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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einleitung: Zellulare Seneszenz ist ein permanenter Arrest in der G1l-Phase des
Zellzyklus und tritt auf in alternden Zellen sowie als Reaktion auf akute zellulare
Belastungen, wie z.B. DNA-schéadigende Chemotherapie. Therapie-induzierte
Seneszenz (TIS) wird durch den Tumorsuppressor p53 vermittelt. Die Aktivierung von
p53 induziert die Expression einer Reihe von Zielgenen, einschlief3lich sestrin2 und
phlda3, die die mTOR-Aktivitat modulieren: Sestrin2 Uber die Aktivierung von AMPKa
und phlda3 Uber eine Hemmung von AKT. Anhand des Ep-myc-Maus-Lymphom-
Modells wird gezeigt, dass die sestrin2- und phlda3-vermittelte Hemmung der mTOR-
Funktion eine wichtige Komponente des p53-induzierten Seneszenz-Programms
darstellt.

Methoden: p53-profiziente (Kontrolle) und p53-defiziente Lymphomzellen (LC) und LCs
mit regulierbarem p53 (p53%°@" ein 4-OH-Tamoxifen (TAM)-induzierbares p53)
wurden mit bcl2 transduziert, um Apoptose zu blockieren. Anschliel3end wurden sie mit
dem DNA-schadigenden Zytostatikum Adriamycin (ADR) bzw. TAM behandelt, um
Seneszenz in vitro zu induzieren. Seneszenz wurde basierend auf der Seneszenz-
assoziierten-p-Galactosidaseaktivitdt (SA-B-Gal) und BrdU/PI-Zellzyklus-Analysen
nachgewiesen. Der AKT-und mTOR-Signalweg wurden durch Western Blot untersucht.
Die Induktion von 39 bona fide p53-Zielgenen und 57 Seneszenz-assoziierten Genen
wurde durch RTQ-PCR analysiert. Pharmakologischen Wirkstoffe wie der AMPKa-
Aktivator Metformin, der AKT-Inhibitor Triciribine, der mTOR-Inhibitor Rapamycin und
der stabile Knockdown des Tuberosklerose-Gens (TSC2) wurden verwendet, um die
Rolle des mTOR-Signalwegs in Seneszenz zu untersuchen. Aufl3erdem wurde die
Antitumoraktivitat von Rapamycin in vivo getestet.

Ergebnisse: p53=R@™-LCs mit aktiviertem p53 und ADR-exponierte Kontroll-LCs zeigten
im Gegensatz zu ADR-behandelten p53-defizienten LCs eine Zunahme der SA-B-Gal-
Aktivitat und einen G1-Zellzyklusarrest. Im Vergleich der ADR- vs. TAM-seneszenten
LCs konnten 12 gemeinsame p53-induzierbare Zielgene, einschlief3lich sestrin2 und
phlda3 identifiziert werden. Die Aktivierung von p53 fuhrte also Uber die Suppression
von AKT und die Induktion von AMPKa zur Inaktivierung des mTOR-Signalwegs.
DarlUber hinaus haben wir gezeigt, dass nur die Kombination einer pharmakologischen

Aktivierung von AMPKa und Hemmung von AKT zu einem seneszenten Phanotyp in
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LCs fuhrte. Dementsprechend hat ein Knockdown von TSC2 TIS zumindest teilweise
blockiert. Schlie8lich fuhrte die Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin zur
Induktion von Seneszenz in p53-kompetenten und —defizienten Lymphomen. Dies
suggeriert, dass die oben beschriebenen Signalwege tatsachlich Seneszenz
downstream von p53 herbeifihren. Die in vivo Behandlung mit Rapamycin fuhrte
sowohl in Kontroll-Lymphomen, als auch in p53-defizienten Lymphomen zu einer
verlangerten Uberlebenszeit mit Induktion von Seneszenz in den Lymphknoten, nicht
aber in mock-behandelten Kontrollen.

Fazit: Seneszenz wird charakterisiert durch die Aktivierung eines Netzwerkes von p53-
abhangigen Zielgenen. Zwei Schlisselkomponenten dieses Netzwerks - sestrin2 und
phlda3 — modulieren die mTOR-Aktivitat Uber TSC2 und agieren damit als wesentliche

Mediatoren des Seneszenz-Programms.
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Abstract

Introduction: Cellular senescence is a permanent cell cycle arrest occurring as a G1
growth arrest in ageing cells or in response to acute cellular stresses, such as DNA-
damaging chemotherapy. Therapy-induced senescence (TIS) depends on the activity of
the tumor suppressor p53. Activation of p53 induces a set of target genes, including
sestrin2 and phlda3, which modulate mTOR activity: Sestrin2 via activation of AMPKa,
and phlda3 via inhibition of AKT. By using the Ey-myc mouse lymphoma model, we
show here that sestrin2- and phlda3-mediated inhibition of mTOR represent important
components of the p53-governed senescence program.

Methods: p53 proficient (control) and p53 deficient lymphoma cells (LC) and those with

regulatable p53 activity (p53%7'a™

, & 4-OH-tamoxifen (TAM)-inducible p53 moiety) were
transduced with bcl2 to block apoptosis. Subsequently, they were treated with the DNA-
damaging agent Adriamycin (ADR) or TAM to induce senescence in vitro. Senescence
was detected based on senescence-associated-B-galactosidase activity (SA-B-Gal) and
BrdU/PI cell cycle analyses. AKT and mTOR pathways were assessed by Western
Blotting. The induction of 39 bona fide p53 target genes and 57 senescence associated
genes was analyzed by RQ-PCR. Pharmacological agents, e.g. metformin — an
activator of AMPKa, the AKT-inhibitor triciribine, the mTOR-inhibitor rapamycin, and
stable knockdown of the Tuberosis Sclerosis 2 (TSC2) gene product by sh-RNA were
used to dissect the role of the mTOR pathway in senescence.

Results: p53 restored p53=°"2"-L.C and ADR-exposed control LC, unlike equally ADR
treated p53 deficient LC, showed increased SA-B-Gal activity and a G1 cell-cycle arrest.
An overlapping set comprising of 12 p53 inducible target genes, including sestrin2 and
phlda3, was identified among ADR- vs. Tam-senescent LC. Concordantly, p53
activation repressed the AKT pathway and induced AMPKa, both contributing to the
inactivation of mTOR. We furthermore showed that only combined pharmacological
activation of AMPKa and inhibition of AKT induced a senescent phenotype in LC.
Accordingly, knockdown of TSC2, at least in part, blocks TIS. Finally, treatment with the
MTOR inhibitor rapamycin induced senescence in both p53-proficient and -deficient
settings, thereby suggesting that the above described pathways indeed orchestrate
senescence downstream of p53. Treatment of control lymphoma and p53 deficient

lymphoma in vivo with rapamycin lead to a prolonged survival with senescence
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detectable in lymph nodes of Rapamycin treated mice, but not their control
counterparts.

Conclusion: Senescence is characterized by the activation of a p53 dependent target
gene network. Two key components of this network — sestrin2 and phlda3 — modulate

MTOR activity via TSC2 and thereby operate as essential mediators into senescence.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zelluléare Seneszenz

Zellulare Seneszenz ist ein terminaler Zellzyklusarrest, der durch verschiedene
Stressfaktoren mit DNA-schadigender Wirkung ausgelost werden kann. Dadurch
verlieren seneszente Zellen die Fahigkeit, sich zu teilen, bleiben jedoch viabel und
physiologisch aktiv. Seneszenz entsteht zum einen als replikative Seneszenz nach
einer bestimmten Anzahl an Mitosen durch Telomerverkirzung mit irreparablem DNA-
Schaden, sie kann aber auch pramatur, d.h. akut, durch Onkogene oder Chemotherapie

induziert werden.

1.1.1 Das Hayflick-Limit

In den 1960er Jahren beschrieben Hayflick und Moorhead erstmalig das Phanomen der
zellularen Seneszenz. Sie verstanden Seneszenz als Zell-intrinsischen Mechanismus,
welcher die unkontrollierte Proliferation gesunder Zellen verhindert. In ihren
Experimenten beobachteten sie, dass in primarer Zellkultur von humanen, diploiden
Fibroblasten nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilungen in der Zellkulturschale ein
terminaler Wachstumsarrest eintritt (1). Sie unterteilten die Stadien der Zellkultur in 3
Phasen. In Phase | heften sich Zellen, welche einem Organismus entnommen wurden
am Boden der Zellkulturschale an. Phase Il beschreibt die Proliferationsphase. Wenn
die Zellen den Boden einer Zellkulturschale komplett bedecken, gibt ihnen der Kontakt
zu einer benachbarten Zelle ein Signal zum Wachstumsstopp. Werden diese Zellen auf
neue Zellkulturschalen aufgeteilt, beginnen sie jedoch erneut, sich zu vermehren. Im
Verlauf verlangsamen primar kultivierte Zellen ihr Wachstum (Wochen bis Monate), was
dem Beginn der Phase Ill entspricht, bis die Zellen letztendlich ihre Zellteilung endgultig
einstellen. Dabei erliegen sie nicht zwangslaufig dem Zelltod, sondern kénnen auch bei
voll erhaltener Viabilitat stabil arretiert sein.

Hayflick und Moorhead bemerkten, dass primare humane Fibroblasten in der Zellkultur
nach ungefahr 50 Passagen aufhorten zu wachsen. Sie bezeichneten diesen Zustand
als replikative Seneszenz. Dieses Phanomen wurde im Anschluss auch in zahlreichen
anderen Zelltypen beobachtet, z.B. in Keratinozyten, Endothelzellen, Lymphozyten, etc.

(2). Heute qilt, dass replikative Seneszenz in allen untransformierten, primaren Zellen

11
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nach einer gewebs- und speziesspezifischen Anzahl von Zellteilungen in vitro erreicht
wird: in Mausembryo-Fibroblasten (MEFs) schon nach ca. 15 Passagen, obwohl ihr
Medium eine ausreichende Konzentration an Wachstumsfaktoren enthalt, in humanen
Progenitorzellen der fetalen Leber nach 35 bis 45 Populationsverdopplungen (3). Der
Wachstumsstopp in replikativ seneszenten Zellen wird durch die mit jeder DNA-
Replikation fortschreitende Telomerverkirzung ausgelost (4). Telomere sind die
repetitiven DNA-Sequenzen samt assoziierten Proteinen, die sich am Ende jedes
Chromosoms befinden. In den somatischen Zellen (Kérperzellen) des Menschen ist das
Enzym Telomerase, das normalerweise Telomere erneuert, nicht aktiv, weswegen ihre
Telomere nach jeder Zellteilung kirzer werden. Menschliche Fibroblasten kann man
unbegrenzt vermehren, d.h. immortalisieren, wenn man ihnen das Gen zufuhrt, das fur
die katalytische Untereinheit der Telomerase codiert (5). Die Verkirzung der Telomere
ist aber nicht per se das Signal fur einen Teilungsarrest. Das permanente und in
Abwesenheit von Telomerase irreparable DNA-Schadensignal der kritisch erodierten
Telomere setzt p53-abhéangige oder p53-unabhangige DNA-Defekt-Kaskaden in Gang.
Durch die Aktivierung dieser Kaskaden kommt es nach Induktion bestimmter Cyclin-
Inhibitoren (unter anderem p21‘3ipl und pl6) zu einem Zellzyklusarrest am G1

Checkpunkt, der replikativen Seneszenz (6,7).

1.1.2 Stress-induzierte zellulare Seneszenz

Dem zuvor Dbeschriebenen Mechanismus wird eine Schutzfunktion zur
Aufrechterhaltung der organismischen Integritdt zugeschrieben. Dieser kann auch
unabhangig von der Telomerlange durch permanente Aktivierung der DNA-Schaden-
Kaskade aktiviert werden und zellulare Schutzmechanismen wie Apoptose, also den
programmierten Zelltod, und Seneszenz auslosen. Replikative Seneszenz ist also ein
spezifisches Beispiel fur einen generellen Mechanismus, der durch viele verschiedene
Formen von Stress ausgelost wird. Ungefahr 40 Jahre, nachdem Hayflick und
Moorhead die replikative Seneszenz beschrieben, wurde offensichtlich, dass bestimmte
Stresssignale auch in proliferierenden Zellen einen permanenten und irreversiblen
Zellzyklusarrest auslésen konnen, der phanotypisch von der replikativen Seneszenz
nicht zu unterscheiden ist. Diese so genannte pramature Seneszenz wird u.a. durch
oxidativen Stress, DNA-Schadigungen und die supraphysiologische Aktivierung von
mitogenen Signalen ausgeldst. Normalerweise werden Zellen bei 20% Sauerstoff (Oy)

kultiviert. Kultiviert man humane Fibroblasten aber bei 3% O,, was eher den
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physiologischen Gewebe-O,-Konzentrationen entspricht, so kann man sie ca. 20 Mal
haufiger passagieren (8). Im Gegenteil dazu verkirzen unphysiologische O.-
Konzentrationen >20% das Uberleben der Zellen in Kultur (9). Nachdem man erkannte,
dass die DNA-Schadigung durch stark verklrzte Telomere ursachlich ist fiur die
Induktion replikativer Seneszenz, lag es nahe, dass auch andersartig ausgeloste
Schaden der DNA zur Induktion von Seneszenz fihren kdnnen. Zunachst fand man
heraus, dass auch die Bestrahlung humaner Fibroblasten Seneszenz induziert (10).
Aber auch weniger starke DNA-Schaden, wie der Verlust bestimmter DNA-
Reperaturenzyme, die geschadigte Telomere reparieren, kann zu pramaturer
Seneszenz fuhren. Ein weiterer Mechanismus der Induktion pramaturer Seneszenz ist
die Behandlung mit DNA-toxischen Zytostatika. Man spricht dann von Therapie-
induzierter-Seneszenz (TIS). Die Seneszenz-Antwort kann auch durch eine
Hyperaktivierung von Onkogenen ausgeltst werden. Ein Onkogen ist die mutierte Form
eines Proto-Onkogens. Das sind Gene, die in jeder Zelle vorkommen und fir Proteine
kodieren, die Wachstum, Teilung und Differenzierung einer Zelle kontrollieren und
steuern. So kann zum Beispiel das Onkogen Ras einen permanenten, irreversiblen
Wachstumsarrest auslésen (11). Diese Beobachtung ist die Grundlage der These, dass
Seneszenz der Tumorentstehung entgegenwirkt (s.u.). Neben der Aktivierung
bestimmter Gene spielen auch epigenetische Veranderungen eine entscheidende Rolle
in zellularer Seneszenz. Der Verlust von Bmil (ein Polycomb-Komplex-Protein)
resultiert in pramaturer Seneszenz in murinen Fibroblasten (12). Des Weiteren ist die
Aktivitat der Histonmethyltransferase Suv39h1, und damit die Methylierung von Lysin9
an Histon3, mit der konsekutiven Ausbildung von Heterochromatin und Suppression
pro-proliferativer Gene entscheidend fur die Induktion und Aufrechterhaltung zellularer
Seneszenz (13). Retinoblastom-Protein gebundenes Suv39hl fuhrt durch lokales
Heterochromatin-Remodeling zur stabilen Inaktivierung von E2F-Zielgenen und somit

zu einem stabilen G1 Arrest.
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Abbildung 1.1 Mechanismen der Induktion zellularer Seneszenz. Ausldésende Faktoren stellen sowohl die
Verkilrzung von Telomeren, als auch eine Vielzahl stressinduzierender Stimuli wie oxidativer Stress, DNA-
Schéaden oder Aktivierung von Onkogenen dar (14).

1.1.3 Biomarker der zellularen Seneszenz

Seneszente Zellen weisen eine Reihe charakteristischer Merkmale auf, die in der
Zusammenschau den seneszenten Phanotyp ausmachen. Ein einziger verlasslicher
Seneszenz-Marker ist bisher jedoch noch nicht etabliert worden. Ein entscheidender
Biomarker der zellularen Seneszenz ist der Proliferationsstopp der Zellen. Dieser
Austritt aus dem Zellzyklus findet am G1-S-Phase-Ubergang statt (15). Der Stopp der
DNA Synthese lasst sich durch die fehlende Inkorporation von 5-bromo-2”-deoxiuridin
(BrdU) nachweisen. Die Irreversibilitat des Wachtumsarrestes wird unter anderem durch
das Ausbleiben der Zellteilung trotz Stimulation durch Wachstumsfaktoren im
Kulturmedium  deutlich.  Seneszente  Zellen binden und  metabolisieren
Wachstumsfaktoren und weisen zwar Eigenschaften der spaten G1 Phase auf, die
DNA-Synthese wird jedoch nicht exekutiert (2). Ein weiterer auffalliger Marker ist die
Morphologie der seneszenten Zelle: Die Zellen werden grof3er, verlieren ihre
ursprungliche Form wund bilden einen abgeflachten Phéanotyp aus. AulRRerdem
imponieren seneszente Zellen durch ihr flachiges, Vakuolen-reiches Zytoplasma (16),
sowie ein erweitertes lysosomales Kompartiment. Der gebréuchlichste Biomarker ist
daher der Aktivitdtsnachweis der lysosomalen Seneszenz-assoziierten-B-Galactosidase
(SA-B-Gal). Dieser erfolgt Uber eine B-Gal-katalysierte Umsetzung von X-Gal bei pH 6

(pH 5.5 bei Mausen) und anschlieRender Oxidation des Produkts durch Luftsauerstoff,
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wodurch tiefblauer Indigo-Farbstoff entsteht. Die meisten Zellen exprimieren eine
lysosomale B-Galactosidase, die ihre optimale Aktivitat bei einem pH-Wert von 4
aufweist. Praseneszente und seneszente Zellen farben sich gleichermal3en an, wenn
die Farbung bei pH 4 durchgefuhrt wird. Nur bei einem pH-Wert von 6 (in humanen
Zellen) konnte eine selektive Farbung von seneszenten Zellen nachgewiesen werden,
so dass man in diesem Kontext von der sogenannten Seneszenz-assoziierten-3-
Galactosidase spricht (17). Sowohl in vitro, als auch in vivo, korreliert der relative Antell

seneszenter Zellen mit der Passage-Zahl oder dem Alter des Organismus (17).
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Abbildung 1.2 Proliferierende und seneszente murine Lymphomzellen nach SA-B-Gal Farbung

Weiterhin besitzen seneszente Zellen ein verandertes Genexpressionsprofil (18).
Aufgrund des reduzierten replikativen Potentials alternder Zellen ist es nicht
verwunderlich, dass auch Zellzyklusinhibitoren Seneszenz-Biomarker darstellen. Dabei
kommt dem Protein pl6ink4a eine besondere Bedeutung zu. Eine Uberexpression
dieses Proteins in Geweben von Nagetieren ist direkt mit dem Alter des Organismus
assoziiert (19). Gleichzeitig erfolgt in den meisten alternden Zellen eine verstarkte
Expression von p21Cipl (20). Dies ist jedoch nicht zwingend notwendig. So konnte
gezeigt werden, dass auch p21°-defiziente Maus-Zellen in der Lage sind, einen
seneszenten Phanotyp auszubilden (21). Gleiches gilt fir pl6ink4a-defiziente MEFs
(22). Die Aktivierung des Tumorsuppressors Rb (Retinoblastomprotein) durch p16ink4a
fuhrt in einigen Zellen zur Formation der Seneszenz-assoziierten-Hetrochromatin-Foci
(SAHFs), die Chromatinstrukturen darstellen, an denen pro-proliferative Gene inaktiviert
werden (13). In seneszenten Zellen konnte aul3erdem eine signifikante Expression und
Sekretion exkretorischer Proteine gezeigt werden. Diese kdnnen grob in folgende

Kategorien unterteilt werden: l6sliche Faktoren, welche bestimmte Signalkaskaden

15



Einleitung

auslosen (Interleukine, Chemokine, Wachstumsfaktoren), sekretierte Proteasen und
extrazellulare-Matrix-Komponenten (23). Zur Beschreibung dieses Phanomens wurde
der Begriff Seneszenz-assoziierter-sekretorischer-Phénotyp (SASP) gepragt. Es wird
angenommen, dass sowohl autokrine, als auch parakrine Effekte durch den SASP
ausgelost werden. Dadurch kommt es sowohl zur Verstdrkung des seneszenten
Phanotyps der seneszenten Zelle, als auch zur Induktion von Seneszenz in
benachbarten Zellen. Dennoch existiert bis heute kein definierter Marker, der
seneszente Zellen eindeutig von proliferierenden Zellen unterscheidet. Obwohl die Liste
der Biomarker der Seneszenz sich stetig vermehrt, bleibt bei den meisten dieser Marker
unklar, welche kausale Rolle sie im Prozess der Seneszenz-Induktion und -
Aufrechterhaltung spielen. Seneszenz-Marker muissen nicht notwendigerweise

essentielle Seneszenz-Mediatoren sein.

Morphologische Biochemische Chromatin
Verdnderungen Veradnderungen Veradnderungen
e ZellvergrofRerung e 1 SA-B-Galactosidase e Senszenz-
y : Aktivitat, betont assoziierte-
e Verstarkte Granulierung : ’ : .
perinuklaer Heterochromatinfoci
e Zellgrenzen werden (SAHFs)
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von BrdU (DNA-Synthese e Fokale Histon3

e Vermehrung von 1) Lysin9
Vakuolen im Zytoplasma Trimethylierung

unscharfer

e vermehrte Proteinlevel
von Seneszenz-Markern: e Fokale HP1
- p16INK4a Rekrutierung
- p15INK4b
- p21CIP1
- p53
- PML (promyelocytic
leukemia gene product)

- ARF

- PAI (Plasminogen
Aktivator Inhibitor)

- Stromelysin/MMP3
- Marker des DNA-
Schadens (YH2AX)

Abbildung 1.3 Biomarker der zellularen Seneszenz (modifiziert nach Schmitt C., Cellular senescence and
cancer treatment). (24) Zellulare Seneszenz geht einher mit typischen Veranderungen der Morphologie,
biochemischen Veranderungen und einem Remodeling der Chromatinstruktur.
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1.1.4 Mechanismen zellularer Seneszenz

In den letzten Jahren wurden beachtliche Erfolge in der Aufklarung molekularer
Mechanismen zellularer Seneszenz verbucht. Jedoch ist noch nicht endgultig geklart,
ob diese Signaltransduktionswege Bestandteil von Seneszenz-Induktion sind oder
Seneszenz-verursacht ablaufen. Die Aufklarung molekularer Seneszenz-Mechanismen
ist kompliziert, da Seneszenz keinen einheitlichen zellularen Prozess darstellt. Vielmehr
fuhrt eine Vielzahl von Stimuli Gber verschiedenste Signalkaskaden zur Seneszenz-
Induktion. Des Weiteren variieren diese Signaltransduktionswege sowohl zwischen Zell-
als auch Speziesarten. Auf zellbiologischer Ebene sind in den Prozess der Zellalterung
zahlreiche Tumorsuppressorgene und Onkogene eingeschlossen. Die aufgefuhrten
intrazellularen Signaltransduktionskaskaden sind hier von besonderer Bedeutung (25).

1. DNA damage/DDR/ATM/p53
2. p19ARF/p53/p21Cip1l

3. p16INK4a/Rb/H3k9me3

4. PTEN/PI3K/AKT.

In seneszenten humanen Fibroblasten ist zwar kein signifikanter Unterschied im
Protein-Gehalt von p53 feststellbar, jedoch steigt die Phosphorylierung und somit die
Aktivitat von p53 als Transkriptionsfaktor in Seneszenz (26). Je nach Ausmal’ des DNA-
Schadens induziert p53 zellulare Schutzprogramme, welche zum voribergehenden
Wachstumsarrest, zu Seneszenz oder Apoptose fiihren. Die bei der replikativen
Seneszenz erwdhnten freien Telomereinzelstrange sind ein Induktor des p53-Pfades.
AulRerdem flhrt der Verlust des p53-p21Cipl Signalweges zu einem Seneszenz-Defekt in
humanen und murinen Zellen (27). Die Induktion von p53 wiederum fihrt zur
Aktivierung von p21°"', welches die Aktivitdit von CDK2/CyclinE und CDK4/CyclinD
blockiert. Die Inaktivierung der Cycline fuhrt zur Hypophosphorylierung von Rb, welches
wahrscheinlich den Zellzyklusarrest herbeifihrt (28). Interessant ist nun, wie es zur
Aktivierung von p53 kommt.

1. DNA damage/DDR/ATM/p53 Die Serin-Proteinkinase Ataxia-telangiectasia-
mutated (ATM) ist ein Enzym im Zellkern von tierischen Zellen, das als Sensor von
DNA-Schaden, vor allem von DNA-Einzel- und -Doppelstrangbriichen fungiert. DNA-

Doppelstrangbriche fuhren zur Rekrutierung von ATM an den Lokus des Schadens.
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ATM bindet an die DNA, wird dort aktiviert und ist fir die Phosphorylierung von
mehreren ,Downstream“-Elementen verantwortlich, zu denen die Checkpoint-
Kinasen CHK1 und CHK2 und konsekutiv p53 gehoren (29). So konnten Herbig et al.
zeigen, dass die Verktrzung von Telomeren zur Aktivierung von ATM und schliel3lich zu
Seneszenz via p53 und p21°ipl, aber nicht p16 fthrt (30).

2. p19ARF/p53/p21Cipl p53 kann aufRerdem durch pl4/ARF (pl9/ARF in
Mausen) via MDM2 stabilisiert werden (31). ARF wird im alternativen Leseraster

(alternate reading frame) neben p16™"*?

(einem Inhibitor der Rb-vermittelten G1-S-
Phase-Progression) vom wichtigen Tumorsuppressor-Lokus INK4a/ARF kodiert (32).
Der prazise Mechanismus der INK4a/ARF-Expressionsregulation ist unklar, doch
konnte gezeigt werden, dass onkogenes Myc, Ras oder Bcr-Abl das ARF-Protein
induzieren (33-35). Dieses wiederum inhibiert Mdm2 und damit dessen Funktion als
p53-ubiquitinierende E3-Ligase (36). ARF stabilisiert daher indirekt p53 und verstarkt
p53-abhangige zellulare Schutzprogramme. Weiterhin ist die Expression von ARF in
replikativ-seneszenten MEFs sowie in H-Ras abhéangiger pramaturer Seneszenz
induziert (37). ARF agiert somit als Tumorsuppressor in unterschiedlichen Systemen
und viele Tumore zeigen bei Diagnose oder im Verlauf einen ARF Verlust (38).

3. p1l6INK4a/Rb Im Gegensatz zu p53 ist die Rolle des Retinoblastom-Proteins
in zellularer Seneszenz weniger klar. Studien aus den frihen 90ern, in denen Rb-
hemmende Tumorviren Uberexprimiert wurden, zeigten eine Kooperation von Rb mit
p53 in zellularer Seneszenz (39). Des Weiteren zeigten Sage et al. mit einem Cre-Lox-
System (ermdglicht das gezielte Entfernen von DNA-Sequenzen in lebenden
Organismen), dass der Verlust aller drei Rb-Familienmitglieder in seneszenten Zellen
zu einer Aufhebung des seneszenten Phanotyps fihrt (40). In humanen Fibroblasten
kommt es durch den sequenziellen Verlust beider Rb-Allele zu einem Seneszenz-
Verlust und einem Phanotyp ahnlich der mitotischen Krise (41). Diese Ergebnisse
lassen auch eine entscheidende Rolle von Rb fur die Aufrechterhaltung von Seneszenz
vermuten. Rb bindet und inhibiert die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren der E2F-
Familie und kontrolliert dadurch das Fortschreiten des Zellzyklus am Ubergang der
G1/S-Phase. Der Rb-Tumorsuppressor ist das Substrat der Cyclin-abhangigen Kinasen
(CDKs) 2, 4 und 6 (42). Rb ist normalerweise an den Transkriptionsfaktor E2F
gebunden, von dessen Zielgenen viele den Zellzyklus vorantreiben. Durch Bindung an

E2F inhibiert Rb die  Transaktivator-Eigenschaften von  E2F.  Durch
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Hyperphosphorylierung wird pRb im Laufe der G1-Phase inaktiviert, was das
Fortschreiten des Zellzyklus ermdglicht. Der zellzyklusinhibierende Effekt erfolgt Uber
die Bindung von pl6/INK4a an Cyclin D-abhéngige Kinasen, wodurch die
Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (pRb) gehemmt wird. Es reprimiert die
Transkription E2F-abh&ngiger Gene aktiv, indem es epigenetische Repressoren, wie
zum Beispiel die Histon-Deacetylase HDAC1 oder die Histon-Methyltransferase
Suv39h1 rekrutiert, welche H3k9 trimethyliert. In seneszenten Zellen vermittelt Rb somit
die Bildung von fokalem Heterochromatin und das Gen-Silencing von E2F-abhéangigen
Genen (Narita et al.,, 2003). In vielen seneszenten Zellen kann eine starke pl6
Expression nachgewiesen werden (Alcorta et al. 1996). Jedoch zeigen jliingere Studien,
dass pl6 nicht in allen seneszenten Zellen zwingend hochreguliert wird. Die
Akkumulation von p16 steht jedoch im Zusammenhang mit der Formation von SAHFs
und damit auch mit der Irreversibilitat des Zellzyklusarrests. So ist es moglich, in
seneszenten Zellen mit niedrigem pl6 Gehalt, einen Wiedereintritt in den Zellzyklus
durch Verlust von p53 zu bewirken und vice versa (43). Da auch die Induktion von
p21°P* zur Hypophosphorylierung von Rb fiihrt, geht man davon aus, dass p16 und
p21°P* synergistisch wirken, wobei eventuell p21°P* initial und kurzzeitig und p16 fiir die
langfristige Hypophosphorylierung verantwortlich sind.

4. PTEN/PI3K/AKT. PTEN Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) katalysieren die
Phosphorylierung von bestimmten Phospholipiden in der Zellmembran, sogenannten
Phosphatidylinositolen. Diese, vor allem Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3),
dienen als Andockstellen fir Proteine, die als Ausgangspunkt von Signalkaskaden
fungieren, v.a. die PH-Domanen enthaltende Proteinkinase B (auch Akt genannt) und
PDK1. Der wichtigste Signalweg, den die PI3K so aktiviert ist der PI3K/Akt Signalweg.
Ein Gegenspieler der PI3K ist die Phosphatase PTEN, die ein wichtiger
Tumorsuppressor ist. PTEN ist eine Phosphatase, die Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) zu Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) konvertiert und
damit antagonistisch zu den Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3-Kinasen) wirkt (44). Das
Verhaltnis von PTEN und PI3K kontrolliert die Menge an PIP; Der Verlust von PTEN
begiinstigt die Entstehung von Tumoren genauso wie die Uberexpression der PI3K.
Interessanterweise fihrt die Behandlung von humanen Fibroblasten mit PI3K-
Inhibitoren zu einer reduzierten Lebensdauer von Zellen und beschleunigt das

Einsetzen von Seneszenz (45). Auch die ektope Expression von PTEN kann
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Seneszenz induzieren, so zeigen Courtois-Cox-S et al., dass die Uberexpression von
PTEN sowie die Inhibiton von PI3K Seneszenz induziert (46). Pandolfi und Kollegen
(47) konnten jedoch als erste zeigen, dass auch der Verlust des Tumorsuppressor
PTEN Seneszenz induzieren kann. Sie fanden heraus, dass die konditionale
Inaktivierung von PTEN in murinen Prostatazellen zur Bildung von hochgradigen
prostatischen intraepithelialen Neoplasien (PIN) fuhrt, die seneszente Eigenschaften
aufweisen. In Verbindung mit p53-Verlust, entwickeln sich diese Lasionen zu
Prostatakarzinomen. Diese Form der Seneszenz wurde PTEN induzierte Seneszenz
(PICS) genannt. Alimonti und Kollegen fluihrten die Untersuchungen zu PICS fort und
erarbeiteten ein Model der PTEN-loss getriggerten AKT-Aktivierung, die via mTOR-
Aktivierung Seneszenz induziert. Ebenso zeigten sie einen Seneszenz-Verlust der
PTEN-defizienten Zellen nach Behandlung mit Rapamycin (48). Diese Aussage steht im
diametralen Widerspruch zu den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen.

An den genannten Beispielen wird deutlich, wie komplex die Regulation von Seneszenz
ablauft. Die Beobachtungen legen nahe, dass Ubergeordnete Signalwege eine
dezidierte Feinabstimmung erfordern, um die Zellproliferation im Gleichgewicht zu

halten: Zu wenig oder zu viel Aktivitat kann zytostatisch wirken.
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Abbildung 1.4 Verschiedenste Signale fuhren zur Aktivierung Seneszenz-induzierender Signalkaskaden.
Nahere Erlauterungen siehe Text.
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1.2 Zelluladre Seneszenz als Anti-Tumor-Mechanismus

Da Seneszenz durch zahlreiche Tumorsuppressoren reguliert wird, liegt es nahe, dass
sie als Tumorsuppressormechanismus fungiert. In den letzten Jahren ist diese
Hypothese durch eine Vielzahl von in vitro Versuchen und genetischen Mausmodellen

eindrucklich untermauert worden (49,50).

1.2.1 Zellulare Seneszenz inhibiert die Tumorgenese in pramalignen Lasionen

Das BRAF-Gen (,proto-oncogene B-Raf* oder ,v-Raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1%) kodiert flr die Serine/Threonin-Protein-Kinase B-Raf, welche bei der
Regulation des MAPK/ERK-Signalwegs eine Rolle spielt und u.a. Zellteilung und
Zelldifferenzierung beeinflusst (51). Ein BRAF-induzierter Wachstumsarrest in
melanozytaren Navi verlangsamt bzw. blockiert die Genese von Melanomen in vivo.
Mutationen an der Aminosaureposition V600 des BRAF-Proteins werden bei etwa 50
Prozent der Melanome beobachtet. Auch in der Vorstufe, den Pigmentnavi, lasst sich
haufig eine aktivierende Mutation im BRAF Gen finden. Dennoch sind die Melanozyten
dieser Navi oft jahrelang Wachstums-arretiert und entwickeln sich nur manchmal zu
Melanomen. Michaloglou und Kollegen konnten zeigen, dass eine BRAF(V600E)
Expression in humanen Melanozyten einen SA-B-Gal und pl6/INK4a positiven
Wachstumsarrest auslost und detektierten SA-B-Gal Positivitat und  Ki-67
(Proliferationsmarker) Negativitat in Proben von melanozytaren Navi in situ (52).

Auch die Karzinogenese Ras-getriebener Lungentumoren wird durch Seneszenz
aufgehalten. Mit einem durch Cre-Rekombinase konditionell aktivierbaren K-Ras®'?"-
Maus-Modell gelang es Serrano und Kollegen, nach Aktivierung des onkogenen Ras
Lungentumoren zu erzeugen, die meisten davon Lungenadenome, einige
Adenokarzinome. Diese Adenome zeigten aber interessanterweise nur eine geringe
Ki67-Aktivitat und eine ausgepragte SA-B-Gal-Positivitdt, wohingegen die
Adenokarzinome negativ fir Seneszenz-Marker waren (53).

Fur Prostatakarzinome konnte gezeigt werden, dass der Verlust von p53 ein kritischer
Schritt fur die Karzinogenese ist. Oft ist in frGhen Lasionen ein Verlust von PTEN zu
detektieren, in spaten Lasionen kommen p53-Mutationen hinzu. Pandolfi und Kollegen
deuten dies als ein Indiz fur die Zusammenarbeit der beiden Tumorsuppressoren bei
der Entstehung des Prostatakarzinoms und untersuchten dies mit einem konditionellen

PTEN-defizienten Mausmodell. In der Tat fuhrte die akute Inaktivierung beider PTEN-
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Allele zu einem p53-abhangigen seneszenten Phéanotyp in  MEFs und
Prostatakarzinome entstanden erst nach einer langen Latenz. Wurden aber PTEN und
p53 inaktiviert, so entstanden hochaggressive Prostatakarzinome. In Proben
niedriggradiger Prostatakarzinome lie3en sich diesen Ergebnissen entsprechend SA-B-
Gal-positive Areale detektieren (47).

In einem Ep-N-Ras®'?®

transgenen Mausmodell, in dem typischerweise spét
histiozytare Tumoren entstehen, entwickelten sich in einem Suv39h1 defizienten Setting
nach kurzer Zeit T-Zellymphome (50). Im Gegensatz dazu wird in primaren
Lymphozyten nach Aktivierung von onkogenem Ras in Abhangigkeit von Suv39h1l und

H3K9me3 ein seneszenter Wachstumsarrest induziert.

1.2.2 Zellulare Seneszenz als Antwort auf Tumortherapie

Zu den DNA-schadigenden Induktoren zellularer Seneszenz gehéren Gammastrahlung
und Chemotherapeutika, also Agenzien, die bei der Behandlung von Tumoren
verwendet werden. Bei diesen starken DNA-Schadigungen kann auch in
transformierten Tumorzellen Seneszenz ausgel6st werden, die sogenannte Therapie
induzierte Seneszenz (TIS). Im Allgemeinen ist das Ziel von Bestrahlung und
Chemotherapie, die Tumorzellpopulation zu téten. Allerdings kénnen einige Zellen im
Tumor aufgrund von Mutationen, die die Apoptose-Kaskade betreffen, dem
programmierten Zelltod entkommen (54). Bei Apoptose-selektiven Defekten kann aber
potentiell noch immer Seneszenz ausgeldst werden (55). Im Ep-myc-Mausmodell
beispielsweise reagieren Lymphome mit einem Apoptoseblock durch Bcl2-
Uberexpression mit einem seneszenten Arrest auf Chemotherapie und erwerben ggf.
zusatzliche Mutationen im p53- oder INK4a-Locus, bevor sie sich zu therapieresistenten
Lymphomen weiterentwickeln (55). Aul3erdem Uberlebten Mause mit Seneszenz-
kompetenten Tumoren deutlich langer als solche mit Seneszenz-defekten Tumoren.
Apoptose und Seneszenz ergénzen sich also als Anti-Tumor-Mechanismus.

Auch wenn bei TIS die Verkirzung der Telomere nicht ausschlaggebend ist (56), teilen
replikative Seneszenz und Therapie-induzierte Seneszenz einige gemeinsame
Merkmale wie den Wachstumsarrest, die abgeflachte Zellmorphologie, die Expression
Seneszenz-typischer Marker und die Anfarbbarkeit der Seneszenz-assoziierten-f3-
Galactosidase (17). Roninson und Kollegen konnten zeigen, dass verschiedene
Zytostatika in mehreren Tumorzelllinien Seneszenz induzieren konnten. Zu diesen

gehoren unter anderem der DNA Polymerase Inhibitor Aphidicolin, der Topoisomerase-
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lI-Inhibitor Adriamycin, Etoposid und das zu DNA-Strang-Querverknipfungen fluhrende
Cisplatin, aber auch der Antimetabolit Cytarabin (57). Auch fir 5-FU konnte gezeigt
werden, dass es in Fibroblasten zu einem seneszenten Ph&notyp mit erhghten
Konzentrationen von B-Galactosidase fihrt (58).

Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Therapie-induzierte Seneszenz einen

neuen Angriffspunkt in der Krebstherapie darstellt.

1.3 Der Tumorsuppressor p53

1.3.1 p53 — Wéachter des Genoms

Das Produkt des Tumorsuppressorgens p53 wurde erstmals 1979 beschrieben und
wenige Jahre spater wurde auch das entsprechende Gen entdeckt. Das p53 Gen liegt
auf dem kurzen Arm des menschlichen Chromosoms 17 und besteht aus 11 Exons.
Sein Molekulargewicht betragt 53 kDa und ist damit namensgebend.

Das p53-Protein ist ein Tumorsuppressor und stellt eine der wichtigsten
Kontrollinstanzen fir das Zellwachstum und somit auch einen Schwerpunkt der
onkologischen Forschung dar. Der Tumorsuppressor p53 ist entscheidend an der
Kontrolle des Zellzyklus beteiligt und hilft die genetische Stabilitdt der Zelle aufrecht zu
erhalten (59). Die Bedeutung des Tumorsuppressor-Proteins p53 fur die genomische
Integritat der Zelle (,Wachter des Genoms®(59)) spiegelt sich in der Haufigkeit seiner
Inaktivierung in humanen Tumoren wider. In mehr als 50% der humanen Tumore ist
p53 von einer Mutation betroffen, und viele Tumore mit intaktem p53 Gen weisen
Veranderungen in Genen auf, deren Produkte mit p53 interagieren oder sich in
Signalwegen mit p53 befinden (60). Das p53-Protein spielt als Transkriptionsfaktor eine
zentrale Rolle bei der Expression von Genen, die an der Regulierung der Apoptose und
der DNA-Reparatur beteiligt sind. Unter normalen Bedingungen hat das p53 Protein
eine Halbwertszeit von ca. 20 Minuten (61) und liegt in sehr geringen Mengen im
Zellkern vor. Die geringe Halbwertszeit von p53 resultiert aus einer Rickkopplung, in
der p53 seinen negativen Regulator Mdm2 direkt transkriptionell aktiviert (62). Durch die
Bindung von Mdm2 an den N-Terminus von p53 wird die Bindungsstelle von
transkriptionellen Ko-Aktivatoren maskiert und gleichzeitig die Ubiquitinierung und damit
proteasomale Degradierung von p53 katalysiert (63). Die intrazellulare Konzentration

steigt bei Schaden der DNA stark an. Die Aktivierung des p53-Proteins erfolgt via
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Phosphorylierung durch verschiedene Enzyme. Dazu gehéren die ATM-Kinase (ataxia
telangiectasia mutated kinase) und ATR (ATM und RAD3 related), CHK1 und 2, welche
bei DNA-schadigenden Reizen (z.B. UV-Strahlung oder chemische Noxen) induziert
werden (64). Durch die Phosphorylierung verdndert das p53-Protein seinen
Konformationszustand, so dass das Mdm2 seine Bindung l6st und p53 in aktivierter
Form vorliegt (65). Das Tumorsuppressor-Protein ARF, welches durch onkogene
Stimuli wie Ras oder Myc aktiviert wird, bindet direkt an Mdmz2. Durch diese Interaktion
wird die Ubiquitin-Ligase Aktivitat von Mdm2 inhibiert und Mdm2 aus dem
Nukleoplasma in die Nukleoli verlagert, so dass ein Abbau von p53 durch Mdm2 nicht
mehr moglich ist (66). Neben der Halbwertszeit wird p53 aul3erdem transkriptionell und
translational kontrolliert, durch Veranderung seiner intrazellularen Lokalisation,
Redoxstatus der Zelle, Bindeproteine und posttranslationale Modifizierung (67). Als
Transkriptionsfaktor induziert das p53-Protein u.a. Gene, welche zu transientem
Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose fuhren kodnnen. Es besitzt damit die
Fahigkeit, den Zellzyklus zu unterbrechen und damit die Proliferation einer genomisch
suspekten oder entarteten Zelle zu verhindern. Der Zellzyklusarrest gibt der Zelle Zeit,
die DNA-Schéaden zu reparieren oder bei nicht korrigierbaren Fehlern des Genoms den
programmierten Zelltod oder Seneszenz einzuleiten. Der Zellzyklusarrest kann sowohl
am G1-, als auch am G2-Restriktionspunkt erfolgen. Die Relevanz von p53 als
Tumorsuppressor wird deutlich durch die Beobachtung, dass p53-defiziente Mause
innerhalb kirzester Zeit Tumoren entwickeln (68). Analog dazu kommt es bei Patienten
mit Li-Fraumeni-Syndrom auf dem Boden einer Keimbahnmutation von p53 zur
frihzeitigen Entstehung von verschiedenen Tumoren mit einer Inzidenz von tber 30%
im Alter von 20 Jahren (69). In den letzten Jahren wurde evident, dass p53 nicht nur
den Zellzyklus und Apoptose kontrolliert, sondern auch an Prozessen der Entwicklung
und des Alterns beteiligt ist (70).
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Abbildung 1.5 Das p53-Netzwerk: Der Tumorsuppressor p53 wird durch DNA-Schéden verschiedenster Art
und durch Onkogene aktiviert. p53 wird daraufhin durch bestimmte Signalmediatoren phosphoryliert oder
sein Abbau durch Inhibition von Mdm2 verhindert. Beide Vorgange verlangern die Halbwertzeit von p53,
indem sie seine Ubiquitylierung und konsekutiven proteosomalen Abbau verhindern. Damit verlangert sich
die Halbwertzeit von Minuten auf Stunden. Aktives p53 oligomerisiert zu Tetrameren. In dieser Form wirkt es
als Transkriptionsfaktor an p53-responsiven Elementen und flihrt zur Expression seiner Zielgene, die u.a. in
DNA- Reparatur, Apoptose, Seneszenz oder Zellzyklusarrest involviert sind. Darliber hinaus hat p53 noch
viele weitere Effektorfunktionen, wie die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat, Einfluss auf den
Zellmetabolismus und das endosomale Kompartiment.

1.3.2 Die Rolle von p53in Seneszenz

Wie bereits erwadhnt, kann zellulare Seneszenz Uber den p53-p21 und pl6-Rb-Pfad
vermittelt werden. Diese beiden Signalwege werden durch verschiedene Stimuli
aktiviert und sind in ihrer Antwort abh&ngig vom Zelltyp. Zwischen beiden Signalwegen
gibt es betrachtliche Schnittstellen. So aktivieren verschiedene Signale ARF, welches
wiederum MDM2 inhibiert und somit p53 stabilisiert. p53 induziert p21°**, welches tber
Inhibierung von Cyclin-abhangigen-Kinasen zum Zellzyklusarrest fuhrt (71). p21lcipl
inhibiert CDKs ,upstream® des Tumorsuppressors Rb, wodurch Rb in seiner
hypophosphorylierten Form vorliegt und E2F hemmt. Die Deregulation von E2F kann
wiederum ARF aktivieren und zur Stabilisierung von aktivem p53 fuhren (72). Diese

Redundanz unterstreicht die Relevanz von Seneszenz als Tumorsuppressormecha-
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nismus und hebt die Komplexitat des Wechselspiels der verschiedenen Stimuli in
verschiedenen Kontexten hervor.

Bis heute ist es nicht geklart, wie p53 oder pl6-Rb Seneszenz induzieren und
aufrechterhalten. Beide kénnen auch einen transienten Arrest auslésen, so dass sich
die Frage ergibt, welche Signale flr einen transienten oder einen permanenten,
seneszenten Zellzyklus-Arrest verantwortlich sind. Dies héangt eventuell davon ab, ob
das Seneszenz-Signal aufrechterhalten wird oder sekundare Events die Zelle im
Arrestzustand halten. Hier seien beispielsweise die oben erwahnten SAHFs und
Heterochromatinremodeling genannt (73).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass einige der von p53 ausgefuhrten Funktionen nicht
zell-autonom stattfinden, wobei besonders die Vielzahl von sekretorischen Faktoren zu
nennen ist, die p53-abhéngig induziert werden (23,73,74). Dazu gehtéren ECM-
degradierende Proteine, Interleukine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und ECM-
Faktoren (siehe 1.1.3). p53 ist fur diesen SASP sowohl direkt als Transkriptionsfaktor
einiger diese Faktoren als auch indirekt als Induktor fir weitere Signalkaskaden
entscheidend. Der Einfluss von p53 auf den SASP scheint essentiell fiir seine Rolle als
Tumorsuppressor zu sein. So zeigten Xue und Kollegen, dass die Reaktivierung von
endogenem p53 in einem Leberkarzinommodell zur Regression der Tumoren flhrte.
Bemerkenswerterweise war der Haupteffekt die Induktion von Seneszenz, die mit der
Sekretion von SASP Faktoren einherging und zur konsekutiven Attraktion von
Immunzellen und Elimination der Tumorzellen fuhrte (75).

Lowe und Kollegen identifizierten zudem den nuclear factor-kB (NF-kB) als
entscheidenden Regulator des SASP, welcher mehr Gene reguliert als Rb und p53
gemeinsam. In seneszenten Fibroblasten zeigten sie, dass p53 und NF-kB dabei
kooperieren und erst der kombinierte knock down beider Gene einen Seneszenz-
Bypass ermoglicht. In murinen Lymphomen konnte auf3erdem Seneszenz-Induktion
durch Inhibition von NF-kB verhindert werden (76). Diese Daten unterstiitzen die
Relevanz von p53 induzierter Seneszenz als akute Antwort in der Tumortherapie,
erlauben aber auch Spekulationen Uber den Zusammenhang von Verlust/Mutationen
von p53 und Immune-Escape Mechanismen wéahrend der Tumorgenese. Neben seiner
Funktion als Tumorsuppressor wurde p53-abhangige Seneszenz auch als
entscheidender Mechanismus bei einer Reihe weiterer Pathologien beschrieben. Dazu

gehort die Verhinderung der Leberfibrose und die Entstehung von Arthrose (77,78).
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1.3.3 p53-abhangige Expression von p53-Zielgenen

Als Antwort auf zahlreiche =zellulare Stresssignale wird p53 sowohl durch
Proteinstabilisation, als auch durch posttranslationale Modifikationen aktiviert (79). p53
Tetramere binden sequenzspezifisch an p53 Response Elements. Uber die zentrale
DNA-Bindungsdoméne bindet p53 an DNA der palindromischen und degenerierten
Konsensus-Sequenz 5-RRRCWWGYYY-3(R=A/G, W=A/T, Y=CI/T) (70).
Untersuchungen mittels Chromatin-Immunoprazipitation (ChIP) mit Sequenzierung der
prazipitierten DNA Abschnitte (ChIP-Seq) zeigten, dass p53 an rund 500 Response-
Elemente im humanen Genom bindet, wahrend Hochrechnungen von Analysen mittels
ChIP gekoppelt an Microarray (ChlP-on-chip) auf bis zu 4000 Response-Elemente
kamen (80,81). Diese Konsensus-Sequenzen werden typischerweise in den
Promotoren oder im ersten Intron der p53-Zielgene gefunden. Wenn p53 an die DNA
gebunden hat, fuhrt es zur Transkription zahlreicher proteinkodierender und nicht-
proteinkodierender Gene (z.B. microRNAS), aber auch zur Repression von Genen.
Auch die Chromatin- Konfiguration ist ein weiterer Modifikator der p53-Zielgen-
Aktivierung (82,83). Durch diese Mechanismen kann p53 seine unterschiedlichen
Funktionen ausiben (84).

Welcher seiner méglichen Effektorfunktionen p53 in einer Zelle auslost, hangt ab vom
Zelltyp, der Art des Stressors und vom Milieu in dem sich die Zelle befindet. Falls der
zellulare Schaden nicht zu stark ausgepragt ist, kommt es zu einem transienten
Zellzyklusarrest und Reparatur der DNA. Ist der Schaden starker, so wird das
Apoptose- oder Seneszenz-Programm angeschaltet. Bax, Noxa, Fas und Puma
beispielsweise sind p53-Zielgene, die fur die Apoptose essentiell sind (85). In anderen
Konstellationen wird jedoch Seneszenz ausgelost, die mit der Transkription von u.a.
p21, PAI und PIG3 einhergeht (86).

Neben seinen zahlreichen antiproliferativen Wirkungen hat p53 auch entscheidenden
Einfluss auf den Metabolismus einer Zelle. Vousden und Kollegen berichten auch tber
einen ,Anti-Warburg“ Effekt, welcher einen fundamentalen Bestandteil der malignen
Transformation antagonisiert (87). Der Warburg-Effekt beschreibt, dass Tumorzellen
ihre Energie im Wesentlichen durch nicht-oxidativen Glukosestoffwechsel, d.h. durch
Fermentation aufrechterhalten. Uber die Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase
(AMPKa) hat p53 einen inhibierenden Einfluss auf das mammalian target of rapamycin

(mTOR), ein zentraler Regulator der Proteinsynthese. Auf diese Art und Weise reguliert
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p53 auch metabolisch das Zellwachstum (88). Eine weitere mdgliche Antwort des
Tumorsuppressors p53 auf metabolischen Stress ist die Regulation von Autophagie.
Die Autophagie ist ein evolutiondr hochkonservierter lysosomaler Degradationsprozess
zum Abbau alterierter zellularer Bestandteile (wie fehlerhafter Proteine und
geschadigter Organellen) oder zum Substrat-Recycling durch Degradation von
Makromolekilen. p53 induziert Autophagie u.a. durch Expression von DRAM (damage-
regulated autophagy modulator) (89) und durch Inhibition von mTOR.

Wie bereits erwahnt erstreckt sich die Wirkung von p53 Uber die Zellgrenze hinweg.
Durch Expression von Genen wie Thrombospondinl (TSP1) und Kollagen-prolyl-4-
hydroxylase [a(ll)PH] wird die Angiogenese inhibiert und leukemia inhibitory factor (LIF)

spielt eine Rolle bei der Implantation von Embryonen (90,91).
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Abbildung 1.6: p53 Signalwege der Tumorsuppression. Uber die Induktion seiner Zielgene reguliert p53
Zelltod und —uberleben, Autophagie und ROS-Level, es beeinflusst das Immunsystem und die extrazellulare
Matrix. Der Haupteffekt der zahlreichen p53-Funktion liegt in der Tumorsuppression. II-6, Interleukin 6; MCP1,
monocyte chemotactic protein 1; MMP9, Matrixmetalloproteinase 9; TIGAR, TP53-inducible glycolysis and
apoptosis regulator; AMPK, AMP-aktivierte Proteinkinase; DRAM, damage-regulated autophagy modulator;
PUMA, p53 upregulated modulator of apoptosis; Noxa, PMAIP1, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced
protein 1; p21, CDK-Inhibitor 1; PAI1, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor; mTOR, mammalian target of
Rapamycin; EZM, Extrazellularmatrix.
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1.4 p53 und Myc in der Lymphomogenese

1.4.1 Defekte des p53-Gens in der Lymphomogenese

In humanen B-Zell-Neoplasien ist p53 haufig mutiert oder funktionell dysreguliert. Es
wurde gezeigt, dass Mutationen im p53-Gen mit einer Frequenz von ungefahr 12,5% in
Lymphomen auftreten (92). Bestimmte Entitaten, wie das Burkitt Lymphom, zeigen
hohere Frequenzen bis zu 41%. Bei der chronisch lymphatischen Leuk&mie ist die
Mutation von p53 oder ein Verlust des Gens mit einer besonders schlechten Prognose
assoziiert (93). Schmitt und Kollegen zeigten am Ep-myc-Mausmodell (siehe 2.2.1.1),
dass Myc-getriebene Lymphome, die durch Verpaarung heterozygot fur p53 sind
(p53+/-), nahezu ausnahmslos gegen das verbleibende p53-Allel selektiert wurden
(p53null). Diese Lymphome zeigen Defekte in Apoptose und Seneszenz und wuchsen
aggressiver als myc-getriebene Lymphome ohne definierte p53-Lasion (94).

Bei der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) gilt der Verlust von p53 als
Risikofaktor. Bei der fortgeschrittenen CLL kommt es zur 17p-Deletion, durch die das
p53 in CLL-Zellen fehlt. Dies fuhrt in der Regel zu einem raschen Fortschreiten der CLL
bzw. zu einem oft nur kurzzeitig anhaltenden Ansprechen auf die Standardbehandlung.
Burkitt Lymphome, die durch Chromosomentranslokationen eine pathognomonische
Myc-Aktivierung aufweisen, sind in etwa 30-60% mit p53 Mutationen assoziiert (95).
Ahnlich haufig sind diese Mutationen in der L3-ALL zu finden, von der angenommen
wird, dass sie einem leuk&amisch verlaufenden Burkitt Lymphom entspricht. Auch die
chronische myeloische Leukdmie (CML) zeigt im akzelerierten Stadium und der

Blastenkrise haufig Mutationen des p53-Gens (96).

1.4.2 c-Myc Uberexpression in Lymphomen

Das Proto-Onkogen c-myc kodiert fur ein nukledres Phosphoprotein, das als
Transkriptionsfaktor Zellzyklus, Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose in
Vertebratenzellen beeinflusst. In ruhenden, differenzierten Zellen ist die c-myc-
Expression fast nicht detektierbar. Nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren wird c-myc
jedoch aktiviert und bewirkt die Transkription pro-proliferativer Gene (97). Eine
fehlerhafte Regulation des Gens flhrt zu einer konstitutiven, hohen Expression des c-
myc-Gens und somit zu seiner standigen Aktivitat. Infolge der Fehlregulation des Gens
kommt es zur Entstehung verschiedener Krebsarten. Somit wird aus dem Proto-

Onkogen c-myc ein Onkogen. Eine mutierte, permanent exprimierte Version von myc
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wird in vielen Krebszellen gefunden. Typisch fur das Burkitt-Lymphom sind genetische
Veranderungen, die das myc-Gen auf Chromosom 8 betreffen. Allerdings finden sich
diese auch bei anderen malignen Lymphomen, insbesondere beim diffusen
gro3zelligen B-NHL (DLBCL). Zytogenetisch findet man in der Mehrheit der Falle
folgende Chromosomentranslokationen: t(8;14), t(8;22) und t(2;8). Allen 3
Translokationen ist gemeinsam, dass dabei das myc-Gen in die Nahe von
Immunglobulin (1G)-Genen gelangt, und zwar in den Bereich der Immunglobulin-
Schwerkette auf Chromosom 14 oder der Leichtketten kappa auf Chromosom 2 oder
lambda auf Chromosom 22 (98). Die Expression des myc-Gens wird im Falle einer
Translokation nicht mehr von dessen normalen DNA-Kontrollsequenzen auf
Chromosom 8 sondern von den DNA-Kontrollsequenzen der Immunglobulin-Leicht-
bzw. -Schwerketten gesteuert. Da die Leicht- und Schwerketten von Immunglobulinen
in B-Zellen im Rahmen der Antikdrperproduktion quasi standig abgelesen und
exprimiert werden, geschieht dies fur das Myc-Gen und Myc-Protein ebenfalls (99).
Dadurch kommt es zur Uberexpression von Myc-Protein und zu einer fehlregulierten
Zellteilung. Die Dysregulation des myc-Gens ist allein nicht ausreichend fur die maligne
Transformation, da eine alleinige Uberexpression von Myc neben der Zunahme der
Proliferationsrate vor allem auch zu einer Zunahme von Myc-abhangigen Apoptose-
Mechanismen fihrt (100). Um die Situation beim Burkitt-Lymphom in einem transgenen
Mausmodell zu simulieren, wurde ein Konstrukt aus dem myc-Gen und dem
Schwerkettenenhancer in die Keimbahn der Maus uberfihrt. Die Tiere entwickeln zwar
Tumoren der B-Lymphozyten, nicht aber einen dem Burkitt-Lymphom vergleichbaren
malignen Phanotyp (101). Ein aktiviertes myc-Gen reicht somit fir eine volle maligne
Transformation nicht aus. Erst durch zusatzliche Transfektion mit einem zweiten
Onkogen, z.B. einem aktivierten Ras-Gen, wird in den Tieren eine schnelle maligne
Transformation der B-Lymphozyten erreicht. Im Gegensatz zum Burkitt Lymphom,
welches durch Translokation so gut wie immer mit einer Uberexpression von Myc
assoziiert ist, findet man bei dem genetisch heterogenen DLBCL nur in 5-10% der Falle
eine myc-Translokation, welche dann aber mit einem hohen Risiko und schlechtem
Ansprechen auf Therapie kombiniert ist (102).

1.4.3 Myc-induzierte ,failsafe“ Mechanismen

Uberexpression von Myc aktiviert den ARF-Mdm2-p53 Tumorsuppressor-Signalweg

(35). Im Gegensatz zu aktiviertem Ras l0st c-Myc jedoch durch p53-Aktivierung
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hauptséachlich Apoptose aus (103). p19ARF, das Produkt des alternativen Leserahmens
des INK4a-ARF-Locus der Maus, stabilisiert p53 durch die Bindung an Mdm2 und die
Antagonisierung dessen Funktion (31). Umgekehrt sind MEFs mit fehlender ARF- oder
p53-Funktion resistent gegenuber Myc-induzierter Apoptose. MEFs, die Myc
Uberexprimieren und Uberleben, weisen in der Regel entweder p53-Mutation, oder
seltener, einen biallelischen ARF-Verlust auf (104). Unter bestimmten Bedingungen
kann myc jedoch auch Seneszenz induzieren. So zeigten Grandori und Kollegen, dass
die Uberexpression von Myc in WRN- (Werner-Syndrome-Gen) defizienten Fibroblasten
Seneszenz induziert, welche auch nicht durch die Uberexpression von hTERT
antagonisiert werden konnte (105). Auch die akute Wiederanschaltung von p53 in
Apoptose-geschitzten Lymphomzellen dekuvrierte das pro-seneszente Potential von
Myc, wie von unserer Arbeitsgruppe im Ep-myc-Maus-Lymphom-Modell in vitro und in
vivo demonstriert (106).

1.5 Der PI3BK = AKT —mTOR - Signalweg
Die Proteinkinasen B (PKBa/Bly) (Gene: AKT1, AKT2, AKT3), sind drei Enzyme, die

eine Phosphatgruppe auf andere Proteine Ubertragen (Proteinkinasen). PKBs sind
Proto-Onkogene und in Tumorzellen haufig Uberaktiv. Alle drei AKT-Gene kodieren flr
in ihrer Peptid-Sequenz hochgradig homologe Proteinkinase Isoformen AKT1/PKBa,
AKT2/PKBB und AKT3/PKBy. Sie besitzen eine N-terminale ,Pleckstrin-
Homologie“ (PH) Domane, eine zentrale Kinase-Doméane, und eine C-terminale
hydrophobe Doméane mit regulatorischer Funktion. “Upstream“ von AKT wird die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch extrazellulare Signale oder z.B. durch Ras
aktiviert und durch das als Tumorsuppressor haufig deletierte PTEN-Genprodukt
negativ reguliert. Durch die Generierung des sekundéren Botenstoffes PIP3; aus
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  (PIP;) wird der sogenannten PI3K/AKT-
Signalweg initilert. AKT kann mit der PH-Domane an PIP3 binden und dadurch an die
Zellmembran rekrutiert werden. Phlda3 verhindert diese Bindung. An der Zellmembran
wird AKT von der Phosphoinositid-dependent Kinase-1 (PDK1) und einer weiteren
Kinase an ihren Aminosauren Serin(473) und Threonin(308) phosphoryliert und dadurch
aktiviert. Aktiviertes AKT kann daraufhin diverse Substrate, unter anderem FOXOs und
TSC2, phosphorylieren und dadurch aktivieren oder inhibieren. Die aktivierte
Proteinkinase B (AKT) phosphoryliert und hemmt den Tuberous Sclerosis Complex
(TSC) und hebt damit dessen hemmenden Einfluss auf mTOR auf. TSC besteht aus

31


http://de.wikipedia.org/wiki/Gen
http://de.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://de.wikipedia.org/wiki/Phosphat
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Proteinkinase
http://de.wikipedia.org/wiki/Peptid
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleckstrin-Homologie&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Pleckstrin-Homologie&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositid-3-Kinase
http://de.wikipedia.org/wiki/Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellmembran
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphoinositide-dependent_Kinase-1&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Serin
http://de.wikipedia.org/wiki/Threonin
http://de.wikipedia.org/wiki/Tuber%C3%B6se_Sklerose
http://de.wikipedia.org/wiki/Tuber%C3%B6se_Sklerose

Einleitung

zwei Proteinen, TSC1 (Hamartin) und TSC2 (Tuberin). TSC2 ist ein GTPase-
aktivierendes Protein (GAP), welches die mit Ras verwandte kleine GTPase Rheb (Ras-
homolog-enriched-in-brain) durch Hydrolyse von GTP zu GDP inaktiviert, die wiederum
mTOR aktiviert (107). mTOR ist eine Kinase, die fiir das Uberleben, Wachstum,
Proliferation und Motilitdt von Zellen entscheidend ist. Man kann zwei verschiedene
MTOR Komplexe unterscheiden, mTORC1 und -2. Der mTORC1-Komplex besteht aus
Raptor, PRAS40 und mLST8 und kontrolliert Zellwachstum und Proteinsynthese (107).
Eine Aktivierung von mTORCL1 fuhrt zur Phosphorylierung von zwei Schlisselproteinen,
welche die Translation von Proteinen regulieren: 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E
(elF-4E) binding protein-1) und S6K1 (Protein S6 Kinase 1). mTORC2 (auch PDK2)
hingegen setzt sich zusammen aus mTOR, Rictor, Sinl, PROTOR und mLST8 und
kontrolliert das Aktin-Zytoskelett und Zellspreading (108). Nur mTORC1, nicht aber
MTORC2 reagiert akut auf Rapamycin. Rapamycin inhibiert rasch mTORC1 durch
Komplexierung mit FKBP12, kann aber eventuell nach langerer Zeit auch mTORC2
hemmen und damit die Phosphorylierung von AKT verhindern (109). mTORC1 wird
aktiviert durch den Insulin/IGF1-PI3K-AKT-Singnalweg, den WNT-GSK3-Signalweg und
die ERK-RSK-Kaskade. Inhibiert wird der Komplex durch unginstige metabolische
Bedingungen und ein schadliches Milieu, also Nahrstoffmangel, Hypoxie und DNA-
Schaden, unter anderem via p53 (110-112). Die kontroverse Rolle des AKT-
Signalweges in der Induktion von Seneszenz wurde ausfuhrlich in 1.1.4 diskutiert.
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Abbildung 1.7 Darstellung des PI3K — AKT — mTOR - Signalwegs. Zur Dysregulation des PISK/AKT/mTOR-
Signalweges kommt es durch exogene oder endogene Aktivierung. Exogene Faktoren umfassen die
Aktivierung durch Ras, meist in gastrointestinalen Tumoren, wahrend Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivierung in
einer breiten Palette von hamatologischen und soliden Tumoren berichtet wurde. Zu den endogenen
Faktoren gehdren entweder die Kinase Aktivierung durch Gen-Mutation/Amplifikation oder der Verlust der
PTEN-Funktion. elF4E, eukaryotic initiation factor 4E; 4E-BP1, elF4E-binding protein 1; FOXO, Forkhead-Box-
Protein; mTOR, mammalian target of rapamycin; PDK1, Phosphoinositide-dependent Kinase-1; PHLDA3,
pleckstrin homology like domain family A member 3; PIP, Phosphatidylinositol-bisphosphate; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase; PTEN, phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10; RHEB,
Ras homologue enriched in brain; S6K1, Ribosomal protein S6 kinase beta-1; TSC, tuberous sclerosis (nach
(113) und (114).

1.6 Ziel dieser Arbeit

Signale, die das Fortschreiten des Zellzyklus auslésen, wie die Aktivierung von Myc und
Ras, induzieren auch ,Tumorfailsafe“-Programme, wie Apoptose und Seneszenz. Die
maligne Transformation spiegelt also ein verlorenes Gleichgewicht zwischen aktivierten
onkogenen Faktoren und eingeschrankten/defekten zellularen Failsafe-Mal3nahmen
wider. Ist eine Zelle bereits transformiert, so kénnen u.a durch DNA-Schaden wie
Bestrahlung oder  Chemotherapie  immer noch  zellulare  Arrest- und
Apoptoseprogramme ausgelost werden. p53 ist dabei einer der wichtigsten Mediatoren
der zellularen Wachstumskontrolle, in dem es die Progression an mehreren Zellzyklus
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Checkpunkten kontrolliert und die Arrestprogramme Apoptose und Seneszenz auslosen
kann.

Die Zahl bekannter p53 induzierbarer Gene ist in den letzten Jahren stark gewachsen,
viele von ihnen sind jedoch noch wenig untersucht und ihre funktionelle Bedeutung ist
damit unklar. Auch ist bisher nicht verstanden, wie p53 als Antwort auf verschiedene
zellulare  Schaden und unterschiedliche ,upstream® Signale differerentielle
Effektorprogramme — also Arrest, Seneszenz oder Apoptose — koordiniert. Da p53
komplex Uber Protein-Level, subzellulare Lokalisation, Phosphorylierung, Azetylierung
und weitere posttranslationale Modifikationen reguliert wird, kdnnte die Steuerung
dieser GroRRen zur Aktivierung verschiedener transkriptioneller Ziele fuhren. Es sind
zahlreiche Gene als pro-apoptotisch beschrieben worden, u.a. Noxa, Puma, Perp und
Bax, wahrend wesentlich weniger p53 Effektoren mit Zellzyklus arretierender Funktion
bekannt sind. Dazu gehdren p21 als G1- und 14-3-3-c als G2/M-Arrest Vermittler
(115,116). Die molekularen Mechanismen, welche zwischen temporarem und Langzeit-
Zellzyklus-Arrest unterscheiden sind ebenso wenig verstanden wie die Differenzierung
zwischen Apoptose und Seneszenz.

In dieser Arbeit soll in Lymphomzellen unterschiedlichen genetischen Ursprungs mittels
Therapie-induzierter Seneszenz die Induktion von p53-Zielgenen und ihre Rolle in der

Etablierung und Aufrechterhaltung zellularer Seneszenz untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate und Software

Tabelle 2.1: verwendete Gerate

Material und Methoden

Gerat

Hersteller, Modell

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Gelananalyse
Chemilumineszenz Detektor
Digitalkamera

FACS-Gerat

Inkubator

Lichtmikroskop
Mikrozentrifuge

Netzteil fur die Elektrophorese
PCR-Maschine

Pipetten

Real-Time PCR System
SDS-Gelelektrophoresekammer
Sterilbank

Thermomixer

Tischzentrifuge

Vortexer

Zentrifuge

Peqglab

Gene Flash Syngene Bio Imaging
Fujifilm LAS-4000

Diagnostic Instruments SPOT RT
Becton Dickinson FACSCalibur
Binder

Kriiss MBL 3100

Roth

Consort 300V-500mA E835
Eppendorf Mastercycler
Eppendorf Research

Applied Biosystems StepOne Plus
C.B.S. Scientific

Heraeus HERAsafe

Eppendorf Thermomixer comfort 1,5ml

Eppendorf Centrifuge 5415D
Scientific Industries Vortex-Genie 2

Heraeus Megafuge 1.0R
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Tabelle 2.2: Software

Material und Methoden

Anwendung

Software

Klonierung

Becton Dickinson FACSCalibur
Fujifilm LAS-4000
Fotomikroskop

Bildbearbeitung

APE-Plasmid

Cell Quest Pro
ImageReader LAS-4000
EVOSxI Core, Peglab
IrfanView 4.20

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
30ml Luer-Lok Spritzen BD Plastipak
Deckglaser, rund Roth
FACS-ROhrchen BD Falcon
Immobilon P Transfer Membran Millipore
Multiguard Barrier Tips Sorenson

Parafilm

Pipettenspitzen

Polypropylen Rundbodenrdhrchen
Rotilabo Spritzenfilter, steril (45um,
PVDF)

Serologische Pipetten

SuperFrost Plus Objekttrager
Zellkulturschalen

Zentrifugenroéhrchen

Pechiney Plastic Packaging
Sarstedt

BD Falcon

Roth

TPP / Falcon

R. Langenbrinck
TPP / Falcon
BD Falcon

2.1.3 Allgemeine Substanzen, Lésungen und Puffer

Tabelle 2.4: Chemikalien — Trockensubstanzen und Losungen

Chemikalie

Hersteller

1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)-Octan (DABCO) Sigma

1kb-Marker

New England BioLabs
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2-Propanol
4-Hydroxytamoxifen
Acrylamid

Adriamycin

Agar-Agar

Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Aprotinin
Bromphenolblau

BSA 100x (10mg/ml)
CaClz x 2120

Chloroform
Cyclophosphamid
Chloroquin
DEPC-Wasser

Dextrose

Dithiothreitol (DTT)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1x
(DMEM) mit 4,5¢/l Glucose, L-Glutamin
und Pyruvat

EDTA

Ethanol, 70% vergallt
Ethanol, 96%
Ethidiumbromid

FBS

Glutardialdehyd

Glycerol

Glycin

HCI (37%)

HEPES

Material und Methoden

Merck

Sigma

Roth

Apotheke Charité, CVK
Roth

Serva

Roth

Roth

Roth

Sigma

Eurobio

New England BioLabs
Roth

Roth

Sigma

Sigma

Roth

Sigma

Invitrogen

Sigma

GIBCO
Roth

Roth

J.T. Baker
Sigma / Roth
GIBCO
Roth

Roth
Serva
Roth
Roche
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IMDM

Ks[Fe(CN)g] (Kaliumferricyanid)
K4[Fe(CN)g] x 3H,0 (Kaliumferrocyanid)
Kaliumacetat

KCI

L-Glutamin (200mM)

Metformin

Methanol

MgCl, x 6H,0

Milchpulver

Na,B,O7 (Natriumborat)
Na,HPO,4 x 2H,0O

NacCl

NaOH

Na-Orthovanadat

Natriumazid

Nonidet P-40

Page Ruler Plus Prestained Protein
Ladder

Paraformaldehyd

pBR 328 Mix | DNA-Marker

PBS

Penicillin/Streptomycin (10000U/ml)
Ponceau S

Polybren (Hexadimethrin-Bromid)
Polyvinylalkohol 4-88 (Mowiol)
Propidiumiodid

Puffer fir die Restriktionsenzyme
Puromycin

Rapamycin

RNaseA

Rnasin Ribonuclease Inhibitor
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

Material und Methoden

GIBCO
Sigma
Sigma

Roth

Merck
Biochrom AG
Sigma

J.T. Baker
Roth

Roth

Sigma
Merck
Merck / Roth
Roth

Sigma

Roth

Fluka

Fermentas
Sigma

Roth

Biochrom AG
Biochrom AG
Roth

Aldrich

Sigma

Fluka

New England BioLabs
Invivogen

LC Laboratories
AppliChem
Promega

Roth
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Roti-Quant Bradford-Reagenz
SDS

Triciribine

Tris

Triton X-100

TRIzol

Trypan Blue Solution

Trypsin (2,5% w/v in PBS)
Tween 20

X-Gal

B-Mercaptoethanol

Material und Methoden

Roth

Roth
Selleckchem
Merck

Merck
Invitrogen
Sigma
Biochrom AG
Roth

Roth

Roth

Tabelle 2.5: Verwendete Puffer und deren Bestandteile

Puffer

Zusammensetzung

PBS

2x HBS (HEPES buffered saline)

pH 7,05

Dulbecco instamed 9,55 g/l
280mM NacCl (1,6q9)

10mM KCI (0,074q9)

1,5mM Na,HPO, x 2H,0 (0,0213g)
12mM Dextrose (0,29)

50mM HEPES (1g)

dH,O (100ml), pH 7,05 mit 0,5 NaOH

DNA-/RNA Verarbeitung

DNA-Lysepuffer

50x TAE

100mM Tris-HCL pH 8,5
5mM EDTA

0,2% SDS

200mM NacCl

242 Tris Base

57,1ml Acetic acid

100ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
auf 11 mit H,O auffillen
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DNA Ladepuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylen Cyanol
30% Glycerol
in dH,O

Westernblotting

10x TBS 24,239 Tris HCL
80,06g NaCl
800ml H,0, pH 7,6
Proteinlysepuffer 5M NacCl
1M Tris-HCI pH 7,5
0,5MEDTA
NP-40 0,5%
Zu 1ml jeweils frisch dazu geben :
1pl Aprotinin
2 ul Leupeptin
2uDTT
5 ul Na-Orthovanadat
Trenngelpuffer H.0O
30% Acrylamidmix
1,5M Tris (pH8,8)
10% SDS
10% Ammonium Persulfat
TEMED
Sammelgelpuffer H,O
30% Acrylamidmix
1,0 M Tris (pH 6,8)
20% SDS
10% Ammonium Persulfat
TEMED
Laemmli Ladepuffer 2% SDS
50mM Tris-HCI pH 6,8
0,2 mg/ml Bromphenolblau
0,1M DTT, 10% Glycerol in dH,0O
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Stripping Puffer

SDS-Laufpuffer (10x)

Semi-Dry-Blotpuffer (1x)

Blockpuffer

Material und Methoden

H.0, 40,5 ml

GlycinpH 2,5, 7,5 ml

10% SDS, 2ml

60,57 Tris Base

288,279 Glycin

5ml 20% SDS auf 1 Liter
60,57 Tris Base

288,279 Glycin

200 ml Methanol auf 1 Liter
5% Milchpulver in PBS

Farben und Fixieren

Mowiol Mounting Medium

2NHCL/0,5% Triton

0,1M NaB407

Inkubationspuffer fur BrdU-Antikdrper-
farbung

PBS/MgCl,

SA-B-Gal-Fixierldsung

20x Kaliumcyanidlésung

40x X-Gal

Polyvinylalkohol 4-88 (Mowiol)
1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)-Octan (DABCO),
DAPI

0,2M Tris-HCI pH 8,5

Glycerol

83,33ml konz. HCI (37%),

2,5 ml Triton X-100

ad 500ml dH,0

19,07g Na,B,0-

ad 500ml dH,0

pH mit HCI auf 8,5 einstellen

0,5% Tween 20

1% BSA in PBS

PBS mit 1mM MgCl,, pH 5,5 (rodent cells)
Paraformaldehyd 2%

Glutardialdehyd 0,25%

PBS

820mg K3Fe(CN)g

1,050mg K4Fe(CN)g x 3H,0

in 25ml PBS

40mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-
Galactosid (X-Gal)
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SA-B-Gal-Inkubationslésung

Material und Methoden

in 1ml N,N-Dimethylformamid
Far 10ml:

9,3ml PBS/MgCl; (pH 5,5)
0,5ml 20x Kaliumcyanidlésung
0,25ml 40x X-Gal

Arbeiten mit Bakterien

Mini Prep Losung 1
Mini Prep L6sung 2
Mini Prep Losung 3

Entspricht P1 Puffer (Quiagen Maxi Prep)
Entspricht P2 Puffer (Quiagen Maxi Prep)
Entspricht P3 Puffer (Quiagen Maxi Prep)

Tabelle 2.6: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

TagMan Mastermix
Maxi Prep Kit
QIAquick Gel Extraxtion Kit

Click-iT® AHA Alexa Flour 488 Protein
Synthesis HCS Assay

Applied Biosystems
Qiagen
Qiagen

Invitrogen

2.1.4 Medien

Tabelle 2.7: Zellkulturmedien

Medium Hersteller Zusétze
DMEM Gibco 10% FBS
1% Penicillin/Streptomycin
IMDM Gibco
B-Zell-Medium Gibco 1:1 DMEM + IMDM

10% FBS

2% -L-Glutamin

0,0087% B-Mercaptoethanol
1% Penicillin/Streptomycin
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Medium zur Gibco 50% FBS
Kryokonservierung 40% B-Zell-Medium
10% DMSO

Tabelle 2.8: Medien fir die Bakterienkultivierung

Medium Zuséatze

LB-Medium 10g/I Trypton
5g/l Hefe
10g/I NaCl in H20
LB-Amp-Medium LB-Medium
100pg/ml Ampicillin
LB-Amp-Agar 10 g/l Trypton
5g/l Hefe
10g/I NaCl
15¢g/lI Agar Agar in H20
nach dem Autoklavieren auf 50°C gekuhlt

und 100ug/ml Ampicillin

2.1.5 Vektoren

Tabelle 2.9 Vektoren/Plasmide

Name Beschreibung

MSCV-bcl2-

GEP Murine bcl2 cDNA im retroviralen Vektor pMSCV-2.2-IRES-GFP

Vector System zur Expression von Short Interfering RNA, Oligo
pSUPER.retro )
Engine
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2.1.6 Antikorper

Tabelle 2.10: Verwendete Primarantikorper fir Western Blots und Facs

Targetprotein Klonalitat Hersteller Spezies  Verdinnung
Anti-
bromodeoxyuridine, )

monoklonal Invitrogen Mouse Facs 1:15
mouse IgG; Alexa
Fluor 488 conjugate
Histone H3 (tri- .

polyklonal abcam 8898 Rabbit WB 1:5000
methyl K9)
p21 (C-19) polyklonal WB 1:500

) Leica _
p53-Protein (CM5)  polyklonal ) Rabbit WB 1:1000
Microsystems

Phospho-p53 (Ser Cell Signaling _

polyklonal Rabbit WB 1:1000
15) Technology
Puma Polyklonal Abcam Rabbit WB 1:1000
Phospho-AMPKa ) _ _

Monoklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(Thrl72)
AMPKa Polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
phospho-AKT ) _ _

polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(S473)
AKT polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
phospho-Foxo3 ) _ _

Polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(S253)
Foxo3a Polyklonal Abcam Rabbit WB 1:1000
Phospho-Rb ) _ _

Polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(Ser780)
phospho-
p70S6Kinase Monoklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(Thr389)
p70S6Kinase Monoklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
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phospho-S6
Ribosomal Protein  monoklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
(Ser240/244)
S6 Monoklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
Phospho 4E-BP1 _ _ _

Polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB1:1000
(S65)
4E-BP1 Polyklonal Cell Signaling  Rabbit WB 1:1000
LC3 Monoclonal Nano Tools Mouse WB 1:1000
ER-alpha Polyklonal Santa Cruz Rabbit WB 1:1000
Tubulin Monoklonal Sigma Mouse WB 1:2000
Tabelle 2.11: Verwendete Sekundarantikdrper fir Western Blots/Facs
Reaktivitat Spezies Konjugat Hersteller Verdinnung
Anti-mouse IgG Schaf HRP GE Healthcare 1:2000
Anti-rabbit 19G Schaf HRP GE Healthcare 1:1000
2.1.5 Enzyme
Tabelle 2.12: Verwendete Enzyme
Enzym Aktivitat Hersteller
EcoR1 20.000 U/ml New England BioLabs
Bgl2 10.000 U/ml New England BioLabs
HindllI 20.000 U/ml New England BiolLabs
Balll 10.000 U/mi New England BioLabs
Proteinase K 50-100 pg/ml Merck
RNAse A 90 U/mg Roth
SuperScript Il Reverse '

200 U/ul Invitrogen

Transkriptase
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T4 DNA Ligase

DNA Polymerase

400.000 U/ml

Material und Methoden

New England BioLabs

Applied Biosystems

2.1.6 TaqMan®-Sonden

Tabelle 2.13: Verwendete Taq Man® Sonden

Ziel-Gen

Applied Biosystems Assetion number

14-3-3sigma
Abc7
alpha(ll)PH
ARF

ASNS

ATF3

Atg4b

Atg7

Bax

Bcl2

Bcl6

Biglycan
BTG2

CCN3
CD133/Proml
CD44
CDK1(Cdc2a)
Col1lAl
Cspg2

CTGF

Cxcll

Cxcl14
Cxcl16

cxcl5
Cxcr2/118rb
Cxcr6

Cyclin A/Ccnal
Cyclin D/Ccndl1
Cyclin E/Ccnel
Cyclin G1
Dcbld2
Decorin

Dhfr

DR5

EGR1

Fas

FBXW7
FDXR

MmO01180869_s1

MmO01235258 ml
MmO00433237_m1
MmO00494449 m1l
MmO00803785_m1
MmO00476032_m1
MmO00558047_m1
MmO0051229 m1l

MmO00432050 m1l
Mm02528810_s1

MmO00477633_ml1
MmO00455918 m1l
MmO00476162_m1
MmO00456855_m1
MmO00477115 ml
MmO01277163 ml
MmO00772471_ml1
MmO01302043 g1
MmO01283063 _ml1
MmO01192933 g1
MmO01354329 g1
MmO00444699 m1l
MmO00469712 _ml1
MmO00436451 g1
Mm99999117 s1

MmO02620517_s1

MmO00432337_m1
MmO00432358 g1
MmO00432367_m1
MmO00438084_m1
MmO00472304_m1
MmO03003496_s1

MmO00515662_m1
MmO00457866_m

MmO00656724 m1l
MmO00433237_m1
MmO00504452 _m1
MmO00433249 _m1l
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Foxo3a
Gadd45
GEF-H1
GM-CSF
HNRNPA1
HZF

ID1

ID2

IGF-1 receptor
lgfbp6

lgfbp7

116

IL7-receptor
Ki67

Kitl

MaplLC3
Maspin/Serpinb5
MCP1/Ccl2
Mdm2
Mdr-1/Abcblb
Mip3alpha/Ccl20
Mmp2

Mmp3

NFKB2
NIMA/Nek7
Notchl

Noxa

P21 CIP1

P53
PAI-1/Serpinel
PERP

phlda3

PIDD
P1G3/ngol
PKCb/Prkcbl
Prdx4
Pri3/Ptp4a3
PTGF-beta/Gdf15
Puma

REDD1
Rrmb2/p53R2
SA-b-Galactosidase
SAK/Plk4
Sestrin/Sesn2
SGK3

Sirtl

Sival
Slug/Snai2
Stat2

Stk4

MmO00490673_m1
MmO00432802_m1
MmO00434757_m1
Mm99999059 m1l
Mm02528230_g1

Mm01305863_m1
MmO00775963_g1

Mm01293217_g1

MmO00802831_m1
MmO00599696_m1
MmO00514987_m1
Mm99999064 m1
MmO00434295 m1l
Mm01278609_m1l
MmO00442972_m1
MmO00782868_sH
MmO00436763_m1
Mm00441243 g1

MmO00487656_m1
Mm01324120_m1l
MmO00444228 m1l
MmO00439506_m1
MmO01168406_g1

MmO00479807_m1
MmO00480722_m1
Mm00627192_m1
MmO00451763_m1l
Mm00432448_m1l
MmO00441964 g1

MmO00436753_m1
MmO00480750_m1
MmO00449846_m1
MmO00502614 m1l
MmO00500821_m1
MmO00435749 _m1l
MmO00450261_m1
MmO00477233_m1
Mm03024231_s1

MmO00519268 m1
Mm00512504 g1

MmO01701793 g1

MmO00515342_m1
MmO00550358_m1
MmO00460679_m1l
MmO00453797_m1
MmO00490758_m1
MmO00834449 g1

MmO00441531_m1l
MmO00490880_m1
MmO00451755 _m1
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Survivin

Suv39hl

Tgfbl
Thrombospondinl
Thrombospondin2
Tigar

TSC2

VEGF-A
VEGF-R1

Material und Methoden

MmO00599749 m1
MmO00468952_m1
MmO03024053_m1
MmO00449032_g1
MmO01279240_m1
MmO00621530_m1
MmO00442004_m1
MmO01281447 m1
MmO01210866_m1

Tabelle 2.14: Verwendetet PCR-Primer

Primer Sequenz 5°- 3’

P53ER-PCR:

P53In10_F CCT CCA GCC TAG AGC CTT CCA AGC
P53 R GGT GAGATTTCATTG TAG GTG CC
ER_ R GCA CAC AAACTCTTCACCCTGC
P53-LOH-PCR:

X7 TAT ACT CAG AGC CGG CCT

X6,5 ACA GCG TGG TGG TAC CTT AT

Neo TCCTCGTGCTTT ACG GTATC
sh-Tsc2 GCACGGAGCACCAGTCTTAAT
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2.2 Methoden

2.2.1 Mausmodelle

2.2.1.1 Das Ep-Myc-Maus-Modell

Um pathogenetische Mechanismen bei der Lymphomentstehung nachahmen zu
kénnen, wurden zahlreiche transgene Mausmodelle etabliert.

Ep-myc-transgene Mause sind fir das Onkogen c-myc transgen und liegen im
Inzuchtstamm C57BI/6 vor. C-myc ist ein Transkriptionsfaktor, der in den meisten
Zelltypen Zellwachstum und Proliferation stimuliert, terminale Differenzierung inhibiert
und Zellen gegeniiber Apoptosesignalen sensitiviert (117). In den Ep-myc-transgenen
Mausen wird c-myc konstitutiv in der B-Zellreihe tiberexprimiert. Diese Uberexpression
ist B-Zell-restringiert, da das c-myc Gen an den fur B-Zellen charakteristischen
Immunglobulin-schwere-Ketten-Enhancer Eu gekoppelt ist (99). Das Ep-myc-Transgen
entspricht der t(8;14)-Translokation, wie sie haufig in humanen Burkitt-Lymphomen mit
dereguliertem myc vorliegt. Ep-myc-transgene Mause entwickeln binnen weniger
Monate spontan klonale B-Zell-Lymphome mit Begleitleukéamie; diese Lymphome
ahneln damit dem humanen Burkitt Lymphom bzw. der reifzelligen FAB-L3-B-ALL oder
auch dem (Myc-Bruchpunkt-positiven) DLBCL. Die reifzellige B-ALL ist eine Sonderform
der ALL und kann als die leukamische Manifestation des Burkitt-Lymphoms betrachtet

werden.

2.1.1.2 Die p53-Knockout-Maus

1992 publizierten Donehower und Kollegen erstmalig ihre Untersuchungen an der von
ihnen entwickelten p53-Knockout-Maus. Sie beobachteten, dass sich die Tiere normal
entwickeln, jedoch zur Entwicklung von Tumoren neigen. Nach 6 — 9 Monaten sterben
die Tiere, meist an Sarkomen und Lymphomen. Bei der p53-Knockout-Maus wurde eine
Keimbahnmutation in den p53-Genlokus eingebracht, indem zwischen Exon 2 und 7
des p53 Gens ein Neomycinresistenzgen eingeschleust wurde (Neo Kassette) (68).
Damit wurden ca. 40% der kodierenden Sequenz entfernt, wodurch das Protein seine
Wirkung komplett verliert (118). AuBerdem ermdglicht das Konstrukt eine einfache
Detektierbarkeit mittels PCR.

49



Material und Methoden

A ¥ B

Il T

R > 450 bp<S S R

' 8 kb L—15kb—  Wildtype

+
Q lﬂ ]" “,"A-——»I . — |i H hnﬂ h* hﬂ ” 9

R S »600bp < S .
L— 6.5 kb—L 3 kb | p53

Abbildung 2.1 Das p53-Knockout-Konstrukt. Eine Keimbahnmutation, in der die kodierende Sequenz von
Exon 2 bis 6 durch eine Neo-Kassette ersetz wurde, verhindert die Expression von funktionalem p53.
Spezifische Primer dienen der Detektion des Wildtyp- oder Knockout-Genotypes (markiert durch
Pfeilspitzen). (118)

In unserem Labor nutzen wir das von T. Jackson 1994 publizierte p53-Knockout-
Mausmodell (siehe Abbildung). Die p53-Knockout-Maus bietet die Mdglichkeit, die
Tumorgenese und Tumortherapie mit unterschiedlich genetischen Modifikationen zu
untersuchen. So sind beispielsweise Ep-myc-transgene, p53null M&use nicht viabel und
sterben schon in utero. Ep-myc-transgene Mause mit heterozygotem p53 Status
entwickeln sich dahingegen normal, sterben jedoch frih an malignen Lymphomen,
wobei das verbliebene p53-Wildtyp-Allel wahrend der Lymphomogenese inaktiviert wird
(Loss of heterozygosity — LOH) (94).

2.2.1.3 Das p53""™"-Maus-Model

Es gibt mittlerweile eine groRe Auswahl von Methoden, die es erlauben, bestimmte
Gene funktionell zu charakterisieren. FUr detaillierte Studien zur Genfunktion,
besonders zur zeitlichen Sequenz der durch das Genprodukt in Gang gesetzten
intrazellularen Prozesse dienen ligandenabhangige Fusionsproteine, also kinstliche
molekulare Schalter. Zellulare Prozesse werden durch diese Schalter zeitlich
kontrollierbar und unter Umstanden sogar reversibel.

Die Fusion der Hormon-Bindedomane (HBD) von Steroidhormon-Rezeptoren, wie zum
Beispiel dem Ostrogen-Rezeptor (ER), an heterologe Proteine ist eine Mdglichkeit,
diese Proteine ligandenabhangig regulierbar zu machen (119). Fur die
molekularbiologische Anwendung wurde die ER-HBD durch Mutation so modifiziert,
dass nur noch der kinstliche Ligand 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT, TAM), nicht aber der
naturliche Ligand 17-p-Oestradiol gebunden werden kann (120).
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Protein X Active

Inactive

Abbildung 2.2 Mechanismus der Regulation von
Fusionsproteinen. Ohne Stimulation von 4-OHT
binden und inaktivieren Hitzeschockproteine
L @» den ER-Rezeptor und sein fusioniertes Protein.
Protein X h BD ACtive 4-OHT verdrangt diese aus der Bindung mit der
HBD und aktiviert somit ProteinX. (121)

Wie die ER-HBD die heterologen Proteine reguliert, ist bis heute nicht eindeutig geklart.
Das verbreitete Modell ist das einer sterischen Inhibition in Abwesenheit des Liganden
4-OHT. Nukleare Rezeptoren wie der Ostrogen-Rezeptor liegen in Abwesenheit ihres
Liganden an Heat-Shock-Proteine (HSP) komplexiert im Zytoplasma vor und sind
dadurch inaktiviert. Durch Ligandenbindung wird die Assoziation mit den Heat-Shock-
Proteinen aufgehoben. Die heterologen Proteine sind nun frei mit anderen
Bindungspartnern zu assoziieren und werden so aktiviert.

Evan und Kollegen ziichteten eine Knockin-Maus (p53“"¥'), in der beide p53 Allele

durch das induzierbare p53tR™@™

ersetzt wurden (122). Dieses Mausmodell ermdglicht
die Modulation des p53-Status von Wildtyp zu Knockout nach Belieben durch

Aktivierung von p53 durch Tamoxifen. Die Verpaarung von Eu-myc-transgenen Mausen

3ERTam 3K|/+

mit p5 -transgenen Mausen (p53™"") ermoglicht genauere Untersuchungen der
p53 Funktion in der Tumorgenese myc-getriebener Lymphome. In Lymphomen, die sich
in diesen Tiere entwickelten, konnten sowohl ein LOH des p53 wt-Allels (45%), als auch
Punktmutationen in der DNA-Bindedoméne von p53 nachgewiesen werden. Das
verbleibende Allel bleibt jedoch aktivierbar und erlaubt n&here Untersuchungen der p53

Funktion (123).

2.2.2 Zellbiologische Methoden

Um Kontaminationen durch Pilze und Bakterien zu vermeiden, wurden

Zellkulturarbeiten ausschliel3lich an einer sterilen Werkbank durchgeftihrt. Die Zellen
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wurden in CO2-Inkubatoren bei 37°C und 21% O,-Gehalt, sowie 5% CO,-Gehalt in

gesattigter Wasserdampfatmosphare (85%) kultiviert.

2.2.2.1 Lymphomzellgewinnung und —kultur

Die Entwicklung von Lymphomen wurde von Mitgliedern der Arbeitsgruppe in
regelmaligen Abstanden Uberprift. Die Mause wurden euthanasiert, wenn die
Lymphknoten gré3er als 5mm im Durchmesser waren und somit ein ausgepragtes
Lymphom anzeigten. Die Mause wurden mittels CO,-Inhalation und zervikaler
Dislokation getttet. Die Tumoren wurden prapariert, in PBS zerkleinert und durch einen
35 um Nylonfilter von bindegewebigen Anteilen des Lymphknotens separiert.

Die gewonnenen Lymphomzellen wurden in B-Zell-Medium als Suspensions-Zellen
kultiviert. Die Zellkultur erfolgte auf arretierten 3T3-Zellen, sogenannten ,Feeder-
Zellen®, durch welche das B-Zell-Medium konditioniert wird. Je nach Experiment wurden
die primaren Lymphomzellen fir mehrere Tage in einem Inkubator bei 37°C, 95%
relativer Luftfeuchtigkeit, 5% CO, und 21% O, in 6-well Zellkulturplatten mit 3 ml B-Zell
Medium kultiviert.

2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Eukaryotische Zellen werden zur langerfristigen Lagerung in flissigem Stickstoff
eingefroren. Dafir wird ein DMSO-haltiges Einfriermedium verwendet, da DMSO durch
seine hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von Eiskristallen unterbindet und

damit der Schadigung von Zellen vorbeugt.

Zum Auftauen wurden die Lymphomzellen sofort nach dem Auftauen des Mediums bei
Raumtemperatur in 5ml Medium resuspendiert und 5 min bei 1200rpm und 4°C
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 1ml Medium resuspendiert und
auf eine 6-well Zellkulturschale mit je 2 ml konditionierten Medium pro well ausplattiert.

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese pelletiert und in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und in einem Kryotube mittels eines speziellen Kryobehélters (4°C
Isopropanol-gefllt) graduell auf -80°C hinuntergekihlt. Nach mindestens 24h bei -80°C
im Kryobehélter wurden die Kryotubes in flussigen Stickstoff Uberfuhrt. Dieses

Vorgehen gilt fur alle verwendeten Zelltypen.
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2.2.2.3 Wirkstoffbehandlung der Lymphomzellen

Doxorubicin (a.k.a. Adriamycin, ADR) Behandlung - Myc-transgene, bcl2-transduzierte
Lymphomzellen wurden in 4 ml B-Zell-Medium mit 0,05 pug/ml Doxorubicin fiir 3 Tage
kultiviert. Nach Kultur in Zytostatika freiem Medium fir weitere zwei Tage beobachtete
man pramature Seneszenz, so genannte Therapie induzierte Seneszenz. Doxorubicin
wirkt als Interkalans in DNA und RNA. Die DNA-Synthese wird gestoért, die Topo-
isomerase Il gehemmt und es erfolgt eine Radikalbildung. Doxorubicin findet als
Zytostatikum Anwendung bei der Behandlung verschiedenster Tumoren, unter anderem
bei den Non-Hodgkin-Lymphomen.

Tamoxifen Behandlung — Myc,p53 <@ -transgene, bcl2-transduzierte Lymphomzellen
wurden in 3ml B-Zell Medium mit 1uM Tamoxifen, geldst in 96% Ethanol, fir 5 Tage
(jeden zweiten Tag) behandelt. Dabei wird die Tamoxifen Stocklésung in einer
Endkonzentration von 1:10000 eingesetzt. Die Kontrollen wurden nur mit Ethanol-
haltigem LOsungsmittel behandelt. Medium inklusive Reagenz wurden bei Bedarf
gewechselt, wobei die Behandlung bis zum finften Tag durchgefthrt wurde. Tamoxifen
ist ein nichtsteroidales Antidstrogen. Es wirkt als kompetitiver Antagonist, indem es sich
spezifisch an Ostrogenrezeptoren anlagert. Es wird als Arzneistoff zur Therapie von
Mammakarzinomen eingesetzt. In der Molekularbiologie dient Tamoxifen der Liganden-
abhangigen Regulation heterologer Proteine. Zudem stimuliert Tamoxifen Autophagie in
der MCF7 Brustkrebs-Zelllinie durch Erh6hung des intrazellularen Niveaus von Ceramid
(124).

Rapamycin Behandlung - Myc-transgene, bcl2-transduzierte Lymphomzellen wurden in
3ml Medium kultiviert. Sie wurden an Tag 0 mit 5uM Rapamycin behandelt, sowie an
Tag 3 mit halber Dosis, also 2,5uM Rapamycin. Rapamycin wurde in Ethanol gel6st.
Dabei wurde die Rapamycin Stocklésung in einer Endkonzentration von 1:5000 bzw.
1:7500 eingesetzt. Die Kontrolllymphome wurden mit Ethanol behandelt. Rapamycin ist
ein Immunsuppressivum mit Makrolidstruktur (makrozyklisches Lacton) und wurde aus
dem Streptomyzeten Streptomyces hygroscopicus isoliert. Rapamycin inhibiert eine
Reihe von Zytokin vermittelten Signaltransduktionswegen durch Komplexbildung mit
dem Protein mTOR (mammalian target of rapamycin). In der Medizin findet es
Anwendung als Immunsuppressivum nach  Nierentransplantationen. Seine
antiproliferative  Wirkung nutzt man zur Verhinderung von Restenosen nach

Stentimplantation und aufgrund seiner antiproliferativen Effekte auf Zellen riickte
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Rapamycin auch ins Blickfeld der Antitumortherapie, da es vermutlich sowohl das
Wachstum, als auch die Neovaskularisation bestimmter Tumore zu hemmen vermag.

Rapamycin-resistente Lymphome wurden generiert, indem jeden zweiten Tag mit
Rapamycin behandelt wurde, bis kein Effekt mehr auf die Proliferation beobachtet
werden konnte. Dabei wurde in aufsteigender Dosierung behandelt. Begonnen wurden
mit jeweils 2 Behandlungen mit 2,5uM und 3uM. AnschlieBend wurde mit 5uM
weiterbehandelt, wobei das Zellkultur-Medium jeden 4. Tag gewechselt wurde. Der
arretierende Effekt von Rapamycin war nach 25 Tagen Behandlung nicht mehr

nachweisbar.
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Abbildung 2.3 Rapamycin-resistente (RR) Lymphome A) Nach Behandlung mit Rapamycin in aufsteigender
Dosierung Uber 25 Tage ist kein Effekt mehr auf den Zellzyklus nachweisbar B) Auch in p53 defizienten
Lymphomen wird nach 25 Tagen Behandlung eine Rapamycin Resistenz beobachtet.

Metformin Behandlung - Myc-transgene, bcl2-transduzierte Lymphomzellen wurden in
3ml Medium kultiviert. Das Metformin wurde in einer Konzentration von 30mM
eingesetzt, geldst in PBS. Die Behandlung erfolgt entweder nur mit Metformin oder in
Kombination mit dem AKT-Inhibitor Triciribine, wobei jeweils an dO und an d2 nach
Mediumwechsel mit der jeweiligen Einzelsubstanz behandelt wurde. Die
Kombinationsbehandlung erfolgte ausschliel3lich an dO. Metformin ist ein
Antidiabetikum, das den Blutzuckerspiegel senkt und die Insulinempfindlichkeit
verbessert. Seine metabolischen Effekte, einschlie3lich der Hemmung der hepatischen
Gluconeogenese, werden zumindest teilweise durch die Aktivierung des LKB1-AMPKa-
Signalwegs vermittelt. Die Aktivierung dieses Weges erscheint auch bei der

antiproliferativen und proapoptotischen Aktivitdt von Metformin in Krebszelllinien
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beteiligt zu sein. Metformin wurde in dieser Arbeit mit dem Ziel der AMPKa-Aktivierung
und konsekutiven mTOR-Inhibition eingesetzt.

AKT-Inhibitor Behandlung — Myc-transgene, bcl2-transduzierte Lymphomzellen wurden
in 3ml Medium kultiviert. Behandelt wurde mit dem AKT-Inhibitor Triciribine (TCN). Der
Stock wurde in DMSO verdinnt. Es wurde mit 1uM bzw. 5uM behandelt, wobei die
Verdinnung mit Medium erfolgte, so dass eine Kontrollbehandlung nicht erforderlich
war. Triciribine ist ein hochselektiver, reversibler AKT-Inhibitor, der die
Phosphorylierung und somit Aktivierung von AKT1/2/3 selektiv hemmt (125). In vivo
bindet TCN an die PH-Domane von AKT und verhindert somit seine Rekrutierung an die
Plasmamembran und die anschlieende Phosphorylierung an T308 und S473. TCN
hemmt jedoch nicht die Kinase-Aktivitit von AKT und unterbindet nicht die
Phosphorylierung von AKT durch PDK-1 oder mTOR in vitro. TCN ist ein trizyklisches
Nukleosid, welches in Zellen durch die Adenosin-Kinase in sein Monophosphatderivat
phosphoryliert wird. TCN-P ist der aktive Metabolit von TCN (126).

2.2.2.4 Phoenix-Zell-Kultur

Phoenix-Zellen wurden auf Grundlage von 293T-Zellen, einer menschlichen,
embryonalen Nierenzelllinie, designed (Labor von G. Nolan; Stanford Universitat). Das
einzigartige Merkmal dieser Zelllinie ist die hohe Transfektionsrate bei der Kalzium-
Phosphat-Transfektion. Sie konnen zur Produktion von entweder ecotropen
(nagerzellpathogene) oder amphotropen (sdugerzellpathogene) Retrovieren genutzt
werden. Fur die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden ausschlief3lich ecotrope
Viren hergestellt. Die Phoenix-Verpackungszelllinie wurde in 10cm Zellkulturplatten mit
10ml 3T3-Medium Kkultiviert. Die Phoenix-Zellen haben eine optimale Dichte zur
Transfektion bei 70-80% Konfluenz. Das Passagieren der Zellen erfolgte bei Erreichen
von 80-90% Konfluenz. Dazu wurde das Medium verworfen, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieend mit 1ml Trypsin fur 2-5 min bei 37°C inkubiert. Dann
wurde die enzymatische Aktivitat des Trypsins durch Zugabe von Medium abgestoppt,

die Zellen wurden von der Platte gespltlt und auf neue Platten verteilt.

2.2.2.5 Feeder-Zell-Kultur

Feeder-Zellen werden durch y Bestrahlung von NIH-3T3 Zellen hergestellt. Dazu
werden NIH-3T3 Zellen kultiviert und passagiert, wie fir Phoenix-Zellen beschrieben,

bis sie 50-80% Konfluenz aufweisen. AnschlieRend werden sie mit einer Strahlendosis
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von 30Gy bestrahlt und weitere 24 Stunden kultiviert. Sie werden dann mit einer Dichte
von 100.000 Zellen pro well (6 well Platte) ausplatiert. Alle 5-10 Tage erfolgte eine
Passage der Lymphomzellen auf frische Feeder-Zellen.

2.2.2.6 Produktion ecotroper Viren durch Phoenix-Zellen

Zur Produktion ecotroper Viren wurde die Phoenix-Verpackunszelllinie verwandt.
Hierbei handelt es sich um eine Zelllinie, die stabil Gene fir die viralen Proteine Gag,
Pol (der Genabschnitt gag kodiert fir Kapsidproteine, der Genabschnitt pol kodiert ftr
die reverse Transkriptase des Retrovirus) und Env (ecotropes Hiuillprotein) exprimiert.
Durch Transfektion von geeigneten Plasmiden kdnnen somit Retroviren produziert
werden, die Zellen mit ecotropen Rezeptor infizieren konnen. Nach Infektion der
Zielzelle wird die virale RNA in DNA umgeschrieben und stabil ins Genom integriert.
Hierzu wurden einen Tag vor der Transfektion 5x10° Phoenix-Zellen pro 10-cm
Kulturschale ausplattiert und am nachsten Tag (ca. 80% Konfluenz) mithilfe der CaPO;-
Methode transfiziert. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium der Zellen
gewechselt und die Zellen tber Nacht mit 5ml frischem Medium inkubiert. Der
Virusiberstand konnte am nachsten Tag geerntet und zur Infektion verwandt werden.
Insgesamt wurde jeweils 4 Mal im Abstand von 12 Stunden Medium gesammelt und

Ubertragen.

2.2.2.7 Phoenix-Zell Transfektion - Kalzium-Chlorid-Préazipitation

Wird Kalzium mit einer Phosphatlosung vermischt, fallt es in Form mikroskopisch
sichtbarer Kristalle aus. Durch Zugabe von DNA zur Kalziumlésung prazipitiert diese auf
Grund ihrer Phosphatgruppen ebenfalls und kann durch Phagozytose in Zellen
aufgenommen werden. Die Losung zur Kalzium-Phosphat-Transfektion wurde nach

folgendem Schema hergestellt:

Tabelle 2.15 Pipettierschema zur Kalzium-Chlorid-Transfektion

Reagenz Menge/Volumen
Plasmid DNA 20ug

Helper Plasmid DNA 15ug

CaCl 2M 62,5ul

H>0 ad 500ul
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In den jeweiligen Ansatz wurde tropfenweise 500ul HBS-L6sung pipettiert, wobei
gleichzeitig eine intensive Durchmischung des Ansatzes durch Zufuhr von Luftblasen
mittels einer Pasteurpipette durchgefiihrt wurde. Vor der Transfektion erhielten die
Phoenix-Zellen 10 ml frisches Medium und 25uM Chloroquin (2,5ul eine 100mM Stock).
Das Gemisch wurde unverziglich auf die Zellen gegeben. Nach 12h erfolgte der erste

Mediumwechsel (s.0.).

2.2.2.8 Lymphomzell-Infektion

12h vor Beginn der Infektion wurde das DMEM-Medium der Phoenix-Zellen durch 5 ml
B-Zell-Medium ersetzt. Am ersten Tag der Infektion wurde morgens der virushaltige
Uberstand der Phoenix-Zellen mit einer Spritze abgenommen und filtriert (0,45 pm
Filter) und anschlielend 1pl Polybren (4mg/ml in PBS) pro 1ml Medium hinzugefugt.
Dieses polymere quartdre Ammoniumsalz wurde verwendet, um die Membranpolaritat
der Zielzellen zu neutralisieren und so die Bindung der viralen Glycoproteine an ihre
Rezeptoren zu verbessern. Dieser Vorgang wurde im Abstand von 12h drei Mal
wiederholt, wobei nach der 2. und 4. Infektion das Medium der Zielzellen komplett

ausgetauscht wurde.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 DNA-Extraktion

Die Lymphomzellen wurden pelletiert (5 min bei 1200rpm) und anschlieZend in 100pl
DNA-Lyse-Puffer und 50ul Proteinase K resuspendiert. Nach einer Stunde Inkubation
bei 55°C wurde die DNA mit 100pul Isopropanol préazipitiert und in ein neues Eppendorf-
Rohrchen dberfihrt. AnschlieBend wurde die DNA in 1ml Ethanol gewaschen, luft-

getrocknet und in einem sprechenden Volumen H,O resuspendiert.

2.2.3.2 Genotypisierungs-PCR

Zur Genotypisierung von p53-defizienten Lymphomzellen und p535%T@™-Lymphomzellen

mittels PCR wurden bereits etablierte Protokolle des Labors benutzt.
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Tabelle 2.16 Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Anséatze
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p53 LOH p53=rram
Reagenzien Volumen (52,2ul) Reagenzien Volumen (18,5ul)
10 x PCR Buffer
5l 10 x PCR Buffer 2l
(mit MgCl,)
dNTP (10uM) 0,6ul MgCl, (25mM) 1,5ul
X7 (10uMm) 2pl dNTP (10puM) 0,5ul
X6,5 (10uM) 0,35ul Primer (10uM) 1pl (von jedem)
Neo (10uM) 2ul Tag-Polymerase 0,3ul
Tag-Polymerase 0,25yl H,0 11,2ul
H,O A1yl DNA 2ul
DNA 1pl
Tabelle 2.17 Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Programme
Reaktionsschritt p53-r am
Initiale Denaturierung 94°C 5min 94°C 2min
Zyklen 34
Denaturierung 92°C 70sec
Annealing 66°C 70sec
Elongation 72°C 2min
Terminale Elongation 72°C 10min

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Analytische Agarosegele wurden hauptsachlich verwendet,

um PCR-Produkte oder

Restriktionen zu Uberprifen. Die Konzentration der Agarose im Gel richtete sich nach

den erwartenden Fragmenten und liegt im Allgemeinen zwischen 1-2%. Die Agarose

wurde in TAE-Puffer aufgekocht, 0,3ug/ml Ethidiumbromid zugegeben und in einen

Geltrager mit Gelkamm gegossen. Nachdem das Gel ausgehéartet war, wurde der

Gelkamm entfernt und die mit 6x Ladepuffer versetzten DNA-Proben in die Geltaschen

pipettiert. Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgro3e wurde die erste Tasche jeweils mit

8 ul des pBr328 DNA Markers beladen bzw. ein 1kb-Marker aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte 0,5-1h bei 110V. Zur Dokumentation wurde die DNA unter UV-

Licht bei 254nm sichtbar gemacht und das Gel mit einer Sofortbildkamera fotografiert.
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Abbildung 2.4 p53-LOH Genotypisierungs-PCR, Reihe  Abbildung 2.5&353“"‘3‘m Genotypisierungs- PCR,
1-7 Lymphome mit fraglichem p53 Status, Reihe 8 p53 Lane 1-3 p53 RTam Lymphome mit fraglichem

+/-, Reihe 9 p53wt, Reihe 10 H,0. Reihe 1-6 wurde als ERTaM status, Reihe 4 H,0, Reihe 5 +/-, Reihe 6 wt.
p53null gewertet.

Fur weitere Experimente wurden nur Lymphome verwendet, die dem gewunschten p53-

defizienten bzw. p53¥R™™ Genotyp entsprachen.

2.2.3.4 RNA-Extraktion

Um RNase-Kontamination zu vermeiden, wurden fur das Arbeiten mit RNA immer
frische Einmalhandschuhe und gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Fir die RNA-
Isolation wurden Zellen mit 1ml Trizol LS Reagenz lysiert und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese Proben wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder
bei -80°C bis zu 2 Monate kryokonserviert. Die RNA wurde analog dem Invitrogen
TRIzol®Reagent Protokoll isoliert. Zur Weiterverarbeitung nach Trizolinkubation wurden
200ul Chloroform zugegeben und intensiv gemischt. Nach 3 minttiger Inkubation wurde
der Ansatz bei 12.000 x g 15min bei 4°C zentrifugiert. Die wassrige, obere Phase
wurde, ohne die Interphase zu berihren in ein neues Reaktionsgefald tberfthrt und mit
500ul Isopropanol 10min bei Raumtemperatur préazipitiert. Nach Zentrifugation des
Ansatzes (10min, 12.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das
entstandene RNA-Pellet mit 1ml 75%igem Ethanol (verdinnt in DEPC-H,0)
gewaschen. Diethylpyrocarbonat (DEPC) modifiziert Histidinreste in Proteinen zu N-
Carbethoxyhistidin und fuhrt dadurch u.a. zur Hemmung von Enzymen. Insbesondere
die Hemmung von RNasen ist von Bedeutung. DEPC reagiert allerdings auch mit
Adenosin in einzelstrangigen Nukleinsduren und Purinen in DNA. Zur Behandlung von
Wasser mit DEPC, gibt man 1 ml DEPC in 1 Liter bidestilliertem Wasser (0,1% DEPC
viv) und rdhrt Gber Nacht. Durch Autoklavieren bei 20 psi fur 20 Minuten wird DEPC
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inaktiviert. DEPC reagiert dabei mit Wasser unter Hydrolyse zu Ethanol und CO,. Nach
Abzentrifugieren (7.500 x g, 4°C) des Ethanols wurde das Pellet luftgetrocknet und
abschlieBend in 20pl DEPC-H,0O geldst. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.3.5 cDNA-Synthese

Die cDNA wurde mit der SuperScript Il Reversen Transkriptase von Invitrogen
entsprechend dem zugehdrigen Protokoll synthetisiert. Es wurde 500-1000ng RNA fur
die cDNA-Synthese eingesetzt. Fur die selektive Transkription der mRNA wurden Oligo-
dT-Oligonucleotide verwendet. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C. Die cDNA
wurde im 20pl Ansatz folgendermaf3en synthetisiert:

Tabelle 2.18 Reaktionsschritte der cDNA-Synthese

Reagenzien Volumen (20ul)
Oligo(dT) (500ug/ml) 1l

RNA 500ng, x ul
dNTP-Mix (10uM) 1ul

H,O ad 12ul
Erhitzen auf 65°C fur 5 min, auf Eis kihlen, hinzugeben von:
5x First-Strand-Buffer 4ul

0,IMDTT 2l

RNaseout (40Units/ul) 1l

2min bei 42°C inkubieren, hinzugeben von:

SuperScript™ Il RT 1ul (200 Units)

50min bei 42°C inkubieren, anschlie3end 15min bei 70° inaktivieren

2.2.3.6 Relative-quantitative-PCR (TagMan®Assay)

Die quantitative gPCR bedient sich neben dem generellen Prinzip der qPCR der
zusatzlichen Mdoglichkeit, ein Gen nicht nur auf RNA-Ebene nachzuweisen, sondern
auch seine Expression zu quantifizieren. Dies gelingt durch eine an den Enden
fluoreszenzmarkierte Sonde (Reporter am 5-Ende, i.d.R. FAM und Quencher am 3'-
Ende, TAMRA, bzw. nicht fluoreszierender Quencher), die sich zwischen den Primern
an die cDNA anlagert. Wahrend der Amplifikation durch die Polymerase wird die Sonde

abgebaut, wobei durch es durch die Entfernung der Sondenenden voneinander zu
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einem Fluoreszenzsignal des Reporters kommt. Das Fluoreszenzsignal wird am Ende
jeder Elongationsphase gemessen, wodurch die Starke des entstehenden Signals
proportional zur vorhandenen Menge eines Transkripts ist. Tab. 2.19 zeigt das jeweils
verwendete Pipettierschema, Tab. 2.20 die PCR-Bedingungen. Stets wurden pro
Sample Doppelwerte pipettiert. Als Referenzgen diente das housekeeping gene
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase).

Tabelle 2.19 qPCR-Ansatz fur die Verwendung der Reagenzien von Applied Biosystems

Reagenzien Volumen (10ul)
TagMan® Mastermix 2,5ul

TagMan® Sonde 0,5l

H20 5ul

cDNA (50ng/pl) 2ul

Tabelle 2.20 gPCR-Bedingungen

95°C 20 Sekunden Stepl
95°C 1 Sekunde Stepl
60°C 10 Sekunden Step2

Die Auswertung erfolgte mit Unterstitzung der Applied Biosystems Software. Die
relative Gen-Induktion wurde mit der AAC+-Methode bestimmit:
relative Induktion = 24¢7
mit AACr = ACt (behandelte Probe) - ACt (Referenzprobe)
und ACy = Cy (Zielgen) — C+ (GPADH)

Cr... threshold cycle, PCR-Zyklus, bei dem die Fluoreszenz signifikant tiber den Hintergrund ansteigt
GAPDH...Housekeeping Gene, endogene Kontrolle
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Liste der untersuchten Gene

p53-Zielgene

14-3-3sigma DR5 Notchl Pri3/Ptp4a3
alpha(ll)PH Fas Noxa PTGF-beta/Gdf15
ASNS FDXR P21 CIP1 Puma

ATF3 Gadd45 p53 Rrmb2/p53R2
Bax GEF-H1 PAI-1/Serpinel SAK/PIk4

BTG2 HZF PERP Sestrin/Sesn2
Ccn3 IGF-1 receptor phlda3 Slug/Snai2
CDK1(Cdc2a) Mdm2 PIDD Survivin
Cspg2/Vcan/Versican Mdr-1/Abcblb P1G3/nqol Thrombospondinl
Cyclin G1 Mmp?2 Tigar

Seneszenz-assoziierte-Gene

Abc7 Cxcr2/118rb lgfbp6 NIMA/Nek7

ARF Cxcré Igfbp7 PKCb/Prkcbl
Atg4 Cyclin A/Ccnal 116 Prdx4

Atg7 Cyclin D/Ccnd1 IL7-receptor SA-b-Galactosidase
Bcl2 Cyclin E/Ccnel Ki67 SGK3

Bcl6 Dcbld2 Kitl Sirtl

biglycan Decorin KIf4 Sival
CD133/Proml Dhfr Lrpl Stat2

CD44 EGR1 MaplLC3 Stk4

Col1Al1 Foxo3a Maspin/Serpinb5 Suv39hl

Ctgf GM-CSF MCP1/Ccl2 Tgfbl

Cxcll HNRNPA1 Mip3alpha/Ccl20 Thrombospondin2
cxcl5 ID1 Mmp3 VEGF-A

Cxcl14 ID2 NFKB2 VEGF-R1/Arhgef2
Cxcl16

2.2.3.7 Klonierung der sh-Sonde gegen TSC2

Die Klonierung von DNA-Fragmenten beinhaltet neben der Amplifikation und
Aufreinigung auch die Linearisierung des Vektors und die Generierung des zu
klonierenden DNA-Fragments (insert) mit anschlie3ender Ligation. Fur die Umsetzung
dieser einzelnen Schritte wurden verschiedene enzymatische Modifikationen
angewandt. Die dabei verwendeten Enzyme sind in Tabelle 2.12 aufgelistet.

Die Klonierung der genspezifischen sh-RNA Sonde gegen TSC2 erfolgte mit dem
pSuperRetro Plasmid System von OligoEngine analog den Angaben des Herstellers.
Nach Anleitung des pSuper RNAi Systems von OligoEngine, einer Software zur

Ermittlung mutmallich geeigneter short-hairpin-Sequenzen wurden 3 TSC2-
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genspezifische Haarnadelstrukturen-codierende Sequenzen designed und hinter den
H1-Polymerase Il Promotor des pSuper Vektors kloniert (http://www.oligoengine.com/
products/pSUPER.html). Im Anschluss wurden die Sonden auf die Effizienz des
erfolgten knockdowns untersucht und die Folgeexperimente ausschlief3lich mit der

Sonde durchgefihrt, mit welcher der starkste Knockdown erzielt wurde.

2.2.3.9 Isolierung von DNA aus Gelen

Zur Isolierung von DNA aus Gelen wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht
mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Elution von DNA aus einem praparativen
Agarosegels erfolgte mit dem Qiaquick Spin Gel Extraktion Kit der Firma Qiagen
anhand des beiliegenden Protokolls. Die extrahierte DNA wurde in 10-30ul EB-Puffer
gelost.

2.2.3.10 Restriktionsverdau

Enzymmenge, Zusammensetzung der Puffer und Reaktionsbedingungen des
Restriktionsverdaus entsprachen den Angaben des Herstellers. Verwendet wurden
dabei Restriktionsendonucleasen vom Typ I, die die DNA innerhalb ihrer spezifischen
Erkennungssequenz  palindromisch  spalten. Dabei  entstehen  zueinander
komplementare 5- bzw. 3’-Uberhadngende, kohésive Enden (sticky ends).
Ausgangsmaterial fir den Restriktionsverdau waren entweder Vektor-Plasmid-DNA,
Uber PCR amplifizierte DNA-Fragmente oder DNA aus einer Mini- bzw.

Maxipraparation.

Tabelle 2.21 Standardansatz zum Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Reagenzien Volumen (20ul)
Enzyml 0,5ul (10 Units)
Enzym2 0,5ul (10 Units)
Puffer 2ul

H-0 15ul

DNA 2ul

Der Ansatz wurde bei 37°C fur 1-2h inkubiert und anschlieRend auf ein analytisches

Agarosegel aufgetragen. Bei einem préaparativen Restriktionsverdau (gegebenenfalls fur
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eine anschlieBende Klonierung) wurden 5-10ug DNA eingesetzt und der
Gesamtrestriktionsansatz auf 30-40ul erhoht.

Zur Klonierung der sh-RNA wurde die praparierte DNA (ca. 1 bis 3 pg) mit EcoRlI
und Hindlll bei 37°C fir 2h verdaut und die Restriktionsprodukte durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert. Im Falle eines positiven Klons, der die sh-RNA im
pSuper Vektor enthielt, wurde ein 281 bp grof3es Fragment erwartet. Negative
Klone, die keine sh-RNA in ihrer pSuper DNA enthielten, zeigten ein Fragment mit

einer GréRe von ca. 227 bp.

Verdau mit EcoRI & Hindlll
positiver Klon: Vektor mit Insert 281 bp
negativer Klon: kein Insert ca. 227 bp

Plasmid-DNA, die die erwartete Bande aufwies, wurde in kompetente Zellen
retransformiert, um anschlie3end durch Maxi- Praparation gréf3ere Mengen an

Plasmid-DNA zu gewinnen.

2.2.3.11 Vektor-Insert-Ligation

Vektor und Insert wurden in einem Verhdltnis von 1:5 mit 5U/ul T4 Ligase 2h bei
Raumtemperatur oder bei 16°C Uber Nacht ligiert. Die Ligase wurde durch 10 min

Inkubation bei 5°C inaktiviert. Zur Kontrolle wurde jeweils der Vektor ohne Insert ligiert.

Tabelle 2.22 Standardansatz zur Ligation

Reagenzien Volumen (20ul)
Vektor DNA 1l

Insert DNA 10pl

T4 Ligase (5 Units/ul) 1ul

Ligase Puffer 2ul

H>0 ad 20ul

2.2.3.12 Transformation von E. coli mit Plasmiden

Zur Transformation von E. coli wurde ein Aliquot der bei -80 °C gelagerten kompetenten
Bakterien auf Eis aufgetaut. Pro Transformation wurden 50ul der Bakterien mit 3ul der

Plasmid-DNA vorsichtig vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end folgte ein
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Hitzeschock fur 90 Sekunden bei 42 °C, wodurch das Eindringen der Plasmid-DNA in
die Zellen erleichtert wurde. AnschlieRend wurden die Bakterien weitere 2 Minuten auf
Eis gekuhlt. Die Bakterien wurden 1h bei 37°C in 500ul LB-Medium vorkultiviert, an der
Flamme mit Hilfe eines Drigalskispatels auf LB-Agarplatten mit 100pg/ml Ampicillin
ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert so dass am folgenden Tag Kolonien zur
Gewinnung der Plasmid-DNA gepickt werden konnten. Die Platten wurden

anschlieRend bei 4°C gelagert.

2.2.3.13 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli Zellen

Minipréaparation

Fur die Minipraparation wurden mehrere Klone von den am Tag zuvor transformierten
E.coli mit sterilen Pipettenspitzen gepickt und in 2,5ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Selektionsantibiotikum Uber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler mit 180
Umdrehungen pro Minute in Glasréhrchen inkubiert. 1,5ml dieser Kultur wurden in ein
1,5ml Reaktionsgefald tberfuhrt und in einer Tischzentrifuge mit 6000 Umdrehungen
pro Minute bei Raumtemperatur fir 5 Minuten abzentrifugiert. Die restliche
Bakterienkultur wurde bei 4°C gelagert, um damit gegebenenfalls LB Medium fiur eine
Maxipraparation beimpfen zu kénnen. Nach dem Abzentrifugieren wurde der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 100yl Mini-Prep-Lésung | durch Vortexen resuspendiert.
Dann wurden 200upl Mini-Prep-Losung Il zupipettiert, durch 2-3 maliges Kippen
vorsichtig gemischt und 3 Minuten, in keinem Fall langer als 5 Minuten, bei
Raumtemperatur inkubiert. Zu dem Ansatz wurden 150ul Prep-Losung Il gegeben,
durch Schitteln vermischt und bei 14000 Umdrehungen pro Minute und 4 °C fur 15
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1,5ml ReaktionsgefalRe gegeben und das
0,7-fache Volumen Isopropanol (ca.280ul zur Fallung der DNA zugefligt. Die gefallte
DNA wurde mit 14000 Umdrehungen pro Minute fir 15 Minuten bei 4°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet einmal in 500ul 70 % Ethanol
gewaschen. Dann wurde nochmals abzentrifugiert (14000 Umdrehungen pro Minute, 10
Minuten, 4°C), der Uberstand verworfen, das Pellet getrocknet und in 50ul Wasser

gelost.

Maxipraparation
Fur eine Maxipraparation von Plasmid-DNA wurde eine Kolonie der am Vortag

transformierten E.coli mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in 3 ml LB Medium
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mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum flr 6 Stunden bei 37 °C im
Schiittelinkubator (180 Umdrehungen pro Minute) kultiviert. 200ul dieser Vorkultur
wurden zum Beimpfen einer 200 ml Kultur in LB-Medium mit Selektionsantibiotikum
verwendet und diese Uber Nacht bei 37°C und 180 Umdrehungen pro Minute kultiviert.
Alternativ wurden 200l der verbliebenen Kultur fir die Minipraparation zum Beimpfen
der Hauptkultur verwendet. Zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus der Uber Nacht
inkubierten Flissigkultur wurden Maxi- (200ml) Praparationen angefertigt. Die Maxi-
Praparationen wurden mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kit gemalR den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Aufschluss der Bakterien erfolgt hierbei durch
alkalische Lyse, die Separation der Plasmid-DNA nach dem Prinzip der
Anionenaustauscher-Chromatographie. Der gewonnene plasmid-haltige Uberstand
wurde mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol gefallt und das Prazipitat 30 min zentrifugiert.
Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und

schlieZlich in 100 - 300ul H,O aufgenommen.

2.2.3.14 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Konzentration und Reinheitsgrad von Nukleinsduren wurden UV-spektrometrisch
bestimmt. Es wurde die Absorption der Nukleinsdure haltigen Losung gegen die
Absorption des Losungsmittels H,O bei 260nm (Absorptionsmaximum der Purin- und
Pyrimidinbasen) gemessen. Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde das Verhaltnis
aus den Absorptionen bei 260 nm und 280 nm (Absorptionsmaximum der aromatischen
Aminosauren) gebildet. Ein Verhaltnis von 1,8 bis 1,9 entspricht einem hohen

Reinheitsgrad der doppelstrangigen DNA

2.2.4 Seneszenz Assays

2.2.4.1 SA-B-Galactosidase Farbung

Seneszenz-assoziierte-beta-Galactosidase (SA-B-Gal) ist ein Enzym, welches die
Hydrolyse von B-Galactosidasen in Monosaccharide katalysiert. Zur Detektion dieser
Reaktion dient X-Gal, welches ein blaues Prazipitat bildet, nachdem es durch die
Galactosidase geschnitten wurde. Die meisten Zellen exprimieren eine lysosomale (3-
Galactosidase, welche ihr Reaktionsoptimum bei pH 4,0 hat und welche in
praseneszenten Zellen und seneszenten Zellen gleichermal3en aktiv ist. 1995

entdeckten Dimri et al., dass bei pH 6,0 ausschlieBlich seneszente Zellen anfarbbar
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sind (17). Ein pH von 6,0 ist das Optimum fir humane Zellen, murine Zellen zeigen ihr
Optimum bei pH 5,5. Heute erklart man sich dieses Phanomen durch eine spezifische
Uberexpression und Akkumulation der endogenen lysosomalen B-Galactosidase (127).
Die Expression dieser B-Galactosidase ist nicht obligat fir Seneszenz, stellt jedoch den
am haufigsten eingesetzten Biomarker flr seneszente Zellen dar. Zum Nachweis der
SA-B-Galactosidase dient das Substrat X-Gal. X-Gal (auch BCIG fir bromo-chloro-
indolyl-Galactopyranosid) ist ein organisches Molekil, welches aus Galactose und
einem Indol zusammengesetzt ist. Fur den cytochemischen Nachweis der Seneszenz-
assoziierten-B-Galactosidase-Aktivitat wurden die Zellen mit SA-B-Gal-Fixierlosung fur
10min bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurden sie zwei Mal mit PBS mit 1mM
MgCl, (pH 5,5) gewaschen. Zum Nachweis der Enzymaktivitat wurden die Zellen 8-14h
in SA-B-Gal-Inkubationslésung bei 37° inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Spaltung von
dem  Substrat X-Gal zu B-D-Galactose und Indolyl-Derivat 5-Bromo-4-Chloro-3-
Hydroxyindol durch das Enzym SA-B-Galactosidase. 5-Bromo-4-Chloro-3-Hydroxyindol
wurde zum unldslichen 5,5-Dibromo-4,4'-Dichloro-Indigo oxidiert, welches in der
Blaufarbung der SA-B-Gal-positiven Zellen resultierte. Alle Schritte erfolgten in 15ml
Falcon Tubes. Am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und

mit Mowiol Mounting Medium eingedeckelt.

2.2.4.2 Zell-Zyklus-Analyse mit BrdU/PI Farbung

Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw.
Desoxyuridin. BrdU kann von der Zelle aufgenommen werden und in phosphorylierter
Form anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP) wahrend der S-Phase
des Zellzyklus in die neu synthetisierte DNA eingebaut werden. Spezifische Antikdrper
gegen BrdU konnen eingesetzt werden, um eine erfolgte DNA-Synthese
immunhistochemisch  nachzuweisen. Propidiumiodid (PI) ist, &hnlich wie
Ethidiumbromid, ein fluoreszierender Nukleins&ureinterkalator und kann daher als Maf3
fur den Gesamt-DNA-Gehalt einer Zelle herangezogen werden.

Die Zielzellen wurden fur 2h mit 20uM Bromodeoxyuridin (BrdU) markiert. AnschlielRend
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 80% Ethanol fixiert und tber Nacht bei 4°C
und far die weitere Aufbewahrung bei -20°C gelagert. Fur die Antikdrperfarbung wurde
der Ethanol haltige Uberstand so weit moglich entfernt. Die Zellen wurden in 1ml 2N
HCI/Tritonx-100 resuspendiert und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die DNA

zu denaturieren. Dann wurde die Lésung entfernt und die Zellen wurden in 1ml 0,1M
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Na;B,O7 pH 8,5 resuspendiert um die Proben zu neutralisieren. Die Zellen wurden in
PBS gewaschen und dann mit einem Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-BrdU-Antikérper
in einer Verdunnung von 1:15 in Inkubationspuffer aus 0,5% Tween 20 und 1% BSA in
PBS und 0,6mg/ml RNase A uber Nacht gefarbt. Am nachsten Tag wurden der
Uberstand entfernt und die DNA der Zellen wurde durch Resuspendieren in PBS mit
5ug/ml Pl angeféarbt. Die Proben wurden gefiltert und im Dunkeln auf Eis aufbewahrt,

bis sie im Durchflusszytometer untersucht werden konnten.

2.2.4.3 Wachstumsbeobachtung

Fir die Erstellung von Wachstumskurven wurden 8x10° Lymphomzellen pro 6-well bzw.
1x10* pro 12-well Zellkulturplatten ausgesét. An den entsprechenden Tagen wurden
nach der Farbung mit Trypanblau die ungefarbten, lebenden Zellen ausgezéhlt. Die
relative Zellzahl wurde als Verhaltnis der Zellzahl des jeweiligen Tages zu der am Tag 0

ausgesaten Zellzahl ausgedruckt.

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1 Protein-Extraktion

Alle Proteine der Zelle wurden unfraktioniert isoliert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5 Minuten, 1200 rpm) pelletiert und anschlieend einmal in PBS
gewaschen. Die Westerblot pellets wurden entweder sofort weiterverarbeitet oder bis zu
2 Monaten bei — 20°C aufbewahrt. Fir die Zelllyse wurden die Zellpellets aufgetaut, und
in einem entsprechenden Volumen (50-150ul) Lysepuffer resuspendiert. AnschlieRend
wurden die pellets 45-60 min auf Eis inkubiert. Der NP-40 Lysepuffer enthielt NP-40 als
Detergenz, sowie die Protease-Inhibitoren DTT, Natriumvanadat, Leupeptin und
Aprotinin. Das Lysat wurde fir 20 min bei 4°C und Maximalgeschwindigkeit von
Zellresten separiert und in ein frisches Eppendorf-Gefald tberfihrt.

Zur Denaturierung der Proteine wurde 5xLaemmli Puffer hinzugeftigt und die Proben fur
7 min bei 90°C gekocht. Nach Kihlung auf Eis und erneuter kurzer Zentrifugation

wurden die Proben direkt fiir die Gelelektrophorese weiterverwendet.

2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten wurde Roti-Quant

Bradford-Reagenz in einer Verdinnung von 1:5 mit Wasser verwendet. Es wurden
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Polystyrene 1xKivetten verwendet. Zunachst wurde zur Kalibrierung des Photometers
eine Verdinnungsreihe mit BSA in Wasser hergestellt. Eine Standardkurve von 0, 1, 4,
6, 8 und 10upg/ul Protein wurde vermessen. Fir die Standardreihe wurde neben dem
entsprechenden Volumen Standardlésung immer 1ul Lysepuffer in die Kivette
gegeben. Variationskoeffizienten von unter 10% wurden als prazise genug angesehen.
Die Reaktionsansatze wurden durch vorsichtiges Schuitteln gemischt und 5min bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 595nm.

2.2.5.3 SDS-PAGE
Fur die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zur

Auftrennung der isolierten Proteine nach ihrer Gré3e wurden die zu untersuchenden
Proteine in einem fur die Proteingro3e geeigneten Trenngel aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde in einer vertikalen Gel-Kammer mit 1 x Laufpuffer durchgefihrt.
Die Gele bestanden aus einem niedrigprozentigen Sammelgel und einem
entsprechenden Trenngel. Trenn- und Sammelgel wurden mit 30% Rotiphorese Gel-

Polyacrylamid-Mix hergestellt.

Tabelle 2.23 Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel im Westernblot

Komponente Sammelgel Komponente Trenngel
(12%,15ml) (3ml)
H.0 4,9ml H,0 2,1ml
30% Acrylamidmix  6,0ml 30% Acrylamidmix 0,5ml
1,5M Tris pH 8,8 3,8ml 1,5M Tris pH 8,8 0,38ml
20% SDS 0,1ml 20%SDS 0,03ml
10% APS 0,15ml 10% APS 0,03ml
TEMED 0,006m| TEMED 0,003ml

Fur die Elektrophorese wurden jeweils 30ug Protein mit 5x Laemmli Probenpuffer in
einem Gesamtvolumen von 20ul vermischt und 7min bei 90°C denaturiert. Die Taschen
wurden mit einem standardisierter Marker (Page Ruler) und den Proben beladen
wurden und in einem Glycin-haltigen Laufpuffer der Elektrophorese durchgefiihrt. Bis
die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten, wurde eine Spannung von 80V

angelegt. Danach wurde die Spannung auf 120V erhght.
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2.2.5.4 Immunoblots

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden durch Semi-Dry-Blotting
auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Ubertragen. Dazu wurde eine
Westernblot-Kammer wie in Abb. 9 gezeigt aufgebaut. Die Membran wurde in Methanol
aktiviert. Der Transfer wurde bei max. 20 V und x + 20 mA (x=cm? der zu blottenden
Oberflache) fir 1h durchgefiihrt. Die erfolgreiche Ubertragung der Proteine auf die
Membran wurde durch Ponceau-S dberprift. Die Membran wurde in 1xXTBS-T

gewaschen, bis die Farbe komplett entfernt war.

Kathode
3x WhatmanR-Papier,

in Blotpuffer
Gel
Membran

3x WhatmanR-Papier,

in Blotpuffer
T SR } Anode

Abbildung 2.6 Aufbau eines Western Blots (Semi-dry, kontinuierlich)

2.2.5.5 Proteindetektion

Vor der Detektion des gewlnschten Proteins erfolgt fur 1 Stunde die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen mit Blockpuffer bei RT. Nach dem Waschen der
Membran in TBS-T (5 min) wurde sie mit dem entsprechenden Primarantikorper
inkubiert. Dann wurde die Membran mindestens fir 3x5 min in ausreichend
Waschpuffer gewaschen, fur eine weitere Stunde schuittelnd bei RT mit dem passenden
Sekundarantikorper inkubiert und anschlieBend erneut fur 3x5 min gewaschen. Die
Detektion der Proteine erfolgte nach dem Prinzip der Chemilumineszenz Fur die
Detektion wurde SuperSignal West Pico Substrat von Thermo Scientific verwendet. Die

Chemilumineszenz wurde mit dem Detektor LAS-4000 von Fujifilm gemessen.
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2.2.5.6 Strippen der Membranen

Um pro Membran die Expression mehrerer Antikbrper zu untersuchen, wurde in einigen
Fallen der gebundene Priméarantikdrper durch ,Stripping“ von der Membran geldst.
Dazu wurde die Membran 3x5min in PBS gewaschen und anschlieBend fir 2x10 min
rotierend in Stripp-Puffer inkubiert. Danach wurde die Membran 3x5min in PBS
gewaschen und konnte nach erneutem Blockieren fiur 1 h mit dem néchsten

Primérantikdrper inkubiert werden.

2.2.6 Mausbehandlung

Die Mausarbeit erfolgte analog den Vorgaben des Landesamts fur Gesundheit und
Soziales Berlin unter Einhaltung der vorgegebenen Standards. Individuelle Lymphome
wurden durch Injektion von mindestens 1x10° Zellen in die Schwanzvene von nicht
transgenen, immunkompetenten C57BL/6 Mausen transplantiert und das Lymphom-
Wachstum durch Abtasten der peripheren Lymphknoten im Abstand von jeweils drei
Tagen kontinuierlich monitoriert. Zum Zeitpunkt einer palpablen Lymphomlast wurde mit
der Behandlung begonnen. Die Mause wurden jeden zweiten Tag durch
intraperitoneale Applikation von entweder Vehikel (10% PEG400, 10% Tween 80) oder
Rapamycin 15mg/kg KG behandelt. Die Behandlung mit Cyclophosphamid 300 mg/kg
KG (gelost in PBS, intraperitoneale Applikation) erfolgte einmalig. Im Fall der
Kombinationstherapie wurde ebenfalls einmalig mit CTX therapiert und in der Folge
jeden zweiten Tag mit Rapamycin. Der Therapieeffekt bzw. ein mogliches Lymphom-
Wachstum wurden, wie zuvor das Tumor-Onset, durch Palpation Giberwacht. Die Mause
wurden entweder an Tag funf nach Behandlungsbeginn zur Detektion von Seneszenz
oder aber bei fortgeschrittener Erkrankung mittels CO, euthanasiert. Die Lymphome
wurden prépariert und in Form von Zellsuspensionen oder kryokonserviert

weiterverarbeitet.

2.2.7 Statistische Auswertung

In samtlichen Diagrammen sind die Ergebnisse als Mittelwert, Fehlerbalken als
Standardabweichung (SABW) dargestellt. Die statistische Auswertung der RTq-PCR
erfolgte mithilfe des t-Tests, p<0,05 wurde als signifikant angenommen. Verglichen
wurden jeweils Unterschiede zwischen behandelten und nicht behandelten Lymphomen

zum gleichen Zeitpunkt. Die Berechnung und graphische Darstellung in Form von heat
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maps erfolgte freundlicherweise durch Frau Karin Zimmermann aus der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. UIf Leser am Institut fir Informatik der Humboldt-Universitat zu Berlin.

Die Uberlebenskurven wurden mit SPSS erstellt. Die Berechnung der statistischen
Signifikanz erfolgte mittels Log-Rank Test.

Die graphische Darstellung aller anderen Diagramme wurde softwaregestitzt mit
GraphPad Prism v5 vorgenommen.

Die Flache SA-B-Gal positiver Lymphknotenareale wurde mittels der Software ImageJ
berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 TISund OIS in prim&ren Lymphomzellen.

p53-Zielgene in TIS und OIS wurden in primaren Lymphomzellen unterschiedlichen
genetischen Ursprungs untersucht. Bevor mit myc;p53™- und myc;p53*ERTAM.
Lymphomen weitergearbeitet werden konnte, wurde eine Genotypisierungs-PCR
durchgefiihrt (siehe 2.2.2.3). Nur Lymphome mit nachgewiesenem LOH wurden fir
weitere Experimente genutzt, da nur diese einem eindeutigen p53-defizientem oder
p53-aktivierbarem Zustand entsprachen.

Diese Lymphome wurden als Passage LCO, das heil3t direkt bei der ersten Kultivierung,
mit dem anti-apoptotischen bcl2 Gen retroviral infiziert. Die Infektion mit bcl2 verhindert
den apoptotischen Zelltod nach Behandlung mit zytotoxischen Chemikalien, bzw. nach
Wiederaufnahme der p53-Funktion unter Behandlung mit Hydroxytamoxifen (4-OHT).
Vielmehr wird nach dieser genetischen Veranderung durch DDR-Aktivierung pramature
Seneszenz induziert. Die Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick Uber die genannten

Lymphom-Modelle.

e Ogo '9‘,% TIS

massive senescence

o9

primary cells

p53

©

2 @§©§§%05

primary cells massive senescence

—
e
—

ERTam

Abbildung 3.1 Induktion von TIS und OIS in Kontrollymphomen bzw. p53-induzierbaren p53
Lymphomen. TIS, Therapie-induzierte Seneszenz; OIS, Onkogen-induzierte Seneszenz
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Die Induktion von TIS im myc-Lymphom-Modell ist seit Jahren etabliert (55). In Mausen
mit transplantierten myc;p53=X™""_| ymphomen lasst sich 6 Stunden nach Behandlung
mit 4-OHT Apoptose nachweisen (123). Die Induktion von Seneszenz in myc/p53=RTa™-
Lymphomen im Kontext der bcl2-Uberexpression im Sinne einer Onkogen induzierten

Seneszenz (OIS) wurde erstmals durch unsere Arbeitsgruppe beschrieben (106).

3.1.1 Induktion von TIS in myc;p53**-, aber nicht in myc;p53null-Lymphomen

TIS wurde durch Behandlung mit dem Anthrazyklin Adriamycin (ADR) (a.k.a.
Doxorubicin; 0,05 pug/ml) ausgeldst. Wie in Abb. 3.2 und 3.3 gezeigt, antworten bcl2-
protektierte myc-Lymphome (Kontroll-Lymphome) auf diesen DNA-Schaden in vitro mit
pramaturer zellularer Seneszenz. Im Gegensatz dazu war in p53-defizienten, Apoptose-
kompromittierten Lymphomen dieser Arrest nicht zu beobachten.

A)
Kontroll Lymphome

501
% 40 -~ untreated :
S :
T 30- - ADR
N
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©
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$ g & N ut
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= - ADR
'g‘) 304
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«
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Q N > -
° © © ut 5d ADR

Abbildung 3.2 Wachstumsverhalten von A) Kontroll-Lymphomen und B) p53-defizienten Lymphomen nach
Behandlung mit ADR. In Kontroll-Lymphomen fihrt die Behandlung mit ADR zu einem stabilen
Wachstumsarrest, es befinden sich keine Zellen mehr in der S-Phase des Zellzyklus. Anders verhdlt es sich
in p53-defizienten Lymphomzellen. Diese weisen einen Seneszenz-Defekt auf, wie hier mittels
Wachstumsanalyse und Zellzyklusanalyse verdeutlicht. ut, unbehandelt; 5d ADR, 5 Tage ADR Behandlung.
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Als weiterer Seneszenz-Nachweis diente die SA-p-Gal Farbung. Nur die p53-
profizienten Lymphome wiesen eine positive Anfarbbarkeit fur die SA-B-Galactosidase
am funften Tag der Behandlung auf. In den p53-defizienten Lymphomen blieb diese

passend zur erhaltenen Proliferationskapazitat aus.
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Abbildung 3.3 SA-B-Gal Aktivitat in

B) A) Kontroll-Lymphomen nach 5 Tagen
Behandlung mit 0,05ug/ml ADR. Die
Abbildung ist exemplarisch fur 5 getestete
Lymphome, Mittelwerte und SABW
wurden aus eben diesen 5 Lymphomen
gebildet. B) p53-defiziente Lymphome
zeigen keine Positivitat in der SA-B-Gal
Farbung nach finftagiger zytotoxischer
Behandlung. Die Abbildung ist

exemplarisch fir 3 untersuchte
3,1%+1,8 9,1% 7,1 Lymphome.

ut 5d ADR

3.1.2 Induktion von Seneszenz nach Reaktivierung von p53 in myc;p53R"@™ _pcl2

transduzierten Lymphomen

Zunachst konnte durch Beobachtung des Wachstumsverhaltens der Lymphomzellen in
der Zellkultur bestatigt werden, dass die Aktivierung von p53 in myc;p535R™™"
Lymphomen durch Zusatz von Tamoxifen antiproliferativ wirkt. Anhand der
Zellzahlbestimmung Uber mehrere Tage lie3 sich der fir den seneszenten Arrest
typische Proliferationsstopp beobachten. Hingegen proliferierten Zell-Aliquots des
jeweils selben Lymphoms unter der Behandlung mit Ethanol (EtOH), welches als
Tragersubstanz fur das Tamoxifen eingesetzt wird, mit gleicher Kinetik wie ihre
unbehandelten Lymphomzell-Proben. Das Wachstumsverhalten von Tamoxifen
behandelten Kontroll-Lymphomen (p53-profiziente, bcl-2-infizierte myc-Lymphome)

entsprach dem von unbehandelten Kontroll-Lymphomen, siehe Abb. 3.4.
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A)
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Abbildung 3.4 Wachstumsverhalten der p53=" ' “"-Lymphomzellen nach Behandlung mit Tamoxifen. A)
Tamoxifen behandelte p53ERTam—LymphomzeIIen wuchsen deutlich langsamer als Ethanol-behandelte
p53 "™ Lymphomzellen. n=4 B) Tamoxifen behandelte Kontroll-Lymphome weisen ein
Wachstumsverhalten &hnlich der EtOH Behandelten Kontrollen auf. n=5.

Nun stellte sich die Frage, ob der beobachtete Proliferationsstopp einem G1- oder
einem G2-Arrest entsprach. Die Zellzyklusanalyse mittels BrdU/PI-Farbung ermdglicht
eine genaue Aussage uUber DNA-Gehalt und die Zellzyklusphase einer Zelle bzw.
Zellpopulation. Wie erwartet, konnte ein G1-Arrest in den mit 4-OHT behandelten Zellen
beobachtet werden. Die Aktivierung von p53 fihrte in den myc-Lymphomen also zu
einem irreversiblen Zellzyklusarrest, der pramaturen Seneszenz, die im Kontext der

konstanten myc-Aktivierung als onkogen induzierte Seneszenz betrachtet werden kann.

A) . B)
Zellzyklusanalyse
100- O EtOH
[ 5d Tamoxifen
—~ 80 '}
S
5 607
<
: 8 40-
) C N 204 |‘x‘|
Gl G2 0 T - I*III%I
5d EtOH 5d Tamoxifen & © v

Abbildung 3.5 A) BrdU/PI-Farbung der mit EtOH oder 4-OHT behandelten p53~" *"-Lymphomzellen. Der Anteil
an BrdU-positiven Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase ist in den Dot-Plots dargestellt. Auf der Abszisse
ist die die PI-Fluoreszenz, auf der Ordinate die Fluoreszenzintensitat des Alexa-Fluor 488-konjugierten anti-
BrdU-Antikorpers aufgetragen. Exemplarisch sind die Dot-Plots eines individuellen Lymphoms gezeigt. B)

Darstellung der Anteiligen Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der
Messung von 3 individuellen Lymphomen.
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Zusatzlich zu Wachstumsverhalten und Zellzyklusarrest wurden typische Seneszenz-
Marker analysiert. An Tag funf farbten sich die mit 4-OHT behandelten Zellen deutlich
positiv in der zytochemischen Farbung fur den klassischen Seneszenz-Marker SA-3-
Galactosidase, wohingegen mit EtOH behandelte Zellen negativ fir diesen Marker
blieben (sieche Abb. 3.5). Als Kontrolle dienten myc;p53**-Lymphome, die nach
funftagiger Behandlung mit Tamoxifen weder einen Wachstumsarrest, noch SA-B-Gal
Positivitat zeigten. Es wurden die gleichen Kontroll-Lymphome auf ihre Reaktion auf 4-
OHT getestet, die wie in 3.1.1 beschrieben auf zytotoxische Behandlung mit einem

seneszenten Wachstumsarrest reagiert haben.
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Abbildung 3.6 Tamoxifen induzierte
Seneszenz A) Die flinftagige Behandlung
mit 4-OHT induziert einen SA-B-Gal
positiven Zellzyklusarrest in myc;p53
bcl-2 transduzierten Lymphomen. n=4 B)
Kontroll-Lymphome werden durch
Behandlung mit Tamoxifen nicht seneszent.
Dargestellt sind jeweils reprasentative
1,4% +1,1 2.0%+1,7 Lymphomzellen, unbehandelt und nach 5
Tagen Behandlung mit Tamoxifen. n=5

ERTam

5d EtOH 5d Tamoxifen

3.1.3 Die Aktivierung von p53 in myc;p53¥@™ _pcl2 transduzierten Lymphomen

fuhrt zur Proteininduktion von p53-Zielgenen und Seneszenz-Markern.

Auch auf Proteinebene wurde die Aktivierung des induzierbaren p53, das durch
Konformationsdnderung durch Tamoxifen in den Nukleus transportiert werden kann,
sowie seiner Zielgene Uberprift. Zunachst wurde die Expression des p53-
Ostrogenrezeptor-Fusionsproteins dargestellt (bei 83kD), dass sich exklusiv in

myc;p53=R @™ ymphomzellen nachweisen lieR:.
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Abbildung 3.7 Dargestellt ist
ein Immunoblot des an p53
o gekoppelten Ostrogen-
Wy oo | rezeptors (anti-ER-Antikorper).
' o p53-ER Nur in myc;p53=RTM-
Lymphomzellen ist der
Ostrogenrezeptor

-— . nachweisbar. Je Genotyp
— -— Tubulin wurden 3 individuelle
Lymphome untersucht.

p53 -/- p53=RTam wt

Es erfolgte weiterhin die Analyse von Proteinlysaten nach Behandlung mit 4-OHT flr
vier Stunden, nach einem Tag und nach funf Tagen, sowie als Kontrollbehandlung die
Zugabe von Ethanol fir funf Tage. Nach Behandlung mit 4-OHT lief3 sich eine sofortige
Stabilisierung des p53-Proteins nachweisen. Obwohl die absolute Menge im Verlauf
rickgangig, war auch nach funf Tagen noch eine deutliche Zunahme des p53-Proteins
nachweisbar. Die Expression des p53-Zielgens Puma stieg kontinuierlich an, je langer
p53 aktiviert blieb. Des Weiteren konnten wir eine Akkumulation des Seneszenz-
Markers H3k9me3 beobachten. Diese Effekte sind nicht nur auf die Aktivierung von p53
zurtckzufiihren, sondern im Zusammenhang mit der konstitutiven Expression des
Onkogens myc zu verstehen, die durch die Uberexpression des Apoptoseblockers bcl-2

zur Induktion von OIS fihrt.

EtOH 4hTam 1dTam 5dTam

- p53 AbbildunE% 3.8 Immunoblot von

myc;p53="*™-Lymphomzellen,
— die mit EtOH, 4h,1d oder 5d
- Tamoxifen behandelt wurden.
— * Puma Das p53-Protein wird stabilisiert
und induziert ein typisches p53-
Zielgen: Puma. Nach 5d
Behandlung steigt die
= ———— Expression des Seneszenz-
H3K9me3 Markers H3K9me3. Es wird
exemplarisch 1 individuelles
Lymphom von 4 untersuchten
G Se—— — Lymphomen dargestellt. Tam;

Tubulin Tamoxifen.

Das p53=RT@M.System ist folglich dazu geeignet, den p53-Status in myc-transgenen

Lymphomzellen ligandenabhéngig zu modifizieren. Dementsprechend kann das

78



Ergebnisse

p53ERT@M_System genutzt werden, um die Auswirkung des p53-Status auf die Induktion

von p53-Zielgenen in prAmaturer Seneszenz zu untersuchen.

3.2 p53-induzierte Zielgene in zellularer Seneszenz

3.2.1 Differentiell regulierte Gene in TIS in bcl2-transduzierten myc-

Lymphomzellen

Basierend auf einer Literatur-Recherche wurden 39 p53-Zielgene definiert, die in die
Untersuchung einbezogen werden sollten. Darlber hinaus wurde eine Liste von 57
weiteren Genen erstellt. Diese werden zum Teil bekanntermal3en in Seneszenz
differentiell reguliert und tragen zum seneszenten Phanotyp bei (SASP), umfassen
jedoch auch Gene, von denen ein Zusammenhang mit Seneszenz vermutet wird (von
nun an: Seneszenz-assoziierte-Gene). Bei den Seneszenz-assoziierten Genen handelt
es sich nicht um mutmalliche p53-Zielgene. In der Literatur gibt es keinen Hinweis auf
die Regulation dieser Gene durch p53. Dieses Vorgehen ermdglichte eine
Untersuchung der bekannten p53-Zielgene und ihren Beitrag in Seneszenz sowie die
Identifikation potentieller, in Seneszenz relevanter Gene, die moglicherweise als
Konsequenz der Aktivierung p53-gesteuerter Signalkaskaden induziert werden. Eine
vollstandige Auflistung ist unter 2.2.3.6 zu finden.

Die Untersuchung dieser festgelegten Gensets erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-
PCR (RTg-PCR). Es wurden zunachst p53-Zielgene und Seneszenz-assoziierte Gene

+/+

in Kontroll- (myc;p53™") Lymphomzellen von funf individuellen Lymphomen untersucht.
Dafur wurden diese wie in 2.2.2.3 beschrieben fur funf Tage mit Adriamycin behandelt
und anschlie3end die relative Genexpression bestimmt. Mit Hilfe eines t-Testes wurden
anhand der ermittelten Cr-Werte die nach der Behandlung signifikant regulierten Gene
ermittelt (p < 0,05). Im Folgenden werden zur besseren Ubersicht heat maps immer
getrennt fir bekannte p53-Zielgene oder Seneszenz-assoziierte Gene gezeigt. Es
werden nur die signifikant regulierten Gene dargestellt. Jede Zeile stellt ein
untersuchtes Gen dar, jede Spalte reprasentiert ein Lymphom. Das Expressionshiveau
jeder Probe wurde mittel Z-Transformation standardisiert. Dies dient dazu, einzelne
Werte einer Stichprobe in Bezug auf ihre Lage in der Stichprobenverteilung zu
charakterisieren. Dieser skalierte Ausdruckswert wird als Row Z-Score bezeichnet, und
wird in einer rot-grinen Farbskala aufgetragen, bei der rote Werte eine hohe

Expression und griine Werte eine niedrige Expression anzeigen. Die z-Transformation
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wird auch als Standardisierung oder Autoskalierung bezeichnet. Z-transformierte Werte

werden vor allem dadurch vergleichbar, dass die Stichprobenwerte nach der

Transformation nicht mehr in den Originalmaf3einheiten gemessen werden sondern in

Vielfachen der Standardabweichung der Stichprobe.
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Neben etablierten p53-Zielgenen wie p21, Puma und PAI-1 waren auch einige neuere,
noch wenig charakterisierte Gene wie sestrin2 und phlda3 in TIS-seneszenten

Lymphomzellen deutlich  hochreguliert (Abb. 3.9). p21 wurde als p53

,downstream® target ebenso wie PAI-1 als Seneszenz-relevant beschrieben (128).
Unter den 19 differentiell regulierten Seneszenz-assoziierten Genen fanden sich
erwartungsgemafl SASP Gene wie II-6, MCP-1 und Mip3alpha (74), aber auch hier
wurde die Expression einiger bisher in der Seneszenz weniger charakterisierter Gene

wie die der extrazellularen-Matrix (ECM)-Faktoren CTGF, Col1lAl und Biglycan gezeigt
(Abb. 3.10).
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Erwahnenswert ist dabei, dass die meisten dieser Transkripte erst nach 5 Tagen
signifikant reguliert waren, also nicht als akute Antwort auf einen DNA-Schaden
interpretiert werden konnen, sondern in diesem zeitlichen Kontext als spezifische
Veranderungen im Rahmen der Induktion von Seneszenz gewertet werden mussen. An
Tag 1 nach Beginn der Behandlung mit Doxorubicin konnte lediglich eine signifikante
Regulation von Cyclin G1, p21 und Mdm2 beobachtet werden (Abb. 3.11). Cyclin G1
wird Uber die Interaktion mit Mdm2 eine Rolle in der Degradation von p53
zugeschrieben (129). Eine andere Arbeit beschreibt die Funktion von Cyclin G1 als
positiven Feedback-Regulator von p53, welcher durch Mdmz2 inhibiert wird und Uber
den ARF-p53-Rb-Signalweg wachstumshemmende Effekte ausibt (130). Die
Funktionen von p21 und Mdm2 wurden bereits unter 1.1.4 erlautert.
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Abbildung 3.11 Induktion
vonp53-Zielgenen in Kontroll-
Lymphomzellen 24 Stunden
nach Behandlung mit ADR. Die

p21 Analyse von bekannten p53-
Zielgenen in bcl2-
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3.2.2 Differentiell regulierte Gene in  myc;p53null-bcl2-transduzierten
Lymphomzellen

Zur Kontrolle der p53-regulierten Expression dieser Gene dienten myc-transgene, p53-
defiziente, bcl2-infizierte Lymphomzellen, die ebenfalls fur funf Tage mit Adriamycin
behandelt wurden. Dabei wurden sechs individuelle Lymphome in die Analyse
einbezogen. Wie erwartet, kam es trotz massivem DNA-Schaden in diesen Zellen kaum
zu einer relevanten Regulation p53-abhangiger Gene (Abb. 3.12). Interessanterweise
wurde auch in der Gruppe der Seneszenz-assoziierten Gene nur fir zwei Gene eine
moderate Hochregulation detektiert (Abb. 3.13). Dies lasst die starke Relevanz des p53-
Signalweges in der Induktion von Seneszenz vermuten. Phlda3, Mmp2 und PIG3

wurden herunterreguliert und nur die Expression von PAI-1 wurde in diesen Zellen
stimuliert.
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Unter den Seneszenz-assoziierten Genen wurden nur ID2 und GM-CSF moderat
hochreguliert, flr Cxcl5, Biglycan, Rrmb2 und CyclinD lie3 sich nach Behandlung mit
Adriamycin sogar eine verminderte Expression nachweisen (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13 Induktion
Seneszenz-assoziierte Gene
in Seneszenz-
kompromittierten p53-
defizienten Lymphomzellen.
Die Analyse von Seneszenz-
assoziierten Genen in bcl2-
transduzierten myc;p53null-
Lymphomzellen an Tag 5
nach Behandlung mit
Adriamycin ergibt 6
differentiell regulierte p53-
Zielgene. doxo, ADR
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3.2.3 Differentiell regulierte Gene in myc;p53 ™™ _pcl2-transduzierten

Lymphomzellen

Aus dieser Analyse ergab sich die Frage, ob die beobachteten Effekte auf die
Genexpression durch die Aktivierung von p53 durch den gesetzten DNA-Schaden zu
erklaren ist oder ob auch andere Mechanismen, wie ein direkter Einfluss des
Adriamycins oder die Aktivierung weiterer Signalkaskaden fur die Expression der
genannten Gene verantwortlich sind. Um diese Frage zu adressieren, wurde das
induzierbare p53%"™™-Lymphom-Modell genutzt. Hiermit wird ein p53-verschaltetes
Myc-Stresssignal vs. ein ADR-Stresssignal in bereits basal Myc-konstitutiven, p53-
intakten Lymphomen untersucht. Analog der funftagigen Behandlung mit Adriamycin
wurden die myc-transgenen-, bcl2-transduizerten-, p53=R"@™"_Lymphomzellen wie in
2.2.2.3 beschrieben mit 4-Hydroxytamoxifen behandelt. Dies |oste einen seneszenten
Arrest aus (siehe 3.1.3), wodurch sich das System optimal eignet um die Induktion von
p53-Zielgenen in Seneszenz zu untersuchen. Die akute Induzierbarkeit des p53%RT@™-
Systems wurde durch Testung beider Gensets nach 4 Stunden Behandlung mit 4-OHT
Uberprift. Auch hier konnte die Funktionalitat des aktivierbaren Transkriptionsfaktors
p53 eindeutig bestatigt werden, da schon nach 4 Stunden zahlreiche seiner Zielgene
transkriptionell aktiviert wurden. Im Gegensatz dazu werden die Seneszenz-
assoziierten Gene nicht relevant reguliert (Abb. 3.14, man beachte die Skalierung).
Dargestellt sind jeweils die neun am stéarksten regulierten Gene beider Gruppen. Wie in
Abb. 3.15 dargestellt, finden sich alle akut induzierten p53-Zielgene auch nach
funftagiger Behandlung mit Tamoxifen, und somit im seneszenten Arrest, signifikant

reguliert.
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Abbildung 3.14 Relative Expression von p53-Zielgenen und Seneszenz-assoziierten Genen nach 4h
Tamoxifen. myc- p53ERTam/'—LymphomzeIIen wurden fir 4h mit Hydroxytamoxifen behandelt um die akute
Aktivierbarkeit des Transkriptionsfaktors p53 zu Uberprifen. Die direkten p53-Zielgene werden deutlich
starker reguliert, als die Seneszenz-assoziierten Gene.

84



Ergebnisse

Nach funftagiger Behandlung waren analog zu den Adriamycin behandelten Kontroll-
Lymphomzellen typische p53-Zielgene wie PAI-1, phlda3, p21 und Puma hochreguliert
(Abb. 3.15). Im Vergleich zu den mit Adriamycin behandelten Kontrollen (15 signifikante
Zielgene) wurden jedoch 10 weitere Gene signifikant reguliert, die sich in den Kontroll-
Lymphomen nach Behandlung mit Adriamycin nicht fanden: Bcl2, DR5, HZF, Mdm2,
Mdrl, Noxa, Perp, PIDD und SAK. Dafir wurden jedoch Fas, Gadd45 und Ptgf-p
(GDF15) nur in Kontroll-Lymphomen hochreguliert.
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Die Analyse der Seneszenz-assoziierten Gene in p53-aktivierbaren Lymphomen ergab
eine starke Expression der SASP Gene sowie von ECM-modelierenden Genen, ahnlich
zu den TIS Lymphomen (Abb. 3.16). Fast alle Gene wurden positiv reguliert; es fand
sich aber auch das herunterregulierte SAK. Die transkriptionelle Repression der polo-
like-Kinase SAK durch p53 wurde bereits beschrieben, wobei die Repression von SAK
zu der p53-vermittelten Induktion von Apoptose beitragen soll (131). Da sich neben den
klassischen p53-Zielgenen in Lymphomzellen mit aktiviertem p53 auch nach funf Tagen
die Regulation weiterer, nicht direkt p53 regulierter Gene nachweisen liel3, kann
spekuliert werden, dass diese entweder bisher nicht identifizierten p53-Zielgenen
entsprechen oder aber, und das ist wahrscheinlicher, Ausdruck der Aktivierung weiterer
Signalkaskaden im Kontext der akuten p53-Funktion sind.
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Darunter fanden sich einige der zuvor in seneszenten Zellen gezeigten SASP
Komponenten und ECM modulierenden Proteine. Hier kann spekuliert werden, ob diese
Gene eventuell nicht nur Teil des seneszenten Phanotyps sind, sondern zur Induktion

und auch Aufrechterhaltung von Seneszenz beitragen.
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Tatsachlich bestand eine ausgepragte Uberschneidung der regulierten Gene in OIS und
TIS. Es wurden 12 bekannte p53-Zielgene und 11 Seneszenz-assoziierte Gene in
beiden Gruppen differentiell reguliert. Hier lieBen sich 4 funktionelle Gruppen
abgrenzen: Gene der Zellzyklusregulation, Apoptoseregulatoren, Zytokine/ECM-
Faktoren und mTOR-regulatorische Gene. Bei den signifikant regulierten Genen ist auf
Grund des experimentellen Aufbaus davon auszugehen, dass sie entweder durch p53
oder durch Aktivierung p53-abhéngiger Signalwege eine entscheidende Rolle in der
Induktion und Aufrechterhaltung von Seneszenz spielen. Das interessante Genset der
Schnittmenge der differentiell regulierten Seneszenz-assoziierten Gene in myc;p53+/+-
Lymphomzellen und myc;p53ERTam"-Lymphomzellen wird in einem anderen Projekt der
Arbeitsgruppe weiterverfolgt (siehe Abb. 3.17 B).

Bisher noch gar nicht im Zusammenhang mit Seneszenz untersucht ist die Funktion der
Gene sestrin2 und phlda3, die zwar als p53-Zielgene beschrieben wurden, deren

biologische Funktion jedoch noch nicht vollstandig verstanden ist. Sie sind daher fir
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weitere Analysen von besonderem Interesse, insbesondere, da beide inhibitorisch auf

den mTOR-Signalweg einwirken.
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Abbildung 3.17 Uberschneidung der differentiell regulierten Gene in myc;p53+/+-Lymphomzellen und myc-
p53=FT@™"| ymphomzellen. A) p53-Zielgene. B) Seneszenz-assoziierte Gene. Die Uberschneidungen sind fiir
p53-Zielgene und Senesenz-assoziierte Gene jeweils groBer als deren individuelle Regulation. Grin:

Zellzyklusregulatoren, Gelb: Zytokine/ECM, Blau: Apoptoseregulatoren, Rot: Suppressoren des mTOR-
Signalwegs.

Um unspezifische Effekte des 4-OHT auszuschlieBen, wurden einige bekannte p53-
Zielgene und SASP Komponenten nach funftagiger Behandlung von Kontroll-
Lymphomen mit 4-OHT untersucht. Wie in Abbildung 3.18 gezeigt, wurden die
getesteten Gene zwar geringfligig reguliert, dies ist quantitativ aber nicht vergleichbar
mit der Induktion durch Adriamycin in Kontrolllymphomen oder durch 4-OHT in

p5357T@M_| ymphomen.
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3.24 Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) in myc-transgenen TIS

Lymphomzellen

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) ist ein Rechenverfahren, welches bestimmt, ob
die Expressionslevel eines a priori definierter Satzes von Genen statistisch signifikante
Unterschiede zwischen zwei biologischen Zustanden zeigt (z. B. Ph&notypen). Man
stellt sich die Frage, ob eine Gengruppe mit interessanten Genen angereichert
(enriched) ist. Es wird die Verteilung der Genrange innerhalb der interessierenden
Gengruppe G untersucht. Die Gengruppe ist angereichert, wenn viele Gene aus G hohe
Range aufweisen, also in der geordneten Liste aller Gene eher "frGh“ auftreten.

Die Untersuchung der definierten Gengruppen erfolgte an Daten, die mittels Microarray
(Affymetrix Chips) in Kontroll-Lymphomzellen nach flunftagiger Behandlung mit ADR in
unserer Arbeitsgruppe erhoben wurden. Der Datensatz umfasst 21970 Gene. Es konnte
gezeigt werden, dass eine unabhangig von uns erstellte Liste von p53-Zielgenen in
seneszenten Lymphomzellen eine starke Anreicherung zeigt (p53 targets RILEY) (86),
wodurch erneut die Relevanz von p53-Zielgenen in seneszenten Lymphomzellen
deutlich wird. Des Weiteren zeigten sich sowohl das Genset ,p53-Zielgene” als auch
das Set ,p53-assoziierte Gene“ in der mit Adriamycin behandelten Gruppe im
Gegensatz zur unbehandelten Gruppe angereichert (p value < 0,05). Die false
discovery rate lag bei < 25%.

Enrichment plot: P53 TARGETS_RILEY Enrichment plot: DIRECT P53 TARGETS Enrichment plot: P53 ASSOCIATED GENES
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Abbildung 3.19 GSEA-Enrichment-Plots, Kontroll-Lymphome. Sowohl das Genset der p53-Zielgene, als auch
die p53-assoziierten Gene reichern in der Gruppe der mit Adriamycin behandelten myc;p53+/+;bcl2
transduzierten Lymphomzellen an. p53 targets RILEY p = 0,0; direct p53 targets p = 0,017; p53 associated
genes p =0,0.

Fuhrt man die Analyse an Suv39h1l-defizienten und damit Seneszenz-kompromittierten

Lymphomen (50) durch, so finden sich die von RILEY definierten p53-Zielgene, sowie
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die Seneszenz-assoziierten Gene nicht signifikant angereichert (Abb. 3.20). Die von uns
erstellte Liste der p53-Zielgene enthalt viele Gene der DNA-Damage-Kaskade und des
Apoptose-Signalwegs, so dass eine Induktion auch im Seneszenz-defizienten Setting

durchaus plausibel ist.

Enrichment plot: P53 TARGETS_RILEY Enrichment plot: DIRECT P53 TARGETS Enrichment plot: P53 ASSOCIATED GENES
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Abbildung 3.20 GSEA Enrichment Plots, Suv39hl-defiziente Lymphome. Sowohl das Genset der p53-
Zielgene, als auch die p53-assoziierten Gene reichern in der Gruppe der mit Adriamycin behandelten
myc;suv-;bcl2 transduzierten Lymphomzellen an. p53 targets RILEY p = 0.226; direct p53 targets p = 0.0; p53
associated genes p = 0,106.

Stellt man die getesteten Gene entsprechend ihrer Anreicherung in Form einer heat
map dar (Abb. 3.21), so féllt auf, dass die zytoplasmatischen Gene phlda3 und sestrin2
in allen Lymphomen besonders stark und uniform exprimiert wurden. Dies ist
insbesondere erwahnenswert, weil sich unter den Genen mit starker Expression — p53
getrieben oder nicht — hauptsachlich sekretierte Faktoren fanden. Lediglich p21

(CDKN1A) wurde ahnlich konsistent in allen untersuchten Lymphomen reguliert.
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Abbildung 3.21 Gene Set Enrichment Analysen der seneszenten Lymphomzellen im Vergleich zu den
unbehandelten Lymphomzellen. Die Reihenfolge der genannten Gene in der Heat-Map spiegelt von oben
nach unten absteigend die ,,Range“ der starksten Expressionsunterschiede ut vs. ADR wider. A) p53-
Zielgene. Deutliche Expression der Gene sestrin2 und phlda3, die fur zytoplasmatische Proteine kodieren, in
allen untersuchten Proben. B) Seneszenz-assoziierte Gene.

3.3 p53-Zielgene inhibieren mTOR
3.3.1 Phlda3 und sestrin2 werden in seneszenten Lymphomzellen tGberexprimiert

Ein konsistentes Ergebnis der Genexpressionsanalysen war die Hochregulation der
Gene phlda3 (pleckstrin homology [PH]-like domain, family A, member 3) und sestrin2.

Dabei zeigte sich fur beide Gene funf Tage nach Behandlung mit Adriamycin eine
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starkere Expression als nach einem Tag. In p53%R™@_Lymphomen war nach
Behandlung mit Tamoxifen eine noch starkere Expression zu beobachten, was die p53-
gesteuerte Transkription dieser beiden Gene unterstreicht. In p53-defizienten
Lymphomen konnte, wie erwartet, keine relevante Expression von phlda3 und sestrin2
gemessen werden.
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Abbildung 3.22 Phlda3 und sestrin2 wurden in TIS- und OIS-seneszenten Lymphomzellen verstarkt
exprimiert. Die starke Hochregulation nach Aktivierung von p53 (durch 4-OHT) unterstreicht die Regulation

durch den Tumorsuppressor. In p53-defizienten Lymphomen ist keine signifikante Regulation von phlda3
und sestrin2 zu verzeichnen.

Phlda3 wurde kirzlich als neues p53-Zielgen beschrieben, welches mit der PH-Doméne
von AKT (auch Proteinkinase B) um Bindung an Membranlipide konkurriert und somit
dessen Aktivierung hemmt (132). Sestrine (sestrinl und 2), ebenfalls p53-Zielgene,
inhibieren durch Phosphorylierung von Tsc2 via AMPKa (AMP-responsive Protein
Kinase) den mTORC1 Komplex (133). Sestrin2 phosphoryliet AMPKa an Threonin
172, welches wiederum TSC2 aktiviert und folglich zu verminderter mTORC1 Aktivitat
fuhrt. Auch die p53-Zielgene REDD1 und fbxw7 werden in seneszenten
Lymphomzellen, also nach funftagiger Behandlung mit ADR, verstarkt exprimiert(Abb.
3.23). Ihnen wird ebenfalls eine Inhibition von mTOR zugeschrieben. REDD1 Ubt seinen
inhibierenden Effekt Giber Aktivierung des TSC1/2 Komplex aus, indem es das 14-3-3
Protein bindet und somit eine  Dissoziation des TSC2/14-3-3 Komplexes mit
konsekutiver Aktivierung von  TSC1/2 bewirkt (134). Weiterhin agiert es Uber
Rekrutierung des Serin-Threonin-Protein-2A  (PP2A), welches AKT an T308
dephosphoryliert und damit inaktiviert (135). Fbxw7 reguliert die Ubiquitinierung, also
den Abbau des mTOR-Proteins (136).
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Ich postuliere also, dass die Aktivierung von p53 durch zellulare Stresssignale in Myc-
Lymphomen die positive transkriptionelle Regulation von Sestrinen und phlda3 auslost,
wodurch sestrin2 AMPKa aktiviert und phlda3 AKT inhibiert. Des Weiteren nehmen wir
an, dass diese Effekte zusammen zur Aktivierung des TSC1:TSC2 Komplexes und der
nachfolgenden Inaktivierung des mTORC1 Komplexes filhren. Ebenso fuhrt die p53-
abhangige Expression der Gene REDD1 und fbxw7 zur Inhibition der mTOR- Funktion.

Eine zentrale Rolle von p53 in Seneszenz scheint also, neben der Zellzykluskontrolle
Uber p21 und der Induktion von SASP-Komponenten, die Kontrolle des mTOR
Signalwegs zu sein. Die mit der mTOR-Inhibition typischerweise einhergehende
Autophagie-Induktion wird in ihrer Bedeutung fur den zellularen Seneszenz-Status
kontrovers diskutiert (137,138). Der inhibierende Effekt von p53 auf die Funktion von
MTOR ist bereits bekannt (110,133,139), jedoch bleibt der Einfluss der mTOR-Inhibition
auf die Induktion zellularer Seneszenz bisher unklar. Abbildung 3.24 gibt einen

Uberblick Gber den beschriebenen Signalweg und dessen Regulation via p53.
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Seneszenz

3.3.2 Aktivierung von AMPKa und Deaktivierung des AKT-Signhalweges in

seneszenten Lymphomzellen

Da in den getesteten Lymphomzellen sowohl phlda3 als auch sestrin2 nach Induktion
eines DNA-Schadens bzw. nach Reaktivierung der p53-Funktion stark induziert wurden,
mussten die beschriebenen Signalkaskaden entsprechende Modifizierungen zeigen.
Die verminderte Phosphorylierung von AKT und seinem -,downstream target” Foxo3a
(Forkhead-Box-Protein-3a) zeigen, dass der AKT-Signalweg in seneszenten Kontroll-
Lymphomen nach Behandlung mit Adriamycin herunterreguliert wurde. Als Resultat
aktiviert hypophosphoryliertes und somit kernstdndiges Foxo3a die Transkription
antiproliferativer Gene. Die AMP-responsive Protein Kinase findet sich dabei, wie von
Budanov und Karin beschrieben, als Antwort auf den Zellstress phospho-aktiviert und
kann so ihrerseits TCS2 aktivieren (Abb. 3.25).

93


http://de.wikipedia.org/wiki/Forkhead-Box-Proteine

Ergebnisse

- + - + - 4+ AR

— .-"——ﬂ
pAkt

Akt

— . — -
phospho-Foxo3a

—1? — — Foxo3a
- A=l s Phospho-Ampka Abbildung 3.25 Immunoblot von AKT,

Foxo3a und Ampka. In seneszenten

— G G QD S— G— KontroII-Lymphomen ist_Amp_ka akt_iviert
Ampka und der AKT-Signalweg inhibiert. Dies
unterstitzt die Annahme, dass p53 Ampka
- —— em—-— -—— - Tubulin aktiviert und phlda3 den AKT-Signalweg

negativ reguliert.

3.4 mTORINTIS

3.4.1 Effektorfunktionen von mTORCL1 in seneszenten Lymphomzellen

Als néchstes galt es zu testen, ob auch die Effektorfunktionen von mTOR in
seneszenten Lymphomzellen negativ reguliert wurden. In Ubereinstimmung mit der
Inaktivierung von AKT und der Aktivierung von AMPKa war das direkte Ziel von
MTORC1, die p70S6-Kinase, in seneszenten Lymphomzellen vermindert
phosphoryliert. Die p70S6-Kinase ist eine Serin/Threonin-Kinase, deren Substrat das
ribosomale Protein S6 (rpS6) ist. Das rpS6 ist eine Komponente der 40S-ribosomalen-
Untereinheit und somit an der Translation beteiligt. Es aktiviert die Translation so
genannter 5" TOP-mRNAs (MRNAs mit terminalem Oligopyrimidintrakt in der 5" -nicht-
translatierten  Region). Deren  Genprodukte sind ribosomale  Proteine,
Elongationsfaktoren und andere Translationsregulatoren (140). Es wurde gezeigt, dass
rpS6 sowohl an der Regulation der Zellgro3e, der Zellproliferation, als auch an der
Glukosehomdostase beteiligt ist. Unerwartet konnte in seneszenten Lymphomzellen
jedoch eine vermehrte  Phosphorylierung und damit  Aktivitat dieses
Translationsaktivators beobachtet werden. Ein weiteres Schlisselprotein, das von
MTORCL1 aktiviert wird, ist 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E (elF-4E) binding
protein-1). Unphosphoryliertes 4E-BP1 bindet an RNA cap-bindendes Protein elF-4E

und hemmt dadurch die Kopplung an die mRNA und den Translations-Initiations-
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Komplex, der zur Initiation der Translation cap-abhangiger mRNAs bendtigt wird. Bei
allen eukaryotischen mRNA-Molekulen wird bereits wahrend der Transkription das 5'-
Ende durch die Anheftung einer Kopfgruppe aus einem 7-Methylguanintriphosphat
modifiziert. Haufig werden noch weitere Methylgruppen angefigt. Eine wichtige
Funktion der Kopfgruppe besteht im Schutz der entstehenden RNA vor dem Abbau
durch entsprechende Nukleasen. Darlber hinaus ist die Kopfgruppe ein Signal fir den
Transport der mRNA durch die Kernporen und wird fir die Anheftung der mRNA an das
entstehende Ribosom bendtigt, wo sie das Auffinden des Startpunktes der Translation
ermoglicht. Aktiviertes mTORC1 phosphoryliert 4E-BP1, dadurch wird elF-4E
freigesetzt und die cap-abhangige Translation initiiert (141). Die a-B-y Isoformen
reprasentieren den Phosphorylierungsstatus von 4E-BP1, wobei die a-Isoform das
hypophosphorylierte 4E-BP1 darstellt und die y-Isoform die hyperphosphorylierte Form
(142). Wie durch den Immunoblot gezeigt, liegt 4EB-P1 in TIS Zellen in seiner

hypophosphorylierten, inaktiven Form vor.
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Abbildung 3.26 mTORCL1-Signalweg in TIS-seneszenten Lymphomzellen. Das direkte Zielprotein von
MTORCI, die p70S6K ist in seneszenten Zellen wie erwartet unter dem Einfluss einer geringeren mTORC1-
Aktivitat vermindert phosphoryliert. Ein weiteres , downstream“-Zielproteine aber, das rpS6, wird
gegensatzlich aktiviert als erwartet. Dies deutet auf eine verstarkt Proteinsynthese in seneszenten Zellen hin,
die unabhangig von mTORCL1 reguliert wird. Das mTOR-Zielprotein 4E-BP1 liegt nach Behandlung mit
Adriamycin wie erwartet in seiner hypophosphorylierten Form vor.

Die Aktivierung des ribosomalen Proteins S6 deutet darauf hin, dass die
Proteinsynthese in seneszenten Zellen trotz Inhibierung des mTOR-Signalweges
verstarkt ablauft oder zumindest nicht g&nzlich inhibiert wird. Ein moglicher

Mechanismus zur Erklarung dieser Beobachtung ist die Aktivierung von ERK
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(Extrazellular-signal Regulated Kinases) in seneszenten Lymphomzellen. Die ERK
gehoren zu den Mitogen-aktivierten Kinasen (MAP-Kinasen) und zéhlen gemal ihren
modifizierten Gruppen zu den Serin/Threonin-Kinasen. Uber die Phosphorylierung von
pP90RSK und p70RSK via ERK und die konsekutive Aktivierung von S6rp wird die
Protein-Translation initiiert. Sind diese Signale starker als die Inhibition der
Proteintranslation durch mTOR-Inhibition, ist anscheinend weiterhin eine Aktivierung
der Proteinbiosynthese maoglich (Abb. 3.27).

- + - + - + ADR
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Abbildung 3.27 Aktivierung von

ERK in seneszenten
ERK Lymphomzellen. Nach Seneszenz-

Induktion mit ADR in bcl2

protektierten LCs wird
N*“ Tubulin phosphoryliertes und damit

aktiviertes ERK detektiert.

3.4.2 Die pharmakologische Beeinflussung von Ampka und AKT induziert

pramature Seneszenz in Kontroll-Lymphomen

Geht man davon aus, dass wie in Abbildung 3.24 beschrieben, die p53-getriebene
Aktivierung von AMPKa durch sestrin2 und die phlda3- sowie REDD1-induzierte
Inhibition von AKT zu einer TSC-Aktivierung und damit einer mTOR-Hemmung fiihren,
so sollte sich der Zustand pramaturer Seneszenz auch durch pharmakologische
Aktivierung von AMPKa und Inhibition von AKT induzieren lassen. Metformin ist ein
haufig eingesetztes Antidiabetikum zur Behandlung des Typ Il Diabetes, dessen
molekulares Wirkprinzip nicht vollstandig geklart ist. Zhou und Kollegen gelang der
Nachweis einer Metformin abhangigen-AMPKa-Aktivierung in Hepatozyten, wodurch
sich der inhibitorische Effekt auf die hepatische Glukosproduktion erklaren lasst (143).
Die Aktivierung von AMPKa durch Metformin und die konsekutive mTOR-Inhibition,
sowie ein Proliferationsarrest konnte in Lymphom-Zelllinien bereits durch Shi und
Kollegen gezeigte werden (144). Es stehen mehrere Wirkstoffe zur Inhibition von AKT
zur Verfigung. Zur Behandlung der Lymphomzellen wurde der AKT-Inhibitor Triciribine
(TCN) eingesetzt. Triciribine ist ein hochselektiver AKT/PKB-Inhibitor, der die
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Phosphorylierung und somit Aktivierung von AKT1/2/3 selektiv hemmt (125). TCN
bindet an die PH-Domane von AKT und verhindert seine Rekrutierung an die
Plasmamembran und die anschlieBende Phosphorylierung an T308 und S473.
Wahrend der Einsatz der einzelnen Inhibitoren bereits einen Effekt auf das
Wachstumsverhalten der Lymphomzellen hatte, jedoch keinen seneszenten Arrest
induzierte, fihrte die Kombinationsbehandlung mit beiden Substanzen zu einem
stabilen Wachstumsarrest in der G1-Phase des Zellzyklus. Beide Substanzen wurden in
subtoxischen Dosen eingesetzt, es wurde also keine relevante Zelltodinduktion

beobachtet.
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Abbildung 3.28 Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit dem AMPKa-Aktivator Metformin und dem AKT-
Inhibitor Triciribine. Sowohl die Behandlung mit Metformin, als auch mit TCN fuhrt zu einer Akkumulation
von Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus mit einer Reduktion der sich teilenden Zellen (S-Phase). Dieser
Effekt ist jedoch am stérksten ausgepréagt wenn beide Wirkstoffe miteinander kombiniert werden. In A) ist ein
exemplarisches FACS Diagramm abgebildet. B) Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzyklusanalyse von 4
verschiedenen Lymphomen.

Der Wachstumsarrest ging einher mit SA-B-Gal-Reaktivitat, die ausschliel3lich nach der
Kombinationsbehandlung nachweisbar war. Die Doppelbehandlung mit Metformin und
Triciribine fihrt also in Kontrolllymphomen zu einem seneszenten Wachstumsarrest,
siehe Abb. 3.29.

97



Ergebnisse

ut Metformin

19%+25 14,8% + 23,6

Abbildung 3.29 SA-B-Galactosidase Farbung
> nach Behandlung mit Metformin und TCN. Die
Simultane Behandlung von bcl2 protektierten
Lymphomzellen mit Metformin und TCN induziert
SA-B-Gal Positivitat. SA-B-Gal Positivitat nach 5d

. -~ Behandlung mit Metformin, AKT-Inhibitor oder
beiden Substanzen. Abgebildet ist eine
10,6% + 12,9 47,0% + 30,5 exemplarische Farbung der 4 untersuchten
Triciribine Metformin + Tricribine Lymphome.

Auch in p53-defizienten Lymphomzellen fuhrten sowohl die Einzelbehandlung, sowie
die Kombinationsbehandlung mit Metformin und TCN zu einer Akkumulation der
Lymphomzellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Der Effekt auf den G1-Arrest ist nach
Behandlung mit den Einzelsubstanzen &hnlich stark ausgepragt wie nach der
Doppelbehandlung, wobei jedoch insbesondere nach der Behandlung mit TCN und
nach der Kombinationsbehandlung ein Verlust der S-Phase erkennbar ist, hier sowohl
mit Anreicherung in der G1-, als auch der G2-Phase des Zellzyklus. Dennoch ist in der
SA-B-Gal Farbung eine positive Anfarbbarkeit nur nach der Kombinationsbehandlung
mit Metformin und TCN nachweisbar. Es kann also auch in p53-defizienten Lymphomen
indirekt, d.h. durch proximale Blockade des mTOR-Signalweges, Seneszenz induziert
werden (Abb. 3.30 und 3.31).
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Abbildung 3.30 Zellzyklusanalyse von p53-defizienten Lymphomen nach Behandlung mit Metformin und
Triciribine (TCN). Sowohl die Behandlung mit Metformin, als auch mit dem AKT-Inhibitor, als auch die
Kombinationsbehandlung mit beiden Wirkstoffen fihrt zu einer Akkumulation an Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus mit einer Reduktion der sich teilenden Zellen. In A) ist ein exemplarisches FACS Diagramm
abgebildet. B) Dargestellt sind die Mittelwerte der Zellzyklusanalyse von 3 verschiedenen Lymphomen

ut Metformin
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Abbildung 3.31 SA-B-Galactosidase Farbung
nach Behandlung mit Metformin und TCN. Die
Simultane Behandlung von p53-defizienten,
bcl2-protektierten Lymphomzellen mit
Metformin und TCN induziert SA-B-Gal
Positivitat. A) SA-B-Gal Positivitat nach 5d
4,3%+1,2 27,3% £ 1,5 Behandlung mit Metformin, AKT-Inhibitor oder
beiden Substanzen.

Triciribine Metformin + Triciribine

3.4.3 TSC2-defiziente Zellen weisen einen Seneszenz-Defekt auf

Die p53-vermittelte Inhibiton des mTOR-Signalweges erfolgt also Uber die gemeinsame
Endstrecke der beiden Proteine sestrin2 und phlda3 (sowie REDD1) und deren
Aktivierung von TSC2. Daher wurde als nachstes eine short-hairpin-Sonde gegen TSC2
hergestellt, um zu Uberprufen, ob die Unterbrechung des Signalweges und damit die

fehlende Inhibierung von mTOR via p53 Seneszenz verhindern kann.
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Abbildung 3.32 mTOR-Inhibition via p53 und TSC2. A) Modell des untersuchten Signalweges der mTOR-
Inhibition via Aktivierung von p53. B) Der gegen TSC2 gerichtete short-hairpin fihrt zu einer deutlichen
Verringerung der transkribierten mRNA relativ zu nicht infizierten Zellen.
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Tatsachlich konnte in bcl2;sh-TSC2-transduzierten myc-Lymphomen nach Behandlung
mit Adriamycin flr finf Tage eine geringere Fraktion der Zellen mit einem Arrest in der
G1-Phase des Zellzyklus detektiertet werden. Es zeigte sich zwar eine Reduktion des
Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase befinden, jedoch war dieser geringer als in
den Kontroll-Lymphomen (Vergleich Abb. 3.33 und 3.34). Auffallig war ein erhéhter

Anteil an Zellen, die in der G2-Phase arretieren, bei ausbleibendem G1-Arrest.
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Abbildung 3.33 A) BrdU/PI-Farbung der mit Adriamycin behandelten Kontroll-Lymphome. Es ist ein
exemplarischer Dot-Plot abgebildet. B) In der Quantifizierung von 10 individuellen Lymphomen zeigt sich ein
Wachstumsarrest in der G1-Phase des Zellzyklus mit Verlust der S-Phase.
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Abbildung 3.34 A) BrdU/PI-Farbung der mit Adriamycin behandelten TSC2-defizienten Lymphome. Es ist ein
exemplarischer Dot-Plot abgebildet. B) In den sh-TSC2 infizierten Zellen fallen im Vergleich zu den Kontroll-
Lymphomen ein verringerter Verlust der S-Phase, sowie ein verringerter G1-Arrest auf. n=10
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Gleichfalls fanden sich weniger SA-B-Gal positive Zellen nach Behandlung mit
Adriamycin, wobei der Effekt eher schwach ausgepragt war. Die Inhibition von TSC2
und die damit einhergehende Unterbrechung der durch p53-Aktivierung initiierten
Signalwege bedingen also einen partiellen Seneszenz-Defekt mit einer Akkumulation

von Zellen in der G2-Phase des Zellzyklus.

53% +5,5 56,3% + 41,7

Kontroll-LC

sh-TSC2-LC

1,8% £ 0,9 35,3% + 40,9
ut ADR

Abbildung 3.35 SA-B-Galactosidase Farbung in TSC2-defizienten Lymphomzellen und ihren entsprechenden
Kontroll-Lymphomen. Die Anfarbbarkeit fir SA-B-Galactosidase ist geringfligig weniger stark ausgepragt.
n=4.

3.5 Rapamycin-induziert pramature Seneszenz in vitro und in vivo

3.5.1 Rapamycin-induziert Seneszenz in p53-profizienten und -defizienten myc-

Lymphomen

Die oben genannten Ergebnisse suggerieren eine p53-abhangige Inhibition des mTOR-
Signalwegs und die konsekutive Induktion pramaturer Seneszenz. Dies fuhrt zu der
Uberlegung, ob es maglich ist mTORC1 ,downstream* von p53 zu inhibieren und damit
zellulare Seneszenz auszulésen. Um dies zu testen, wurden Lymphomzellen mit

+/+

myc;p53™" und myc;p53null Genotyp unter bcl2-Protektion fur funf Tage mit Rapamycin
behandelt (siehe 2.2.2.3). Die Kontroll-Lymphome arretierten stabil (Abb. 3.36), p53null
Lymphome zeigten eine ausgepragt dezelerierte Wachstumskinetik. Bei Kontroll-

Lymphomen war 10 Tage nach Behandlung mit Rapamycin kein Wachstum zu
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detektieren, und bei p53-defizienten Lymphomzellen konnte eine dramatische
Reduktion der Wachstumskinetik beobachtet werden, wobei jeweils nur bis Tag funf mit
Rapamycin behandelt wurde (Abb. 3.37).

Rapamycin-inuzierter Wachstumsarrest
in Kontroll-Lymphomen

3004
- ut

EE\: -% Rapamycin
N 200
N Abbildung 3.36 Proliferation nach Behandlung
S mit Rapamycin. In Kontroll-Lymphomen stellt
T 1001 sich nach funftagiger Behandlung mit
& Rapamycin ein stabiler Proliferationsarrest ein.
n=5Lymphome
o —3 . .
0 5 10 15

Rapamycin-induzierter Wachtumsarrestin
p53null-Lymphomen
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Abbildung 3.37 Proliferation nach Behandlung
mit Rapamycin. Auch in p53- defizienten Zellen
kann nach funftagiger Behandlung mit
Rapamycin eine dramatische Reduktion der
Zellproliferation beobachtet werden. n =5

Relative Zellzahl

Neben den Wachstumsbeobachtungen wurden auch die Farbung mit SA-B-
Galactosidase, sowie der Zellzyklus in beiden Genotypen untersucht. Sowohl die
typische Farbung des lysosomalen Kompartimentes, als auch der fir die Seneszenz
charakteristische G1-Arrest war in p53-profizienten und p53-defizienten Lymphomen
nachweisbar. Diese Daten zeigen, dass die Induktion von ,klassischer Seneszenz
,downstream“ von p53 durch Inhibierung von mTORC1 mdglich ist und selbst p53-
defiziente Zellen dabei nicht in der G2-Phase des Zellzyklus (wie in Abwesenheit von
p53 moglicherweise zu erwarten), sondern Seneszenz-typisch in der G1l-Phase
arretieren. Inwieweit das stark reduzierte, aber nicht aufgehobene Wachstumsverhalten

und die nicht unerhebliche S-Phase-Fraktion in Rapamycin-exponierten p53-defizienten
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Zellen eine insensitive Subpopulation oder eine insgesamt weniger robuste bzw.

Ltiefe“ Form zellularer Seneszenz darstellt, muss an dieser Stelle offen bleiben.
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Abbildung 3.38 Rapamycin induziert einen SA-B-Galactosidase positiven Arrest unabhangig vom p53-Status.
A) Kontroll-Lymphome und B) p53-defiziente Lymphome arretieren nach flunftagiger Behandlung mit
Rapamycin und féarben sich positiv in der SA-B-Gal Farbung. Es wurden jeweils 5 unterschiedliche
Lymphome untersucht.

Die Signaling-Effekte der Behandlung mit Rapamycin sollten nicht nur
zellmorphologisch, sondern auch auf Proteinebene untersucht werden (Abb. 3.39).
Zunachst wurden dafur die ,downstream®“-Effektoren von mTORCL1 untersucht. Bei 4E-
BP1 fand sich entsprechend der verminderten Aktivitdtt von mTORC1 eine starke
Betonung der hypophosphorylierten Form, die durch die untere von drei Banden
dargestellt wird (a-Isoform). Auch das Zielprotein der p70S6K, das ribosomale Protein
S6 wurde unter dem Einfluss von Rapamycin vermindert phosphoryliert vorgefunden.
Des Weiteren wurden Marker eines Zellzyklusarrests bzw. Seneszenz-Marker unter

Behandlung mit Rapamycin untersucht. Daflr wurden p2l1 und das Rb-Protein
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detektiert. p21 war, wie in TIS und OIS, induziert, Rb zeigte sich ebenfalls analog zu
TIS und OIS vermindert phosphoryliert, also aktiv. Damit fand sich in Rapamycin
behandelten Zellen auch proteinanalytisch der Hinweis auf einen G1-Block. p21 wird
von p53 reguliert. Da das p53-Protein in Rapamycin behandelten Zellen jedoch nicht
verstarkt exprimiert wurde, spielen hier vermutlich auch p53-unabhangige
Mechanismen der p2l-Aktivierung eine Rolle. Weiterhin ist ein Zusammenhang
zwischen Seneszenz und Autophagie, sowie die Induktion von Autophagie durch
Hemmung von mTOR beschrieben (137). Autophagie ist ein kataboler Prozess, bei dem
mit Hilfe von lysosomaler Degeneration tberschissige oder sogar schadliche Proteine
und Zellorganellen degradiert werden. Die Formation von Autophagosomen kann durch
erhohte Level des LC3-II-Proteins nachgewiesen werden. Wie die Abbildung 3.39 zeigt,
war auch in unserem Modell der Rapamycin induzierten Seneszenz eine deutliche
Konversion von LC3-I zu LC3-Il nachweisbar.
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Abbildung 3.39 Immunoblot von Kontroll-Lymphomzellen nach 5 Tagen Behandlung mit Rapamycin. Es
erfolgte die Analyse von mTROC1-Effektoren und Seneszenz-Markern. Die mTORC1 targets 4E-BP1 und S6
werden wie erwartet negativ reguliert und die Inhibitoren des Zellzyklus Rb und p21 im Sinne einer Inhibition
des Zellzyklus. Der Phosphorylierungsstatus von p53 andert sich in Rapamycin behandelten Zellen nicht im
Vergleich zu unbehandelten Lymphomen.

Auch in p53-defizienten Lymphomzellen wurden durch Behandlung mit Rapamycin
Marker eines Zellzyklusarrests bzw. Seneszenz-Marker entsprechend reguliert. Das
Retinoblastom-Protein lag in seiner aktiven, hypophosphorylierten Form vor und auch

der Seneszenz-Marker H3K9 ist in seiner trimethylierten Form nachweisbar.
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- + - + - + Rapamycin

LI T T 1 K
phospho-Rb Abbildung 3.40 Westernblot-Analyse von

~— ]
p53-defizienten Lymphomen nach
m -— e - H3K9-me3 finftagiger Behandlung mit Rapamycin.
Rb stellt sich hypophosphoryliert, also

R p— inaktiv und H3K9 in seiner Seneszenz-
-_— e — Tubulin typischen, trimethylierten Form dar.

Ein weiteres Merkmal der Seneszenz ist die Produktion bestimmter Zytokine und ECM
Faktoren, der SASP. Die Untersuchung des SASPs in Rapamycin behandelten
Lymphomzellen erfolgte mittels RTg-PCR. Wie in Abbildung 3.41 dargestellt — man
beachte die Magnitude (Fold-Induction, y-Achse) der Induktion von SASP-Faktoren
unter Rapamycin im Vergleich zu ADR-induzierter Seneszenz in Kontroll-Lymphomen —
wurde weder in Kontroll-Lymphomen, noch in p53-defizienten Lymphomen eine
signifikant vermehrte Produktion dieser Faktoren beobachtet.
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Abbildung 3.41 Die Rapamycin-Behandlung fuhrt nicht zur Induktion eines SASP. A) Nach 5 Tagen
Behandlung mit ADR produzieren seneszente Lymphomzellen vermehrt ECM-Proteine und Zytokine wie hier
anhand der mRNA Menge dargestellt. n=5 B) Nach Behandlung mit Rapamycin wird dieser Effekt trotz
Induktion anderer Seneszenz-Marker nicht beobachtet. n=3

3.5.2 Rapamycin-induziert Seneszenz in TSC2-defizienten Lymphomzellen
Wie bereits unter 3.4.3 beschrieben weisen TSC2-defiziente Lymphomzellen einen

Seneszenz-Defekt auf. Der Anteil von wachstumsarretierten Zellen nach Behandlung
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mit Adriamycin in der G1-Phase war vermindert zu Gunsten der G2-Phase. Ein S-
Phase- Arrest, also ein Verlust der proliferativen Kapazitat war sowohl in den Kontroll-
Lymphomen, als auch in den TSC2-defizienten Lymphomen zu beobachten. Da wir
durch Rapamycin Behandlung eine Seneszenz-Induktion downstream von TSC2
postulieren, sollte Rapamycin auch in TSC2-defizienten Zellen Seneszenz auslésen. In
der Zellzyklusanalyse mittels BrdU/PI-Farbung konnte gezeigt werden, dass durch
Rapamycin im Vergleich zu Adriamycin ein deutlicherer G1-Arrest in TSC2-defizienten
Zellen induziert wird. Wie bereits in 3.4.3 beschrieben zeigt sich in sh-TSC2- infizierten
Lymphomzellen zwar eine Reduktion des Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase

befinden, jedoch war dieser etwas geringer als in den Kontroll-Lymphomen.
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Abbildung 3.42 Zellzyklusanalyse von Kontroll-Lymphomen und TSC2-defizienten Lymphomen nach
Behandlung mit ADR und Rapamycin A) In Kontroll-Lymphomen wird sowohl durch Behandlung mit
Adriamycin, als auch durch Behandlung mit Rapamycin ein Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
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induziert. n=10 B) Auch in TSC2-defizienten Zellen induziert Adriamycin einen G1l-Arrest, Rapamycin
induziert auch in TSC2-defizienten Zellen einen ausgepréagten G1-Arrest.
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Abbildung3.43 SA-B-Gal Farbung von Lymphomzellen nach flinftdgiger Behandlung mit Adriamycin oder
Rapamycin. In der oberen Reihe sind Kontroll Lymphomzellen dargestellt, in der unteren Reihe das gleiche
Lymphom, jedoch mit einem short-hairpin gegen TSC2 infiziert.

3.5.3 Rapamycin hat Antitumor-Aktivitdt und induziert Seneszenz in Kontroll-
Lymphomen in vivo

Im nachsten Schritt wurde getestet, ob Rapamycin auch Seneszenz in vivo induzieren
kann. Dafur wurden myc;bcl2-Lymphome (n=10) in gesunde Mause transplantiert. Die
Behandlung mit Rapamycin zum Zeitpunkt systemischer Lymphom-Manifestation fuhrte
zu einer signifikanten Verlangerung des Uberlebens, verglichen mit Placebo (p=
0,000003), in der Rapamycin-exponierten Kohorte. Wie in Abb. 3.44 dargestellt,
Uberlebten die Mause nach Beginn des Lymphom-Wachstums im Median sieben Tage
in der Placebo-behandelten Gruppe und 21 Tage in der Rapamycin-behandelten

Gruppe.
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Abbildung 3.44 Kaplan-Meier-Kurve. Dargestellt ist die Uberlebenszeit der mit Kontroll-Lymphomen
transplantierten Mause nach Beginn der Behandlung mit Placebo oder Rapamycin. Das mediane Uberleben
lag bei 7 bzw. 21 Tagen (p= 0,000003).

Abbildung 3.45 zeigt, dass sich auch im Paarvergleich fur individuelle Lymphome ein
verlangertes Uberleben nach Behandlung mit Rapamycin ergibt. Jedes individuelle
Lymphom profitiert von der Rapamycin-Behandlung verglichen zu seinem

Spontanverlauf unter mock-Therapie.
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Abbildung 3.45 Paarvergleich der

10 10 p537*:bcl2 Lymphome. Dargestellt ist die
Uberlebenszeit der individuellen
Lymphome nach Behandlung mit Placebo
oder Rapamycin.

Uberleben (Tage)
N
o

Vehlikel Raparlnycin

Da wir bereits in vitro zeigen konnten, dass Rapamycin in Lymphomzellen mit einem

Apoptose-Defekt Seneszenz auslosen kann, stellt sich auch in vivo die Frage, ob das
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verlangerte Uberleben mit der Induktion von Seneszenz assoziiert ist. Es finden sich
nach  funftdgiger = Behandlung mit  Rapamycin  zahlreiche  seneszente
Lymphknotenareale. Rapamycin fuhrt also in vitro und in vivo zu Seneszenz, und tragt

mutmallich Uber Seneszenz-Auslosung zu einem verlangerten Gesamtiberleben bei.

Vehikel Rapamycin

= = Abbildung 3.46 SA-B-Galactosidase
Farbung von Lymphknotenschnitten.
! Dargestellt sind jeweils reprasentative

' ’ Lymphknotenareale. Die SA-B-
’ Galactosidase zeigt eine positive Reaktion
yr in den Lymphknoten von Rapamycin-
» ‘ behandelten Mausen an d5, nicht jedoch in

% den Lymphknoten der mit Vehikel
behandelten Mause. Untersucht wurden je

3 Lymphknoten pro Behandlungsarm. Es
0,1% : - 0,1 6,7% z = 3,3 sind jeweils reprasentative
Lymphknotenareale abgebildet.

3.5.4 Rapamycin hat Antitumor-Aktivitat in p53-defizienten Lymphomen in vivo

In vitro fuhrte die Behandlung von p53-defizienten Lymphomen mit Rapamycin zu
einem SA-B-Gal positiven Zellzyklus-Arrest. Daher wurden p53null;myc;bcl2-
Lymphome, die in gesunde Mause transplantiert wurden, mit Vehikel oder Rapamycin
behandelt um zu untersuchen, ob die Behandlung mit Rapamycin auch in vivo eine
entsprechende Antitumor-Aktivitat hat. Ebenso erfolgte die Behandlung mit CTX und
eine Kombinationsbehandlung mit CTX + Rapamycin, da wir einen synergistischen
Effekt von Zytostatikum und mTOR-Inhibitor erwarteten. Das mediane Uberleben der
mit Rapamycin behandelten Mause lag bei 32 Tagen (p=0,0007), die mit Rapamycin
und CTX behandelten Mause uberlebten im Median 36 Tage (p=0,0001), wobei der
Unterschied zwischen beiden Gruppen nicht signifikant war (p=0,993) (Abb. 3.47). Es
ergab sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich des Gesamtiberlebens der mit
CTX mono, mit Rapamycin oder mit CTX + Rapamycin behandelten Mause (p=0,742
bzw. p=0,789). Rapamycin ist also auch in vivo eine Substanz mit antitumoraler
Aktivitat, selbst in p53-defizienten Lymphomen, wobei die Hinzunahme des
Zytostatikums CTX keinen additiven Effekt erzeugt.

109



Ergebnisse

101 treatment
—vehicle
—ICTX,
Rapa
T IRapa/CTX
0,54
e 06
L)
o
=
=
A
3
w 0|4_
0,24
0,04
T T T T T |
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

survival since treatment (days)

Abbildung 3.47 Kaplan-Meier-Kurve. Dargestellt ist die Uberlebenszeit der mit p53-defizienten Lymphomen
transplantierten Mause nach Behandlung mit Vehikel, CTX, Rapamycin oder Rapamycin + CTX. Das mediane
Uberleben lag bei 3, 48, 32 bzw. 36 Tagen.

Der Unterschied im medianen Uberleben der Kontroll-Lymphome verglichen mit den
p53- defizienten Lymphomen nach Behandlung mit Rapamycin ist statistisch nicht
signifikant (p=0,143) (Abb. 3.48).
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Abbildung 3.48 Kaplan-Meier-Kurve. Dargestellt ist die Uberlebenszeit von Kontroll-Lymphomen oder p53-
defizienten Lymphomen nach Behandlung mit Rapamycin.
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Auch fur die p53-defizienten Lymphome ergibt sich im Paarvergleich ein
Uberlebensvorteil nach Behandlung mit Rapamycin, verglichen mit den Vehikel-

behandelten Lymphomen.

Paarvergleich
p53null;bcl2

401 - 40

- 20

Abbildung 3.49 Paarvergleich der

10 /' - 10 p53null;bcl2-Lymphome. Dargestellt ist
. die Uberlebenszeit der individuellen

Lymphome nach Behandlung mit

Placebo oder Rapamycin.

Uberleben (Tage)
N
o

Vehlikel Raparlnycin

Interessanterweise finden sich sowohl nach finftagiger Behandlung mit CTX, als auch
mit Rapamycin zahlreiche seneszente Lymphknotenareale. Nach
Kombinationsbehandlung mit CTX und Rapamycin waren makroskopisch nur noch sehr
kleine Lymphom-Residuen nachweisbar, jedoch zeigten auch diese eine positive

Anfarbbarkeit fur SA-B-Galactosidase.
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Abbildung 3.50 SA-B-Galactosidase Farbung von Lymphknotenschnitten p53-defizienter Lymphome nach
Behandlung mit Vehikel, CTX, Rapa oder CTX + Rapa. Dargestellt sind jeweils reprasentative
Lymphknotenareale. Die SA-B-Galactosidase zeigt eine positive Reaktion in den Lymphknoten von CTX,
Rapamycin oder CTX + Rapamycin behandelten Mausen an d5, nicht jedoch in den Lymphknoten der mit
Vehikel behandelten Mause.
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3.5.5 Pharmakologische Induktion von Seneszenz in Rapamycin-resistenten

Lymphomzellen

Die bislang erlauterten Ergebnisse konnten zeigen, dass eine gezielte Therapie mittels
Rapamycin zu einer Verlangsamung des Tumorwachstums, mutmafRlich durch
Aktivierung von Seneszenz, fuhrt. Zeitgleich wirft das schnelle Tumor-outgrowth Fragen
nach den zugrundeliegenden Mechanismen auf. Dabei ist die Entwicklung einer
Rapamycin-Resistenz eine Mdglichkeit; genauso ist auch zu vermuten, dass die
Rapamycin-unerreichten oder —insensitiven Lymphomzellen, die nie seneszent waren,
nun Klinisch Gberwachsen. In den etablierten Lymphomen war der Therapieeffekt nur
von kurzer Dauer, wobei entweder préaexistente Seneszenz-Defekte oder aber auch neu
erworbene Resistenzmechanismen eine Rolle spielen kénnen. Sowohl die Behandlung
mit dem Ampka-Aktivator Metformin und mit dem AKT-Inhibitor TCN, als auch die
Doppelbehandlung mit beiden Substanzen induzierten einen G1-Arrest in p53-
profizienten und -defizienten Lymphomen. Dementsprechend war es fir uns von
Interesse zu testen, ob diese Effekte auch in Rapamycin-resistenten Lymphomen
reproduzierbar waren — also in Zellen, in denen pharmakologisch Rapamycin zwar nicht
mehr mTOR inhibieren kann, aber damit keineswegs notwendigerweise eine
Insensitivitdt gegentber mTOR-inhibitorischem Upstream-Signaling besteht (145).
Dafur wurden Lymphomzellen mit Rapamycin behandelt, bis sie trotz regelmaliger
Behandlung ein gleiches Wachstumsverhalten wie die entsprechenden unbehandelten
Lymphomzellen zeigten (d25). Wie in Abbildung 2.3 dargestellt, konnten Rapamycin
resistente Lymphomzellen etabliert werden. Trotz der Resistenz auf den mTOR-Inhibitor
gelang es einen G1-Arrest durch Behandlung mit entweder Triciribine alleine, sowie
durch Doppelbehandlung mit Metformin und TCN zu induzieren. Dabei war TCN in
einer hoheren Dosierung insbesondere in den p53-defizienten Lymphomzellen auch
starker wirksam. Die Kombination mit Metformin fuhrt in p53-defizienten Zellen nicht zu
einer signifikanten Zunahme des Arrestes, der vor allem an einer Abnahme der S-

Phase mit Zunahme des G2-Arrestes erkennbar ist.
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Abbildung 3.51 Zellzyklusanalyse von Rapamycin-resistenten (RR) Kontroll-Lymphomen und p53null-
Lymphomen nach Behandlung mit Metformin, Triciribine (TCN) oder der Kombinationsbehandlung mit
beiden Substanzen. Auch in Rapamycin-resistenten Lymphomen kann ein G1-Arrest mit Verlust der S-Phase
nach Behandlung mit den jeweiligen Substanzen induziert werden, sowohl in A) Kontroll-Lymphomzellen, als
auch in B) p53-defizienten Lymphomzellen.

Analog der Behandlung in Rapamycin-sensitiven Lymphomen konnte auch in den

Rapamycin-resistenten Lymphomen nur nach Doppelbehandlung mit Metformin und

Triciribine in begrenztem Ausmal ein seneszenter Arrest mit positiver Anfarbbarkeit fur

SA-3-Galactosidase nachgewiesen werden.
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A) B)
ut Metformin ut Metformin
33%+4,6 40%+4,3 7,3% 4,6 2,7%+25
48% +45 49,0 % + 37,7 3,7% + 0,6 13,3% £ 2,9
Tricribine Metformin + Tricribine Triciribine Metformin + Triciribine

Abbildung 3.52 SA-B-Galactosidase Farbung von Rapamycin resistenten (RR) Kontroll-Lymphomen und
p53null-Lymphomen nach Behandlung mit Metformin, Triciribine (TCN) oder der Kombinationsbehandlung
mit beiden Substanzen. Auch in Rapamycin-resistenten Lymphomen kann eine positive Anfarbbarkeit fur SA-
B-Galactosidase nach Doppelbehandlung mit Metformin und Triciribine nachgewiesen werden, sowohl in A)

Kontroll-Lymphomzellen,
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt durch Untersuchungen am Ep-myc-Mausmodell, dass die
Aktivierung von p53 und seinen Zielgenen in myc-transgenen Lymphomzellen zu einem
stabilen, seneszenten Wachstumsarrest fuhren kann, und betont damit die zentrale
Funktion von p53 in der Induktion zellularer Seneszenz. Des Weiteren wird die dabei
wichtige Rolle einer p53-vermittelten Regulation des mTOR-Signalwegs Uber die
Transkription der Gene sestrin2, phlda3 und ferner REDD1 in pramaturer Seneszenz

aufgezeigt.

Eine wesentliche und bisher unzureichend geklarte Frage ist, Uber welche Signalwege
zellulare Seneszenz ausgelost wird. Wie bisherige Untersuchungen zeigen, kann
zellulare Seneszenz als Antwort auf Stresssignale unter anderem durch die
Tumorsuppressoren p53, pl19ARF, pl6INK4A/pRb und, interessanterweise, PTEN-
Verlust induziert werden. Der Fokus dieser Arbeit lag auf den durch p53-induzierten
Signalwegen, welche zur Induktion von pramaturer Seneszenz in Lymphomen fihren.
Obwohl p53 fir zellulare Seneszenz essentiell ist, besteht weiterhin Unklarheit Gber die
involvierten Gene und Signalwege, welche Seneszenz vermitteln konnen. Aktiviertem
p53 werden viele Funktionen zugeschrieben, wobei insbesondere die Transkription
seiner Zielgene durch Bindung an spezifische DNA-Sequenzen untersucht worden ist.
Beinahe alle natirlich vorkommenden Mutationen des p53-Gens betreffen seine
Transaktivierungskapazitat, also seine Fahigkeit, die Transkription seiner Zielgene zu
induzieren oder zu unterdricken bzw. ein verandertes Spektrum an Zielgenen zu
kontrollieren, wodurch die Relevanz der Induktion von p53-Zielgenen als kritische
Tumorsuppressorfunktion unterstrichen wird (60). Bisher wurde angenommen, dass die
p53-vermittelte Transkription von p21 eine wichtige Rolle fur die Induktion zellularer
Seneszenz spielt. Jedoch belegten Serrano und Kollegen, dass auch die p53-
unabhangige Aktivierung von p21 zellulare Seneszenz induzieren kann. p53-
unabhangige Mechanismen der Seneszenz-Induktion sind besonders auf Grund der
haufigen Mutationen von p53 in malignen Neoplasien von besonderem Interesse. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Aktivierung von p53 zur Inhibition von
MTOR fihrt, jedoch auch in p53-defizienten Lymphomzellen Seneszenz durch Inhibition

von mTOR induziert werden kann.
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4.1 Aktivierung von p53 in bcl2-protektierten myc;p53=F"M-

Lymphomen induziert pramature Seneszenz

Zellulare Seneszenz ist charakterisiert durch ein Zusammenspiel mehrerer Merkmale.
Mittels Wachstumsanalysen, Zellzyklusanalysen und SA-B-Gal Farbung konnten
klassiche Merkmale von Seneszenz in Kontroll-Lymphomzellen, die fur funf Tage mit
ADR behandelt wurden, gezeigt werden. Die Zellen weisen eine positive Anfarbbarkeit
fur die SA-B-Galactosidase auf, sie arretieren in der G1-Phase des Zellzyklus und es
wurde ein deutlicher Wachstumsarrest beobachtet. In p53-defizienten Zellen lassen sich
diese Marker der Seneszenz nach Behandlung mit ADR nicht darstellen.
Interessanterweise fuhrt jedoch die Aktivierung von p53 durch Tamoxifen im myc-
transgenen Kontext in p535°™™-Lymphomen ohne Induktion eines weiteren DNA-
Schadens, aber nicht die alleinige Gabe von Tamoxifen in Kontroll-Lymphomen,
ebenfalls zu einem Wachstumsarrest mit allen Markern der pr&maturen Seneszenz.
Christophorou und Kollegen erarbeiteten bereits in ihrem Trp53<"“-Maus-Modell, dass
nicht die Behandlung mit Tamoxifen alleine p53 aktiviert, sondern erst ein zusatzlicher
DNA- Schaden die Effektorfunktionen des nun verfigbaren p53 bewirkt (122). Im Ep-
myc- Mausmodell ist dementsprechend die Aktivitait des Onkogens myc als
entsprechender Trigger fur die p53-Aktivierung Uber eine DNA-Schaden-Kaskade
ursachlich. Die Wiederherstellung der p53-Funktion in vitro fihrte zur starken Induktion
von bekannten p53-Zielgenen und auch Seneszenz-assoziierten Genen. Passend dazu
konnten wir auch auf Proteinebene die Funktionalitat von p53 zeigen. Sowohl das
klassische p53- Zielgen PUMA, als auch der Seneszenz-Marker H3K9me3 wurden
nach funftagiger Behandlung mit Tamoxifen deutlich induziert. Die Effektivitat der p53-
Restauration als anti-Tumor-Mechanismus im Ep-myc-Mausmodell wurde erstmals von
Martins beschrieben (123), wobei der Focus der Arbeit auf der Induktion von Apoptose
lag. Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte bereits vor einigen Jahren die Induktion von

Seneszenz in Ep-myc;p53ERTam/-

-und bcl2-infizierten, also Apoptose-kompromittierten
Lymphomzellen zeigen und die Ahnlichkeit zwischen TIS und Myc-OIS in diesem
Modell aufzeigen (106). Dabei ist die durch kontinuierliches myc-Signaling bedingte
Induktion von Seneszenz nach p53-Aktivierung (OIS) sicherlich nicht vergleichbar mit
der OIS nach Uberexpression eines Proto-Onkogens, wie bspw. RAS (146).

Kritisch muss jedoch bemerkt werden, dass das System eine gewisse Durchlassigkeit

(,Leakyness®) der p53-Funktion aufweist. Im Rahmen der Tumorentstehung verlieren
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die Lymphome, die in Ep-myc;p53<"*-Mausen entstehen, durch LOH die Funktion ihres
verbliebenen p53-Wildtyp-Allels. Sie sollten funktionell also vor Behandlung mit
Tamoxifen p53null-Lymphomen entsprechen. Die Testung auf LOH erfolgte mittel PCR,
wie im Methodenteil dargestellt. Behandelt man die p53%"@™ -Lymphomzellen analog
den Kontroll-Lymphomen mit Adriamycin alleine oder mit Adriamycin und Tamoxifen
parallel, so ist in beiden Behandlungsarmen eine vergleichbare Induktion der p53-
Zielgene und der Seneszenz-assoziierten Gene zu verzeichnen (nicht gezeigte Daten).
Vermutlich hat ADR auch einen freisetzenden Effekt auf die Heatshock-Bindung von
p53=RT@™ \wobei es jedoch dazu in der Literatur keine Belege gibt. Da nach Aktivierung
von p53 eine ausgepragte Verdnderung im Genexpressionsprofil der untersuchten
Lymphomzellen nachweisbar war, halten wir das Modell zur Untersuchung der

Fragestellung trotzdem flr geeignet.

4.2 Zellautonome und nicht zellautonome Funktionen von p53

Um die Relevanz von p53-Zielgenen in seneszenten Lymphomzellen einzuschatzen,
untersuchten wir mit Hilfe von Gene Set Enrichment Analysen Microarray-ermittelte
Genexpressionsprofile seneszenter Kontroll-Lymphome. Es wurde gezeigt, dass eine
publizierte Liste von p53-Zielgenen (86) in seneszenten Lymphomzellen eine starke
Anreicherung zeigte. Eine ahnlich starke Expression ergab sich fur eine von uns mittels
Literaturrecherche erstellte Liste von p53-Zielgenen und von Seneszenz-assoziierten
Genen. Zur genaueren Quantifizierung untersuchten wir die Expression dieser Gene
mittels Reverser-Transkriptase-quantitativer PCR. In Kontroll-Lymphomen wurden
insgesamt 15 direkte p53-Zielgene sowie 19 der von uns untersuchten Seneszenz-
assoziierten Gene signifikant differentiell reguliert. Erwdhnenswert ist dabei, dass die
meisten dieser Transkripte erst nach funf Tagen nachweisbar waren, also nicht als
akute Antwort auf einen DNA-Schaden interpretiert werden kénnen, sondern in diesem
zeitlichen Kontext wahrscheinlicher als spezifische Veranderungen im Rahmen der
Induktion von Seneszenz gewertet werden muissen. Analog zu den bereits gezeigten
fehlenden Markern pramaturer Seneszenz nach DNA-schadigender Therapie in p53-
defizienten Zellen, zeigten sich auch auf der Ebene der Genexpression kaum Effekte,
allenfalls eine Downregulation einiger weniger Gene. In Lymphomzellen mit

regulierbarem p53 fuhrte die Aktivierung von p53 sowohl akut (nach vier Stunden), aber
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auch noch nach funf Tagen zu einer starken Expression von p53-Zielgenen. Betrachtet
man die untersuchten Genexpressionsprofile vergleichend, so sieht man eine grol3e
Schnittmenge von signifikant regulierten Genen in Kontroll-Lymphomen nach TIS und in
p535R™@M_| ymphomen nach Aktivierung von p53. Diese setzen sich zusammen aus
Zellzyklusregulatoren (BTG family member 2, p21, Cyclin G1, p53-inducible gene 3),
Zytokinen  (Versican, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1, Thrombospondin 1,
Matrixmetalloproteinase 2) und Apoptoseregulatoren (p53 upregulated modulator of
apoptosis, Zinc finger protein SNAI2). Es wird aber auch die Expression von p53-
Zielgenen angetrieben, welche den AKT- und den mTOR-Signalweg negativ regulieren.
Hierbei handelt es sich um phlda3 und sestrin2. Auch REDD1 und fbxw7, ebenfalls
mMTOR-Inhibitoren, weisen in seneszenten Kontroll-Lymphomen eine verstarkte
Expression auf.

Unter den Seneszenz-assoziierten Faktoren, welche nach Behandlung mit Adriamycin
und p53-Aktivierung vermehrt transkribiert wurden, fanden sich zum einen das Gen flr
den Inhibitor of DNA binding 1 (ID-1), aber auch zahlreiche sekretierte Faktoren. Zu
diesen gehoéren Zytokine wie IL-6, MCP1, Kit-Ligand, CXCI1 und CXCL5, aber auch
ECM- Faktoren wie Biglycan, Decorin, Collagen-type l-alpha und Versican und ECM-
modulierende Faktoren wie Thrombospondin 2, Matrixmetalloproteinase 3 und der
connective tissue growth factor. Seneszente Zellen weisen ein massiv verandertes
Transkriptom auf, wobei es weniger relevant zu sein scheint, ob es sich um replikative,
onkogen-induzierte oder Therapie-induzierte Seneszenz handelt. Ein Grof3teil dieser
Gene kodiert fur sekretierte Faktoren wie Zytokine und Chemokine, auch
zusammengefasst unter dem Namen SASP (74). Mit unserer Genexpressionsanalyse
konnten wir sowohl unter den p53-Zielgenen, als auch unter den Seneszenz-
assoziierten Genen, mehrere Faktoren des SASP identifizieren. Diese Zytokine und
Faktoren der extrazellularen Matrix triggern eine Reihe von nicht-zellautonomen
Effekten. Dem SASP wurden unter anderem proinflammatorische und promitogene
Effekte zugeschrieben. So kénnen seneszente Fibroblasten Amphiregulin und growth
related ongogen (GRO) a (Cxcll) sezernieren, die in Zellkulturen die Proliferation von
pramalignen Epithelzellen stimulieren (147,148). Zudem stimulieren seneszente
Fibroblasten, verglichen mit non-seneszenten Fibroblasten, pramaligne epitheliale
Zellen, welche gewohnlich keine Tumoren bilden, zur Formation maligner Tumoren in

vivo, wenn beide subcutan ko-injiziert wurden (149).
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Andererseits konnte aber auch gezeigt werden, dass seneszente Zellen Uber autokrine
Mechanismen ihren seneszenten Arrest aufrechterhalten und sie sogar Nachbarzellen
in Seneszenz versetzen kdénnen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die
Signaltransduktion tber den 1l-8 Rezeptor (CXCR2) entscheidend zur Konsolidierung
des onkogen-induzierten seneszenten Arrestes beitragt (150). Dass auch in
praneoplastischen Papillomen die Komponenten des SASP gefunden wurden, bestarkt
diese Ergebnisse. Auch hier sind Komponenten des CXCR2-Netzwerkes hochreguliert
(150). Es scheint also, als ob seneszente Zellen einerseits Uber die Etablierung eines
proinflammatorischen Mikromilieus stimulierende Effekte auf das Tumorwachstum
ausiben, Seneszenz andererseits aber auch als zellautonomer
Tumorsuppressormechanismus in pramalignen Lasionen agiert. Um hervorzuheben,
dass viele dieser Faktoren neben ihrer Relevanz fur Seneszenz auch mit
kommunikativen Funktionen ausgestattet sind, nannten Kuilman und Peeper dieses
Sekretom (SASP) auch ,Seneszenz-Messaging-Sekretom” (SMS) (151). Das SMS
erzeugt ein komplexes Signalnetzwerk, in dem sekretierte Faktoren nicht nur die Zellen
beeinflussen, die sie produzieren (autokrine Wirkung), sondern auch das Mikromilieu
und damit die benachbarten Zellen (parakrine Wirkung). Die SMS-Faktoren kdnnen
aulerdem das angeborene Immunsystem stimulieren und den Abbau seneszenter
Zellen bewirken (Daten der eigenen Arbeitsgruppe). Erwahnenswert ist noch die
Beobachtung von Campisi und Kollegen, die eine Amplifikation und Akzeleration der
SASP-Produktion in zuvor seneszenten, p53-defizienten, humanen Fibroblasten
beobachteten (74). In ihrer Arbeit zeigte sie, dass der in humanen, seneszenten Zellen
erzeugte SASP bestimmte maligne Phéanotypen in kultivierten Zellen fordern kann -
epithelial-mesenchymale Transition und Invasivitat - und dass sowohl der SASP und
der maligne Phanotyp durch p53-Hemmung noch verstarkt werden. Die funktionellen
Konsequenzen des SASP sind komplex und durchaus uneinheitlich; es scheint, als ob
der SASP je nach Zelltyp und Kontext entweder antiproliferative oder protumorigene
Phanotypen férdern kann.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Form der Rapamycin-induzierten Seneszenz
geht nicht einher mit der Produktion eines SASP. Laberge und Kollegen zeigten, dass
Rapamycin den proinflammatorischen Phéanotyp seneszenter Fibroblasten deutlich
herabreguliert, indem es mit der IL1IA-NF-kB Feedback-Schleife interferiert. Dabei soll

Rapamycin selektiv die Translation des SASP-relevanten Zytokins IL1A inhibieren,
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wodurch die Etablierung der Signalkaskade verhindert wird, die NF-kB und somit die
Transkription von Genen fir SASP Faktoren aktiviert. Damit einhergehend reduziert die
Rapamycin-Behandlung seneszenter Fibroblasten deren Fahigkeit, das Wachstum von
Prostatakarzinomzellen zu stimulieren (152). Somit ergeben sich neben der in dieser
Arbeit beobachteten Induktion von Seneszenz durch Behandlung mit Rapamycin
weitere Implikationen flr einen rationalen Einsatz von mTOR-Inhibitoren in der Klinik.

Insbesondere unter den p53-Zielgenen fanden sich auch eine Reihe von Komponenten
intrazellularer Signalwege in seneszenten Zellen signifikant reguliert. Die zentrale
Funktion von p53 ist es, Zellen, die genetische Schaden aufweisen, an der weiteren
Proliferation  zu  hindern. Dementsprechend fanden wir auch mehrere
Zellzyklusregulatoren (p21, BTG2, Cyclin G1, PIG3) und Apoptoseregulatoren (PUMA,
SNAI2) in unserer Analyse. Der bekannteste Zellzyklusregulator ist sicherlich p21. p21
hemmt sowohl den Cyclin D/CDK4/6-Komplex als auch den Cyclin E/CDK2-Komplex.
p21 ist fur die Induktion von Seneszenz jedoch nicht zwingend notwendig. So konnte
gezeigt werden, dass p2l-defiziente Zellen in der Lage sind, einen seneszenten
Phanotyp auszubilden (21). Auch fir BTG2 (B-cell translocation gene 2) wurde bereits
eine Rolle in der (replikativen) Seneszenz beschrieben. In humanen Fibroblasten flihrte
der Verlust von BTG2 zu einer verlangerten Passagezahl und die Uberexpression von
BTG2 induzierte Seneszenz, bemerkenswerterweise unabhéngig von p53 (153). Cyclin
G1 wird eine Funktion im G2/M-Checkpunkt zugeschrieben (154). Eine andere
Arbeitsgruppe fand jedoch vielmehr eine Interaktion von Cyclin G1 mit ARF, Mdm2 und
p53 und einem Uber diesen Signalweg induzierten G1-Phase-Arrest (130). Insgesamt
ist jedoch die Funktion dieses Gens und seines Proteins bisher schlecht charakterisiert.
Das p53-inducible gene 3 (PIG3) wurde als entscheidender Akteur im DNA-Damage-
Signalweg beschrieben und ist an der Weiterleitung des Signals nach einem DNA-
Schaden an den S- und G2/M-Checkpunkt beteiligt (155). Aul3erdem fanden wir zwei
proapoptotische Gene nach funftagiger Behandlung mit Adriamycin signifikant reguliert,
PUMA und Slug (SNAI2). PUMA, auch Bcl2-binding component 3 (BBC3), ist ein
proapoptotisches Protein und gehdrt zur Bcl-2 Proteinfamilie (156). Slug (SNAI2) ist ein
Transkriptionsrepressor und gehort zu der snail-Familie der Zinkfinger-
Transkriptionsfaktoren. Slug schitzt geschadigte Zellen vor Apoptose, indem es die
p53-induzierte Transkription von PUMA inhibiert (157). Es verwundert nicht, dass wir

nach Induktion eines DNA-Schadens die Hochregulation des Apoptose fordernden
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Gens PUMA beobachten, bzw. dieses bona fide p53-Zielgen nach p53-Aktivierung
positiv reguliert wird. Interessant ist aber die gleichzeitige Expression des Gens Slug,
welches wiederum die Expression von PUMA hemmt, so dass hier ein gutes Beispiel
der zellularen Homoostase sichtbar wird. Es hangt von vielen weiteren Faktoren ab, ob
p53 Apoptose auslost, oder iber Wachstumsarrest und Seneszenz das Uberleben einer
Zelle fordert.

Letztendlich bleiben noch sestrin2 und phlada3 zu betrachten. Beide bewirken eine
Aktivierung von TSC2 und somit eine Inhibition von mTOR.

4.3 p53-abhéngige Expression von Inhibitoren des mTOR-

Signalweges

Tumorzellen aktivieren haufig die MAPK und PI3K/AKT fur die Proliferation und das
Wachstum. In Seneszenz werden Proliferationssignale durch die p53-abhéangige
Aktivierung von Zellzyklusregulatoren wie p21 unterbrochen. Wie das Zellwachstum,
also die Endstrecke der PISK/AKT-Kaskade reguliert wird, ist bisher jedoch weniger gut
untersucht. Auch hier scheinen p53-abhangige Gene wie phlda3 und sestrin2 eine
entscheidende Rolle zu spielen. mTOR (mammalian target of Rapamycin) ist eine von
der Hefe bis zum Menschen funktionell konservierte Serin/Threonin-Kinase mit
zahlreichen Funktionen in der Zelle. Insbesondere koordiniert es die Steuerung von
Zellwachstum und -proliferation. Dabei wird zwischen zwei funktionellen mTOR-
Subkomplexen differenziert. Zum einen kennt man den Rapamycin-sensitiven Komplex
MTORC1, in dem die Kinase mTOR einen Komplex mit den Proteinen Raptor und
FKBP12 eingeht. Zum anderen ist der Rapamycin-insensitive mTORC2-Komplex
definiert, in welchem mTOR in einen Komplex mit Rictor und mLST8 vorliegt (158).
MTORCL1 reguliert die Translation wachstumsfordernder Gene in der Zelle als Reaktion
auf Signalwege, die durch Wachstumsfaktoren, Nahrstoffe, den Energiestatus oder
Stress stimuliert werden (159). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
das p53-Protein die Expression von Genen induziert, die Gber verschiedene Signalwege
die Aktivitat von mTOR mindern. Sowohl sestrin2, als auch phlda3 werden nach
Induktion von TIS oder OIS verstarkt transkribiert. Dies zeigt sich bereits im Microarray
sehr konsistent in allen Proben und lie3 sich mittels RQ-PCR bestatigen. Sestrin2 ist ein

Aktivator von AMPKa, phlda3 ein Repressor des AKT-Proteins. Mittels Western Blot
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Analysen von seneszenten Kontroll-Lymphomen konnte die Funktionalitat der
beschriebenen Signalwege auch auf Proteinebene gezeigt werden. AKT stellt sich in
seneszenten Zellen vermindert phosphoryliert und damit inaktiv dar, AMPKa liegt in
seiner aktiven, phosphorylierten Form vor. Beide Signalwege fuhren zu einer
Inhibierung der mTOR-Funktion. Das direkte downstream target von mTOR ist die
p70S6-Kinase. Der Phosphorylierungsstatus der p70S6-Kinase (Thr-389) wird
Ublicherweise als funktioneller Assay der mTOR-Aktivitdt genutzt. Entsprechend einer
verringerten mTOR- Aktivitat lag auch p70S6K in seneszenten Lymphomzellen
hypophosphoryliert, also inaktiv vor. Des Weiteren ist bekannt, dass die Inhibition von
MTOR Autophagie auslésen kann. Neben der Phosphorylierung der p70S6-Kinase
wurde auch die Induktion von Autophagie als Surrogat fur eine verminderte mTOR-
Funktion untersucht. Sowohl nach Behandlung der Lymphomzellen mit Adriamycin
(160), als auch nach Behandlung mit Rapamycin konnte eine Konversion von LC3-I zu
LC3-Il beobachtet werden, welche als Indiz fir Autophagie gilt. Die Signifikanz der
Induktion von Autophagie fur zellulare Seneszenz wurde unter anderem durch Young
und Kollegen untersucht (137). Der zentrale Regulator von mTORCL1 ist der TSC1-
TSC2-Komplex. Dieser wird aus den Proteinen TSC1 (Hamartin) und TSC2 (Tuberin)
gebildet und erfillt als Komplex seine regulatorische Funktion durch die Aktivierung der
GTPase Rheb (161). Eine Fehlfunktion dieser Signalwege kann in Zellen und Geweben
zu Defekten und Krankheiten fuhren. Tuberdse Sklerose z.B. wird durch inaktivierende
Mutationen im Gen von TSC1 bzw. TSC2 ausgelost (162). Dieses seltene
Krankheitsbild ist eine genetische Multiorgan-Erkrankung, die mit Fehlbildungen und
Tumoren des Gehirns, Hautveranderungen, Angiofibromen und gutartigen Tumoren in
anderen Organen einhergeht.

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Unterbrechung des beschriebenen
Signalweges durch Inhibition des mTOR-Regulators TSC2 mittels sh-RNA zu einem
partiellen Verlust des seneszenten Phanotyps nach DNA-schadigender Therapie flhrt.
Die Fraktion der Gl-arretierten Zellen lag bei den untersuchten Lymphomen niedriger,
als bei Kontroll-Lymphomen, die S-Phase Reduktion fiel geringer aus. Dabei ist zu
erwahnen, dass in einigen Lymphomen sogar eine erhaltenen S-Phase und ein
kompletter Verlust der SA-B-Gal-Positivitat zu verzeichnen war. Dies mag bedingt sein
durch unterschiedlich starke Expression der short-hairpin Sonde in den individuellen

Lymphomen oder aber durch verschiedenste Interaktionen mit weiteren Signalwegen,
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die interindividuell different aktiv sind. Adriamycin aktiviert p53 Uber einen DNA-
Damage-Signalweg, was wiederum zu Induktion einer grof3en Anzahl von p53-
Zielgenen fuhrt. So ist es nicht verwunderlich, dass die Unterbrechung dieses einen
untersuchten Signalweges nicht zu einer kompletten Aufhebung der pramaturen
Seneszenz in Lymphomzellen fihrt. Es ist in den sh-TSC2 infizierten Lymphomzellen
also eher von einem partiellen Seneszenz-Defekt, als von einem Seneszenz-Verlust
auszugehen.

Insgesamt passen die dargestellten Untersuchungen zu den in den letzten Jahren
zunehmenden Veroffentlichungen, die eine enge Verknupfung des p53- und des
MmTOR- Signalweges beschreiben (110,163,164). Die hier dargestellten Ergebnisse
zeigen eine p53-verursachte Hemmung des mTOR-Signalwegs, die nicht nur — wie
bereits gezeigt - Autophagie bedingt, sondern auch wie im Folgenden dargestellt zur
Induktion von Seneszenz fuhrt. Da in unserem Modell der Rapamycin induzierten
Seneszenz eine deutlich Konversion von LC3-I zu LC3-lIl nachweisbar war, kann
spekuliert werden, ob Rapamycin zumindest teilweise Uber die Induktion von
Autophagie einen seneszenten Arrest in den untersuchten Lymphomzellen auslost.
Weiterfuhrende Experimente sollten in atg5-/-, also Autophagie-kompromittierten Zellen
untersuchen, ob ein Seneszenz-Defekt (insbesondere Rapamycin-induzierte

Seneszenz) in diesen Zellen vorliegt.

4.4 Induktion von Seneszenz downstream von p53 - ein neues
pharmakologisches Prinzip

Die pathophysiologisch relevante Aktivierung von mTOR und seinen Signalwegen in
Lymphomen ist vielfach beschrieben (165-168). So konnten Xu und Kollegen an einem
Kollektiv von 73 Patienten mit einem DLBCL eine Aktivierung von AKT und mTOR in
54.8% bzw. 46.6% der Erkrankten zeigen (169). Die Aufklarung dieses Signalwegs in
Krebszellen ist nicht nur interessant, sondern hat auch eine Bedeutung fir die
Arzneimittelentwicklung der mTOR-Inhibitoren.

Da insbesondere die Induktion von Seneszenz downstream von p53 ein interessantes
pharmakologisches Prinzip darstellt, wurden verschiedene Substanzen genutzt, die den
oben beschriebenen Signalweg beeinflussen. Die pharmakologische Aktivierung von
AMPKa mittels Metformin und die Inhibition von AKT mittels AKT-Inhibitor flhrten zu
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einem stabilen Arrest der untersuchten Lymphomzellen. Sowohl Metformin, als auch
der AKT- Inhibitor verlangsamten das Zellwachstum, aber nur die Doppelbehandlung
ging mit einem stabilen, Seneszenz-Marker-positiven Wachstumsarrest einher. Beide
Inhibitoren wurden in subtoxischen Dosen eingesetzt, so dass kein relevanter Zelltod
ausgelost wurde. Berichte Uber die antiproliferative Wirksamkeit von Metformin haben
sich in den vergangenen Jahren gemehrt. In einer 2011 veroffentlichten Metaanalyse
Uber funf Studien mit insgesamt 108.161 Typ-2-Diabetikern fiihrte die Behandlung mit
Metformin zu einem deutlich verminderten Risiko fur die Entstehung von kolorektalen
Karzinomen (170). Ahnliche Beobachtungen wurden an Patienten mit Mammakarzinom,
Pankreaskarzinom und vielen weiteren Entitaten gemacht (171,172). Shi und Kollegen
demonstrierten eine Inaktivierung von AMPKa und eine Uberaktivierung des mTOR-
Signalweges in humanen Lymphomen. AufRerdem gelang es lhnen, eine AMPKa-
abhéangige antiproliferative Wirkung von Metformin zu beweisen, die in Kombination mit
Adriamycin oder Temsirolimus Autophagie ausloste (144). In der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls der antiproliferative Effekt Gber die Aktivierung von AMPKa dargestellt
werden, wobei jedoch erst die Kombinationsbehandlung mit einem AKT-Inhibitor zu
einem echten Wachstumsarrest und Seneszenz-Induktion in p53-profizienten und p53-
defizienten Lymphomen fuhrte. Auch PI3Kinase-Inhibitoren und AKT-Inhibitoren
befinden sich mittlerweile in zahlreichen klinischen Studien. So gilt Idelalisib, ein
Inhibitor von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Delta als vielversprechendes neues
Therapeutikum fur B-Non-Hodgkin-Lymphome (173). Insgesamt wird die Relevanz des
in dieser Arbeit beschriebenen Signalweges in vielen Untersuchungen deutlich. Durch
die erhobenen Daten gelingt es hier eine Verknupfung des p53-Signalweges mit dem
MTOR-Signalweg aufzuzeigen. Die gemeinsame Endstrecke liegt bei unseren
Beobachtungen in Apoptose-kompromittierten Lymphomen in der Induktion von
pramaturer Seneszenz. Somit konnte ein weiterer Mechanismus der antineoplastischen
Wirksamkeit der oben genannten Medikamente, insbesondere wenn in Kombination

eingesetzt, postuliert werden.

Auch die pharmakologische Inhibition von mTOR ist eine bereits in der Klinik
eingesetzte Therapiemodalitat. Es war dementsprechend von besonderem Interesse
herauszufinden, ob auch die Inhibition von mTOR in apoptosedefekten Lymphomzellen

den ,Tumor failsafe“ Mechanismus Seneszenz induziert. Wie gezeigt werden konnte,
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arretieren Lymphomzellen nach Behandlung mit Rapamycin tber viele Tage stabil, sie
weisen einen SA-B-Gal-assoziierten Phanotyp und einen S-Phase Verlust mit massiver
Akkumulation von Zellen in der G1-Phase auf. Des Weiteren konnten wir die Regulation
Seneszenz-typischer Merkmale wie die Hypophosphorylierung von Rb und die Induktion
von p2l beobachten. Ich postuliere daher, dass Rapamycin in Lymphomzellen
Seneszenz induzieren kann. Ahnliche Beobachtungen machten Chatterjee und
Kollegen. Nach Behandlung der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 mit Rapamycin in
mikromolaren Dosen detektierten sie einen G1-Arrest und hypophosphoryliertes Rb
(174). Da die Hemmung von mTOR in dem beschriebenen Sighalweg downstream von
p53 angreift, sollte auch die Hemmung von mTOR in p53-defizienten Zellen zu einem
seneszenten Arrest fihren. Wie erwartet konnte nach Behandlung mit Rapamycin auch
in p53-defizienten Lymphomen eine massive Reduktion der Proliferationskapazitat und
eine SA-B-Gal Positivitat beobachtet werden. Des Weiteren zeigte die Zellzyklusanalyse
einen partiellen Verlust der S-Phase. Damit entspricht der beobachtete
Wachstumsarrest formal den Ublichen Kriterien der Seneszenz. Inwieweit das stark
reduzierte, aber nicht aufgehobene Wachstumsverhalten und die S-Phase-Reduktion in
Rapamycin-exponierten p53-defizienten Zellen eine insensitive Subpopulation oder eine
insgesamt weniger robuste bzw. ,tiefe* Form zellularer Seneszenz darstellt bleibt noch
offen. Mdglicherweise beobachten wir eine ,Slow-Onset Senescence” in zunachst nur
einem Teil der Zellen oder eine Sonderform von Seneszenz, die nicht alle typischen
Merkmale klassischer Seneszenz gleichermal3en konsistent aufweist — und damit
womoglich auch funktionell nur eine ,Senescence light* darstellt. Daftr sprechen wirde
auch der ausbleibende SASP. Diese Frage mussen weiterfiuhrende Untersuchungen
klaren.

Auch proteinanalytisch konnte die Regulation Seneszenz-typischer Proteine
nachgewiesen werden. Erwahnenswert ist auch hier das Vorliegen von
hypophosphoryliertem Rb nach Behandlung mit Rapamycin, was erneut unterstreicht,
dass es sich um eine p53-unabhangige Seneszenz-Induktion handelt. Passend zu
unseren Untersuchungen wurden auch Berichte Uber einen lebensverlangernden Effekt
von Rapamycin in p53null Mausen veroffentlicht (175). In non-small cell lung cancer
(NSCLC) Zelllinien wurde in Kombination mit Bestrahlung ein negativer Effekt auf das

Zellwachstum (G1-Arrest) unabhangig vom p53 Status beobachtet (176).
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Das Zusammenspiel von p53 und mTOR ist jedoch viel komplexer. Aktuelle Studien
beschreiben eine duale Funktion fur p53, indem es zwischen Quieszenz und
Seneszenz mittels mTOR unterscheidet. Die paradoxe Funktion von p53, dass auf der
einen Seite Seneszenz unterdrickt durch Foérderung von Quieszenz, und auf der
anderen Seite Seneszenz induziert, wurde von M. Blagosklonny und Kollegen
untersucht (177,178). Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen beschreiben die
Kollegen eine Induktion von Seneszenz in quieszenten humanen Fibroblasten durch
knock-down von TSC2. In der Literatur findet sich aktuell ein sehr heterogenes Bild an
Beschreibungen tGber das Zusammenspiel von p53 und mTOR und deren Rolle in der
pramaturen Seneszenz. Die bisherigen Beobachtungen sind sicherlich stark abhangig
von Kontext und Zelltyp. Zumindest in Lymphomzellen scheint die Inhibition von mTOR
jedoch entscheidenden Einfluss auf die Induktion von Seneszenz zu haben. Unsere
Beobachtungen werden unterstitzt durch Experimente von Wall und Kollegen, die eine
Seneszenz-Induktion in Everolimus-behandelten Mausen mit Ep-myc-Lymphomen
nachweisen konnten (179). Zusammenfassend ist insbesondere zu erwéhnen, dass die
Behandlung mit Rapamycin auch in den ,Seneszenz-defekten®, sh-TSC2-
exprimierenden Lymphomzellen und in p53null-Lymphomzellen zu einem stabilen
Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus fuhrt, der mit einer Positivitat von SA-
B-Gal einherging. Rapamycin ist also auch bei Defekten im Signalweg upstream von
MTOR wirksam.

mTOR-Inhibitoren werden bereits klinisch eingesetzt und es konnten vielversprechende
Resultate erzielt werden. Da jedoch Resistenzentwicklungen ein Problem darstellen, ist
die genaue Erforschung der beteiligten Signalwege von immenser Wichtigkeit, da es
den sinnvollen Einsatz von Kombinations- oder erneut wirksamen Folgetherapien
ermoglicht. Der von uns beschriebene Mechanismus der Seneszenz-Induktion Uber
verschiedene Komponenten des mTOR-Signalweges bietet einen Losungsansatz zum
Verstandnis der beteiligten Mechanismen und des therapeutischen Potentials der
eingesetzten Substanzen, im speziellen des AMPKa-Aktivators Metformin und des
AKT-Inhibitors Triciribine in Kombination oder sequentiell bei klinischer Rapamycin-

Insensitivitat.
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4.5 Die Inhibition des mTOR-Signalweges fiihrt zu einer effektiven
Antitumor-Aktivitat

Rapamycin (Sirolimus), ein natirlicher mTOR-Inhibitor, der im Rahmen eines
Programms zur Identifikation vorhandener biologischer Substanzen bereits in den 70er
Jahren identifiziert wurde, stellt die Ausgangssubstanz der heute klinisch benutzten
MTOR-Inhibitoren dar (Temsirolimus, Everolimus, Ridaforolimus — sog. ,Rapalogs®), die
eine chemische Modifikation von Rapamycin darstellen. Zahlreiche klinische Studien
haben die Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren in der Therapie verschiedenster
Tumorentitaten belegt. Aktuell werden mTOR-Inhibitoren unter anderem eingesetzt in
der Behandlung des Nierenzellkarzinoms, des Mammakarzinoms und der
neuroendokrinen Tumore.

Um die mit pramaturer Seneszenz einhergehende Antitumoraktivitdt der mTOR-
Inhibition in unserem Lymphom-Modell in vivo zu bestatigen, wurden Lymphom-
tragende Mause mit Rapamycin behandelt. Dabei konnten eine mediane Verlangerung
des Uberlebens um 14 Tage beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von R. Johnstone. Die Kollegen beobachteten
eine signifikante, wenn auch weniger ausgepragte, Uberlebensverlangerung nach
Behandlung mit Everolimus (179). Entscheidend war nun die Frage, ob die Behandlung
mit Rapamycin in diesen Apoptose-defekten Lymphomen Seneszenz induzierte und
somit Seneszenz zum langeren Uberleben der Mause beitrug. Wie gezeigt werden
konnte, wiesen die Lymphknoten der behandelten Mause in der SA-B-Galactosidase
Farbung deutlich mehr positive Zellen im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten
Kontrollen auf. Da in vitro auch in p53-defizienten Lymphomen Seneszenz durch
Rapamycin induziert wurde, fragten wir, ob Rapamycin in vivo ebenfalls eine effektive
Behandlung fur p53-defiziente Lymphome darstellt. Wie erwartet, wurde eine
signifikante Verlangerung des medianen Uberlebens auf 32 Tage im Vergleich zu
Vehikel (3 Tage) beobachtet. Bemerkenswerterweise ist der Unterschied im medianen
Uberleben der Kontroll-Lymphome verglichen mit den p53-defizienten Lymphomen
nach Behandlung mit Rapamycin statistisch nicht signifikant; somit zeigt Rapamycin
eine gleichwertige Wirksamkeit in einem Tumorgenotyp, der unter konventioneller
Chemotherapie in der Klinik und im Mausmodell bekanntermal3en stets nur inferiore
Outcomes erzielt (55,94). Dieses Ergebnis ist insbesondere erwahnenswert, weil Wall
und Kollegen bei Mausen, die mit myc;p53null (ohne bcl-2 Uberexpression)

127



Diskussion

Lymphomen transplantiert wurden, durch Behandlung mit Everolimus kein verlangertes
Uberleben beobachten konnten. Dabei konnte der nicht identische Wirkmechanismus
beider Substanzen eine Rolle spielen. Auf molekularer Ebene binden Rapamycin und
Everolimus an das gleiche Zielenzym, das FK506-Bindeprotein-12 (FKBP12), im
Zytoplasma (180,181). Die Wasserloslichkeit und orale Bioverfiigbarkeit von Everolimus
ist hoher als die von Rapamycin, die Aktivitat in vitro jedoch geringer. Sowohl
Everolimus, als auch Rapamycin unterliegen einem ausgepragten intestinalen first-
pass-Effekt, so dass auch der Applikationsmechanismus die Wirksamkeit beeinflussen
konnte. Im Vergleich zu Wall und Kollegen, welche Everolimus oral verabreicht haben,
wurde das Rapamycin in unserem Experiment intraperitoneal gespritzt.

Auch in der Klinik konnten mTOR-Inhibitoren ihre Monoeffektivitat nachweisen, so ist
beispielsweise  Temsirolimus fir die Therapie des rezidivierten/refraktaren
Mantelzelllymphoms (MCL) zugelassen. Die Rationale fiur die Wirksamkeit von
Temsirolimus beim fortgeschrittenen Mantelzell-Lymphom ergibt sich durch dessen
Pathophysiologie. Das MCL ist durch die Chromosomentranslokation t(11;14) q(13;32)
gekennzeichnet, die zu einer Uberexpression von Cyclin D1 fuhrt, einem zentralen
Protein der Zellzyklusprogression. Dieses ist von mTOR abhangig. Durch den Einsatz
von Temsirolimus wird mTOR inhibiert und dadurch weniger Cyclin D1 produziert. Die
tatsachliche Datenlage zu diesem molekularen Erklarungsansatz ist jedoch diinn. Umso
mehr suggerieren die in der Arbeit erhobenen Daten eine Cyclin D1-unabhangige
Effizienz-Erklarung fur die mTOR-Blockade beim Mantelzelllymphom.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten tber die Funktion von mTOR in der
Tumortherapie lassen jedoch auch eine begriindete Spekulation Gber den Einsatz von
MTOR- Inhibitoren in weiteren Lymphom-Entitaten zu. Aktuell rekrutieren
verschiedenste klinische Studien Patienten zur Testung von mTOR-Inhibitoren in der
Lymphom-Therapie. So wird zum Beispiel Rituximab in Kombination mit Everolimus in
der Erhaltungstherapie bei CD20+ B-Zell-Lymphomen (Mantelzelllymphom, Low-Grade-
B-Zell-Lymphomen (SLL/CLL), transformierten Lymphomen, DLBCL, PMBCL und
Hodgkin- Lymphomen untersucht (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01665768). Weitere
Studien testeten den Einsatz von Everolimus in Kombination mit Rituximab in der
Therapie des rezidivierten oder refraktaren DLBCL (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00869999), sowie die Kombinationstherapie von R-CHOP und Everolimus bei
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neudiagnostiziertem und nicht vorbehandeltem DLBCL (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT01334502).

Neben den vielversprechenden Klinischen Ergebnissen muss jedoch auch die
Moglichkeit einer raschen Resistenzentwicklung betrachtet werden. Trotz signifikanter
Verlangerung des medianen Uberlebens in Kontroll-Lymphomen und in p53-defizienten
Lymphomen, verstarben die behandelten Mause rasch. Dabei ist der in vivo-Reprogress
jedoch nicht notwendigerweise auf eine Resistenzentwicklung zurtickzufiihren, sondern
alternativ auf mangelnde Rapamycin-Exposition einzelner Zellen. Obwohl die Anti-
Tumor-Wirkungen von Rapamycin gut dokumentiert ist, stellt das Phanomen der
Rapamycin-Resistenz ein charakteristisches Merkmal der Substanz dar (180,182,183).
Die mTORC1/S6K-Achse vermittelt negative RuUckkopplungsschleifen, die u.a.
Signalwege durch Insulin/IGF-Rezeptor und andere Tyrosinkinase-Rezeptoren
dampfen. Die Unterdriickung dieser Ruckkopplungsschleifen durch Inhibiton von mTOR
kann dementsprechend zu einer Uberaktivierung dieser Upstream-Wege filhren und
bildet somit moglicherweise ein Gegengewicht zu den antiproliferativen Wirkungen von
mTOR-Inhibitoren. So konnte eine IGF-1R-abhéngige feedback Aktivierung von AKT
durch Inhibition von mTOR gezeigt werden, die dann auch zur verstarkten Inaktivierung
von — tumorsuppressiven - FoxO-Familienmitgliedern fuhrt (184,185). Ebenso wurden
die feedback-Aktivierung von ERK 1/2 und erhdhte Level von phosphoryliertem Bad in
Rapamycin-resistenten Lungenkarzinom-Zelllinien beschrieben (186,187). Wenn Bad
(Bcl-2-Antagonist of Cell Death) phosphoryliert wird, kann es das antiapoptotische bcl-
XL nicht mehr binden und fuhrt damit zu einer Apoptose-Resistenz der Zellen. Diese
Resistenzmechanismen betreffen vor allem die Therapie mit direkten Inhibitoren von
MTOR.

Auf Basis dieser Beobachtungen generierten wir Rapamycin-resistente Lymphome und
behandelten diese mit Metformin und dem AKT-Inhibitor Triciribine. In p53-defizienten
Lymphomen zeigte die Behandlung mit Metformin nur einen geringen Effekt, Triciribine
und die Kombinationsbehandlung mit beiden Substanzen induzierte jedoch einen G1-
Arrest, wobei eine hohere Dosierung als in Rapamycin sensitiven Lymphomen
erforderlich war. Diese Beobachtung lasst in p53-defizienten Lymphomen eine enge
Verknipfung von p53 mit dem AKT-Signalweg vermuten. Der p53-Verlust in
Kombination mit der Rapamycin-Resistenz fuhrt wahrscheinlich zu einer

Aktivierung/Sensibilisierung des AKT-Signalweges mit einem konsekutiven Ansprechen
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auf dessen Inhibition. Entsprechend dieses Models zeigten Wang und Kollegen in
epithelialen, p53-defizienten Zelllinien eine verminderte PTEN-Expression mit
konsekutiver vermehrter AKT Aktivierung nach UV-Bestrahlung (188). Die konstitutive
Uberexpression des myc Onkogens in den verwendeten Lymphomzellen konnte als
ahnlicher Trigger wirken. Konsekutiv sollte in Mausexperimenten die Validitat dieses

Mechanismus auch in vivo untersucht werden.

Das Verstandnis des molekularen Wirkmechanismus der mTOR-Inhibitoren wird wichtig
sein, um deren Effektivitat zu steigern, Resistenzentwicklung entgegenzuwirken oder
eingetretene Insensitivitat pharmakologisch zu Uberwinden. Mit der vorliegenden Arbeit
konnte die Vernetzung des p53-Signalwegs mit dem mTOR-Signalweg sowie der pro-
seneszente Effekt der mTOR-Inhibition in p53-profizienten und p53-defizienten

Lymphomzellen dargelegt werden.

4.6 Limitationen und Perspektiven

Es bleibt anzumerken, dass das fiur diese Arbeit gewahlte methodische Vorgehen
(Analyse der Genexpression anhand einer durch Literaturrecherche erstellten Liste)
rickblickend optimiert werden kénnte. Es ware sicherlich sinnvoll gewesen, zusatzlich
Microarray Daten, moglicherweise in Kopplung mit ChiP-Seqg- bzw. ChlP-on-chip-Daten,
von p535"™™_| ymphomen zu erstellen um einen noch umfassenderen Eindruck Uber
die Uberlappenden Genexpressionsprofile zu erhalten. Bei dem von uns gewahlten
Vorgehen bleibt eine Restunsicherheit, entscheidende Gene zu Ubersehen, da sie in
unserer a priori erstellten Liste nicht enthalten sind. Zudem ware auch die Analyse der
Genexpression im langeren zeitlichen Verlauf, z.B. nach 10 Tagen, ein interessanter
Aspekt, da somit auch Gene der Seneszenz-Aufrechterhaltung untersucht wirden.

Auch die methodische Optimierung des Experimentes der Seneszenz-Untersuchungen
in sh-TSC2-infizierten Lymphomzellen wuirde sicherlich eindeutigere Ergebnisse
ermdglichen. Zwar wurde die knock-down Effizienz der Sonde untersucht, mit sehr
gutem Ergebnis, jedoch lasst die starke Schwankungsbreite der Seneszenz-Inhibition,
sowohl im BrdU/PI-Assay, als auch in der SA-B-Gal Farbung vermuten, dass der knock-
down in den individuellen Lymphomen verschieden stark ausgepragt war. Die
Untersuchung der Effizienz in jedem einzelnen Lymphom nach Infektion wére hier

sicherlich hilfreich.
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Eine der dringendsten Fragen die sich aus dieser Arbeit ergibt, betrifft die ausgepragte
Induktion eines SASP in TIS und OIS in p53-kompetenten Zellen, jedoch das
verminderte SASP in Rapamycin-induzierter Seneszenz (passend zur gehemmten
Translation der SASP-Transkripte). Wie erklart sich nun die starke SASP-Produktion in
p53-aktiven und somit mTOR-reprimierten seneszenten Zellen? Ware das SASP durch
eine Aktivierung von mTOR sogar noch starker ausgepragt? Da wir wissen, dass viele
Faktoren des SASP NF-kB reguliert exprimiert werden, verlangt es nach
experimenteller Untersuchung bspw. in NF-kB-Superrepressor-transduzierten Zellen.
Es bleibt in der vorliegenden Arbeit leider offen, ob mTOR wichtiger positiver/negativer
Regulator der SASP-Expression (d.h. SASP-Translation) ist, und/oder welche
alternativen bzw. interferierenden Signalkaskaden mTOR-unabhéngig SASP-
Expression treiben (bspw. DNA-Schadigung 2> ATM - NF-kB - SASP).

Da die Rapamycin-induzierte Seneszenz scheinbar eine Sonderform der Seneszenz mit
entscheidend unterschiedlichen Merkmalen als TIS und OIS darstellt, missen zur
naheren Charakterisierung dieses Seneszenz-Phénotyps auch weitere Seneszenz-
Merkmale untersucht werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in
Rapamycin-seneszenten Zellen kein hypermetaboler Phanotyp vorliegt (160). Somit
sollten weitere metabolische Implikationen von mTOR-Inhibitoren untersucht werden.
Ebenso interessant ist der Einfluss von p53-Mutationen im Gegensatz zu biallelen p53-
Deletionen auf die Wirkung von Rapamycin.

Die Arbeit beschrankt sich die groftenteils auf pharmakologische Modulationen des
mMTOR-Signalweges. Unabdingbar zur genetischen Verifizierung der besprochenen
Signalkaskade ist ein Experiment der simultanen Uberexpression von sestrin2 und
phlda3 mit konsekutiven Untersuchungen zur Seneszenz-Induktion.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob der Mechanismus der Rapamycin-induzierten
Seneszenz auf andere Entitaten dbertragbar ist. So sollten bspw. Zelllinien
verschiedenster Tumoren mit- und ohne intaktes p53 untersucht werden.

Da in dem vorliegenden Modell der Rapamycin-induzierten Seneszenz eine deutlich
Konversion von LC3-1 zu LC3-ll nachweisbar war, kann spekuliert werden, ob
Rapamycin zumindest teilweise Uber die Induktion von Autophagie einen seneszenten
Arrest in den untersuchten Lymphomzellen auslost. Weiterfihrende Experimente sollten
in atg5-/-, also Autophagie kompromittierten Zellen untersuchen, ob ein Seneszenz-

Defekt (insbesondere Rapamycin induzierte Seneszenz) in diesen Zellen vorliegt.
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Nicht zuletzt ist die klinische Relevanz der erhobenen Untersuchungen interessant. Wie
in vitro gezeigt und auch diskutiert, bedeutet eine Rapamycin-Resistenz nicht zwingend,
dass upstream von mTOR gelegene pharmakologische Inhibitoren auch ihre Wirkung
verlieren. Somit sollte ein Mausexperiment den kombinierten Einsatz von Metformin und
Triciribine in Rapamycin-resistenten p53-profizienten und p53-defizienten Lymphomen

untersuchen.
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