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DER NACKTMULL ALS EIN MODELLORGANISMUS

FUR KREBSRESISTENZ

Bioinformatische Analysen

Linda Wachholz, Nico Basilowski, Christoph Standful, Heike Pospisil

Zusammenfassung

Bei Nacktmullen wurde bisher Tumorentstehung nicht beob-
achtet. Zur Untersuchung der molekularen Ursachen dient
der Nacktmull daher als ein wertvoller Modellorganismus fur
Krebsresistenz. Ziel dieser Arbeit war eine weiterfiihrende Ana-
lyse des kirzlich publizierten Genoms des Nacktmulls. Eine
Genvorhersage konnte auf Grundlage der vorhandenden Ge-
nom- und Transkriptomdaten durchgefiihrt und ein hypothe-
tisches Netzwerk der Interaktionen der tumorinduzierenden
Faktoren erstellt werden. Dieses Netzwerk basiert auf den Tu-
morsuppressor-Regulationswegen p53 und RB im Menschen.
Die Genom- und Transkriptom-Daten des Nacktmulls weisen
deutliche Unterschiede zu den Befunden im Menschen auf.
Dieser Befund kdnnte ein erster Anhaltspunkt fir die Aufkla-
rung der molekularen Ursachen der Krebsresistenz von Nackt-
mullen sein.

Abstract

Naked mole-rats are resistant to both spontaneous cancer and
experimentally induced tumorigenesis and are a valuable mo-
del organism for the systematic study of tumor progression in
humans.

The aim of this work was to further investigate the recently
published naked mole-rats genome. Based on public available
genomic and transcriptomic data gene prediction was perfor-
med successfully both with ab initio methods, as well as with
RNA sequence data. With the help of the gene prediction data
a hypothetical network of interactions of tumor-inducing fac-
tors was created. This network is based on the tumor suppres-
sor pathways p53 and RB, which are to be found in humans.
We found clear differences in the genomic and transcriptomic
data between human and naked mole-rat for both pathways.
Probably, that finding could explain the cancer resistance and

» |, EINLEITUNG

Jahrlich erkranken in Deutschland fast
eine halbe Million Menschen an Krebs,
und etwa jeder vierte Todesfall ist darauf
zuriickzufiihren [Krebs in Deutschland
2012]. Die Suche nach den Ursachen
der Entstehung maligner Tumore sowie
die Etablierung geeigneter Therapien
sind seit vielen Jahren Gegenstand welt-
weiter Forschungsprojekte: Neben epi-
demiologischen Studien' beschiftigen
sich zahlreiche Forschungsinitiativen aus
der Biomedizin damit, die molekularen
Reaktionswege bei der Tumorentste-
hung (Karzinogenese) aufzudecken und
zu verstehen. In der Tumorbiologie wer-
den molekularbiologische und bioche-
mische Verdnderungen von Stoffwech-
selwegen untersucht. Darlber hinaus
umfasst die Krebsforschung auch an-
dere Fachgebiete wie Tumorvirologie,
Infektionsbiologie, molekulare Genetik
und Immunologie. Moderne molekular-
biologische Techniken (wie Pyrosequen-
zierung [Margulies et al. 2005], lonen-
Halbleiter-Sequenzierung [Rothberg et

should be used for further analyses.

al. 2011], Matrixunterstitzte Laserde-
sorptions/lonisations-Flugzeit-Massen-
spektrometrie [Tanaka et al. 1998] oder
moderne Mikroskopieverfahren) erlau-
ben mittlerweile die genaue und extrem
hochauflésende Identifikation zellulérer
Bestandteile und biologischer Molekiile,
wie z. B. die Sequenzbestimmung von
DNA und RNA. Mithilfe von neuen Se-
quenzierautomaten kdnnen die Basen-
abfolgen von DNA oder RNA sehr effizi-
ent bestimmt werden, da hier mehrere
Tausend bis Millionen Sequenzierreak-
tionen gleichzeitig und automatisiert
ablaufen. Wahrend das menschliche
Genom (ca. 3,2 Milliarden Buchstaben)
im Rahmen des Humangenomprojektes
in zehn Jahren sequenziert wurde [Lan-
der et al. 2001], braucht man heute nur
noch wenige Tage daftir; neue Techno-
logien sollen dies sogar in wenigen Mi-
nuten schaffen [Zhanga et al. 2011].

Mit den o. g. Technologien konnten
verschiedene mit Krebs in Zusam-
menhang stehende Schlisselproteine,
Mutationen, Chromosomenvariationen

und andere molekulare Verdnderungen
identifiziert werden, die bereits teilweise
fur die Therapie von malignen Tumoren
verwendet werden. Allerdings sind die
bisherigen Ergebnisse noch weit davon
entfernt, Tumorentstehung als globalen
Prozess zu verstehen oder gar zu thera-
pieren.

Die hier vorgestellte Arbeit beschreibt
einen anderen, bisher wenig verfolg-
ten Forschungsansatz: Wéhrend die
meisten Untersuchungen sich damit
beschiftigen, die vorhandenen Ausldser
von Tumoren zu detektieren, versuchen
wir, in solchen Organismen, in denen
bisher noch niemals Krebsentstehung
beobachtet werden konnte, die entspre-
chenden Faktoren zu identifizieren, die
entweder fehlen oder eine Tumorent-
stehung verhindern kénnen. Als Model-
lorganismus wurde dazu der Nacktmull
(Heterocephalus glaber) ausgewahlt
(siehe Abb. 1), dessen Genom im No-
vember 2011 veroffentlicht wurde [Kim
etal. 2011a].

! Epidemiologische Studien untersuchen die Zusammenhénge zwischen Tumorentstehung und Krebsauslésern (z. B. Viren, Chemikalien, Toxine, Strahlung, Erndhrung, Lebensstil, etc.).
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Abb. 1) Abbildung eines Nacktmulls (rechts) im Ver-
gleich zu einer Hausmaus (aus Edrey et al. 2011)

Der Nacktmull ist ein in unterirdischen
Bauten lebendes afrikanisches Nagetier
mit einigen sehr interessanten biolo-
gischen Eigenschaften, weshalb er seit
geraumer Zeit bereits als Forschungsob-
jekt in unterschiedlichen Fachgebieten
eingesetzt wird:

1. Far Nacktmulle konnte eine Lebens-
dauer von bis zu 30 Jahren nachgewie-
sen werden [Edrey etal. 2011]. Damit ist
der Nacktmull das am ldngsten lebende
(bisher bekannte) Nagetier [Buffenstein
und Jarvis 2002, Buffenstein 2005] (bei-
spielsweise leben Mduse, die in der Gro-
Re dem Nacktmull vergleichbar sind,
nur 4 Jahre). Sie zeigen eine sehr geringe
Seneszenz, d. h., es gibt keine altersasso-
ziierte Erhéhung in der Zellsterblichkeit.
Dartiber hinaus gibt es kaum morpholo-
gische oder physiologische Verdnderun-
gen im Laufe des Lebens und die Fertili-
tat nimmt nicht ab [Sedivy 2009, Jarvis
und Sherman 2002].

2. Nacktmulle weisen eine bei Sdugetie-
ren einmalige Lebensform auf: Sie leben
in Kolonien, in denen es eine Kénigin
gibt’> (sogenannte Eusozialitat) [Jarvis
1981].

3. lhre Schmerzempfindlichkeit ist auf-
grund eines fehlenden Molekuls (Sub-
stanz P), das sonst bei allen anderen
Sdugetieren in der Haut vorkommt, ver-
mindert [Park et al. 2008].

4. Nacktmulle sind resistent sowohl ge-
geniber spontaner als auch experimen-
tell mittels maligner Transformation in-
duzierter Karzinogenese [Seluanov et al.
2009, Sedivy 2009].

Aufgrund der genannten Krebsresis-
tenz wahlten wir den Nackmull als Mo-
dellorganismus fiir eine umfangreiche
Sequenzanalyse des im November 2011
verdffentlichen Genoms [Kim et al.
2011a).
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Das Genom des Nacktmulls war auf ei-
nem offentlich zugdnglichen Genom-
sequenz-Server am European Bioinfor-
matics Institute [Stoesser et al. 2012]
erhdltlich. Die Gesamt-DNA war auf
1.094 Genomabschnitte  aufgeteilt.
(Normalerweise ist die DNA in Chro-
mosomen angeordnet, die jeweils ei-
nen kompletten, liickenlosen DNA-
Abschnitt darstellen. Dass hier sehr viel
mehr Teilbereiche als Chromosomen®
vorhanden waren, hing mit der unvoll-
standigen Assemblierung* der ermittel-
ten Teilsequenzen zusammen, was auf
unvollstandige Daten oder viele Teilse-
quenzen mit hdufigen Wiederholungen
zuriick zu fihren sein kann.)

Im Zentrum dieser Arbeit stand zu-
nachst die Analyse der Gene des Nackt-
mulls mit dem Ziel, diejenigen Gene zu
identifizieren, die im Zusammenhang
mit der Entstehung von Krebs stehen
und sie mit denen des Menschen (und
der Maus) zu vergleichen.

Zundchst mussten die auf dem Nackt-
mull-Genom lokalisierten Gene be-
stimmt werden. Dazu wurde zum ei-
nen auf einen publizierten Datensatz

ARF

MDM2

|1

DNA
damage

p53 —> p21

(Punkt 1) zurtickgegriffen und zum an-
deren Genvorhersagemethoden ver-
wendet, um Gene zu identifizieren
(Punkte 2 und 3):

1. Die Gesamt-RNA (Transkriptom) aus
sieben verschiedenen Nacktmull-Gewe-
ben wurde extrahiert, sequenziert und
die (kurzen) Sequenzstiicke im An-
schluss zu kompletten Genen zusam-
mengesetzt (assembliert). Die ermittel-
ten 22.561 Gene sind in der Datenbank
»Naked Mole Rat Database” offentlich
zuganglich [Kim et al. 2011a, Kim et al.
2011b] und wurden fiir den Vergleich
mit bereits veroffentlichten Nacktull-
Genen herangezogen.

2. Die sogenannte ab-initio-Vorhersage
sucht nach charakteristischen Signalen
innerhalb einer DNA-Sequenz, die mit
bestimmten Wahrscheinlichkeiten in-
nerhalb eines Gens zu finden sind. Mit-
hilfe der Software AUGUSTUS [Stanke
und Waack 2003, Stanke et al. 2004]
konnten 44.670 kodierende Bereiche
vorhergesagt werden [Wachholz 2012].

3. Neben der ab-initio-Vorhersage ist
eine Genidentifikation mithilfe von RNA-
Sequenzen moglich (siehe Erlauterun-
gen unter Punkt 1). RNA-Sequenzen

stress
signals

proliferation R pe

Abb. 2) Darstellung der Schliisselproteine in Krebsregulationswegen (aus Wachholz 2012).

2 Koloniebildung ist beispielsweise bei Ameisen und Bienen bekannt.
3 Der haploide Chromosomensatz des Nacktmulls enthalt 30 Chromosomen [Deuve et al. 2008].
4 Computer-gestiitztes Zusammenfiigen von Teilsequenzen zu langeren Sequenzen.



werden als Zwischenprodukt bei der
Proteinbiosynthese gebildet, so dass
ein gefundenes RNA-Molekil die bei
der Proteinbiosynthese abgelesenen
DNA-Bereiche reprasentiert und einen
verldsslicheren Schluss auf eine Gense-
quenz zuldsst.

Die Ubereinstimmung der vorherge-
sagten Gene im Nacktmull nach den
0. g. Methoden lag zwischen 49% und
79% [Wachholz 2012]. Dieser scheinbar
geringe Wert ist drauf zuriickzufiihren,
dass RNA-Sequenzen stets nur ein Ab-
bild des Zellzustandes zum Zeitpunkt
der RNA-Extraktion liefern. Allerdings
kann dies leicht erklart werden, da sol-
che Gene, die gerade nicht in die Pro-
teinbiosynthese involviert (exprimiert)
sind, mit sequenzbasierten Genvorher-
sagemethoden nicht identifiziert wer-
den kdnnen, weshalb die Zahl der so
vorhergesagten Gene (meist) kleiner ist,
wenn man keine RNA-Daten von ver-
schiedenen Zellzustdanden, Geweben,
Entwicklungsstadien usw. verwendet.

Zur Untersuchung der tumorrelevan-
ten Proteine im Nacktmull wurden die
identifizierten Gene mit den bekannten
Gensequenzen in Mensch und Maus

Evading apoptosis

Proliferation

verglichen. Zundchst beschrankten wir
uns dabei auf Proteine, die in die Sig-
nal- und Stoffwechselwege im Krebs
involviert sind (siehe Abb. 2), insbeson-
dere auf die folgenden 10 Molekiile:
p14, MDM2, p53, p21, p16, p15, CDK4,
CDK®6, RB und E2F. Alle diese Gene wer-
den sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus exprimiert, und ihre Relevanz
in der Tumorentstehung wurde fir die-
se Organismen bereits nachgewiesen.

Interessanterweise ergaben die Unter-
suchungen, dass — unabhéngig von der
Methode zur Genvorhersage — die Ge-
ne, die fur die Proteine p14 und p16 ko-
dieren, im Genom des Nacktmulls nicht
gefunden werden konnten bzw. stark
von denen im humanen Genom abwei-
chen [Wachholz 2012]. p16 (Cyclin-ab-
hangigen Kinaseinhibitor 2A, CDKN2A)
spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus
und bei der Tumorentstehung [Zo-
roquiain et al. 2012]. Das Protein p14
entsteht aus demselben Genlocus wie
p14, allerdings mit einem alternativen
Leserahmen. p16 ist am RB Tumorsup-
pressor-Regulationsweg und p14 am
p53-Tumorsuppressor-Regulationsweg
beteiligt. Beide Regulationswege ha-
ben eine wichtige Kontrollfunktion im

Zellzyklus und beim sogenannten
programmierten Zelltod (Apoptose)
[Sherr CJ und McCormick 2002, Rous-
sel 1999]. Héufig konnten genomi-
sche Veranderungen in diesen beiden
Regulationswegen in humanen Tumor-
zellen gefunden werden. Ein hypothe-
tisches Netzwerk der Interaktionen
(siehe Abb. 3) zeigt die zentrale Rol-
le, die p14 und p16 bei der Kontrol-
le von Zellzyklus, Proliferation und
Apoptose nach Schadigungen der DNA
spielen.

Zusétzlich konnte mit unseren Befun-
den eine Theorie von Seluanov [Selu-
anov et al. 2009] gestutzt werden, der
bei Fibroblasten vom Nacktmull eine
sogenannte Kontaktinhibition gefun-
den hat. Kontaktinhibition bewirkt den
Stopp der Zellteilung bei Zellen, die sehr
dicht nebeneinander liegen. So wird
eine unkontrollierte Wucherung von
Zellen in normalen, gesunden Geweben
verhindert. In Tumorzellen ist die Kon-
taktinhibition nicht mehr vorhanden, so
dass es zu einer unkontrollierten Zellver-
mehrung kommt. Bei Nacktmullen exis-
tiert eine zweistufige Kontaktinhibition,
bei der bereits bei einer geringen Zell-
dichte die Zellvermehrung gehemmt

DNA damage

p53 signaling pathway

v

F—4— p14/ARF

» /
«— L pl5/INK4b

Abb. 3) Hypothetischer Regulationsweg im Tumor. Griin markiert sind die Proteine p14 und p16, fiir die im Genom des Nacktmulls (bisher) keine Gene identifiziert werden konnten

(aus Wachholz 2012).
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wird und bei der wahrend der ,friihen
Kontaktinhibition” p16 eine entschei-
dende Rolle spielt.

» [Il. SCHLUSS

In der vorliegenden Arbeit wurde das
Genom des Nacktmulls mit Bioinforma-
tik-Methoden untersucht mit dem Ziel,
Schlisselmolekiile zu identifizieren, die
daran beteiligt sein kénnten, dass bei
diesen Tieren Tumore scheinbar nicht
vorkommen. Es konnte gezeigt werden,
dass einige der Schlisselmolekiile zwei-
er Regulationswege, die bei Krebs eine
wichtige Rolle spielen (RB- und p53-
Tumorsuppressor-Regulationswege), im
Nacktmull nicht exprimiert werden.
Weitere Analysen mdissen zeigen, ob
diese Befunde auch bei deutlich mehr
experimentellen Daten und einem bes-
ser annotierten Nacktmull Bestand ha-
ben.

Die Identifikation von krebsregulatori-
schen Proteinen erlaubt ein verbessertes
Verstandnis der regulatorischen Pro-
zesse, die zur Tumorentstehung fiihren
konnen. Der Nacktmull ist fir diese Un-
tersuchungen ein erfolgversprechender
Modellorganismus.
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