir die Entstehung eines malignen Karzinoms ausreicht.
So fiihrt die ektopische Expression der HPV 16 oder 18 E6/E7-Gene unter einem
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konstitutiven Promotor lediglich zur Immortalisierung primédrer Keratinozyten (Schlegel et al.,
1988; Munger et al., 1989), wihrend die tumorigene Transformation erst durch das
Einbringen eines weiteren Onkogens ausgelost wird (Pei et al., 1993). Dennoch ist die
Expression der viralen Onkogene fiir die Aufrechterhaltung des tumorigenen Phanotyps von
Zervixkarzinomzellen in vivo und in vitro essentiell (Watanabe et al., 1993; Venturini et al.,
1999). Demnach miissen im Verlauf der E6/E7-induzierten Karzinogenese weitere
Verdnderungen, wie die Aktivierung zellulirer Onkogene oder die Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Genen auftreten, um einen tumorigenen Phidnotyp hervorzurufen (Durst et
al., 1995).

Chemokine, Cytokine,
Apoptose

Interzellulare
Kontrollmechanismen
Lo unkontrollierte
HPV Infektion Pefs'%!'*‘-‘fe"des EG/ET Tumorigenitét
frus Expression
Intrazelluldre \\

Kontrollmechanismen

Kontrolle der viralen Gene
auf Transkriptions-/Translationsebene

Abb.1.2: Mehrstufenmodell der HPV-induzierten Karzinogenese. Die Expression der viralen
Onkogene E6/E7 unterliegt mehreren sowohl interzelluliren als auch intrazelluldren
Kontrollmechanismen. Erst deren Verlust im Verlauf der mehrstufigen Karzinogenese fiihrt
letztendlich zur tumorigenen Transformation der Zelle (zur Hausen H., 1991).

Auf diesen Uberlegungen basierend, postuliert das Mehrstufenmodell der HPV-
induzierten Karzinogenese die Existenz inter- und intrazelluldrer Mechanismen, die trotz
viriler Persistenz in der Lage sind, die Expression der E6/E7-Onkogene negativ zu regulieren
(Abb.1.2). Erst der Verlust dieser Kontrolle fiihrt zur Immortalisierung und schlieBlich zur
tumorigenen Transformation der infizierten Zelle (zur Hausen H., 1991; zur Hausen H. and
Rosl, 1994).

Proinflammatorische Cytokine sowie pro-apoptotische Faktoren sind Teil eines
interzelluldren Signalweges, der in der Lage ist, die HPV-Genexpression auf Ebene der
Transkription zu beeinflussen. So fiihrt die Behandlung von HPV-immortalisierten Zellen mit
Cytokinen wie TGF-B (transforming growth factor-p) oder Interleukin 1 (IL-1) zu einer fast
vollstdndigen Suppression der viralen Transkription (Braun et al., 1990; Woodworth et al.,
1990; Kyo et al., 1994; Malejczyk et al., 1996).
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1.2 Apoptose - Der programmierte Zelltod

Zellen besitzen einen Mechanismus zur Selbstzerstorung, die so genannte Apoptose.

Im Organismus spielt Apoptose fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes von
Zellteilung und Zelltod, neben der Proliferation, die entscheidende Rolle. Zu hohe oder zu
niedrige Apoptoseraten sind an der Entstehung verschiedener Erkrankungen wie
Autoimmunerkrankungen oder Krebs beteiligt (Igney and Krammer, 2002a; Igney and
Krammer, 2002b).
Apoptose ist durch die Aktivierung regulierter katabolischer Enzyme, wie Proteasen und
Nukleasen, und durch eine Vielzahl morphologischer Verdnderungen charakterisiert. Diese
Verianderungen umfassen das Schrumpfen der Zelle und die Kondensation des Chromatins,
welches im Bereich der nukledren Peripherie aggregiert. In den kondensierten Chromosomen
wird die DNA durch spezielle Endonukleasen abgebaut. Diese spalten die DNA zwischen den
Histonkomplexen, was zur Entstehung von DNA-Fragmenten der charakteristischen Grof3e
von 200 bp fiihrt (Wyllie, 1980). Des Weiteren kommt es zu einem Verlust der
Membranstabilitdt. Dies fithrt zu Ausstiilpungen der Plasmamembran (Zeiose) und miindet
schlieBlich im Abschniiren membranumschlossener Teile der Zelle, die als apoptotische
Korperchen bezeichnet werden (Hengartner and Bryant, 2000).

Apoptose kann auf zwei unterschiedlichen Wegen eingeleitet werden: vermittelt
durch die Mitochondrien (intrinsischer Weg) oder durch so genannte Todesrezeptoren auf der
Zelloberfliache (extrinsischer Weg) (Krammer, 1999; Schmitz et al., 2000).

Die Apoptose Induktion durch den intrinsischen Weg fiihrt zum Zusammenbruch des
mitochondrialen Transmembranpotentials, Freisetzung von Cytochrom ¢ ins Cytoplasma und
resultiert schlieBlich in der Aktivierung von Caspase 9 im so genannten Apoptosom (Igney
and Krammer, 2002a; Igney and Krammer, 2002b).

Die im extrinsischen Weg involvierten Todesrezeptoren sind Transmembranproteine
und Mitglieder der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptorfamilie. Solche Todesrezeptoren sind
zum Beispiel TNF-R1, CD95, TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 (,,TNF-related apoptosis-inducing
ligand**) (Schmitz et al., 2000; Krammer, 1999). Durch Bindung von natiirlichen Liganden
der TNF Familie wird die Apoptose induziert. Es kommt zur Bildung des so genannten ,,death
inducing signalling complex* (DISC), die mit der Trimerisierung des Todesrezeptors beginnt.
Im intrazelluliren Teil bindet nun das Adaptermolekiill FADD (,,Fas assotiated death
domain*) mit seiner Todesdoméne (,,death domain‘, DD) an die Todesdomine des
trimerisierten Rezeptors (Igney and Krammer, 2002b). Das an den Rezeptor assoziierte
FADD kann nun iiber seine Todeseffektordomine (,,death effector domain“, DED), die
strukturelle Ahnlichkeit zur Todesdomine besitzt, wiederum mit der Todeseffektordoméne
von Procaspase § interagieren, und wirkt so als ,,Briickenmolekiil“ zwischen dem Rezeptor

und der Procaspase. Von einem Procaspase 8 Molekiil werden nun zwei Fragmente mit
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Caspase-Domédnen abgespalten, die aneinander binden. Zwei solcher Heterodimere bilden
schlieBlich das proteolytisch aktive Heterotetramer der Caspase 8.

Die Caspasen, die an den DISC rekrutiert, geschnitten und dadurch aktiviert werden,
haben die Bezeichnung Initiator-Caspasen erhalten (Igney and Krammer, 2002a; Igney and
Krammer, 2002b).

>
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Abb.1.5: Todesrezeptor am Beispiel des
CD95. Bindung des Liganden am
Rezeptor: Bildung des DISC beginnt mit
Trimerisierung des Todesrezeptors.
Cytoplasma: FADD bindet an den Trimer.
Rezeptor und FADD besitzen eine
Todesdoméne. An FADD kann nun
Procaspase 8  binden. @FADD  und
Procaspase 8 interagieren iiber ihre Todes-
effektordoméne.  Procaspase 8-Molekiil:
Abspaltung zweier Fragmente mit den
Caspase-Dominen, die aneinander binden.
Zwel Heterodimere: proteolytisch aktive
Heterotetramer der Caspase 8 (aus Hug,
2000).

Trotz der Unterschiede in der Initialisierung steht am Ende beider Apoptosewege die
Aktivierung der Caspase 3. Diese so genannte Exekutions-Caspase leitet unwiderruflich das
Erscheinen der bereits beschriebenen charakteristischen apoptotischen Merkmale, wie die

Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen, ein.
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1.2.1 Todesrezeptoren und HPV

Humanpathogene DNA-Viren haben effektive Strategien entwickelt, um die
apoptotische Antwort des infizierten Organismus zu modulieren (Finzer et al., 2002;
Hardwick, 1998). Im Fall von HPV konnte experimentell gezeigt werden, dass HPV 16 E5-
Protein die Anzahl der CD95-Rezeptoren an der Zelloberflidche reduzieren kann (Kabsch and
Alonso, 2002). Da allerdings in Zervixkarzinomzellen nach der HPV-Integration E5 meist
deletiert ist (Rosl et al., 1997), spielt die reduzierte Anzahl der CD95-Todesrezeptoren nur im
natiirlichen Lebenszyklus des Virus eine Rolle und nicht im integrierten Zustand (Finzer et
al., 2002).

Die Inaktivierung von p53 durch E6 scheint ein regulatorisches Schliisselereignis in
der CD95-induzierten Apoptose zu sein (Finzer et al.,, 2002). Die Bindung des CD95-
Liganden fiihrt lediglich in E7-immortalisierten Zellen zu Apoptose, wiahrend E6- und E7/E6-
exprimierende Keratinozyten resistent sind (Aguilar-Lemarroy et al., 2002).

Es existieren weitere Wege, durch die E6, unabhidngig von p53, anti-apoptotische
Effekte ausiiben kann. E6 interferiert mit der TNFa vermittelten Apoptose in Maus- und
Humanzellen (Finzer et al., 2002; Filippova et al., 2002). Die Anzahl der TNF-Rezeptoren
(TNFR1) wird nicht beeinflusst. Der Schutz erfolgt durch die blockierte Interaktion der
Todesdominen vom TNFR1 und FADD durch HPV 16 E6 (Finzer et al., 2002; Thompson et
al., 2001), wodurch die Aktivierung von Procaspase 8 verhindert wird. Dadurch kann auch
Procaspase 3 nicht aktiviert und folglich die Apoptose nicht ausgefiihrt werden (Finzer et al.,
2002; Filippova et al., 2002)

1.2.2 Inhibition der Apoptose durch c-FLIP

Resistenz gegeniiber Apoptose ist ein wichtiger Schliisselfaktor fiir die
Krebsentwicklung. Da die Wirkung von Chemo- und Strahlentherapie hauptsichlich auf
Apoptose-Induktion beruht, sind Defekte im Apoptoseweg zudem auch verantwortlich fiir
Therapieresistenz. Daher ist die Uberwindung von Apoptose -Resistenz eines der Hauptziele
bei der Krebsbehandlung.

Todesrezeptor vermittelte Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden
(Scaffidi et al., 1999), zum Beispiel durch die Expression anti-apoptotischer Proteine, die die
Apoptose bereits am DISC inhibieren. Datenbankrecherchen fiihrten zur Identifizierung einer
Familie von DED-enthaltenden Proteinen, die zur Klasse der y-Herpes Viren gehoren. Diese
Proteine wurden ,,viral FLICE-inhibitory proteins* (v-FLIP) genannt. v-FILPs enthalten zwei
DED:s. Sie binden den DISC und inhibieren dadurch die Aktivierung von Procaspase 8.

Das zelluldire Homolog zu v-FLIP wurde c-FLIP/FLAME-1/I-FLICE/Casper/CASH/
MRIT/CLARP/Usurpin (Tschopp et al., 1998) genannt. Mehrere Splei3-Varianten von c-FLIP
mRNA wurden beschrieben, jedoch konnten bis jetzt lediglich drei Formen von c-FLIP -
c-FLIPs, c-FLIP. und das erst kiirzlich identifizierte c-FLIPr - auf Proteinebene gefunden
werden (Scaffidi et al., 1999; Golks et al., 2005). Die lange Form c-FLIPy ist strukturell mit
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Procaspase 8 verwandt, enthilt aber ein enzymatisch inaktives Zentrum und interferiert mit
der Bildung aktiver Caspase 8 Untereinheiten am Rezeptor. Die kurze Form c-FLIPg dhnelt
strukturell v-FLIP, enthélt nur zwei DEDs und einen C-Terminus, der sich von Procaspase 8
unterscheidet (Scaffidi et al., 1999). Caspase Aktivierung wird in zwei verschiedenen
Spaltungsschritten am DISC durch die c-FLIP Isoformen inhibiert. c-FLIPs hemmt bereits die
erste Spaltung von Procaspase 8, wihrend c-FLIP; den ersten Spaltungsschritt unterstiitzt,
aber die weitere Prozessierung und somit die Apoptose-Induktion blockt. Dieser Unterschied
zwischen beiden c-FLIP Formen in der Ausiibung ihrer Funktion kann durch die Deletion der
p12 Untereinheit von c-FLIP; aufgehoben werden. (Hietakangas et al., 2003; Krueger et al.,
2001b).

procaspase-8 U

DED1  DED2 ~op1s ~ p10

75 N 172 376 480
c-FLIP, (] ! I I
DED1 DED2 p20 p12
75 9 172 221

c-FLIPS (s s W
DED1 DED2

v-FLIP DED1 DED2

Abb.1.5: Strukturelle Ahnlichkeiten zwischen Caspase 8 und
FLIP. DED 1 und 2 sind bei Procaspase 8 und c-FLIP zu finden.
Procaspase 8 besitzt zusidtzlich zwei Untereinheiten: pl18 und pl0,
c-FLIP. hat ebenfalls zwei Doménen p20 und p12 (Krueger et al.,
2001b).



Einleitung 18

1.3 Der Transkriptionsfaktor NF-xB

NF-kB ist ein allgemeiner Name fiir dimere Transkriptionsfaktoren der Rel Familie.
Diese Transkriptionsfaktor-Familie wurde mit diversen zelluldren Funktionen in Verbindung
gebracht, unter anderem Wachstumsregulierung (Karin et al., 2002). Fiinf NF-«xB Gene
wurden identifiziert - NFKB1, NFKB2, RELA, c-REL and RELB - die zu der in der
Expression von sieben Proteinen fithren: p105, p100, p50, p52, RelA (p65), c-Rel und RelB.

Die Aktivitdt von NF-kB wird durch inhibitorische Molekiile, wie zum Beispiel IkBs
(Karin et al., 2002) reguliert. Nach TNFo Stimulation phosphoryliert der IkB Kinase (IKK)
Komplex IkBa, was dessen Ubiquitinierung und anschlieBende Degradation durch das
Proteasom zur Folge hat. Dabei werden die an IkBa gebundenen NF-kB Molekiile frei,
konnen in den Zellkern gelangen und dort NF-xB abhingige Gene transaktivieren (Karin and
Ben Neriah, 2000).

Viele NF-xB abhingige Gene sind in die Hemmung von Apoptose involviert, unter
anderem IAP-1 and IAP-2 (Igney and Krammer, 2002a). Der wirksamste, NF-kB abhingige
Inhibitor von Apoptose ist allerdings das bereits beschriebene c-FLIP (Micheau et al., 2001).
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1.4 Histondeacetylase Inhibitoren

1.4.1 Die Chromatinstruktur

Die genetische Information von Eukaryoten ist im Chromatin organisiert, in dem die
DNA um Histonkomplexe gewickelt ist. Die zugrunde liegende Einheit dieser
hochorganisierten Struktur ist das so genannte Nukleosom. Ein Nukleosom besteht aus einem
Komplex aus 146 bp DNA und einem Histonoktamer. Um diesen Nukleosomkern (Core-
Partikel), der aus je zwei Molekiilen der Histone H2A, H2B, H3 und H4 besteht, windet sich
die DNA-Helix (Abb.1.3). Wechselwirkungen zwischen DNA und Histonen sind schwach
und nicht sequenzspezifisch (Marks et al., 2004).
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Abb.1.3: Schematische Histonstruktur in Nukleosomen. Der Histonkern
besteht aus je zwei Molekiilen der Histone H2A, H2B, H3 und H4. Die DNA
(schwarz dargestellt) windet sich um das Histonoktamer. Rot dargestellt sind die
aminoterminalen Schwinze, (Marks et al., 2004).

Der Bereich zwischen zwei Nukleosomen (,,linker*“-DNA) wird durch ein weiteres
Histon H1 besetzt, welches am Aufbau hoherer Strukturen beteiligt ist. Die Lange der ,,linker-
DNA* ist variabel und spielt eine Rolle in der Genregulation.

1.4.2 Histon-Acetyltransferasen (HATs) und Histondeacetylasen (HDACYS)

Histone sind sehr basisch und besitzen ein aminoterminales lysinreiches Ende. Diese
Lysinreste konnen durch Phosphorylierung, Methylierung, ADP-Ribosylierung und
Acetylierung modifiziert werden. Die Modifikation dieser N-terminalen Histonschwénze
beeinflusst nicht nur die Interaktion der DNA mit den Histonen, sondern auch mit
transkriptionsregulatorischen nicht-nukleosomalen Proteinkomplexen bzw. Transkriptions-
faktoren (Marks et al., 2004; Roth et al., 2001; Kouzarides, 2000).

Histon Acetyltranferasen (HATs) und Histon Deacetylasen (HDACs) bestimmen den
Acetylierungsstatus der Histone und beeinflussen damit die Regulation der Genexpression.
HATs sind mit der Aktivierung, HDACs mit der Hemmung der Transkription verbunden.
HATs binden nicht direkt an die DNA, sondern werden von Transkriptionsfaktoren an die
Promotoren gefiihrt (Kouzarides, 2000) und neutralisieren die positive Ladung der Lysine am
Histonschwanz durch Acetylierung. HDACs werden ebenfalls von Transkriptionsfaktoren
rekrutiert und konnen so durch die Entfernung der neutralisierenden Acetylierung zur
Kondensation des Chromatins beitragen (Marks et al., 2004; Gregory et al., 2001).
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Deacetyliertes Chromatin: Acetyliertes Chromatin:
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Abb.1.4: Schematische Darstellung des Gleichgewichts zwischen HATs und
HDACs. Die N-terminalen Enden der Histone eines Nukleosoms stehen frei
zugdnglich aus dem Nukleosom hervor. Die Acetylierung bestimmter Lysinreste
fiihrt zu ,offenem* Chromatin, das den Zugang der Transkriptionsmaschinerie
erleichtert. Die Entfernung der Acetylreste durch HDACs fithrt wiederum zu
»Zeschlossenem™ Chromatin und transkriptioneller Inaktivitat.

1.4.3 HDACs und Gebarmutterhalskrebs

Storungen in der HAT- oder HDAC-Aktivitit sind mit der Entwicklung von Krebs
assoziiert (Wolffe et al., 2000; Mahlknecht and Hoelzer, 2000; Timmermann et al., 2001).
Gene, die fir HAT-Enzyme kodieren, sind in verschiedenen Krebsarten iiberexprimiert
und/oder mutiert (Marks et al., 2004). Ein Ungleichgewicht in der Histonacetylierung fiihrt zu
Verianderungen in der Chromatinstruktur und zur transkriptionellen Dysregulation von Genen,
die in der Zellzyklus-Kontrolle, Differentiation und/oder Apoptose eine entscheidende Rolle
spielen (Marks et al., 2004).

Nicht nur zelluldre Transkriptionsfaktoren konnen mit HAT und HDAC Molekiilen
interagieren, sondern auch virale Onkoproteine, wie E6 und E7 der ,high risk“ HPV (zur
Hausen, 2002; Schlegel et al., 1988). E6 kann durch die Bindung an p300 dessen intrinsische
HAT-Aktivitdt modulieren und dadurch indirekt die Transaktivierung von p53- und NF-xB-
abhingigen Promotorelementen herabsetzen (Patel et al., 1999). Das E7-Protein kann iiber ein
Briickenprotein (Mi2B) indirekt an den HDAC-Komplex binden (Brehm et al., 1999). Diese
Fahigkeit ermoglicht es E7, zelluldre Gene, die inkompatibel mit der Entwicklung von
zervikalem Krebs sind, zu inaktivieren.

Dariiber hinaus konkurriert E7 mit HDACs um die Bindung an pRB (Brehm et al.,
1999; Brehm et al., 1998). HDAC und RB bilden zusammen einen Repressorkomplex, der an
Promotoren von S-Phase-spezifischen Genen bindet und dabei die E2F vermittelte
Transkription hemmt. Dissoziation des Repressorkomplexes durch die Bindung von E7 an
pRB fiihrt zur Freisetzung von E2F (Brehm et al., 1999) und induziert die Transkription von

proliferationsfordernden Genen.
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1.4.4 HDAC Inhibitoren

Im Menschen wurden achtzehn HDACs identifiziert, die — anhand ihrer Homologie zu
HDAC S in Hefen, ihrer subzelluldren Lokalisation und ihrer enzymatischen Aktivitét - in vier
unterschiedliche Klassen eingeteilt sind. Klasse | HDACs sind Homolog zum Hefe RPD3
Protein, hauptsdchlich im Zellkern zu finden und zeigen ubiquitidre Expression in vielen
unterschiedlichen humanen Zelllinien und Geweben. HDACs der Klasse II teilen Homologien
mit dem Hdal Hefe-Protein und pendeln zwischen Zellkern und Zytoplasma. Klasse III
HDAC S hingegen unterscheiden sich strukturell wesentlich von den HDACs anderer Klassen
und werden im Kontext von HDAC Inhibitoren stets aufler Acht gelassen. Allein HDAC 11
ist als Klasse IV HDAC Kklassifiziert. Es weist zwar Ahnlichkeiten mit den katalytischen
Dominen der Klasse I und Klasse I Enzyme auf, diese ist aber zu gering fiir eine
Einordnung in eine dieser Klassen (Bolden et al., 2006; Minucci and Pelicci, 2006).

Die Féhigkeit strukturell diverser HDAC Inhibitoren die Aktivitit unterschiedlicher
HDAC Klassen spezifisch zu inhibieren, ist in Abb.1.5 dargestellt.

HDAC s zdhlen zu den vielversprechendsten Angriffszielen bei der Entwicklung neuer
Krebstherapeutika. Eine grofe Anzahl strukturell diverser HDAC Inhibitoren wurde aus
natiirlichen Quellen isoliert oder synthetisch hergestellt. Diese haben in den vergangenen
Jahren aufgrund ihrer Eigenschaft, Differenzierung, Wachstumsarrest und Apoptose in
verschiedenen Krebsarten zu induzieren, gro3e Aufmerksamkeit erlangt. Die gleichzeitig sehr
geringe Toxizitdt gegeniiber normalen Zellen hat zur Einflihrung dieser Substanzen in
Klinische Studien gefiihrt.

Bei der klassischen Suche nach Angriffszielen in der Krebstherapie kdmen HDACs
eigentlich nicht in Frage, denn theoretisch wiirde die HDAC Inhibition zu sehr unspezifischen
Effekten fiihren. Allerdings wurden HDAC Inhibitoren bereits eingesetzt bevor HDACs selbst
tiberhaupt entdeckt wurden (Minucci and Pelicci, 2006). Die krebshemmende Aktivitit von
Butyrat zum Beispiel wurde zunidchst seiner Eigenschaft zugeschrieben, Differenzierung zu
induzieren (Leder et al., 1975). Erst spiter wurde festgestellt, dass Butyrat Hyperacetylierung
der Histone induziert (Riggs et al., 1977) obwohl zu diesem Zeitpunkt noch nicht klar war,
dass HDACs die Zielmolekiile sind. Erst in den 1990ern wurde eine klare Verbindung
zwischen Hemmung von Tumorwachstum und Inhibition von HDAC Aktivitdt hergestellt
(Yoshida et al., 1990; Richon et al., 1998).
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Abb.1.5: HDAC Kilassen und ihre Inhibitoren. Dargestellt sind Klasse I
HDACs (1, 2, 3 und 8), Klasse Ila (4, 5, 7 und 9), Klasse IIb (6 und 10) und
HDAC 11 der Klasse IV. Die katalytischen Doménen der einzelnen Klassen sind
farbig markiert (griin fiir Klasse I, blau fiir Klasse II und tiirkis fiir Klasse I'V. Die
,»Coiled-coil“ Region ist braun gekennzeichnet. Orange stellt den Zink-Finger
dar. Die strukturell diversen HDAC Inhibitoren mit ihrer Eigenschaft spezifisch
bestimmte HDAC Klassen zu inhibieren sind ebenfalls eingezeichnet. (Bolden et
al., 2006)
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2. Zielsetzung

Humane Papillomviren, die eine kausale Rolle in der Entwicklung von
Zervixkarzinomen spielen (zur Hausen, 2002), haben verschiedene Strategien entwickelt, um
die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose zu verhindern, zum Beispiel in dem sie mit dem
TNFa Signalweg interferieren (Filippova et al., 2002; Finzer et al., 2002).

In vorhergehenden Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
HDAC Inhibitoren in Zervixkarzinomzellen den intrinsischen Weg der Apoptose induzierten,
wobei eine Beteiligung von Todesrezeptoren zweifelsfrei ausgeschlossen werden konnte. Der
Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials wurde begleitet von einer
zeitabhédngigen Degradation des Retinoblastomproteins pRB, was in der Freisetzung von
E2F-1 resultierte. Diese E2F-1 Freisetzung war abhédngig von der Expression des viralen
Onkoproteins E7 und fiihrte zu der Induktion des pro-apoptotischen p53-Homologs p73 und
schlieBlich zum intrinsischen Zelltod (Finzer et al., 2004; Finzer et al., 2001).

Ziel dieser Arbeit war es nun, in Zervixkarinomzellen den Einfluss von HDAC-
Inhibitoren auf die Todesrezeptor-induzierte Apoptose bei zusdtzlicher Stimulation dieser
Rezeptoren im Detail zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde die HPV 18-positive
Zervixkarzinomzellline HeLa als Modellsystem verwendet. Als HDAC-Inhibitor wurde
Natriumbutyrat ausgewaihlt.

In diesem Zusammenhang sollte die therapeutische Relevanz von HDAC-Inhibitoren

fiir einen moglichen Einsatz in der Behandlung von Zerixkarzinomen untersucht werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Acrylamid/bis-Acrylamid
Agarose
Ammoniumacetat
Ammoniumpersulfat
BenchMark™ (Proteinmarker)
Blue Dextran
Bovine-Serum-Albumine
Bradford-Reagenz
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Chloroform

Complete™ inhibitors
DEPC

Dithiotreitol (DTT)
DMEM

DMSO

DNA Markers
ECL-Reagenz
EDTA-Na,

Essigséure, p.a. (100%)
Ethanol p.a.
Fetales-Kélberserum
Formaldehyd
Glutardialdehyd, 37 %

Glyzerin p.a. 87 %

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biozym, Hess. Oldendorf
Fluka BioChemika
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco Life Technologies
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Gibco Life Technologies
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco Life Technologies
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Glycin

Isoamylalkohol
Kristallviolett
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol
Methanol, p.a.

Methanol, technisch
Natriumbutyrat

Nonidet™ P40, 10 %

PBS

Pefabloc SC™
Penicillin/Streptomycin
PolyFect™ Transfection Reagent
Ponceau S

2-Propanol, Isopropanol
RPMI

Salzsdure, konz. 37 %, p.a.
SDS

Sodium Orthovanadat (Na;VOy)
TEMED

TNFa

TNFa-Antikorper

Triton X-100™

Tris-Base

Tween 20™

Trypsin/EDTA-L6sung

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

BASF Ludwigshafen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco Life Technologies, Eggenstein
Roche Diagnostics, Mannheim
Gibco Life Technologies, Eggenstein
Quiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma, Deisendorf

Sigma, Deisendorf
Strathmann Biotech, Hannover
BD Biosciences Pharmingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gibco Life Technologies, Eggenstein
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3.1.2 Laborausstattung

Analytikwaage (2004 MP)

Waage (1216 MP)

Blotkammer (semi-dry; Hoefer, SemiPhor)
Centrifuge 2K15

Electrophoresekammer, horizontal
Electrophoresekammer, vertikal (Hoefer SE600)
Inkubator (fiir Zellkultur)

Mikroskop CK2

Minifuge

Mini-PROTAN II (Western Minigel)
Neubauer Zahlkammer

pH-meter Calimatic 765

Photometer Ultraspec 3000

Power supply EPS 600

Sonifier 250

Thermomixer 5436

Ultrazentrifuge Centricon T-1065

ReaktionsgefaB3-Mischer

3.1.3 Arbeitsmaterialien

Autoradiographie-Kassetten
Hyperfilm™ ECL
Zellkultur Flaschen

Zellkultur Platten

Eppendorf ReaktionsgefdBe (0,5 mL; 1,5 mL; 2 mL)

Filterpapier Whatman 3MM

Glaspipetten

Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Renner, Darmstadt
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Heraeus, Hanau

Olympus

Heraeus, Hanau

BioRad, Miinchen

Bender & Hobein, Bruchsal
Knick

Amersham-Pharmacia, Freiburg
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Branson/Heinemann, Schwébisch Gmiind
Eppendorf, Hamburg

Kontron, Miinchen

Heidoph, Rust

Sigma, Deisenhofen
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen

Eppendorf, Hamburg
Schleicher & Schiill, Dassel

Renner, Darmstadt



Materialien und Methoden

27

Kryordhrchen

Plastikkiivetten, 1 mL

Plastikspritzen, steril

PVDF Membrane (Immobilon P; 0,5 pm)
Sterilfilter, 0,2 um

Pipettenspitzen

3.1.4 Losungen

Blocking-Puffer (Western)

Puffer A (Kernextrakte)

Puffer B (Kernextrakte)

Puffer C (Kernextrakte)

DEPC H,0O

Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen

Becton Dickinson, Heidelberg
Millipore, Eschborn
Millipore, Eschborn

Steinbrenner, Heidelberg

TBS + 5 % Milch

10 mM HEPES, pH 7.9
10 mM KCI

0,1 mM EDTA, pH 8
0,1 mM EGTA, pH 8

10 mM Tris pH 7,5
7 M Harnstoff

20 mM EDTA, pH 8
1 % SDS

0,3 M Natriumacetat, pH 4,8

20 mM HEPES pH 7,9
0,4 M NaCl

1 mM EDTA, pH 8

1 mM EGTA, pH 7,9

0,1 % Diethylyrocarbonat
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Laemmli Puffer (10 x)

Pefabloc SC

PBS

Polyacrylamidgel: Sammelgel (4 %)

Polyacrylamidgel: Trenngel (7-15 %)

Ponceau-Rot-Losung

RIPA -Puffer

0,25 M Tris Base
1,9 M Glycin
1 % SDS

23,8 mg/ml (Stockldsung)

123 mM Natriumchlorid
7,6 mM di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
10 mM Kaliumdihydrogenphosphat pH 7,2-7,8

0,22 M Tris/HCI pH 68

0,1 % SDS

4 % Acrylamid/Bisacrylamid
0,5 % Ammoniumpersulfat

0,16 % TEMED

0,22 M Tris/HCI pH 6,8

0,1 % SDS

7-15 % Acrylamid/Bisacrylamid
0,5 % Ammoniumpersulfat

0,7 % TEMED

0,2 % Ponceau S

3 % Trichloressigsédure

10 mM Tris/HCI pH 8
150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % NP40

0,1 % SDS
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SSC (20 x)

TBE (10x)

TBS (1 x)

TBS-T (1 x)

TE (1 x)

TNFa

Towbin Puffer (10x)

3 M NaCl

0,3 M Tri-Natriumcitratdihydrat

0,9 M Tris Base
0,9 M Borsiure

0,02 M EDTA pH 8

20 mM Tris/HCI

137 mM NacCl
1 M HC1

pH 7,6

20 mM Tris/HC1
137 mM NacCl

1 M HCI

pH 7,6

0,01 % Tween 20

10 mM Tris-HCl1
1 mM EDTA pH 8,0

100 U/uL Stockldsung

10 pg (=10° U)

200 pL bidest. Wasser

9,8 mL DMEM (inklusive FKS)

Lagerung: -70°C

0,25 M Tris Base

1,9 M Glycin
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Transferpuffer (Western Blot) 1x Towbin Puffer
10 % Methanol
Proteinladepuffer (5x) 10 % SDS

0,02 % Bromphenolblau
12,5 % 2-Mercaptoethanol
0,3 M Tris/HCI pH 6,8

5 mM EDTA pH 8

50 % Glycerol

zur Losung auf 37 °C erhitzen

3.1.5 Antikdrper fur Western Blot

1. Antikorper Verdinnung 2. Antikorper Verdinnung
Actin; clone C4; mouse 1:200000 Anti-Mouse [gG-HRP; 1:5000
monoclonal; Code 691001; Lot# W402B 16066001
7010 F P
romega
ICN Biomedicals
Bcl-3 (C-14); sc-185; Lot# 1:1000 Anti Rabbit [gG-HRP; 1:5000
10805; rabbit polyclonal IgG V401B 14237031
Santa Cruz Biotechnology Promega
IkB-o/MAD-3 (C-21); sc-371; 1:1000 Anti Rabbit [gG-HRP; 1:5000
Lot# HO76; rabbit polyclonal V401B 14237031
IgG
Santa Cruz Biotechnology Promega
Caspase 8 (C-15) 1:10 Isotype specific IgG2b- 1:10000

Peter H. Krammer HRP; sc-2062; Lot #A279

Santa Cruz Biotechnology

c-FLIP (NF-6) 1:10 Isotype specific IgG1-HRP; 1:10000

Peter H. Krammer sc-2060; Lot#F252

Santa Cruz Biotechnology
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M2 PK; Lot#03; S-1; mouse 1:1000 Isotype specific [gG1-HRP; 1:10000
monoclonal IgG1; sc-2060; Lot#E3006

ScheBo Tech Santa Cruz Biotechnology

p21 anti Cip/WAF; Cat. 610234; 1:1000 Isotype specific [gG1-HRP; 1:10000
Lot#52561; mouse polyclonal sc-2060 Lot#E3006

Becton, Dickinson and Company Santa Cruz Biotechnology

p50 (E-10); sc-8418; Lot# 1:1000 Isotype specific [gG1-HRP; 1:10000
DO012; mouse monoclonal IgG1 sc-2060; Lot#E3006

Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz Biotechnology

p53 (DO-1); sc-126; Lot# 1:1000 Isotype specific IgG2a- 1:10000
J2804; mouse monoclonal HRP; sc-2970; Lot#H0504

IgG2a Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

p65 (F-06); sc-8008; Lot# D042; 1:1000 Isotype specific [gG1-HRP; 1:10000
mouse monoclonal IgG1 sc-2060; Lot#E3006

Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz Biotechnology

RB; Cat. 554136; Lot#52561; 1:1000 Isotype specific IgG1-HRP; 1:10000
mouse polyclonal sc-2060; Lot#E3006

Becton, Dickinson and Company Santa Cruz Biotechnology

SP-1 (PEP2) X; sc-59X; Lot# 1:5000 Anti Rabbit [gG-HRP; 1:5000

J238; rabbit polyclonal

Santa Cruz Biotechnology

V401B 14237031

Promega

3.1.6 Enzyme

DNA-Polymerase I ( Klenow-Fragment)

Superscript II Reverse Transcriptase™

T4 DNA-Polynukleotidkinase
Tag DNA-Polymerase

3.1.7 GroRRen-Marker

Protein-Standard Benchmark™

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe
New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen, Karlsruhe

MBI Fermentas, Vilnius

DNA-Standard GeneRuler™ 100 bp DNA-Ladder MBI Fermentas, Vilnius

DNA-Ladepuffer 6x Loading Dye Solution

Gibco, Eggenstein
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3.1.8 Kits

Effectene™ Transfection Reagent Qiagen, Hilden
HexalLabel Plus™ DNA Labeling Kit MBI Fermentas, Vilnius
HiPerFect™ Transfection Reagent Qiagen, Hilden
QIAquick™ Gel extraction Kit Qiagen, Hilden

3.1.9 Plasmid

Das FLAG-c-FLIP; Plasmid stammt von David Huang (WEHI, Melburne, Australien) und
Carsten Scaffidi (Scaffidi et al., 1997).

3.1.10 Zellen
Zell-Linie

Charakteristika

HeLa

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV 18-positiv (ca. 50 Kopien pro Zelle)

In vivo Phénotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Mause
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Boshart et al., 1984; Schwarz et al., 1985)

444

HeLa-Fibroblasten- Hybridzell-Linie

Viraler Status: HPV 18-positiv

In vivo Phanotyp: nicht-tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Mause
Karyotyp: tetraploid

Referenz: (Stanbridge, 1988)

CGL3

HeLa-Fibroblasten- Hybridzell-Linie (Segreganten von 444)
Viraler Status: HPV 18-positiv

In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Mause
Karyotyp: tetraploid

Referenz: (Stanbridge, 1988)

C41

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV 18-positiv (1 Kopie pro Zelle)

In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Méuse
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (AUERSPERG and HAWRYLUK, 1962)
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SW756

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV 18-positiv (ca. 15-20 Kopien pro Zelle)
In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Méuse
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Freedman et al., 1982)

SiHa

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV 16-positiv (ca. 1-2 Kopien pro Zelle)

In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Méuse
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Baker et al., 1987)

CaSki

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV16-positiv (ca. 500 Kopien pro Zelle)

In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Méuse
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Baker et al., 1987)

C33a

Spezies: human/ weiblich/ adult

Gewebe: Zervix/ Adenokarzinom

Viraler Status: HPV negativ

In vivo Phanotyp: tumorigen bei s.c. Injektion in nu/nu Méuse
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Yee et al., 1985)

H1299

Spezies: human/ ménnlich/ adult
Gewebe: Lunge/ NSCL-Karzinom
Viraler Status: HPV negativ
Referenz: (Giaccone et al., 1992)

U208

Spezies: human/ weiblich/ adult
Gewebe: Knochen/ Osteosarkom
Viraler Status: HPV negativ
Karyotyp: aneuploid

Referenz: (Heldin et al., 1986)
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3.1.11 Reagenzien und Medien fur die Zellkultur

CD95L
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)

Fetales Kélberserum (FKS)
Geneticin (G418)

MG132

Natriumbutyrat

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Puromycin
Trypanblau
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa)

TNF-a neutralisierender Antikdrper

TRAIL
Trichostatin A (TSA)

FEinfriermedium

Trypanblau-Losung

Alexis Biochemicals
Merck, Darmstadt
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Eggenstein
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Strathmann Biotec AG
BD Biosciences Pharmingen
(Keogh et al., 2000)
Sigma, Deisenhofen

10 % DMSO

30 % FKS

60 % DMEM

sterilfiltriert durch 0,22 um Filter

0,25 % Trypanblau in PBS
sterilfiltriert durch 0,22 um Filter
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3.1.12 Nukleotide und Oligonukleotide

[a-**P] dCTP (10mCi/mL)
[y-*P] dATP (10mCi/mL)
Desoxy-Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dCTP)

Amersham-Pharmacia, Braunschweig
Amersham-Pharmacia, Braunschweig

Roche Diagnostics, Mannheim

. Annealing- PCR-
Gen Primer-Sequenz
Temperatur Zyklen
vorwirts: 5'-TACATGGGCCGAGGCAAGATAA-3’
c-FLIP | . . 65 °C 30
riickwirts: 5"-ATAGCCCAGGGAAGTGAAGGTGTC-3’
-FLIP vorwirts: 5'-ACCCTCACCTTGTTTCGGACTAT-3" 65 °C 30
* | riickwirts: 5'-CCAAGAATTTTCAGATCAGGACAA-3’
50 vorwirts: 5'-CTGGAAGCACGAATGACAGA-3’ 58 °C 30
P rickwirts: 5'-TTTCAAGTTGGATGCATTGG-3"
65 vorwirts: 5'-CGACCTGAATGCTGTGCGGC-3" 66 °C 30
P rickwirts: 5°-GATCTCATCCCCACCGAGGC-3"
vorwiérts: 5'-TGGATATTGTTGCCATCAATGACC-3"
GAPDH 65 °C 20

riickwirts: 5'-GATGGCATGGACTGTGGTCATG-3"
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3.2. Methoden

3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die verschiedenen humanen Zelllinien wurden als adhidrent wachsende Kulturen in
Zellkulturflaschen aus Kunststoff bei 37 °C und 5 % CO; in einem Brutschrank bei 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Als Kulturmedium diente DMEM (,,Dulbecco’s modified Eagle
Medium*), dem 10 % fetales Kailberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin zugesetzt wurden. Vor Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurde die Kultur
routineméBig geteilt. Dazu wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA-
Losung bei 37 °C inkubiert, bis die Zellen sich makroskopisch ablosten. Die Trypsinierung

wurde mit Kulturmedium gestoppt und die Zellsuspension 1:3 bis 1:30 verdiinnt ausgesét.

3.2.1.1 Kryokonservierung von Saugerzellen

Um humane Zelllinien dauerhaft zu lagern, wurde eine subkonfluente Kultur
trypsiniert, die Zellen fiir 5 min bei 1.500 rpm und 4 °C (Varifuge RF) sedimentiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen in Einfriermedium (DMEM, 30 %
FKS, 10 % DMSO) resuspendiert (1x10° Zellen/mL). In KryogefiBe aliquotiert, wurde die
Suspension erst langsam auf -70 °C gekiihlt und schlieflich in fliissigem Stickstoff bei
-190 °C dauerhaft gelagert.

Zur Wiederaufnahme der Kultivierung wurden die gefrorenen Rohrchen direkt in
einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. AnschlieBend wurde das DMSO-haltige
Einfriermedium entfernt, indem die Suspension in 10 mL DMEM aufgenommen und die
Zellen fiir 5 min bei 1.500 rpm und 4 °C (Varifuge RF) sedimentiert wurden. Nach dem
Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert und
in einer Kulturflasche (25 cm’) ausgesit. Einen Tag spiter erfolgte routinemiBig ein

Mediumwechsel.

3.2.1.2 Aussaat von Saugerzellen flr Experimente

Zum Aussden der humanen Zelllinien fiir Experimente am darauf folgenden Tag
wurde eine Probe einer subkonfluenten Stammkultur nach Trypsinierung mit Trypanblau
(50 % Zellsuspension/ 50 % Trypanblaulosung) angefarbt und ihre Konzentration mittels
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dafiir wurden vier Groquadrate ausgezdhlt und an Hand
des Durchschnittswertes die Zelldichte berechnet: (durchschnittliche Zellzahl/GroBBquadrat) x
Verdiinnungsfaktor x 10* x mL™ = Zelldichte (Zellzahl/mL). Anhand der Berechnung wurde
die Zellsuspension in Kulturmedium verdiinnt und in Schalen geeigneter Grofle ausgesit.
Dabei wurde die Zelldichte in allen Versuchen konstant gehalten. Sie betrug abhingig von
GroBe und Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen 0,25 - 0,5 x 10° Zellen/cm®.
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3.2.2 Transfektion von Saugerzellen

Die Transfektion humaner Zelllinien mit Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des
Transfektions-Reagenz Effectene™ (Qiagen) nach Vorgaben des Herstellers vorgenommen.
Die Wirkung des nicht-liposomalen Reagenz basiert auf der Ausbildung von Micellen-
Strukturen, die negativ geladene DNA-Molekiile einschlieBen und damit deren Eintritt in die

Zellen unterstiitzen.

3.2.2.1 Stabile Transfektion und klonale Selektion

Zur Generierung stabil transfizierter Zelllinien wurden 60-70 % konfluente Kulturen
in 6 cm Schalen mit dem Transfektions-Reagenz Effectene™ (Qiagen) transfiziert. Am
folgenden Tag wurden die Zellen zur Selektion in eine 250 ml Flasche umgesetzt und dem
Kulturmedium 1,0 mg/ml G418 oder 1,0 ug/ml Puromycin zugefiigt. Wahrend des etwa 8-14
Tage dauernden Selektionsprozesses wurden abgestorbene Zellen nach jeweils 1-2 Tagen
durch Waschen mit PBS und Erneuern des Kulturmediums entfernt und die iiberlebenden
Zellen nach 3-4 Tagen neu ausgesit. Klonale Zelllinien wurden generiert, indem die Zellen
nach Durchlaufen der Selektion in absteigender Verdiinnungsreihe in 96-Loch-Platten

ausgesit und auf einzelnen Zellen basierende Kolonien vermehrt wurden.

3.2.3 Praparation und Analyse von Proteinen
3.2.3.1 Kern-Cytoplasma-Trennung

Mittels Kern-Cytoplasma-Trennung wurden aus Sdugerzellen cytoplasmatische bzw.
Kernproteine extrahiert (Schreiber et al., 1989). 90-100 % konfluente Zellen wurden in einer
10 cm Kulturschale zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen, um das Kulturmedium und
abgestorbene Zellen moglichst vollstindig zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen auf
Eis mit 1,6 mL hypotonischem Puffer A, inklusive frisch zugegebener Inhibitoren (Tabelle
3.1), versetzt und mit dem Zellschaber von der Kulturschale abgelost. Die entstandene
Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt und zum hypotonen Anschwellen der
Zellen 15 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 0,05 % (w/v) des nicht-ionschen
Detergenz NP40 (Nonidet™ P40) und Mischen auf dem Reaktionsgefda3-Mischer fiir 10 sec
wurde die Plasmamembran der Zellen lysiert und das Cytoplasma freigesetzt. Nach
Zentrifugation fir 1 min bei 14.000 rpm (2K15, Sigma) und 4 °C befanden sich die
cytoplasmatischen Proteine im Uberstand, wihrend das Sediment die intakten Kerne enthielt.

Fiir die Hochsalz-Extraktion der Kernproteine wurde das Sediment in 200 pl eiskaltem
Puffer C, ebenfalls frisch zugegebener Inhibitoren, resuspendiert und fiir 15 min auf Eis
gestellt. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 14.000 rpm (2K15, Sigma) bei 4 °C wurde der

Uberstand mit den geldsten Kernproteinen abgenommen und aliquotiert bei -70 °C gelagert.
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Substanz Funktion Finale Konzentration
DTT Reduktionsmittel 1 mM
PefablocSC Serinprotease-Inhibitor 0,5 mg/mL
Eo64 Cysteinprotease-Inhibitor 5 ug/mL
NaF Phosphatase-Inhibitor 1 mM
NazVO, Phosphatase-Inhibitor 0,2 mM

Tabelle 3.1: Inhibitoren fur die Kern-Cytoplasma-Trennung
DTT, Protease- und Phosphatase-Inhibitoren wurden den Puffern A

und C vor Gebrauch frisch zugesetzt.

3.2.3.2 Gesamtproteinextrakt (RIPA)

Bei der RIPA-Extraktion werden die gesamten Proteine der Zelle aus dem
Cytoplasma, sowie aus dem Kern extrahiert. Der RIPA-Puffer (Klotz et al., 1999) enthélt das
Detergenz SDS, das alle Kompartimente der eukaryotischen Zelle lysiert, wodurch die
gesamten Proteine extrahiert werden.

Zur Gesamtproteinextraktion wurden die 90-100 % konfluenten Zellen auf Eis gestellt,
das Medium abgezogen und verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit PBS
gewaschen und das PBS restlos entfernt. 500 ul RIPA-Puffer wurde auf die Zellen gegeben,
fiir 2-5 min auf Eis inkubiert und mit einem Schaber anschlieBend abgeldst. Die Zellen
wurden in 15 ml Reaktionsgefdfe iiberfiihrt und sonifiziert (Duty-cycle 50%, Level 5), um die
hochmolekulare DNA zu scheren. Nachdem die Suspension 30 min auf Eis inkubiert hatte,
wurde bei 14000 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert, um die Proteine von den Zelltrimmern
zu trennen. Die Konzentration der Proteine wurde iliber den Bradford-Assay (BioRad)
bestimmt. AnschlieBend konnte die Proteinldosung bis zur Analyse bei —70 °C gelagert

werden.

3.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay

Der Bradford-Assay beruht auf der Anfarbung der Proteine durch den Farbstoff
Coomassie Brilliantblau G 250. Beim Kontakt von Proteinen mit dem Farbstoff kommt es zu
einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu 595 nm, da die anionische Sulfonatform
des Reagenz in einem Proteinkomplex stabilisiert wird. Die Bindung erfolgt an kationische
und exponierte hydrophobe Seitenketten des Proteins.

Parallel zur Probenmessung wurde eine Eichgerade mit den Konzentrationen 2, 4, 6, 8§,
10 und 12 pg BSA/ml erstellt.

Zu 800 pl Wasser wurden 200 pl Bradford-Reagenz hinzugegeben, vermischt und bei
Raumtemperatur die Absorption bei 595 nm gegen Wasser als Leerwert gemessen. Von der
zu bestimmenden Proteinldsung wurden 2 pl zu 798 ul H,O und 200 pl Bradford-Reagenz

zugegeben.
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3.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt die Proteine in
Gegenwart eines Uberschusses von Natriumdodecylsulfat (SDS) in einer neutralen Gelmatrix
aus Polyacrylamid elektrophoretisch auf. Hier wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) verwendet, bei der die Proben zunichst in einem Sammelgel konzentriert
und dann in einem Trenngel separiert werden.

Das negativ geladene Detergenz SDS lagert sich in konstantem Gewichtsverhéltnis an
hydrophobe Regionen der Aminosdurereste an. Dies kompensiert deren positive Ladungen
und es kommt zur Denaturierung und Solubilisierung der Proteine. Diese wandern in
Abhingigkeit ihres Molekulargewichts, unabhéngig von ihrem nativen Ladungszustand, mehr
oder weniger schnell zur Anode und werden dabei aufgetrennt. Das polymere Netz wirkt wie
ein Molekularsieb, dessen MaschengroBe von der Acrylamid-Konzentration des Gels
bestimmt wird.

Um eine optimale Auftrennung zu erreichen, kann der Anteil des Polyacrylamids im
Trenngel von 7 bis 15 % variieren.

Fiir die Analyse wurde das Volumen aller Proben mit H,O bidest. angeglichen, mit
SDS-Ladepuffer versetzt und im Thermomixer fiir 5 min auf 99 °C erhitzt. Nach kurzem
Abkiihlen wurden sie fiir 30 sec bei 13.000 rpm (Biofuge pico) zentrifugiert und in die
Taschen des Gels geladen. Die Elektrophorese wurde zundchst bei einer konstanten
Stromstirke gestartet, bis die Bromphenolblau-Farbstoftbande das Trenngel erreicht hatte.
Danach wurde die Stromstirke erhoht. Dabei betrug die Stromstdrke bei kleinen Gelen 15
bzw. 30 mA, bei groBen Gelen mit bis zu 20 Spuren 25 bzw. 50 mA. Fiir die spétere
GroBenbestimmung der aufgetrennten Proteine wurden farbstoffgekoppelte Proteine als

GroBenstandards (Benchmark™) verwendet.

3.2.3.5 Western Blot Transfer

Beim Western Blot Transfer wurden die aufgetrennten Proteine aus dem SDS-
Polyacrylamidgel auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran) iibertragen.
Hierbei blieb das Trennmuster der Proteine erhalten, so dass diese mittels spezifischer
Antikorper nachgewiesen werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Western-blof3 Transfer ,,Semi-Dry* (Towbin et
al., 1979; Gallagher et al., 2004) verwendet. Dabei wurde das Gel nach der Elektrophorese
zwischen Lagen von Filterpapier (3MM, Whatman) gelegt, die mit Tobwin-Puffer getrinkt
waren und wihrend des Transfers als lonenreservoir dienten. Die PVDF-Membran wurde
nach Aktivierung in 100 % Methanol in H,O bidest. gewaschen und fiir 15 min in Towbin-
Puffer dquilibriert. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte in einer
Western Blot Kammer (SemiPhor, Amersham-Pharmacia) zwischen zwei Plattenelektroden.
Der Aufbau des Blots erfolgte von oben nach unten wie folgt: Kathode, 9x Filterpapier
(Whatman 3MM), PVDF-Membran, Polyacrylamid-Gel, 9x Filterpapier (Whatman 3MM)
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und Anode. Die Transferbedingungen fiir Proteine von 20-70 kDa Grofe lagen bei 1,2 mA

pro cm® Membran fiir 70 min bei 4 °C.

3.2.3.6 Ponceaurot-Farbung

Zur Uberpriifung von Qualitit und Quantitit des Western Blot-Transfers wurden die
Proteine auf der Membran optional durch Farbung mit Ponceaurot sichtbar gemacht. Dieser
Farbstoff bindet reversibel an Proteine. Die Membran wurde fiir 1 min bei RT in Ponceaurot-
Férbelosung geschwenkt und anschlieend in H,O bidest. langsam wieder entfarbt. Nach der

kompletten Entfarbung wurde die Membran in TBS-T bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.3.7 Immunodetektion und ,,Enhanced Chemoluminescence* (ECL)

Die indirekte Nachweismethode (Schneppenheim et al., 1991) basiert auf der
Verwendung von zwei Antikorpern. Der erste erkennt spezifisch das Protein und wird
seinerseits von einem zweiten, spezies-spezifischen Antikdrper erkannt, der mit
Meerrettichperoxidase  konjugiert ist. Dieses Enzym katalysiert zusammen mit
Wasserstoffperoxid die Oxidation des Substrates Luminol. Das so gebildete Dioxetan ist
instabil und zerfdllt. Das dabei emittierte Licht wird als verstirkte Chemolumineszenz
(,,enhanced chemoluminescence*, ECL) mittels Autoradiographie nachgewiesen.

Um unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-Membran zu maskieren, wurde diese
fiir 1 h bei RT in TBS-T mit 5 % Magermilch blockiert. AnschlieBend wurde die Membran
mit dem ersten Antikorper (in TBS-T 5 % Magermilch) in Folie eingeschweifit auf einem
Drehschiittler (Rotamax 120) tliber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag wurden
iberschiissige Antikorper durch Waschen mit TBS-T entfernt. Die Inkubation der Membran
mit dem zweiten Antikorper in TBS-T mit 5 % Magermilch erfolgte auf einem Drehschiittler
fiir 1 h bei RT.

Der Nachweis des Zweit-Antikorpers erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems der Firma
NEN Life Science Products Inc. Dafiir wurde die mit TBS-T gewaschene Membran nochmals
mit TBS gewaschen und fiir 1 min bei RT mit einem Mix aus 50 % ECL-Reagenz I und 50 %
ECL-Reagenz II inkubiert und die Chemolumineszenz durch Autoradiographie detektiert. Der
Rontgenfilm wurde dabei fiir wenige Sekunden bis Minuten in einer Autoradiographie-
Kassette bei Raumtemperatur exponiert und maschinell (CURIX 60, Agfa) entwickelt.

Als Kontrolle fiir gleichmiBige Beladung und Transfer des Gels wurde bei jedem

Experiment stets zusétzlich Actin nachgewiesen.

3.2.3.8 ,,Stripping*“ und Lagerung der PVDF-Membran

Zur Detektion verschiedener Proteine auf einer Membran wurden die gebundenen
Antikorper durch ,,stripping® mit Natronlauge von den Proteinen abgespalten, wobei die
Epitope der Proteine fiir eine erneute Antikdrperbindung erhalten blieben. Die PVDF-
Membran wurde zuerst jeweils fiir 5 min in TBS und H,O bidest. gewaschen, um dann die
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gebundenen Antikorper durch Schwenken fiir Smin in 0,2M NaOH abzuspalten.
AnschlieBend wurde die Membran wieder flir 5 min in H,O bidest. und danach in TBS
gewaschen. Nach dem ,,stripping* wurde die Membran erneut blockiert und mit einem

anderen Erst-Antikérper inkubiert.

3.2.4 Praparation und Analyse von Nukleinsduren

3.2.4.1 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde spektrophotometrisch (Ultrospec III)
durch Messung der Absorption bei 260 nm Wellenldnge (Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren) bestimmt. Hierfiir wurde die DNA- oder RNA-Ldsung mit H,O bidest.
verdiinnt in einer Quarzkiivette gegen einen Nullwert mit H,O bidest. gemessen. Die
Extinktion von 1,0 entspricht bei ds DNA einer Konzentration von 50 pg/ml, bei ss DNA
40 pg/ml, bei DNA-Oligonukleotiden 33 pg/mL und bei RNA 40 pg/ml (Sambrook and
Gething, 1989).

Um den Reinheitsgrad der Nukleinsidure-Losung zu ermitteln, wurden die Proben auch
bei 280nm Wellenlinge (Absorptionsmaximum von Proteinen und aromatischen
Verbindungen) vermessen. Der Quotient beider Wellenldngen (OD 260 nm/ OD 280 nm)
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

3.2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur elektrophoretischen Auftrennung und
Analyse von Nukleinsduren eingesetzt. Da diese auf Grund ihrer Phosphat-Reste bei allen pH-
Werten negativ geladen sind, wandern sie in der neutralen Gelmatrix aus Agarose in
Abhingigkeit ihrer Grofe zur Anode. Um den Auftrennungsgrad von hoch- bzw. nieder-
molekularen Nukleinsduremolekiilen zu optimieren, wurde dabei die Agarosekonzentration
von 1 bis 2 % (w/v) variiert.

Die Nukleinsduremolekiile wurden schlieBlich unter Verwendung des interkalierenden
Fluoreszenz-Farbstoffes Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert.

Zur Herstellung eines horizontalen, nativen DNA-Gels wurde Agarose mit 1x TAE-
Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und nach Abkiihlen auf etwa 60 °C 0,5 ug/ml
Ethidiumbromid zugegeben. Die Losung wurde zum Erkalten in den vorbereiteten
Gelschlitten gegossen und anschlieend mit 1x TAE-Puffer aufgefiillt.

Die Elektrophorese von RNA erfolgte im Gegensatz zur DNA unter denaturierenden
Bedingungen in 1x MOPS-Puffer in 1 % (w/v) Agarosegelen. Um eine Kontamination mit
RNasen und den damit verbundenen Abbau der RNA zu vermeiden, wurde die Gelapparatur
mitsamt des Gelschlittens und der Kdmme mit NaOH vorbehandelt. Die Proben wurden mit
1x DNA-/RNA-Ladepuffer versetzt. Die Denaturierung der RNA erfolgte durch Erhitzen auf
65 °C fiir 10 min. Als GroBen-Standard wurde fir DNA eine 100 bp Fragment-Leiter
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(GeneRuler™ 100 bp Ladder) verwendet. Bei RNA-Gelen wurden die Banden der
ribosomalen 18S und 28S RNA fiir den GroBenvergleich herangezogen. Die Agarosegele
wurden routineméfig bei konstanter Spannung von 5-8 V/cm gefahren. Das Trennmuster
wurde unter UV-Licht (A = 254 nm) auf einem Transilluminator visualisiert und zur

Dokumentation fotografiert.

3.2.4.3 RNA-Extraktion aus eukaryotischen Zellen

Die Prédparation von RNA aus eukaryotischen Zellen wurde mit dem TRIZOL
Reagenz (Gibco, Life Technologies) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Hierzu wurden 5-10 x 10° Zellen pelletiert (5 min, 1500 rpm), der Uberstand
verworfen und das Pellet in 1ml TRIZOL Reagenz aufgenommen. Nach 5 min
Inkubationszeit bei RT erfolgte die Zugabe von 200 ul Chloroform. Die Probe wurde kréiftig
vermischt, 5 min bei RT inkubiert und anschlieBend 15 min bei 4 °C und 13000 rpm
abzentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefdl tiberfiihrt und
die RNA durch die Zugabe von 500 pl Isopropanol prizipitiert. Nach 10 min wurde die Probe
fiir weitere 10 min bei 4 °C und 13000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde anschliefend
mit 75 % Ethanol gewaschen und nochmals 10 min bei 4 °C und 13000 rpm abzentrifugiert.
Nach dem Trocknen bei RT wurde das Pellet in 50 ul DEPC-Wasser aufgenommen.
Anschlieend wurde die Konzentration der isolierten RNA photometrisch bestimmt (O.D. bei
260 nm).

Alternativ. wurde RNA mit Hilfe des RNeasy Kit (Qiagen) nach Vorgaben des

Herstellers isoliert.

3.2.5 Northern Blot Analyse
Bei der Northern Blot Analyse (Southern, 1975) wird RNA durch Agarose-

Gelelektrophorese nach ihrer GroBe getrennt und durch Kapillartransfer auf eine
Nylonmembran iibertragen. Der qualitative sowie quantitative Nachweis von RNA wird
anschlieBend durch Hybridisierung der Membran mit [**P]-markierten DNA-Sonden und
Autoradiographie durchgefiihrt.

Die Nylonmembran (GeneScreen Plus) wurde zundchst fiir 1 min in H,O bidest.
aktiviert und anschlieBend zusammen mit dem Gel fiir 15 min in 20x SSC-Puffer dquilibriert.
Der Transfer-Aufbau erfolgte von unten nach oben: 1x Stapel Papiertiicher, 4x Filterpapiere
(Whatman 3MM) mit 20x SSC befeuchtet und die &dquilibrierte Nylonmembran. Auf die
Membran wurde das Agarose-Gel luftblasenfrei aufgelegt. Um ein Austrocknen des Gels
wihrend des Transfers zu vermeiden wurde der gesamte Aufbau in Frischhaltefolie verpackt
und anschlieBend mit einer Glasplatte und einem Gewicht beschwert. Durch die

Kapillarwirkung des Puffers wurde die DNA iiber Nacht auf die Nylonmembran transferiert.
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Am néchsten Tag wurde die Membran 5 min in 2x SSC gewaschen, bei RT getrocknet und
entweder bei 4 °C gelagert oder direkt fiir die Hybridisierung verwendet.
3.2.5.1 Hybridisierung von Nukleinsauren

Der qualitative und quantitative Nachweis der RNA erfolgte durch Hybridisierung mit
einer komplementdren radioaktiv-markierten DNA-Sonde. Die Markierung der als Sonde
verwendeten DNA-Fragmente mit [*°P] wurde mit Hilfe des HexaLabel Plus™ DNA
Labeling Kit (MBI Fermentas) nach dem Prinzip des ,,random priming*“ (Feinberg and
Vogelstein, 1983) vorgenommen. Diese Methode verwendet Zufalls-Hexanucleotid-Primer
(,yrandom primer*) als Startstellen. Die DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) wurde zur
Synthese der komplementiren mit [a-*P] dCTP markierten DNA-Stringe eingesetzt, die

schlieBlich als Sonde fiir die Hybridisierung verwendet wurden.

3.2.5.2 Radioaktive Markierung der Hybridisierungssonde

Als Hybridisierungssonde wurden linearisierte Plasmide bzw. durch Insert-Excision
gewonnene cDNAs verwendet. Fiir die Markierung wurden 50-100 ng des gereinigten DNA-
Fragmentes fiir 5 min bei 99 °C im Themomixer denaturiert und auf Eis gestellt. Nach Zugabe
von 1x Reaktionspuffer, einem Mix aus drei unmarkierten dNTPs (dATP, dGTP und dTTP),
25 uCi [a-*P] dCTP und 1 U Klenow-Fragment, wurde die Probe fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert und die Polymerase-Reaktion mit 1x Vol. 2x TNE-Puffer gestoppt. Abschlielend
wurde die markierte Sonde iiber eine Chromatographie-Sédule (MicroSpin G25) von Salzen

und iiberschiissigen Nukleotiden befreit.

3.2.5.3 Hybridisierung der Membran

Freie Bindungsstellen wurden unspezifisch mit tRNA gesittigt, indem die Membranen
vor Zugabe der radioaktiv markierten Sonde mit 10 ml Hybridisierungspuffer pro Rohre fiir
2-4 h bei 42 °C préinkubiert wurden. Die Sonde wurde fiir 5 min bei 99 °C denaturiert,
1-2 min auf Eis gestellt und nach der Prihybridisierung direkt zum Hybridisierungspuffer
hinzugegeben. Die Membran wurde unter Rollen fiir 24-48 h bei 42 °C (Hybrid Mini 38)
inkubiert. Anschlieend wurde unspezifisch gebundene DNA durch mehrmaliges stringentes
Waschen bei 68 °C mit Hybridisierungswaschpuffer entfernt, die Membran auf Filterpapier
(3MM Whatman) getrocknet und in Frischhaltefolie verpackt. Nach dem Waschen wurde die
hybridisierte RNA durch Autoradiographie visualisiert. Die Rontgenfilme wurden dabei fiir
wenige Stunden bis einige Tage in einer Metallkassette bei -70 °C exponiert und anschlieend

entwickelt.

3.2.6 Semiquantitative RT-PCR Analyse

Die Reverse Transkriptions Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde zum semi-

quantitativen Nachweis von mRNA eingesetzt. Die Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-
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abhingige DNA-Polymerase, schreibt dabei die RNA in komplementire cDNA um, welche
quantitativ das urspriingliche Expressionsmuster widerspiegelt. Nach Amplifikation der
cDNA durch semiquantitative PCR und Analyse mittels Agarose-Gelelektrophorese wurden
Riickschliisse auf die Menge der mRNA-Spezies gezogen.

3.2.6.1 Reverse Transkription von RNA

Zur Synthese von cDNA auf Basis von cytoplasmatischer RNA wurde die Reverse
Transkriptase Superscript II (RNAse H-) verwendet. Als Initiationsstellen fiir die Polymerase-
Reaktion dienten Oligo-dT-Primer, mit einer Kettenlinge von 22 Nukleotiden ( dTy;). Fiir die
Reaktion wurden 2 pg RNA mit 20 mM Oligo-dT-Primer fiir 10 min bei 70 °C angelagert.
Nachdem die Proben zusammen mit RT-Puffer, 10 mM DTT und 10 mM dNTP-Mix (Roche)
fiir 10 min bei 25 °C inkubiert wurden, erfolgte die Polymerase-Reaktion nach Zugabe von
100 U Superscript II fiir 50 min bei 42 °C sowie fiir weitere 15 min bei 70 °C.

3.2.6.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,,polymerase chain reaction, PCR) erméglicht die
spezifische exponentielle Amplifikation einer definierten von zwei Oligonukleotid-Primern
begrenzten DNA-Sequenz (Mullis et al., 1992). In Kombination mit der RT-Reaktion wurde
die PCR zum semiquantitativen Nachweis von mRNA verwendet.

Fiir den Reaktionsansatz wurden 1 pl der 20 pl RT-Reaktion, je 0,25 mM dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, je 400 mM Vorwirts-/Riickwarts-Primer, PCR-Puffer und 0,5 U Tag-
Polymerase in 50 pl Volumen eingesetzt. Die PCR wurde in 0,5 ml Reaktionsgefiflen in
einem PTC-200 Thermocycler durchgefiihrt. Zunidchst wurde die cDNA fiir 4 min bei 94 °C
denaturiert. Darauf folgte ein dreistufiger Zyklus, der 20 bis 30 mal wiederholt wurde: im
ersten Schritt wurde die Matrize erneut fiir 30 sec denaturiert, im zweiten erfolgte die
Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer bei der jeweils optimalen Temperatur, im dritten
die Polymerasereaktion fiir 45 sec bei 72 °C. Die abschlieBende Inkubation fiir 10 min bei
72 °C sollte sicherstellen, dass die PCR-Produkte vervollstindigt wurden, bevor die Reaktion
beendet und die Proben schlieBlich auf 4 °C abgekiihlt wurden. Die detaillierten
Bedingungen, Primer-Sequenzen und Zyklenzahlen sind unter 3.1.12 aufgelistet. Die Analyse
der Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Bei jedem Experiment wurde stets eine GAPDH-Kontrolle durchgefiihrt, um die

gleichbleibende Konzentration der verwendeten cDNA in allen Proben nachzuweisen.

3.2.7 RNA-Interferenz (RNAI)

Die RNA-Interferenz beruht darauf, dass nach endogener Produktion oder kiinstlicher
Einfilhrung von doppelstrangigen, kleinen RNA-Oligonukleotiden (small interfering RNA,
siRNA) die mRNA, die zur siRNA-Sequenz komplementir ist, gezielt abgebaut und somit die
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Synthese des entsprechenden Proteins verhindert wird (Elbashir et al., 2001;Meister and
Tuschl, 2004). Physiologisch dient dieser post-transkriptionelle Mechanismus der Abwehr
artfremder Gene, etwa zur Zerstorung des Genoms von RNA-Viren (Ruiz et al., 1998). Die
Synthese der gegen die humane NFKBI1-, sowie gegen die Luciferase-mRNA gerichteten
RNA-Oligonukleotide (siRNA SMART pool) wurde von Dharmacon Inc. (Chicago, USA)
vorgenommen. Die Transfektion der siRNAs in HeLa wurde mittels Qiagen HiPerFect™
Transfection Reagent durchgefiihrt.

Hierzu wurden pro Ansatz 2x10° Zellen in 6 ml DMEM-Medium - inklusive 10 %
FKS und 1 % Penizillin/Streptomycin - aufgenommen und in eine 10 cm Schale gegeben.
AnschlieBend wurde der Komplex aus siRNA und Transfektions-Reagenz angesetzt, indem
1 ml DMEM - ohne FKS und Antibiotikum -, 75 nM siRNA und 40 ul HiPerFect™ Reagenz
vermischt wurden. Nach 10 min bei RT wurde der Komplex fiir 24 h auf die Zellen gegeben.
Im Anschluss wurden die Zellen 1:4 gesplittet und 24-48 h spater RNA und Protein isoliert.

3.2.8 Analyse von Protein/DNA-Komplexen

3.2.8.1 Gel-Retentionsanalyse (EMSA)

Mit Hilfe der Gel-Retardationsanalyse (EMSA, ,.,electrophoretic mobility shift assay*)
wurde die Interaktion zwischen Proteinen und DNA-Molekiilen elektrophoretisch untersucht
und charakterisiert. Das Prinzip beruht auf einem Vergleich der elektrophoretischen Mobilitét
eines proteinfreien DNA-Fragmentes mit der eines DNA/Protein-Komplexes. Die
Komplexierung mit einem Protein verlangsamt die Wanderungsgeschwindigkeit (Retardation)
eines DNA-Fragmentes im nativen Polyacrylamidgel (PAGE), da der gebildete DNA/Protein-
Komplex groBer ist als das proteinfreie DNA-Fragment. Unter Verwendung radioaktiv
markierter Oligonukleotide wurde das entstechende Bandenmuster durch Autoradiographie

nachgewiesen.

3.2.8.1.1 Annealing und Markierung von Oligonukleotiden

Das Bindungsverhalten von Transkriptionsfaktoren an Promotor-Sequenzen wurde
mittels synthetischer dsDNA-Oligonukleotide analysiert. Diese wurden als ssDNA-
Oligonukleotide in Sinn- und Gegensinn-Orientierung synthetisiert und durch Hybridisierung
zu doppelstranigen DNA-Fragmenten zusammengefiigt. Daflir wurden im PCR-Thermocycler
(PTC-200) gleiche Molaritidten komplementérer Strange in STE-Puffer fiir 10 min auf 85 °C
erhitzt und anschlieend mit 1 °C pro min auf RT abgekiihlt. Die langsame Temperatur-
Reduktion fiihrt dabei zur Anlagerung der komplementéiren Strange.

Die dsDNA-Oligonukleotide wurden mit dem radioaktiven Phosphat [**P] markiert,
um sie nach der Gelelektrophorese durch Autoradiographie zu detektieren. Dabei wurde
mittels T4-Polynukleotid-Kinase der radioaktive Phosphatrest des [y->"P] ATP auf das nicht-
phosphorylierte 5'-Ende der Oligonukleotide iibertragen. Hierzu wurden 2 ug DNA-
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Oligonukleotide, 1x T4-Polynukleotid-Kinase Reaktions-Puffer, 40 pCi [y-P] ATP, 10 U
T4-Polynukleotid-Kinase fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion
erfolgte mit 0,5x Vol. EDTA-haltigem DNA-Ladepuffer.

Nach der Markierung wurden die DNA-Oligonukleotide von {iberschiissigen, freien
[y-"*P] ATP-Molekiilen gereinigt. Die Abtrennung erfolgte dabei in einer nativen 15 %-igen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese in 1x TBE-Puffer. Nach der Autoradiographie wurde die
entsprechende Bande mit dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Die darin enthaltenen markierten ds Oligonukleotide wurden unter Schiitteln bei
4 °C in 500 pl TNE-Puffer eluiert.

3.2.8.1.2 DNA-Bindungsreaktion und Gelelektrophorese

Bei der DNA-Bindungsreaktion wurden zundchst 2 pg Poly(dI-dC), 1x EMSA
Bindungs-Puffer, 2 pg Kernextrakt fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
von 10.000 cpm [**P]-markiertem Oligonukleotid. Nach 30 min bei RT wurde optional fiir
,»Super-Shift*“-Reaktion 2 pug Antikérper zugegeben und 60 min bei 4°C inkubiert.

Um die Spezifitit der Protein/DNA-Interaktion zu demonstrieren wurde die Reaktion
mit nichtradioaktiven spezifischen und unspezifischen DNAs komplementiert. Zusétzlich
verhindert BSA im Bindungs-Puffer und Poly(dI-dC) unspezifische Protein/DNA-
Komplexierungen.

Die Auftrennung der Protein/DNA-Komplexe erfolgte bei 4 °C in einer 5,5 %-igen
PAGE mit 0,3x TBE als Laufpuffer fiir 30 min bei 280 V sowie fiir eine weitere Stunde bei
350 V. AnschlieBend wurde das Gel auf 3MM Whatman-Papier fiir 1 h bei 80 °C getrocknet

und die retardierten Komplexe durch Autoradiographie nachgewiesen.

3.2.9 Fluss-Cytometrie-Analyse (FCM)

Bei der Fluss-Cytometrie (,,flow-cytometry**, FCM) wird eine Zellzyklusanalyse
durchgefiihrt. Durch die Bestimmung des DNA-Gehaltes der einzelnen Zellen kann jede
einzelne Zelle in eine der drei verschiedenen Phasen des Zellzyklus, G1-, S-, G2-Phase,
eingeordnet werden. Die so genannte ,,Sub-G1“-Population, deren DNA-Gehalt geringer ist
als die der G1 Population, entspricht den apoptotischen Zellen.

Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes der Zelle wird diese mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2'-phenylindol-dihydrochlorid) geférbt. Der
Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet selektiv an DNA und bildet stark-fluoreszierende DNA-
DAPI-Komplexe mit hoher Spezifitit. DAPI wird von Zellen sehr rasch in die DNA
aufgenommen, wodurch stark fluoreszierende Zellkerne entstehen, wéhrend eine
zytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist. Die Fluoreszenz ist proportional zum
DNA-Gehalt der Zelle.
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3.2.9.1 Prinzip der FCM

Zellen werden in einem feinen Fliissigkeitsstrom durch einen scharf gebiindelten
Laserstrahl hindurchgeschleust. Der Laser regt die zelluldre Fluoreszenz an, die von einem
oder auch mehreren Farbstoffen verursacht wird. Uber einen Spiegel- und Filtersystem
werden verschiedene Fluoreszenzfarben (blau, griin oder rot) aufgetrennt und separaten
Detektoren (,,photomultiplier tube*, PMT) zugefiihrt. Diese wandeln die Lichtimpulse in
elektrische Spannungssignale um, welche von einer -elektronischen Pulsanalyse in
GroBlenklassen eingeteilt, gespeichert und als Punktdiagramm der Fluoreszenzintensititen
dargestellt werden.

Neben der Fluoreszenzanregung wird ein Teil des Laserstrahles an den
vorbeistromenden Zellen mehr oder weniger stark gestreut. Zur Messung dieses Streulichtes

stehen auch Detektoren zur Verfiigung.

3.2.9.2 Zell-Ernte flr die FCM

Zunichst wurde das Medium aus der Kulturschale abgenommen und in einen 15 ml
Reaktionsbehilter gegeben. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Da beim
Waschen sich Zellen ablosen konnen, wurde das PBS nicht verworfen, sondern ebenfalls in
dem gleichen 15 ml Reaktionsbehilter aufgefangen. AnschlieBend wurden die Zellen
trypsiniert, in 4 ml Medium aufgenommen und ebenfalls in den Reaktionsbehélter tiberfiihrt,
in dem sich bereits das urspriingliche Medium und das PBS mit den Zellen befand. Die Zellen
wurden 5 min bei 1500 rpm und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde 3x mit 5 ml PBS gewaschen und wie oben abzentrifugiert. Anschlieend wurde das
Pellet in 1 ml PBS resuspendiert und durch Zugabe von 10 ml 70 % Ethanol fixiert. Die
Proben wurden bis zur FCM-Analyse bei —20 °C aufbewahrt.

3.2.10 Gewinnung konditionierter Medien/ Makrophagen-Uberstande

Auf durch Depletion gewonnene Makrophagen aus einer T-Zell Préparation
(durchgefiihrt von der Abteilung Immungenetik, DKFZ) wurde 20 mL RPMI-Medium
inklusive FKS und Antibiotikum gegeben und 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschliefend
wurde das Medium abgezogen, erneut frisches RPMI der gleichen Menge zugegeben und
wieder 24 h im Brutschrank inkubiert. Um die Zellen, die sich im konditionierten Medium
befanden abzutrennen, wurde bei 2000 rpm bei 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Das so

gewonnene Medium wird bei —70 °C gelagert.
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4. Ergebnisse

4.1 HDAC-Inhibition sensibilisiert HeLa Zellen fiir die
Todesliganden-vermittelte Apoptose

In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass Inhibitoren von Histon-
Deacetylasen (HDACs), wie Natriumbutyrat, in der Lage sind, in Zervixkarzinomzellen
Wachstumsarrtierung und intrinsische Apoptose zu induzieren. Diese Apoptose wurde durch
eine Onkoprotein E7-abhidngige pRB Degradation begleitet, die in der Freisetzung von E2F-1
und anschlieBender Induktion des pro-apoptotischen p53 Homologs p73 resultierte. Zusédtzlich
konnte eine Beteiligung von Todesrezeptoren bei der HDAC-Inhibitor-induzierten Apoptose
vollstindig ausgeschlossen werden (Finzer et al., 2004). Unklar blieb jedoch, ob eine
zusitzliche Stimulation von Todesrezeptoren durch ihre spezifischen Liganden, die

Apoptoserate weiter erhohen kann.

4.1.1 HDAC-Inhibition erhéht signifikant die CD95- und sensibilisiert fur
die TNFa-/TRAIL-induzierte Apoptose

Um die Frage zu beantworten inwiefern Natriumbutyrat (NaB) die CD95-induzierte Apoptose
in HPV18 positiven HeLa Zellen beeinflusst, wurden diese zunidchst mit 6 mM NaB fiir 19 h
vorbehandelt. AnschlieBend wurde fiir weitere 5h der spezifische Ligand des CD95
Rezeptors, CD95SL (SuperFasLigand, Alexis Biochemicals), oder der agonistische Antikorper
APO-1 (Trauth et al., 1989) zugegeben. Zur Kontrolle blieben die Zellen unbehandelt oder
wurden 24 h mit NaB bzw. 5 h mit dem Ligand alleine behandelt. Zur Verdeutlichung ist in
Abb.4.1 das Behandlungsschema dargestellt.
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Abb.4.1: Behandlungsschema. Zellen wurden
wie folgt behandelt: (C): unbehandelt, (NaB):
24 h 6 mM NaB, (Ligand): 5h Ligand, (NaB+
Ligand): 19 h NaB + 5 h Ligand.

AnschlieBend wurden die Zellen in 70 %-igem Ethanol fixiert und mittels FCM durch
die Bestimmung des DNA-Gehaltes eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt, wobei die so
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genannte ,,Sub-G1“-Population den apoptotischen Zellen zugeordnet wurde (siche auch
3.2.9.2).

Wie in Abb.4.2A zu sehen ist, fiihrte die Behandlung mit NaB zu einer Apoptose-Induktion,
die wie bereits publiziert (Finzer et al., 2004) ausschlieBlich auf dem intrinsischen Weg
stattfand. Die Stimulation des CD95 Rezeptors mit seinem spezifischen Liganden (CD95L)
sowie mit dem agonistischen Antikorper (APO-1) fiihrte in Hela ebenfalls zu einer
Apoptose-Induktion. Diese Apoptoserate konnte signifikant durch die Vorbehandlung mit
NaB erhoht werden.
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Abb.4.2: HDAC-Inhibition sensibilisiert fur die Todes-
rezeptor-induzierte ~ Apoptose. HeLa Zellen Dblieben
unbehandelt (C), wurden 24 h mit 6 mM Natriumbutyrat (NaB),
5 h mit 100 ng/ml APO-1, 1 pg/ml CD95L, 1 pg/ml TRAIL oder
100 U/ml TNFo behandelt, oder 19 h vorbehandelt mit NaB mit
anschlieBender Zugabe der jeweiligen Liganden fiir weitere 5 h.
Apoptose wurde mittels FCM-Analyse quantifiziert; Sub-Gl-
Fraktion (Angabe in Prozent) entspricht apoptotischen Zellen.
Dargestellt sind Tripletts eines Versuches.

HelLa Zellen waren sensibel gegeniiber der CD95 vermittelten Apoptose, aber die
Stimulation mit TNFa oder TRAIL zeigte keinerlei Effekt, wie in Abb.4.2B zu sehen ist.
Wurden die Zellen jedoch, wie bereits fiir CD95L/APO-1 beschrieben, 19 h mit dem HDAC-

Inhibitor vorbehandelt und dann fiir weitere 5 h mit TNFo oder TRAIL stimuliert, kam es zur
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einer starken Apoptose-Induktion. Dies zeigt einen deutlich synergistischen Effekt zwischen
dem HDAC-Inhibitor NaB und dem jeweiligen Todesliganden TNFo oder TRAIL.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Inhibition von HDACs die CD95-
induzierte Apoptose signifikant erhohte, wihrend zuvor resistente Zellen fiir die
TNFo/TRAIL-vermittelte Apoptose sensibilisiert wurden.
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4.2 Die HDAC-Inhibitor-induzierte c-FLIP-Suppression ist fur die
Apoptose-Sensibilisierung verantwortlich

Todesrezeptor vermittelte Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen beeinflusst werden,
unter anderem direkt auf der Rezeptorebene (Krueger et al., 2001a). c-FLIP (,,FLICE
inhibitory protein®), das in unserem Zellsystem in zwei unterschiedlichen Spleif3-Varianten,
,»long* (c-FLIPp) und ,,short* (c-FLIPs), existiert, inhibiert die Aktivierung von Caspase 8
direkt am so genannten DISC (,,death inducing signaling complex*‘) und verhindert dadurch
die Todesrezeptor-induzierte Apoptose. Daher ist c-FLIP ein mdglicher Angriffspunkt fiir die
Apoptose-Sensibilisierung durch HDAC-Inhibition.

4.2.1 HDAC-Inhibitoren fihren zu einer konzentrations- und zeitab-
hangiger c-FLIP Suppression
Um den Einfluss von HDAC-Inhibition durch NaB auf die c-FLIP-Expression sowohl

auf Proteinebene als auch auf mRNA Ebene zu untersuchen, wurden die Zellen wie in
Abb.4.1 dargestellt behandelt und anschlieBend Gesamtzellproteine und RNA isoliert. Wie die
Western Blot Analyse in Abb.4.3 A zeigt, fiihrte die ansteigende NaB-Konzentration zur einer
steigenden Reduktion beider c-FLIP-Proteine. Da p21 nach HDAC-Hemmung sehr stark
induziert wird (Blagosklonny et al., 2002), wurde zur Bestdtigung der Wirksamkeit von NaB
die p2l-Induktion kontrolliert. Die p21-Proteinmenge erhohte sich, wie erwartet, mit
steigender NaB-Konzentration.

Um zu kldren, ob diese Reduktion der c-FLIP-Proteine auf Regulationsmechanismen
auf der Proteinebene oder auf eine transkriptionelle Suppression zuriickzufithren war, wurde
die c-FLIP-mRNA mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt. Es zeigte sich, dass die
mRNA beider c-FLIP-Formen supprimiert wurde (Abb.4.3 B), und zwar abhingig von der

NaB-Konzentration.
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Abb.4.3: HDAC-Inhibition fihrt zu einer konzentrations- und
zeitabhéngigen c-FLIP-Suppression. A+B: HelLa Zellen blieben
unbehandelt (ctr) oder wurden 24 h mit 3, 6, 9, 12 mM NaB behandelt.
C+D: HeLa Zellen blieben unbehandelt (-) oder wurden fiir 1, 2, 4, 8, 16
und 24 h mit 6 mM NaB (+) behandelt. Gesamtproteinextrakte wurden
fir Western Blot Analyse (A+C), RNA-Extrakte fiir eine semi-
quantitative RT-PCR (B+D) verwendet.

Um die Zeitabhiangigkeit zu untersuchen, wurden HeLa Zellen 1, 2, 4, 8, 16 und 24 h
mit 6 mM NaB behandelt. AnschlieBend wurden Gesamtproteine und RNA isoliert. Durch die
Analyse der Proteine mittels Western Blot (Abb.4.3C) konnte gezeigt werden, dass die
Abnahme von c-FLIPy bei 8 h begann, wobei diese im Fall von c-FLIPs bereits nach 4 h
erkennbar wurde. Andere Komponenten des DISC, TRAF 2 und Caspase 8 blieben durch die
HDAC-Inhibition unverdndert. Wie im vorangegangen Experiment wurde auch hier das p21-
Protein als Indikator fiir HDAC-Inhibition herangezogen, das mit steigender
Behandlungsdauer deutlich zunahm. Bei der Untersuchung der c-FLIP-mRNAs mittels RT-
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PCR (Abb.4.2D) konnte gezeigt werden, dass die Suppression beider Splei3-Varianten nach
4 h Inkubation mit NaB einsetzte.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass die c-FLIP-Expression nach
Behandlung mit NaB konzentrations- und zeitabhidngig bereits auf mRNA-Ebene supprimiert

wurde.

4.2.2 Stabile Expression von c-FLIP verhindert die Apoptose-Sensibili-
sierung

Mit Hilfe der vorangegangenen Experimente konnte festgestellt werden, dass die anti-
apoptotischen Proteine c-FLIP. und c-FLIPs durch HDAC-Inhibition supprimiert wurden.
Daraus ergab sich die Frage, ob diese Suppression kausal fiir die NaB-induzierte Apoptose-
Sensibilisierung verantwortlich ist. Dies wurde mit Hilfe von HeLa Klonen untersucht, die

jeweils die eine der beiden Splei3-Varianten von c-FLIP stabil exprimieren.

4.2.2.1 Starke Reduktion der Apoptose-Sensibilisierung durch stabile c-FLIPs-
Expression

Um die Rolle von c-FLIPs in der Apoptose-Sensibilisierung genauer zu untersuchen,
wurden c-FLIPs-FLAG exprimierende stabile HeLa Klone (Krueger et al., 2001b) verwendet.
Hierfiir wurden die Zellen, wie im Behandlungsschema in Abb.4.1 dargestellt behandelt.
AnschlieBend wurde Gesamtprotein extrahiert. Mittels Western Blot wurde die c-FLIPg-
Expression des Klones bzw. des entsprechenden Kontroll-Klones, der lediglich mit dem
Expressionsplasmid ohne Insert transfiziert wurde, untersucht. Das ektopische c-FLIPs-
Protein konnte vom endogenen Protein leicht unterschieden werden, da es aufgrund seines
FLAG-Anhangs eine langsamere Wandergeschwindigkeit im Acrylamidgel aufwies. In
Abb.5.4 A ist zu erkennen, dass das endogene Protein durch NaB-Behandlung nicht mehr
nachweisbar war, wihrend die Expression des ektopischen Proteins sogar anstieg. Dies liegt
am verwendeten CMV-Promotor, der durch HDAC-Inhibition induziert wird (Choi et al.,
2005). Das endogene c-FLIP; -Protein in den Klonen wies keinerlei Unterschied zu normalen
HeLa auf und wurde unter HDAC-Inhibition reduziert.
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Abb.4.4: Stabile Expression von c-FLIPs fuhrt zu einer
starken Reduktion der Apoptose-Sensibilisierung. (A+B):
c-FLIPs-Klon bzw. der entsprechende Kontroll-Klon wurden wie
folgt behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24 h 6 mM NaB, (T): 5h
100 U/ml TNFa, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa. A: Western Blot
Analyse der Gesamtproteinextrakte. B: Apoptose-Quantifi-
zierung mittels FCM-Analyse quantifiziert; Sub-G1-Fraktion
(Angabe in Prozent) entspricht apoptotischen Zellen. Dargestellt
sind Tripletts eines Versuches. C: Zellen wurden behandelt wie
fur A+B beschrieben, wobei die TNFa-Stimulation auf 30 min
reduziert wurde. Cytoplasmatische Proteinextrakte wurden im
Western Blot untersucht.

Bei der Quantifizierung der Apoptose (Abb.4.4B), konnte zwischen beiden Zelllinien
nahezu kein Unterschied zwischen der NaB-Behandlung (3,6 vs. 2,3 %) und der TNFa-
Behandlung (1,1 vs. 0,9 %) festgestellt werden. Bei der kombinierten Behandlung von NaB
und TNFa allerdings ist deutlich zu erkennen, dass der c-FLIPs Klon, verglichen mit dem
Kontroll-Klon, um nahezu zwei Drittel (12 vs. 30 %) weniger Apoptose aufwies. Dies zeigt,

dass die stabile Expression von c-FLIPs in der Lage war, die Sensibilisierung stark zu

inhibieren.
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IkBa wird sehr schnell nach TNFa-Stimulation degradiert (Zandi and Karin, 1999)
und kann daher als Indikator fiir den funktionierenden TNFa-Signalweg dienen. Um
auszuschlieBen, dass die Blockierung der Sensibilisierung auf Storungen im TNFa-Signalweg
beruht, wurde die IkBa-Degradation untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen wie in
Abb.4.1 dargestellt behandelt, mit dem Unterschied, dass die TNFa-Behandlung von 5 h auf
30 min reduziert wurde. Diese Reduktion ist notwendig, da die Expression von IxBa selbst
durch TNFa stimuliert wird und zu einem spiteren Zeitpunkt keine Unterschiede in den IkBa
Proteinmengen festzustellen sind.

Nach der Behandlung wurden Cytoplasmaproteine extrahiert und durch Western Blot
analysiert. Sowohl in dem Kontroll-Klon, als auch im c-FLIPs-Klon konnte eine IxBo-
Degradation nachgewiesen werden, wie in Abb.4.4C zu sehen ist. Damit wurde die

Moglichkeit einer gestorten Signaltransduktion nach TNFa-Stimulation ausgeschlossen.

4.2.2.2 Vollstandige Hemmung der Apoptose-Sensibilisierung durch stabile
c-FLIP_-Expression

Nachdem gezeigt werden konnte, dass c-FLIPs fiir die TNFa-vermittelte Apoptose
nach HDAC-Hemmung eine wichtige Rolle spielt, wurde der Einfluss von c-FLIP auf die
Sensibilisierung untersucht.

Hierzu wurden zunédchst HeLa entweder mit dem pEFrsFLAG A/B/C c-FLIP; Plasmid
(Scaffidi et al., 1997) bzw. dem Leervektor transfiziert. Nach einigen Tagen Selektion konnte
klonales Wachstum beobachtet werden (siche Abb.4.5).

Abb.4.5: Klonales Wachstum transfizierter HelLa
wahrend der Selektion. HeLa transfiziert mit
pEFrsFLAG A/B/C c-FLIPL, nach 4 Tagen
Selektion mit 1 pg/ul Puromycin; aufgenommen mit
Kodak T-Max 400 bei 250x Vergroflerung.
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Nach der Isolierung von verschiedenen Klonen wurden ein Kontroll-Klon, transfiziert
mit dem Leervektor, und zwei c-FLIP;-Klone, die das c-FLIP -FLAG-Protein in
unterschiedlichen Mengen stabil exprimieren fiir die Untersuchungen ausgewéhlt.

Der Western Blot nach NaB/TNFa-Behandlung diente zur Analyse der c-FLIPy-
Expression der verschiedenen Klone. Auch hier konnte das ektopische vom endogenen
Protein aufgrund seines FLAG-Restes leicht unterschieden werden. Wie in Abb.4.6A
dargestellt, wurde die Menge des endogenen Proteins durch NaB-Behandlung reduziert,
wohingegen das c-FLIP.-FLAG unter gleichen Bedingungen vollkommen unverandert blieb,
da dessen Expression, im Gegensatz zu dem c-FLIPs-FLAG, unter der Kontrolle eines
HDAC-insensitiven Promotors stand.

Auch hier wies das endogene c-FLIPs-Protein in den Klonen keinerlei Unterschied zu
normalen HeLa Zellen auf und wurde unter HDAC-Inhibition runterreguliert.

Die Apoptose-Quantifizierung zeigte, dass die stabile Expression von c-FLIP.
imstande ist, die TNFa-vermittelte Apoptose nach HDAC-Inhibition komplett zu verhindern.
Wie die Abb.4.6B zeigt, wurde der Anteil der Apoptose nach NaB/TNFa-Behandlung bei
beiden Klonen auf das Niveau der nur mit NaB-behandelten Zellen reduziert, wahrend der
Kontroll-Klon bei gleichen Bedingungen eine 7-fach hohere Apoptoserate aufwies. Dies
demonstrierte deutlich, dass die stabile Expression von c-FLIPp in der Lage war, die
Sensibilisierung vollstindig zu verhindern und somit eine bedeutendere Rolle spielte als
c-FLIPs.

Auch hier wurde der TNFa-Signalweg mittels IkBo-Degradation untersucht. Zellen
wurden wie bereits fiir c-FLIPs-FLAG beschrieben analysiert. Wie im Western Blot in
Abb.4.6C zu sehen ist, konnte in allen Klonen eine IkxBa-Degradation nachgewiesen werden.
Daraus konnte auch hier gefolgert werden, dass die Blockierung der Apoptose-

Sensibilisierung nicht auf Stérungen im TNFa-Signalweg beruht.
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Abb.4.6: Stabile c-FLIP_-Expression verhindert die Apoptose-
Sensibilisierung vollstandig. (A+B): c¢-FLIP;-Klone bzw. der
entsprechende Kontroll-Klon wurden wie folgt behandelt: (C):
unbehandelt, (N): 24 h 6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa, (NT):
19h NaB + 5h TNFa. A: Western Blot Analyse der Gesamt-
proteinextrakte. B: Apoptose-Quantifizierung mittels FCM-Analyse;
Sub-G1-Fraktion (Angabe in Prozent) entspricht apoptotischen Zellen.
Dargestellt sind Tripletts eines Versuches. C: Zellen wurden behandelt
wie fir A+B beschriecben, wobei die TNFa-Stimulation auf 30 min
reduziert wurde. Cytoplamatische Proteinextrakte wurden im Western
Blot untersucht.

Mit diesen Experimenten konnte eindeutig demonstriert werden, dass die NaB-

induzierte

c-FLIP-Suppression ursdchlich fiir die Sensibilisierung gegeniiber

der

Todesrezeptor-vermittelten Apoptose verantwortlich ist. Zusétzlich wurde festgestellt, dass

c-FLIP, fiir die Sensibilisierung der Zellen eine wichtigere Rolle zu spielen schien als

c-FLIPs, denn obwohl die stabile Expression von c-FLIPg signifikant die Apoptose-Induktion

reduzieren konnte, war nur c-FLIP| in der Lage, diese vollstindig zu verhindern.
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4.3 NaB-induzierte Hemmung der NF-xB DNA-Bindung ist nicht
die Ursache der c-FLIP-Suppression

In verschiedenen Publikationen konnte bereits gezeigt werden, dass die Hemmung des
Transkriptionsfaktors NF-xB fiir die pro-apoptotische Wirkung von HDAC-Inhibitoren
(Takada et al., 2006) verantwortlich ist. Zusétzlich ist bekannt, dass NF-kB eine essentielle
Rolle in der transkriptionellen Aktivierung von c-FLIP spielt (Kumar et al., 2004). Dies flihrte
zu der Frage, ob HDAC-Hemmung auch im hier verwendeten System einen Einfluss auf

NF-kB hat und wenn ja, ob dies die Ursache der c-FLIP Suppression darstellt.

4.3.1 HDAC Inhibition hemmt die konstitutive und induzierbare NF-xB
DNA-Bindungsaktivitat

Um den Einfluss von NaB auf die NF-xB DNA-Bindungsaktivitit zu untersuchen
wurden Kernproteine nach NaB/TNFoa Behandlung isoliert und fir EMSA Analysen
verwendet. Die Abb.4.7 dokumentiert die Interaktion der Kernproteine mit der NF-xB
Konsensus-Sequenz, wobei die obere Bande den p50/p65 Heterodimeren, die untere den
p50/p50 Homodimeren entsprach. Deutlich zu erkennen war das komplette Verschwinden der
p50/p50 Homodimere und die signifikante Reduktion der p50/p65 Heterodimere nach NaB
Behandlung. Dies zeigt, dass die HDAC Inhibition durch NaB die konstitutive NF-kB DNA-
Bindungsaktivitit signifikant hemmte.

Die Stimulation mit TNFa induzierte eine erhohte NF-kB DNA-Bindungsaktivitit, die
allerdings durch NaB-Behandlung wesentlich vermindert werden konnte. Um die Spezifitit
dieses Einflusses zu zeigen, wurde ebenfalls die Interaktion der Kernproteine mit der Oct-1
Konsensus-Sequenz dargestellt, die aber bei allen Versuchsbedingungen unverindert blieb.

Neueste Untersuchungen (L1 et al., 2007) haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor
AP-1 ebenfalls eine negativ regulatorische Rolle in der c-FLIP-Expression hat. Die Bindung
von c-Fos/c-Jun-Heterodimeren an den Promotor wirkt repressiv auf die c-FLIPL-Expression.
Daher stellte sich die Frage, ob NaB iiber AP-1 zu einer transkriptionellen Repression von
c-FLIP fiihrte. Die EMSA-Analyse (Abb.4.7) mit Oligonukleotiden, die die AP-1-Konsensus-
Sequenz enthielten, ergab jedoch keine verstirkte AP-1 DNA-Bindung nach NaB-
Behandlung. Im Gegenteil fiihrte NaB zu einer leichten Hemmung von AP-1, wihrend TNFo.-

vermittelte AP-1-Aktivierung liberhaupt nicht beeintrachtigt wurde.
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Abb.4.7: HDAC-Inhibition hemmt die konstitutive
und induzierbare NF-xB DNA-Bindungsaktivitat.
HeLa Zellen wurden wie folgt behandelt: (C):
unbehandelt, (N): 24 h 6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml
TNFa, (NT): 19h NaB + 5h TNFa. Kernextrakte
wurden fiir EMSA Analysen mit Konsensus-Sequenz-
Oligonuklotiden, verwendet.

4.3.2 HDAC-Inhibition fuhrt zur Suppression von NFKB1 (p50) wahrend
p65 unbeeinflusst bleibt
Das NFKB1 Gen, das fiir das Vorlauferprotein p105 von p50 kodiert, ist durch die

Anwesenheit von kB-Bindungsstellen in seinem Promotor autoreguliert, und wird durch
NF-«B aktiviert (May and Ghosh, 1997; Brasier et al., 2001). Da gezeigt werden konnte, dass
durch HDAC-Inhibition p50/p50-Homodimere vollstindig verschwunden und p50/p65-
Heterodimere signifikant reduziert wurden, stellte sich die Frage, ob diese NF-kB-Hemmung
auch eine funktionelle Rolle in der transkriptionellen Autoregulation hat und zu einer
Riickkopplungs-Repression von NFKBI1 fiihrt. Zu diesem Zweck wurde eine Kinetik der
NaB-Wirkung auf HelLa Zellen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden Gesamtproteine und
RNA isoliert. Durch Western Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass die p50-Mengen
durch die HDAC-Hemmung mit vergleichbarer Kinetik wie c-FLIP reduziert waren
(Abb.4.8 A), wihrend die Menge an p65 vollkommen unverindert blieb.

Die Analyse der mRNA mittels RT-PCR ergab ein dhnliches Bild. pS0 wurde bereits
auf Transkriptionsebene supprimiert, wobei auch hier p65 unbeeintrichtig blieb (Abb.4.8 B).
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ADbb.4.8: HDAC-Inhibition fihrt zu einer p50-Suppression. HelLa
Zellen blieben unbehandelt (-) oder wurden fiir 1, 2, 4, 8, 16 und 24 h mit
6 mM NaB (+) behandelt. Gesamtproteinextrakte wurden fiir Western
Blot Analyse (A), RNA-Extrakte fiir semiquantitative RT-PCR (B)
verwendet.

4.3.3 HDAC-Inhibition hat keinen Einfluss auf die Translokation der
NF-xB-Proteine in den Nukleus

Obwohl gezeigt werden konnte, dass p65-Mengen durch NaB-Behandlung
unbeeinflusst blieben, konnte, durch HDAC-Hemmung dennoch die p65-Translokation in den
Zellkern verhindert werden. Dies wurde bereits von Kriamer et al. gezeigt (Kramer et al.,
2006). Um einen moglichen Einfluss von NaB auf die NF-xB p65-Translokation zu
untersuchen wurden die Zellen nach dem Behandlungsschema in Abb.4.1 behandelt.
AnschlieBend wurde eine getrennte Isolierung von Kern- und Cytoplasmaproteinen
durchgefiihrt, die mittels Western Blot analysiert wurden. Die Qualitdt der Trennung wurde
mit Hilfe des cytoplasmatischen Markers Pyruvatkinase Typ M2 (PKM2) und des
Transkriptionsfaktors SP-1 nachgewiesen, der als Kern-Marker diente. Wie in Abb.4.9 zu
sehen ist, waren beide Proteine ausschlieBlich jeweils im Cytoplasma bzw. im Kern
nachweisbar. Im Falle von NFKB1 konnte nochmals bestétigt werden, dass HDAC-Hemmung
zur Reduktion von p50 und dessen Vorlauferprotein p105 fiihrte. NF-kB-Stimulation durch
TNFa-Behandlung fiihrte zu einem Anstieg der p105-Proteinmenge im Cytoplasma. Die p50-
Mengen hingegen waren sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern erhdht. Dieser
Erhéhung konnte die zusétzliche Behandlung mit NaB entgegenwirken, wie bereits gezeigt
wurde. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Kramer et al. (Kramer et al., 2006) konnte
hier kein Einfluss der HDAC-Inhibition auf die p65-Translokation in den Kern beobachtet
werden. Auch die TNFo-stimulierte Erhohung der Translokation blieb durch HDAC-
Hemmung vollkommen unbeeintrachtigt. Somit ist pS0 das einzige NF-kB-Protein das durch
die HDAC-Hemmung beeinflusst wird.
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Abb.4.9: HDAC-Inhibition zeigt keinen Einfluss auf die p65-
Translokation in den Kern. HeLa Zellen wurden wie folgt
behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24 h 6 mM NaB, (T): 5 h 100 U/ml
TNFa, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa. Kern- und Cytoplasmaprotein-
extrakte wurden diese mittels Western Blot untersucht.

4.3.4 HDAC-Inhibition verursacht eine Reduktion von Bcl-3 auf
Proteinebene

Die HDAC-Inhibitor-induzierte NF-kB-Hemmung konnte auf p50 zuriickgefiihrt
werden, da dies das einzige NF-kB-Molekiil war, das durch NaB beeinflusst wurde. p50-
Molekiile selbst besitzen allerdings keine Transaktivierungsdoméne und wirken daher als
p50/p50-Homodimere stets als transkriptionelle Repressoren (Franzoso et al., 1992). Bcl-3
jedoch, ein Protein der IkB Familie, kann sich an p50 oder p50/p50-Homodimere anlagern
und so transaktivierend wirken (Bours et al., 1993; Fujita et al., 1993). Zusétzlich wird der N-
Terminus von Bcl-3 fiir die effektive p50-Translokation in den Kern benétigt (Zhang et al.,
1994).

Aufgrund dieser Eigenschaften von Bcl-3, stellte sich die Frage, ob dieses Protein
ebenfalls durch die HDAC -nhibition beeintrachtigt wird.

Bei der Western Blot Analyse stellte sich heraus, dass die Behandlung mit NaB zu
einer Verringerung des Bcl-3-Proteins fiihrte (Abb.4.10 A). Nach TNFa-Stimulation konnte
ein sehr leichter Anstieg der Bcl-3-Menge beobachtet werden, was wahrscheinlich darauf
zuriickzufithren ist, dass Bcl-3 selbst NF-kB reguliert ist und nach TNFa-Stimulation
induziert werden kann (Ge et al., 2003). Die kombinierte NaB/TNFa-Behandlung fiihrte
ebenfalls zu einer Reduktion der Bcl-3-Proteinmenge, die allerdings nicht so ausgeprigt war,

wie bei der alleinigen Behandlung mit NaB.
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Die Bcl-3-mRNA wurde durch NaB nicht supprimiert, wie in der Northern Blot
Analyse in Abb.4.10B zu sehen ist. Daher lie} sich die Bcl-3-Reduktion auf Ereignisse

zuriickfithren, die auf Proteinebene stattfanden.
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ADbDb.4.10: HDAC-Inhibition fihrt zu
Bcl-3-Protein-Reduktion. HeLa Zellen
wurden wie folgt behandelt: (C): unbe-
handelt, (N): 24h 6 mM NaB, (T): 5h
100 U/ml TNFa, (NT): 19h NaB + 5h
TNFa. A: Western Blot Analyse der
Gesamtproteinextrakte. B: RNA Gel mit
anschliefender Northern Blot Analyse,
wobei Bcl-3-DNA als Hybridisierungs-
sonde verwendet wurde.

4.3.5 Bcl-3 hat keinen Einfluss auf die c-FLIP-Suppression

Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass HDAC-Inhibition zu
verringerten Bcl-3-Proteinmengen fiihrt. Daraus ergab sich die Frage, welche Bedeutung
dieses Ereignis fiir die Suppression von c-FLIP hat. Um dies zu beantworten, wurde ein
Modellsystem ausgewihlt, das auf HeLa und primdren humanen Lungen-Fibroblasten
(IMR-90) beruht. Aus diesen beiden parentalen Zelllinien wurden durch somatische Fusion
HeLa-Fibroblasten-Hybride (444) generiert, die bei Transplantation in immunsupprimierte
Mause einen nicht-tumorigenen Phinotyp aufweisen (Stanbridge, 1988). Die 444 Hybride
erweisen sich als genetisch instabil und das Passagieren konfluenter Kulturen in vitro fiihrt
langfristig zur Segregation einzelner Klone mit tumorigenem Phénotyp (CGL3) (Stanbridge,
1988).
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Abb.4.11: Modellsystem aus tumorigenen und nicht-tumorigenen
Zelllinien. Aus der Zervixkarzinomzelllinie HeLa und humanen
Fibroblasten (IMR-90) wurden nicht-tumorigene HeLa-Fibro-
blasten-Hybride (444) generiert. Deren Segregation fiihrt zu Hybrid-
Klonen mit tumorigenem Phanotyp (CGL3), (Stanbridge, 1988).

Der fiir diese Untersuchung wichtige Unterschied zwischen beiden Zelllinien liegt in
der Expression von Bcl-3. Wie in der Western Blot Analyse der Gesamtproteinextrakte in
Abb.4.12 A zu sehen ist, exprimierten 444 im Gegensatz zu HelLa und CGL3 im
unbehandelten Zustand nur residualen Mengen an Bcl-3. Allerdings konnte die Bcl-3
Expression in 444 durch S5-stiindige TNFa-Stimulation stark induziert werden. NaB-
Vorbehandlung verhinderte jedoch diese durch TNFa-vermittelte Induktion vollstandig.

CGL3 Zellen wiesen im unbehandelten Zustand eine niedrigere Bcl-3-Menge auf, die
sich ebenfalls durch 5-stiindige TNFo-Stimulation weiter induzieren lie. Im Gegensatz zu
444 Zellen, konnte hier die Vorbehandlung mit NaB die Bcl-3-Induktion durch TNFa
lediglich sehr leicht hemmen.

Betrachtet man nun die c-FLIP-Proteinmengen, so wurden diese in allen drei
Zelllinien in Anwesenheit von NaB, sowohl mit, als auch ohne zusitzliche TNFa-
Stimulation, dhnlich stark verringert. Unter diesen Bedingungen unterschieden sich die Bcl-3-
Mengen in den unterschiedlichen Zelllinien stark voneinander und es lieB sich keine
Korrelation zwischen verringerten Bcl-3-Proteinmengen und verringerten c-FLIP-Mengen
feststellen. Am deutlichsten ist dies in CGL3 Zellen zu erkennen: bei NaB/TNFa-Behandlung
waren beide c-FLIP-Isoformen mit gleicher Intensitit verringert, wie in den anderen
Zelllinien, trotz der im Vergleich hohen Bcl-3-Mengen. Aus diesem Grund lieB sich eine
NaB-vermittelte Reduktion von Bcl-3 als kausales Ereignis fiir die c-FLIP-Reduktion
ausschlieBen.

In der Apoptose-Sensibilisierung konnte zwischen den drei Zelllinien kein
Unterschied beobachtet werden (Abb.4.12 B).
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Abb.4.12: Unterschiedliche Bcl-3Expression hat keinen Ein-
fluss auf die c-FLIP-Reduktion und die Apoptose-Sensibili-
sierung. Hela, 444 und CGL3 wurden wie folgt behandelt: (C):
unbehandelt, (N): 24 h 6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa,
(NT): 19h NaB + 5h TNFa. A: Proteinextrakte wurden fiir
Western Blot Analyse verwendet. B: Apoptose wurde mittels
FCM-Analyse quantifiziert; Sub-Gl-Fraktion (Angabe in
Prozent) entspricht apoptotischen Zellen. Dargestellt sind
Tripletts eines Versuches.

4.3.6 sSIRNA gegen NFKB1 (p50) hat keinen Einfluss auf c-FLIP-Expression

p50 wurde als die NF-kB-Untereinheit identifiziert, die fiir die NaB-vermittelte
Hemmung der NF-kB DNA-Bindungsaktivitit verantwortlich ist. Nun stellte sich die Frage,
inwiefern p50 in die c-FLIP-Suppression nach HDAC-Hemmung involviert ist.

Um diese Fragestellung genauer zu untersuchen, wurde entweder siRNA gegen
NFKBI1 (p50) oder Kontroll-siRNA gegen Luciferase in HeLLa Zellen transient transfiziert und
nach 48 bzw. 72 h Protein und RNA extrahiert.

Wie in Abb.4.13A zu sehen ist, war das p105-Protein bereits 48 h nach Transfektion
mit NFKB1-siRNA vollstindig verschwunden, wéhrend p50 selbst auch nach 72 h lediglich
leicht reduziert war. Dies kann auf die ldngere Halbwertszeit von p5S0 im Vergleich zu p105
zuriickgefiihrt werden (Cressman and Taub, 1994). Die Reduktion hatte allerdings keinerlei
Einfluss auf die c-FLIP-Expression, weder auf Protein noch auf mRNA Ebene (Abb.4.13 B).
Obwohl auf Proteinebene der Effekt der NFKB1-siRNA deutlich zu erkennen war, konnte auf

RNA-Ebene nur eine leichte Reduktion der mRNA nachgewiesen werden. Dies kdnnte daran
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liegen, dass bei RNA-Interferenz die RNA nicht immer zwangsldufig abgebaut, sondern
lediglich die Translation verhindert wird (Meister and Tuschl, 2004).

A SiRNA
48h 72h
C Luc p50 Luc p50
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Abb.4.13: NFKB1-siRNA zeigt keinen
Einfluss auf die c-FLIP-Expression. HeLa
Zellen wurden transfiziert mit NFKBI
SMART pool™ siRNA (p50) oder Kontroll
siRNA gegen Luciferase (Luc). 48 bzw.
72 h nach Transfektion wurde RNA und
Protein extrahiert und im Western Blot (A)
oder durch semiquantitative RT-PCR (B)
untersucht.

4.3.7 NaB induziert eine c-FLIP-Suppression auch in NFKB1-defizienten
HelLa

Im vorangegangen Experiment hatte die Ausschaltung der NFKB1-Translation durch
siRNA keinen Einfluss auf die c-FLIP-Expression. Da aber gleichzeitig nur eine leichte
Reduktion der p50-Proteinmenge stattfand, konnte mit diesem Experiment eine Beteiligung
von p50 an der NaB-vermittelten c-FLIP-Suppression nicht ausgeschlossen werden. Um
dieser Frage genauer auf den Grund zu gehen, wurde ein NFKBI1-defizienter HeLa Klon
(HeLa p50-) untersucht.

Reduzierte p50-Mengen in diesem Klon hatten keinen Effekt auf c-FLIP-Mengen,
weder im unbehandelten Zustand, noch bei der NaB-vermittelten c-FLIP-Reduktion auf
Protein (Abb.4.14 A) oder -Suppression auf transkriptioneller Ebene (Abb.4.14 B). Diese

Ergebnisse deuteten auf eine geringe Rolle von p50 auf die c-FLIP-Expression hin. Allerdings
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war p50 im HeLa p50- Klon zwar deutlich reduziert, aber nicht vollstindig abwesend, und
konnte durch Stimulation mit TNFa erneut induziert werden (Abb.4.14A). Daher lie3 sich

eine Beteiligung an p50 an der Expression von c-FLIP nicht zweifelsfrei ausschlieB3en.
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Abb.4.14: Kein Unterschied in der HDAC-Inhibitor
induzier-ten c-FLIP-Suppression zwischen HelLa und
Hela p50-. HeLa und HeLa p50- wurden wie folgt behandelt:
(C): unbehandelt, (N): 24h 6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml
TNFa, (NT): 19h NaB + 5h TNFa. Gesamtproteinextrakte
wurden fir Western Blot Analyse (A), RNA-Extrakte fiir
semiquantitative RT-PCR (B) verwendet.

4.3.8 HDAC-Inhibitor-induzierte c-FLIP-Suppression ist unabhéangig von
NF-xB p50

Um weiter nachzuweisen, dass p50 bzw. NF-kB, entgegen Berichten aus der Literatur
(Kumar et al., 2004), keinen Einfluss auf die c-FLIP-Expression hat, wurde der folgende
Versuch durchgefiihrt: HeLa Zellen wurden 24 h mit NaB behandelt, anschlieBend wurde
NaB entfernt und fiir weitere 24 h frisches Medium zugegeben (24h N+/24h N-). In Abb.4.15
ist das Behandlungsschema dargestellt.

Die Western Blot Analyse in Abb.4.15 demonstriert, dass 24 h nach Entfernen von
NaB c-FLIP-Mengen wieder fast vollstindig angestiegen waren. Dies zeigt, dass die NaB-
vermittelte c-FLIP-Reduktion reversibel ist. Bei gleichen Bedingungen allerdings waren p105
und p50 noch immer im gleichen Umfang wie unmittelbar nach NaB-Behandlung reduziert.
Daraus lie sich schlieen, dass die Anwesenheit von p50 fiir die c-FLIP-Expression nicht

essentiell sein kann.
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Abb.4.15: HDAC-Inhibitor-induzierte c-FLIP-Suppression ist unabhdngig von
NF-kB p50. HeLa Zellen wurden wie im Behandlungsschema dargestellt behandelt:
24 h NaB (N), unbehandelt (C), 24 h NaB, anschlieBend wurde das NaB entfernt und
fiir weitere 24 h frisches Medium auf die Zellen gegeben (24 h N+/24 h N-). Gesamt-

proteinextrakte wurden im Western Blot untersucht.
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4.4 HDAC-Inhibition induziert keinen c-FLIP-Repressor

NF-kB-Inhibition als Ursache fiir die c-FLIP-Suppression nach NaB-Behandlung konnte
ausgeschlossen werden. Die Hemmung der HDAC-Aktivitit wandelt Heterochromatin in
Euchromatin um und fiihrt somit hiufig zur Induktion von Genen. Nun stellte sich die Frage,
ob NaB eventuell die Induktion eines transkriptionellen Repressors hervorruft, der die c-
FLIP-Suppression verursacht. Um diese Frage zu beantworten, wurde in den letzten 0,5 bis
4 h der 24-stiindigen NaB-Behandlung die de novo Synthese durch Cycloheximid (CHX)
inhibiert.
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Abb.4.16: HDAC-Hemmung induziert keinen c-FLIP-Re-
pressor. HeLa Zellen wurden 24 h mit NaB behandelt (+) oder
blieben unbehandelt (-). In den letzten 4, 2, 1 und 0,5 h wurde
Cycloheximid (CHX) zugegeben. Gesamtproteinextrakte wurden
im Western Blot untersucht (A), RNA-Extrakte fiir eine
semiquantitative RT-PCR (B) verwendet.

Betrachtet man die c-FLIP.-Mengen ohne NaB-Zugabe in Abb.4.16A, so wird
erkennbar, dass nach 4 h CHX-Behandlung das Protein fast vollstindig verschwunden war.
c-FLIP besitzt also eine Halbwertszeit von iiber 2 bzw. unter 4 h. c-FLIPs hingegen hat eine
weit geringere Halbwertszeit, denn bereits nach 1h Behandlung mit CHX war eine
Verringerung der Proteinmenge zu sehen. Auf die transkriptionelle Suppression von c-FLIP
nach NaB-Behandlung hatte der Translationsinhibitor CHX keinen Effekt, wie in Abb.4.16B
zu sehen ist. Daher lieB3 sich die Induktion eines CHX-labilen c-FLIP-Repressors durch NaB

ausschlief3en.
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4.5 Neben transkriptioneller Suppression ist auch eine proteasomale
Degradation an der NaB-vermittelten c-FLIP-Reduktion beteiligt
Vergleicht man die c-FLIP-mRNA-Mengen mit den Proteinmengen nach HDAC-

Hemmung, so ldsst sich beobachten, dass die Reduktion auf Proteinebene stirker ausgeprigt
war als die auf mRNA-Ebene. Daher lag die Vermutung nahe, dass neben der
transkriptionellen Suppression zusétzliche Mechanismen auf Proteinebene fiir die
verminderten c-FLIP-Proteinmengen verantwortlich sein konnten. Kim et al. haben die
Existenz eines induzierbaren Signalweges aufgedeckt, der unter anderem durch die
Expression des adenoviralen E1A Proteins induziert werden kann. Die Induktion fiihrt zur
Ubiquitinierung und anschlieBend zur proteasomalen Degradation von c-FLIP (Kim et al.,
2002). Um zu untersuchen, ob NaB ebenfalls in der Lage ist eine solche proteasomale
Degradation von c-FLIP einzuleiten, wurden HelLa Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 behandelt

Fiir die Inhibition des Proteasoms kann p53 als Marker dienen. Da p53 eine kurze
Halbwertszeit hat und durch das Proteasom abgebaut wird, sollte bei der effektiven Hemmung
des Proteasoms eine Anreicherung des Proteins vorzufinden sein. Wie in Abb.5.17A gezeigt
ist, war dies in der Tat der Fall, womit die Funktionalitit des Inhibitors bestitigt wurde. Die
Inhibition des Proteasoms durch MGI132 in unbehandelten HeLa fiihrte auch zur
Akkumulation von c-FLIPs, woraus sich ableiten liel, dass die Halbwertszeit von c-FLIPg
unter proteasomaler Kontrolle steht. c-FLIP. Proteinmengen hingegen blieben durch die
Proteasom-Inhibition vollkommen unbeeintrichtig. Dies deutet darauf hin, dass die
Halbwertszeit von c-FLIP; unabhidngig vom Proteasom ist.

Die NaB-vermittelte Reduktion der c-FLIP -Proteinmengen konnte teilweise durch
MG132-Behandlung, sowohl in An-, als auch in Abwesenheit von TNFa, gehemmt werden.
Dies bestitigt, dass zusdtzlich zu der transkriptionellen Suppression, NaB eine proteasomale
Degradation von c-FLIPy, induziert.

Im Fall von c-FLIPs konnte die Proteasom-Hemmung nach NaB-Behandlung die
Proteinmenge der unbehandelten Probe vollstindig wieder herstellen. Da allerdings gezeigt
werden konnte, dass die c-FLIPs-Halbwertszeit proteasomal kontrolliert wird, und Hemmung
alleine zu einer c-FLIPs-Akkumulation fiihrt, lie3 sich nicht sagen, inwiefern dieser Effekt auf
eine verldngerte Halbwertszeit oder auf eine mdgliche Inhibition einer NaB-induzierten
proteasomalen Degradation zuriickzufiihren ist.

Betrachtet man die mRNA-Mengen beider c-FLIP-Formen in Abb.4.17 B, wird
deutlich, dass die Hemmung des Proteasoms durch MG132 keinerlei Einfluss auf die
Suppression von c-FLIP nach HDAC-Hemmung hatte. Mit diesem Experiment konnte eine
mogliche NaB-induzierte proteasomale Degradation eines fiir die aktive c-FLIP-Expression
essentiellen Molekiils ausgeschlossen werden.

Zusitzlich wurde durch die Apoptose-Quantifizierung gezeigt, dass Inhibition des
Proteasoms, die NaB-induzierte Apoptose partiell blockieren konnte (Abb.4.17.C).
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Abb.4.17: Proteasom-Inhibition verhindert teilweise den
Verlust an c-FLIP-Protein nach NaB-Behandlung. HeLa
Zellen wurden wie folgt behandelt: C): unbehandelt, (N):
24h 6 mM NaB, (T): 5 h 100 U/ml TNFa, (M): 16 h 10 uM
MG132, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa, (NM): 6 h NaB + 16 h
MG132, (NMT): 6 h NaB + 11 h MG132 + 5h TNFa. (A)
Western Blot Analyse der Gesamtproteinextrakte. (B)
Semiquantitative RT-PCR. (C) Apoptose-Quantifizierung
mittels FCM-Analyse; Sub-G1-Fraktion (Angabe in Prozent)
entspricht apoptotischen Zellen. Dargestellt sind Tripletts
eines Versuches.
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4.6 HDAC-Inhibition fithrt in NaB-resistenten (NaB") HeLa Klonen
zu keiner Apoptose-Sensibilisierung

In verschiedenen Experimenten wurde festgestellt, dass NaB-Behandlung Zellzyklus-
arretierung, intrinsische Apoptose und Sensibilisierung gegeniiber Todesrezeptor-vermittelter
Apoptose induziert. Nun stellte sich die Frage, ob Zellen sich an die Behandlung mit NaB
adaptieren konnen und Resistenzen entwickeln. Zu diesem Zweck wurden HelLa Zellen 6
Monate lang in 5 mM NaB kultiviert und anschlieBend durch ,,single cell cloning®“ drei
Natriumbutyrat resistente (NaB") HeLa Klone isoliert.

4.6.1 Vergleich von NaB® Klonen mit Wildtyp HeLa bei steigender HDAC-
Inhibitor-Konzentration
Nach der Isolation der drei NaB® HeLa Klone wurde die Wirkung steigender NaB-
Konzentrationen im Vergleich zu HeLa untersucht. Hierzu wurden die Zellen 24 h mit 3, 5, 6,

9 und 12 mM NaB behandelt. Nach anschlieender Extraktion wurden die Proteinmengen mit
Western Blot analysiert.
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Abb.4.18: Vergleich der NaB® HelLa Klone mit Wildtyp HelLa nach
NaB-Behandlung. Western Blot Analyse der Gesamtproteinextrakte von
HeLa Zellen und HeLa NaB® Klonen nach 24 h Behandlung mit 3, 5, 6, 9
und 12 mM NaB.

Betrachtet man in Abb.4.18 A die p21-Induktion, die stets als Indikator fiir die
Wirksamkeit der HDAC-Hemmung verwendet wurde, so ist zu erkennen, dass in Wildtyp
HeLa bereits die niedrigste Konzentration von 3 mM NaB zu einer sehr starken Induktion
fiihrte, die durch hohere Konzentrationen lediglich geringfiigig gesteigert werden konnte. Die
NaB" HeLa Klone (Abb.4.18B, C, D) hingegen wiesen alle eine verringerte p21-Induktion
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auf. Erst bei hoheren NaB-Konzentrationen von 6 (Klonl) bzw. 9 mM (Klon2, Klon3) zeigte
sich eine Erhohung der p21-Proteinmenge, die allerdings weit unter der Intensitét der bei
HeLa gefundenen Erhohung blieb.

Die NaB-induzierte Reduktion des c-FLIP -Proteins war in den Klonen im Vergleich
zu HeLa leicht gehemmt. Eine etwas stirkere Hemmung konnte bei der c-FLIPs-
Proteinreduktion in den NaB® Klonen, besonders bei Klonl (Abb.4.18B), beobachtet werden.
Auffillig war, dass die Hemmung der c-FLIP-Reduktion nicht mit der p21-Induktion
korrelierte: der Klon, der mit der hochsten p21-Induktion nach NaB-Behandlung reagierte,
zeigte die stiarkste Hemmung der c-FLIP-Proteinreduktion.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die NaB® HeLa Klone zwar eine stark
verringerte p21-Induktion aufwiesen, aber die durch NaB-vermittelte Reduktion der c-FLIP-

Proteine nur zum Teil aufgehoben werden konnte.

4.6.2 NaB-induzierte intrinsische Apoptose ist in den NaB® Klonen stark
inhibiert

Im folgenden Versuch sollte die NaB-vermittelte Apoptose in den NaB® Klonen
untersucht werden.

Wie die Apoptose-Quantifizierung nach Behandlung mit unterschiedlichen NaB-
Konzentrationen in Abb.4.19A zeigt, war bei Wildtyp HelLa das Maximum der Apoptose
bereits bei 6 mM NaB erreicht. Betrachtet man hingegen die NaB® Klone, stieg bei Klon 1
(Abb.4.19B) die Apoptoserate mit steigender NaB-Konzentration linear an, wobei jedoch
auch die hochste NaB-Konzentration nicht das Apoptosemaximum der Wildtyp Hela
erreichte. Im Fall von Klon 2 (Abb.4.19C) betrug die Apoptoserate unter allen Bedingungen
nur ca. 4 %. Klon 3 (Abb.4.19D) zeigte eine leicht konzentrationsabhingige und am stérksten
ausgeprigte Resistenz gegeniiber der NaB-vermittelten Apoptose.

Vergleicht man die p21-Induktion (Abb.4.18) mit der Apoptose in den einzelnen
Klonen, ergibt sich eine starke Korrelation beider Ereignisse: Klone mit geringer p21-

Induktion wiesen auch eine geringe Apoptoserate auf und umgekehrt.
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Abb.4.19: Vergleich der NaB-vermittelten Apoptose in den NaB® HelLa Klonen mit Wildtyp
HelLa. HeLa Zellen (A) und die NaB® Klone (B, C, D) wurden 24 h mit 3, 5, 6, 9 und 12 mM NaB
behandelt. Apoptose wurde mittels FCM-Analyse quantifiziert; Sub-G1-Fraktion (Angabe in Prozent)
entspricht apoptotischen Zellen. Dargestellt sind Tripletts eines Versuches.

4.6.3 NaB-induzierte Sensibilisierung gegentber extrinsischer Apoptose ist
in NaB® Klonen fast vollstandig inhibiert

Es konnte gezeigt werden, dass die NaB-vermittelte Apoptose in den NaB® Klonen
stark inhibiert war und deutlich mit der verminderten p21-Induktion korrelierte. Keine
Korrelation konnte hingegen zwischen c-FLIP Proteinreduktion und p21 Induktion festgestellt
werden. Da hier allerdings demonstriert werden konnte, dass reduzierte c-FLIP Mengen
essentiell fiir die Sensibilisierung gegeniiber Todesrezeptor-vermittelten Apoptose nach
HDAC Inhibition waren, stellte sich die Frage, ob die - wenn auch nur leichte - Inhibition der
c-FLIP Degradation in den NaB® Klonen eine Auswirkung auf die Sensibilisierung hat. Um
dies zu untersuchen, wurden Wildtyp HeLa und die drei NaB® HeLa Klone mit NaB/TNFo.
behandelt und die Apoptoserate mit Hilfe von FCM Analyse bestimmt. In Abb.4.20 ist
deutlich zu erkennen, dass NaB-induzierte Sensibilisierung gegeniiber TNFa-vermittelter

Apoptose in den NaB® Klon vollstindig inhibiert.
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Abb.4.20: NaB-vermittelte Apoptose-Sensibilisierung ist in den NaB®
HeLa Klonen inhibiert. HeLa Zellen und die NaB® Klone wurden wie
folgt behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24h 6 mM NaB, (T): 5h
100 U/ml TNFa, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa. Apoptose wurde mittels
FCM-Analyse quantifiziert; Sub-Gl-Fraktion (Angabe in Prozent)
sind Tripletts

entspricht

apoptotischen Zellen.

Versuches.

Dargestellt
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4.7 Therapeutische Relevanz der
Sensibilisierung

NaB-induzierten Apoptose-

In vorhergehenden Publikationen unserer Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass NaB
in Zervixkarzinomzellen G1 Arretierung und eine intrinsische Apoptose induziert (Finzer et
al., 2002; Finzer et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun gezeigt, dass NaB Hela
Zellen zusidtzlich zur intrinsischen Apoptose auch gegeniiber Todesrezeptor-vermittelter
Apoptose sensibilisiert. Im Folgenden wurde die Sensibilisierung im Hinblick auf eine

Einsetzbarkeit in der Therapie von Zervixkarzinomen untersucht.

4.7.1 NaB fuhrt auch in HPV-negativen Zellen zu c-FLIP-Suppression

Fir den moglichen Einsatz in der Therapie ist es wichtig die Selektivitit des
Wirkstoffes zu untersuchen. Aus diesem Grund wurden HPV-negative Zellen verwendet und
wie im Schema in Abb.4.1 dargestellt mit NaB/TNFo behandelt.

A C33a B H1299 C U20S
C N T NT c N T NT c N T NT
EEEE | e [ = e
“-— - ‘CFLIPS ‘ e J cFLIPg ‘ — cFLIPg
‘ — -— ‘ p21 ‘ - - - ‘ p21 ‘ — ‘ p21
‘w Actin }-—-—d Actin ‘ -—-—-—{ Actin
E F

Abb.4.21: c-FLIP-Regulation nach HDAC-Inhibition in HPV-negativen Zellen.
C33a, H1299 und U20S wurden wie folgt behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24 h 6 mM
NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa, (NT): 19 h NaB + 5h TNFa. (A, B, C) Western Blot
Analyse der Gesamtproteinextrakte. (D, E, F) Semiquantitative RT-PCR .

NaB induzierte in der HPV-negativen Zervixkarzinomzelllinie C33a eine Reduktion des
c-FLIP - und des c-FLIPs-Proteins (Abb.4.21A). Mittels RT-PCR in Abb.4.21D konnte
bewiesen werden, dass die Proteinreduktion auf die transkriptionelle Suppression
zuriickzufiihren war. Im Falle der NSCL (,,non-small cell lung**)- Karzinom Zelllinie H1299
war die c-FLIP-Proteinreduktion nur sehr gering, wie in Abb.4.21B zu sehen ist. Dies spiegelt
sich ebenfalls in der RT-PCR in Abb.4.21E wider. In der Osteosarkomzelllinie U20S war die
c-FLIP-Proteinreduktion (Abb.4.21 C) und die Reduktion der mRNA (Abb.4.21F) am
starksten ausgeprdgt und quantitativ vergleichbar mit der Reduktion in den HeLa Zellen

(siche Abb.4.13).
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4.7.2 NaB induziert in HPV-negativen Zellen keine Apoptose

Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass NaB auch in HPV-
negativen Zelllinien zu c-FLIP-Reduktion fiihrt, allerdings in jeder Zelllinie in
unterschiedlichem AusmafB. Um nun zu untersuchen welche Auswirkungen dies auf die
Apoptose-Induktion durch NaB und die Sensibilisierung gegeniiber der TNFa-vermittelten
Apoptose hat, wurden die verschiedenen Zelllinien mit NaB/TNFa behandelt, und die
Apoptose quantifiziert. In Abb.4.22 ist dargestellt, dass in keiner der Zelllinien weder durch
NaB-Behandlung Apoptose induziert, noch fiir die TNFa-vermittelte Apoptose sensibilisiert

werden konnte.
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ADbDb.4.22: NaB induziert in HPV-negativen Zelllinien keine Apoptose. C33a (A),
H1299 (B) und U20S (C) wurden wie folgt behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24 h 6 mM
NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa. Apoptose wurde mittels
FCM-Analyse quantifiziert; Sub-Gl-Fraktion (Angabe in Prozent) entspricht
apoptotischen Zellen. Dargestellt sind Tripletts eines Versuches.

4.7.3 siRNA gegen HPV18 verhindert die HDAC-Inhibitor-induzierte
Apoptose-Sensibilisierung

Aus dem vorhergehenden Experiment ergab sich die Frage, ob die Anwesenheit von
HPYV eine Vorraussetzung fiir die Apoptose-Sensibilisierung darstellt. Um das zu untersuchen,
wurde in HeLa Zellen mittels siRNA HPV18 E6/E7 runterreguliert, bzw. zur Kontrolle
siRNA gegen Luciferase herangezogen. 48h nach der siRNA Transfektion wurden die Zellen
nach dem Schema in Abb.4.1 behandelt. Wie in Abb. 4.23 zu sehen ist, fithrte die HPV18-
siRNA zu einer sehr starken Reduktion des E7-Proteins, so dass es nicht mehr zu detektieren
war. Betrachtet man den Einfluss von NaB auf E7, so wird deutlich, dass dieser in nicht-

transfizierten HeLa die E7-Proteinmenge nicht beeinflusste, wihrend in den Kontroll-siRNA
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transfizierten Zellen E7 deutlich reduziert wurde. Die Kombination von NaB und TNFa

allerdings zeigte in beiden Fillen eine klare E7-Reduktion.

- SiRNA Luc SiRNA HPV18
C N T NT C N T NT C N T NT

_— e e R HPV18 E7

——————— — — — w— < |AClin

Abb.4.23: HPV18-siRNA fuhrt zur starken Reduktion der E7-Proteinmenge. HeLa
Zellen wurden transfiziert mit HPV18 siRNA oder Kontroll siRNA gegen Luciferase
(Luc) 48 h nach Transfektion wurden die Zellen wie folgt behandelt: (C): unbehandelt,
(N): 24h 6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa, (NT): 19h NaB + 5h TNFa.
Gesamtproteinextrakte wurden im Western Blot untersucht.

Es konnte auch in Abwesenheit von E7 eine HDAC-Inhibitor-vermittelte Reduktion von
c-FLIP sowohl auf Protein als auch auf mRNA-Ebene beobachtet werden (Abb.4.24).

Als Marker fiir die Aktivierung der Caspase 3, die als Exekutions-Caspase gilt und nach
deren Aktivierung es unweigerlich zur Vollendung der Apoptose kommt (siche Abschnitt
1.2), kann die proteolytische Spaltung von PARP (,,poly (ADP-ribose) polymerase‘)
herangezogen werden (Kaufmann et al., 1993). In den Kontroll-siRNA transfizierten Zellen
wurde die proteolytische Spaltung von PARP durch NaB stark induziert, unabhiangig von der
zusitzlichen Stimulation mit TNFa (Abb.4.25). Nach Ausschaltung von HPV18 war diese
Induktion der PARP-Spaltung im Falle der NaB-Behandlung fast vollstindig, im Falle der
kombinierten NaB/ TNFa Behandlung stark inhibiert.

Mit diesen Experimenten konnte deutlich gezeigt werden, dass HPV18 in HeLa fiir die
NaB-induzierte Caspase 3 Aktivierung, und somit sowohl fiir die intrinsische Apoptose nach
NaB-Behandlung, wie auch fiir die NaB-vermittelte Apoptose-Sensibilisierung gegeniiber
TNFa essentiell ist.
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ADbb.4.24: HPV18-siRNA fuhrt zur starken Reduktion der E7-
Proteinmenge. HeLa Zellen wurden transfiziert mit HPV18 siRNA
oder Kontroll siRNA gegen Luciferase (Luc). 48 h nach Transfektion
wurden die Zellen wie folgt behandelt: (C): unbehandelt, (N): 24 h
6 mM NaB, (T): 5h 100 U/ml TNFa, (NT): 19 h NaB + 5 h TNFa.
Western Blot Analyse der Gesamtproteinextrakte (A). Semiquantita-
tive RT-PCR (B).
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4.7.4 Konditioniertes Medium von primaren Makrophagen induziert
Apoptose in Hel.a nach NaB-Behandlung

Bei vielen Zervixkarzinomen kommt es in vivo zur Einwanderung von so genannten
Tumorassoziierten Makrophagen (,,tumour associated macrophages*, TAMs) (Heller et al.,
2003). Thre Anwesenheit wird mit schlechten klinischen Prognosen und einem Fortschreiten
der Erkrankung verbunden, da sie Anergie gegeniiber Cytokintherapie und Apoptose in
Natiirlichen Killer Zellen und T-Zellen induzieren (Hansson et al., 1999). Aktivierte
Makrophagen sind aber auch dafiir bekannt, dass sie TNFa sezernieren. Daraus ergab sich die
Frage, ob das von diesen Makrophagen gebildete TNFo ausreicht, Apoptose nach NaB-
Behandlung zu induzieren. Zu diesem Zweck wurden primédre Makrophagen aus humanem
Blut isoliert. Zur Gewinnung des sezernierten TNFo wurden diese 24 h mit normalem
Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium von den Makrophagen

abgenommen und durch Zentrifugation von Zellen befreit.

Plasma
Zentrifugation i
9 WeiRe > WeiRe
Blutzellen Blutzellen
24 h Medium Konditioniertes
Makophagen Medium

ADbb.4.25: Gewinnung des konditionierten Mediums. Frisches humanes Blut wurde in einem
50 mL Reaktionsbehilter iiber Ficoll gegeben und durch Zentrifugation in seine Bestandteile
aufgetrennt. Weille Blutzellen wurden isoliert und durch Depletion die Makrophagen gewonnen.
Auf die Makrophagen wurde fiir 24 h normales Kulturmedium komplett gegeben, anschlieBend
zentrifugiert, um das Medium von Zellen zu trennen. Das so gewonnene Medium wurde als
konditioniertes Medium bezeichnet.

Das konditionierte Medium wurde nun anstatt des rekombinanten TNFa verwendet. Um
auszuschlieBen, dass andere Komponenten des konditionierten Mediums einen mdoglichen
Effekt verursachten, wurde zur Kontrolle das konditionierte Medium zusitzlich mit einem
TNFa-neutralisierenden Antikdrper inkubiert. HeLa Zellen wurden nun wie in Abb.4.26 zur
Verdeutlichung dargestellt, behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen in 70 % Ethanol
fixiert und die Apoptoserate mit Hilfe von FCM-Analyse bestimmt.
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Abb.4.27: Konditioniertes Medium von aktivierten Makrophagen induziert Apoptose in HelLa
nach NaB-Vorbehandlung. HeLa Zellen wurden wie im Behandlungsschema dargestellt behandelt:
(C): unbehandelt, (N): 24 h NaB, (AK): 5h TNFa neutralisierender Antikorper, (KM): 5h
konditioniertes Medium, (N+KM): 19 h NaB + konditioniertes Medium, (N+tKM+AK): 19 h NaB +
5 h konditioniertes Medium und Antikorper, die vor Zugabe vermischt wurden. Apoptose wurde
mittels FCM-Analyse quantifiziert; Sub-G1-Fraktion (Angabe in Prozent) entspricht apoptotischen
Zellen. Dargestellt sind Tripletts eines Versuches.

Wie in Abb.4.24 zu erkennen ist, hatten weder das konditionierte Medium, noch der
TNFa-neutralisierende Antikdrper einen apoptotischen Effekt. Die Vorbehandlung mit NaB
und anschlieBende Inkubation mit konditioniertem Medium hingegen fiihrte zu einem
dramatischen Anstieg der Apoptoserate. Die Zugabe des TNFa-neutralisierenden Antikdrpers
konnte diesen Anstieg auf die Apoptoserate der NaB behandelten Zellen reduzieren, womit
demonstriert werden konnte, dass primdre Makrophagen ausreichend TNFo produzieren
konnen, um nach NaB-Inkubation, statt rekombinantem TNFa, Apoptose zu induzieren.
Zusitzlich wurde mit Hilfe des TNFa-neutralisierenden Antikorpers gezeigt, dass

ausschlieflich TNFa fiir die Apoptose-Induktion verantwortlich war.
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5. Diskussion

Die Eigenschaft von Tumoren zu expandieren, wird nicht nur durch uneingeschréankte
Proliferation bestimmt, sie besitzen dariiber hinaus die Fdhigkeit sich der Apoptose zu
entziehen (Igney and Krammer, 2002b). In vorhergehenden Studien unserer Arbeitsgruppe
wurde gezeigt, dass HDAC-Inhibitoren in der Lage sind, beides zu blockieren, indem
Wachstumsarretierung und intrinsische Apoptose in HPV-positiven Zervixkarzinomzellen
induziert wird (Finzer et al., 2004; Finzer et al., 2001). In dieser Arbeit konnte der Nachweis
erbracht werden, dass die Zervixkarzinomzelllinie HeLa, die vollstdndig resistent gegeniiber
der TNFa- und TRAIL-vermittelten Apoptose ist, durch HDAC-Inhibition fiir diese
Todesliganden sensibilisiert werden konnte. Zusitzlich konnte auch die CD95L-induzierte
Apoptose durch Vorbehandlung mit NaB (oder TSA, Daten nicht gezeigt) signifikant
verstirkt werden (Abb.4.2).

5.1. Die zwei Ebenen der c-FLIP-Regulation

Die Sensibilisierung fiir die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose ging einher mit der
Suppression der anti-apoptotischen c-FLIP-Proteine c-FLIPy und c-FLIPs. Durch stabile
Expression von c-FLIP konnte die Apoptose-Induktion blockiert werden. Diese Resultate
bestitigen die anti-apoptotische Eigenschaft beider c-FLIP-Isoformen.

c-FLIP. und c-FLIPg iiben ihre Funktionen auf unterschiedliche Weise aus. Zum
Beispiel begiinstigt c-FLIP; sogar den ersten Spaltungsschritt der Caspase 8, wihrend
c-FLIPg bereits diesen inhibiert (Poukkula et al., 2005; Hietakangas et al., 2003; Krueger et
al., 2001b). Hier wurde gezeigt, dass die beiden Isoformen auch die Apoptose-
Sensibilisierung nach HDAC-Hemmung unterschiedlich beeinflussen: wihrend stabile
Expression von c-FLIPs das Ausmal} der Sensibilisierung nur teilweise reduzieren konnte
(Abb.4.4B), war die stabile Expression von c-FLIP. in der Lage diese vollstindig zu
verhindern (Abb.4.6B).

Die unterschiedliche Rolle beider c-FLIP-Proteine bei der Todesrezeptor-vermittelten
Apoptose konnte ebenfalls durch Proteasom-Inhibition beobachtet werden. Die c-FLIPs-
Proteinmenge wurde dabei auf das Niveau der unbehandelten Zellen angehoben, wéhrend
c-FLIP. nur partiell vor der Degradation geschiitzt werden konnte (Abb.4.17A). Dies hatte
auch nur eine partielle Aufthebung der Apoptose-Sensibilisierung zur Folge (Abb.4.17C).

Die Funktion von c-FLIP. hingt von der Expressionsmenge des Proteins ab. Niedrige
Mengen verstiarken die Ausbildung des DISC - wirken also pro-apoptotisch - wihrend erst
hohere Proteinmengen, wie in vielen Tumoren zu finden, einen anti-apoptotischen Effekt
aufweisen (Chang et al., 2002). Artifiziell hohe Proteinkonzetrationen wirken sogar
zytotoxisch (Chang et al., 2002). In den Experimenten dieser Arbeit konnte eine solche
Korrelation allerdings nicht beobachtet werden. Die Wirkung von c-FLIP; war stets anti-

apoptotisch, wobei Klon #3, der sehr hohe Proteinmengen produzierte, die Apoptose nur
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wenig stirker inhibierte als Klon #6, der ein mit dem endogenen vergleichbare c-FLIP,-
Proteinexpression aufwies (Abb.4.6 B). Eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz konnte zum
einen die Art der Apoptose-Induktion bieten. Chang et al. haben ihre Untersuchungen im
Bezug auf die CD95-vermittelte Apoptose durchgefiihrt, wéhrend hier die TNFa-induzierte
Apoptose untersucht wurde. Zum anderen konnte der endogene Expressionsbereich des
c-FLIP;-Proteins in HeLa bereits iiber der Schwelle der anti-apoptotischen Mengen liegen.

Zusammenfassend waren hier beide c-FLIP-Isoformen eindeutig anti-apoptotisch,
wobei c-FLIP, die Apoptose effektiver inhibieren konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeit von c-FLIPL,
nicht durch das Proteasom kontrolliert wird, da c-FLIP.-Proteinmengen in ansonsten
unbehandelten HelLa Zellen allein durch Proteasom-Hemmung nicht beeinflusst wurden
(Abb.4.17A). Die kombinierte Behandlung mit dem Proteasom-Inhibitor und NaB zeigte, dass
das Ausmall der NaB-vermittelten c-FLIP.-Proteinreduktion, bei gleich bleibenden mRNA-
Mengen, verringert werden konnte. Da die Halbwertszeit des c-FLIP;-Proteins nicht vom
Proteasom abhéngt, kann dieser Effekt nicht auf eine verldngerte Halbwertszeit zuriickgefiihrt
werden, sondern zeigt, dass NaB zusitzlich zur transkriptionellen Repression von c-FLIP.
eine proteasomale Degradation induziert. Allerdings konnten in den c-FLIP -Klonen keine
reduzierten Proteinmengen nach NaB-Behandlung beobachtet werden (Abb.4.6A). Wenn man
davon ausgeht, dass NaB eine proteasomale c-FLIP;-Degradation induziert, sollte dies auch
bei ektopisch exprimierten c-FLIP; -Proteinen der Fall sein. Poukkula et al. konnten ebenfalls
beobachten, dass ektopisch exprimierte FLAG-c-FLIP-Proteine, im Gegensatz zu endogenen
c-FLIP, durch Induktion des proteasomalen Abbaus nicht degradiert wurden (Poukkula et al.,
2005), was auf eine vermutete Sattigung der Abbau-Maschinerie zuriickgefiihrt wurde.

Da der einzige Unterschied zwischen dem endogenen und dem ektopischen c-FLIP,
das FLAG-Epitop ist, kdnnte man auch vermuten, dass dieses eventuell eine proteasomale
Degradation verhindert, indem es z.B. Regionen maskiert, die fiir die Degradation des
Proteins wichtig sein konnten.

Im Unterschied zu c¢-FLIP; wurde bei ¢-FLIPg nach Inhibition des Proteasoms mit
MGI132 eine Akkumulation des endogenen Proteins vorgefunden (Abb.4.17A), was den
isoformspezifischen Abbau von c-FLIP bestétigt (Poukkula et al., 2005). Zudem zeigt dieses
Ergebnis, dass die Halbwertszeit von basalem c-FLIPs durch das Proteasom kontrolliert wird.
Bisherige Untersuchungen haben fiir beide c-FLIP-Isoformen lediglich {iber einen
induzierbaren Abbau {iber den proteasomalen Weg berichtet (Kim et al., 2002). Die NaB-
induzierte c-FLIPs-Proteinreduktion wurde durch die Hemmung des proteasomalen Abbaus
nicht nur teilweise, wie es bei c-FLIP. beobachtet werden konnte, sondern vollstindig
verhindert, so dass die c-FLIPg-Proteinmenge mit den unbehandelter Zellen vergleichbar war
(Abb.4.17 A). Dies ldsst sich zum einen auf eine verlangerte Halbwertszeit zuriickfiihren. Ob
die NaB-Behandlung allerdings auch im Fall von c-FLIPs, wie bei c-FLIPy, eine zusitzliche

proteasomale Degradation induziert, ldsst sich durch diesen Versuch nicht kldren.
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Die NaB-induzierte Apoptose-Sensibilisierung ist bei gleichzeitiger Hemmung des
Proteasoms stark - wenn auch nicht vollstindig - inhibiert (Abb.4.17 C). Da aber unter diesen
Bedingungen im Fall von c-FLIPs nicht zwischen verldngerter Halbwertszeit und einer
zusétzlich moglichen NaB-induzierter Degradation unterschieden werden kann, ldsst sich
auch keine eindeutige Aussage iiber die Relevanz dieses zusdtzlichen Mechanismus der

proteasomalen Degradation auf die Apoptose-Sensibilisierung machen.

5.2 Die Regulation der c-FLIP-Transkription

NF-xB wurde als ein wichtiger Faktor fiir die c-FLIP-Expression beschrieben (Kumar
et al.,, 2004). Hemmung von NF-kB wurde fiir die Apoptose-Sensibilisierung gegeniiber
TNFa (Wang et al., 1999; Wang et al., 1996) und TRAIL (Ravi et al., 2001) induzierter
Apoptose, sowie fiir den pro-apoptotischen Effekt von HDAC-Inhibitoren (Takada et al.,
2006) verantwortlich gemacht. In der vorliegenden Arbeit haben EMSA-Analysen ergeben,
dass in unstimulierten HeLa Zellen NF-xB p50-Homodimere und p50/p65-Heterodimere
konstitutiv an die DNA gebunden waren. Diese konstitutive NF-kB-Aktivitdt wurde mit
Apoptose-Hemmung und Krebsentstehung assoziiert (Karin et al., 2002). NaB-Behandlung
filhrte zu einer Reduktion der NF-kB DNA-Bindungsaktivitét, sowie zu einer Hemmung der
TNFa-induzierten verstirkten NF-kB DNA-Bindung. Die DNA-Bindung der p50/p65-
Heterodimere war stark gehemmt, wéhrend die der p50-Homodimere vollstindig inhibiert
wurde (Abb.4.7). Zusitzlich zum Verschwinden der p50-Homodimere konnte eine
Suppression des NFKB1 Gens festgestellt werden, welches fiir das Vorlduferprotein p105 von
p50 kodiert (Abb.4.8). Gleichzeitig blieben die Protein und mRNA Mengen von p65
unverdndert. Dies konnte eine Erkldrung liefern, weshalb p5S0-Homodimere im Besonderen
vollstidndig verschwunden und p50/p65-Heterodimere lediglich reduziert wurden.

Homodimere, bestehend aus p50, gelten als transkriptionelle Repressoren, da p50
keine Transaktivierungsdomidne besitzt und daher die Bindung von p50-Homodimeren an
NF-kB Bindungsstellen in Promotoren die Bindung von transaktivierenden NF-kB-Dimeren
verhindert (Franzoso et al., 1992). Bcl-3 kann jedoch mit p5S0-Homodimeren assoziieren und
die Transkription aktivieren (Bours et al., 1993; Fujita et al., 1993). Zusitzlich wurde
beschrieben, dass das aminoterminale Ende von Bcl-3 fiir eine effektive Translokation von
p50 in den Zellkern erforderlich ist (Zhang et al., 1994). Durch HDAC-Inhibition wurde Bcl-3
auf Proteinebene reduziert (Abb.4.10). Wenn man bedenkt, dass in Abwesenheit von Bcl-3
p50-Homodimere repressiv wirken und die Translokation von p50 in den Zellkern inhibiert
ist, kann man annehmen, dass dies zur Verringerung der transaktivierenden Wirkung von
NF-kB-Dimeren fiihrt. Da NFKB1 durch die Anwesenheit von NF-kB-Bindungstellen in
seinem Promotor autoreguliert ist, konnte die Verringerung der transaktivierenden NF-xB-
Dimere zu einer NFKBI1 Suppression fithren, und schlieBlich auf das vollstindigen

Verschwinden der p5S0-Homodimere hinauslaufen.
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Die Bcl-3-Expression kann selbst durch NF-xB reguliert werden (Ge et al., 2003). Mit
Hilfe von Northern Blot Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression von
Bcl-3 durch NaB nicht inhibiert wurde (Abb.4.10 B); die Regulation fand ausschlieBlich auf
Proteinebene statt.

Die DNA-Bindungsaktivitit von NF-kB kann auf verschiedenen Ebenen beeinflusst
werden, unter anderem iiber die Translokation in den Zellkern (Karin et al., 2002). Krdmer et
al. (Kramer et al., 2006) haben gezeigt, dass durch HDAC-Hemmung die Translokation von
p65 verhindert wird, obwohl keine Regulation auf Proteinebene festzustellen ist. Allerdings
wurden diese Untersuchungen in einem anderen Zellsytem, nimlich in Melanomzellen, und
mit dem HDAC Inhibitor Valproinsdure durchgefiihrt, was eine mogliche Erkldrung bietet,
dass in der vorliegenden Arbeit die Anwesenheit von p65 im Zellkern nach NaB-Behandlung
unverdndert blieb. Auch die durch TNFa-induzierte verstirkte Translokation von p65 wurde
durch NaB-Gegenwart nicht beeinflusst. Deshalb lésst sich die durch NaB-vermittelte NF-xB-
Inhbition zweifelsfrei p50 zuordnen (Abb.4.9).

TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung beruht auf der Ubiquitinierung und darauf
folgender Degradation von IkBa, das im unstimulierten Zustand NF-kB durch Bindung im
Cytoplasma festhélt. IkBa-Degradation setzt NF-xB frei und ermoglich so dessen
Translokation in den Zellkern, um dort kB empfindliche Elemente zu aktivieren (Zandi and
Karin, 1999). Takada et al. haben gezeigt, dass HDAC-Hemmung die TNFa-induzierte IxBa-
Degradation verhindern kann, was zu verstirkter Apoptose fiihrt (Takada et al., 2006). NaB-
Behandlung im vorliegenden Fall konnte die IkBa-Degradation allerdings nicht beeinflussen
(Abb.4.4 C und 4.6 C), was darauf hinweist, dass die NaB-vermittelte NF-kB-Hemmung
unabhingig von IxBa stattfindet.

Die NF-kB-Hemmung konnte als Ursache fiir die NaB-vermittelte c-FLIP-
Suppression ausgeschlossen werden. Zum einen hatte die NFKB1-Depletion mittels siRNA
keinerlei Effekt auf die c-FLIP-mRNA-Mengen, obwohl p105 auf Proteinebene komplett
verschwunden und p50 auf ein MalB reduziert war, das vergleichbar mit dem bei NaB
Anwesenheit (Abb.4.13 A) war. Die Unterschiede in den Proteinmengen von p105 und p50
lassen sich durch die lingere Halbwertszeit des p50 Proteins im Vergleich zu p105 erkléren
(Cressman and Taub, 1994). Zum anderen zeigte der NFKB1-defiziente HeLa Klon (HeLa
p50-) - der eine signifikant reduzierte pS0-Proteinmenge im Vergleich zu HeLa aufwies - eine
geringere c-FLIP-Proteinexpression aber keinen Unterschied in der c-FLIP-Regulation nach
NaB-Behandlung. Allerdings war p50 in dem HeLa p50- Klon nicht vollstindig abwesend
und zusitzliche TNFo-Stimulation konnte die p50-Expression wieder induzieren (Abb.4.14).

Auch die Resultate beziiglich Bcl-3 sprechen gegen eine Beteiligung von NF-xB an
der c-FLIP-Suppression. Bcl-3 wurde durch NaB-Behandlung auf Proteinebene reduziert
(Abb.4.10). Mit Hilfe der zwei Zelllinien 444 und CGL3, die sehr unterschiedliche Mengen
von Bcl-3 exprimieren, konnten gezeigt werden, dass die unterschiedliche Expression dieses

Proteins keinerlei Einfluss auf die c-FLIP-Regulation hatte, weder im unbehandelten Zustand
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noch in Gegenwart von NaB (Abb.4.12 A). Dies spiegelte sich ebenfalls in der Apoptose-
Sensibilisierung wider, wo keine Unterschiede der beiden Zelllinien untereinander und im
Vergleich zu HeLa festzustellen waren (Abb.4.12 B). Aus diesem Grund kann Bcl-3 nicht an
der HDAC-Inhibitor induzierten c-FLIP-Repression beteiligt sein. Unter der Annahme, dass
reduzierte Bcl-3-Mengen zu einer Verringerung von transaktivierenden NF-kxB-Dimeren
fiihren, deuten diese Resultate darauf hin, dass die c-FLIP-Expression unabhiangig von NF-xB
reguliert wird.

Durch Experimente, bei denen HeLa Zellen nach 24-stiindiger NaB-Behandlung noch
mal 24 h in normalem Kulturmedium inkubiert wurden, konnte endgiiltig ausgeschlossen
werden, dass die NaB-induzierte c-FLIP Suppression iiber die NF-kB-Hemmung vermittelt
wird. In diesen Zellen konnte festgestellt werden, dass die c-FLIP-Proteinmengen wieder
soweit erhoht waren, dass sie nahezu das Niveau unbehandelter Zellen erreicht hatten. Unter
gleichen Bedingungen wiesen p105- und p50-Proteinmengen keinen Unterschied zu Zellen
unmittelbar nach der 24-stiindigen NaB-Behandlung auf (Abb.4.15). NaB verursacht die
Hemmung der NF-kB DNA-Bindungsaktivitidt ausschlieBlich iiber p50. Da aber in
Abwesenheit von p50 c-FLIP wieder reinduziert wurde, kann die NaB-vermittelte NF-kB-
Hemmung als Ursache fiir die c-FLIP-Suppression ausgeschlossen werden.

Die transkriptionelle Regulation von c-FLIP wird nicht nur mit NF-xB (Kreuz et al.,
2001; Micheau et al., 2001), sondern auch mit MKK (,,mitogen-activated protein kinase
kinase*) (Yeh et al., 1998;Schlapbach et al., 2000) und PI3K-Akt (Panka et al., 2001; Skurk
et al., 2004) in Verbindung gebracht. In dem vorliegenden Fall hatte aber weder der
spezifische MKK Inhibitor PD98059, noch der PI3K Inhibitor LY294002 einen Einfluss auf
die c-FLIP-Mengen (Daten nicht gezeigt).

Die direkte Repression von c-FLIP durch c-Myc wurde als bestimmender Faktor fiir
die TRAIL-Sensibilitdt identifiziert (Ricci et al., 2004). Hier konnte allerdings beobachtet
werden, dass c-Myc-Proteinmengen nach HDAC-Inhibition minimal reduziert wurden (Daten
nicht gezeigt). Also das Gegenteil von dem, was zu erwarten wére, hitte c-Myc eine kausale,
repressive Rolle bei der NaB-vermittelten c-FLIP-Reduktion. Daher ldsst sich auch c-Myc
ausschlieBen.

5.3 HDAC-Inhibitor-induzierte Apoptose-Sensibilisierung

Eine Sensibilisierung gegeniiber der TRAIL-vermittelten Apoptose erscheint sehr
erstrebenswert fiir die Therapie von Gebdrmutterhalskrebs. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass losliches rekombinantes TRAIL in Tumorzellen selektiv Apoptose ausldst, ohne
gleichzeitige systemische Toxizitit (Walczak et al., 1999; Ashkenazi and Dixit, 1998; Smyth
and Kershaw, 2003). Obwohl HeLa Zellen resistent gegeniiber der TRAIL-vermittelten
Apoptose sind, zeigte eine Kombination von NaB-Vorbehandlung und anschlieender Zugabe
von rekombinantem TRAIL eine sehr starke Apoptose-Induktion (Abb.4.2 B).
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Neben der Sensibilisierung gegeniiber der TRAIL-induzierten Apoptose, konnte NaB
ebenfalls die TNFa-vermittelte Apoptose einleiten. TNFo wird von Lymphozyten — aber
auch von Makrophagen (Tartaglia and Goeddel, 1992) - sezerniert, die auch in Tumoren
vorkommen konnen (Pollard, 2004). Im Besonderen fiir Zervixkarzinome sind
Tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) beschrieben worden (Heller et al., 2003). Diese
TAMs werden jedoch meist mit einer schlechten klinischen Prognose und einem Fortschreiten
des Krebses in Verbindung gebracht, da sie Resistenzen gegeniiber Cytokintherapie und in
Natiirlichen Killerzellen und T-Zellen Apoptose auslosen (Heller et al., 2003).
Interessanterweise konnte hier gezeigt werden, dass das von primdren Makrophagen
sezernierte TNFo ausreicht, um in HeLa Zellen nach NaB-Behandlung Apoptose zu
induzieren (Abb.4.24). Fiir eine Anwendung von HDAC-Inhibitoren in der Therapie von
Zervixkarzinomen sind diese Resultate sehr vielversprechend. HDAC-Inhibitoren allein sind
in der Lage Gl Arretierung in HPV-positiven Zervixkarzinomzellen und intrinsische
Apoptose einzuleiten. Da die HDAC-Inhibition ebenfalls zur Sensibilisierung gegeniiber
TNFoa-vermittelter Apoptose fiihrt, konnte die TNFa-Sezernierung durch TAMs die
Apoptoserate um ein Vielfaches erhohen. Somit wiirde die Anwesenheit dieser Makrophagen,
die meist als schlechte klinische Prognose gewertet wurde, sogar therapieunterstiitzend

wirken.

Makrophagen

HPV-Positive Zelle
-
.-..

Abb.5.1: Modell der Apoptose-Induktion durch HDAC-Inhibition und Makrophagen in
vivo. HPV-positive Zervixkarzinomzelle umgeben von Tumor assoziierten Makrophagen.
HDAC-Inhibition induziert in der Zervixkarzinomzelle intrinsische Apoptose und sensibilisiert
sie fiir die TNFa-induzierte Apoptose. Das von Makrophagen sezernierte TNFa fiihrt zu einer
dramatischen Erhohung der Apoptoserate. Mit Hilfe eines HDAC-Inhibitors kann so die
Anwesenheit Tumor assoziierter Makrophagen, die meist mit schlechter klinischer Prognose
zusammenhing, in eine gute klinische Prognose umgewandelt werden.
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Durch stabile Expression von c-FLIP-Proteinen konnte eindeutig gezeigt werden, dass
die Verringerung der c-FLIP-Mengen essentiell fiir den synergistischen Effekt zwischen NaB
und TNFa/TRAIL ist (Abb.4.4 B und 4.6 B). Dieser Effekt konnte in HPV-negativen Zellen
allerdings nicht beobachtet werden, obwohl c-FLIP auch hier reduziert war (Abb.4.21 und
4.22). Dies zeigt, dass die Reduktion von c-FLIP nicht ausreicht, um die Zellen zu
sensibilisieren, sondern dass zusdtzliche Ereignisse nach HDAC-Inhibition auftreten, die
ebenfalls ausschlaggebend fiir die Apoptose-Sensibilisierung sind.

In vorhergehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass in HPV-positiven
Zellen durch HDAC-Inhibition eine ausschlieBlich intrinsische Apoptose induziert wird
(Finzer et al., 2004). Diese Apoptose iiber den mitochondrialen Weg wird begleitet durch eine
HPV E7-abhédngige pRB-Degradation. Die pRB-Degradation wiederum fiihrt durch
Freisetzung von E2F-1 zur Induktion des pro-apoptotischen p53-Homologs p73 und
schlieBlich zu Apoptose (Finzer et al., 2004). Interessanterweise haben Phillips et al gezeigt,
dass in Osteosarkomzellen der Verlust von pRB eine Deregulation von E2F-1 verursacht, und
E2F-1 durch NF-kB-Hemmung fiir die TNFa-vermittelte Apoptose sensibilisiert (Phillips et
al., 1999). Die von unserer Arbeitsgruppe gezeigte HPV E7-abhéngige Freisetzung von E2F-1
nach HDAC-Hemmung konnte demnach fiir die NF-kB-Inhibition verantwortlich sein, die
allerdings, wie hier gezeigt wurde, nicht kausal fiir die c-FLIP-Suppression ist, aber
moglicherweise ein zusétzlicher Faktor, der die Sensibilisierung gegeniiber dem
TNFo/TRAIL-vermittelten Zelltod ermoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in HeLa Depletion von HPV18
mittels siRNA die NaB-induzierte Caspase 3-Aktivierung, die essentiell fiir die Apoptose ist,
vollstdndig inhibieren konnte. Dies unterstiitzt zum einen die bereits publizierten Daten
unserer Arbeitsgruppe, die eine HPV E7-abhingige Induktion der intrinsischen Apoptose
beschreiben. Zum anderen konnte bei ausgeschaltetem HPV18 auch bei der kombinierten
NaB/TNFa-Behandlung die Caspase 3-Aktivierung stark inhibiert werden, was darauf
hinweist, dass die Apoptose-Sensibilisierung von HPV abhingig ist.

Interessanterweise liel sich in HelLa Zellen durch die kombinierte NaB/TNFo-
Behandlung eine starke Reduktion des E7-Proteins feststellen, wihrend die alleinige
Behandlung mit NaB oder TNFa keinerlei Einfluss auf E7 hatte. Ob diese Reduktion auf
mRNA oder Proteinebene stattfand, muss noch untersucht werden. Das Verschwinden des E7-
Proteins spricht nicht zwangsldufig gegen die Abhéngigkeit der Apoptose-Sensibilisierung
von HPV, denn die Zugabe von TNFa erfolgt lediglich in den letzten 5 Stunden der 24-
stindigen NaB-Behandlung. Ereignisse vor der TNFa Zugabe konnten die HPV-
Abhingigkeit vermitteln, wie z.B. die Degradation von pRB, die 16 h nach NaB-Behandlung
beginnt (Finzer et al., 2004). Es bleibt jedoch noch zu untersuchen, ob die HPV-Abhingigkeit
der NaB-induzierten Apoptose-Sensibilisierung iiber die E7-abhédngige pRB-Degradation

vermittelt wird und ob dieser Effekt iiber die Inhibition von NF-xB ausgeiibt oder unabhingig



Diskussion 88

davon stattfindet. Fiir diese Untersuchungen stellen unter anderem die NaB® HeLa Klone ein
gutes System dar.

Da die erworbene Resistenz gegeniiber Apoptose ein sehr wichtiges Merkmal von
Krebszellen ist, scheinen Substanzen wie HDAC-Inhibitoren vielversprechende
Krebstherapeutika  darzustellen.  Sie  konnen  direkt eingesetzt werden, um
Wachstumsarretierung und intrinsische Apoptose zu induzieren. In Kombination mit
Todesliganden - rekombinant oder bereitgestellt von TAMs - weisen sie einen synergistischen
Effekt auf und verringern in Tumorzellen den Schwellenwert der Apoptose um ein
Vielfaches.
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7. Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.1.1 Abbildung (Kapitel 1. Abbildung 1)
APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaar

BPV Bovines Papilloma Virus

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

c-FLIP cellular-FLICE inhibitory protein
cm Zentimeter

CO, Kohlendioxid

dNTP Desoxy-Nukleotidtriphosphat
DAPI 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol
DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsiure

DTT Dithiotreitol

ECL Enhanced Chemoluminescense
EDTA Ethylendiamintetraacetat

FCS Fotales Kélberserum (Fetal Calf Serum)
h Stunde

HPV Humanes Papillomavirus

HRP Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase)
IgG Immunglobulin G

mA Milliampere

ug Mikrogramm

kDa Kilodalton

min Minute

M molar

uM Mikromolar

ml Milliliter

mRNA Messenger RNA

ng Nanogramm

nm Nanometer

OD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction
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PMSF
PVDF
RB
RNA
RNase
rpm

RT

SDS
Tab.1.1
TAE

TE

Tris
TEMED
Tween-20
U

UN

Uv
v-FLIP
\Y

z.B.

Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid
Polyvinylidonfluorid

Retinoblastom

Ribonukleinsédure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (Rounds per Minute)
Raumtemperatur

Sodium Dodecyl Sulfate

Tabelle (Kapitel 1. Abbildung 1)
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine
Polyoxyethylen-(20)-sorbitan monolaurat
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Ultraviolett

viral-FLICE inhibitory protein
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