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1 Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Gynikologische Tumore: Epidemiologie, Diagnostik und Therapie

1.1.1 Das Mammakarzinom

Das Karzinom der Brustdriise (ICD-10-GM: C50 [DIMDI 2014]) ist mit einer Inzidenz von
etwa 70000 (2010) das héaufigste Malignom der Frau [RKI und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013]. Es kommt aber auch — in
ungefdhr einem von hundert Fillen — bei Ménnern vor [Haag et al. 2014]. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren (2010), wobei etwa jeder zehnte Erkrankungsfall junge
Frauen unter 45 Jahren betrifft. Wahrend die Anzahl der Neuerkrankungen in den letzten 20
Jahren — vor allem nach Einfilhrung des Mammographie-Screenings im Jahr 2005 —
zugenommen hat, konnten die relativen Sterbefdlle durch die Verbesserung der adjuvanten
Therapie reduziert werden [RKI und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2013]. Neben der Selbstuntersuchung der Brust einmal im Monat wird ab
dem 30. Lebensjahr auch die alljéhrliche Abtastung durch einen Arzt und zwischen dem 50.
und 69. Lebensjahr die regelmdfige Mammographie (alle 2 Jahre) empfohlen
[Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2012; RKI und die Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013]. Diese Malnahmen
ermoglichen in vielen Féllen die Fritherkennung des Karzinoms, was einen wesentlichen
Faktor fiir die gute Gesamtprognose des Mammakarzinoms (relative 5-Jahres-Uberlebensrate
aller Mammakarzinome im Jahr 2010: 87%) darstellt [RKI und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013]. Als Prognosefaktoren gelten in
erster Linie pTNM-Status, R-Klassifikation und Sicherheitsabstinde, histologischer
Tumortyp, Grading, Blut- und LymphgefaBinvasion, Alter und uPA- und PAI-I-
Konzentration [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm der AWMF, DKG und DKH 2012;
Kommission Mamma der AGO 20131].

Histologisch unterscheidet man vor allem duktale (65-80%) und lobulére (~10%) Karzinome.
Zudem existieren noch etwa 20 weitere Subtypen [Petru et al. 2011; Haag et al. 2014].

In der Mehrzahl der Fille (~55%) ist der Tumor im duBeren oberen Quadranten der Brust
lokalisiert. Er metastasiert frith lymphogen vor allem in die ipsilaterale Axilla, hdmatogen vor
allem in Skelett, Lunge, Leber, ZNS und Nebennieren [Petru et al. 2011; Haag et al. 2014].
Frauen hohen Alters, mit Adipositas oder in der Postmenopause sowie Frauen mit frither

Menarche, spédter Menopause, Nullipara oder Hormonersatztherapie tragen ein erhohtes



1 Einleitung 2

Risiko, an einem Mammakarzinom zu erkranken [Petru et al. 2011]. Wie beim
Ovarialkarzinom erkranken Frauen mit einer BRCA1- bezichungsweise BRCA2-Genmutation
auch deutlich hdufiger an einem Mammakarzinom als Frauen ohne diese Mutation. Das
Lebenszeitrisiko betrdgt bei Mutationsnachweis bis zu 80%. Die prophylaktische beidseitige
Mastektomie wird in diesen Féllen nach abgeschlossener Familienplanung beziehungsweise
ab dem 35.-40. Lebensjahr als Primérpravention empfohlen, da sie das Erkrankungsrisiko um
90-95% senkt [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH
2012; Kommission Mamma der AGO 2013d].

Ein auffilliger Tastbefund ist hiufig das erste Symptom des Mammakarzinoms. Ferner sollten
vor allem Hauteinziehung, Einziehung der Mamille, Orangenhautphinomen und axilldre
LymphknotenvergroBerung weiter abgeklirt werden [Petru et al. 2011; Haag et al. 2014].

Die Diagnose des Mammakarzinoms erfolgt im Wesentlichen in 3 Schritten: Zunéchst wird
eine ausfiihrliche korperliche Untersuchung mit Abtastung der Mammae im Seitenvergleich
inklusive Palpation der relevanten Lymphknotenstationen durchgefiihrt, gefolgt von
Bildgebung mit Sonographie, Mammographie und gegebenenfalls MRT mit Kontrastmittel.
Zuletzt wird eine Biopsie — entweder als Stanz-, Vakuum- oder offene Exzisionsbiopsie — zur
histologischen Sicherung inklusive Grading nach Elston und Ellis sowie zur
immunhistochemischen Bestimmung des Hormonrezeptor- und HER2/neu-Rezeptorstatus
entnommen [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH
2012; Kommission Mamma der AGO 2013f; Haag et al. 2014].

Im Anschluss an die Diagnosestellung wird ein Staging durchgefiihrt. Die Bildgebung sollte
hier eine Abdomensonographie, einen Rontgen-Thorax und eine Skelettszintigraphie, bei
entsprechender Klinik auch ein Schiddel-CT umfassen [Leitlinienprogramm Onkologie der
AWMF, DKG und DKH 2012; Kommission Mamma der AGO 2013f; Haag et al. 2014].

Die Operation dient ebenfalls als Staging im Sinne der Bestimmung der Tumorgréf3e und des
Lymphknotenstatus, gilt aber vor allem als erster obligater Therapieschritt des lokoregional
begrenzten Mammakarzinoms. Die Entnahme des Tumors erfolgt wenn mdglich
brusterhaltend mit einem Sicherheitsabstand von mindestens 1mm, ansonsten als modifiziert
radikale Mastektomie mit nachfolgender plastischer Rekonstruktion der Brust. Eine
Axilladissektion (mindestens 10 Lymphknoten aus Level I und IT) wird nur bei positivem oder
nicht auffindbarem Sentinellymphknoten durchgefiihrt [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm
Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2012; Kommission Mamma der AGO 2013h].
Anhand der erhobenen Befunde aus Bildgebung, Operation und histologischer Untersuchung

erfolgt die Stadieneinteilung mittels TNM-Klassifikation nach UICC (Stadien I-IV) und der
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St.Gallen-Risikoeinteilung (Low-risk, Medium-risk, High-risk) [Petru et al. 2011; Haag et al.
2014]. Nach ihnen wird die Planung der weiteren Therapieschritte ausgerichtet.

Fiir die adjuvante Therapie des Mammakarzinoms kommen Radiatio und Systemtherapie — im
Sinne einer Chemo- und/oder Hormon- und/oder Antikdrpertherapie — in Frage.

Die adjuvante Radiatio der Brustwand sollte nach brusterhaltender Operation immer und nach
Mastektomie bei bestimmten Indikationen moglichst innerhalb von 6-8 Wochen nach der
Operation erfolgen. Auch eine Bestrahlung des Lymphabflusses axilldr und/oder supra-,
infraklavikuldr kann indiziert sein [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm Onkologie der
AWMEF, DKG und DKH 2012; Kommission Mamma der AGO 2013b].

Die adjuvante Systemtherapie ist sehr individuell und richtet sich nach der St.Gallen-
Risikoeinteilung von 2007, wobei Tumorgrdofle, Nodalstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus,
Menopausenstatus und Patientinnenalter beriicksichtigt werden. Die adjuvante Chemotherapie
sollte anthracyclin- und taxanhaltig sein. Auch Cyclophosphamid wird verwendet. Als
Antikorper kommt Trastuzumab zum Einsatz, das simultan zur Taxanphase der
Chemotherapie verabreicht wird. Fiir die endokrine Therapie werden Tamoxifen und
Aromataseinhibitoren der 3. Generation — einzeln oder sequenziell kombiniert — eingesetzt.
Sie wird nach Beendigung der Chemotherapie begonnen und fiir eine Dauer von 5-10 Jahren
durchgefiihrt [Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2012;
Kommission Mamma der AGO 2013a+c].

Eine neoadjuvante Chemotherapie — in Abhéngigkeit vom Rezeptorstatus mit oder ohne
Antikorpertherapie — sollte bei groBem, nicht brusterhaltend operablem, bei primédr
inoperablem, bei inflammatorischem Karzinom sowie bei tastbar beziehungsweise
sonographisch vergroBerten axilliren Lymphknoten durchgefiihrt werden und dient neben
dem préoperativen Downstaging der Testung der Chemotherapiewirkung. Eine neoadjuvante
endokrine Therapie kann bei postmenopausalen Frauen mit hormonrezeptorpositivem und
HER2/neu-negativem Karzinom mit dem Ziel einer brusterhaltenden Operation oder
Kontraindikationen gegen eine Operation beziechungsweise deren Ablehnung erwogen werden
[Leitlinienprogramm Onkologie der AWMEF, DKG und DKH 2012; Kommission Mamma der
AGO 2013g].

Die Therapie bei Fernmetastasen oder Rezidiv erfolgt individuell unter Beriicksichtigung von
Befund und Begleitfaktoren [Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH
2012].

Die Nachsorge des Mammakarzinoms umfasst Anamnese, korperliche Untersuchung,

arztliche Beratung, Betreuung und Begleitung sowie bildgebende Diagnostik zur Erkennung
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eines lokoregiondren Rezidivs. Sie sollte in den ersten 3 Jahren nach abgeschlossener
Primértherapie vierteljahrlich, im 4. und 5. Jahr halbjdhrlich und ab dem 6. Jahr jéhrlich
erfolgen [Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2012; Kommission
Mamma der AGO 2013e].

1.1.2 Das Ovarialkarzinom

Mit einer jéhrlichen Inzidenz von etwa 7790 (2010) und einem Gesamtanteil von 3,5% ist das
Ovarialkarzinom (ICD-10-GM: C56 [DIMDI 2014]) das sechsthidufigste weibliche Malignom
insgesamt und das dritthdufigste Genitalmalignom. Wéhrend die Neuerkankungsrate
rickldufig ist, blieb die Sterberate in den letzten Jahren in etwa konstant. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren, wobei 5-10% aller Ovarialkarzinome — vor allem
Keimzelltumore — bereits bei unter 45-Jahrigen auftreten [RKI und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013]. Die Diagnose des
Ovarialkarzinoms wird durch das Fehlen valider Screeningmethoden und spezifischer
Symptome erschwert, so dass es in 70% der Fille erst in fortgeschrittenen Stadien (FIGO IIB-
IV) diagnostiziert wird [Burges et al. 2011; Petru et al. 2011). Es hat somit eine schlechte
Prognose, die relative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Ovarialkarzinome betrigt 40% [RKI und
die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013].

Im Einzelfall prognostisch entscheidend sind vor allem ,,das Tumorstadium bei Erstdiagnose
und die Therapiequalitit™ [Burges et al. 2011]. Der histologische Tumortyp spielt ebenfalls
eine Rolle. Uber 90% der Ovarialkarzinome gehen vom Epithel aus und sind
Adenokarzinome, von denen der muzindse Typ eine signifikant schlechtere Prognose als der
serds-papilliare und der endometrioide Typ aufweist [Burges et al. 2011; Petru et al. 2011].

Zu den Risikofaktoren fiir das Ovarialkarzinom zdhlen hohes Lebensalter, Adipositas,
Nullipara, friilhe Menarche, spite Menopause, Ostrogensubstitution und PCO-Syndrom
[Morch et al. 2009; Petru et al. 2011; RKI und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2013]. Auch Frauen mit einer BRCA1- beziehungsweise
BRCAZ2- Mutation haben ein deutlich erhohtes Erkrankungsrisiko (36-46% beziehungsweise
10-27%) [Burges et al. 2011; Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF,
DKG und DKH 2013]. Betroffene Frauen sollten nach abgeschlossener Familienplanung eine
PBSO in Erwédgung ziehen, da diese zu einer signifikanten Risikoreduktion fiihrt [Rebbeck et
al. 2009; Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2013].



1 Einleitung 5

Wie bereits erwédhnt verursacht das Ovarialkarzinom keine charakteristischen Symptome
sondern manifestiert sich in unspezifischen Beschwerden wie diffusen abdominellen
Schmerzen, Meteorismus, Verdnderung der Stuhlgewohnheiten, Zyklusstdrungen,
Bauchumfangsvermehrung und unklarer Gewichtsabnahme [Burges et al. 2011; Petru et al.
2011; Haag et al. 2014].

Bei klinischem Verdacht auf ein Ovarialkarzinom sollte ein transvaginaler Ultraschall
durchgefiihrt werden, da dieser beziiglich der Beurteilung der Ovarien die grofite
Aussagekraft besitzt [Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2013]. Bei
speziellen Fragestellungen kann auch ein CT oder ein MRT indiziert sein, wird allerdings
nicht grundsétzlich empfohlen [Burges et al. 2011; Petru et al. 2011].

Wie beim Mamma- und Endometriumkarzinom kann auch beim Ovarialkarzinom kein
bildgebendes Verfahren das operative Staging ersetzen. Es dient hier sowohl der
Diagnosesicherung mittels Schnellschnitt als auch der Stadieneinteilung nach der UICC und
der FIGO und erfolgt in Lingslaparotomie. Unabhingig vom Stadium gilt die Operation
immer auch als primédrer obligater Therapieschritt. Das Ausmal3 der operativen Mallnahmen
wird vom jeweiligen Tumorstadium (FIGO I-IV) bestimmt. Ziel ist idealerweise die
komplette Tumorresektion (RO-Resektion) oder, falls dies nicht mdglich ist, eine Reduktion
der Tumormasse auf einen Tumorrest <lecm. Nur im Stadium [A kann ein
fertilitatserhaltendes Vorgehen versucht werden [Petru et al. 2011; Leitlinienprogramm
Onkologie der AWMF, DKG und DKH 2013].

Die zweite Therapiesdule neben der Operation ist die adjuvante Chemotherapie. Aufler bei
FIGO IA Grad 1 ist sie in allen Stadien vorgesehen. Standard bei frithem Ovarialkarzinom
(FIGO I-ITA) ist eine platinreiche Chemotherapie, bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom
(FIGO IIB-1V) eine Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel. In den Stadien FIGO IIIB-
IV kommt seit Dezember 2011 zusétzlich die Gabe von Bevacizumab in Frage.

Im Falle eines Tumorrezidivs kdnnen Rezidivoperation — vor allem bei positivem AGO-Score
(Komplettresektion bei Primér-OP, guter AZ (ECOG Performance Status 0), Aszites <500ml)
— oder Chemotherapie erwogen werden.

Die regelmiBige Tumornachsorge sollte eine ausfiihrliche Anamnese und korperliche
Untersuchung sowie einen transvaginalen Ultraschall umfassen. Auch der Verlauf des
Tumormarkers CA-125 kann hier hilfreich sein [Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF,
DKG und DKH 2013].
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1.1.3 Das Endometriumkarzinom

Das Endometriumkarzinom (ICD-10-GM: C54.1 [DIMDI 2014]) ist mit einer jdhrlichen
Inzidenz von etwa 11550 (2010) und einem Anteil von 5,1% an allen Malignomen nach
Mamma-, kolorektalem und Bronchialkarzinom das vierthdufigste Malignom der Frau
insgesamt und das héufigste weibliche Genitalmalignom. Allerdings folgen sowohl
altersstandardisierte Neuerkrankungsrate als auch Sterblichkeit in den letzten Jahren einem
Negativtrend [RKI und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland
e.V. 2013]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren (2010) [RKI und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013; Haag et al.
2014], ,,allerdings konnen Endometriumkarzinome auch pramenopausal (bis zu 20%) sogar
bei unter 45-jdhrigen Frauen auftreten (bis zu 5%)“ [Denschlag et al. 2011]. Der
iiberwiegende Anteil der Endometriumkarzinome (78%) wird bereits im Frithstadium (T1)
diagnostiziert. Das Endometriumkarzinom gehort deshalb zu den prognostisch giinstigen
Malignomen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate aller Endometriumkarzinome betriigt 79%
(2010) [RKI und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.
2013].

Die Einzelprognose des Endometriumkarzinoms wird vor allem von seinem
histopathologischen Typ bestimmt. Man unterscheidet prognostisch giinstige Typ-I-
Karzinome und Typ-II-Karzinome mit deutlich schlechterer Prognose.

75-80% der Endometriumkarzinome sind Typ-I-Karzinome und entsprechen histologisch
einem endometrioiden Adenokarzinom [Denschlag et al. 2011]. Sie entwickeln sich
Ostrogenabhdngig iiber eine atypische Endometriumhyperplasie [Lacey et al. 2010; Petru et al.
2011]. Als gesicherte Risikofaktoren gelten deshalb Faktoren, die zu einem relativen
Uberschuss an Ostrogenen fiihren. Dazu gehdren metabolisches Syndrom mit Adipositas,
Nulliparitit, friihe Menarche und spdte Menopause, PCO-Syndrom, Langzeiteinnahme von
Ostrogenen ohne Gestagenschutz und Tamoxifeneinnahme [Petru et al. 2011; RKI und die
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2013].

Die dstrogenunabhéngigen Typ-II-Karzinome sind mit 10-15% aller Endometriumkarzinome
deutlich seltener als Typ-I-Karzinome [Denschlag et al. 2011]. Histologisch unterscheidet
man vor allem das serose und das klarzellige Karzinom [Petru et al. 2011; Haag et al. 2014],
die beide ,,per definitionem als gering differenziert klassifiziert werden® [Denschlag et al.
2011]. Als Vorstufe gilt das endometriale intraepitheliale Karzinom [Petru et al. 2011]. Typ-
[I-Karzinome sind altersabhidngig und treten gehéduft nach einer Bestrahlung des Uterus auf

[Denschlag et al. 2011; Petru et al. 2011].
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Auch das HNPCC-Syndrom gilt als Risikofaktor fiir das Auftreten eines
Endometriumkarzinoms (bis zu 60%) [Herold et al. 2013].

Obwohl bislang keine zuverldssigen Screeningmethoden fiir das Endometriumkarzinom
ermittelt werden konnten [Kommission Uterus der AGO 2013], so gelingt dennoch in vielen
Fillen eine friihe Diagnose aufgrund der klassischen Frithsymptome: Die postmenopausale
Blutung und die primenopausale Meno- oder Metrorrhagie. Auch ein abnormer Fluor sollte
stets an ein Endometriumkarzinom denken lassen [Petru et al. 2011; Haag et al. 2014].

Die Diagnose des Endometriumkarzinoms erfolgt in 3 Schritten. Zunédchst wird eine
ausfiihrliche gynékologische Untersuchung durchgefiihrt, um die Blutungsquelle zu
identifizieren und die Tumorausbreitung zu erfassen. Der anschlieBende transvaginale
Ultraschall dient primar der Bestimmung der Endometriumdicke, die bei postmenopausaler
Blutung ab >5mm als verddchtig gilt [Petru et al. 2011]. Hier zeigt der transvaginale
Ultraschall eine sehr hohe Sensitivitét (95% ohne Hormontherapie, 91% mit Hormontherapie)
beziiglich der Detektion einer endometrialen Pathologie [Smith-Bindman et al. 1998].
AufBlerdem konnen ,,die Infiltrationstiefe ins Myometrium und evtl. auch ein Zervixbefall
abgeschitzt sowie Adnextumoren oder Aszites [...] festgestellt werden® [Petru et al. 2011].
Zur Diagnosesicherung erfolgen zuletzt Hysteroskopie mit Biopsieentnahme und fraktionierte
Abrasio mit histopathologischer Untersuchung [Petru et al. 2011].

Das operative Staging ist allen apparativen Stagingmethoden iiberlegen und ist deshalb seit
1988 Standard [Petru et al. 2011; Kommission Uterus der AGO 2013]. Sie umfasst obligat die
Exploration des Abdomens mit Entnahme einer Zytologie, die Hysterektomie und die
beidseitige Adnexexstirpation. Fakultativ wird zusitzlich eine pelvine (15) und paraaortale
(10) Lymphonodektomie durchgefiihrt. Bei serdsem oder klarzelligem Karzinom sollten
zudem die Entnahme multipler peritonealer Biopsien und die Omentektomie erfolgen. In
fortgeschrittenen Stadien profitieren die Patientinnen zudem von einer maximalen Resektion
uterusferner Tumormanifestationen. Bei nachgewiesenem Cervixbefall sollte eine radikale
Hysterektomie durchgefiihrt werden. Das laparoskopische Vorgehen ist hierbei in frithen
Stadien der Laparotomie gleichwertig und birgt sogar Vorteile widhrend und nach der
Operation [Petru et al. 2011; Kommission Uterus der AGO 2013). Erginzend werden
Rontgen-Thorax, Abdomensonographie und fakultativ Zystoskopie und Rektoskopie
empfohlen [Petru et al. 2011].

Die daraus hervorgehende Stadieneinteilung erfolgt — seit 01.01.2010 modifiziert — nach der
UICC und der FIGO [Kommission Uterus der AGO 2013]. Nach ihr wird die weitere

Therapieplanung ausgerichtet.
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Die Therapie des Endometriumkarzinoms wird interdisziplindr und filir jede Patientin
individuell unter Beriicksichtigung des Tumorbefundes und der Risikofaktoren, aber auch des
Alters und Allgemeinzustandes sowie der personlichen Wiinsche der Patientin durchgefiihrt.
Die Indikation zur Operation in oben beschriecbenem Umfang ist beim primédren
Endometriumkarzinom grundsétzlich gegeben. Bei jungen Frauen mit Kinderwunsch und
einem frithen Tumorstadium (gut differenziertes endometrioides Adenokarzinom im Stadium
Tla) konnen eine zunéchst rein konservative Therapie mit Gestagenen und eine sekundére
Hysterektomie nach abgeschlossener Familienplanung erwogen werden.

Die Radiotherapie kann entweder in Form einer externen Teletherapie und/oder als weniger
toxische intrakavitire Brachytherapie erfolgen. Sie ist im Falle der Inoperabilitit primar
indiziert. Eine adjuvante Radiatio sollte bei Patientinnen mit hohem Lokalrezidivrisiko
durchgefiihrt werden.

Alternativ oder erginzend wird im Stadium IB G3, II G3, III und [Va sowie bei serdsem oder
klarzelligem Karzinom eine adjuvante Chemotherapie mit Adriamycin plus Cisplatin
empfohlen.

In der Palliativsituation kommen eine Hormontherapie mit Gestagen und eine systemische
Chemotherapie mit Anthrazyklinen, Platinderivaten oder Taxanen in Frage. Im Falle eines
Rezidivs gelten Operation, Radiatio und palliative Systemtherapie als Therapieoptionen
[Kommission Uterus der AGO 2013].

Die Therapieprinzipien fiir das Endometriumkarzinom basieren auf aktuellen Empfehlungen
renommierter Forschungsstellen (AGO, DGGG, DKG). Einige Aspekte sind allerdings nur
unzureichend untersucht oder in Studien kontrovers bewertet worden, so dass diesbeziiglich in
Zukunft weitere Studien folgen miissen.

Eine Nachsorge mit ausfiihrlicher korperlicher Untersuchung und personlichem Gespriach
sollte in den ersten 2-3 Jahren alle 3 Monate erfolgen, um eine bestmogliche Begleitung der
Patientin — ihren Bediirfnissen entsprechend — zu etablieren und Rezidive frith zu erkennen

[Kommission Uterus der AGO 2013].
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1.2 Die Apoptose

)

“Life is pleasant. Death is peaceful. It’s the transition that’s troublesome.’

Isaac Asimov (Biochemiker, Schriftsteller 1920-1992)

1.2.1 Allgemeines

Die Apoptose (Syn.: Programmierter Zelltod) beschreibt die gezielte Beseitigung
iiberfliissiger, geschéddigter oder infizierter Zellen nach einem genetisch determinierten
Programm [Adams 2003].

Der Begriff stammt aus dem Griechischen und leitet sich von den Worten apo “ab” und ptosis
“fallen” ab und steht sinnbildlich fiir das Herabfallen welker Bldtter im Herbst. In der
zellbiologischen Terminologie tauchte er erstmals 1972 auf [Kerr et al. 1972]. Grundlegende
Untersuchungen an dem Nematoden Caenorhabditis elegans zeigten, dass der urspriingliche
Zellbestand von 1090 Zellen im Laufe der Entwicklung immer um 131 Zellen reduziert wurde
[Sulston & Horvitz 1977].

Die Apoptose muss von einer weiteren Form des Zelltods, der Nekrose, unterschieden
werden. Bei der Nekrose wird die Zellintegritdt durch pathologische &uBlere Einfliisse —
beispielsweise Sauerstoffmangel, hohe Temperaturen oder Noxen — irreversibel geschédigt.
Es kommt zur Schwellung der Zellorganellen und Zelllyse mit der Folge einer lokalen
Entziindungsreaktion. Bei der Apoptose hingegen kommt es physiologisch auf einen Stimulus
hin zu strikt regulierten, ATP-abhéngigen biochemischen Prozessen. Die Zelle schrumpft, das
Chromatin kondensiert und die DNA fragmentiert unter Aufrechterhaltung der
Membranintegritit. Die anschliefend abgeschniirten Membranvesikel (apoptotic bodies)
werden durch Makrophagen eliminiert ohne eine inflammatorische Reaktion zu provozieren
[Majno & Joris 1995].

Die Apoptose ist von entscheidender Bedeutung fiir eine gesunde Embryonalentwicklung, die
Aufrechterhaltung der Homoostase [Vaux & Korsmeyer 1999] und ein potentes
Immunsystem [Hildemann et al. 2002]. Sie spielt eine Rolle bei degenerativen und
autoimmunen Prozessen [Bouillet et al. 1999] sowie in der Tumorgenese [Cory & Adams

2002; Cory et al. 2003].



1 Einleitung 10

1.2.2 Signaltransduktionswege

1.2.2.1 Uberblick

Die Apoptose kann auf zweierlei Weise ablaufen. Man unterscheidet den iiber sogenannte
Todesrezeptoren (death-receptors) vermittelten extrinsischen und den mitochondrialen
intrinsischen Signalweg. Deren gemeinsame Endstrecke ist eine Caspase-Signalkaskade, die
letztendlich die bereits beschriebenen morphologischen Verdnderungen bis hin zum Tod der
Zelle bewirkt [Hengartner 2000; Abbildung 1]. Untersuchungen weisen auf einen dritten,
Caspase-unabhingigen Apoptosesignalweg hin, bei dem AIF (apoptosis-inducing factor),
eine mitochondriale Oxidoreduktase, eine zentrale Rolle spielt [Lorenzo et al. 1999; Susin et

al. 1999].

1.2.2.2 Extrinsischer Signalweg

Der extrinsische Signalweg wird durch Ligandenbindung an sogenannte “Todesrezeptoren”
der TNF-Rezeptorfamilie (TNF-R1, CD95/Fas, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR6) aktiviert
[Hengartner 2000]. In der Folge wird der zytoplasmatische Anteil des Rezeptors, die
sogenannte Todesdoméne DD (death domain), durch Trimesierung des Rezeptors so
umstruktiert, dass intrazelluldre Proteine mit eigener DD (z.B. TRADD, FADD) binden
konnen [Hsu et al. 1995; Kischkel et al. 1995; Hsu et al. 1996]. FADD besitzt neben der
Todesdomine eine Todeseffektordomidne DED (death-effector domain), an die die
Procaspase-8 seinerseits mit seiner DED bindet [Boldin et al. 1996]. Der dadurch gebildete
Komplex wird als DISC (death-inducing signaling complex) bezeichnet [Kischkel et al.
1995]. Nach autokatalytischer Aktivierung der Procaspase-8 gelangt die aktive Caspase-8 in
das Zytosol und aktiviert rasch die Effektorcaspase-3, -6 und -7. Diese direkte Aktivierung
findet aber nur statt, wenn aktive Caspase-8 in ausreichender Menge freigesetzt wird (Typ I-
Zellen). Bei zu langsamer oder schwacher DISC-Bildung (Typ II-Zellen) wird die
Aktivierung der Effektorcaspasen indirekt tiiber die Induktion des mitochondrialen
intrinsischen Signalwegs durch Proteine der Bcl-2 Familie (Bid, Bax, Bak) vermittelt [Li et al.

1998; Scaffidi et al. 1998; Eskes et al. 2000].

1.2.2.3 Mitochondrialer intrinsischer Signalweg

Beim intrinsischen Apoptosesignalweg spielt die Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus

dem Mitochondrium — auf einen externen oder internen Stimulus hin — eine zentrale Rolle. So
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kommt es beispielsweise iiber p53-Aktivierung durch DNA-Schiddigung zur Integration
proapoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie (z.B. Bax, Bak) in die mitochondriale Membran
und in der Folge zur Freisetzung verschiedener Molekiille wie Cytochrom C, AIF und
Smac/DIABLO [Hengartner 2000]. Das freie Cytochrom C bildet mit mehreren Apaf-1- und
Procaspase-9-Molekiilen ATP-abhédngig einen Multimerkomplex, das sogenannte Apoptosom.
Die Bindung zwischen Apaf-1 und Procaspase-9 erfolgt {iber eine spezielle Formation, die
sogenannte CARD (caspase recruitment domain), die beide Proteine besitzen. Das
Apoptosom induziert die autokatalytische Aktivierung der Procaspase-9 zur Caspase-9, die
darauthin ihrerseits die Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7) aktiviert [Srinivasula et al. 1998;
Rodriguez & Lazebnik 1999; Zornig et al. 2001]. Wie bereits beschrieben induziert AIF einen
Caspase-unabhédngigen Apoptosesignalweg [vgl. 1.2.2.1], Smac/DIABLO wiederum wirkt
proapoptotisch iiber Hemmung der IAPs, die ihrerseits als Apoptoseinhibitoren fungieren [Du

et al. 2000; Verhagen et al. 2000].
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Abbildung 1 Vereinfachte schematische Darstellung der 2 Signalwege der Apoptose in Séugetierzellen

Sowohl der extrinsische (1a) als auch der mitochondriale intrinsische (1b) Signalweg fiihrt nach Ablauf der
jeweiligen Reaktionskaskade zur Aktivierung der Effektorcaspase-3 (2). Diese 16st eine Caspase-Signalkaskade
aus, die letztendlich zur Degradierung der Zelle fiihrt. Der Reaktionsablauf kann an verschiedenen Stellen durch
Proteine wie c-Flip (3a), Bcl-2 (3b) oder IAPs (3c¢) inhibiert werden [Hengartner 2000; modifiziert].

Smac/DIABLO



1 Einleitung 12

1.2.2.4 Caspase-Signalkaskade

Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease) sind Cysteinproteasen. Neben ihrer zentralen
signalvermittelnden Rolle in der Apoptose sind sie vor allem an inflammatorischen Prozessen
beteiligt [Chowdhury et al. 2008]. Sie werden als inaktives Zymogen mit N-terminaler
Prodoméne und C-terminaler Proteasedomine synthetisiert. Thre Aktivierung erfolgt durch
Dimerisierung und/oder proteolytische Spaltung zwischen sogenannter kleiner und groBer
Untereinheit [Earnshaw et al. 1999]. Im Rahmen der Apoptose werden 2 Subtypen von
Caspasen unterschieden, Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9 und -10) und Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6 und -7) [Thornberry 1997; Abbildung 2]. Die autokatalytische Aktivierung der
Initiatorcaspasen wird durch ihre FEinlagerung in einen Multimerkomplex (z.B. DISC,
Apoptosom) iiber spezifische Proteindomédnen (DED, CARD) initiiert [vgl. 1.2.2.2 und
1.2.2.3; Abbildung 2]. In aktiver Form aktivieren sie ihrerseits die Effektorcaspasen durch
proteolytische Spaltung (Caspase-Signalkaskade). Die Effektorcaspasen sind die Apoptose-
ausfiihrenden Enzyme. Sie hydrolysieren in aktiviertem Zustand zelluldre Substrate, was zu
den charakteristischen morphologischen Verdnderungen und schlieBlich zum Zelltod fiihrt

[Nicholson 1999].
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= Casp-9 [_carD | I I 1 Apoptosome
= atod [ s
Casp-2 [ carp | T | | 1] PIDDosome
Initiator .
Caspases 6] a4y foos .
Casp-8 DED DED DIsC

219 415

521
]

- Casp-10 DED |[[ DED | 1

DISC

[

28|
‘ 3* 277
- Caspa I — || 5}
23]
1 ‘96+ 303
Effector | Casp-7 [ [ T _TT]
Caspases 23‘ 701 1194
293
L Casp-6 [ II 1111
L1 L2 L3 L4
Drosophila:
144 324 351
” CARD ‘ l ]:[ HL{ ]:”453 Dark/Hac-1/Dapaf-1
Dronc Apoptosome
QBl 21 Il *2:!0 %9
Drice
C. elegans
22(1 a74) 1388 s
CED-3 [ GARD | I LI TI] CeD-4tetramer
L1 L2 L3 L4

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Struktur der Apoptosecaspasen bei Sdugetieren, Drosophila und
C.elegans

Die Apoptosecaspasen der Sdugetiere werden in Initiator- (Caspase-2, -8, -9 und -10) und Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6 und -7) unterteilt und bestehen aus einer grofen (p20) und einer kleinen Untereinheit (p10). Die
Position der ersten Spaltstelle zwischen grofler und kleiner Untereinheit ist mit einem dicken Pfeil, weitere
Schnittstellen mit diinnen Pfeilen gekennzeichnet. Die Prodoméne der Initiatorcaspasen am N-terminalen Ende
enthdlt die spezifischen Proteindomidnen CARD (caspase recruitment domain) oder DED (death effector
domain), mit denen sie sich in einen Multimerkomplex (Apoptosom, DISC) einlagern kdnnen. Eingezeichnet
sind die Oberfliachenloops (L1-4) sowie rot markiert die katalytisch aktiven Cysteinreste. Die Caspasen von
Drosophila (Dronc) und C.elegans (CED-3) gelten als Homologe der Caspase-9 [Bao & Shi 2007].
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1.2.3 Apoptoseregulation

1.2.3.1 Das Caspase-8-Homologon cFLIP

FLIP (FLICE-like inhibitory protein) ist ein inhibitorisch wirksames Caspase-8-Homologon.
Es wurde erstmals in Viren (VFLIP) nachgewiesen [Thome et al. 1997]. Von der zelluldren
Form cFLIP existieren verschiedene Splicevarianten. Es konnten bisher zwei Proteine
nachgewiesen werden [Irmler et al. 1997], das 55kDa schwere cFLIP. und das 24 kDa
schwere cFLIPs. Beiden Proteinen gemein ist die DED (death-effector domain), tiber die sie
anstelle von Caspase-8 an FADD binden und somit die Apoptose hemmen [Krueger et al.
2001]. Das Verhiltnis von cFLIPL zu Caspase-8 entscheidet dariiber, ob eine
Apoptosehemmung stattfindet oder nicht [Scaffidi et al. 1999]. Neuere Untersuchungen
zeigen zudem, dass cFLIP. in Abhingigkeit von seinem Expressionsniveau auch
proapoptotisch wirken kann [Micheau et al. 2002]. Fiir cFLIPs ist bisher nur seine

antiapoptotische Wirkung beschrieben worden.

1.2.3.2 TAPs: Hemmung der Caspase-3, -7 und -9 durch direkte Interaktion

Eine weitere Gruppe von Apoptoseinhibitoren sind die IAPs (inhibitor of apoptosis proteins).
Sie wurden erstmals im Genom von Baculoviren identifiziert [Crook et al. 1993]. Mittlerweile
sind auch mehrere humane Vertreter bekannt [Salvesen & Duckett 2002]. Allen IAPs gemein
ist die sogenannte BIR-Doméne (baculovirus IAP repeat domain), von der jedes IAP
mindestens eine der drei bekannten besitzt. Uber sie wird die antiapoptotische Wirkung
vermittelt, indem Caspasen gebunden und inaktiviert werden. Zudem besitzen die meisten
IAPs noch eine RING-Domine, die E3-Ubiquitin-Ligaseaktivitit zeigt und den eigenen
Abbau beziehungsweise den Abbau auserwéhlter Zielproteine ermdglicht [Yang & Li 2000].
Beispiele fiir beim Menschen vorkommende [APs sind XIAP, c-IAP1 und c-IAP2 [Abbildung
3]. Sie inhibieren direkt die Caspase-3, -7 und -9. Am Besten untersucht ist der
Wirkungsmechanismus von XIAP (X-/inked inhibitor of apoptosis protein). Es bindet mit der
BIR2-Doméne direkt an die Caspase-3 und -7, mit der BIR3-Domine direkt an die kleine
Untereinheit der Caspase-9 [Deveraux & Reed 1999]. Die antiapoptotische Wirkung der IAPs
kann unter anderem durch die Proteine Smac/DIABLO aufgehoben werden [vgl. 1.2.2.2].
XAF1 (XIAP-associated factor 1) gilt als direkter Inhibitor von XIAP [Liston et al. 2001].
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Abbildung 3 Schematische Darstellung der Struktur der IAPs bei Séugetieren und Fruchtfliegen

Zu den Proteinen der IAP-Familie gehoren XIAP (X-linked IAP), c-1AP1 (cellular IAPI), c-1AP2 (cellular
14P2), ILP2 (IAP-like protein-2), ML-1AP/Livin (melanoma IAP/Livin), NAIP (neuronal apoptosis-inhibitory
protein) und Survivin. Ein Peptid der BIR2-Doméne von XIAP, c-IAP1 und c-IAP2 — hier in rot gekennzeichnet
— ist fiir die Hemmung der humanen Caspase-3 und -7 verantwortlich. Auch in der BIR2-Doméne von NAIP
existiert ein strukturell dhnliches Peptid, deshalb ebenfalls rot markiert. Nur XIAP kann iiber seine BIR3-
Domine die humane Caspase-9 hemmen. Bei Fruchtfliegen erfolgt die Hemmung der Caspase-3- und -9-
Homologen iiber die BIR1- und BIR2-Doménen von Diapl. BIR-Doménen mit bekannter Funktion sind farblich
hervorgehoben [Riedl & Shi 2004].

1.2.3.3 Vertreter der Bcl-2-Proteinfamilie

Nach der Erstbeschreibung von Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) [Tsujimoto et al. 1985] konnte
eine Reihe von Proteinen aufgrund strukturell dhnlicher Bereiche, den sogenannten BH-
Doménen (Bcl-2-homology domains) und aufgrund von Wechselwirkungen mit Bcl-2
identifiziert und klassifiziert werden. Proteine der Bcl-2-Familie besitzen mindestens eine der
vier bekannten BH-Doménen (BH1-BH4), iiber die Protein-Protein-Interaktionen stattfinden
konnen [Reed 1997]. Es werden 2 Hauptgruppen unterschieden, proapoptotisch (z.B. Bax,
Bak, Bid) und antiapoptotisch (z.B. Bcl-2) wirkende Bcl-2-Proteine [Abbildung 4]. Sie
nehmen Einfluss auf den mitochondrialen intrinsischen Apoptosesignalweg, wobei das molare
Verhéltnis der beiden Gruppen iiber die Empfanglichkeit gegeniiber proapoptotischen
Signalen entscheidet. Bei Ubergewicht proapoptotischer Bcl-2-Proteine in der #ufBeren
Mitochondrienmembran kommt es zu einer Permeabilitdtssteigerung selbiger und in der Folge
zum Zusammenbruch des Membranpotentials mit anschlieBender Freisetzung von
mitochondrialen Faktoren wie dem Cytochrom C [Kirkin et al. 2004]. Uber diese kommt es
zur Aktivierung der Caspase-Signalkaskade und letztendlich zum Untergang der Zelle [vgl.
1.2.2.3].
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der Struktur pro- und antiapoptotischer Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie

Die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie unterscheiden sich durch unterschiedliche Kombination von
sogenannten BH-Doménen (BH1-BH4). Wihrend die antiapoptotisch wirksamen Proteine alle 4 Doménen
aufweisen, besitzen die proapoptotisch wirksamen Proteine hochstens 3 Doménen [Chao & Korsmeyer 1998].

1.2.4 Rolle der Apoptose in Tumorgenese und -therapie

Intensive Forschungen zur Tumorgenese haben gezeigt, dass neben einer fehlgesteuerten
Zellproliferation und -differenzierung primar auch Stérungen der Induktion und des Ablaufs
der Apoptose in der Pathogenese maligner Erkrankungen von entscheidender Bedeutung sind
[Reed 1999a+b]. So pridispositioniert beispielsweise eine Uberexpression des antiapoptotisch
wirksamen Bcl-2-Onkogens infolge einer t(14;18) chromosomalen Translokation fiir die
Entwicklung follikuldrer B-Zell-Lymphome [Limpens et al. 1995]. Ferner liegt das
Tumorsuppressorgen p53, welches in gesunden Zellen je nach Schwere der DNA-Schéadigung
Wachstumsstop oder Apoptose induziert, in den meisten humanen Tumorzellen mutiert
beziehungsweise deletiert vor [Ko & Prives 1996].

Das steigende Verstindnis der Mechanismen und der Bedeutung der Apoptose macht sie zu
einem wirksamen Ziel der Tumortherapie. So induzieren viele Zytostatika iiber DNA-
Schadigung die Apoptose maligner Zellen. Beispiele fiir Apoptose-modifizierende
Therapeutika sind BH3-only-protein-Mimetics [Cory & Adams 2002], TRAIL(Apo2L)-
Liganden [Huang & Sheikh 2007] oder Substanzen, die Einfluss auf die Mitochondrien

nehmen [Green & Kroemer 2004]. Gegenstand vieler moderner Studien ist die Identifizierung
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von Genen, die Einfluss auf die Apoptose von Krebszellen nehmen und somit potentielles

Ziel einer gerichteten Tumortherapie darstellen.

1.3 Das humane Gen ich-1
1.3.1 Allgemeines zu icb-1

Die Arbeitsgruppe um Oliver Treeck legt den Fokus ihrer Forschungsarbeiten seit Jahren
unter anderem auf die Identifizierung von Genen, die aufgrund spezieller Eigenschaften als
Angriffspunkt fiir eine gerichtete Tumortherapie dienen konnten. Zudem sollen neue
pradiktive Parameter ermittelt werden, um die Therapie des Mamma-, Ovarial- und
Endometriumkarzinoms zu optimieren [Caritas-Krankenhaus St. Josef 2013a].

Im Rahmen dieses Forschungsschwerpunktes wurde 1998 das humane Gen ich-1
entschliisselt. Die Bezeichnung ich-1 steht fiir “induced by contact to basement membrane “
und riihrt von der Erkenntnis her, dass ich-1 bei in-vitro Differenzierungsprozessen von HEC-
1B endometrialen Adenokarzinomzellen, ausgelost durch deren Kontakt mit einer kiinstlichen
Basalmembran, vermehrt exprimiert wurde [Treeck et al. 1998]. Ich-1 befindet sich als Open
Reading Frame 38 auf Chromosom 1 und trigt deshalb auch den Namen C/ORF38 [Caritas-
Krankenhaus St. Josef 2013b].

Der signifikante ORF beinhaltet 7 potentielle Translations-Initiations-Codons. Die mRNA
beziehungsweise die generierte cDNA von ich-I umfasst 2366 Basenpaare mit einem
Startcodon an Position 129 und einem Stopcodon an Position 981. Es kodiert ein 31.7kDa
schweres Protein, das aufgrund seiner Eigenschaften vermutlich im Zellkern lokalisiert ist
[Treeck et al. 1998].

Im Jahr 2002 gelang es der Forschungsgruppe um Treeck zu zeigen, dass ich-I in weiteren
endometrialen Adenokarzinomzelllinien sowie in vielen anderen onkologischen Zelllinien
und humanen Geweben exprimiert wird [Treeck et al. 1998; Treeck et al. 2002]. AuBlerdem
konnten neben dem primér identifizierten Transkript ich-I/a noch 2 weitere Splicevarianten,
icb-1f und icb-1y sowie die Milz-spezifische Isoform icb-10 identifiziert werden. Bei
letzterem handelt es sich nicht um eine weitere Splicevariante, sondern vermutlich um das
Transkript eines ich-1-verwandten Gens [Treeck et al. 2002].

Die Einordnung von icb-1 in einen groBleren funktionellen Gesamtzusammenhang erwies sich
zunidchst als schwierig, da weder zur Protein kodierenden Region noch zum Protein selbst
Homologien existierten. Einzig die starke Ahnlichkeit (>95%) von 3’ nicht-translatierter

Region des cDNA-Klons von ich-1 und 24 kurzen cDNA-Sequenzen, sogenannten ESTs,
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vornehmlich aus Tumoren und fetalen Geweben, lie} eine Rolle von ich-1 in Zellproliferation
und -differenzierung vermuten [Treeck et al. 1998].

Erst 2009 konnten Johnson und Kollegen ich-1 einer aus 5 Genen bestehenden Genfamilie
zuordnen, deren gemeinsames Merkmal die globulire Domdne CABIT ist. Zudem gelang

ihnen die Identifizierung eines icb-1 sehr dhnlichen Gens, C6ORF'190 oder Themis [Johnson

et al. 2009].
5
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AATAAAAATGACACCTGAGCTTCTCC poly A 37

Abbildung 5 Nukleotid- und abgeleitete Aminosduresequenz der cDNA des humanen Gens ich-1

Raute: Phosphorylierungsstelle fiir die Proteinkinase C, Dreieck: Phosphorylierungsstelle fiir die Caseinkinase 11,
Quadrat: N-Myristoylierungsstelle, Kreis: Amidierungsstelle, Kasten: Zwei 4-gliedrige Nuclear-Targeting-
Patterns, Fett: Polyadenylierungssignal [Treeck et al. 1998].
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1.3.2 Erkenntnisse iiber Rolle und Funktion von ich-1

Die initiale Erkenntnis, dass ich-1 bei in-vitro Differenzierungsprozessen von endometrialen
Adenokarzinomzellen vermehrt exprimiert wurde, postulierte die Rolle von icb-1 als neuen
Differenzierungsmarker [Treeck et al. 1998]. Um die Frage zu kliren, ob sich diese
Hypothese auch in anders als durch eine kiinstliche Basalmembran stimulierten in-vitro
Differenzierungsprozessen stiitzen ldsst, wurde im Jahr 2002 die Expression von ich-/ in HL-
60 Leukdmiezellen untersucht. Sowohl in durch 1,25-Dihydroxyvitamin D3 monozytdr als
auch durch ATRA oder DMSO granulozytir in-vitro differenzierten HL-60 Zellen zeigte sich
ein signifikant erhohtes mRNA-Level von ich-1a und ich-1p [Treeck et al. 2002]. In weiteren
Untersuchungen wurde der Einfluss von ich-I seinerseits auf Differenzierungsvorgéinge
maligner Zellen untersucht. So bewirkte der Knockdown von ich-1 eine signifikante
Reduktion der Expression von Differenzierungs-assoziierten Genen bei Mamma- und
Endometriumkarzinomzellen [Haselberger et al. 2011]. Somit scheint ich-1 als
Differenzierungsmarker und Mediator in in-vitro Differenzierungsprozesse von
gyndkologischen Tumorzellen involviert zu sein.

Im Jahr 2005 konnte zudem gezeigt werden, dass ich-1 in Wechselwirkung mit dem Zytokin
Interferon-y steht. So induzierte die Behandlung von verschiedenen Mamma- und
Ovarialkarzinomzelllinien mit Interferon-y eine signifikante Steigerung der Transkripte von
icb-1o und icb-1p. Der Knockdown von ich-1a und ichb-1 durch RNA-Interferenz wiederum
verstirkte ~ die  antiproliferative =~ Wirkung  von  Interferon-y auf SK-OV-3-
Ovarialkarzinomzellen. Ich-1 gehort also zu den Interferon-y-responding Genen, gleichzeitig
kommt ich-1 selbst eine Rolle in der zelluldren Antwort auf Interferon-y bei gyndkologischen
Tumorzellen zu [Treeck et al. 2005].

Weiterhin spielt ich-1 eine Rolle im Ostrogensystem. So wurde im Jahr 2008 ein verindertes
Estrogen-Responsive-Element (ERE) in seiner Promotorregion nachgewiesen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung mit 17-B-Ostradiol — in Abhiingigkeit von ERo — zu
einem signifikanten Anstieg des ich-I mRNA-Levels in Mammakarzinomzellen fiihrt
[Bollmann et al. 2008]. In weiteren Untersuchungen verstirkte wiederum der Knockdown von
icbh-1 die Wirkung von 17-B-Ostradiol auf Genexpression und Proliferation und iiberfiihrte
sogar hormonunabhéngige Ovarialkarzinomzellen in einen Ostrogenabhdngigen Zustand
[Konwisorz et al. 2010]. Ich-1 ist also selbst Ostrogensensitiv und beeinflusst seinerseits die
Ostrogensensitivitit von gynikologischen Tumorzellen.

Ferner fanden Treeck und Kollegen im Jahr 2012 heraus, dass der icb-I/-Knockdown bei

Mammakarzinomzellen mit einer Steigerung der Expression von Genen, die mit schlechter
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Prognose, Infiltration und Metastasierung in Verbindung stehen, einhergeht [Treeck et al.
2012]. In neueren Untersuchungen aus dem Jahr 2013 ergab sich zudem, dass ich-1
inhibitorisch auf Wachstum und Progression von Ovarialkarzinomzellen wirkt [Treeck et al.
2013], Diese Erkenntnisse postulieren eine Rolle von ich-/ als Prognosemarker fiir das

Mamma- und Ovarialkarzinom.

1.4 Verwendete Krebszelllinien

1.4.1 Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7

Die humane Mammakarzinomzelllinie MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) wurde 1970
aus dem Pleuraerguss einer 69-jdhrigen kaukasischen Frau mit metastasiertem
Adenokarzinom der Mamma isoliert und 1973 von Herbert Soule und seinem Team erstmals
vorgestellt. Die Zellen dieser Linie zeigen noch typische Eigenschaften differenzierter
Mammaepithelzellen wie Ostradiolsensitivitit {iber zytoplasmatische Ostrogenrezeptoren —
insbesondere ERa — und haufenformiges Wachstum [Soule et al. 1973; Brandes & Hermonat
1983]. Sie tragen neben den Ostrogen- auch Progesteronrezeptoren [Brandes & Hermonat
1983]. MCF-7-Zellen exprimieren das WNT7B-Onkogen [Huguet et al. 1994] und konnen in
ithrem Wachstum durch TNFa gehemmt werden [Sugarman et al. 1985]. Die Sekretion der
IGFBP’s (Insulin-like growth factor binding proteins) BP-2, BP-4 und BP-5 kann durch die
Behandlung mit Antidstrogenen beeinflusst werden [Pratt & Pollak 1993].

1.4.2 Die Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3

Die Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 wurde im Jahr 1973 aus dem Aszites einer 64-
jéhrigen kaukasischen Frau mit einem Adenokarzinom des Ovars isoliert [Fogh 1975; Fogh et
al. 1977]. SK-OV-3-Zellen gelten als wachstumsresistent gegeniiber Ostrogenen und
Antidstrogenen. Sie besitzen zwar einen Ostrogenrezeptor, dieser ist aber funktionsunfihig
[Hua et al. 1995; Lau et al. 1999]. Trotzdem konnte eine wachstumshemmende Wirkung von
Tamoxifen gezeigt werden [Treeck et al. 2006]. SK-OV-3-Zellen sind Progesteronrezeptor-
negativ und iiberexprimieren HER2/neu-Genprodukte [Jones et al. 1994; Hua et al. 1995].
Weiterhin sind SK-OV-3-Zellen resistent gegen TNF und zytotoxische Substanzen wie das
Diphtherietoxin, Cisplatin und Adriamycin [Morimoto et al. 1991a+b].
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1.4.3 Die Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1B

Als Abkoémmling der Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1A wurde HEC-1B 1968 von H.
Kuramoto aus dem Adenokarzinom des Uterus einer 71-jdhrigen kaukasischen Frau isoliert
[Kuramoto 1972; Kuramoto et al. 1972]. Es existieren widerspriichliche Untersuchungen zum
Ostrogenrezeptorstatus der HEC-1B-Zellen [Gong et al. 1994; Acconcia et al. 2006; Zhang et
al. 2006]. Dass Ostrogene und der SERM Tamoxifen proliferationsfordernd wirken, gilt
dagegen als gesichert [Zhang et al. 2006].

1.5 Verwendete Apoptoseinduktoren

1.5.1 Staurosporin

Staurosporin (STS oder antibiotic AM-2282) wurde erstmals 1977 aus dem Bakterium
Streptomyces staurosporeus isoliert [Omura et al. 1977]. Es handelt sich hierbei um einen
ATP-kompetitiven Proteinkinaseinhibitor, der zwar spezifisch aber unselektiv bindet [Fabian
et al. 2005; Karaman et al. 2008]. Staurosporin entfaltet seine Apoptose-induzierende
Wirkung zum einen iiber die rasche Aktivierung des klassischen mitochondrialen Cytochrom
C/Apaf-1-Wegs, zum anderen iiber die Aktivierung eines neuen, intrinsischen Wegs, der
unabhédngig von Apaf-1 und unbeeinflusst von Bcl-2 abliduft [Manns et al. 2011]. Letztere
Wirkung hebt Staurosporin von konventionellen Chemotherapeutika ab und ermdglicht die
Auslosung der Apoptose auch in multidrug-resistenten Tumoren [Stepczynska et al. 2001].
Bei beiden Wegen — konventionell und neu — scheint die Caspase-9-Aktivierung eine zentrale
Rolle zu spielen. Daran beteiligte Kinasen konnten aber bisher noch nicht identifiziert werden

[Manns et al. 2011].

1.5.2 Actinomycin D

Actinomycin D (Syn.: Dactinomycin) wurde erstmals 1940 von Selman Waksman und
H.B.Woodruff aus dem Bakterienstamm Streptomyces parvulus isoliert [Waksman &
Woodruff 1940]. Es handelt sich hierbei um ein cyclisches Dipeptid-Antibiotikum mit
zytostatischer Wirkung. Es entfaltet diese durch Interkalation der DNA und daraus
resultierend — in Abhéngigkeit von der Dosis — Hemmung der RNA- und DNA-Polymerase
und damit der Proteinsynthese und DNA-Replikation [Kirk 1960; Goldberg & Rabinowitz
1962; Goldberg et al. 1962; Reich 1964]. Es wird seit vielen Jahren als Chemotherapeutikum
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bei verschiedenen Tumorerkrankungen wie dem Ewingsarkom [Bernstein et al. 2006], der
malignen hydatiformen Mole [Uberti et al. 2009] oder dem Wilms-Tumor des Kindes [Green
2013] eingesetzt. In hoheren Dosen wirkt Actinomycin D bei verschiedenen malignen Zellen
Apoptose-induzierend, indem es Caspasen aktiviert, das mitochondriale Membranpotential
senkt, die proapoptotisch wirkenden Proteine AIF, p53 und Bax hoch-, das antiapoptotisch
wirkende Protein Bcl-2 herunterreguliert und Sauerstoffradikale freisetzt [Bock et al. 2002;
Fraschini et al. 2005; Wang et al. 2007a; Jin et al. 2012].

1.5.3 Camptothecin

Camptothecin ist ein natiirlich vorkommendes Alkaloid aus dem chinesischen Baum
Camptotheca acuminata. Es wurde 1966 von M. E. Wall and M. C. Wani im Rahmen eines
Screenings auf natiirliche Zytostatika entdeckt [Wall et al. 1966]. Es hemmt die
Topoisomerase 1 iiber Bindung an den Topoisomerase-/DNA-Komplex. In der Folge
entstehen in der S-Phase des Zellzyklus Einzel- beziehungsweise Doppelstrangbriiche, die
letztendlich Apoptose induzieren [Hertzberg et al. 1989]. Camptothecin selbst ist aufgrund
seines breiten Nebenwirkungsspektrums und seiner geringen Loslichkeit nicht von klinischer
Bedeutung, seine Derivate Topotecan und Irinotecan hingegen finden in der Tumortherapie

Anwendung [Earle et al. 2004; Zhang et al. 2012].

1.5.4 Cycloheximid

Cycloheximid ist ein Antibiotikum, welches von dem Bakterium Streptomyces griseus
synthetisiert wird [K’ominek 1975]. Es bewirkt eine Translationsinhibition in Eukaryoten
[Obrig et al. 1971], was wiederum zu Inhibition der Proteinsynthese an den Ribosomen und in
der Folge zu Wachstumshemmung und Zelltod fiihrt. Wihrend es aufgrund starker
Nebenwirkungen keine klinische Anwendung findet, so gilt es als hdufig verwendete
Substanz in der experimentellen Forschung. Es kommt unter anderem als Apoptoseinduktor
zum Einsatz [Clemens et al. 1998; Fulda et al. 2000]. Die genauen Wirkungsmechanismen
sind noch nicht geklart, ROS, p53 und cFLIP scheinen aber in diesem Zusammenhang eine
wichtige Rolle zu spielen [Santiago et al. 2004; Jeon et al. 2005; Pajak et al. 2005; Ito et al.
2006; Jin et al. 2008; Fischer-Posovszky et al. 2011; Zhao et al. 2011].



1 Einleitung 22

1.5.5 Dexamethason

Dexamethason (9-a-fluoro-16-a-methyl-9a-Prednisolon) ist ein synthetisches Glukokortikoid
und wurde erstmals im Dezember 1957 im klinischen Kontext eingesetzt [Boland 1958]. Es
wirkt antiinflammatorisch, immunsuppressiv sowie antiemetisch [Mutschler et al. 2012].
Heute findet es breite klinische Anwendung, zum Beispiel in der Behandlung von
entziindlichen Geschehen wie der bakteriellen Meningitis [Brouwer et al. 2013], in der
Behandlung von Odemen [Kostaras et al. 2014], als Antiemetikum [Song et al. 2011] sowie in
der Krebstherapie [Roussel et al. 2011]. In der in-vitro Forschung wird es unter anderem als
Apoptoseinduktor verwendet, wobei es diese Wirkung in der GO/G1- und G2/M-Phase des
Zellzyklus  wahrscheinlich iiber Bindung und Aktivierung eines intrazelluldren

Glukokortikoidrezeptors entfaltet [Fearnhead et al. 1994].

1.5.6 Etoposid

Etoposid (Syn.: VP-16) — erstmals 1966 synthetisiert — ist ein Glycosid des Podophyllotoxins
und wird aus der Wurzel des immergriinen amerikanischen Maiapfels (Podophyllum
peltatum) gewonnen [Arnold & Whitehouse 1981]. Es wirkt zytostatisch, indem es die
Topoisomerase II, welche fiir die gezielte Entwindung der DNA-Helix und die
Wiedervereinigung der DNA-Einzelstringe nach der Replikation zusténdig ist, hemmt. Dies
filhrt zu DNA Einzel- und Doppelstrangbriichen, woraus Fehler in der DNA-Synthese (S-
Phase des Zellzyklus) resultieren. Diese bewirken Hemmung der Zytokinese und
Apoptoseinduktion [van Maanen et al. 1988; Hande 1998; Pommier et al. 2010]. Etoposid
findet klinische Anwendung als Chemotherapeutikum bei verschiedenen Tumoren wie dem
Hoden- [Calabro et al. 2012] oder dem kleinzelligen Lungenkarzinom (SCLC) [Ganti et al.
2013].

1.5.7 Tamoxifen

Tamoxifen (ICI 46474) — erstmals 1967 entdeckt [Harper & Walpole 1967] — ist ein selektiver
Ostrogenrezeptormodulator (SERM) [Grese & Dodge 1998]. Wie alle Substanzen dieser
Gruppe hat es die Eigenschaft, in Abhdngigkeit vom betroffenen Gewebe agonistisch oder
antagonistisch an Ostrogenrezeptoren (ERa und ERB) zu wirken [Grese & Dodge 1998]. Es
verursacht durch kompetitive Blockade der dort gehéduft vorkommenden ERa-Rezeptoren

Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion bei Ostrogenrezeptor-positiven
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Mammakarzinomzellen [Jordan 1974; Jordan & Koerner 1975; Jordan 1976; Jordan & Jaspan
1976]. Dieser klinische Nutzen von Tamoxifen wurde erstmals 1971 beschrieben [Cole et al.
1971]. Heute gehort Tamoxifen zur adjuvanten Standardtherapie bei prdmenopausalen Frauen
mit hormonrezeptorpositivem (ER- und/oder PR-positiv) Mammakarzinom [Early Breast
Cancer Trialists' Collaborative Group (EBCTCG), Davies et al. 2011). Es kann aber auch bei
postmenopausalen Frauen — vor oder nach Therapie mit einem Aromataseinhibitor — erwogen
werden [Mouridson et al. & BIG 1-98 Collaborative Group 2009; Cuzick et al. &
ATAC/LATTE investigators 2010; van de Velde et al. 2011; Viale et al. & BIG 1-98
Collaborative and International Breast Cancer Study Groups 2011].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das humane Gen ich-I wird in malignen Zellen verschiedener Entitit exprimiert. In
vergangenen Studien konnte gezeigt werden, dass es bei in-vitro Proliferations- und
Differenzierungs- sowie Wachstums- und Progressionsprozessen von gyndkologischen
Tumorzellen eine Rolle spielt. Diese Eigenschaften von icb-/ konnten im Rahmen einer
gezielten Tumortherapie von Interesse sein. Diese Dissertation beschéftigt sich mit der Frage,
ob ichb-1 auch fiir die Apoptose gyndkologischer Tumorzellen von Bedeutung ist. Fiir die
Versuchsreihen wurden Krebszelllinien verwendet, die 3 der haufigsten gyndkologischen
Tumorentitdten reprisentieren: Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7, die
Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 sowie die Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1B. Den
Experimenten vorausgehend wurden fiir jede der 3 Krebszelllinien mittels Transfektion eines
entsprechenden shRNA-Plasmids Klone mit ich-/-Knockdown und damit weitgehend
ausgeschalteter ich-I-Expression auf der einen und Kontrollklone, die ich-I normal
exprimierten, auf der anderen Seite hergestellt. Die damit kreierten Zelllinien unterschieden
sich somit nur in der Expression von ich-1, was die Untersuchung der Rolle des Gens im
Kontext der Apoptose ermoglichte. Die Zellklone wurden mit verschiedenen Apoptose-
induzierenden Zytostatika stimuliert und die apoptotische Aktivitdit von Knockdown- und
Kontrollklonen der 3 Krebszelllinien gemessen. Die Messungen erfolgten auf Zellebene direkt
durch Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitit und indirekt durch Detektion der Anzahl vitaler
Zellklone nach Stimulation. Auf mRNA-Ebene wurde — nach Gewinnung der cDNA
stimulierter MCF-7-Klone — die Expression Apoptose-assoziierter Gene mittels Real-Time
qPCR aufgezeichnet. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation sollen zeigen, ob

icb-1 neben seiner Rolle in Proliferation, Differenzierung, Wachstum und Progression auch
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eine Bedeutung fiir die Apoptose von Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinomzellen
hat, was einen weiteren Schritt im Kontext der Rolle von ich-1 als Tumorsuppressorgen und

Chemosensitizer im Rahmen einer gerichteten Tumortherapie darstellt.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Krebszelllinien

MCEF-7
SK-OV-3
HEC-1B

2.1.2 Chemische Komponenten
2.1.2.1 Zellkultur

Kulturmedien und Supplemente
DMEM/F12

(Dulbecco’s Modifiziertes Eagle’s
Medium/Nutrient F-12 Ham)
D2906 Ohne Phenolrot und

Natriumbicarbonat

Mycoplex™ FBS

(Fetal Bovine Serum)

Serum Replacement 2 (50x)
(kurz SR2)

Insulin

(Insulin solution from bovine pancreas)

Natriumpyruvat

G-418 Sulfate Solution

ATCC® (Manassas, VA, USA)
ATCC® (Manassas, VA, USA)
ATCC® (Manassas, VA, USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

PAA (Pasching, Osterreich)
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Reagenzien zur Zellernte

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(kurz PBS)

Accutase™

Losungsmittel
Dimethylsulfoxid

(kurz DMSO)

Ethanol (95%ig)
(kurz ETOH)

Assays
CellTiter-Blue™ Cell Viability Assay

(kurz CTB-Assay)

Caspase-Glo™ 3/7 Assay

Destilliertes Wasser

2.1.2.2 Molekulargenetische Verfahren
2.1.2.2.1 Transfektion

Plasmide
SureSilencing™ shRNA Plasmid for
Human Clorf38 (= ich-1)

Silencer™ Negative Control #1/#2
siRNA (Kontrollplasmid)

Transfektionsreagenzien

TransFectin™ Lipid Reagent

PAA (Pasching, Osterreich)

PAA (Pasching, Osterreich)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

J.T. Baker® (Phillipsburg, NJ, USA)

Promega (Madison, WI, USA)

Promega (Madison, WI, USA)

SABiosciences, QIAGEN (Frederick, MD, USA)

Ambion® (Austin, TX, USA)

BioRad (Hercules, CA, USA)
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Opti-MEM® I Reduced Serum Medium

2.1.2.2.2 Real-Time qPCR

RNA-Isolierung
SV Total RNA Isolation System

cDNA-Synthese

M-MLV Reverse Transcriptase,
RNase H Minus, Point Mutant

dNTP Set, molecular biology grade

(mit je 0,25ml 100mM dATP,
dCTP, dGTP, dTTP)

Random Primers 3ug/ul

RNasin® Plus RNase Inhibitor

RNase-freies Wasser

Master-Mix

QuantiTect™ SYBR® Green PCR Kit

PCR-Primer

Invitrogen™, Life Technologies™

(Karlsruhe, Deutschland)

Promega (Madison, WI, USA)

Promega (Madison, WI, USA)

Fermentas, Thermo Scientific

(Schwerte, Deutschland)

Invitrogen™, Life Technologies™

(Carlsbad, CA, USA)

Promega (Madison, WI, USA)

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Metabion (Planegg-Martinsried, Deutschland)
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Primer

icb12F23R

icb12neu25neu

Bcl2 for/rev

BAX-1/2

BAK-A/B

BIRC-A/B

IAP-A/B

XAF-A/B

Xiap-1/2

AIFM1_for/rev

B-Actin 2573

B-Actin 2876

2.1.2.3 Stimulanzien

Apoptosis Inducer Set

Staurosporin Stockldsung (1mM)

4-OH-Tamoxifen Stocklosung

(ImM, 10mM, 25mM)

Sequenz (5°23°)

TCGAGGGCTCCATCTATGA
GAAGTAGCCCTGGAAGTTGG

CTACTTCGAGGGCTCCATCTAT
ACTTGAGAAGACCTGGAAGTTG

TTACGCCATTTCACGGAATTCGAA
CCGATTCACGGCCATGGCCATTCCG

ATGGAGCTGCAGAGGATGATTGCC
GGCCCCAGTTGAAGTTGCCGT

TGCAACCTAGCAGCACCATGGGG
GGCATTCTCTGCCGTGGGCT

TGCTTTTGTTGTGATGGTGGCTTGA
CAAGAACTCACACCTTGGAAACCAC

TGGGCAGCAGGTTTACAAAGGA
AGTCCCTTTAAGGATTTTAGGTCTCCA

CGGTGTGCAGGAACTGTAAAAGACATG
AGGACCAGGAACCGCAGGCA

CTAGAAGAATTGATGATACCATCTTCCAA
AATGTCCTTGAAACTGAACCCCATT

ACCTTTGAACCAAATCCGAGTTAGGG
ATTCCATCCGGGATTCAGGTCAGG

CTGTGGCATCCACGAAACTA
CGCTCAGGAGGAGCAATG

Alexis®, Enzo Life Sciences (San Diego, CA,
USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)
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2.1.3 Hilfsmittel und Gerite

Pipetten und Pipettenspitzen

Messpipetten
(5ml, 10ml, 25ml)

Aspirationspipette

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Manuelle Mikropipetten

(10pl, 20ul, 100p1, 1000u1)

Biosphere® Quality und Filter Tips

(10, 201, 1001, 2001, 1000ul)

Kapillaren
LightCycler® Capillaries (20ul)

Reaktionsgefile
Zellkulturflaschen T75

PP-Schraubverschlussrohrchen

(15ml, 50ml)

Eppendorf Cups (1,6ml)

Softstripes mit Deckel (0,2ml)

Zellkulturplatten steril (6-Well, 96-Well)

Zellkulturtestplatten weil3 (96-Well)

Armin Baack (Schwerin, Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Brand® (Wertheim, Deutschland)

Eppendorf Reference®, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

Roche (Indianapolis, IN, USA)

Armin Baack (Schwerin, Deutschland)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich)

Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

Armin Baack (Schwerin, Deutschland)

Corning (Corning, NY, USA)
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Gerite

Zellkultur-Brutschrank

HERACell 150 CO; Inkubator Heraeus (Hanau, Deutschland)

Sterile Werkbank

HERAsafe® Type KS12 Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts,
USA)

Mixer MS2 Minishaker IKA® (Staufen, Deutschland)

Zentrifuge Biofuge® fresco Heraeus (Hanau, Deutschland)

Victor3™ Multilabel Counter PerkinElmer® (Waltham, MA, USA)

UV-Photometer GeneRay Biometra (Gottingen, Deutschland)

LightCycler 2.0 PCR Device Roche-Diagnostics (Mannheim, Deutschland)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Standardbedingungen

Die 3 Krebszelllinien wuchsen in einem Standardkulturmedium DMEM/F12 mit 10% FBS in
75T-Zellkulturflaschen. Im Falle der Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-3 wurde das
Kulturmedium noch um 1000pg/ml G418 erginzt, bei den Zelllinien MCF-7
(Mammakarzinom) und HEC-1B (Endometriumkarzinom) kamen noch 500pg/ml G418,
0,0lmg/ml Insulin und 1mM-Natriumpyruvat hinzu. Alle 3 Krebszelllinien wurden im

Inkubator bei 5% CO, und 37°C in feuchtem Milieu kultiviert.
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2.2.1.2 Mediumwechsel

Um optimale Wachstumsbedingungen fiir die Zellklone zu gewihrleisten, wurde 2-3 mal pro
Woche das Kulturmedium gewechselt. Hierzu wurde es abgesaugt, der Zellrasen mit PBS

gewaschen und wieder frisches, erwirmtes Kulturmedium hinzugegeben.

2.2.1.3 “Herunterhungern* der Zellen im 6-Well

Die Stimulationsversuche wurden unter serumfreien Bedingungen durchgefiihrt, um den
Einfluss von Wachstumsfaktoren und Ostrogen zu eliminieren. Hierzu wurden die Zellklone

schrittweise von dem 10%FBS- in ein 1fachSR2-Kulturmedium tiberfiihrt.

Ein Tag vor der Aussaat wurden die Zellklone morgens — wie im Abschnitt 2.2.1.4
beschrieben — mithilfe des Enzyms Accutase geerntet und 10ml Zellsuspension gewonnen. Je
2ml der Zellsuspension wurden in 2 Wells einer 6-Well Platte gegeben. Anschlieend wurden
2ml FBS-freies Kulturmedium hinzugegeben, so dass die Zellklone in 5%FBS-Kulturmedium
vorlagen. Am Abend wurde das 5%FBS-Kulturmedium durch ein 1%FBS 0,5fachSR2-
Kulturmedium ersetzt und die Zellklone im Inkubator {iber Nacht bebriitet. Am
darauffolgenden Morgen waren die Zellklone ausreichend an die verdnderten Bedingungen
adaptiert, so dass die Versuchsrethen im Folgenden mit 1fachSR2-Kulturmedium

durchgefiihrt werden konnten.

Von den {ibrig gebliebenen 6ml Zellsuspension wurden 4ml in eine Kulturflasche iiberfiihrt,
mit 6ml 10%FBS-Kulturmedium ergénzt und fiir weitere Versuche im Inkubator
bereitgestellt. 2ml wurden als Zellvorrat mit 8ml 10%FBS-Kulturmedium in eine

Kulturflasche gegeben und inkubiert.

2.2.1.4 Zellernte

Um die Zellklone fiir die Versuchsreihen nutzbar zu machen, wurden sie unter sterilen
Bedingungen in mehreren Einzelschritten von ihrem Untergrund geldst und in eine 50ml-

Schraubverschlussflasche tuiberfiihrt.

Hierfiir wurde zunéchst das Kulturmedium abgesaugt und die Zellklone anschliefend mit 5-

10ml PBS gewaschen. Im néchsten Schritt wurde der Zellrasen mit dem Enzym Accutase (0,5
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ml/Well) vollstindig bedeckt und die Zellklone so lange inkubiert bis sie sich vollstdndig von
threm Untergrund geldst hatten. Durch die Zugabe von 5ml 1fachSR2-Kulturmedium pro
Well wurde die Accutasewirkung gestoppt. Anschliefend wurde die Zellsuspension in eine
50ml-Schraubverschlussflasche iiberfithrt und durch 5-miniitige Zentrifugation bei 770
Umdrehungen/min fliissige und zelluldre Anteile voneinander getrennt. Im letzten Schritt
wurde der Uberstand unter Schonung des Zellpellets abgesaugt, 10ml frisches Kulturmedium

hinzugegeben und die Zellsuspension durch Vortexen gut durchmischt.

2.2.1.5 Aussaat

Um die Ergebnisse verschiedener Zellpopulationen vergleichbar zu machen, wurden die

Zellklone in vorher definierten Mengen ausgesit.

Hierfiir wurde die Zellzahl der jeweiligen Zellsuspension in einer Neubauer Zdhlkammer
bestimmt. AnschlieBend wurde die zur Einstellung der richtigen Zellzahl benétigte Menge
Zellsuspension pro definierte Menge Kulturmedium mithilfe der bekannten Zellzahlen und
Volumina berechnet, so dass die Zellsuspensionen mit der richtigen Zellkonzentration

hergestellt werden konnten.

Fiir die Proliferationsversuche (CTB™-Assays) wurden 2500 Zellklone/Well fiir MCF-7,
1200 Zellklone/Well fiir SK-OV-3 und 1500 Zellklone/Well fiir HEC-1B eingesetzt. Fiir die
Apoptoseversuche (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) lag die Zellzahl fiir alle 3 Krebszelllinien bei
5000 Zellklonen/Well. Fiir die Versuche mit unstimulierten Zellklonen wurde die jeweilige
Zellzahl in 100ul, fiir die Stimulationsversuche in 70pul Kulturmedium ausgesit. Es wurden
96-Well Platten verwendet, 4 (Tag 0, 1, 2, 3) fiir die CTB™-Assays, 2 (Oh, 4h) fiir die
Caspase-Glo™ 3/7-Assays. AnschlieBend wurden die Zellklone im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.6 Stimulation

Nach einer Inkubationszeit von 24h wurden die Zellklone mit den folgenden
Apoptoseinduktoren stimuliert: Staurosporin ImM und 0,1mM, Actinomycin 10mM,
Camptothecin 2mM, Cycloheximid 100mM, Dexamethason 10mM, Etoposid 100mM (als
Stocklosung). Es wurden 30ul Stimulationslosung pro Well benétigt, wobei die Stimulanzien

1:1000, teilweise auch 1:10000 und 1:100000 verdiinnt verwendet wurden.
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Fir die Herstellung der korrekt konzentrierten Stimulationslosung wurde zunéchst der
Volumenbedarf V mithilfe der Anzahl zu bedienender Wells W mit der Formel V =30ul x W
berechnet. Die bendtigte Menge Stimulans pro Volumen, um eine 1:1000-Verdiinnung zu
erreichen, ergab sich aus der Rechnung V/1000 x 3,333 — hier wurde die 1:3-Verdiinnung
durch die spdtere Zugabe von 30ul Stimulationslésung zu 70ul Zellsuspension beriicksichtigt
—, so dass im néchsten Schritt die 7 Stimulationslosungen aus DMSO und jeweiliger
Stocklosung  hergestellt werden konnten. Aus diesen wurden bedarfsweise iiber
Verdiinnungsreihen Stimulationslésungen mit Verdiinnungen von 1:10000 und 1:100000

hergestellt. Im letzten Schritt wurden die Stimulationslosungen auf die Zellklone gegeben.

Weiterhin wurden die Zellklone mit dem ebenfalls Apoptose-induzierenden SERM
Tamoxifen 1mM, 10mM und 25mM nach gleichem Schema 1:1000 verdiinnt stimuliert. Als
Losungsmittel diente hier 95%iges ETOH.

2.2.1.7 Messungen

Caspase-Glo™ 3/7 Assay (Promega) zur Apoptosebestimmung

Die Anzahl der sich in Apoptose befindenden Zellklone wurde durch die indirekte Messung
der Caspase-3/7-Aktivitit bestimmt. Die Caspase-Glo™ 3/7-Reagenz enthilt ein
prolumineszierendes Substrat, welches durch Caspase-3/7- und Luciferaseaktivitit in ein
lumineszierendes Substrat umgewandelt wird. Die gemessene Lumineszenz ist folglich

proportional zur Caspase-3/7-Aktivitét.

Es wurden 30ul der Caspase-Glo™ 3/7-Reagenz in jedes Well gegeben und die Lumineszenz
1h spéter, nach Umpippetierung in eine weille Messplatte, im Victor3™ Multilabel Counter
(PerkinElmer®) erfasst. Es wurden Messungen nach Oh (unstimulierte Zellklone) und nach 4h

(stimulierte Zellklone) durchgefiihrt.

Um das Proliferationsverhalten der verschiedenen Krebszelllinien zu beriicksichtigen und die
Werte vergleichbar zu machen wurde die Zellzahl mittels CTB™-Assay (wie oben

beschrieben) bestimmt und die Apoptosewerte damit normalisiert.
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CellTiter-Blue™ (CTB™-) Cell Viability Assay (Promega) zur Proliferationsbestimmung

Die Anzahl stoffwechselaktiver und damit vitaler Zellklone wurde indirekt durch die
Detektion ihrer metabolischen Aktivitit bestimmt. Der CTB™-Assay nutzt hierfiir die

Fluoreszenzinderung bei der Reduktion von Resazurin zu Resorufin.

2h nach Zugabe der CTB™-Reaganz (10ul/Well) wurden die Fluoreszenzmessungen im
Victor3™ Multilabel Counter (PerkinElmer®) bei 579 Ex/590Em durchgefiihrt. Es wurden
Messungen an Tag 0 (unstimulierte Zellklone) sowie nach 24, 48 und 72h (stimulierte

Zellklone) durchgefiihrt.

2.2.1.8 Auswertung

Die generierten Werte wurden in Microsoft EXCEL 2009 mithilfe des studentischen t-Tests
ausgewertet. Es wurden Mittelwerte aus mindestens 3 Wiederholungen verwendet. Als
signifikant galt p<0.05. Die Ergebnisse wurden in % der Losungsmittelkontrolle LMK

(=unstimulierte Zellklone) angegeben.

2.2.2 Molekulargenetische Methoden

2.2.2.1 Herstellung der Zellklone mittels Transfektion

Es wurden fiir jede der 3 Krebszelllinien Klone mit ich-/-Knockdown — das heifit, ohne
relevante ich-1-Expression — sowie Kontrollklone mit normaler ich-/-Expression mittels
RNA-Interferenz hergestellt. Die Transfektion mit ich-/-shRNA-Plasmid beziehungsweise
unspezifischem Kontroll-shRNA-Plasmid wurde von einer MTA nach Herstellerangaben

durchgefiihrt [Lee & Sinko 2006; Konwisorz et al. 2010].

2.2.2.2 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

RNA-Isolierung und cDNA-Synthese wurden von einer MTA nach Herstellerangaben

durchgefiihrt. Es wurden stimulierte und unstimulierte MCF-7-Klone verwendet.
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2.2.2.3 Real-Time qPCR im LightCycler

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation kurzer, genau definierter
DNA-Fragmente. Start- und Endpunkt der abzulesenden DNA-Sequenz werden durch 2
spezifische Primer markiert. Es konnen grofle Anzahlen des DNA-Abschnitts generiert
werden, da die Produkte des vorangegangen Zyklus als Ausgangsstoffe fiir den nichsten
Zyklus dienen und so eine exponentielle Vervielfdltigung stattfindet. Diese wird durch
mehrere Faktoren (begrenzte Enzymmenge, Aktivitdtsabnahme durch Denaturierung,
Hybridisierung der DNA-Einzelstringe untereinander) entsprechend der Michaelis-Menten-

Kinetik limitiert.

Die Messung der DNA-Zunahme erfolgt indirekt durch Detektion der Lichtemission von
Fluoreszenzfarbstoffen, die sich in die DNA-Doppelstringe schieben. Freier Farbstoff
emittiert kein Licht. Auf diese Weise ist die Detektion der Amplifikation in Echtzeit (“Real-

Time ) moglich.

Fir die Real-Time qPCR wurde im ersten Schritt der Master-Mix hergestellt. Fiir eine
Kapillare wurden 6ul Master-Mix benétigt, die sich aus 3,4ul Wasser, 0,6ul MgCl, (25mM),
lul SYBR Green-Enzymmix und 1wl spezifischem Primer (alles gekiihlt) zusammensetzten.
Mit dem Faktor 34 multipliziert ergab sich die bendtigte Menge Master-Mix fiir einen Lauf.
Die Bestandteile des Master-Mix wurden in einen Eppendorf Cup pipettiert, die Mischung
kurz gevortext und anschliefend je 6ul in die 34 Glaskapillaren vorgelegt, die sich bereits in
einem Kapillarblock befanden. Im néchsten Schritt wurden 4ul der jeweiligen, fortwahrend
gekiihlten cDNA (1:5 verdiinnt) hinzugefiigt und die Kapillaren mit einem Kapillarstopfen
verschlossen. Nach der Uberfithrung der Kapillaren in den Kapillarblock des LightCycler 2.0
PCR Device (Roche-Diagnostics) wurde der Lauf gestartet.

Es erfolgte eine 15-miniitige Denaturierung bei 95°C, gefolgt von 40 Amplifikationszyklen,
die wiederum jeweils 3 Einzelschritte umfassten: Denaturierung (10sec bei 95°C), Primer-
Annealing (5sec bei 60°C) und Elongation (12sec bei 72°C). Im letzten Schritt wurde die
Schmelzkurve generiert, indem die DNA nochmals kurz auf 95°C erhitzt und umgehend
wieder auf 65°C abgekiihlt wurde. Die Messung erfolgte wéhrend der Elongation zum

Zeitpunkt des Vorliegens der Maximalmenge an DNA.
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Es wurden stets Referenzldaufe mit B-Actin durchgefiihrt, wobei B-Actin 2573 und B-Actin

2876 verwendet wurden.

2.2.2.4 Auswertung der Real-Time qPCR

Die Auswertung erfolgte mittels komparativer AACr-Methode im Sinne einer relativen
Quantifizierung [Livak & Schmittgen 2001]. Es wurde die Differenz aus den Cr-Werten der
spezifischen Zielsequenz und denen der B-Actin-Ldufe als Referenz gebildet. Die
resultierenden ACp-Werte von icb-1-downgeknockten und Kontrollklonen wurden
anschlieBend verglichen. Es wurden Mittelwerte aus mindestens 4 Wiederholungsldufen
verwendet. Als signifikant galt p<0.05. Die Ergebnisse wurden in % der

Losungsmittelkontrolle LMK (=unstimulierte Zellklone) und der Kontrollklone angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Stabiler ich-I-Knockdown bei MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-

Klonen

Um die Bedeutung von icb-1 fiir die Apoptose von Klonen der 3 Krebszelllinien MCF-7, SK-
OV-3 und HEC-1B valide untersuchen zu konnen, wurde ein icb-1-spezifisches shRNA-
Plasmid (small hairpain RNA) transfiziert und das Gen mittels RNA-Interferenz
downgeknockt. Fiir die Kontrollklone wurde ein unspezifisches siRNA-Plasmid verwendet.

Nach 6-wochiger Selektion mit G418 wurden 3 Klone jeder Zelllinie ausgewéhlt [Konwisorz

et al. 2010].

Um sicherzustellen, dass der ich-I/-Knockdown erfolgreich war, wurden die ich-7/-mRNA-
Level von ich-1-downgeknockten und Kontrollklonen mittels Real-Time qPCR bestimmt und

anschlieend verglichen.

Bei den icb-1-downgeknockten Klonen aller 3 Krebszelllinien konnte eine signifikante
Reduktion der Expression von ich-1 gegeniiber den jeweiligen Kontrollklonen erzielt werden.
So betrug das ich-I-mRNA-Level der Knockdownklone nur 11% der Kontrollklone bei MCF-
7 (p<0.0001), 22% bei SK-OV-3 (p<0.001) und 24% bei HEC-1B (p<0.001), wobei sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Klonen der einzelnen Krebszelllinien zeigten
[Abbildung 6].

ich-1

120 1q
100 -
80 1

60 - Mcon

Oicb-1 KD

*k

40 A

20 1

rel. mRNA-Level (in % der Kontrollklone)

MCF-7 SK-OV-3 HEC-1B

Abbildung 6 Graphische Darstellung des stabilen ich-/-Knockdowns bei MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-
Klonen

Gezeigt wird die durchschnittliche ich-/-Expression der Knockdownklone (icb-1 KD) mit ich-1-spezifischer
shRNA im Vergleich zu den Kontrollklonen (con) mit unspezifischer siRNA fiir die 3 Krebszelllinien MCF-7,
SK-OV-3 und HEC-1B. Die ich-I-mRNA-Level wurden mittels Real-Time qPCR bestimmt. (n=4), *p<0.0001
versus con, **p<0.001 versus con.
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Der erfolgreiche ich-1-Knockdown rechtfertigte in der Folge die Durchfithrung der
Versuchsreihen (Zellkultur und Real-Time qPCR) mit dem Ziel der Einordnung der Rolle von
icb-1 in der Apoptose stimulierter Krebszellklone. Die icb-1-downgeknockten Zellklone
wurden MCF-7/icbKD, SK-OV-3/icbKD und HEC-1B/icbKD genannt, die jeweiligen
Kontrollklone wurden mit MCF-7/con, SK-OV-3/con und HEC-1B/con bezeichnet.

3.2 Apoptose und Proliferation der MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-

Klone nach Stimulation
3.2.1 Uberblick

Es wurde die Bedeutung des ich-1-Gens fiir die Apoptose von Klonen der 3 Krebszelllinien
MCF-7, SK-OV-3 und HEC-1B direkt mittels Caspase-Glo™ 3/7-Assays untersucht, indem
die Aktivitdt der Effektorcaspase-3 und -7 nach Stimulation bestimmt wurde. Als weiteres,
indirektes Untersuchungsverfahren wurden zudem Proliferationsversuche (CTB™-Assays)

zur Bestimmung der Anzahl vitaler Zellklone nach Stimulation durchgefiihrt.

Vor den Messungen wurden die Zellklone mit den Apoptoseinduktoren Staurosporin,
Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason, Etoposid und Tamoxifen in

verschiedenen Konzentrationen stimuliert [Tabelle 1].

Stimulans Eingesetzte Konzentrationen
Staurosporin 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM
Actinomycin D 0,01uM, 0,1uM, 1uM, 10pM
Camptothecin 20nM, 200nM, 2000nM
Cycloheximid 1uM, 10pM, 100uM
Dexamethason 0,1uM, 1uM, 10pM
Etoposid 1uM, 10uM, 100uM
Tamoxifen 1uM, 10uM, 25uM

Tabelle 1 Eingesetzte Stimulanzienkonzentrationen

Aufgefiihrt sind die in den Zellkulturexperimenten (Caspase-Glo™ 3/7-, CTBT™-Assays) eingesetzten
Konzentrationen der 7 Apoptoseinduktoren Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid,
Dexamethason, Etoposid und Tamoxifen.
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Die Versuchsreihen wurden in serumfreiem Kulturmedium (1fachSR2) durchgefiihrt, an das

die Zellklone im Voraus — wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben — schrittweise adaptiert wurden.

Fiir die Apoptoseversuche (Caspase-Glo™ 3/7 Assays) lag die ausgesite Zellzahl bei 5000
Zellklonen/Well fiir alle 3 Krebszelllinien. Da sich die Zellen der Mammakarzinomzelllinie
MCF-7 relativ langsam vermehren, wurden fiir die Proliferationsversuche (CTB™-Assays)
mit 2500 Zellklonen/Well initial mehr Zellklone ausgesét als bei den Krebszelllinien SK-OV-
3 (1200 Zellklone/Well) und HEC-1B (1500 Zellklone/Well).

Zur Verlaufsdokumentation wurde bei den Caspase-Glo™ 3/7-Assays die Caspaseaktivitit
nach 0 und 4h bestimmt, bei den CTB™-Assays wurden Messungen 0, 24, 48 und 72h nach
Stimulation durchgefiihrt.

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sicher zu stellen wurden mindestens 3

Wiederholungen pro Versuchsart und Zelllinie durchgefiihrt.

3.2.2 Apoptose und Proliferation der MCF-7-Klone nach Stimulation

Staurosporin
Bei den MCF-7-Klonen manifestierte sich in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-

Assays) erst bei hohen Staurosporinkonzentrationen (100nM, 1000nM) nach 4h eine
Apoptoseinduktion, was sich in einer signifikanten Steigerung der Caspase-7-Aktivitit
gegeniiber den unstimulierten Zellklonen (LMK) widerspiegelte (p<0.0001). Eine signifikante
Proliferationshemmung gegeniiber der LMK nach 24, 48 und 72h ergab sich in den
Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nur unter 1000nM-Staurosporin (p<0.01). Bei
niedrigeren Staurosporinkonzentrationen (InM, 10nM, 100nM) vermehrten sich die
stimulierten MCF-7-Klone in den CTB™-Assays sogar stirker als die unstimulierten MCF-7-
Klone (LMK).

Unter 100- und 1000nM-Staurosporin ergaben sich in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays
Unterschiede in der apoptotischen Aktivitit zwischen ich-1-downgeknockten (MCF-7/icbKD-
Klone) und Kontrollklonen (MCF-7/con-Klone). So lag die durchschnittliche relative
Caspase-7-Aktivitdt der MCF-7/icbKD-Klone 4h nach Stimulation unter derjenigen der MCF-
7/con-Klone. Der Unterschied war allerdings nur unter 1000nM-Staurosporin mit 593% zu

703% der LMK signifikant (p=0.009).



3 Ergebnisse 40

Weiterhin hatte der ich-/-Knockdown Einfluss auf das Proliferationsverhalten der MCF-7-
Klone nach Stimulation mit 100- und 1000nM-Staurosporin. So lag die durchschnittliche
relative Zellzahl der MCF-7/icbKD-Klone in den CTB™-Assays 24, 48 und 72h nach
Stimulation signifikant tiber derjenigen der MCF-7/con-Klone. Am deutlichsten zeigte sich
der positive Einfluss des icb-1-Knockdowns auf die Proliferation unter 100nM-Staurosporin

[Tabelle 2; Abbildung 7].

Messzeitpunkt 100nM-Staurosporin 1000nM-Staurosporin
icb-1 KD con p icb-1 KD con p
[h] [in % der [in % der [in % der [in % der
LMK] LMK] LMK] LMK]
24 150 121 0.0005 110 79 0.0006
48 150 110 0.0003 78 52 0.03
72 141 92 0.0004 52 32 0.03

Tabelle 2 Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Staurosporin

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen Zellzahlen der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone (con)
in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 100- und 1000nM-
Staurosporin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.

Actinomycin D

Bei den MCF-7-Klonen bewirkten erst hohere Actinomycin D-Konzentrationen (1pM, 10uM)
in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h eine Apoptoseinduktion im
Sinne einer signifikanten Steigerung der Caspase-7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten
Zellklonen (LMK) (p<0.01). Eine signifikante Proliferationshemmung zeigte sich in den
Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 48 und 72h bereits unter 0,1pM-Actinomycin
D (p<0.001).

Der icb-1-Knockdown {ibte unter 0,1-, 1- und 10uM-Actinomycin D Einfluss auf
apoptotische Aktivitit und Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone. So lag in den Caspase-
Glo™ 3/7-Assays 4h nach Stimulation mit 1- und 10uM-Actinomycin D die durchschnittliche
relative Caspase-7-Aktivitit der ich-I-downgeknockten Klone (MCF-7/icbKD-Klone) unter
derjenigen der Kontrollklone (MCF-7/con-Klone). Der Unterschied war allerdings nur unter
IuM-Actinomycin D mit 153% zu 190% der LMK signifikant (p=0.01). Demgegeniiber lag
die Anzahl vitaler MCF-7/icbKD-Klone in den CTB™-Assays 24, 48 und 72h nach
Stimulation mit 0,1-, 1- und 10uM-Actinomycin D tiber derjenigen der MCF-7/con-Klone,

wobei die Unterschiede unter 0,1- und 1uM-Actinomycin D zum Grofteil signifikant waren.
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Der ich-1-Knockdown bewirkte somit eine Steigerung der Proliferation gegeniiber den MCF-

7-/con-Klonen [Tabelle 3; Abbildung 7].

Messzeitpunkt 0,1uM-Actinomycin D
icb-1 KD con p
(h] [in % der [in % der
LMK] LMK]
24 108 80 0.003
48 85 55 0.0001
72 67 44 0.0002

1uM-Actinomycin D

icb-1 KD con p
[in % der [in % der
LMK] LMK]
97 80 0.1
88 64 0.01
80 46 0.002

Tabelle 3 Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Actinomycin D

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen Zellzahlen der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone (con)
in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 0,1- und 1uM-Actinomycin

D. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 7 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-1-Knockdowns auf die Sensitivitdt der MCF-7-
Klone gegeniiber den Apoptose-induzierenden Zytostatika Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin und
Cycloheximid

Auf der linken Seite wird die durchschnittliche relative Aktivitdt der Caspase-7 4h nach Stimulation mit
Staurosporin, Actinomycin D, Campothecin und Cycloheximid in den angegebenen Konzentrationen gezeigt.
Auf der rechten Seite siecht man die durchschnittliche relative Anzahl vitaler MCF-7-Klone 24, 48 und 72h nach
Stimulation mit 1000nM-Staurosporin, 1uM-Actinomycin D, 2000nM-Camptothecin und 10uM-Cycloheximid.
Die Werte sind angegeben in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.
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Camptothecin
Es ergab sich bei den MCF-7-Klonen in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays)

nach 4h unter hoheren Camptothecinkonzentrationen (200nM, 2000nM) eine signifikante
Steigerung der Caspase-7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten Zellklonen (LMK)
(p<0.01), wobei sich in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24 und 48h bereits
unter niedriger Camptothecinkonzentration (20nM) eine signifikante Proliferationshemmung
gegeniiber der LMK manifestierte (p<0.001).

Es zeigten sich unter 200- und 2000nM-Camptothecin Unterschiede in der apoptotischen
Aktivitdt von icb-1-downgeknockten (MCF-7/icbKD-Klone) und Kontrollklonen (MCF-
7/con-Klone), wobei der ich-I-Knockdown in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays 4h nach
Stimulation eine signifikante Abnahme der durchschnittlichen relativen Caspase-7-Aktivitdt
der MCF-7-Klone hervorrief.

Weiterhin bewirkte der ich-1-Knockdown in den CTB™-Assays nach 24, 48 und 72h eine
Proliferationssteigerung, was sich in einer signifikant héheren durchschnittlichen relativen
Zellzahl der MCF-7/icbKD- im Vergleich zu den MCF-7/con-Klonen zeigte. Die Signifikanz
war unter 2000nM-Camptothecin am Hochsten [Tabellen 4+5; Abbildung 7].

Camptothecin icb-1 KD con p
[in % der LMK] [in % der LMK]
20nM 115 95 0.06
200nM 140 167 0.02
2000nM 182 267 0.002

Tabelle 4 Apoptotische Aktivitit der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Camptothecin

Aufgefiihrt ist die durchschnittliche Caspase-7-Aktivitdt der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone
(con) in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 4h nach Stimulation mit 20-, 200- und 2000nM-
Camptothecin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Messzeitpunkt 20nM-Camptothecin 200nM-Camptothecin 2000nM-Camptothecin
icb-1 KD  con p icb-1 KD con p icb-1 KD  con p
[h] [in % der LMK] [in % der LMK] [in % der LMK]
24 88 &0  0.007 107 85  0.008 101 77 0.006
48 73 60  0.007 75 55 0.003 81 55 0.0008
72 59 46 0.004 58 38 0.0003 60 33 0.0001

Tabelle 5 Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Camptothecin

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen Zellzahlen der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone (con)
in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 20-, 200- und 2000nM-
Camptothecin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.

Cycloheximid
Cycloheximid entfaltete bei den MCF-7-Klonen in hoheren Konzentrationen (10uM, 100uM)

seine Apoptose-induzierende Wirkung, was sich in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™
3/7-Assays) nach 4h in einer signifikanten Steigerung der Caspase-7-Aktivitit gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen (LMK) widerspiegelte (p<0.01). In den Proliferationsversuchen
(CTB™-Assays) ergab sich nach 24, 48 und 72h bereits unter 1uM-Cycloheximid eine
signifikante Proliferationshemmung gegeniiber der LMK (p<0.001).

Unter 10- und 100uM-Cycloheximid manifestierten sich in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays
nach 4h Unterschiede in der apoptotischen Aktivitdit von ich-I-downgeknockten (MCEF-
7/icbKD-Klone) und Kontrollklonen (MCF-7/con-Klone). So bewirkte der ich-7-Knockdown
eine Abnahme der durchschnittlichen relativen Caspase-7-Aktivitidt gegeniiber den MCF-
7/con-Klonen. Der Unterschied war allerdings nur unter 10uM-Cycloheximid mit 126% zu
171% der LMK signifikant (p=0.0007).

Weiterhin  bewirkte der ich-I-Knockdown in den CTB™-Assays unter allen
Cycloheximidkonzentrationen (IpM, 10puM, 100uM) eine Steigerung der Proliferation
gegeniiber den MCF-7/con-Klonen. Signifikanz ergab sich anfangs (nach 24 und 48h) unter
1uM-Cycloheximid, mit fortschreitender Zeit (nach 48 und 72h) unter 10- und 100uM-
Cycloheximid [Tabelle 6; Abbildung 7].
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Messzeitpunkt 1uM-Cycloheximid 10uM-Cycloheximid 100uM-Cycloheximid
icb-1 KD  con p icb-1 KD con p icb-1 KD  con p
[h] [in % der LMK] [in % der LMK] [in % der LMK]
24 79 71 0.03 74 69 0.2 79 70 0.003
48 70 55 0.007 69 53 0.003 79 52 0.004
72 57 50 0.2 57 40  0.005 59 39  0.005

Tabelle 6 Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Cycloheximid

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen Zellzahlen der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone (con)
in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 1-, 10- und 100uM-
Cycloheximid. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.

Dexamethason

Dexamethason wirkte in keiner der 3 eingesetzten Konzentrationen (0,1puM, 1uM, 10uM)
Apoptose-induzierend auf die MCF-7-Klone. So zeigten sich in den Apoptose- (Caspase-
Glo™ 3/7-Assays) und Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) keine signifikanten
Unterschiede von Caspase-7-Aktivitit und Anzahl vitaler MCF-7-Klone gegeniiber den
unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK) (p>0.05).

Weiterhin manifestierte sich 4h nach Stimulation in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays keine
Wirkung des ich-1-Knockdowns auf die apoptotische Aktivitit der MCF-7-Klone im Sinne
einer signifikanten Verdnderung der durchschnittlichen relativen Caspase-7-Aktivitit
gegeniiber den Kontrollklonen (MCF-7/con-Klone) (p>0.05).

In den CTB™-Assays zeigten sich demgegeniiber unter 10uM-Dexamethason Unterschiede
zwischen MCF-7/icbKD- und MCF-7-/con-Klonen. So bewirkte der ichb-1-Knockdown hier
eine Proliferationssteigerung, wobei der Unterschied nur 72h nach Stimulation signifikant
war. Die durchschnittliche relative Zellzahl lag zu diesem Zeitpunkt bei 92% der LMK bei
den MCF-7/icbKD-Klonen zu 77% der LMK bei den MCF-7/con-Klonen (p=0.009).

Etoposid
Etoposid entfaltete in allen 3 Konzentrationen (1uM, 10uM, 100uM) — wenn auch

geringfligig — seine Apoptose-induzierende Wirkung bei den MCF-7-Klonen, was sich in den
Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in einer signifikanten Steigerung
der Caspase-7-Aktivitit (p<0.05) und in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach
24, 48 und 72h in einer signifikanten Zunahme der Anzahl vitaler Zellklone gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen (LMK) (p<0.03) zeigte.

Der ich-1-Knockdown hatte in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays nach 4h keinen Einfluss auf

die apoptotische Aktivitdt der MCF-7-Klone im Sinne einer signifikanten Verédnderung der
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durchschnittlichen relativen Caspase-7-Aktivitit gegeniiber den Kontrollklonen (MCF-7/con-
Klone).

In den CTB™-Assays bewirkte der ich-I-Knockdown demgegeniiber unter allen 3
Etoposidkonzentrationen (1uM, 10uM, 100uM) nach 24, 48 und 72h eine Steigerung der
Proliferation gegeniiber den MCF-7-/con-Klonen. Die Unterschiede waren allerdings nur
unter 10- und 100uM-Etoposid iiberwiegend signifikant. So lag die durchschnittliche relative
Zellzahl der MCF-7/icbKD-Klone im Vergleich zu derjenigen der MCF-7-/con-Klone unter
10uM-Etoposid nach 24h bei 84% zu 73% der LMK (p=0.0009), nach 48h bei 80% zu 59%
der LMK (p=0.003), nach 72h bei 66% zu 51% der LMK (p=0.001).
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Abbildung 8 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-/-Knockdowns auf die Sensitivitdt der MCF-7-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Etoposid

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Zellzahl 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 10uM-Etoposid. Die
Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.

Tamoxifen

Tamoxifen bewirkte in allen 3 Konzentrationen (1uM, 10uM, 25uM) eine Apoptoseinduktion
bei den MCF-7-Klonen, was sich in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays)
nach 4h in einer signifikanten Steigerung der Caspase-7-Aktivitit gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen (LMK) zeigte (p<0.01). In den Proliferationsversuchen (CTB™-
Assays) bewirkte 25uM-Tamoxifen eine massive Abnahme der Anzahl vitaler MCF-7-Klone
gegeniiber der LMK (p<0.000001).

Der icb-1-Knockdown hatte in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays Einfluss auf die apoptotische
Aktivitdit der MCF-7-Klone. So lag die durchschnittliche relative Caspase-7-Aktivitdt der
MCF-7/icbKD-Klone 4h nach Stimulation mit 1- beziehungsweise 25uM-Tamoxifen
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signifikant unter derjenigen der MCF-7/con-Klone. Sie betrug unter 1puM-Tamoxifen 97% zu
120% der LMK (p=0.04), unter 25uM-Tamoxifen 114% zu 163% der LMK (p=0.007).

In den CTB™-Assays zeigten sich demgegeniiber nach 24, 48 und 72h keine signifikanten
Unterschiede im Proliferationsverhalten zwischen MCF-7/icbKD- und MCF-7/con-Klonen
[Tabelle 7; Abbildung 9].

Tamoxifen icb-1 KD con p
[in % der LMK] [in % der LMK]
1uM 98 122 0.04
10uM 114 137 0.2
25uM 117 164 0.007

Tabelle 7 Apoptotische Aktivitit der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Tamoxifen

Aufgefiihrt ist die durchschnittliche Caspase-7-Aktivitdt der MCF-7/icbKD- (icb-1 KD) und MCF-7/con-Klone
(con) in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone) 4h nach Stimulation mit 1-, 10- und 25uM-Tamoxifen.
Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 9 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-1-Knockdowns auf die Sensitivitdt der MCF-7-
Klone gegeniiber dem Apoptose-induzierenden SERM Tamoxifen
Gezeigt wird die durchschnittliche relative Caspase-7-Aktivitdt 4h nach Stimulation mit 1-, 10- und 25uM-

Tamoxifen. Die Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte MCF-7-Klone). (n=3), *p<0.05 versus
LMK.
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3.2.3 Apoptose und Proliferation der SK-OV-3-Klone nach Stimulation

Staurosporin
Ahnlich wie bei den MCF-7-Klonen manifestierte sich auch bei den SK-OV-3-Klonen die

Apoptose-induzierende Wirkung von Staurosporin in den Apoptose- (Caspase-Glo™ 3/7-
Assays) und Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) erst bei hoheren Konzentrationen
(100nM, 1000nM) (p<0.001). Es =zeigte sich hier insgesamt die stidrkste Apoptose-
induzierende Wirkung durch Staurosporin innerhalb der 3 Krebszelllinien.

Es ergaben sich unter 100- und 1000nM-Staurosporin in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays
signifikante Unterschiede der apoptotischen Aktivitdt zwischen ich-/-downgeknockten (SK-
OV-3/icbKD-Klone) und Kontrollklonen (SK-OV-3/con-Klone). So bewirkte der ich-1-
Knockdown 4h nach Stimulation eine signifikante Abnahme der durchschnittlichen relativen
Caspase-3/7-Aktivitéit gegeniiber den SK-OV-3/con-Klonen.

Unter 100nM-Staurosporin  hatte der icb-I-Knockdown auch Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der SK-OV-3-Klone im Sinne einer Proliferationssteigerung. So lag in
den CTB™-Assays die durchschnittliche relative Zellzahl der SK-OV-3/icbKD-Klone 24, 48
und 72h nach Stimulation iiber derjenigen der SK-OV-3/con-Klone. Der Unterschied war
allerdings nur 48 und 72h nach Stimulation mit 50% zu 30% der LMK (p=0.02) und 28% zu
11% der LMK (p=0.03) signifikant [Tabelle 8; Abbildung 10].

Staurosporin icb-1 KD con p
[in % der LMK] [in % der LMK]
InM 103 106 0.7
10nM 121 115 0.2
100nM 340 794 0.0003
1000nM 460 800 0.001

Tabelle 8 Apoptotische Aktivitit der SK-OV-3-Klone nach Stimulation mit Staurosporin

Aufgefiihrt ist die durchschnittliche Caspase-3/7-Aktivitit der SK-OV-3/icbKD- (icb-1 KD) und SK-OV-3/con-
Klone (con) in % der LMK (=unstimulierte SK-OV-3-Klone) 4h nach Stimulation mit 1-, 10-, 100- und
1000nM-Staurosporin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 10 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-/-Knockdowns auf die Sensitivitit der SK-OV-3-
Klone gegeniiber den Apoptose-induzierenden Zytostatika Staurosporin und Actinomycin D

Auf der linken Seite wird die durchschnittliche relative Aktivitit der Caspase-3 und -7 4h nach Stimulation mit
Staurosporin und Actinomycin D in den angegebenen Konzentrationen gezeigt. Auf der rechten Seite sicht man
die durchschnittliche relative Anzahl vitaler SK-OV-3-Klone 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 100nM-
Staurosporin und 48h nach Stimulation mit 0,01-, 0,1- und 1uM-Actinomycin D. Die Werte sind angegeben in %
der LMK (=unstimulierte SK-OV-3-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.

Actinomycin D

Actinomycin D bewirkte bei den SK-OV-3-Klonen in den Apoptoseversuchen (Caspase-
Glo™ 3/7-Assays) nach 4h erst in hoheren Konzentrationen (0,1puM, 1uM) eine
Apoptoseinduktion im Sinne einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit
gegeniibber den unstimulierten Zellklonen (LMK) (p<0.05). Eine signifikante
Proliferationshemmung zeigte sich in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24,
48 und 72h bereits unter 0,01 uM-Actinomycin D (p<0.001).

Nur unter 1pM-Actinomycin D hatte der ich-/-Knockdown Einfluss auf die apoptotische
Aktivitdt der SK-OV-3-Klone. So lag in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays 4h nach Stimulation
mit 1pM-Actinomycin D die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitdt der ich-1-
downgeknockten Klone (SK-OV-3/icbKD-Klone) mit 117% der LMK signifikant unter
derjenigen der Kontrollklone (SK-OV-3/con-Klone) mit 145% der LMK (p=0.04).
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48h nach Stimulation mit 0,1- und 1uM-Actinomycin D manifestierte sich in den CTB™-
Assays eine signifikante Steigerung der Proliferation durch den ich-7-Knockdown. So lag hier
die durchschnittliche relative Zellzahl der SK-OV-3/icbKD-Klone signifikant {iber derjenigen
der SK-OV-3/con-Klone, unter 0,1 uM-Actinomycin D bei 28% zu 13% der LMK (p=0.003),
unter 1puM-Actinomycin D bei 10% zu 5% der LMK (p=0.009). 72h nach Stimulation
ergaben sich unter 0,1- und 1pM-Actinomycin D insgesamt sehr niedrige Zellzahlen im

Vergleich zu den unstimulierten SK-OV-3-Klonen (LMK) [Abbildung 10].

Camptothecin
Camptothecin hatte in hoheren Konzentrationen (200nM, 2000nM) eine Apoptose-

induzierende Wirkung auf die SK-OV-3-Klone, was sich in den Apoptoseversuchen
(Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-
Aktivitit gegeniiber den unstimulierten Zellklonen (LMK) zeigte (p<0.05). Eine signifikante
Proliferationshemmung manifestierte sich in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays)
nach 48 und 72h bereits unter 20nM-Camptothecin (p<0.01).

Es ergab sich in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays unter 200- und 2000nM-Camptothecin 4h
nach Stimulation eine signifikant niedrigere durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitét
bei den ich-1-downgeknockten (SK-OV-3/icbKD-Klone) gegeniiber den Kontrollklonen (SK-
OV-3/con-Klone). Der icb-1-Knockdown bewirkte also eine Abnahme der apoptotischen
Aktivitdt gegeniiber den SK-OV-3/con-Klonen.

Demgegeniiber hatte der ich-1-Knockdown in den CTB™-Assays nach 24, 48 und 72h keinen
Einfluss auf das Proliferationsverhalten der SK-OV-3-Klone im Sinne einer signifikanten
Verdnderung der Anzahl vitaler Zellklone gegeniiber den SK-OV-3/con-Klonen [Tabelle 9;
Abbildung 11].

Camptothecin icb-1 KD con p
[in % der LMK] [in % der LMK]
20nM 106 115 0.3
200nM 122 168 0.002
2000nM 144 180 0.03

Tabelle 9 Apoptotische Aktivitdt der SK-OV-3-Klone nach Stimulation mit Camptothecin

Aufgefiihrt ist die durchschnittliche Caspase-3/7-Aktivitit der SK-OV-3/icbKD- (icb-1 KD) und SK-OV-3/con-
Klone (con) in % der LMK (=unstimulierte SK-OV-3-Klone) 4h nach Stimulation mit 20-, 200- und 2000nM-
Camptothecin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 11 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-/-Knockdowns auf die Sensitivitit der SK-OV-3-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Camptothecin

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitdt 4h nach Stimulation mit 20-, 200- und
2000nM-Camptothecin. Die Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte SK-OV-3-Klone). (n=3),
*p<0.05 versus LMK.

Cycloheximid

Cycloheximid wirkte in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h nur in
hoher Konzentration (100uM) Apoptose-induzierend auf die SK-OV-3-Klone, was sich in
einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten
Zellklonen (LMK) zeigte (p<0.05). In den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) bewirkte
Cycloheximid hingegen in allen 3 Konzentrationen (1uM, 10uM, 100uM) nach 24, 48 und
72h eine signifikante Proliferationshemmung (p<0.01).

Unter 100uM-Cycloheximid bewirkte der ich-/-Knockdown in den Caspase-Glo™ 3/7-
Assays eine Steigerung der apoptotischen Aktivitit gegeniiber den Kontrollklonen (SK-OV-
3/con-Klone). So lag 4h nach Stimulation die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitit
der ichb-1-downgeknockten Klone (SK-OV-3/icbKD-Klone) mit 108% der LMK signifikant
unter derjenigen der SK-OV-3/con-Klone mit 137 % der LMK (p=0.004).

Demgegeniiber  zeigte sich in den CTB™-Assays unter keiner der 3
Camptothecinkonzentrationen nach 24, 48 und 72h eine signifikante Verdnderung des

Proliferationsverhaltens der SK-OV-3-Klone durch den ich-/-Knockdown [Abbildung 12].
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Abbildung 12 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-/-Knockdowns auf die Sensitivitit der SK-OV-3-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Cycloheximid

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitdt 4h nach Stimulation mit 1-, 10- und 100pM-
Cycloheximid. Die Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte SK-OV-3-Klone). (n=3), *p<0.05 versus
LMK.

Dexamethason

Ahnlich wie bei den MCF-7-Klonen bewirkte Dexamethason in keiner der 3 eingesetzten
Konzentrationen (0,1uM, 1uM, 10uM) eine Apoptoseinduktion bei den SK-OV-3-Klonen. Es
zeigte sich weder in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h eine
signifikante Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten SK-OV-3-
Klonen (LMK), noch ergab sich in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24, 48
und 72h eine signifikante Abnahme der Anzahl vitaler SK-OV-3-Klone gegeniiber der LMK.
72h nach Stimulation lag die durchschnittliche relative Zellzahl der stimulierten SK-OV-3-
Klone sogar leicht tiber derjenigen der LMK.

Auch hatte der ichb-1-Knockdown in den Caspase-Glo™ 3/7- und CTB™-Assays keinen
Einfluss auf die apoptotische Aktivitit der SK-OV-3-Klone nach 4h wund das
Proliferationsverhalten der SK-OV-3-Klone nach 24, 48 und 72h.

Etoposid
Etoposid hatte — dhnlich wie bei den MCF-7-Klonen — in allen Konzentrationen (1uM, 10uM,

100uM) eine Apoptose-induzierende Wirkung auf die SK-OV-3-Klone, was sich in den
Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in einer signifikanten Steigerung
der Caspase-3/7-Aktivitit und in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24, 48
und 72h in einer signifikanten Abnahme der Anzahl vitaler Zellklone gegeniiber den

unstimulierten Zellklonen (LMK) widerspiegelte (p<<0.01).
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Ein Einfluss des ich-1-Knockdowns auf die apoptotische Aktivitit der SK-OV-3-Klone nach
4h und das Proliferationsverhalten der SK-OV-3-Klone nach 24, 48 und 72h ergab sich in den
Caspase-Glo™ 3/7- und CTB™-Assays nicht.

Tamoxifen

Tamoxifen bewirkte bei den SK-OV-3-Klonen in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™
3/7-Assays) nur in hoher Konzentration (25uM) nach 4h eine Apoptoseinduktion im Sinne
einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten
Zellklonen (LMK) (p<0.05). Nach 24, 48 wund 72h manifestierte sich in den
Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) — dhnlich wie bei den MCF-7-Klonen — unter 10-
und insbesondere 25uM-Tamoxifen eine massive Abnahme der Anzahl vitaler Zellklone
gegeniiber der LMK (p<0.00001).

Es zeigte sich in den Caspase-Glo™ 3/7- und CTB™-Assays kein Einfluss des ich-1-
Knockdowns auf die apoptotische Aktivitit der SK-OV-3-Klone nach 4h und auf das
Proliferationsverhalten der SK-OV-3-Klone nach 24, 48 und 72h.

3.2.4 Apoptose und Proliferation der HEC-1B-Klone nach Stimulation

Staurosporin

Ahnlich wie bei den anderen beiden Krebszelllinien manifestierte sich die Apoptose-
induzierende Wirkung von Staurosporin auch bei den HEC-1B-Klonen erst in hdheren
Konzentrationen (100nM, 1000nM), was sich in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-
Assays) nach 4h in einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen (LMK) zeigte (p<0.01). In den Proliferationsversuchen (CTB™-
Assays) ergab sich unter 100- und 1000nM-Staurosporin nach 48 und 72h eine signifikante
Abnahme der Anzahl vitaler HEC-1B-Klone gegeniiber der LMK (p<0.01). 24h nach
Stimulation manifestierte sich eine Steigerung der Proliferation durch Staurosporin. Insgesamt
zeigte Staurosporin bei den HEC-1B-Klonen eine geringere Wirkung als bei den MCF-7- und
SK-OV-3-Klonen.

Der icb-1-Knockdown bewirkte in den CTB™-Assays unabhingig von der
Staurosporinkonzentration eine Abnahme der apoptotischen Aktivitdit gegeniiber den
Kontrollklonen (HEC-1B/con-Klone). So war 4h nach Stimulation die durchschnittliche
relative Caspase-3/7-Aktivitit der ich-I-downgeknockten Klone (HEC-1B/icbKD-Klone)

niedriger als diejenige der HEC-1B/con-Klone. Der Unterschied war — im Gegensatz zu den
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MCF-7- und SK-OV-3-Klonen — nur unter niedrigen Staurosporinkonzentrationen (1nM,
10nM) signifikant. So ergab sich unter InM-Staurosporin eine durchschnittliche relative
Caspase-3/7-Aktivitit von 85% der LMK bei den HEC-1B/icbKD-Klonen zu 101% der LMK
bei den HEC-1B/con-Klonen (p=0.02), unter 10nM-Staurosporin von 94% der LMK zu 114%
der LMK (p=0.004).

In den CTB™-Assays zeigte sich eine Proliferationssteigerung durch den ich-7-Knockdown.
So lag unter allen Staurosporinkonzentrationen die durchschnittliche relative Zellzahl der
HEC-1B/icbKD-Klone iiber derjenigen der HEC-1B/con-Klone. Die Unterschiede waren
allerdings nur unter 1-, 10- und 100nM-Staurosporin nach 48 und 72h iiberwiegend
signifikant. Dabei ergab sich mit fortschreitender Zeit eine Verschiebung der Signifikanz von

grofleren zu kleineren Staurosporinkonzentrationen [Tabelle10; Abbildung 13].

Messzeitpunkt InM-Staurosporin 10nM-Staurosporin 100nM-Staurosporin

icb-1 KD  con p icb-1 KD  con p icb- KD  con p

[h] [in % der LMK] [in % der LMK] [in % der LMK]

24 110 114 0.4 110 110 0.9 138 128 0.2
48 102 104 0.7 105 93 0.04 118 94 0.02
72 102 87  0.048 91 81 0.04 82 63 0.1

Tabelle 10 Proliferationsverhalten der HEC-1B-Klone nach Stimulation mit Staurosporin

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen Zellzahlen der HEC-1B/icbKD- (icb-1 KD) und HEC-1B/con-Klone
(con) in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone) 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 1-, 10- und 100nM-
Staurosporin. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 13 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-7-Knockdowns auf die Sensitivitdt der HEC-1B-
Klone gegeniiber den Apoptose-induzierenden Zytostatika Staurosporin und Actinomycin D

Auf der linken Seite wird die durchschnittliche relative Aktivitit der Caspase-3 und -7 4h nach Stimulation mit
Staurosporin und Actinomycin D in den angegebenen Konzentrationen gezeigt. Auf der rechten Seite sieht man
die durchschnittliche relative Anzahl vitaler HEC-1B-Klone 72h nach Stimulation mit 1-, 10-, 100- und
1000nM-Staurosporin und 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 0,1pM-Actinomycin D. Die Werte sind
angegeben in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.

Actinomycin D

Bei den HEC-1B-Klonen bewirkten — dhnlich wie bei den MCF-7- und SK-OV-3-Klonen —

erst hohere Actinomycin D-Konzentrationen (0,1uM, 1uM) eine Apoptoseinduktion. So
zeigte sich in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h eine signifikante
Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten HEC-1B-Klonen (LMK)
(p<0.05), in den Proliferationsversuchen nach 48 und 72h eine signifikante Abnahme der
Anzahl vitaler HEC-1B-Klone gegeniiber der LMK. 24h nach Stimulation manifestierte sich
unter 0,1- und 1uM-Actinomycin D eine Steigerung der Proliferation gegeniiber der LMK.

In den Caspase-Glo™ 3/7-Assays lag unter allen 3 Actinomycin D-Konzentrationen (0,01 uM,
0,1uM, 1uM) nach 4h die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitit der ich-1-
downgeknockten Klone (HEC-1B/icbKD-Klone) unter derjenigen der Kontrollklone (HEC-
1B/con-Klone). Der ichb-1-Knockdown bewirkte also eine Abnahme der apoptotischen
Aktivitdt der HEC-1B-Klone. Der Unterschied war allerdings nur unter 0,01 pM-Actinomycin
D mit 90% zu 104% der LMK signifikant (p=0.02).
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Der ich-1-Knockdown wirkte in den CTB™-Assays unter 0,1- und 1uM-Actinomycin D nach
24, 48 und 72h proliferationssteigernd auf die HEC-1B-Klone. So lag die durchschnittliche
relative Zellzahl der HEC-1B/icbKD-Klone {iiber derjenigen der HEC-1B/con-Klone. Der
Unterschied war allerdings nur unter 0,1uM-Actinomycin D nach 48h mit 113% zu 80% der
LMK signifikant (p=0.007) [Abbildung 13].

Camptothecin
Camptothecin entfaltete bei den HEC-1B-Klonen in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™

3/7-Assays) nur in héheren Konzentrationen (200nM, 2000nM) seine Apoptose-induzierende
Wirkung, was sich nach 4h in einer signifikanten Abnahme der Caspase-3/7-Akitivit
gegeniiber den unstimulierten Zellklonen zeigte (p<0.05). In den Proliferationsversuchen
(Caspase-Glo™ 3/7-Assays) bewirkte nur hoch konzentriertes Camptothecin (2000nM) nach
48 und 72h eine signifikante Proliferationshemmung gegeniiber der LMK (p<0.001).

In den Caspase-Glo™ 3/7-Assays hatte der ich-/-Knockdown hemmenden Einfluss auf die
apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone. So lag unter allen Camptothecinkonzentrationen
(2nM, 20nM, 200nM) nach 4h die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitét der ich-1-
downgeknockten Klone (HEC-1B/icbKD-Klone) unter derjenigen der Kontrollklone (HEC-
1B/con-Klone). Die Unterschiede waren aber nicht signifikant.

In den CTB™-Assays bewirkte der ich-I/-Knockdown unter hoch konzentriertem
Camptothecin (2000nM) eine Proliferationssteigerung bei den HEC-1B-Klonen. So lag 48
und 72h nach Stimulation mit 2000nM-Camptothecin die durchschnittliche relative Zellzahl
der HEC-1B/icbKD-Klone {iiber derjenigen der Kontrollklone (HEC-1B/con-Klone). Der
Unterschied war allerdings nur nach 72h mit 65% zu 35% der LMK signifikant (p=0.01)
[Abbildung 14].
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Abbildung 14 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-7-Knockdowns auf die Sensitivitdt der HEC-1B-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Camptothecin

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Zellzahl 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 2000nM-Camptothecin.
Die Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.

Cycloheximid
Cycloheximid wirkte in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in

hoheren Konzentrationen (10uM, 100uM) Apoptose-induzierend auf die HEC-1B-Klone im
Sinne einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten
Zellklonen (LMK) (p<0.05). In den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) bewirkten alle
Cycloheximidkonzentrationen (1uM, 10uM, 100uM) nach 24, 48 und 72h eine signifikante
Proliferationshemmung gegentiber der LMK (p<0.01).

Es zeigte sich in den Caspase-Glo™ 3/7-Assays nach 4h unter 1-, 10- und 100uM-
Cycloheximid ein hemmender Einfluss des icb-/-Knockdowns auf die apoptotische Aktivitt
der HEC-1B-Klone. So lag die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitit der ich-1-
downgeknockten Klone (HEC-1B/icbKD-Klone) unter derjenigen der Kontrollklone (HEC-
1B/con-Klone). Der Unterschied war allerdings nur unter 1- und 10uM-Cycloheximid
signifikant.

In den CTB™-Assays hatte der ich-/-Knockdown erst nach 72h unter 1- und 100uM-
Cycloheximid einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der HEC-1B-Klone im Sinne
einer Proliferationssteigerung. So lag die durchschnittliche relative Zellzahl der HEC-
1B/icbKD-Klone iiber derjenigen der HEC-1B/con-Klone. Der Unterschied war allerdings nur
unter 1pM-Cycloheximid mit 72% zu 59% der LMK signifikant (p=0.005) [Tabelle 11;
Abbildung 15].
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Cycloheximid icb-1 KD con p
[in % der LMK] [in % der LMK]
1uM &4 106 0.005
10pM 91 144 0.003
100pM 135 162 0.2

Tabelle 11 Apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone nach Stimulation mit Cycloheximid

Aufgefiihrt ist die durchschnittliche Caspase-3/7-Aktivitdt der HEC-1B/icbKD- (icb-1 KD) und HEC-1B/con-
Klone (con) in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone) 4h nach Stimulation mit 1-, 10- und 100uM-
Cycloheximid. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 15 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-7-Knockdowns auf die Sensitivitdt der HEC-1B-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Cycloheximid

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Caspase-3/7-Aktivitdt 4h nach Stimulation mit 1-, 10- und 100pM-
Cycloheximid. Die Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone). (n=3), *p<0.05 versus
LMK.

Dexamethason

Dexamethason hatte — dhnlich wie bei den MCF-7- und SK-OV-3-Klonen — in keiner der 3
eingesetzten Konzentrationen (0,1uM, 1uM, 10uM) eine Apoptose-induzierende Wirkung auf
die HEC-1B-Klone. So zeigte sich weder in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-
Assays) nach 4h eine signifikante Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit noch in den
Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24, 48 und 72h eine signifikante Abnahme der
Anzahl vitaler HEC-1B-Klone gegeniiber den unstimulierten HEC-1B-Klonen (LMK).

Es ergab sich weiterhin in den Caspase-Glo™ 3/7- und CTB™.-Assays kein Einfluss des ich-
1-Knockdowns auf die apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone nach 4h und das
Proliferationsverhalten der HEC-1B-Klone nach 24, 48 und 72h.
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Etoposid
Etoposid wirkte in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in keiner der

3 eingesetzten Konzentrationen (1pM, 10uM, 100uM) Apoptose-induzierend auf die HEC-
1B-Klone im Sinne einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitdt gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen. Unter hoch konzentriertem Etoposid (100uM) ergab sich hingegen
nach 72h eine signifikante Abnahme der Anzahl vitaler HEC-1B-Klone gegeniiber der LMK
(p<0.05).

In den Caspase-Glo™ 3/7-Assays hatte der ichb-1-Knockdown nach 4h unter keiner der 3
Etoposidkonzentrationen Einfluss auf die apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone. Dem-
gegeniiber manifestierte sich in den CTB™-Assays unter 100uM-Etoposid nach 48 und 72h
eine Proliferationssteigerung durch den ich-/-Knockdown. So lag nach Stimulation mit
100uM-Etoposid die durchschnittliche relative Zellzahl der ich-I-downgeknockten Klone
(HEC-1B/icbKD-Klone) signifikant {iber derjenigen der Kontrollklone (HEC-1B/con-Klone).
Sie betrug nach 48h 98% zu 85% der LMK (p=0.04), nach 72h 83% zu 60% der LMK
(p=0.0003) [Abbildung 16].
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Abbildung 16 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-7-Knockdowns auf die Sensitivitdt der HEC-1B-
Klone gegeniiber dem Apoptoseinduktor Etoposid

Gezeigt wird die durchschnittliche relative Zellzahl 24, 48 und 72h nach Stimulation mit 100pM-Etoposid. Die
Werte sind angeben in % der LMK (=unstimulierte HEC-1B-Klone). (n=3), *p<0.05 versus LMK.

Tamoxifen

Tamoxifen wirkte in den Apoptoseversuchen (Caspase-Glo™ 3/7-Assays) nach 4h in keiner
der 3 Konzentrationen (1uM, 10uM, 25uM) Apoptose-induzierend auf die HEC-1B-Klone im
Sinne einer signifikanten Steigerung der Caspase-3/7-Aktivitit gegeniiber den unstimulierten

Zellklonen (LMK). Ahnlich wie bei den MCF-7- und SK-OV-3-Klonen zeigte sich hingegen
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in den Proliferationsversuchen (CTB™-Assays) nach 24, 48 und 72h unter 25uM-Tamoxifen
eine massive Abnahme der Anzahl vitaler HEC-1B-Klone gegeniiber der LMK (p<0.000001).
Der ich-1-Knockdown hatte in den Caspase-Glo™ 3/7- und CTB™-Assays keinen Einfluss
auf die apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone nach 4h und auf das Proliferationsverhalten
der HEC-1B-Klone nach 24, 48 und 72h.

3.3 mRNA-Level Apoptose-assoziierter Gene bei stimulierten MCF-7-

Klonen

3.3.1 Uberblick

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss von ich-1 auf die Apoptose stimulierter
MCF-7-Klone auf RNA-Ebene untersucht. Hierfiir wurden die mRNA-Level verschiedener
pro- und antiapoptotischer Gene nach Apoptoseinduktion mittels Real-Time qPCR bestimmt
und zwischen ich-I-downgeknockten (MCF-7/icbKD-Klone) und Kontrollklonen (MCF-
7/con-Klone) verglichen [Tabelle 12].

Gen Primer
Bcl-2 Bcl2 for/rev
Bax BAX-1/2
Bak BAK-A/B
c-1AP1 BIRC-A/B
c-1AP2 IAP-A/B
XIAP Xiap-1/2
XAF1 XAF-A/B
AIF AIFM1 _for/rev

Tabelle 12 Primer und deren Zielgene

Aufgefiihrt sind die fiir die Real-Time gPCR verwendeten Primer und deren Zielgene, die in der Apoptose eine
Rolle spielen. Wahrend Bax, Bak, XAF1 und AIF Apoptose induzieren, wirken Bcl-2, c-IAP1, c-IAP2 und
XIAP antiapoptotisch. Rot: Gene der Bcl-2-Familie (B-cell lymphoma 2). Blau: Gene der IAP-Familie (inhibitor
of apoptosis protein). Griin: XIAP-associated factor 1. Lila: apoptosis-inducing factor.

Als  Apoptosestimulanzien kamen Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin,

Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid zum Einsatz.
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Die RNA beziehungsweise cDNA der stimulierten MCF-7-Klone wurde wie im Kapitel

2.2.2.3 beschrieben von einer MTA gewonnen.

Die fiir den Master-Mix verwendeten spezifischen Primer flankierten die Apoptose-

assoziierten Gene [Tabelle 12].

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewéhrleisten wurden mindestens 4 Laufe pro

Primer durchgefiihrt.

3.3.2 Proapoptotische Gene

3.3.2.1 Bax

Die Expression von Bax (Bcl-2-associated x-protein) stieg nach Stimulation mit
Camptothecin, Cycloheximid und Etoposid signifikant gegeniiber den unstimulierten MCF-7-
Klonen (LMK) an (p<0.01). Wiahrend sich unter Actinomycin D und Dexamethason keine
signifikanten Verdnderungen der Bax-Expression zeigten, kam es unter Staurosporin zu einer
signifikanten Reduktion der Expression von Bax gegeniiber der LMK (p=0.0002).

Der ich-1-Knockdown hatte unter Staurosporin und Cycloheximid positiven Einfluss auf die
Bax-Expression. So lag das durchschnittliche relative Bax-mRNA-Level der ich-I-
downgeknockten Klone (MCF-7/icbKD-Klone) signifikant {iber demjenigen der
Kontrollklone (MCF-7/con-Klone). Es betrug unter Staurosporin 123% der MCF-7/con-Klone
(p=0.04), unter Cycloheximid 256% der MCF-7/con-Klone (p=0.005).

3.3.2.2 Bak

Ahnlich wie bei Bax kam es nach Stimulation mit Camptothecin zu einem signifikanten
Anstieg (p=0.000001), unter Staurosporin zu einer signifikanten Reduktion der Expression
von Bak (Bcl-2 antagonist/killer) gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK)
(p=0.00002). Unter Actinomycin D, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid zeigten sich
keine signifikanten Verdnderungen der Bak-Expression.

Unter Staurosporin wirkte der ich-1-Knockdown hemmend auf die Bak-Expression, was sich
in einem signifikant niedrigerem durchschnittlichen relativen Bak-mRNA-Level der ich-1-
downgeknockten (MCF-7/icbKD-Klone) gegeniiber den Kontrollklonen (MCF-7/con-Klone)
zeigte. Es lag bei 80% der MCF-7/con-Klone (p=0.04). Demgegeniiber bewirkte der ich-1-
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Knockdown nach Stimulation mit Cycloheximid eine signifikante Steigerung der Bak-
Expression, das durchschnittliche relative Bak-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone lag bei
130% der MCF-7/con-Klone (p=0.04).

3.3.23 XAFI

XAF1 (XIAP-associated factor 1) wurde nur nach Stimulation mit Cycloheximid signifikant
stiarker exprimiert als bei den unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK) (p=0.04). Wihrend sich
unter Etoposid keine signifikante Verdnderung der Expression zeigte, kam es unter
Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin und Dexamethason zu einer signifikanten
Reduktion der XAF1-Expression gegeniiber der LMK (p<0.001).

Der ich-1-Knockdown bewirkte unter allen 6 Stimulanzien eine Abnahme der Expression von
XAFI1 bei den MCF-7-Klonen. So lag das durchschnittliche relative XAF1-mRNA-Level der
icb-1-downgeknockten Klone (MCF-7/icbKD-Klone) unter demjenigen der Kontrollklone
(MCF-7/con-Klone). Signifikanz ergab sich allerdings nur unter Camptothecin mit 64% der
MCF-7/con-Klone (p=0.04), unter Cycloheximid mit 54% der MCF-7/con-Klone (p=0.01)
und unter Dexamethason mit 64% der MCF-7/con-Klone (p=0.04) [Abbildung 17].
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Abbildung 17 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-1-Knockdowns auf die XAF1-Expression der
MCF-7-Klone nach Stimulation mit Apoptose-induzierenden Zytostatika

Oben sieht man die durchschnittlichen XAFI-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone (icb-1 KD) in % der LMK
(=unstimulierte MCF-7-Klone). Unten sind die durchschnittlichen XAF1-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-
Klone (icb-1 KD) in % der MCF-7/con-Klone (con) dargestellt. Die Werte wurden nach Stimulation mit
Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid erhoben. (n=4), oben
*p<0.05 versus LMK, unten *p<0.05 versus con.

3324 AIF

Staurosporin und Camptothecin bewirkten eine signifikante Reduktion der Expression von
AIF (apoptosis-inducing factor) gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK)
(p<0.01). Unter Actinomycin D, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid zeigten sich
keine signifikanten Verdnderungen AIF-Expression gegeniiber der LMK.

Der ich-1-Knockdown hatte unter allen 6 Stimulanzien Einfluss auf die AIF-Expression im
Sinne einer Expressionssteigerung. So lag das durchschnittliche relative AIF-mRNA-Level
der ich-1-downgeknockten Klone (MCF-7/icbKD-Klone) iiber demjenigen der Kontrollklone
(MCF-7/con-Klone). Der Unterschied war unter Staurosporin, Camptothecin, Cycloheximid,

Etoposid und Dexamethason signifikant [Tabelle 13; Abbildung 18].
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Stimulans

Staurosporin
Actinomycin D
Camptothecin
Cycloheximid
Dexamethason

Etoposid

icb-1 KD
[in % der

Kontrollklone]

124
105
124
167
128

127

p

0.01
0.2
0.03
0.01
0.02

0.01

Tabelle 13 AIF-Expression der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Apoptose-induzierenden Zytostatika

Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen AIF-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone (icb-1 KD) in % der MCF-
7/con-Klone (Kontrollklone) nach Stimulation mit Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid,
Dexamethason und Etoposid. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 18 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-1-Knockdowns auf die AIF-Expression der MCF-
7-Klone nach Stimulation mit Apoptose-induzierenden Zytostatika
Oben sieht man die durchschnittlichen AIF-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone (icb-1 KD) in % der LMK
(=unstimulierte MCF-7-Klone). Unten sind die durchschnittlichen AIF-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone
(icb-1 KD) in % der MCF-7/con-Klone (con) dargestellt. Die Werte wurden nach Stimulation mit Staurosporin,
Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid erhoben. (n=4), oben *p<0.05
versus LMK, unten *p<0.05 versus con.
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3.3.3 Antiapoptotische Gene

3.33.1 Bcl-2

Es kam unter allen Stimulanzien, insbesondere unter Campothecin, Actinomycin D und
Cycloheximid, zu einer signifikanten Reduktion der Expression von Bcl-2 (B-cell lymphoma-
2) gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK).

Es ergaben sich hierbei keine signifikanten Unterschiede des Bcl-2-mRNA-Levels zwischen

icb-1-downgeknockten (MCF-7/icbKD-Klone) und Kontrollklonen (MCF-7/con-Klone).

3.3.3.2 c-IAPI

Nach Stimulation mit Cycloheximid und insbesondere mit Staurosporin und Actinomycin D
manifestierte sich eine signifikante Reduktion der Expression von c-1AP1 (cellular inhibitor
of apoptosis protein 1) gegeniiber den unstimulierten Zellklonen (LMK) (p<0.001).

Unter Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin und Cycloheximid zeigte sich ein Einfluss
der ich-1-Knockdowns auf die c-IAP1-Expression der MCF-7-Klone im Sinne -einer
Expressionssteigerung. So lag das c-IAP1-mRNA-Level der ich-/-downgeknockten Klone
(MCF-7/icbKD-Klone) iiber demjenigen der Kontrollklone (MCF-7/con-Klone). Signifikanz
ergab sich allerdings nur unter Camptothecin mit 205% der MCF-7/con-Klone (p=0.002) und
unter Cycloheximid mit 262% der MCF-7/con-Klone (p=0.001).

3.3.3.3 c-IAP2

Die Expression von c-IAP2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 2) wurde nach Stimulation
mit Staurosporin und Actinomycin D massiv gesenkt gegeniiber den unstimulierten MCF-7-
Klonen (LMK) (p<0.0001). Unter Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid
kam es hingegen zu einer signifikanten Steigerung der c-IAP2-Expression gegeniiber der
LMK (p<0.01).

Ahnlich wie bei c-IAP1 bewirkte der ich-I-Knockdown unter allen Stimulanzien auBer
Etoposid eine Steigerung der c-IAP2-Expression. So lag das durchschnittliche relative c-
IAP2-mRNA-Level der icb-1-downgeknockten MCF-7-Klone (MCF-7/icbKD-Klone) unter
Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid und Dexamethason iiber
demjenigen der Kontrollklone (MCF-7/con-Klone). Der Unterschied war allerdings nur unter

Cycloheximid mit 121% der MCF-7/con-Klone (p=0.0495) schwach signifikant.
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3.3.34 XIAP

Ahnlich wie bei c-IAP1 und c-IAP2 manifestierte sich nach Stimulation mit Staurosporin,
Actinomycin D und Camptothecin eine signifikante Reduktion der Expression von XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein) gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen (LMK)
(p<0.001). Unter Cycloheximid und Etoposid ergab sich demgegeniiber eine signifikante
Steigerung der XIAP-Expression gegeniiber der LMK (p<0.01).

Der icb-1-Knockdown bewirkte unter allen 6 Stimulanzien eine Steigerung der Expression
von XIAP bei den MCF-7-Klonen. So lag das durchschnittliche relative XIAP-mRNA-Level
der ich-1-downgeknockten Klone (MCF-7/icbKD-Klone) iiber demjenigen der Kontrollklone
(MCF-/con-Klone). Signifikanz ergab sich unter Staurosporin, Cycloheximid, Dexamethason

und Etoposid [Tabelle 14; Abbildung 19].

Stimulans i?;z';) Id<e]r) p
Kontrollklone]
Staurosporin 131 0.004
Actinomycin D 122 0.07
Camptothecin 109 0.4
Cycloheximid 241 0.02
Dexamethason 131 0.01
Etoposid 176 0.01

Tabelle 14 XIAP-Expression der MCF-7-Klone nach Stimulation mit Apoptose-induzierenden Zytostatika
Aufgefiihrt sind die durchschnittlichen XIAP-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone (icb-1 KD) in % der MCF-
7/con-Klone (Kontrollklone) nach Stimulation mit Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid,
Dexamethason und Etoposid. Signifikanz wird fiir p<0.05 angenommen.
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Abbildung 19 Graphische Darstellung des Einflusses des ich-1-Knockdowns auf die XIAP-Expression der
MCF-7-Klone nach Stimulation mit Apoptose-induzierenden Zytostatika

Oben sieht man die durchschnittlichen XIAP-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-Klone (icb-1 KD) in % der LMK
(=umstimulierte MCF-7-Klone). Unten sind die durchschnittlichen XIAP-mRNA-Level der MCF-7/icbKD-
Klone (icb-1 KD) in % der MCF-7/con-Klone (con) dargestellt. Die Werte wurden nach Stimulation mit

Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason und Etoposid erhoben. (n=4), oben
*p<0.05 versus LMK, unten *p<0.05 versus con.
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4 Diskussion

4.1 Kurze Zusammenfassung

Viele Chemotherapeutika entfalten ihre zytostatische Wirkung iiber die Induktion von
Apoptose. Schwerpunkt zahlreicher moderner Studien ist deshalb die Identifizierung von
Genen, die Einfluss auf die Apoptose maligner Zellen und damit einhergehend auf deren
Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten Chemotherapeutika iiben, mit dem Ziel, die
zytostatische Wirksamkeit dieser Substanzen positiv zu beeinflussen. Im Zuge der
vorliegenden Dissertation sollte gekldrt werden, ob es sich bei dem humanen Gen ich-1, fiir
das bereits eine Rolle in in-vitro Proliferations- und Differenzierungs- sowie Wachstums- und
Progressionsprozessen von gyndkologischen Tumorzellen beschrieben wurde, um ein solches

Gen handelt.

In der Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse bestitigt sich, dass ichb-1 die Apoptose
gyndkologischer Tumorzellen beeinflusst. So bewirkt der Knockdown von icb-1 insbesondere
bei Zellen der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 eine Herabsetzung der Empfindlichkeit
gegeniiber verschiedenen Apoptoseinduktoren, was sich auf Zellebene in einer verminderten
apoptotischen Aktivitit sowie damit einhergehend in einer erhdhten Anzahl vitaler MCF-7-
Klone gegeniiber MCF-7-Klonen mit normaler icb-I-Expression zeigt. Bei den
Krebszelllinien SK-OV-3 (Ovarialkarzinom) und HEC-1B (Endometriumkarzinom) bestétigt
sich diese proapoptotische Wirkung von ich-1 teilweise auch. Auf molekularer Ebene scheint
bei den MCF-7-Klonen in diesem Zusammenhang eine verdnderte Expression der Apoptose-

assoziierten Gene XAF1, XIAP und AIF von Bedeutung zu sein.

4.2 Apoptoseinduktion und antiproliferative Wirkung der Stimulanzien

bei MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-Klonen

Die in den Versuchsreihen verwendeten Stimulanzien Staurosporin, Actinomycin D,
Camptothecin, Cycloheximid, Dexamethason, Etoposid und Tamoxifen gelten als mehr oder
weniger potente Apoptoseinduktoren und Proliferationshemmer. Sie entfalteten ihre Wirkung
in Abhéngigkeit von eingesetzter Konzentration, Messzeitpunkt und behandelter Zellart
unterschiedlich stark. Bei verschiedenen Wirkmechanismen ist allen Stimulanzien die

Aktivierung der Effektorcaspase-3 und/oder -7 gemein, deren Aktivitdt als Mal3 fiir die
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Apoptose detektiert wurde [Mandlekar & Kong 2001; Marchetti et al. 2003; Rodriguez-
Hernéndez et al. 2006; Wang et al. 2007a; Manns et al. 2011; Babu et al. 2012; Zhang &
Huang 2013].

Der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin gilt als einer der am haufigsten eingesetzten
Apoptoseinduktoren, da er hochpotent bei malignen Zellen unterschiedlicher Entitdt wirkt
[Bernard et al. 2001; Zhang et al. 2004; Sarkar et al. 2009]. Auch bei den in den
Versuchsreihen eingesetzten Krebszelllinien MCF-7, SK-OV-3 und HEC-1B induzierte
Staurosporin  Apoptose und damit einhergehend Proliferationshemmung. Bei der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurde Staurosporin bereits mehrfach erfolgreich als
Apoptoseinduktor eingesetzt [Tang et al. 2000; Mooney et al. 2002; Xue et al. 2003; Vasaturo
et al. 2005]. Fir die Krebszelllinien SK-OV-3 (Ovarialkarzinom) und HEC-1B
(Endometriumkarzinom) finden sich hingegen in der Literatur keine Studien zur
Apoptoseinduktion durch Staurosporin. Lediglich bei anderen ovarialen und endometrialen
Krebszelllinien wurde diese Wirkung bereits beschrieben [Cartee et al. 1998; Wan et al.
2002]. Ein signifikanter Effekt auf Apoptose und Proliferation manifestierte sich bei allen 3
Krebszelllinien unter Staurosporinkonzentrationen von 100 und insbesondere 1000nM, in
niedrigeren Konzentrationen bewirkte Staurosporin hingegen kaum Verénderungen gegeniiber
den unstimulierten Zellklonen. In einem Grofteil der Studien, in denen Staurosporin als
Apoptoseinduktor bei Mamma-, Ovarial- oder Endometriumkarzinomzellen verwendet wurde,
waren dhnlich hohe Konzentrationen wirksam. Xue et al. beispielsweise berichten von
erfolgreicher Apoptoseinduktion bei MCF-7-Zellen unter Staurosporinkonzentrationen von
150-1000nM [Xue et al. 2003]. Cartee et al. setzten 1000nM-Staurosporin erfolgreich bei
Ovarialkarzinomzellen ein [Cartee et al. 1998]. Dies ldsst vermuten, dass Staurosporin sein
Wirkoptimum als Apoptoseinduktor im Bereich um 1000nM entfaltet. Bereits 4h nach
Stimulation mit diesen Staurosporinkonzentrationen zeigte sich bei allen 3 Krebszelllinien —
insbesondere bei MCF-7 und SK-OV-3 — eine signifikante Apoptoseinduktion, da
Staurosporin bereits nach 1-2h seine Apoptose-induzierende Wirkung entfaltet [Waibel et al.
2007]. Die Zellklone der Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1B présentierten sich am

wenigsten sensibel gegeniiber Staurosporin.

Auch nach Stimulation mit Actinomycin D, einem im klinischen Kontext fiir verschiedene
Malignome eingesetzten Zytostatikum, manifestierte sich 4h nach Stimulation erst unter

hoheren Konzentrationen (1-10uM) eine signifikante Apoptoseinduktion bei den MCF-7-,
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SK-OV-3- und HEC-1B-Klonen. In der Literatur finden sich nur wenige Studien zur
Apoptoseinduktion ~ durch  Actinomycin D  bei  Mamma-, Ovarial- und
Endometriumkarzinomzellen insgesamt und bei MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-Zellen im
Speziellen. In einer Studie von Huang & Lee mit MCF-7-Zellen wurde Actinomycin D in
einer Konzentration von 4uM eingesetzt und Messungen nach Sh durchgefiihrt, wobei sich
eine signifikante Steigerung der apoptotischen Aktivitét zeigte [Huang & Lee 2008]. Choong
et al. fanden zudem heraus, dass niedrigere Actinomycin D-Konzentrationen (0,001-0,1uM)
nach 16h nur minimalen Einfluss auf die Apoptose maligner Zellen hatten, wéhrend die
Zellen nach 40h signifikant hohere apoptotische Aktivitdt als die unbehandelten Zellen
zeigten [Choong et al. 2009]. Dies ldsst vermuten, dass Actinomycin D in hoéheren
Konzentrationen von 1-5uM bereits nach wenigen Stunden Apoptose-induzierend wirkt, sich
die apoptotische Aktivitit der behandelten Zellen unter geringeren Actinomycin D-
Konzentrationen hingegen erst zu einem spéteren Zeitpunkt veréndert. Anders als beim
Apoptoseverhalten wirkten bei den MCF-7- und SK-OV-3-Klonen bereits geringere
Actinomycin D-Konzentrationen (0,01-0,1uM) nach 48 und 72h antiproliferativ. Dies konnte
zum einen mit einer verzogerten Apoptose-induzierenden Wirkung, zum anderen mit einem
hemmenden Effekt auf verschiedene Stadien des Zellzyklus — wie von Choong et al.

beschrieben — zusammenhéingen [Choong et al. 2009].

Die Stimulation mit Camptothecin, einem Inhibitor der Topoisomerase I, rief in den
Apoptoseversuchen in Konzentrationen von 0,2 und insbesondere 2uM nach 4h eine
signifikante Steigerung der apoptotischen Aktivitdt bei den MCF-7- und SK-OV-3-Klonen
hervor. Neben Studien zur potenten Apoptose-induzierenden Wirkung von Camptothecin bei
nicht-gynikologischen Tumorzellen wurde diese Wirkung auch mehrfach bei den Mamma-
und Ovarialkarzinomzellen MCF-7 und SK-OV-3 beschrieben [Gao & Scott 2003; Arakawa
et al. 2009; Zhou et al. 2010]. Zur apoptotischen Aktivitdt nach Stimulation passte auch das
Proliferationsverhalten der MCF-7- und SK-OV-3-Klone. Es manifestierte sich eine
signifikante Proliferationshemmung durch die Stimulation mit Camptothecin nach 48 und
72h. Diese Wirkung zeigte sich auch unter niedriger Camptothecinkonzentration (0.02uM).
Frither Messzeitpunkt der apoptotischen Aktivitit und der Einfluss von Campothecin auf den
Zellzyklus konnten in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein. Demgegeniiber zeigte
Camptothecin bei den HEC-1B-Klonen kaum Apoptose-induzierende Wirkung. In einer
aktuellen Studie von Lin et al. wurden dhnliche Camptothecinkonzentrationen (0,05-1uM) zur

Apoptoseinduktion bei HEC-1B-Zellen eingesetzt, allerdings wurde die apoptotische Aktivitét
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der Zellen erst nach 24 und 48h gemessen [Lin et al. 2014]. Dass sich zu diesem Zeitpunkt
eine signifikante Apoptoseinduktion durch Camptothecin zeigte, l4sst vermuten, dass mit 4h
nach Stimulation der Messzeitpunkt in den Apoptoseversuchen zu frith gewihlt war, um die
apoptotische Aktivitit der HEC-1B-Klone zu erfassen. Dazu passt auch die signifikante
Proliferationshemmung nach 72h unter hochkonzentriertem Camptothecin. Da sich die HEC-
1B-Klone auch resistent gegeniiber dem Topoisomerase II-Inhibitor Etoposid zeigten, konnte

auch die Aktivitdt der Topoisomerasen bei den HEC-1B-Zellen eine Rolle spielen.

Auch fiir Cycloheximid, einem antibiotischen Translationsinhibitor, ist eine Apoptose-
induzierende Wirkung bei verschiedenen benignen und malignen Zellarten nachgewiesen, die
sich bereits in verschiedenen Studien zunutze gemacht wurde [Ishii et al. 1995; Baski¢ et al.
2006; Kumagai et al. 2009; Babu et al. 2012]. Allerdings fanden sich in der Literatur kaum
Untersuchungen zur Apoptose-induzierenden Wirkung von Cycloheximid bei den in den
Versuchsreihen verwendeten Krebszelllinien MCF-7, SK-OV-3 und HEC-1B oder bei
gyndkologischen Tumorzellen gleicher Entitit. Cycloheximid induzierte in Konzentrationen
von 10 und insbesondere 100uM signifikant Apoptose und Proliferationshemmung. Collins et
al. nennen in einer Untersuchung mit Lymphozyten Cycloheximidkonzentrationen von 100-
10000uM als signifikant Apoptose-induzierend [Collins et al. 1991]. Das Wirkoptimum
konnte auch bei den gyndkologischen Tumorzellen in diesem Bereich liegen, also etwas hoher
als die eingesetzten Konzentrationen. Dazu passt, dass die SK-OV-3-Klone erst unter 100uM-
Cycloheximid eine signifikante Steigerung der apoptotischen Aktivitit gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen zeigten. Die signifikanten Verdnderungen zeigten sich bereits 4h
nach Stimulation mit Cycloheximid. Die Studienlange zum Messzeitpunkt ist allerdings sehr
inkonsistent. So sprechen Ledda-Columbano et al. von signifikanter Apoptoseinduktion bei
Leberzellen bereits nach 2h [Ledda-Columbano et al. 1992]. Ishii et al. hingegen nennen 12h
nach Stimulation als geeigneten Messzeitpunkt bei Lymphomzellen [Ishii et al. 1995].

Glukokortikoide  beeinflussen  die ~ Apoptose  iiber Bindung an  sogenannte
Glukokortikoidrezeptoren [Fearnhead et al. 1994]. Wie vergangene Studien zeigen, kann der
in den Versuchsreihen eingesetzte Vertreter dieser Wirkstoffgruppe Dexamethason in
Abhidngigkeit von Zelltyp und eingesetzter Konzentration pro- oder antiapoptotisch wirken
[Kull 1988; Tian & Gazitt 1996; Weller et al. 1997; Messmer et al. 2000; Distelhorst 2002;
Cinque et al. 2008]. Die Stimulation der MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-1B-Klone mit 0,1-, 1-

und 10puM-Dexamethason fiihrte nur zu einer geringfiigigen Steigerung der apoptotischen
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Aktivitdt gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen. Ferner zeigte sich kein signifikanter
Einfluss auf das Proliferationsverhalten der MCF-7-Klone. Messmer et al. fanden heraus, dass
niedrig-konzentriertes Dexamethason (0,01uM) inhibitorisch auf die zuvor durch TNFa
induzierte Apoptose von MCF-7-Zellen wirkt, diese Wirkung aber mit zunehmender
Konzentration (0,1pM) abnimmt [Messmer et al. 2001]. Ahnliches scheint fiir die
Dexamethasonwirkung bei SK-OV-3-Zellen zu gelten. So konnten Chen et al. zeigen, dass
Dexamethason deren Resistenz gegeniiber den Apoptose-induzierenden Chemotherapeutika
Cisplatin und Paclitaxel verstirkt [Chen et al. 2006]. Zur Apoptoseinduktion durch
Dexamethason bei HEC-1B- oder anderen Endometriumkarzinomzellen finden sich keine
aktuellen Untersuchungen. Da sich die apoptotische Aktivitdt nach Stimulation aber bei allen
3 Krebszelllinien fast identisch verhielt, bleibt zu vermuten, dass Dexamethason hier dhnlich

wie bei den MCF-7- und SK-OV-3-Zellen wirkt.

Der Topoisomerase II-Inhibitor Etoposid bewirkte nur bei den SK-OV-3-Klonen in hoher
Konzentration (100uM) nach 4h eine signifikante Apoptoseinduktion gegeniiber den
unstimulierten Zellklonen. Da die erfolgreiche Apoptoseinduktion durch Etoposid bei MCF-
7-Zellen bereits mehrfach beschrieben wurde [Fattmann et al. 2001; Yang et al. 2001; Cosse
et al. 2007], ist zu vermuten, dass eingesetzte Konzentrationen und Messzeitpunkt eine Rolle
spielten. Cosse et al. setzten beispielsweise mit S0uM eine dhnliche Etoposidkonzentration
ein, wihlten aber mit 16h nach Stimulation einen deutlich spéteren Messzeitpunkt [Cosse et
al. 2007]. Einen d@hnlichen Messzeitpunkt wihlten Yang et al. mit 18h nach Stimulation.
Zudem setzten sie Etoposidkonzentrationen von bis zu 400uM ein [Yang et al. 2001].
Demgegeniiber kam es zu einer signifikanten Proliferationshemmung bei den MCF-7- und
SK-OV-3-Klonen unter allen Etoposidkonzentrationen (1uM, 10uM, 100uM), fiir die zum
einen Apoptoseinduktion, zum anderen Hemmung der Zytokinese durch Etoposid in Frage
kommen. Die HEC-1B-Klone waren resistent gegeniiber Etoposid, es ergaben sich keine
Verdnderungen in der apoptotischen Aktivitidt oder der Anzahl vitaler Zellklone gegeniiber
den unstimulierten Zellklonen. Da auch der Topoisomerase I-Inhibitor Camptothecin keine
Wirkung auf die HEC-1B-Klone zeigte, konnte die Aktivitdt der Topoisomerasen bei diesem
Zelltyp eine Rolle spielen.

Tamoxifen, ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator, wirkte vor allem in hoher
Konzentration (25uM) signifikant Apoptose-induzierend. Es entfaltete die stirkste Apoptose-

induzierende Wirkung bei den Ostrogenrezeptor-positiven MCF-7-Klonen, weniger bei den
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SK-OV-3- und HEC-1B-Klonen. Unter dieser Tamoxifenkonzentration zeigte sich damit
einhergehend bei allen 3 Krebszelllinien eine massive Proliferationshemmung, insbesondere
24 und 48h nach Stimulation. 10uM-Tamoxifen wirkte nach 72h ebenfalls signifikant
antiproliferativ auf alle 3 Krebszelllinien. Studien belegen, dass Tamoxifen auch in einer
Konzentration von 10uM Apoptose-induzierend wirkt. Allerdings wurde meist ein spéterer
Messzeitpunkt als in den Apoptoseversuchen beschrieben gewdhlt, um die Apoptose-
induzierende Wirkung von Tamoxifen zu detektieren. Zhang et al. beispielsweise maflen nach
48h eine signifikante Steigerung der apoptotischen Aktivitdt, ebenso de Medina et al. [Zhang
et al. 1999; de Medina et al. 2009]. Dies ldsst vermuten, dass der Messzeitpunkt mit 4h nach
Stimulation zu frilh gewihlt war, um die Apoptose-induzierende Wirkung von 10uM-

Tamoxifen zu erfassen.

4.3 Expression Apoptose-assoziierter Gene bei stimulierten MCF-7-

Klonen

Um die bei den MCF-7-Klonen im Zuge der Apoptose- und Proliferationsversuche detektierte
Apoptoseinduktion weiter zu verifizieren, wurde in einem ndchsten Schritt die Expression
verschiedener Apoptose-assoziierter Gene nach Stimulation der MCF-7-Klone mittels Real-

Time qPCR gemessen.

Wihrend Staurosporin, Actinomycin D, Camptothecin und Cycloheximid in den
Zellkulturexperimenten 4h nach Stimulation signifikant Apoptose induzierten, blieb diese
Wirkung unter Dexamethason und Etoposid aus [vgl. 4.1]. Es zeigten sich teilweise dazu
passende Verdnderungen der Genexpression, teilweise wichen die Ergebnisse von den durch
die Apoptose- und Proliferationsversuche sowie durch Ergebnisse vergangener Studien

geschiirten Erwartungen ab.

Staurosporin induziert Apoptose auf zweierlei Weise, zum einen klassisch iiber die rasche
Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium, zum anderen iiber einen neuen
intrinsischen Weg, der unabhdngig von Apaf-1 und Bcl-2 ablduft [Manns et al. 2011].
Proteine der Bcl-2-Familie wirken auf den mitochondrialen intrinsischen Apoptosesignalweg
ein und beeinflussen die Freisetzung proapoptotischer Proteine aus dem Mitochondrium,
wobei Bcl-2 hemmend, Bax und Bak hingegen stimulierend wirken [Chao & Kursmeyer

1998]. Wihrend Mooney et al. keinen Einfluss von Staurosporin auf die Bcl-2-Expression bei
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MCF-7-Zellen detektierten (Mooney et al. 2002), manifestierte sich in den
Expressionsversuchen eine signifikante Reduktion der Bel-2-Expression durch Staurosporin.
Dieses Ergebnis postuliert einen Einfluss von Bcl-2 und passt zu einer neueren Studie von
Manns et al. [Manns et al. 2011]. Demgegeniiber hatte Staurosporin — dhnlich wie in den
Untersuchungen von Mooney et al. — bei den MCF-7-Klonen keinen positiven Einfluss auf
die Bax- und Bak-Expression [Mooney et al. 2002]. Die Caspase-unabhidngige
Apoptoseinduktion durch AIF (apoptosis-inducing factor) scheint unter Staurosporin
ebenfalls keine Rolle zu spielen [Lorenzo et al. 1999; Susin et al. 1999]. So zeigte sich in den
Expressionsversuchen eine signifikante Reduktion der AIF-Expression gegeniiber den
unstimulierten MCF-7-Klonen. Die [APs (inhibitor of apoptosis proteins) XIAP, c-IAP1 und
c-IAP2 hemmen Apoptose iiber direkte Interaktion mit der Caspase-3, -7 und -9 [Deveraux &
Reed 1999]. Im Unterschied zu einer zuriickliegenden Untersuchung mit Neuronen, in der die
Stimulation mit Staurosporin zu einer signifikanten Abnahme der c-IAP1- und -2-, nicht aber
der XIAP-Expression fiihrte [Maycotte et al. 2008], wurde bei den MCF-7-Klonen die XIAP-
Expression signifikant herunterreguliert. Wie bereits erwéhnt aktiviert Staurosporin neben
dem klassischen mitochondrialen auch iiber einen Apafl- und Bcl-2-unabhingigen Signalweg
die Caspase-9 [Manns et al. 2011]. Die verminderte Expression von XIAP als direktem
Inhibitor der Caspase-9 konnte hier eine Rolle spielen [Shiozaki et al. 2003]. XAF1 (XI4AP-
associated factor 1), der tiber direkte Hemmung von XIAP Apoptose-induzierend wirkt
[Liston et al. 2001], wurde nach Stimulation mit Staurosporin signifikant weniger exprimiert
als bei den unstimulierten MCF-7-Klonen. Staurosporin scheint also nicht iiber die Induktion
der XAFI1-Expression die XIAP-Expression zu beeinflussen, sondern direkt auf die XIAP-

Expression einzuwirken.

Auch Actinomycin D entfaltet seine Apoptose-induzierende Wirkung {iber den
mitochondrialen intrinsischen Signalweg [Bock et al. 2002; Wang et al. 2007a; Jin et al.
2012]. Bei den MCF-7-Klonen manifestierte sich unter Actinomycin D eine signifikante
Reduktion der Bcl-2-Expression, nicht jedoch eine signifikante Verdnderung der Expression
von Bax und Bak. Wihrend sich aktuelle Studien mit anderen Zelltypen einheitlich fiir einen
Einfluss von Actinomycin D auf die Bcl-2-Expression aussprechen, so sind die Ergebnisse zur
Bax-Expression uneinheitlich. Jin et al. sprechen beispielsweise von einer gesteigerten
Expression von p53 und Bax durch Actinomycin D, wohingegen Merkel et al. eine p53-
unabhingige Apoptoseinduktion durch Actinomycin D beschreiben [Jin et al. 2012; Merkel et

al. 2012]. Entgegen einer Studie von Wang et al. mit Neuroblastomzellen {ibte Actinomycin D
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in den Expressionsversuchen keinen Einfluss auf die AIF-Expression der MCF-7-Klone
[Wang et al. 2007a]. Der Caspase-unabhédngige Apoptosesignalweg liber AIF scheint also hier
nicht von Bedeutung zu sein. Wie bereits in Studien mit anderen Zelltypen beschrieben,
wurde auch bei den MCF-7-Klonen die XIAP-Expression durch Actinomycin D signifikant
herunterreguliert [Ng et al. 2002; Yoshimura et al. 2006]. XIAP scheint also auch hier von

Bedeutung zu sein.

Camptothecin entfaltet seine Apoptose-induzierende Wirkung iiber den mitochondrialen
intrinsischen Signalweg, wobei die Freisetzung von Cytochrom C und die Aktivierung von
Caspasen von zentraler Bedeutung sind [Sanchez-Alcéazar et al. 2000; Yuan et al. 2002]. In
diesem Zusammenhang scheinen bei den MCF-7-Zellen — anders als bei Staurosporin und
Actinomycin D — neben Bcl-2 auch Bax und Bak eine Rolle zu spielen. So wurde die Bcl-2-
Expression der MCF-7-Klone nach Stimulation signifikant herunterreguliert wéhrend Bax und
Bak signifikant stirker exprimiert wurden. Die Wirkungsentfaltung von Camptothecin bei
MCF-7-Zellen tiber Beeinflussung der Bcl-2- und Bax-Expression wurde bereits in einer
Studie von Leung und Wang beschrieben [Leung & Wang 1999]. Zur Bedeutung von Bak fiir
die Camptothecin-induzierte Apoptose bei MCF-7-Zellen finden sich in der Literatur
hingegen keine Untersuchungen. Nur bei Leukidmiezellen wurde der Einfluss von
Camptothecin auf die Bak-Expression bereits gezeigt [Ullmannova & Haskovec 2004]. Die
fiir Camptothecinderivate neben der Cytochrom C-Freisetzung beschriebene Bedeutung von
AIF als Caspase-unabhédngiger Apoptoseinduktor konnte fiir Camptothecin bei den MCF-7-
Zellen nicht bestitigt werden [Fu et al. 2006; Chu et al. 2014]. So senkte Camptothecin
signifikant die AIF-Expression der MCF-7-Klone. Ahnliches zeigte sich fiir den
Apoptoseinhibitor XIAP. Zu dessen Rolle in der Apoptoseinduktion durch Camptothecin bei
MCF-7-Zellen finden sich in der Literatur keine Studien. Bei anderen Zelltypen wurde
hingegen bereits ein hemmender Einfluss von Camptothecin auf die XIAP-Expression
beschrieben [Mizutani et al. 2006]. Ahnliches gilt mutmaBlich auch fiir MCF-7-Zellen. XAF1,
der direkte Inhibitor von XIAP, scheint in diesem Zusammenhang aber keine Rolle zu spielen,
da seine Expression durch Camptothecin in den Expressionsversuchen nicht positiv

beeinflusst wurde.

Die genauen Mechanismen der Apoptoseinduktion durch Cycloheximid sind bisher noch
unzureichend gekldrt. Das Protein cFlip scheint aber neueren Untersuchungen zufolge eine

bedeutende Rolle zu spielen. Es hemmt Apoptose, indem es anstelle von Caspase-8 an FADD
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bindet [Krueger et al. 2001]. Cycloheximid wirkt inhibitorisch auf dessen Expression und
induziert so Apoptose [Santiago et al. 2004; Jeon et al. 2005; Pajak et al. 2005; Fischer-
Posovszky et al. 2011]. Zudem scheint Cycloheximid {iber die Freisetzung von ROS und die
Beeinflussung des Tumorsuppressors pS3 zu wirken [Ito et al. 2006; Jin et al. 2008; Zhao et
al. 2011]. Dass Cycloheximid bei den MCF-7-Klonen die Bcl-2-Expression herunter- und die
Bax-Expression heraufregulierte, postuliert zudem eine Bedeutung dieser beiden Proteine,
was sich mit einer Studie von Yu et al. mit Astrozyten deckt [Yu et al. 2003]. Weder die
Caspase-unabhingige Apoptoseinduktion durch AIF noch die direkte Beeinflussung der
Caspaseaktivitit durch XIAP scheinen hingegen bei der Cycloheximid-induzierten Apoptose
der MCF-7-Zellen von Bedeutung zu sein, da deren Expression nicht signifikant beeinflusst

wurde.

Wie nach den Ergebnissen der Zellkulturexperimente zu erwarten, ergaben sich unter
Dexamethason und Etoposid keine signifikanten Verdnderungen der Expression der
Apoptose-assoziierten Gene Bcl-2, Bax, Bak, AIF und XIAP. Da beide Substanzen — wie in
vielen Studien beschrieben — auf den mitochondrialen intrinsischen Signalweg Einfluss iiben
und im Zuge dessen die Expression der Proteine der Bcl-2-Familie, AIF und IAPs
beeinflussen, bestdtigt dieses Ergebnis die fehlende Apoptose-induzierende Wirkung von
Dexamethason und Etoposid bei den MCF-7-Klonen [Messmer et al. 2001; Jacobs et al. 2006;
Thomadaki et al. 2006; Hajji et al. 2008; Zhang & Huang 2013; Zaman et al. 2014]. Da auch
die AIF-Expression unbeeinflusst blieb scheint auch die Caspase-unabhidngige
Apoptoseinduktion, die in den Zellkulturexperimenten nicht detektiert worden wére, keine
Rolle zu spielen. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese aus den Zellkulturexperimenten und
lassen vermuten, dass die eingesetzten Stimulanzienkonzentrationen und der Messzeitpunkt
beziehungsweise der Zeitpunkt der RNA-Isolation die entscheidenden Faktoren fiir die

fehlende Apoptoseinduktion durch Dexamethason und Etoposid darstellten.
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4.4 Proapoptotische Wirkung von ich-1 bei MCF-7-, SK-OV-3- und HEC-
1B-Klonen

In den Zellkulturexperimenten konnte die Hypothese, dass ich-/ eine Rolle in der Apoptose

gyndkologischer Tumorzellen spielt, teilweise bestétigt werden.

Insbesondere bei den Klonen der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 bewirkte der Knockdown
von ich-1 eine Verminderung der Empfindlichkeit gegeniiber der Mehrzahl der eingesetzten
Apoptose-induzierenden Stimulanzien. Dies zeigte sich in einer signifikant niedrigeren
Caspase-7-Aktivitdt und damit einhergehend einer signifikant hoheren Anzahl vitaler MCF-7-
Klone gegeniiber den unstimulierten MCF-7-Klonen. Die Krebszelllinie MCF-7 wurde bereits
vielfach verwendet, um verschiedene Aspekte im Kontext der Apoptose wie — dhnlich der
Fragestellung dieser Arbeit — den Einfluss spezieller Genprodukte zu untersuchen [Shoshani
et al. 2002; Boulaiz et al. 2003; Hosokawa et al. 2005; Sadasivam et al. 2005; Xu et al. 2005;
Wang et al. 2007b; Wu et al. 2009; Guo et al. 2012; Park et al. 2014a+b; Wang et al. 2014].
Sie scheint also zuverldssig die Darstellung von Wirkmechanismen und Einflussfaktoren der
Apoptose zu ermdglichen. Die proapoptotische Wirkung von icb-1 manifestierte sich unter
100- und 1000nM-Staurosporin, 1uM-Actinomycin D, 20-, 200- und 2000nM-Camptothecin,
10uM-Cycloheximid und 25uM-Tamoxifen, also unter den Stimulanzienkonzentrationen, die
signifikant Apoptose-induzierend und antiproliferativ wirkten [vgl. 4.1; Abbildungen 7+8].
Nur bei der Proliferation unter 25uM-Tamoxifen zeigte sich keine signifikante Verdnderung
durch den ich-I-Knockdown, was mit der massiven antiproliferativen Wirkung von
Tamoxifen und damit einhergehend sehr geringen Anzahl vitaler MCF-7-Klone (wenige % im
Vergleich zu den unstimulierten MCF-7-Klonen) zusammenhingen konnte. Allen 5
Stimulanzien gemein ist, dass sie iiber Aktivierung des mitochondrialen intrinsischen
Signalwegs Apoptose-induzierend wirken [Fulda et al. 2000; Mandlekar & Kong 2001;
Manns et al. 2011; Jin et al. 2012; Zhang & Huang 2013]. Dies ldsst vermuten, dass ich-1 hier
Einfluss iibt. Unter Dexamethason und Etoposid lie3 sich die proapoptotische Wirkung von
icb-1 nicht reproduzieren. Auch sie wirken iiber den mitochondrialen intrinsischen
Apoptosesignalweg [Marchetti et al. 2003; Zhang & Huang 2013], hier scheint also nicht die
Ursache fiir die fehlende Wirkung von ich-1 zu liegen. Vielmehr fiel auf, dass sie in den
eingesetzten Konzentrationen nach 4h keine signifikante Apoptose-induzierende Wirkung bei
den MCF-7-Klonen entfalteten, wobei Konzentration und Messzeitpunkt hierfiir von

Bedeutung sein konnten [vgl. 4.1]. Hier liegt mutmaBlich die fehlende Wirkung von ich-1



4 Diskussion 78

begriindet. Dazu passt, dass bei signifikanter Proliferationshemmung durch 10- und 100pM-
Etoposid nach 48 und 72h ich-1 diese Wirkung signifikant verstirkte, was mit einer

vermehrten Apoptoseinduktion zusammenhingen konnte [Abbildung 8].

Die durch die Ergebnisse mit den MCF-7-Klonen postulierte Rolle von ich-1 als
Tumorsuppressorgen konnte in den Versuchsreihen mit der Ovarialkarzinomzelllinie SK-OV-
3 und der Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1B teilweise bestdtigt werden. Ich-1 entfaltete
bei den SK-OV-3- und HEC-1B-Klonen unter Staurosporin und Actinomycin D eine
proapoptotische und damit einhergehend antiproliferative Wirkung. Unter den anderen
Stimulanzien ergaben sich hingegen keine signifikanten beziehungsweise inkonsistent
signifikante Unterschiede zwischen ich-/-downgeknockten Zellklonen und solchen mit
normaler ich-1-Expression. Im Vergleich zur Mammakarzinomzelllinie MCF-7 finden sich in
der Literatur nur wenige Untersuchungen zur Apoptose mit SK-OV-3- und HEC-1B-Zellen.
Insbesondere letztere wurden kaum verwendet. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
sowohl SK-OV-3- als auch HEC-1B-Zellen weniger geeignet sind, spezielle Aspekte der
Apoptose zuverldssig zu untersuchen. Dazu passt, dass die SK-OV-3- und insbesondere die
HEC-1B-Klone insgesamt weniger sensitiv auf die Stimulation mit den verschiedenen
Apoptoseinduktoren reagierten als die MCF-7-Klone. MutmaBlich kdnnten eine verminderte
Caspasenaktivitdt oder eine verdnderte Expression Apoptose-assoziierter Gene im Vergleich
zu den MCF-7-Zellen dafiir ursdchlich sein. Unter Tamoxifen konnte zudem der
Ostrogenrezeptorstatus der Krebszelllinien eine Rolle spielen, da nur die MCF-7-Zellen als
uneingeschriinkt Ostrogenrezeptor-positiv gelten [Brandes & Hermonat 1983; Gong et al.
1994; Hua et al. 1995; Lau et al. 1999; Acconcia et al. 2006; Zhang et al. 2006]. Hierzu finden
sich in der Literatur aber keine niitzlichen Studien. Es wéren also dies beziiglich
weiterfiihrende Untersuchungen nétig. Weiterhin konnte der schlechtere ich-/-Knockdown
der SK-OV-3- und HEC-1B-Klone im Vergleich zu den MCF-7-Klonen eine Rolle spielen
[Abbildung 6].
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4.5 Rolle von XAF1 und XIAP in der proapoptotischen Wirkung von ich-1
bei stimulierten MCF-7-Klonen

Wie in Kapitel 4.3 beschrieben, lieB sich in den Versuchsreihen eine proapoptotische
Wirkung von ich-I insbesondere bei Klonen der Krebszelllinie MCF-7 nachweisen.

Weiterfiihrend sollte die Frage gekldrt werden, wie ich-1 auf RNA-Ebene Einfluss iibt.

Die Untersuchung der Expression verschiedener Apoptose-assoziierter Gene mittels Real-
Time qPCR ergab, dass nicht etwa Proteine der Bcl-2-Familie sondern der Tumorsuppressor
XAF1 (XIAP-associated factor 1) und damit einhergehend das antiapoptotisch wirksame
XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) von Bedeutung zu sein scheinen. So zeigte
sich unter allen 6 eingesetzten Stimulanzien eine Reduktion der XAF1-Expression durch den
icb-1-Knockdown, wobei die Unterschiede unter Camptothecin, Cycloheximid und
Dexamethason signifikant waren. Die fehlende Signifikanz unter Staurosporin und
Actinomycin D konnte mit der insgesamt massiven Reduktion der XAFI-Expression
zusammenhéngen [Abbildung 17]. Dieses Ergebnis wird durch Untersuchungen von Treeck et
al. mit unstimulierten MCF-7-Klonen bestitigt, in denen gezeigt wurde, dass der ich-I-
Knockdown eine verminderte Expression verschiedener sogenannter Interferon-responsive-
Gene, zu denen auch XAF1 gehort, bewirkt [Treeck et al. 2012]. Die dadurch postulierte
positive Beziehung von ich-1- und XAF1-Expression wird durch die Erkenntnis gestiitzt, dass
sowohl ichb-1 als auch XAF1 auf die Behandlung mit All-trans-Retinsdure (ATRA) und IFNy
hin vermehrt exprimiert werden [Treeck et al. 2005; Wang et al. 2006; Bai et al. 2008;
Haselberger et al. 2011]. XAF1 gilt als Tumorsuppressor und wird in einer Vielzahl von
Tumoren vermindert exprimiert [Liston et al. 2001; Lee et al. 2006; Micali et al. 2007; Qi et
al. 2007; Yu et al. 2007; Sun et al. 2008; Kempkensteffen et al. 2009; Tu et al. 2009; Wang et
al. 2009]. Es wirkt iiber die indirekte Aktivierung von Caspasen positiv auf die apoptotische
Aktivitdt von Zellen, indem es den Apoptoseinhibitor XIAP hemmt [Liston et al. 2001]. Dies
erklirt, warum XIAP in den Expressionsversuchen nach Stimulation mit 4 der 6 eingesetzten
Apoptoseinduktoren von den ich-I-downgeknockten MCF-7-Klonen signifikant stirker
exprimiert wurde als von den Klonen mit normaler ich-/-Expression [Abbildung 19]. Dass
sich unter Actinomycin D und Camptothecin keine signifikanten Unterschiede ergaben,
konnte mit den eingesetzten Stimulanzienkonzentrationen und/oder mit dem Zeitpunkt der
RNA-Isolation zusammenhéngen. Das Ergebnis der XIAP-Expression wird dadurch gestiitzt,

dass sich eine weniger ausgeprigte aber dhnliche inhibitorische Wirkung von ich-1 auch bei
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den XIAP-Verwandten c-IAP1 und c-IAP2 beobachten lieB. XIAP entfaltet seine
antiapoptotische Wirkung iiber direkte Hemmung insbesondere der Caspase-7 und -9 [Chai et
al. 2001; Shiozaki et al. 2003; Scott et al. 2005; Abbildung 20]. MCF-7-Zellen gelten als
Caspase-3-defizient, was die Bedeutung der Caspase-7 als Effektorcaspase deutlich erhoht
[Blanc et al. 2000; Kagawa et al. 2001]. Das Zytostatikum Staurosporin wirkt {iiber
Aktivierung der Initiatorcaspase-9 Apoptose-induzierend, zum einen klassisch iiber die
Freisetzung von Cytochrom C, zum anderen davon unabhingig, moglicherweise iiber die
Hemmung der XIAP-Expression [Manns et al. 2011]. Dies konnte erkldren, warum icb-1 iiber
Induktion der XAF1- und in der Folge Inhibition der XIAP-Expression vor allem bei den
MCF-7-Klonen seine proapoptotische Wirkung entfaltete und warum ich-/ insbesondere die

Apoptose-induzierende Wirkung von Staurosporin verstarkte.
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Abbildung 20 Schematische Darstellung der Proteininteraktionen von XIAP

BIR2 inhibiert die Caspase-3 und -7, BIR3 die Caspase-9. Die Inhibition der Caspasen kann durch SMAC und
Omi/HtrA2, die auf proapoptotische Stimuli hin aus dem Mitochondrium freigesetzt werden und mit BIR2 und
BIR3 interagieren, aufgehoben werden. BIR1 und BIR2 interagieren auBlerdem mit TAB1 und RIP2. Die c-
terminale RING-Doméne von XIAP hat E3-Ubiquitin-Ligase-Funktion. Die XIAP-vermittelte Ubiquitination
von Proteinen wie COMMDI bewirkt seine proteosomale Zersetzung. Die Ubiquitination anderer Proteine wie
AITF kann dazu dienen, die Funktion des Proteins zu verdndern [Filipovich et al. 2010].



4 Diskussion 81

4.6 Einfluss von ich-1 auf die Expression von AIF bei stimulierten MCF-7-

Klonen

Neben den Verdnderungen der XAF1- und XIAP-Expression fiel in den Versuchsreihen auf,
dass der ich-1-Knockdown die Expression des Apoptoseinduktors AIF (apoptosis-inducing
factor) induzierte. So zeigte sich unter 5 der 6 eingesetzten Stimulanzien ein signifikant
hoheres AIF-mRNA-Level der MCF-7/icbKD- gegeniiber den MCF-7-/con-Klonen. AIF gilt
als Caspase-unabhingiger Apoptoseinduktor [Lorenzo et al. 1999; Susin et al. 1999]. Auf
einen proapoptotischen Stimulus hin wandert es von der Mitochondrienmembran in den
Nucleus, wo es an die DNA bindet und direkt Apoptose-typische morphologische
Verdnderungen induziert [Susin et al. 1999; Daugas et al. 2000; Ye et al. 2002]. Da AIF
dhnlich wie ichb-1 und XAF-1 auf eine Behandlung mit All-trans-Retinsdure (ATRA) und
IFNy hin vermehrt exprimiert wird, wédre — anders als die Ergebnisse der Versuchsreihen
postulieren — eine positive Beziehung von ich-1- und AIF-Expression zu erwarten gewesen
[Karmakar et al. 2010]. In diesem Zusammenhang konnte die zweite Wirkung von AIF eine
Rolle spielen. Denn neben seiner Bedeutung als Apoptoseinduktor wird AIF auch eine
zellprotektive Funktion zugeschrieben. Wéhrend sein DNA-bindender Anteil die
proapoptotische Wirkung vermittelt, scheint der Anteil mit Oxidoreduktaseaktivitit in diesem
Kontext nicht von Bedeutung zu sein [Miramar et al. 2001; Joza et al. 2001]. Vielmehr
scheint er fiir Uberleben und Vermehrung der Zelle sowie Erhaltung der mitochondrialen
Membranintegritit verantwortlich zu sein [Klein et al. 2002; Bonni 2003; Porter & Urbano
2006; Joza et al. 2009; Hangen et al. 2010]. MutmaBlich kommt ich-/ in diesem
Zusammenhang eine Rolle zu. Ob ich-1 direkt oder indirekt auf die Expression von AIF
einwirkt, ldsst sich mit den durchgefiihrten Versuchsreihen nicht kldren. Dass XIAP neben
seiner direkten Wirkung auf Caspasen auch AIF zu beeinflussen scheint, legt aber nahe, dass
icb-1 die AIF-Expression indirekt {iber seinen Einfluss auf die XAF1- und XIAP-Expression
inhibiert [Wilkinson et al. 2008; Lewis et al. 2011].

4.7 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Maligne Zellen entwickeln immer hdufiger Mechanismen, der Apoptoseinduktion durch
Zytostatika zu entgehen. (Multi)drug-resistente Malignome stellen die Behandler vor grof3e
Probleme. Die Identifizierung von Faktoren beziehungsweise Substanzen, die zur
Uberwindung der Resistenzen beitragen, ist deshalb Gegenstand zahlreicher aktueller Studien.

Der mitochondriale intrinsische Apoptosesignalweg ist fir die Wirkungsentfaltung vieler
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Zytostatika von entscheidender Bedeutung. Hiufig werden Resistenzen iiber Mutationen im
Tumorsuppressorgen p53 oder in Genen der Bcl-2-Familie entwickelt, die fiir die
Signaltransduktion iiber das Mitochondrium eine wichtige Rolle spielen [el Rouby et al. 1993;
Perego et al. 1996; Thomas et al. 1996; Iwadate et al. 1998; Sturm et al. 2003]. Dadurch
gewinnen andere Faktoren der intrinsischen Signalkaskade wie die Caspasen-hemmenden
IAPs an Bedeutung fir die Empfindlichkeit maligner Zellen gegeniiber Zytostatika
[Schimmer et al. 2006]. Zudem riicken Caspase-unabhédngige Apoptoseinduktoren wie AIF

immer mehr in den Fokus [Lorenzo & Susin 2007].

Laut aktueller S3-Leitlinie gelten Taxane (Paclitaxel, Docetaxel) und Anthrazykline
(Doxorubicin, Epirubicin) sowie Cyclophosphamid als Chemotherapeutika der 1. Wahl fiir
die Behandlung des Mammakarzinoms. Zudem wird der SERM Tamoxifen zur endokrinen
Therapie bei pridmenopausalen Frauen empfohlen [Leitlinienprogramm Onkologie der
AWMF, DKG und DKH 2012; Kommission Mamma der AGO 2013atc]. Alle 4
Wirkstoffgruppen entfalten ihre zytostatische Wirkung unter anderem — vermittelt iiber den
mitochondrialen intrinsischen Signalweg — iiber die Caspase-abhingige Apoptoseinduktion
[Perkins et al. 2000; Schwartz & Waxman 2001; Kallio et al. 2005; Yang et al. 2013]. Doch
auch hier wird die Wirksamkeit bereits durch Resistenzen eingeschriinkt. Ahnlich wie beim
SCLC und beim Ovarialkarzinom kdnnte im Falle von Paclitaxel auch beim Mammakarzinom
die Herunterregulation der XIAP-Expression zu deren Uberwindung beitragen [Mao et al.
2007; Liu et al. 2011]. Ferner konnte, wie bereits fiir Paclitaxel, Doxorubicin und ein
Cyclophosphamidderivat bei anderen Malignomen beschrieben, eine Aktivierung der
Apoptose iiber Induktion der AIF-Expression erzielt werden [Strauss et al. 2008; Kim et al.
2010; Hunter et al. 2011]. Ahnliche Studien lassen sich auch zu Resistenzen gegeniiber den
gingigen Chemotherapeutika des Ovarial- und Endometriumkarzinoms Cisplatin und
Adriamycin finden [Ma et al. 2009; Yang et al. 2010; Holt et al. 2011; Lopez et al. 2012; Li et
al. 2013; Zhong et al. 2013; Farrand et al. 2014].

In diesem Zusammenhang konnte ich-I mit seinem Einfluss auf die XIAP- und AIF-
Expression zukiinftig eine wichtige Rolle als therapeutisches Zielgen zukommen. Fiir
Tamoxifen konnte bereits gezeigt werden, dass ich-1 proapoptotisch wirkt und somit dessen
zytostatische Wirkung bei Mammakarzinomzellen steigert. Auch bei Tumorzellen anderer
Entitdt und anderen Apoptose-induzierenden Zytostatika zeigt icb-/ diese Wirkung Eine

zielgerichtete Regulation der icb-1-Expression konnte also dazu beitragen, die zytostatische
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Wirkung verschiedener Chemotherapeutika zu verstirken und sogar Resistenzen zu
iiberwinden, was einen wichtigen Schritt zur Verbesserung der Therapie gynikologischer

Malignome darstellt.

4.8 Ausblick

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen geben Anlass zu

weiterfiihrenden Untersuchungen.

Zur Reproduktion und Ergénzung der Ergebnisse wire die Detektion der Apoptose der MCF-
7-Klone auf andere Weise zum Beispiel via Gelelektrophorese, Messung des mitochondrialen
Membranpotenzials oder der DNA-Fragmentierung sinnvoll. Weiterhin wére eine
Wiederholung der Zellkulturexperimente mit HEC-1B- und SK-OV-3-Klonen mit héheren
Stimulanzienkonzentrationen und/oder spdterem Messzeitpunkt unter stirkerem ichb-1-
Knockdown von Interesse, um die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere gynikologische

Tumorentitdten zu bestétigen.

Zudem wire ein Vergleich der Expression Apoptose-assoziierter Gene sowie der Aktivitét
Apoptose-relevanter Caspasen zwischen den 3 Krebszelllinien hilfreich, um eventuelle

Unterschiede und damit Zielfaktoren des Apoptoseapparats zu identifizieren.

Um die Auswirkungen der AIF-Expressionshemmung durch ich-I auf Apoptose und
Proliferation der MCF-7-Zellen beurteilen zu konnen, wéiren Apoptoseversuche unter

Ausschaltung der Caspasen sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Dem humanen Gen ich-1 ( “induced by contact to basement membrane 1) kommt eine Rolle
in  in-vitro  Proliferations- und  Differenzierungs- sowie = Wachstums-  und
Progressionsprozessen von gynidkologischen Tumorzellen zu.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurde nun die Bedeutung von ich-1 fiir die Apoptose von
Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinomzellen untersucht. Hierfiir wurde die
apoptotische Aktivitdt von stimulierten Zellklonen mit ich-/-Knockdown und solchen mit
normaler ich-I-Expression verglichen. Es wurden Krebszelllinien verwendet, die die
genannten  Tumorentititen reprisentieren: MCF-7 (Mammakarzinom), SK-OV-3
(Ovarialkarzinom) und HEC-1B (Endometriumkarzinom). Vor Detektion der apoptotischen
Aktivitdt wurden die Zellklone mit potenten Apoptose-induzierenden Zytostatika stimuliert.
Die Apoptose wurde auf Zellebene direkt iiber Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitdt sowie
indirekt tiber Proliferationsversuche gemessen. Auf mRNA-Ebene wurde die Expression
Apoptose-assoziierter Gene nach Stimulation mittels Real-Time qPCR bestimmt.

Die Vermutung, dass icb-I auch in die apoptotischen Prozesse von gynédkologischen
Tumorzellen eingreift, konnte in den Versuchsreihen auf verschiedenen Ebenen bestitigt
werden. Insbesondere bei den MCF-7-Klonen steigerte ich-/ die Empfindlichkeit gegeniiber
den meisten der eingesetzten Apoptoseinduktoren, es wirkte also proapoptotisch. Dass sich
diese Ergebnisse teilweise auch bei den SK-OV-3- und HEC-1B-Klonen widerspiegelten,
lasst die Vermutung zu, dass ich-1 nicht nur bei bestimmten Gewebetypen, sondern generell
diese Wirkung entfaltet. Auf molekulargenetischer Ebene scheinen XAF1 (XIAP-associated
factor 1) und XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) bei der Vermittlung der
Apoptoseinduktion durch ich-1 eine zentrale Rolle zu spielen. Moglicherweise kommt in
diesem Zusammenhang auch dem Caspase-unabhidngigen Apoptoseinduktor AIF (apoptosis
inducing factor) eine Bedeutung zu.

Mit seiner proapoptotischen Wirkung konnte ich-I potentiell zur Verbesserung der
Chemotherapiewirkung sowie zur Uberwindung von Resistenzen gegeniiber Zytostatika
beitragen. Die gewonnen Erkenntnisse geben somit Anlass fiir weitere Studien beziiglich der
Rolle von ich-1 als Tumorsuppressorgen und Chemosensitizer im Rahmen einer gerichteten

Tumortherapie.
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