Aus der Kilinik far Allgemein-, Visceral-,
Gefal3- und Thoraxchirurgie
der Medizinischen Fakultat Charité —
Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die Rolle des COP9 Signalosoms bei der
hyperthermen intraperitonealen Chemotherapie:
Maogliche Konsequenzen flr die Klinik

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Mathilde Feist

aus Dresden

Datum der Promotion: 22.06.2014



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG . iiismsessmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasses 8
1.1 Hypertherme Intraperitoneale Chemotherapie (HIPEQC). ... iiirireeineeiceeseneescseesesnnessnesesseseens 8
1.2 COP9 SignaloSOM (CSN)uuiiiiiiiiiiisiiiniisieiiesieiieiisiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnas 11
121 Der Aufbau des CSN und die Regulation der Expression der CSN-Untereinheiten ................ 11
122 Das CSN und seine Rolle im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).........ccocccvveneinienenneneneenens 14
1.2.3 Das CSN und seine Rolle bei der ZellzykKIuskontrolle ............ccooveveveieiicesecieesee e 16
124 Das CSN und seine PhosphorylierungSfunktion ............ccoeveirenenenenneneeeseeseseeeie e 16
1.25 Das CSN und seine Funktion bei der DNA-Reparatur...........cccoceveeeieeeieeseese e 17

2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG .cvocsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 20
3  MATERIAL UND METHODEN...ciscosrrrsersesssssssssssssssssssassesssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssnssnssnsas 21
3.1 == o - 1R 21
311 (1] = | USROSt 21
3.1.2 CREIMIKAIEN ...ttt ettt b e bbbt bt e bt et et e st e beseeebesaeenaeneens 22
3.1.3 PUFFEE UNA LOSUNGEN ...ttt ettt st b e st b e sttt st b e st be e e b sbe e ebe 22
314 F N 111 (o] 1 1= USRS 23
3.15 GrORENSIANUAITS ... .ecveiieeeieeeeiete ettt ettt sttt esee s e s e besaestesaesseeseensensessensessessesseessensans 24
3.1.6 KIES ettt ettt sttt sttt st s et st a et et e Rt ke e e Rt ket e Rt et e e A e Rt ke heneeteeae st ebeebenteteetentesenteneenens 24
3.1.7 MIRNA Mimics UNd INNIDIEOIEN .....c.ooiiieeeeeeeere e st esaeneens 24
3.1.8 Zellkulturmedium UNA ZUSBEZE ..ottt sttt bbbt neas 24
3.1.9 EUKAriOtISCHE ZEIIINIEN ....ooviiiececeeeeeee sttt e e st s e beseeetesneensensens 25
3.2 1 T=] 4 oY =T o 26
3.21 10 O SRR S 26
3.2.1.1 Kultivierung der HT29-Zellen und SiCSN5/SIGFP-Zellen .........ccoeviveeieeiieieeeeeeeeseenn 26
3.2.1.2 Inkubation der Zellen mit MMC, CDDP, CUICUMIN ......ccecveierieriinierieeeseeeeeeneenee e sressesseeseeneas 26
Bi2.1.3  ZIIIYSE .ttt b e e bt ettt e bt she bt heeh e et et e besheebeeaeeneentenean 26
3.2.1.4 Transfektion von HT29-Zellen mit miRNA let-7a-1 Inhibitor und miRNA let-7a-1 Mimic.....27
3.2.2 Proteinbiochemische MEethOAEN ............oovoiii et 27
3.2.2.1  CASPASEI-ELISA ... .ottt ettt st ena e te et e enteeneenreeneen 27
B.2.2.2  SDS-PAGE ...ttt et et et a et e seebe s s ene 27
3.2.2.3  WESTEIM-BIOL ...ttt sttt sttt s b et bt s be et s b e e 28
3.2.2.4  PONCEAU-FAIDUNG ..cotiititiieetet ettt h et ettt e bbbt s bt eat et et e nbesbesbesaeeseeneenean 28
B.2.2.5  BIOCKIEIEN ...ttt sttt sttt b e st s b e et s b et b et e b et b et be e e 28
3.2.2.6  IMMUNAELEKLION .. .eovieiice ettt e e sttt e b e et esaaesreesae e seenseessesraesseenseensens 28
I A = 41411/ Tod U Vo S 29

3.2.2.8 Densitometrie und StatistiSChe AUSWEITUNG........ccoiiiiririiieieree et 29



4 ERGEBNISSE i sssssssssssssssssssssssssssssssasasasasaes 30

4.1 Untersuchung zum Einfluss der HIPEC auf das CSN ...cicviiiveerrieercneescnesssnessnesssnesessessssnsssnessnns 30
4.1.1 Analyse der MMC-Wirkung auf das CSN.......cccccvireiriniineneenereeseeee et 30
4.1.2 Analyse der MMC-Wirkung in Zellen mit geringem CSN........cceveveiinerieeeeeese s 34
4.1.3 Analyse der CDDP-Wirkung auf das CSN ...t 35

4.2 Etablierung von Caspase-3 als quantitativer Marker fir Apoptose in HT29-Zellen ................ 37

4.3 Curcumin potenziert die MMC-WIiTKUNQJ cocccvciiriininiiinniinniiiiiiisssssesssesmsnsmesmesnssmesnes 39

4.4 MIRNA let-7 beeinflusst die MMC-WIirKUNQ....ccceereeerreerereeresnesesseesssnesessesesssssssssssssssssesssassssassssssessnns 42

5  DISKUSSION uiiismsesssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssssssssssss 45

5.1 Molekularbiologische Untersuchung der HIPEC .....cooiiiviriniinniniecnsenssnrsssnnsssnsssssssssssssssnssnes 45
5.1.1 IN-Vitro-HIPEC-ZellKUIUr-MOGEII........coiiieieeee ettt e 45
51.2 Die Rolle des CSN bei der HIPEC ...ttt et st eneens 45
51.3 Die Apoptoserate NACh HIPEC ..........ooo ittt st sae et esre e reeneen 49
514 Die Rolle von miRNAS bei der MMC-WIirKUNG........cccvireirireinenieeneneeeeseeeeie st seeneenens 51

5.2 Mogliche Konsequenzen flr die KIINiK .. eeeeeeieresiessssnsessssnsessssssesssssnsesssssneess 54
521 Veranderung der Dauer der HIPEC ...ttt 54
5.2.2 HIPEC mit Kombination aus MMC uUNd CUICUMIN ....cc.oiiiiiireeieeesee et 55
5.2.3 HIPEC MIt MIRNAS ...ttt sttt sttt st b e et be b et ebe st et ebesae e ebesbeeebens 56

5.3 U= ¢ ] o] - 58

LITERATURVERZEICHNIS ..iisismssssmsssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssans 59

o N L 2 L 70



ZUSAMMENFASSUNG

Peritonealkarzinose galt lange Zeit als palliative Situation. Die Entwicklung eines
lokalen Behandlungskonzepts, zytoreduktive Chirurgie in Kombination mit hyperthermer
intraperitonealer Chemotherapie (HIPEC), ermdglicht heutzutage eine Kkurative
Therapie. Die haufig verwendeten Chemotherapeutika Mitomycin C (MMC) und
Cisplatin (CDDP) fuhren uber ihre alkylierende Wirkung zu Doppelstrangbriichen. Die
DNA-Defekte induzieren Reparaturmechanismen, an denen das COP9 Signalosom
(CSN) beteiligt ist. Das CSN ist ein Proteinkomplex, bestehend aus 8 Untereinheiten.
Es ist ein Regulator des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) und kontrolliert die
Stabilitat von Proteinen, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind. AuR3erdem ist es bei
der Zellzykluskontrolle involviert und bestimmt die Aktivitat von
Tumorsuppressorproteinen wie p53. Die koordinierte Expression des CSN wird durch
MiRNAs der let-7-Familie reguliert. miRNA let-7a-1 bindet an die mMRNA der CSN-
Untereinheiten und agiert als negativer Regulator der CSN-Expression.

Um die Rolle des CSN bei der HIPEC zu entschlusseln, wurden HT29-Kolontumorzellen
entsprechend den Bedingungen der HIPEC fir 1 h und 4 h mit unterschiedlichen
Konzentrationen MMC und CDDP, erwarmt in Medium auf 42°C, behandelt. Mittels
Western Blot wurde das CSN und die mit dem CSN-interagierenden Proteine analysiert,
wobei sich ein Anstieg der CSN-Untereinheiten unter MMC-Inkubation als Hinweis auf
DNA-Reparatur zeigte. Dieser Prozess konnte durch Transfektion der HT29-Zellen mit
mMiRNA Mimics der let-7-Familie verhindert werden und eine verstarkte Expression des
Zellzyklusregulators p27 und des Tumorsuppressorproteins p53 wurde beobachtet.
AulRRerdem wurde die Apoptoserate nach HIPEC mittels Caspase-3-Elisa quantifiziert,
wobei sich nach 4 h MMC-Inkubation ein signifikanter Anstieg der aktivierten Caspase-3
zeigte. Nach 1 h MMC-Behandlung wurde nur unter sehr hoher MMC-Konzentration ein
Anstieg der aktivierten Caspase-3 nachgewiesen. Um die Apoptoserate zu steigern,
wurde Curcumin, ein Hemmstoff CSN-assoziierter Kinasen mit anti-proliferativen und
anti-karzinogenen Eigenschaften getestet. Durch die Kombination von Curcumin mit
MMC konnte eine signifikante Verbesserung der Apoptoserate erzielt werden.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das CSN eine restriktive Rolle bei der HIPEC
spielt, da es die Tumorzellen bei der DNA-Reparatur unterstitzt und die Apoptose
verzogert. Um die CSN-Aktivitdt zu blockieren und die Effizienz der HIPEC zu

verbessern, kommen zwei Mechanismen in Betracht: Erstens die Anwendung von



Curcumin bei der HIPEC. Curcumin blockiert CSN-assoziierte Kinasen und steigert den
MMC-Effekt. Mit dem Einsatz von Curcumin kénnte die MMC-Konzentration reduziert
werden, mit der Konsequenz geringerer toxischer Nebenwirkungen fur Patienten.
Zweitens ware die Zugabe von miRNA-let-7a-1 Mimic zur Chemoperfusionslosung
denkbar. miRNA let-7a-1 Mimics verhindern die CNS-Expression und begunstigen pro-
apoptotische Bedingungen. Weitere Studien sind notwendig, um die hier gewonnenen

Erkenntnisse unter klinischen Bedingungen anzuwenden.



ABSTRACT

Peritonealcarcinomatosis has long been considered as a palliative situation. Local
treatment strategies have been developed combining cytoreductive surgery and
hyperthermic intraperitoneal chemotherapy (HIPEC) offering a curative therapy. The
frequently used chemotherapeutic agent Mitomycin C (MMC) and Cisplatin (CDDP)
generating double-strand breaks with their alkylating properties. The DNA damage
induces repair mechanisms including the COP9 signalosome (CSN). The CSN is a
protein complex composed of 8 subunits (CSN1-CSN8). It is a regulator of the ubiquitin
proteasome system (UPS) and controls protein stability of DNA damage repair
effectors. Furthermore it is involved in cell cycle regulation and determines the activity of
tumor suppressor proteins such as p53. The coordinated expression of CSN subunits is
modulated by miRNAs of the let-7 family. miRNA let-7a-1 binds to the mRNA of CSN
subunits and acts as a negative regulator of their expression.

To investigate the role of the CSN during HIPEC, colon cancer HT29 cells were
incubated under HIPEC-conditions for 1 h or 4 h with different concentrations of MMC
and CDDP in medium heated to 42°C. By Western blotting the CSN and its interacting
proteins were analysed. Increased CSN subunit expression has been detected, possibly
as an indication for DNA-damage repair. Transfection of the HT29-cells with miRNA let-
7a-1 mimic prevents this process and an overexpression of cellcycle regulator p27 and
of tumor suppressor protein p53 has been monitored. Moreover apoptosis after HIPEC
has been detected with Caspase-3-ELISA. Significant increase of activated Caspase-3
was measured after 4 h MMC-incubation. After 1 h MMC-treatment increase of
activated Caspase-3 has been detected only under high MMC-concentration. To
improve apoptosis Curcumin, an inhibitor of CSN-assoiated kinases with anti-
proliferative and anti-carcinogenic qualities has been tested. The combination of
Curcumin with MMC achieved a significant improvement of apoptosis.

In summary the CSN plays a restrictive role during HIPEC because it supports the
tumor cells during DNA-repair and delayed apoptosis. For blocking CSN-activities and
improving the efficiency of HIPEC two mechanisms are possible: First, the application of
Curcumin during HIPEC. Curcumin blocks CSN-assiociated kinases and enhances the
MMC-effect. With Curcumin the MMC-concentration could be reduced with the
consequence of less toxic side effects for the patients. Secondly, addition of miRNA

mimic to the chemoperfusion media would be a plausible strategy. miRNA let-7a-1



mimic impairs the CSN-expression and promotes pro-apoptotic conditions. Further
studies are necessary to apply these findings under clinical conditions.



1 EINLEITUNG
Tumore des Gastrointestinaltrakts kbnnen zu einer Metastasierung des Peritoneums

fuhren. Die Erfolgsrate einer Behandlung mit systemischer Chemotherapie ist gering
(Franko et al, 2012) und lange Zeit galt eine manifeste Periteonealkarzinose als
palliative Situation mit einem mittleren Uberleben von 6 Monaten (Sadeghi et al, 2000).
Durch die Entwicklung neuer chirurgischer Techniken (zytoreduktive Chirurgie und
Peritonektomie) in Kombination mit hyperthermer intraperitonealer Chemotherapie
(HIPEC), initilert durch Paul H. Sugarbaker, ist heutzutage eine kurative Behandlung
moglich (Sugarbaker & Jablonski, 1995; Sugarbaker & Ryan, 2012). Unterschiedlichen
Studien zufolge kann so zum Beispiel bei Peritonealkarzinose kolorektalen Ursprungs
bei kompletter Zytoreduktion ein mittleres Uberleben von 30-60 Monaten und ein 5-
Jahres Uberleben von 20-40% erzielt werden (Sugarbaker & Ryan, 2012).

Die bei der HIPEC verwendeten Chemotherapeutika induzieren DNA-Defekte und
fuhren somit zur Apoptose der Tumorzellen (van de Vaart et al, 1998). Durch die DNA-
Defekte werden unterschiedliche molekularbiologische Mechanismen ausgeldst, bei
denen das COP9 Signalosom (CSN) eine wichtige Rolle spielt (Hann3 & Dubiel, 2011,
Matsuoka et al, 2007). Das CSN hat eine Schlisselfunktion bei Zellzykluskontrolle
(Dohmann et al, 2008; Liu et al, 2003), der DNA-Reparatur (Groisman et al, 2003; Kob
et al, 2009) und beim Zelliberleben und reguliert die Stabilitat von Protoonkogenen und
Tumorsuppressorproteinen (Bech-Otschir et al, 2001). Die genaue Kenntnis der
molekularbiologischen Wirkung der HIPEC und der Rolle des CSN kodnnte zu neuen

Therapieansatzen fuhren.

1.1 Hypertherme Intraperitoneale Chemotherapie (HIPEC)
Die HIPEC wurde zum ersten Mal 1980 angewendet (Spratt et al, 1980). 1995 erfolgte

eine  Kombination mit zytoreduktiver Chirurgie und Peritonektomie durch P.H.
Sugarbaker am Washington Cancer Institute, heute ist es ein weltweit genutztes
Verfahren (Sugarbaker, 1995; Sugarbaker & Ryan, 2012). Nach Resektion des
Primartumors, aller makroskopisch sichtbaren Metastasen und der Entfernung des
tumortragenden Peritoneums wird fir 30 bis 120 Minuten bei 41° bis 43°C eine Lavage
des Abdomens mit Chemotherapeutikum durchgefuhrt (Abb.1) (Gonzéalez-Moreno et al,
2010; Turaga et al, 2013).
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Abb.1l. Schematische Darstellung der HIPEC

Mittels Perfusionssystem, bestehend aus Zulauf-/Ablaufschlauch und Temperatursonde wird die
Peritonealhdhle mit Chemotherapieldsung bei 42°C fir 30-120 min gespult. Ziel der HIPEC ist die
Elimination von Mikrometastasen nach zytoreduktiver Chirurgie (Abb. modifiziert nach (Roviello et al,
2010)).

Durch die lokale Anwendung sind mdogliche, verbliebene Mikrometastasen direkt der
zytotoxischen ~ Wirkung ausgesetzt und eine rasche Aufnahme des
Chemotherapeutikums ins Gewebe konnte nachgewiesen werden (Panteix et al, 1993).
Die Hyperthermie wirkt ebenfalls zytotoxisch, verstérkt gleichzeitig die Wirkung der
verwendeten Chemotherapeutika und erhéht deren Eindringtiefe (Ceelen et al, 2000).
Es wird angenommen, dass die Eindringtiefe der Chemotherapeutika ins Gewebe
zwischen 3 und 5 mm betragt (El-Kareh & Secomb, 2004). Dementsprechend ist die
komplette RO-Tumorresektion ein prognostisch wichtiger Faktor (Elias et al, 2001). Fir
die Einschatzung, ob bei einem Patienten mit Peritonealkarzinose eine R0O-Resektion
erreicht werden kann und eine kurative Therapie moglich ist, wird der
Peritonealkarzinoseindex (PCIl) erhoben (Harmon & Sugarbaker, 2005; Jacquet &
Sugarbaker, 1996). Dabei werden Abdomen und Becken in 13 Regionen unterteilt und
unter Berucksichtigung der Grol3e der Lasionen wird die Ausbreitung der
Peritonealkarzinose berechnet (Abb.2). Ein geringer PCI geht dementsprechend mit
einer guten Prognose einher. So konnte fur Kolontumore mit einem PCI von bis zu 6
Punkten ein 5-Jahres Uberleben von 44% erreicht werden, wohingegen 7-12 Punkte mit
einem 5-Jahres Uberleben von 22% und mehr als 19 Punkte mit 7% einhergehen (Elias
et al, 2010).
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Abb.2. Peritonealkarzinoseindex

Um das Ausmall der Peritonealkarzinose eines Patienten zu berechnen, wird das Abdomen in 9
Quadranten eingeteilt, wobei der untere Rippenrand und die Spina iliaca anterior superior als
Orientierung fur die horizontalen Linien gelten. Die Nummerierung erfolgt im Uhrzeigersinn, beginnend
unter dem rechten Diaphragma. Die Regionen 9-12 entfallen auf den Dunndarm. Je nach GroR3e der
Lésion werden 0-3 Punkte pro Region vergeben (Abb. modifiziert nach (Harmon & Sugarbaker, 2005)).

Fur die Wahl des Chemotherapeutikums gibt es unterschiedliche Protokolle (Abb.3). In
der Klinik fur Visczeralchirurgie der Charité Berlin wird u.a. eine Kombination aus
Mitomycin C (MMC) und Cisplatin (CDDP) oder MMC alleine fir 60 min bei 42°C
verwendet (Abb.4).

Center/Country HIPEC drug (s) and doses HIPEC duration  Concomitant intravenous EPIC Indication
(min) chemotherapy
‘Washington hospital center/ Mitomycin C, 15 mg/m* 90 5FU, 400 mg/m" 5>FU Appendiceal, and
‘Washington, DC (USA) Doxorubicin, 15 mg/m* LV, 20 mg/m* 4d colorectal carcinomatosis
‘Washington hospital center, Cisplatin, 50 mg,/ m* 90 5-FU, 400 mg/ m’ Taxol Gastric cancer, peritoneal
‘Washington, DC (USA) Doxorubicin, 15 mg/m’ LV, 20 mg/m’ 4d mesothelioma, ovarian
cancer

‘Washington hospital center/ Oxaliplatin, 130 mg/" m’ 60 5-FU, 400 mg/ m* 5-FU Appendiceal, and
‘Washington, DC (USA) LV, 20 mg/m* 4d colorectal carcinomatosis
‘Washington hospital center/ Melphalan, 50-70 mg/ m’ 60 No No Carcinomatosis with
‘Washington, DC (USA) incomplete cytoreduction
Gustave roussy institute,/ Oxaliplatin, 460 mg/m* 30 5-FU, 400 mg/m* No Colorectal carcinomatosis
Villejuif (France) LV, 20 mg/ m’
National cancer institute/ Mitomycin C, 35 mg/m” 90 No No Appendiceal, and
Amsterdam (Netherlands) colorectal carcinomatosis
National cancer institute Cisplatin, 43 mg/L 90 No No Peritoneal mesothelioma,
Milan (Italy) Doxorubicin ,15.25 mg,/L advanced ovarian cancer
National cancer institute/ Mitomycin C, 3.3mg/’ml,fL 90 No No Appendiceal, and
Milan (Italy) Cisplatin, 25 mg/m’/L colorectal carcinomatosis;

advanced ovarian cancer;

peritoneal mesothelioma
Centre hospitalo-universitaire Mitomycin C, 90 No No Appendiceal, gastric and
Iyon-sud/Lyon (France) 10 mg/mL of perfusate colorectal carcinomatosis
Centre hospitalo-universitaire ~ Mitomycin C, 0.5 mg/kg 90 Neo No Peritoneal mesothelioma
lyon-sud/Lyon (France) Cisplatin 0.7 mg/kg
Centre hospitalo-universitaire Cisplatin, 20 mg/m’/L 90 No No Recurrent and
Iyon-sud/Lyon (France) chemoresistant stage 1l

ovarian cancer

National cancer institute / Cisplatin, 250 mg/m® 90 No 5-FU + Taxol Peritoneal mesothelioma

Bethesda, MD (USA)

1d

L: liter of perfusate; HIPEC: Hyperthermic intraperitoneal chemotherapy; EPIC: Early postoperative intraperitoneal chemotherapy

Abb.3. HIPEC-Protokolle
Es existieren unterschiedliche Protokolle fiir die intraperitoneale Chemotherapie (Abb. aus (Gonzalez-
Moreno et al, 2010)).
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3,3 mg (MMC)/m?2 x KO x 1| (Perfusat)
25 mg (CDDP)/m? x KO x 1l (Perfusat)

35 mg (MMC)/m? x KO x 1l (Perfusat)

Abb.4. HIPEC-Protokolle der Klinik fur Visceralchirurgie der Charité Campus Mitte

Fir die intraperitoneale Chemotherapie wird entweder MMC alleine (A) oder in Kombination mit CDDP
(B) fur 60 min verwendet. Die Chemotherapeutikakonzentration wird in Bezug zur Kérperoberflache (KO)
berechnet.

MMC induziert durch seine alkylierende Wirkung Interstrand Crosslinks zwischen
Adenin- und Guaninnukleotiden (Tomasz & Palom, 1997). CDDP bildet Interstrand
Crosslinks zwischen benachbarten Purinen und Intrastrand Crosslinks. Es kommt zur
Blockade der DNA-Synthese (Cohen & Lippard, 2001). Kann der DNA-Defekt nicht
behoben werden, kommt es zur Apoptose der Tumorzellen. MMC wirkt bei
systemischer Anwendung myelotoxisch und kann Schadigungen der Niere verursachen
(Verwey et al, 1987). CDDP ist ebenfalls fiir seine renale Toxizitat bekannt (Phelps et
al, 1987).

1.2 COP9 Signalosom (CSN)
Das CSN wurde 1996 als Repressor von Licht-abhdngigem Wachstum in Arabidopsis

thaliana entdeckt (Chamovitz et al, 1996) und konnte 1998 erstmalig in humanen Zellen
identifiziert werden (Seeger et al, 1998). Der Proteinkomplex ist evolutionar
hochkonserviert, kommt in allen Eukaryoten vor (Deng et al, 2000) und spielt eine
wichtige Rolle bei Signaltransduktion, Zellzykluskontrolle (Dohmann et al, 2008; Liu et
al, 2003), DNA-Reparatur (Matsuoka et al, 2007; Shiloh, 2006) und Angiogenese
(Pollmann et al, 2001).

1.2.1 Der Aufbau des CSN und die Regulation der Expression der CSN-
Untereinheiten
Im strukturellen Aufbau zeigt das CSN Ahnlichkeiten mit dem 26S Proteasom Lid

Komplex (Glickman et al, 1998; Seeger et al, 1998; Wei & Deng, 1999) und dem
eukaryotischen Translations Initiations Komplex 3 (elF3) (Pick et al, 2009). In

11



Mammalia besteht das CSN aus 8 Untereinheiten, CSN1-CSN8 (Abb.5) (Deng et al,
2000). In der strukturellen Massenspektrometrie zeigen sich zwei symmetrische
Module, CSN1/2/3/8 und CSN4/5/6/7, die zwischen CSN1 und CSN6 verbunden sind
(Sharon et al, 2009).

c-Jun

PGP9.5(UCH)

p27,p53

Bcl3, LFA-1 COP10

rLHR, MIF

PR,SRC-1

HIF-1a, Smad4 HIV-1, Vpr
HPO, TRC8 — ~_ Int-6/eIF3e
Id1,1d3 Rbx1

GLHs /

IP3-5,6-KinaS® \ ‘ ICSBP, TR
elF3c/NIP1 CUL1, Cul2

RPN6 DAX-1, COUP-TF1
IKKy O
COP10 T~ _—
Int-6/elF3e Int-6/elF3e
Tat-Peptide PMF-1
CK2,PKD cK2
elF3¢/NIP1

@ Phosphorylierung COP10
@ Untereinheiten mitPCl Domane
L

Untereinheiten mitMPN Doméne

Abb.5. Das CSN und seine Untereinheiten

Das CSN besteht aus 8 Untereinheiten, deren Interaktion schematisch dargestellt ist (blaue Linien). Die
CK2, PKD, IP3-5/6 Kinase sind mit dem CSN assoziiert (Abb. modifiziert nach (Bech-Otschir et al, 2005)).
Die Untereinheiten CSN1-4, 7 und 8 enthalten eine PCl-Domane (Proteasom, COP9
signalosome, Initiation factor 3). Die PCI-Domanen sind wichtig fur Interaktionen
zwischen den CSN-Untereinheiten und mit anderen Proteinen. Aul3erdem bilden sie das
Gerust des Komplexes (Tsuge et al, 2001; Wei & Deng, 2003). Die Untereinheiten
CSN5, auch als JAB1 (Jun-activation domain-binding protein 1) bezeichnet und CSN6
enthalten eine MPN-Doméne (Mpr-Padl-N-terminal). Die MPN-Domane des CSN5 hat
zusatzlich ein JAMM-Motiv (JAB1 MPN Domane Metalloenzym), welches als
katalytisches Zentrum fur die Deneddylierungsaktivitat gilt (Cope et al, 2002).
Aul3erdem sind die Proteinkinasen Casein-Kinase Il (CK2), Proteinkinase D (PKD) und
Inositol 1,3,4-triphosphat 5/6 Kinase (5/6 Kinase) mit dem CSN-Komplex assoziiert, die
verschiedene Substrate des CSN phosphorylieren (Sun et al, 2002; Uhle et al, 2003).
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Daruiber hinaus steht das deubiquitinierende Enzym USP15 mit dem CSN in
Verbindung (Hetfeld et al, 2005; Zhou et al, 2003). USP15 ist eine Cysteinprotease und
gehort zur Familie der Deubiquitinierungsenzyme (DUB). DUBSs sind in wichtige Schritte
des Ubiquitin (Ub)-Signalwegs involviert und kontrollieren die Stabilitat von Proteinen.
Unterschiedliche Aufgaben sind beschrieben: Die Bereitstellung von freiem Ub Uber die
Bildung von Vorstufen, Veranderung von Ub-Signalen tber die Modifizierung von Ub-
Ketten, Stabilisierung von bereits Ub-markierten Proteinen durch Trennung der Ub-
Ketten (Fraile et al, 2012; Komander et al, 2009; Nijman et al, 2005). USP15 bewahrt
Proteine vor Autoubiquitinierung und Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS). Es enthélt ein Zink-Finger-Motiv, was fir die Bildung und Trennung von Poly-Ub-
Ketten notwendig ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass Bestandteile der Cullin-
RING-Ubiquitin-Ligasen (CRL) wie zum Beispiel das BTB Protein oder Rbx1 durch
USP15 geschitzt werden (Hetfeld et al, 2005; Zhou et al, 2003).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass miRNAs der let-7 Familie die mRNA der CSN-
Untereinheiten blockieren und somit die Translation bzw. die folgende Expression der
CSN-Untereinheiten hemmen kénnen (Leppert et al, 2011). miRNAs sind endogene,
nicht kodierende kleine RNA-Molekile, bestehend aus 18-25 Nukleotiden. Sie
regulieren Proteinexpression tuber den Abbau von mRNAs oder durch Hemmung der
Translation (Lagos-Quintana et al, 2001; Lau et al, 2001). Durch die Blockade der
MIiRNA let-7a-1 steigt die Expression des CSN, dies erfolgt Uber den c-Myc/Lin28B/let-7
Signalweg (Abb.6) (Leppert et al, 2011).

— Translation

CSNi-8 mRNA | —>

lAssemny
T %%?1 B mANA |
let-7
pre-let-7

C.SH Ibﬂ
Lin28B) < Transcription %
N

L/ H CSN
y

Degradation

Abb.6. c-Myc/Lin28B/let-7 Signalweg

let-7 miRNA blockieren die mRNA der CSN-Untereinheiten und damit deren Expression. Durch die
STAT1-vermittelte Aktivierung von c-Myc wird der Abbau der pre- let-7a-miRNA durch das RNA-binding-
Protein Lin28B und die TUT4ase induziert, was die Expression der CSN-Untereinheiten zur Folge hat
(Abb. von (Leppert et al, 2011)).

13



Der Transkriptionsfaktor STAT1 aktiviert c-Myc, wodurch das RNA-binding-Protein
Lin28B mit Hilfe der TUTase4 (TUT4) den Abbau der pre-let-7a miRNA induziert (Heo
et al, 2009). Der c-Myc/Lin28B/let-7 Signalweg kann durch IFNa/Y induziert werden,
was fur Differenzierungs- und Entwicklungsprozesse von Bedeutung sein konnte
(Leppert et al, 2011).

1.2.2 Das CSN und seine Rolle im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)
Das UPS ist das wichtigste proteolytische System in eukaryotischen Zellen. Es sorgt fur

den kontrollierten Abbau von Zyklinen, Proteinen, Tumorsuppressorgenen und
Protoonkogenen, die u.a. an Zellzykluskontrolle und Zellwachstum beteiligt sind und
halt sie im Gleichgewicht (Deshaies & Joazeiro, 2009; Hershko & Ciechanover, 1998).
Dysregulation im proteolytischen System kann zu maligner Transformation fuhren
(Richardson & Zundel, 2005). Im Mittelpunkt des hochkonservierten Proteinsystems
steht das 26S Proteasom. Proteine werden fur den Abbau mittels Ub markiert und durch
das Proteasom zu kleinen Peptiden abgebaut. Die Peptide werden zu Aminosauren
gespalten und stehen wieder fir die Proteinbiosynthese zur Verfigung (Grabbe et al,
2011; Hochstrasser, 2000). Die Markierung mittels Ub (Ubiquitinierung) erfolgt durch
eine Enzymkaskade (Abb.7) bestehend aus E1-Aktivierungs-Enzym, E2-Konjugations-
Enzym und E3-Ligationsenzym (Grabbe et al, 2011; Hershko & Ciechanover, 1998;
Hochstrasser, 2000).

Ub Ub
7 i =
? ™ gy~ _Ub

i
\ / \ / substrate _Ub
du | \ ’ I .Ub
Ub 26S
\ b —~AMP @ - proteasome
/ \ ’|‘H2 substrate K48- ==
ATp J E2 ’ \ substrate Gyt

other
é chains \
O=(::
Non-
COOH

Ub proteasomal Ub

regulation +
®®
Ub = ubiquitin E2 = ubiquitin_conjugating enzyme @ ®
E1 = ubiquitin activating enzyme E3 = ubiquitin ligase @

Abb.7. Ubiquitin-Proteasom-System

Damit ein Protein vom 26S Proteasom fur den Abbau erkannt wird, ist die Ubiquitinierung erforderlich. Die
Ubertragung von Ubiquitin auf das Substrat wird durch eine Enzymkaskade vermittelt. E1 aktiviert Ub, es
erfolgt die Ubertragung auf E2, E3 sorgt fiir die Substraterkennung. Nach der Polyubiquitinierung des
Substrats erfolgt der Abbau durch das Proteasom (Abb. modifiziert nach (Pray et al, 2002)).
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Es gibt 2 grof3e Familien von Ub-E3-Ligasen: HECT-Domé&n (homologous to he E6-AP-
carboxyl terminus) und RING-Ligasen (really interesting new gene). HECT-Doman E3
Ligasen bilden Thioesterkomplexe mit Ub in Anwesenheit von E2s und vermitteln so die
Ubertragung des Ub auf Targetproteine (Scheffner & Staub, 2007). RING-Ligasen
enthalten als katalytisches Zentrum 2 Zinkionen und interagieren dariber mit E2s. Sie
vermitteln die Ubertragung des Ub von E2s, indem sie Substrat und E2s in raumliche
Néahe bringen (Lipkowitz & Weissman, 2011). RING-Ligasen sind die gré3te Familie und
kommen haufig in Komplexen vor (Petroski & Deshaies, 2005).

Eine Superfamilie der Ubiquitin Ligasen bilden CRLs. Sie bestehen aus Cullin und
RING-Protein und binden tber Adapterproteine und Rezeptoren spezifische Substrate
(Petroski & Deshaies, 2005). Culline bilden das Gerust der CRLs. Es gibt 7
verschiedene Culline: Cull, 2, 3, 4a, 4b, 5 und 7 (Petroski & Deshaies, 2005). Am C-
Terminus binden Culline RING domain Proteine (Rbx1 oder Rbx2), die die Interaktion
mit E2 bzw. den Transfer des Ub auf das Substrat vermitteln. Am N-Terminus binden
verschiedene Adaptorproteine und Rezeptorproteine, die Uber die Substratspezifitat
entscheiden (Jackson & Xiong, 2009). Cull CRLs enthalten das Adaptorprotein SKP1
und ein F-Box Protein als Substratrezeptor. Cul2 und Cul5 CRLs binden Substrate tber
ein Elongin-BC Adaptor und ein Suppressor des Zytokin Signalling/Elongin BC
(SOCS/BC)-box Protein als Substratrezeptor. Cul3 CRLs binden Substrate Uber ein
Substratrezeptor Protein, das eine BTB-Doméne enthalt. Cul4 CRLs enthalten als
Adaptorprotein das DNA-damage-binding protein-1 (DDB1) (Jackson & Xiong, 2009;
Petroski & Deshaies, 2005). Einige der Cullin-basierten E3-Komplexe haben eine grol3e
Bedeutung bei der DNA-Replikationskontrolle, Zellzykluskontrolle, Apoptose und
Tumorgenese (HannR & Dubiel, 2011; Richardson & Zundel, 2005).

CRLs werden durch den Neddylierungs-Dennedylierungs-Signalweg reguliert (Abb.8).
Neddylierung sorgt fur die allosterische Aktivierung des Ub Transfers vom E2 auf das
Substrat. Inaktiviert werden CRLs durch die hydrolytische Abspaltung des Nedd8 durch
die Deneddylierungsaktivitat der CSN5 Untereinheit des CSN (Cope et al, 2002,
Lyapina et al, 2001).
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Abb.8. Kontrolle der Deneddylierung durch das COP9 Signalosom

Die Bindung von Nedd8 an Cull (Neddylierung) bedingt eine Konformationsénderung der CRL1™> und
erlaubt die raumliche Nahe zwischen E2 und dem Substrat (p27 ). Dies hat die Ubiquitinierung von p27
und dessen Abbau durch das Proteasom zur Folge. CSN5 induziert die hydrolytische Spaltung des
Nedd8 von Cull (Deneddylierung), wodurch CRL1 inaktiviert ist und Substratproteine vor dem Abbau
durch das UPS geschitzt sind (Abb. modifiziert nach (Schmaler & Dubiel, 2010)).

Sk2

1.2.3 Das CSN und seine Rolle bei der Zellzykluskontrolle
Der CDK (cyklin dependent kinase) Inhibitor p27 unterdrickt die Aktivierung von Cyclin

E-CDK2 oder Cyclin D-CDK4-Komplexen, was wiederum den Zellzyklus in der G1-
Phase stoppt und einen Ubergang in die S-Phase verhindert (Toyoshima & Hunter,
1994). Der Abbau des p27 erfolgt Uber das oben beschriebene UPS und wird durch
CRL1%%? vermittelt. Skp2 formt dabei einen Komplex mit Cull und Skp1, sein Substrat
ist p27 (Frescas & Pagano, 2008). Das CSN reguliert die Aktivitat von CLR15*?, Somit
hat das CSN Einfluss auf die G1-Phase des Zellzyklus (Kato & Yoneda-Kato, 2009;
Tomoda et al, 1999).

Dariiber hinaus ist vermutlich das CSN fur die Stabilitat von CRL15*? Komponenten
zustdndig. Die CSN-assoziierte Deubiquinase USP15 stabilisiert Rbx1 und
wahrscheinlich Skp2 (Hetfeld et al, 2005).

1.2.4 Das CSN und seine Phosphorylierungsfunktion
CSN-assoziierte Kinasen phosphorylieren transkriptionale Regulatoren wie p105, IkBa,

c-Jun und p53. Die Phosphorylierung kann Proteine entweder vor dem Abbau durch
das UPS stabilisieren oder aber fur den Abbau markieren (Bech-Otschir et al, 2001,
Seeger et al, 1998).
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Die CSN-vermittelte Phosphorylierung veranlasst das Tumorsuppressorprotein p53 zum
Abbau durch das UPS. Ein zustandige E3 ist CRL1’7, welches das so phosphorylierte
p53 erkennt (Sun et al, 2011). 50% aller Tumore zeigen eine Mutation im p53-Gen
(Olivier et al, 2010). Die Stabilitat des p53-Proteins ist notwendig, um Tumorentstehung
und Wachstum zu verhindern. Normalerweise wird neusynthetisiertes p53 permanent
ubiquitiniert und damit fir den Abbau durch das 26S Proteasom markiert. Der Abbau
wird durch Mdmz2, eine weitere p53 spezifische Ub-Ligase vermittelt (Brooks & Gu,
2006; Kubbutat et al, 1997). DNA-Defekte induzieren eine spezifische
Phosphorylierung, die p53 stabilisiert und vor dem Abbau durch das UPS bewahrt. So
kann es als Tumorsuppressor Zellen mit genetischer Instabilitit durch Apoptose
eliminieren (Hirao et al, 2000). Das CSN agiert als destabilisierender Faktor des p53, da
die CSN-spezifische Phosphorylierung das p53 fur den Abbau durch das UPS markiert
(Bech-Otschir et al, 2001).

Im Gegensatz dazu sorgt die CSN-vermittelte Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors c-Jun fir die Stabilisierung vor dem UPS. CSN-assoziierte
Kinasen phosphorylieren c-Jun an dessen NH2-terminus, sowie an Ser-63 und Ser-73,
was c-Jun vor der Ubiquitinierung und der Degradierung durch das UPS schitzt
(Naumann et al, 1999; Seeger et al, 1998). c-Jun ist fur die Induktion des Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) in Tumorzellen verantwortlich. VEGF gilt als
wichtigster pro-angiogenetischer Regulator. Somit spielt das CSN eine entscheidende

Rolle bei der Angiogenese (Pollmann et al, 2001).

1.2.5 Das CSN und seine Funktion bei der DNA-Reparatur
Zellen sind permanent exogenem und endogenem Stress, wie Chemikalien, UV- oder

ionisierender Strahlung ausgesetzt, der DNA-Defekte induzieren kann. Um die Stabilitat
des Genoms zu gewahrleisten, stehen der Zelle komplexe DNA-Reparatur-Systeme zur
Verfugung (Ciccia & Elledge, 2010). Extrem zytotoxisch scheinen DSBs (double-strand
breaks) zu sein. Sie kdnnen exogen durch ionisierende Strahlung oder Chemikalien
hervorgerufen werden, sind aber andererseits Teil der meiotischen Rekombination und
des Immunsystems im Rahmen der V(D)J-Rekombination (Bassing & Alt, 2004). Lasst
sich der DNA-Defekt nicht beheben, kommt es bei der Zellzykluskontrolle an
bestimmten Kontrollpunkten zum Zellzyklusarrest, zu Transkriptionsaktivierung,

Zellalterung, Apoptose oder zur ,mitotischen Katastrophe®“. Um die Zelle davor zu
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bewahren, unterliegt die DNA-Reparatur einer festen Kontrolle (Bensimon et al, 2011,
Hannf3 & Dubiel, 2011).

Die zellulare Antwort auf DNA-Defekte wird durch eine groRe Anzahl von
Proteinkinasen reguliert. Im Mittelpunkt stehen die Proteinkinase ATM (ataxia-
teleangiectasia mutated) und die Proteinkinase ATR (ATM and RAD3-related). Reguliert
wird die ATM durch den MRN (Mrell-Rad50-NBS1) Komplex und reagiert auf DSBs.
Die ATR wird durch ATRIP (ATR-interacting protein) reguliert und spielt eine Rolle bei
single-strand DNA (ssDNA) (Bensimon et al, 2011; Matsuoka et al, 2007). Beide
Kinasen |0sen uber die Phosphorylierung von Proteinen Signalkaskaden aus,
einschliel3lich der CHk1 und CHk2 (checkpoint kinases), was weitere Phosphorylierung
wichtiger Proteine der DNA-Reparatur in Gang setzt (Matsuoka et al, 2007; Shiloh,
2006). Dabei werden unter anderem die CSN-Untereinheiten CSN1, CSN3 und CSN7a
phosphoryliert (Abb.9) (Matsuoka et al, 2007).
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Abb.9. Durch ATM-regulierte Proteine im Rahmen der DNA-Reparatur
Kommt es zum DNA-Defekt, werden wichtige Proteine der DNA-Reparatur durch das ATM-Protein
aktiviert, u.a. das CSN (Abb. modifiziert (Shiloh, 2006)).

18



Als Plattform im UPS spielt das CSN eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur: Durch
seine Deneddylierungsfunktion reguliert das CSN CRLs und Kkontrolliert die
Ubiquitinierung und den Abbau von Proteinen, die bei der DNA-Reparatur involviert sind
(Groisman et al, 2003). Aul3erdem bildet das CSN Komplexe mit Cul4-Ligasen, die eine
entscheidende Rolle bei der Chromatinformation wahrend der DNA-Reparatur und bei
der Checkpoint Kontrolle spielen (Hong et al, 2005; Jia et al, 2005). DarlUber hinaus
entscheidet es durch assoziierte Kinasen uber die Stabilitit von wichtigen DNA-
Reparatur-Effektoren, wie p53 und p27 (Hannf3 & Dubiel, 2011).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG
Es soll die Wirkung der HIPEC auf das CSN in HT29-Kolontumorzellen untersucht

werden. Folgende Fragen stehen im Vordergrund:

Wie wirkt sich die HIPEC auf das CSN und andere Requlatoren der DNA-

Reparatur aus?

Um den Mechanismus der bei der HIPEC verwendeten Chemotherapeutika zu
untersuchen, sollen HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC oder
CDDP inkubiert werden. Mit Hilfe von Western Blot kdnnen Verénderungen der
Proteinkonzentration der CSN-Untereinheiten und anderer an der DNA-Reparatur

beteiligten Proteine analysiert werden.

Wie wirkt sich die HIPEC auf die Apoptose von HT29-Zellen aus?

Mittels eines spezifischen ELISAs, der aktivierte Caspase-3 erfasst, soll nach

Inkubation der HT29-Zellen ein quantitativer Marker fiir die Apoptose von HT29-Zellen

etabliert werden. Damit soll die Apoptoserate in Abhangigkeit der MMC-Konzentration

gemessen werden.

Wie kann die Apoptoserate von Tumorzellen nach HIPEC erhdht werden?

Es soll der Frage nachgegangen werden, inwieweit die Wirkung der Chemotherapeutika

durch Zusatzstoffe, wie zum Beispiel dem Hemmstoff der CSN-assoziierten Kinasen
Curcumin, potenziert werden kann. In Bezug auf die HIPEC kdnnte das zu einer
Reduktion der Chemotherapeutika fuhren und Patienten kbnnten durch geringere

Nebenwirkungen profitieren.

Kann die restriktive Wirkung des CSN bei der DNA-Reparatur durch miRNAs

verhindert werden?

Unter der Annahme, dass das CSN eine positive Rolle bei der DNA-Reparatur spielt,

wurde ein Absinken der CSN-Konzentration den Weg in Richtung Apoptose ebnen.

Somit konnten miRNAs, die die Expression der CSN-Untereinheiten unterdriicken, als

therapeutische Targets zur Hemmung des CSN in Betracht gezogen werden.

20



3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Gerate
Tabelle 1: Benutzte Gerate

Gerate

| Hersteller

Blottingpapier, 703

Blotting Schwamme

Campinggas Butan/Propan

Clean bench “Microflow Biological Safety
Cabinet’

Falcon tubes 15 ml, 50 ml
Glasplattenhalterungssystem
Glasplatten Mini PROTEAN system
0,75 mm

Inkubator Hera cell

Kamme, 15 well, 0,75 mm

Kodak medical X-film

Magnetriihrer MR3000

Mikroskop Typ Wiloverts 30
Minizentrifuge GMC-060

Neubauer Zahlkammer
Nitrocellulosetransfermembran Protran®
Pasteurpipetten

Pipette Boy “Pipetus®*

Pipettenspitze 10 ul, 200 pul, 1000 pl
SafeSeal tubes 1,5 ml, 2 ml

Saran Folie

Schuttler “Unimax 2010”

SDS-PAGE System “Mini-PROTEAN® 3 cell
Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml,
25 ml

Spectra Max® M2

Thermoinkubator
Thermometer

Thermomixer compact
Thermomix® MM Wasserbad

Tischzentrifuge Fresco 17

Ultraspec

Vortexer, REAX control

Waage

Western Blot System

X-ray Kassette

Zellkulturplatte, 6-well, CELLSTAR®
Zellkulturschale, 94 mm x 16 mm
Zentrifuge: Megafuge 1.0R Thermoscientific

VWR, Darmstadt

BIO-RAD, Minchen

Carl Roth, Karlsruhe

Michael Trenkner, Pharma- und
Elektrotechnik, Koblenz
Greiner bio-one, Frickenhausen
BIO-RAD, Miinchen

BIO-RAD, Minchen

Heraeus Instruments, Hanau
BIO-RAD, Miinchen

Kodak, Stuttgart

Heidolph, Kelheim

Helmut Hund GmbH, Wetzlar
neolLab ®, Heidelberg
LaborOptik, Friedrichsdorf
Whatman®, Dassel

Carl Roth, Karlsruhe
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

DOW, Schwalbach

Heidolph, Kelheim

BIO-RAD, Miinchen
Sarstedt, Nimbrecht

Molecular Devices GmbH,
Biberbach

Certomat®, Goettingen
B.Braun Biotech International,
Melsungen

Eppendorf, Hamburg

B.Braun Biotech International,
Melsungen

Heraeus Instruments, Hanau
Amersham Pharmacia Biotech
Heidolph, Kelheim

Sartorius Mechantronics, Gottingen
BIO-RAD, Miinchen

Kisker Biotech, Steinfurt
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Heraeus Instruments, Hanau
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3.1.2 Chemikalien
Tabelle 2: Benutzte Chemikalien

Chemikalien

| Hersteller

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Aprotininpulver

Cisplatin

Curcumin
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
EDTA

Essigsaure

Glycin

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)
Lipofectamine ® 2000 Reagent
Magermilchpulver

Methanol

Mitomycin C

Natriumazid (NaNs)
Natriumbicarbonat (NaHCO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Neomycinsulfat

Nonidet ® (NP40)
OptiMem®1+GlutaMAX ™ 1

PBS Dulbecco w/o Mg®*
Peressigsaure (PAA)
Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF)
Ponceau S

Puromycin

Roti ®-Load 1, 4x Konz.

Salzsaure (HCI)

SDS

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure (TCA)

Tris

Triton X-100

0,05% Trypsin-EDTA
Tryptophanblau

Tween

3.1.3 Puffer und Losungen

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA
Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Medac GmbH, Wedel

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Biochrom, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

Serva, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
AppliChem, Darmstadt

Fur alle Puffer wurde destilliertes Wasser benutzt und der pH-Wert bei Raumtemperatur

eingestellt.
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Tabelle 3: Puffer, Lésungen und ihre Zusammensetzung

Puffer

Zusammensetzung

Blockierungslésung

30 mM Cisplatin-Lésung
20 mM Curcumin-L6sung

Entwicklerlésung

Fixierlosung

3 mM Mitomycin C-L6sung

10x PBS

PBS-T

1x Ponceau Farbung

Roti ®-Load 1, 4 x Konz.
5x SDS-PAGE Puffer

Triplelysatpuffer (TLB)

Tris-HCI

1x Western Blot Puffer

3.1.4 Antikorper

5% Magermilchpulver , 1 x PBS-T zu 100 ml
1,85 mg Cisplatin, 200 ul DMSO

30,6 mg Curcumin, 4 ml DMSO

50% X-OMA Ex Il Losung A, 5% X-OMA Ex Il
Losung B, 0,025% X-OMA Ex Il Losung C
Aqua dest. zu 2 |

40% RPX-OMAL LO Lésung A, 10% RPX-OMAL
LO Losung B

Aqua dest. zul |

2 mg Mitomycin C, 2 ml PBS

80 g NaCl, 2 g HCI, 2,4 g Na;HPOy4, 14,4 g KH,PO,4
Aqua dest. zu 11, (pH 7,4)

1 x PBS, 0,1% Tween 20

0,1% Ponceau, 5% Essigsaure

1:4 Losung in Probe

75,5 g Tris, 360 g Glycin, 25 g SDS

Aqua dest. zu 5 |

50 mM Tris HCI (pH 7,4), 150 nM NacCl, 0,02%
NaN3, 0,1% SDS, 1% NP40,

0,5% Natriumdeoxycholat

zu 1 mM PMSF, 1 pg/ml Aprotinin

Tris 1,5 M, HCL, Aqua dest. pH 8,8

Tris 0,5 M, HCL, Aqua dest. pH 6,7

144 g Glycin, 30 g Tris, 10% Methanol

Aqua dest. zu 1|

Tabelle 4: Antikbrper gegen humane Proteine und ihre Verdiinnung

Antikorper gegen | Hersteller | Verdiinnung | Herkunft
Caspase3 Epitomics® 1:2000 Kaninchen
B-Catenin Santa Cruz 1:1000 Kaninchen
c-Jun Santa Cruz 1:500 Kaninchen
c-Myc Santa Cruz 1:1200 Kaninchen
CSN1 BIOMOL 1:4000 Kaninchen
CSN3 Seeger etal., 1998 1:1000 Kaninchen
CSN5 GeneTex, Inc. 1:500 Maus
CSN6 BIOMOL 1:500 Kaninchen
CSNS8 BIOMOL 1:5000 Kaninchen
Cull Santa Cruz 1:400 Kaninchen
Cul3 BD Transduction 1:500 Maus
Laboratories TM

Cul4 Santa Cruz 1:100 Kaninchen
a-Kaninchen Seramun 1:2000 Kaninchen
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Lin28B Abcam 1:500 Kaninchen

a-Maus Seramun 1:2000 Maus
p27 Santa Cruz 1:500 Kaninchen
p53 Chromogen 1:5000 Maus
PPARy Santa Cruz 1:500 Kaninchen
Statl Santa Cruz 1:400 Maus
y-Tubulin Santa Cruz 1:1000 Maus

3.1.5 GrofRenstandards
Tabelle 5: Standards

Standard | Hersteller

Page Ruler, Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

3.1.6 Kits
Alle Kits wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Kits

Kit | Hersteller

ELISA-kit Caspase-3 (active) Invitrogen, Darmstadt

Pierce® ECL Western Blotting Substrate Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

3.1.7 miRNA Mimics und Inhibitoren
Tabelle 7: Verwendete miRNA Mimics und Inhibitoren

microRNA | Hersteller
mMiRNA let-7a-1-Inhibitor Dharmacon Thermoscientific,
mMiRNA let-7a-1-Inhibitor Neg.Kontrolle Schwerte

MIiRNA let-7a-1-Mimic
MiRNA let-7a-1-Mimic Neg.Kontrolle

3.1.8 Zellkulturmedium und Zuséatze
Alle Zellkulturmedien und Zusatze wurden unter sterilen Bedingungen unter der

Sterilbank verwendet.



Tabelle 8: Zellkulturmedium und Zusatze

Zellkulturmedium / Zusétze | Hersteller

Dulbecco’s MEM Biochrom AG, Berlin

FCS 10% Biochrom AG, Berlin

L-Glutamin (2 mM) Biochrom AG, Berlin

OptiMem®1+ GlutaMAX ™ 1 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
PBS (1x) Dulbecco Biochrom AG, Berlin

Penicillin (100 U/ml) Biochrom AG, Berlin

Pyromycin (1 pg/ml) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin

Streptomycin Biochrom AG, Berlin

0,05% Trypsin-EDTA Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Tryptanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

3.1.9 Eukariotische Zelllinien
Die verwendeten HT29-Zellen stammen aus einem Adenokarzinom des Kolon (Leibnitz-

Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Die
SICSN5-Zellen zeigen einen stabilen Knockdown der CSN-Untereinheit 5 und wurden
verglichen mit siGFP transfizierten Kontrollzellen. Sie stammen aus einem
Cervixkarzinom und wurden freundlicherweise von W. Henke und A. Peth bereitgestellt
(Peth et al, 2007).

Tabelle 9: Eukariotische Zelllinien

Zelllinie | Bemerkung

HT29 Adharente, humane Kolonadenokarzinomzelllinie

SICSN5 Hela Adhéarente, humane Cervixkarzinomzelllinie, stabil
transfizierter Knockdown der Untereinheit CSN5

SiGFP HelLa Kontrollzellen
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Kultivierung der HT29-Zellen und siCSN5/siGFP-Zellen

HT29-Zellen wurden in Dulbecco’s MEM-Medium und die HelLa-Zellen in RPMI 1640
Medium bei Standardbedingungen von 37°C und 5% CO; in 10 cm Schalen im
Inkubator kultiviert. Das Medium wurde mit 10 % hitzeinaktiviertem FCS, 2 mM L-
Glutamin, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin versetzt. Den siCSN5/siGFP-
Zellen wurde au3erdem 1 pg/ml Pyromycin hinzugefuigt. Ein Mediumwechsel fand alle 3

Tage statt. Bei Anzeichen des Uberwachsens wurden die Zellen gesplittet.

3.2.1.2 Inkubation der Zellen mit MMC, CDDP, Curcumin
Die Zellen wurden mit PBS (1 x) gewaschen, mit Trypsin von der Platte gelost und bei

1000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen und die
Zellzahl mit Hilfe der Neubauerzéhlkammer bestimmt. Danach wurden die Zellen in den
unten genannten Konzentrationen auf 6-well-Platten mit 2 ml Medium pro Well
ausgesat. Nach 24 h wurden die Zellen im Brutschrank mit unterschiedlichen
Konzentrationen MMC, CDDP oder Curcumin, welche zusammen mit Medium im
Wasserbad auf 42°C erhitzt wurden, fir 1 h/4 h/24 h inkubiert (Tabelle 10).

Tabelle 10: Anzahl der Zellen fir die Inkubation und Konzentration der Chemikalien

Zelllinie Zellzahl | Mitomycin C Cisplatin Curcumin
pro Well | (uM) (LM) (UM)

HT29 0,5x 10° 0-10-50-100-200 0-50-100-150-200 50

HT29 0,25x 10° 50

transfiziert mit

let7a-1 miRNA

Mimic/ Inhibitor

SICSN5/SiGFP  1x 10° 0-100

3.2.1.3 Zelllyse
Die Zellen wurden mit 2 ml/Well PBS (1x) gewaschen und mit 120 pl/Well Triple Lysat

Puffer, versetzt mit den Proteaseinhibitoren PMSF und Aprotinin, lysiert. Die lysierten
Zellen wurden in 1,5 ml Tubes Uberfihrt und bei 13.000 rpm bei -4°C fur 10 min
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zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue Tubes Uberfuhrt und entweder direkt fur
SDS-PAGE oder ELISA verwendet bzw. bei -80°C eingefroren.

3.2.1.4 Transfektion von HT29-Zellen mit miRNA let-7a-1 Inhibitor und miRNA let-
7a-1 Mimic
HT29-Zellen wurden auf einer 6 Well-Platte mit 0,25 x 10° Zellen pro Well ausgesét.

Nach 24 h wurde mit der Transfektion begonnen. Dazu wurde Lipofectamin ® 2000 mit
dem serumfreien Medium OptiMem gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. let-7a-1 miRNA Inhibitor (200 nM, 400 nM) und let-7a-1 miRNA Mimic (100
nM, 200 nM), sowie die zugehdrigen Negativkontrollen wurden ebenfalls mit OptiMem
gemischt und fir 5 min inkubiert. Danach wurde Lipofectamin hinzugeftigt und fir 20
min inkubiert. Das miRNA:Lipofectamin Verhaltnis betragt 1:1, entsprechend dem
Herstellerprotokoll. Anschlie3end wurden die Zellen 2x mit PBS (1x) gewaschen und 2
ml der Transfektionslésung pro Well wurden verteilt. Nach 4-6 h und nach 24 h fand ein
Mediumwechsel mit Dulbecco’s MEM-Medium statt.

Um das Ergebnis der Transfektion zu kontrollieren, wurde nach weiteren 24 h ein
Western Blot durchgefinhrt.

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.2.1 Caspase3-ELISA

Zur Messung des Apoptosegrads nach Inkubation der HT29-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen MMC wurde ein ELISA gegen aktive Caspase-3
verwendet. Die Zelllysate wurden mit Diluent Puffer 1:10 verdinnt, auf die Platte
aufgetragen und entsprechend dem Herstellerprotokoll behandelt. Die Konzentration
der Caspase-3 wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen und mit dem

Program Soft Max Pro der Firma Molecular Devices GmbH ausgewertet.

3.2.2.2 SDS-PAGE
Fur die Aufspaltung der Proteine entlang ihrer Ladung wurde die SDS-PAGE (SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese) verwendet. Das Gel besteht aus einem Sammelgel

und Trenngel und setzt sich wie folgt zusammen:
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels fir SDS-PAGE

Trenngel 10% | Sammelgel 15%

0,05 ml 10% APS 0,03 ml 10% APS

3,33 ml PAA 0,5 ml PAA

0,1 ml 10% SDS 0,05 ml 10% SDS

0,01 ml TEMED 0,006 ml TEMED

2,5ml Tris 1,5 M (pH 8,8) 1,25 ml Tris 0,5 M (pH 6,8)
Add 10 ml H20 Add 3 ml H20

Die Lysate wurden mit 1 x Ladepuffer (Roti ®-Load) im Verhaltnis 1:4 versetzt und bei
95°C fur 5 min erhitzt. AnschlieBend wurden je 12 pl der Proben in die Geltaschen
pipettiert. Als Molekulargewichtsmarker wurde der PAGE-Ruler, Prestained Protein
Ladder der Firma Fermentas benutzt. Die Trennung der Proteine erfolgte bei 140 V fur
75 min in 1 x SDS-PAGE-Puffer (Tabelle 3).

3.2.2.3 Western-Blot
Der Transfer der auf dem SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine auf eine

Nitrozellulosemembran fand in 1 x Transferpuffer (Tabelle 3) bei 250 mA auf Eis statt.

Gel und Membran wurden von je 2 Lagen Blottingpapier umgeben.

3.2.2.4 Ponceau-Farbung
Fir den Nachweis des Transfers der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde die

Membran mit 1 x Ponceauldsung fir 5 min inkubiert. Anschlie3end wurde die Farbung

fur 5 min mit PBS-T (1x) ausgewaschen.

3.2.2.5 Blockieren
Es folgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsplatze auf der Membran. Dafur

wurde diese fir 1 h in 100 ml Blockierungslésung, bestehend zu 5% aus
Magermilchpulver und PBS-T (1x) (Tabelle 3) gelegt.

3.2.2.6 Immundetektion
Die Membran wurde fur 2 Stunden mit dem Primarantikérper und flr eine Stunde mit

dem Sekundarantikorper inkubiert. Die Antikorper wurden in 5% Blockierungslésung
verdunnt (Tabelle 4). Nach jeder Antikérperinkubation wurde die Membran 3 x fir 5 min
mit PBS-T(1x) gewaschen.
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3.2.2.7 Entwicklung
Die Membran wurde fir 1 min mit ECL-L6sung (Pierce® ECL Western Blotting

Substrate) nach dem Herstellerprotokoll inkubiert. Die ECL-L6sung enthalt eine
Peroxidase, die an den sekundaren Antikorper bindet und so fir die Detektion
verantwortlich ist. Fur die Filmentwicklung wurden Kodak UV Filme verwendet. Mit Hilfe
von unterschiedlichen Belichtungszeiten wurden die zu untersuchenden Proteine

anhand ihrer Banden nachgewiesen.

3.2.2.8 Densitometrie und Statistische Auswertung
Um den Anstieg der CSN-Untereinheiten zu quantifizieren, wurden die Western blots

mit Hilfe der ImageJ Software densitometrisch ausgewertet. Die mit ImageJ erhaltenen
Daten fur die CSN-Untereinheiten wurden mit der Ladekontrolle y-Tubulin normalisiert.
Die Mittelwerte sowie deren Standardabweichung wurden berechnet. Der ungepaarte t-
Test wurde fur die statistische Auswertung verwendet. Jedes Experiment wurde 3-mal

unabhangig voneinander durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Untersuchung zum Einfluss der HIPEC auf das CSN
Um die Rolle des CSN bei der HIPEC zu entschlisseln, wurde ein HIPEC-

Zellkulturmodell entwickelt, bestehend aus HT29-Zellen, Wasserbad, Thermoinkubator
und Chemotherapeutikum. Zunéchst sollte die Wirkung der Chemotherapeutika MMC
und CDDP auf das CSN mittels Western Blot untersucht werden.

4.1.1 Analyse der MMC-Wirkung auf das CSN
HT29-Zellen wurden fiar 1 h und 4 h zu HIPEC-aquivalenten Bedingungen mit

unterschiedlichen Konzentrationen MMC behandelt und die CSN-Untereinheiten und
andere regulatorisch wirksame Proteine mittels Western Blot mit den angezeigten
Antikdrpern analysiert (Abb.10).
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Abb.10. Analyse des Einflusses von MMC auf das CSN und CSN-interagierende Proteine
Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in Medium auf 42°C.
Nach 1 h und 4 h wurden die Zellen lysiert. Die Proteine wurden entsprechend ihrer Ladung in der SDS-
PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle
verwendet. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur 4 unabhéngige Experimente.

Dabei wurde bei der vierstindigen Inkubation bei einer MMC-Konzentration von 100 uM
und 200 pM in der Ladekontrolle y-Tubulin und in den anderen Proteinen eine
verminderte Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet, was an der

bereits einsetzenden Apoptose liegen kann. Fir Cul4 und den Transkriptionsfaktor

30



STAT1 konnte keine Verédnderung nachgewiesen werden. Die CSN-Untereinheiten
CSN5 und CSN8 zeigten in Abhangigkeit der MMC-Konzentration bei 1 h und 4 h einen
Anstieg des Proteinlevels, fir CSN3 liel3 sich eine doppelte Bande detektieren, was
Zeichen einer Phosphorylierung sein konnte. Fir die Transkriptionsfaktoren c-Myc und
c-Jun wurde eine Phosphorylierung nachgewiesen. c-Jun wurde bei 1 h Inkubation und
einer MMC-Konzentration von 200 pM phosphoryliert, wohingegen bei 4 h die
Phosphorylierung schon ab einer MMC-Konzentration von 50 yM nachweisbar war. Die
Phosphorylierung des c-Myc Proteins schien unabhangig von der MMC-Konzentration
stattzufinden. Das Tumorsuppressorprotein p53 und der Zellzyklusregulator p27 zeigten
bei 1 h Inkubation einen leichten Konzentrationsanstieg und verhielten sich bei 4 h
MMC-unabhéngig.

Der nach MMC-Behandlung beobachtete Anstieg der CSN-Untereinheiten wurde mittels
Densitometrie quantifiziert (Abb.11). Die mit ImageJ erhaltenen Daten fir die CSN-

Untereinheiten wurden mit der Ladekontrolle y-Tubulin normalisiert.
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Abb.11. Densitometrische Analyse der CSN-Expression nach MMC-Behandlung.

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in Medium auf 42°C,
fur 1 h (A) und 4 h (B,C,D). Die Zellen wurden lysiert und die Proteine im Western Blot untersucht. Der
Anstieg der CSN-Untereinheiten wurde mittels ImageJ Software densitometrisch analysiert. Als
Ladekontrolle wurde y-Tubulin verwendet. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir 4 unabhangige
Experimente.
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Fir die Untereinheit CSN5 wurde bei 1 h MMC-Behandlung der Anstieg nicht bestatigt.
Bei 4 h MMC-Behandlung wurde ein relativer Konzentrationsanstieg der Untereinheit
CSN5 detektiert, mit einer Signifikanz von p < 0,05 fir die Konzentration 50 yM MMC im
Vergleich zur Negativkontrolle. In den Ubrigen Konzentrationen wurde ein Trend
nachgewiesen. Fur die Untereinheiten CSN1 und CSN8 wurde ebenfalls eine Tendenz
des Anstiegs beobachtet, der nicht statistisch signifikant ist. Somit wurde bei der
vierstiindigen MMC-Behandlung der HT29-Zellen zunachst von einem Trend des

Anstiegs der CSN-Untereinheiten ausgegangen.

Um den konzentrationsabhangigen Anstieg der CSN-Untereinheiten genauer zu
erfassen, wurde eine weitere Versuchsreihe zu den oben beschriebenen HIPEC-
aguivalenten Bedingungen mit einer feineren Konzentrationseinstellung gewahlt
(Abb.12).
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Abb.12. Der Einfluss von MMC auf das CSN und seine Interaktionspartner ist
konzentrationsabhéngig

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in Medium auf 42°C,
fur 4 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine entsprechend ihrer Ladung in der SDS-PAGE aufgetrennt
und die Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet.

Fur die Untereinheiten CSN3, CSN5 und CSN8 bestétigte sich ein Anstieg der
Expression in Abhangigkeit der MMC-Konzentration. Aul3erdem zeigte CSN3 wieder
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eine doppelte Bande, die Zeichen einer Phosphorylierung sein kann. Um zu detektieren,
inwieweit sich die Deneddylierungsfunktion des CSN unter MMC-Behandlung verandert,
wurde ein Antikorper gegen Cull getestet. Dabei wurde bei einer Konzentration von 30
MM und 90 uM MMC ein Anstieg von deneddyliertem Cull nachgewiesen. Zusatzlich
wurde der peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy) untersucht, der
bei der Unterdrickung von Metastasenwachstum bei Kolontumoren eine Rolle spielt
(Sasaki et al, 2006). In Abhangigkeit der MMC-Konzentration zeigte sich fir PPARYy ein

leichter Anstieg in der Protein steady-state-Konzentration.

Es stellte sich die Frage, inwieweit die bisher beobachteten Veranderungen
zeitabhangig sind. Dazu wurden HT29-Zellen fur 24 h bei sonst gleichen Bedingungen
wie in den vorherigen Experimenten, behandelt (Abb.13). Dabei wurde fur die
Untereinheit CSN5 bei 3,3 yM MMC ein leichter Konzentrationsanstieg im Vergleich zur
Negativkontrolle  detektiert. CSN8 wies keine Veréanderungen auf. Die
Transkriptionsfaktoren c-Myc und STAT1 wurden in Abhéngigkeit der MMC-
Konzentration nach 24 h Inkubation abgebaut. Cul3 zeigte bei 90 uM einen Anstieg der
deneddylierten Bande, vermutlich hervorgerufen durch die CSN-vermittelte Spaltung
des Nedd8 vom Cul3. Insgesamt ist nach 24 h bei hohen MMC-Konzentrationen von

Apoptose auszugehen.
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Abb.13. Untersuchung des Einflusses von MMC auf das CSN und CSN-interagierende Proteine in
Abhéangigkeit zur Zeit

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in Medium auf 42°C,
fiir 24 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine entsprechend ihrer Ladung in der SDS-PAGE aufgetrennt
und die Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet.
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Um zu untersuchen, ob die beobachteten Ph&dnomene zellzyklusabh&ngig sind, wurden
HT29-Zellen mittels Behandlung durch serumfreies Medium synchronisiert und
anschlielBend zu den oben genannten Bedingungen mit MMC behandelt (Abb.14). In
den CSN-Untereinheiten wurde ahnlich wie in den bisherigen Ergebnissen ein leichter
Anstieg nachgewiesen. Der Zellzyklusregulator p27 zeigte bei 1 h Inkubation einen
deutlichen Anstieg in der Proteinkonzentration.
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Abb.14. Untersuchung des Einflusses von MMC auf das CSN und CSN-interagierende Proteine in
Abhé&ngigkeit vom Zellzyklus

Inkubation von synchronisierten HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in
Medium auf 42°C, fur 1 h und 4 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine entsprechend ihrer Ladung in
der SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als
Ladekontrolle verwendet.

4.1.2 Analyse der MMC-Wirkung in Zellen mit geringem CSN
Um eine Beteiligung des CSN an der HIPEC genauer zu erfassen, wurden siCSN5- und

SsiGFP-HelLa-Zellen fir 1 h und 4 h zu HIPEC-aquivalenten Bedingungen mit MMC
behandelt und die CSN-Untereinheiten und andere regulatorisch wirksame Proteine
mittels Western Blot mit den angezeigten Antikorpern analysiert (Abb.15).
SiICSN5-HelLa-Zellen haben im Gegensatz zu den GFP-Kontrollzellen einen stabilen
Knockdown der CSN-Untereinheit 5, was bei Betrachtung des CSN5-Antikorpers
deutlich zu sehen war. Wie zu erwarten, wurde in den siCSN5-Zellen fir Cull keine
deneddylierte Bande im Vergleich zu den siGFP-Zellen nachgewiesen, wohingegen
sich in den Kontrollzellen die Deneddylierung des Cull bei MMC-Behandlung im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen zeigte. Bei 4 h Inkubation wurde c-Jun sowohl
in den siCSN5-, als auch in den siGFP-Zellen, unter MMC-Behandlung phosphoryliert,
bei einer 1 h Inkubation war keine Phosphorylierung zu beobachten.
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Abb.15. Analsyse der MMC-Wirkung in siCSN5-Zellen

Inkubation von siCSN5/siGFP-Zellen mit 100 yM MMC, erwéarmt in Medium auf 42°C, fir 1 h und 4 h. Die
Zellen wurden lysiert, die Proteine entsprechend ihrer Ladung in der SDS-PAGE aufgetrennt und die
Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet.

4.1.3 Analyse der CDDP-Wirkung auf das CSN
Um zu untersuchen, ob CDDP ebenfalls einen Anstieg der CSN-Untereinheiten

auslosen konnte, wurden HT29-Zellen fir 1 h und 4 h zu HIPEC-aquivalenten
Bedingungen mit unterschiedlichen Konzentrationen CDDP behandelt und die CSN-
Untereinheiten und andere regulatorisch wirksame Proteine mittels Western Blot mit
den angezeigten Antikdrpern analysiert (Abb.16).

Bei der vierstindigen Inkubation zeigte sich bei einer CDDP-Konzentration von 200 yM
in der Ladekontrolle y-Tubulin und in den anderen Proteinen eine verminderte
Konzentration, was an bereits stattgefundener Apoptose liegen kann. Die CSN-
Untereinheiten wiesen keine Veranderungen in der Protein-steady-state Konzentration
auf. Fir CSN3 und CSN1 lie3 sich eine doppelte Bande nachweisen, was Hinweis auf
eine Phosphorylierung sein kann. Das Tumorsuppressorprotein p53 und der
Zellzyklusregulator p27 zeigten ahnlich wie bei der MMC-Inkubation fir 1 h einen
leichten Konzentrationsanstieg und verhielten sich bei 4 h stabil. Die
Transkriptionsfaktoren c-Myc und c-Jun wurden phosphoryliert; c-Jun in Abhangigkeit
von der CDDP-Konzentration, c-Myc permanent. Cul4 und der Transkriptionsfaktor

STAT1 zeigten keine Veradnderung.
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Abb.16. Analyse des Einflusses von CDDP auf das CSN und CSN-interagierende Proteine
Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen CDDP, erwarmt in Medium auf 42°C,
fur 1 h und 4 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine entsprechend ihrer Ladung in der SDS-PAGE
aufgetrennt und die Expression im Western Blot analysiert. y-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet.
Die gezeigten Daten sind repréasentativ fir 3 unabhangige Experimente.

Nachdem im Gegensatz zu CDDP bei der Inkubation mit MMC ein Anstieg der CSN-
Untereinheiten nachgewiesen wurde, stellte sich die Frage, wie es sich mit dem CSN
bei der Kombination der beiden Chemotherapeutika verhalten wiirde (Abb.17).

Dazu wurden HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC in Kombination
mit 150 yM CDDP zu den oben genannten HIPEC-aquivalenten Bedingungen
behandelt. Auch unter Verwendung von MMC mit CDDP wurde fir die CSN-
Untereinheiten keine Veranderung in der Proteinkonzentration nachgewiesen, sodass
der unter MMC-Inkubation beobachtete Effekt des Anstiegs der CSN-Untereinheiten
durch CDDP gehemmt sein kdnnte. Fir CSNL1 liel3 sich auch hier eine zweite Bande
detektieren, die Zeichen einer Phosphorylierung sein kann. Das
Tumorsuppressorprotein  p53 zeigte bei 1 h Inkubation einen leichten
Konzentrationsanstieg und verhielt sich bei 4 h stabil. Fur den Zellzyklusregulator p27
wurde ein konstantes Proteinlevel nachgewiesen. c-Myc erschien permanent

phosphoryliert, fur c¢-Jun wurde bei 1 h in Abhangigkeit der Chemotherapeutika-
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konzentrationen eine verstarkte Phosphorylierung detektiert. Fur Cul4 und den
Transkriptionsfaktor STAT1 liel3 sich keine Veranderung nachweisen.
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Abb.17. Analyse des Einflusses von MMC in Kombination mit CDDP auf das CSN und CSN-
interagierende Proteine

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC in Kombination mit 150 uM
Cisplatin, erwarmt in Medium auf 42°C, fiur 1 h und 4 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine
entsprechend ihrer Ladung in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot analysiert.
y-Tubulin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur 3 unabhangige
Experimente.

4.2 Etablierung von Caspase-3 als quantitativer Marker fir Apoptose in
HT29-Zellen
Zur Quantifizierung der Apoptoserate nach MMC-Behandlung sollte ein ELISA

verwendet werden, der aktive Caspase-3 detektiert. Caspase-3 steht am Ende des
extrinsischen und intrinsischen Apoptosesignalwegs und ist deshalb ein geeigneter
Marker zur Messung von Apoptose (Cohen, 1997; Reed, 2000).

HT29-Zellen wurden wie bisher zu HIPEC-aquivalenten Bedingungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen MMC fir 1 h und 4 h behandelt, die Zellen lysiert

und mittels ELISA die aktivierte Caspase-3 Konzentration analysiert (Abb.18).
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Bei 1 h Inkubation zeigte sich keine Verdnderung in der relativen Caspase-
konzentration. Bei 4 h Inkubation stieg in Abh&ngigkeit von der MMC-Konzentration die

Caspaseaktivitat im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant an.
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Abb.18. Caspase-3 als Marker fliir Apoptose in HT29-Zellen

Behandlung von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwarmt in Medium auf 42°C,
fur 1 h (A) und 4 h (B). Die Zellen wurden lysiert und ein ELISA gegen aktivierte Caspase-3 verwendet.
Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir 4 (A),5 (B) unabhangige Experimente.

In den unter Abb.18 gezeigten Ergebnissen, konnte nach 1 h keine Veranderung in der
aktivierten Caspase beobachtet werden. Um eine mdgliche verzogerte Reaktion der
Caspase-3 nachzuweisen, wurde eine zusatzliche Versuchsreihe durchgefihrt.

Dabei wurden nach 1 h MMC-Behandlung die Lyse wie bisher nicht sofort, sondern
erst nach 3 h durchgefiihrt. Die Zellen wurden solange in Vollmedium im Inkubator
belassen (Abb.19).

1h+3h
4
35
c |
3
2 P<0,04 |
D25
o
5 2
_g 15 - T M Caspase-3
a
g1
0,5 1
o -
0 10 50 100 200

MMC-Konzentration (uM)

Abb.19. Nachweis einer verzégerten Apoptosereaktion nach 1 h MMC-Behandlung

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC, erwdrmt in Medium auf 42°C,
fir 1 h und anschlieBendem Mediumwechsel. Nach 3 h wurden die Zellen lysiert und die Konzentration
der aktivierten Caspase-3 mittels ELISA analysiert. Die gezeigten Daten sind représentativ fur 4
unabhéngige Experimente.
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Unter diesen Bedingungen wurde fir die Konzentration 200 yM MMC ein statistisch
signifikanter Anstieg der Caspase-3 im Vergleich zur Negativkontrolle nachgewiesen.

4.3 Curcumin potenziert die MMC-Wirkung
Curcumin (1,7-bis(4-hydroxy 3-methoxy phenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) ist ein

Polyphenol aus der Wurzel Curcuma longa Linn. Antiproliferative, antikarzinogene
(Aggarwal et al, 2007; Ravindran et al, 2009) und nephroprotektive Eigenschaften
(Zhou et al, 2011) sind beschrieben und machen Curcumin zu einem
vielversprechenden Wirkstoff fur die Anwendung in der HIPEC, was im Zellkulturmodell
genauer untersucht werden sollte.

Dazu wurden die HT29-Zellen zu HIPEC-aquivalenten Bedingungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen MMC allein und in Kombination mit 50 yM Curcumin
behandelt und der unter 4.2 beschriebene Caspase-3 Elisa verwendet (Abb.20). Bei 1 h
Inkubation zeigte sich keine Veranderung in der relativen Caspasekonzentration. Nach
4 h Behandlung stieg in Abhangigkeit der MMC-Konzentration die Caspaseaktivitat im
Vergleich zur Negativkontrolle signifikant an.
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Abb.20. Untersuchung der Apoptoserate nach Behandlung von HT29-Zellen mit MMC in
Kombination mit Curcumin

Behandlung von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC in Kombination mit Curcumin,
erwarmt in Medium auf 42°C, fir 1 h (C) und 4 h (D). Die Zellen wurden lysiert und ein ELISA gegen
aktivierte Caspase-3 verwendet. Die gezeigten Daten sind représentativ fir 3 (C), 4 (D) unabhangige
Experimente.

Um den Unterschied der Ergebnisse zwischen MMC und der kombinierten Anwendung
genauer zu erfassen, wurden in einer neuen Versuchsreihe fur 4 h die Konzentrationen

0/50/200 yM MMC alleine und in Kombination mit 50 yM Curcumin bei sonst gleichen
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Bedingungen wie im vorherigen Versuch getestet. Es konnte eine signifikante Erhdhung
der aktivierten Caspase-3 in der Kombination mit 50 yM Curcumin im Vergleich zu
MMC allein nachgewiesen werden (Abb.21).
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Abb.21. Curcumin potenziert die MMC-Wirkung

Behandlung von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC in Kombination mit Curcumin,
erwarmt in Medium auf 42°C, fir 4 h. Die Zellen wurden lysiert und ein ELISA gegen aktivierte Caspase-3
verwendet. Die gezeigten Daten sind repréasentativ fir 4 unabhangige Experimente. (* )P < 0,01

Inwieweit das CSN von der Kombination MMC mit Curcumin beeinflusst wird, sollte
mittels Western Blot untersucht werden (Abb.22). Da Curcumin als Inhibitor CSN-
assoziierter Kinasen identifiziert werden konnte (Henke et al. 1999), stellte sich die
Frage, ob es mdglich ware, den durch MMC induzierten Anstieg der CSN-
Untereinheiten durch Curcumin zu verhindern.

Dazu wurden HT29-Zellen zu HIPEC-aquivalenten Bedingungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen MMC allein und in Kombination mit 50 yM Curcumin inkubiert.
Anschlieend wurden die CSN-Untereinheiten mittels Western Blot analysiert. Bei der
Inkubation von 4 h zeigte sich bei einer MMC-Konzentration von 200 uM in der
Ladekontrolle y-Tubulin und in den anderen Proteinen eine verminderte Konzentration,
was an bereits stattgefundener Apoptose liegen kénnte. Die CSN-Untereinheiten CSN5
und CSN8 =zeigten in Abhangigkeit der MMC-Konzentration bei 1 h einen
Konzentrationsanstieg, nach 4 h Inkubation war keine Veranderung erkennbar. Fir
CSNB3 liel3 sich unabhangig vom Konzentrations- und Zeitfaktor eine doppelte Bande
nachweisen. Fir die Transkriptionsfaktoren c¢-Myc und c¢-Jun konnte eine
Phosphorylierung detektiert werden. c-Jun wurde bei 1 h Inkubation ab einer MMC-

Konzentration von 100 uM phosphoryliert, bei 4 h zeigte sich die Phosphorylierung
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permanent. Die Phosphorylierung des c-Myc Proteins erschien unabhéngig von der
MMC-Konzentration. Das Tumorsuppressorprotein p53 und der Zellzyklusregulator p27
zeigten bei 1 h Inkubation einen leichten Konzentrationsanstieg und verhielten sich bei
4 h stabil. FUr den Transkriptionsfaktor STATL1 fiel bei 1 h MMC-Behandlung ein Anstieg
in Abhangigkeit zur MMC-Konzentration auf. Aul3erdem wurde ein Antikdrper gegen
Caspase-3 im Western Blot getestet. Hierbei wurde in der Konzentration der
ungespaltenen Caspase keine Veranderung nachgewiesen, die gespaltene Form liel3
sich nicht darstellen. Es kann angenommen werden, dass die Caspase-Konzentration
insgesamt stabil bleibt, sich aber ihre Aktivitdit &ndert. Fur Cul4 konnte keine
Veréanderung beobachtet werden.
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Abb.22. Analyse des Einflusses von MMC in Kombination mit Curcumin auf das CSN und CSN-
interagierende Proteine

Inkubation von HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC in Kombination mit 50 puM
Curcumin, erwdrmt in Medium auf 42°C, fur 1 h und 4 h. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine in der
SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot analysiert. Die gezeigten Daten sind
reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.
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4.4 miRNA let-7 beeinflusst die MMC-Wirkung
Um eine mogliche Beteiligung des CSN an der durch MMC ausgeldsten DNA-Reparatur

zu verhindern, sollte die Wirkung von miRNAs der let-7 Familie, zur Blockade der CSN-
Untereinheiten, in Kombination mit MMC analysiert werden.

Zunachst wurde der Einfluss von miRNA let-7a-1 auf das CSN und Proteine des
c-Myc/Lin28B/let-7a-1-Signalwegs in HT29-Zellen ohne MMC-Behandlung untersucht.
Dazu wurden HT29-Zellen mit miRNA let-7a-1 Inhibitor und miRNA let-7a-1 Mimic
transfiziert und die CSN-Untereinheiten nach 24 h mittels Western Blot analysiert
(Abb.23). miRNA let-7a-1 Mimics wirken &hnlich wie endogene miRNAs und blockieren
die CSN-Expression. In den durchgefuhrten Experimenten konnte in den CSN-
Untereinheiten CSN5 und CSN8 keine Veranderung nachgewiesen werden. Allerdings
zeigte der Transkriptionsfaktor STAT1 eine vermehrte Expression bei der Transfektion
mit miRNA-let-7a-1 Inhibitor im Vergleich zur Negativkontrolle. Das kann Zeichen fur

eine positive CSN-Ruckkopplung sein.
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Abb.23. Untersuchung des Einflusses von miRNA let-7a-1 auf das CSN und Proteine des c-
Myc/LIN28B/let-7-Signalwegs in HT29-Zellen

HT29-Zellen wurden mit let-7a-1 Inhibitor und Mimic transfiziert. Nach 4 h und 24 h fand ein
Mediumwechsel statt. Anschlie3end wurden die Zellen lysiert, die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt

und die Expression im Western Blot analysiert. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangige
Experimente.

Auch wenn zunéachst eine direkte Verdnderung der CSN-Expression nach Transfektion
mit miRNA let-7a-1 Inhibitor und Mimic in HT29-Zellen im Western Blot nicht detektiert
werden konnte, bestand die Uberlegung, ob mittels let-7a-1 miRNA Mimic die CSN-

42



Expression blockiert werden und vielleicht der sonst beobachtete Anstieg der CSN-
Untereinheiten nach MMC-Inkubation verhindert werden kénnte.

Dafir wurden HT29-Zellen nach Transfektion mit miRNA let-7a-1 Mimic zu HIPEC-
aguivalenten Bedingungen mit 50 uM MMC flr 4 h inkubiert und mittels Western Blot
die CSN-Untereinheiten analysiert (Abb.24). Es wurden 2 Kontrollen verwendet, eine
Negativkontrolle ohne MMC und eine Negativkontrolle mit MMC. Bei der Verwendung
von miRNA Mimics mit MMC wurde fiur die CSN-Untereinheiten CSN1, 5 und 8 eine
verminderte Konzentration im Vergleich zur Negativkontrolle nachgewiesen. Fir c-Myc
wurde in allen 3 Proben eine Phosphorylierung detektiert. Fir c-Jun war eine
Phosphorylierung nur unter MMC-Behandlung erkennbar. Der Transkriptionsfaktor
STATL1 zeigte unter Transfektion mit Mimics und MMC-Behandlung eine verminderte
Expression im Vergleich zur Negativkontrolle. Insgesamt fiel auf, dass bei der
Kombination mit Mimics und MMC auch die Expression der Ladekontrolle y-Tubulin

verringert erschien, was Zeichen fur bereits stattgefundene Apoptose sein kénnte.
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Abb.24. miRNA-let-7a-1 Mimic verhindert den Anstieg der CSN-Untereinheiten
HT29-Zellen wurden mit let-7a-1 Mimic transfiziert. Nach 4 h fand ein Mediumwechsel statt. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 50 yM MMC, erwarmt in Medium auf 42°C, fur 4 h inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen lysiert, die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot
analysiert. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.

Die Konzentrationsverdnderung der CSN-Untereinheiten wurde mittels Densitometrie
analysiert (Abb.25). Fir CSN1, CSN5 und CSN8 wurde eine statistisch signifikante

Verminderung der Expression nachgewiesen.
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Abb.25. Densitometrische Analyse der CSN-Expression nach Transfektion mit miRNA-let-7a-1 und
MMC-Behandlung

HT29-Zellen wurden mit let-7a-1 Mimic transfiziert. Nach 4 h fand ein Mediumwechsel statt. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 50 yM MMC, erwarmt in Medium auf 42°C, fur 4 h inkubiert. Anschlielend wurden
die Zellen lysiert, die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot
analysiert. Der Expression der CSN-Untereinheiten wurde densitometrisch mittels ImageJ Software
guantifiziert. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur 3 unabhangige Experimente.

Da durch die Anwendung von miRNA let-7a-1 Mimic der Anstieg der CSN-
Untereinheiten unter MMC verhindert werden konnte, stellte sich unweigerlich die
Frage, wie es sich mit dem Zellzyklusregulator p27 und dem Tumorsuppressorprotein
p53 als wichtige DNA-Reparatur-Effektoren verhélt. In einer weiteren Versuchsreihe
wurde nach Transfektion mit miRNA let-7a-1 Mimic und MMC-Behandlung neben den
CSN-Untereinheiten auch p27 und p53 detektiert (Abb.26). In den mit miRNA let-7a-1
Mimic transfizierten Zellen wurde unter MMC eine verstarkte Expression von p27 und

p53 im Vergleich zur Negativ Kontrolle beobachtet.
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Abb.26. miRNA-let-7a-1 Mimic induziert den Anstieg der pro-apoptotischen Proteine p27 und p53
HT29-Zellen wurden mit let-7a-1 Mimic transfiziert. Nach 4 h fand ein Mediumwechsel statt. Nach 24 h
wurden die Zellen mit 50 yM MMC, erwarmt in Medium auf 42°C, fiir 4 h inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen lysiert, die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und die Expression im Western Blot
analysiert. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fir 3 unabhangige Experimente.
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5 DISKUSSION

5.1 Molekularbiologische Untersuchung der HIPEC
Die in der hier vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die Rolle des CSN

bei der HIPEC sollen im Folgenden erlautert werden, sowie die sich daraus ergebenden

Konsequenzen fur die Klinik.

5.1.1 In-vitro-HIPEC-Zellkultur-Modell
Fir das HIPEC-Zellkultur-Modell wurden die Bedingungen entsprechend den in der

Klinik verwendeten HIPEC-Protokollen gewahlt (Abb.3). Das Modell, bestehend aus
HT29-Kolontumorzellen, die fiur 1 h und 4 h mit unterschiedlichen Konzentrationen
MMC und CDDP, erwdrmt in Medium auf 42°C, behandelt werden, bietet optimale
Bedingungen, um grundlegende Untersuchungen zur HIPEC durchzufuhren. In der

Literatur sind ahnliche Modelle beschrieben (Pelz et al, 2013).

5.1.2 Die Rolle des CSN bei der HIPEC
Der Anstieg der CSN-Untereinheiten als Zeichen fiir DNA-Reparatur

Erstes Indiz fur die Hypothese, das CSN spiele eine Rolle bei der durch die HIPEC
ausgelosten DNA-Reparatur, lieferte der Anstieg der CSN-Untereinheiten nach MMC-
Inkubation. Dieser Effekt zeigte sich bei 1 h und 4 h Inkubation in Abhangigkeit von der
verwendeten MMC-Konzentration. Je hoher die MMC-Konzentration, desto starker war
die CSN-Expression mittels Western Blot erkennbar (Abb.10/12). Unter CDDP war
dieser Effekt nicht zu beobachten (Abb.16). Bei der Quantifizierung konnte bei
vierstiindiger Inkubation fir CSN5 ein signifikanter Anstieg bei einer MMC-
Konzentration von 50 yM analysiert werden (Abb.11 B). Fur die Untereinheiten CSN1
und CSN8 konnte bei 4 h Inkubation eine Tendenz bestatigt werden (Abb.11 C/D).

Weshalb fur CSN5 der Anstieg nach MMC-Inkubation am deutlichsten zu sehen war,
kann folgendermal3en erklart werden: Neben dem CSN Komplex, bestehend aus den
Untereinheiten CSN1-CSN8, bilden die Untereinheiten unterschiedliche Subkomplexe
(,mini-CSNs*) oder kénnen als Monomer vorliegen. CSN4-7 bilden einen Subkomplex,
der als Mini-CSN beschrieben ist. CSN5 ist Teil des Holo-CSN, des Mini-CSN und kann
aber auch in freier Form vorliegen (Sharon et al, 2009; Tomoda et al, 2002; Wei et al,
2008). AuRRerdem ist bekannt, dass CSN5 unabhéangig vom Komplex reguliert wird. Die
Reduktion von CSN5 ist nicht verbunden mit einer verminderten Expression der
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anderen Untereinheiten (Peth et al, 2007). Dass CSN5 einzeln vorliegen kann und
unabhéangig vom Gesamtkomplex reguliert wird, konnte erklaren weshalb fir CSN5 der
Anstieg nach MMC-Inkubation am deutlichsten zu sehen war. Insgesamt kann von
einem Trend im Anstieg der Untereinheiten nach MMC-Behandlung ausgegangen
werden, der ein Hinweis auf vermehrte CSN-Aktivitat und Interaktion mit anderen
Proteinen ist (Abb.27).

Die Phosphorylierung der CSN-Untereinheiten als Zeichen fiir DNA-Reparatur

Ein weiterer Hinweis fur die Beteiligung des CSN an der DNA-Reparatur ist die
Phosphorylierung des CSN. Im Rahmen von DNA-Reparaturprozessen werden die
CSN-Untereinheiten CSN1, CSN3 und CSN7 phosphoryliert (Matsuoka et al, 2007).

Bei der Inkubation der HT29-Zellen mit MMC fir 1 h und 4 h wurde eine
Phosphorylierung fir CSN3 nachgewiesen (Abb.10/12). Unter CDDP-Behandlung
erschien CSN1 und CSN3 phosphoryliert (Abb.16). Zwischen den Inkubationszeiten 1 h
und 4 h gab es beziglich der Phosphorylierung keinen Unterschied. Allerdings ist die
Phosphorylierung bereits in der Negativkontrolle ohne Chemotherapeutikum erkennbar.
Die Negativkontrolle wurde nur mit Medium inkubiert, ebenfalls bei einer Temperatur
von 42°C. Mdglicherweise wird die Phosphorylierung des CSN nicht nur durch MMC
und CDDP, sondern auch durch die verwendete Hyperthermie hervorgerufen. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde die Hyperthermie als konstante Versuchsbedingung
verwendet, da hier nicht der Unterschied zwischen hyperthermer und normothermer
Chemotherapie untersucht werden sollte. Eine bessere zytotoxische Wirkung unter
Hyperthermie wurde bereits in experimentellen und klinischen Studien nachgewiesen
(Gonzalez-Moreno et al, 2010; Hildebrandt & Wust, 2007).

Unter den Bedingungen der HIPEC, Hyperthermie mit Chemotherapeutikum, kann die
Phosphorylierung des CSN als Folge der DNA-Reparatur bzw. als Indiz fir eine

Beteiligung an der DNA-Reparatur angenommen werden (Abb.27).

Mogliche Konsequenzen der verstarkten Expression von CSN-Untereinheiten

Die Metalloproteaseaktivitat der Untereinheit CSN5 ist fur die hydrolytische Abspaltung
des Ub-ahnlichen Proteins Nedd8 von Cullinen verantwortlich und inaktiviert dadurch
CRLs, was Proteine vor dem Abbau durch das UPS stabilisiert (Lyapina et al, 2001).
DarUber hinaus kann eine Inaktivierung von CRLs zum Umbau der CRLs fuhren, was

die Anpassung an verédnderte Substratspezifitat ermdoglicht (Schmaler & Dubiel, 2010).

46



Die Erhohung der CSN-Konzentration hat eine Erhohung der CSN-vermittelten
Deneddylaseaktivitat zur Folge.

Nach MMC-Behandlung der HT29-Zellen wurde eine verstarkte Deneddylierung von
Cull mittels Western Blot detektiert (Abb.12). Je hdher die MMC-Konzentration war,
desto starker war die Bande fur deneddyliertes Cull im Vergleich zum neddylierten
Cull. Wenn Cull deneddyliert ist, kann kein Ub-Transfer stattfinden, Proteine kdnnen
also nicht fur den Abbau durch das Proteasom mittels Ub markiert werden, sondern
sind stabilisiert. Dies gilt auch fur Effektoren der DNA-Reparatur. Somit kann der

Prozess der Proteinstabilisierung Zeichen fir verstarkte DNA-Reparatur sein (Abb.27).

Neben der Interaktion mit Cull bildet das CSN Komplexe mit Cul4-Ligasen, die eine
wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur, Zellzykluskontrolle und Chromatinformation
spielen (Hong et al, 2005; Jia et al, 2005). Die CRL4 Ddb2 Ubiquitin Ligase ist im
Komplex mit dem CSN inaktiviert. Nach UV-Strahlung konnte eine Aktivierung durch die
Ablésung des CSN vom Komplex und darauf folgende Neddylierung beobachtet werden
(Groisman et al, 2003). Ahnlich den Ergebnissen unter UV-Strahlung ware eine
Neddylierung des Cul4 unter MMC oder CDDP zu erwarten gewesen. Bei Behandlung
der HT29-Zellen mit MMC oder CDDP konnte im Western Blot fir Cul4 keine
Veranderung detektiert werden. Die genaue Kenntnis Uber die Interaktion zwischen
dem CSN und Cul4 kénnte helfen, die Rolle des CSN bei der DNA-Reparatur noch
besser zu verstehen und sollte in zukinftigen Experimenten genauer untersucht

werden.

Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Jun

Es ist bekannt, dass CSN-assoziierte Kinasen den Transkriptionsfaktor c-Jun
phosphorylieren (Seeger et al, 1998). Neben der Phosphorylierung durch das CSN wird
c-Jun durch die Proteinkinase c-Jun NH2-Terminal Kinase (JNK) phosphoryliert
(Dérijard et al, 1994). Ist das Protoonkogen c-Jun phosphoryliert, kann es Uber
Aktivierung des activator protein-1 (AP-1) Signalwegs VEGF induzieren. Es kommt zur
Angiogenese und das Wachstum solider Tumore und Metastasen wird begunstigt
(Naumann et al, 1999; Pollmann et al, 2001).

Eine Phosphorylierung von c-Jun konnte sowohl bei MMC-, als auch bei CDDP-
Inkubation in Abhangigkeit zur Konzentration beobachtet werden (Abb.10/16). Je hoher

die verwendete Konzentration des Chemotherapeutikums, desto starker erschien die
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Phosphorylierung. Dieser Effekt schien zeitabh&ngig zu sein, da bei 4 h die
Phosphorylierung von c-Jun schon unter geringerer Konzentration zu sehen war. Es ist
anzunehmen, dass in der durch die Chemotherapeutika ausgeltste Stresssituation die
Proteinkinase JNK aktiviert wird, die die Phosphorylierung des c-Jun Proteins
veranlasst. Gleichzeitig sorgt die CSN-vermittelte Phosphorylierung von c-Jun fir eine
Stabilisierung vor dem Abbau durch das UPS (Uhle et al, 2003). Die CSN-vermittelte
Stabilisierung kann durch den Anstieg der CSN-Untereinheiten unter MMC noch
verstarkt werden und die durch c-Jun induzierte Angiogenese und Zellproliferation wird
begunstigt (Abb.27).

Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Myc

Das Onkoprotein c-Myc ist ein wichtiger Regulator von Zellzykluskontrolle,
Zellproliferation, maligner Transformation und eine Uberexprimierung in Tumorgewebe
wurde nachgewiesen (Junttila & Westermarck, 2008).

Bei der Behandlung der HT29-Zellen mit MMC oder CDDP konnte eine
Phosphorylierung von c-Myc beobachtet werden (Abb.10/12/16). Diese erschien
unabhangig von der verwendeten Konzentration des Chemotherapeutikums. Ein
Unterschied zwischen 1 h und 4 h Behandlung bestand nicht. Da sich die
Phosphorylierung auch schon in der Negativkontrolle ohne Chemotherapeutikum zeigte,
ist anzunehmen, dass bereits unter Hyperthermie die Phosphorylierung ausgeldst wird.
Das c-Myc Protein enthalt am N-Terminus zwei unterschiedliche Phosphorylierungs-
stellen: Serin 62 und Threonin 58. Die Phosphorylierung an Ser-62 erfolgt durch die
extracellular-regulated kinase 1,2 (ERK) und stabilisiert c-Myc (Pulverer et al, 1994).
Die Phosphorylierung von T58 wird von der glycogen synthase kinase (GSK-3beta)
nach erfolgter S62 Phosphorylierung veranlasst und induziert den Abbau durch das
UPS (Gregory et al, 2003; Yeh et al, 2004). c-Myc ist Target der F-Box Proteins Fbw7
enthaltenden CRL (CRL1™"") und wird durch das UPS abgebaut (Welcker et al, 2004).

Bei den hier vorliegenden Ergebnissen lasst sich nicht zwischen den einzelnen
Phosphorylierungsstellen differenzieren. Somit kann nicht klar unterschieden werden,
ob die Phosphorylierung von c-Myc unter MMC die Stabilisierung oder den Abbau zur
Folge hat. Vor dem Hintergrund, dass das CSN mit seiner Funktion als Deneddylase,
CRLs inaktiviert und eine verstarkte Deneddylierung von Cull unter MMC-Behandlung
auffiel (Abb.12), kann eine Stabilisierung von Proteinen, die durch das UPS abgebaut

werden, angenommen werden, so auch von c-Myc (Abb.27).
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Die Stabilisierung des Tumorsuppressorproteins p53 und des Zellzyklusinhibitors p27
Bei der Behandlung der HT29-Zellen mit MMC oder CDDP konnte fur p53 und p27 in

Abhangigkeit von der verwendeten Konzentration bei 1 h ein leichter Anstieg

nachgewiesen werden; bei 4 h zeigten sich p53 und p27 auf einem stabilen Niveau
(Abb.10/16).

p27 hat eine kurze Halbwertzeit und wird Uber das UPS abgebaut, vermittelt Gber
CRL1%%?  (Frescas & Pagano, 2008). Es ist anzunehmen, dass die unter MMC
beobachtete verstarkte Deneddylierung von Cull (Abb.12) zu einer Stabilisierung von
p27 vor dem UPS fuhrt. p53 liegt in geringer Konzentration in der Zelle vor und hat eine
Halbwertzeit von ca. 20 min (Proctor & Gray, 2008). DNA-Defekte induzieren eine
spezifische Phosphorylierung von p53 an Serl5 durch die ATM-Kinase. Die
Serin/Threoninkinase Chk2 sorgt fur eine Phosphorylierung an Ser20. Beide
Phosphorylierungen am N-Terminus des p53-Proteins liegen dicht an der Mdm2-binding
Region und verhindern so die Interaktion mit Mdm2 und den damit verbundenen Abbau
Uber das UPS (Appella & Anderson, 2001). Ein fir p53 zustandiges E3 ist CRL1™™
(Sun et al, 2011), sodass die unter MMC beobachtete Deneddylierung von Cull
(Abb.12) ebenfalls zu einer Stabilisierung vor dem UPS fihren kann. Neben der
Stabilisierung des p53 Proteins im Rahmen von DNA-Defekten kommt es aul3erdem zu
einer verstarkten Translation des Proteins (Emami, 2011). Je nach Ausmal} des DNA-
Defekts kann p53 selbst Zellzyklusarrest induzieren, DNA-Reparatur regulieren oder
falls sich der Defekt nicht reparieren lasst Apoptose induzieren (Helton & Chen, 2007).
Das Tumorsuppressorprotein p53 und der Zellzyklusregulator p27 sind wichtige DNA-
Reparatur-Effektoren und bestimmen den Verlauf und die Folgen der DNA-Reparatur.
Die hier beobachtete Stabilitdt in der vierten Stunde ist ein deutliches Zeichen daftr,

dass unter MMC/CDDP DNA-Reparaturmechanismen ablaufen.

5.1.3 Die Apoptoserate nach HIPEC
Signifikante Apoptose nach 4 h HIPEC

Bei der Untersuchung des CSN nach 4 h MMC-Behandlung fiel bereits im Western Blot

unter der MMC-Konzentration 100 yM und 200 yM eine verminderte Konzentration aller
detektierten Proteine, einschliel3lich der verwendeten Ladekontrolle y-Tubulin auf
(Abb.10). Diese Beobachtung kann Hinweis auf bereits stattgefundene Apoptose der

Tumorzellen sein, was mittels ELISA gegen aktivierte Caspase-3 bestatigt wurde
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(Abb.18). Ein signifikanter Anstieg der aktivierten Caspase-3 konnte nach 4 h
Inkubation bei einer MMC-Konzentration von 50 yM, 100 uM und 200 pM gemessen
werden (Abb.18). Je hoher die verwendete MMC-Konzentration, desto starker war der
Anstieg der Caspase-3 messbar. Nach 1 h Inkubation konnte eine Veradnderung des
Levels an aktivierter Caspase-3 nicht detektiert werden.

Caspase-3 wird mittels hydrolytischer Spaltung zwischen Asp 175 und Ser 176 aktiviert
(Nicholson et al, 1995) und ist innerhalb kirzester Zeit verfigbar. So konnte zum
Beispiel bei der Behandlung von Jurkat-Zellen mit Staurosporin gezeigt werden, dass
die Spaltung des Caspase-3-Proenzyms zur aktiven Form innerhalb der ersten Stunde
beginnt, innerhalb der folgenden 2 h zunimmt, bei 3 h ein Plateau erreicht und nach 4 h
auf einem konstanten Level bleibt (Saunders et al, 2000). In der Klinik wird die HIPEC
Uberwiegend fir 60-90 min angewandt (Gonzéalez-Moreno et al, 2010; Turaga et al,
2013), um nach Resektion aller makroskopisch sichtbaren Metastasen mdglicherweise
verbliebene Mikrometastasen zu zerstdren. Was koénnte es fir die klinische Anwendung
bedeuten, wenn bei der Behandlung von HT29-Zellen zu vergleichbaren Bedingungen
wie bei der HIPEC nach 1 h keine aktive Caspase-3 detektiert wird? Mdglich ware eine
verzogerte Reaktion der Tumorzellen, sodass direkt nach 1 h MMC-Behandlung eine
Veranderung der aktivierten Caspase-3 noch nicht messbar ist. Dieser Uberlegung
wurde in einem modifizierten Versuchsaufbau nachgegangen (Abb.19). Hierbei wurde
bei einer MMC-Konzentration von 200 uM ein signifikanter Anstieg der aktivierten
Caspase-3 nachgewiesen (Abb.19). Im Vergleich zu 4 h MMC-Inkubation wurde jedoch
fur niedrigere Konzentrationen keine Veranderung gemessen.

Basierend auf den gewonnenen Daten mittels HIPEC-Zellkulturmodell muss man
schlussfolgern, dass in der 1.Stunde der MMC-Behandlung DNA-
Reparaturmechanismen ablaufen, die vermutlich eine schnelle Apoptose verhindern.

Diese Reparaturmechanismen werden zumindest teilweise durch das CSN vermittelt.

Der zuséatzliche Einfluss des Kinase-Hemmstoffs Curcumin auf die Apoptose

Zur Verbesserung der Apoptoserate wurde die Kombination MMC mit Curcumin
getestet. Curcumin ist ein Inhibitor CSN-assoziierter Kinasen (Henke et al, 1999).
AulRRerdem konnte gezeigt werden, dass Curcumin den Ub- und Proteasom-abhangigen
Abbau von c-Jun in Tumorzellen induziert (Pollmann et al, 2001). Darliber hinaus kann

die Anwendung von Curcumin das Tumorsuppressorprotein p53 vor einem Abbau durch
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das UPS stabilisieren und Apoptose in Tumorzellen induzieren (Bech-Otschir et al,
2001).

Bei 4 h Inkubation der HT29-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen MMC und 50
MM Curcumin konnte ein signifikanter Anstieg der aktivierten Caspase-3 mittels ELISA
nachgewiesen werden. Je hoher die verwendete MMC-Konzentration, desto starker war
der Anstieg der aktivierten Caspase erkennbar (Abb.20/21). Bei 1 h Inkubation konnte
keine Veranderung der Caspaseaktivitat nachgewiesen werden (Abb.20). Neben der
Verbesserung der Apoptoserate konnte durch Curcumin gleichzeitig die restriktive
Wirkung des CSN bei der HIPEC beeinflusst werden. Bei 4 h Inkubation der HT29-
Zellen mit MMC in Kombination mit Curcumin blieb der sonst unter MMC beobachtete
Anstieg der CSN-Untereinheiten aus (Abb.22).

5.1.4 Die Rolle von miRNAs bei der MMC-Wirkung
Bei der Untersuchung des CSN nach MMC-Inkubation konnte ein Anstieg der CSN-

Untereinheiten bereits nach 1 h und nach 4 h detektiert werden, was hinweisend auf
einen Regulationsmechanismus auf Translationsebene sein kann (Abb.10/12). Daher
ergibt sich die Frage, inwieweit miRNAs einen Einfluss bei der MMC-Wirkung haben
konnten.

miRNAs spielen eine wichtige Rolle bei Entwicklung, Differenzierung,
Zellzykluskontrolle und Apoptose (Garofalo et al, 2008; Kloosterman & Plasterk, 2006).
Defekte in der DNA-Reparatur und Fehlexpression von miRNAs sind wichtige Schritte
im Rahmen der Tumorentstehung (Bartkova et al, 2005; Gorgoulis et al, 2005; Kumar et
al, 2007). Vermutlich werden mehr als die Halfte aller Protein-codierenden Gene durch
mMiRNAs reguliert (Friedman et al, 2009). Es gibt eine Reihe von miRNAs, die sensibel
auf DNA-Defekte reagieren oder miRNAs die Gene von DNA-Reparaturproteinen
regulieren und somit eine wichtige Rolle in Tumoren spielen und die Sensitivitat der
Tumorzellen gegeniber DNA-Defekt-induzierenden Substanzen beeinflussen kénnen
(Hu & Gatti, 2011; Wan et al, 2011; Wouters et al, 2011). Kennzeichnend flr
Tumorgewebe ist eine generelle Verminderung der miRNA Expression (Lu et al, 2005).
So konnte zum Beispiel fur miRNAs der let-7 Familie eine verminderte Expression in
Tumorgewebe nachgewiesen werden (Zhong et al, 2010). miRNA let-7 agiert als
Tumorsuppressor durch Regulation von RAS, HMGA2 und c-Myc (Johnson et al, 2005;
Lee & Dutta, 2007; Mayr et al, 2007; Sampson et al, 2007).
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Verknupft mit der Erkenntnis, dass miRNAs der let-7 Familie die Expression des CSN
regulieren (Leppert et al, 2011), ist es wahrscheinlich, dass MMC uber DNA-
Reparatursignalwege let-7 miRNAs reduziert und so einen schnellen Anstieg der CSN-
Untereinheiten bewirkt. Daher ergab sich die Uberlegung ob die MMC-Wirkung durch
gezielte Blockade der CSN-Expression mittels Transfektion mit miRNA Mimics der let-7
Familie erh6ht werden kdnnte.

mMiRNA let-7a-1 verhindert den durch MMC induzierten Anstieq der CSN-Untereinheiten

Durch Transfektion der HT29-Zellen mit miRNA let-7a-1 Mimic und anschlielRender
MMC-Inkubation konnte eine statistisch signifikante Verminderung der CSN-Expression
erreicht werden. Fir CSN1, CSN5 und CSN8 liel3 sich der sonst unter MMC
beobachtete Anstieg der Untereinheiten mittels Mimics verhindern (Abb.24/ 25).

Um den Unterschied zwischen der Transfektion und anschlie3ender MMC-Inkubation
und der MMC-Inkubation alleine deutlich zu machen, wurden zwei Negativkontrollen
verwendet. In der Negativkontrolle mit MMC ware ein Anstieg der CSN-Untereinheiten
zu erwarten gewesen. Dieser konnte hier allerdings nicht gezeigt werden. Méglich ware
eine Beeinflussung durch die miRNA Mimic Negativkontrolle.

Auffallig war aufRerdem, dass die verwendete Ladekontrolle y-Tubulin unter Mimic-
Transfektion und anschlieBender MMC-Inkubation statt auf einem konstanten Level zu
bleiben, ebenfalls vermindert erschien. Die Ursache dafir kdnnte bereits einsetzende
Apoptose sein. Ein Target der let-7 miRNA ist Caspase-3 (Tsang & Kwok, 2008).
Interessant ware dementsprechend die Messung der Apoptose nach Transfektion und
folgender MMC-Inkubation mittels Caspase-3 ELISA. Allerdings wird fur die
Transfektion eine sehr geringe Zellzahl bendtigt und der ELISA ist erst bei Verwendung
einer hohen Zellzahl sensitiv, sodass eine Modifizierung des Versuchs notwendig wére.

Entsprechende Versuche sind geplant.

mMiRNA let-7a-1 induziert den Anstieqg des Zellzyklusregulators p27 und des

Tumorsuppressors p53

Neben der verminderten Expression der CSN-Untereinheiten konnte bei Transfektion
der HT29-Zellen mit miRNA-let-7a-1 Mimic und folgender MMC-Behandlung der Anstieg
von p53 und p27 beobachtet werden (Abb.26).

Dies kann als Konsequenz der Reduktion der CSN-Untereinheiten verstanden werden,

da der Abbau des Zellzyklusregulators p27 und des Tumorsuppressorproteins p53 Uber
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das UPS durch das CSN vermittelt wird (Bech-Otschir et al, 2001; Huang et al, 2006).
Abhangig vom Ausmal’ des DNA-Defekts entscheidet p53 Gber den Ausgang der DNA-
Reparatur und induziert Zellzyklusarrest und Reparaturmechanismen bis hin zur
Apoptose (Helton & Chen, 2007). Somit kann der hier beobachtete Anstieg der DNA-
Reparatureffektoren p27 und p53 bei gleichzeitig verminderter Expression der CSN-

Untereinheiten Hinweis auf ein pro-apoptotisches Milieu sein (Abb.27).
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Abb.27. Die Rolle des COP9 Signalosom bei der HIPEC

Durch die bei der HIPEC verwendeten Chemotherapeutika werden DNA-Defekte induziert, an deren
Reparatur das CSN beteiligt ist: Vermittelt Giber das ATM-Protein werden die CSN-Untereinheiten CSN1,
CSN3 und CSN7 phosphoryliert. miRNA let-7a-1 regulieren die Expression der CSN-Untereinheiten
durch Blockade der CSN-mRNA. Im Rahmen der DNA-Reparaturvorgange kommt es zu einer verstarkten
Expression der CSN-Untereinheiten, vermutlich durch regulatorische Vorgange auf Translationsebene.
AuRerdem induziert das CSN die Deneddylierung von Cull, was die Transkriptionsfaktoren c-Jun, c-Myc
vor dem Abbau durch das UPS schitzt. Kénnen die DNA-Defekte nicht behoben werden, kommt es zur
Apoptose der Tumorzellen.
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5.2 Mogliche Konsequenzen fur die Klinik
Aus den molekularbiologischen Erkenntnissen, die mittels HIPEC-Zellkulturmodell

gewonnen wurden, ergeben sich folgende Uberlegungen, die fur die Kklinische
Anwendung der HIPEC von Bedeutung sein kdnnten.

5.2.1 Veréanderung der Dauer der HIPEC
Bei den Untersuchungen zur Apoptoserate nach HIPEC im HT29-Zellkulturmodell

wurde nach 4 h Behandlung ein signifikanter Anstieg der aktivierten Caspase-3
gemessen, die direkte Messung nach 1 h ergab keinen Hinweis auf Apoptose (Abb.18)
und im modifizierten Versuchsaufbau zur Detektion einer verzdgerten Caspase-3
Aktivierung konnte dies nur bei einer sehr hohen MMC-Konzentration nachgewiesen
werden (Abb.19). Somit stellt sich die Frage, ob es nicht effektiver wéare, die HIPEC
Uber einen langeren Zeitraum durchzufihren. Innerhalb der HIPEC-Protokolle existiert
eine zeitliche Varianz von 30-120 min (Gonzélez-Moreno et al, 2010; Turaga et al,
2013). Unterschiedlichen Studien zufolge, zusammengefasst von de Bree in ,Recent
Results in Cancer Research® 2007, ist nach 90-120 min ein Grof3teil des
Chemotherapeutikums resorbiert, weshalb sich ein langerer Zeitraum fiur die HIPEC
bisher nicht durchgesetzt hat (de Bree & Tsiftsis, 2007).

Die hier gewonnenen Daten geben Hinweis, dass aufgrund von DNA-
Reparaturmechanismen die Apoptose verzogert eintritt und erst eine Dauer von 4 h
HIPEC zur Apoptose der Tumorzellen fihrt.

In der Klinik ist das Ergebnis der HIPEC von unterschiedlichen Faktoren abhangig: Je
nach Ausmald der Zytoreduktion und der Peritonektomie wird ein Verlust der
Chemotherapielésung in den zentralen Kreislauf beobachtet (Van der Speeten et al,
2010), aulRerdem gilt der histologische Typ des Tumorgewebes als pradiktiver Faktor
fur den Erfolg der HIPEC (Bruin et al, 2010). Somit lassen sich die mittels in-vitro
HIPEC-Model gewonnenen Daten zwar nicht 1:1 auf die klinische Situation Ubertragen,
kbnnen aber als Anhalt fir weitere Untersuchungen zur Optimierung der HIPEC
gesehen werden. Die Varianz in den HIPEC Protokollen lasst sich nicht leugnen und
erst im Juni 2013 forderte die ,American Society of Peritoneal Surface Malignancies®
eine Standardisierung der HIPEC-Protokolle (Turaga et al, 2013). In Folge dessen
wurde bei Peritonealkarzinose kolorektalen Ursprungs ein HIPEC-Protokoll mit 40 mg
MMC, einer Perfusionszeit von 90 min und einer Temperatur von 42°C beschlossen.
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Erst wenn eine Standardisierung erfolgt sei, kdnnten Bedingungen wie die Dauer der
HIPEC reevaluiert werden (Turaga et al, 2013).

5.2.2 HIPEC mit Kombination aus MMC und Curcumin
In  Studien konnte gezeigt werden, dass trotz der lokalen Anwendung

Chemotherapeutikum in den zentralen Kreislauf des Patienten gelangt und zu
Nebenwirkungen fuhren kann (Kusamura et al, 2007; Lambert et al, 2009; van Ruth et
al, 2004). Nach 90 min HIPEC mit MMC sind vermutlich 62% des
Chemotherapeutikums resorbiert, 9% im Urin und 29% in der Chemotherapieldsung
verblieben (Van der Speeten et al, 2010). Nebenwirkungen wie
Knochenmarksdepression, Nephrotoxizitat und Neutropenie sind beschrieben
(Kusamura et al, 2007; Lambert et al, 2009). Es bestand die Uberlegung, ob die
Verwendung von Curcumin bei der HIPEC zu einer Reduktion der
Chemotherapiekonzentration fuhren und MMC-assoziierte Nebenwirkungen verhindern
konnte. Diese Idee basiert auf Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass Curcumin
in Tumorzellen die Zellproliferation Uber die Aktivierung der zyklinabhangigen
Kinaseinhibitoren p21 und p27 unterdrickt (Aggarwal et al, 2007) und Apoptose Uber
Aktivierung von Caspasen und anderer an der Apoptose beteiligten Proteine induziert
(Ravindran et al, 2009). Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass Curcumin die
Zytotoxizitdt von MMC Uber die Verminderung der Expression des Rad51 Proteins, ein
wichtiges Protein bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen, verstarkt (Ko et al,
2011) und dass es MMC-assoziierte Nebenwirkungen verringert und nephroprotektiv
wirkt (Zhou et al, 2011).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass Curcumin in Kombination mit
MMC synergistisch wirkt und der Anstieg der Caspase-3 gesteigert wird (Abb.20, 21).
Die Kombination der beiden Wirkstoffe verbessert die Apoptoserate signifikant. Diese
Ergebnisse und die Kenntnis, dass bisher fur Curcumin keine Toxizitdt nachgewiesen
werden konnte und es neben der oben beschriebenen antikarzinogenen Wirkung
nephroprotektiv wirkt, machen es zu einem geeigneten Zusatzstoff fur die HIPEC
(Abb.28). Moglich ware eine klinische Studie: HIPEC mit Curcumin. Bisher gibt es
folgende Erfahrung mit Curcumin in der Klinik fur Visceralchirurgie der Charité Campus
Mitte: 2009 wurde eine Fallstudie bei einer Patientin mit Lebermetastasen kolorektalen

Ursprungs durchgefuihrt. Die Patientin erhielt eine palliative Chemotherapie
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(systemisch) in Kombination mit Curcumin (oral). Es wurde eine Regression der
Lebermetastasen  beschrieben. Allerdings ist die Aufnahme Uber den
Gastrointestinaltrakt aufgrund der lipophilen Eigenschaft Curcumins begrenzt
(Braumann et al, 2009). Die Anwendung Curcumins bei der HIPEC hétte den Vorteil der
lokalen Wirkung in der Peritonealh6hle mit der direkten Wirkung auf die Tumorzellen
und der Potenzierung der MMC-Wirkung. Denkbar wére durch die Verwendung
Curcumins eine Verringerung der MMC-Konzentration, was wiederum Nebenwirkungen
von MMC verhindern kdnnte.

Ein Patent fur die Anwendung von Curcumin bei der HIPEC wurde eingereicht, leider
hat sich ergeben, dass bereits seit 2011 ein &hnliches Patent in den USA besteht.
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Abb.28. HIPEC mit Curcumin

Die bei der HIPEC verwendeten Chemotherapeutika induzieren DNA-Defekte. Kdnnen die Tumorzellen
die DNA-Defekte nicht beheben, kommt es zur Apoptose. Das CSN unterstiitzt die Tumorzellen bei der
DNA-Reparatur. Durch die Anwendung des CSN-assoziierten Kinase-Inhibitors Curcumin kann der
apoptotische Effekt der HIPEC verbessert werden.

5.2.3 HIPEC mit miRNAs
Derzeit werden miRNAs als Biomarker fir Diagnosestellung, Prognose oder zur

Kontrolle des Therapieerfolgs maligner Erkrankungen genutzt (Nana-Sinkam & Croce,
2013). Die therapeutische Anwendung wird bereits untersucht, allerdings bestehen
Probleme durch fehlende geeignete Ubertragungssysteme, schlechter zellularer
Aufnahme, sowie die Gefahr der Toxizitdt (Hoshino & Matsubara, 2012). Fir die
Ubertragung ins Gewebe werden Kollagen, Nanopartikel oder Liposom-Hyaloronsaure
als Transporter diskutiert (Hoshino & Matsubara, 2012).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte an HT29-Zellen gezeigt werden, dass let-7a-1
Mimics in Kombination mit MMC den Anstieg des CSN unterdriicken (Abb.24/25), was

wiederum eine Beteiligung des CSN an der DNA-Reparatur verhindern koénnte.
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Gleichzeitig wurde die Expression der Faktoren p27 und p53 verstarkt (Abb.26), als
Hinweis auf pro-apoptotische Bedingungen.

Aufgrund der lokalen Applikation in der Peritonealhthle bietet das HIPEC-Verfahren
optimale Bedingungen fir die Verwendung von miRNAs. Die Zugabe von miRNA let-7a-
1 zur Chemotherapielésung ware denkbar (Abb.29). Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass let-7a-1 Mimics die DNA-Reparatur verhindern und die Effizienz der HIPEC
erhohen konnten. Chemotherapeutika wie MMC kdnnten in Kombination mit Inhibitoren

des DNA-Reparatur-Programms den therapeutischen Effekt verbessern.

HIPEC

S Re%ur

> DNA-Defekt

a

Apoptose

Abb.29. HIPEC mit miRNA let-7a-1 Mimic

Die bei der HIPEC verwendeten Chemotherapeutika induzieren DNA-Defekte. Das CSN unterstuzt die
Tumorzellen bei der DNA-Reparatur. miRNAs der let-7 Familie agieren als negativer Regulator des CSN
und bieten eine interessante therapeutische Option bei der HIPEC. Durch die gezielte Blockade des CSN
mittels miRNA let-7a-1 Mimic kdnnte die Apoptose der Tumorzellen gefordert werden.
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5.3 Ausblick
Seit der 1980 erstmalig verwendeten intraperitonealen Chemotherapie bei

Peritonealkarzinose wurden zahlreiche in vivo und in vitro Studien zur Verbesserung
der HIPEC durchgefuhrt (Francescutti et al, 2013; Pelz et al, 2013; Raue et al, 2010). In
der hier vorliegenden Arbeit hat sich das CSN als interessantes Target fur die klinische
Anwendung herausgestellt. Veradnderungen der CSN-Untereinheiten (Expression,
Phosphorylierung) und Modifizierungen CSN-interagierender Proteine im Rahmen der
DNA-Reparatur wurden beobachtet. In zukinftigen Experimenten sollte die Rolle des
CSN bei der DNA-Reparatur, die Phosphorylierungsstellen des CSN und spezifische
Hemmstoffe der CSN-assoziierten Kinasen noch genauer untersucht werden. Dies
konnte mittels Phosphorylierungsassays, Dichtegradientenzentrifuge und quantitativer
Massenspektrometrie  erfolgen. Das MMC-HT29-Zell-Modell  bietet optimale
Bedingungen dafir.

Neben der weiterfhrenden molekularbiologischen Untersuchung des CSN erscheint es
sinnvoll, die durch die zytoreduktive Chirurgie und Peritonektomie gewonnenen
histologischen Préparate auf die Expression der CSN-Untereinheiten zu analysieren. In
unterschiedlichen Tumorentititen konnte bereits eine Uberexpression des CSN
nachgewiesen werden (Lee et al, 2011). Sollte auch in Praparaten der
Peritonealkarzinose eine verstarkte Expression des CSN detektiert werden, wirde das

die hier vorgeschlagene klinische Anwendung bekréaftigen.
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