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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Enzym UDP-N-Acetylglukosamin  2-Epimerase/ N-Acetyl-

mannosamin-Kinase (GNE)

Die UDP-N-Acetylglukosamin 2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE) gilt als
Schlusselenzym der Sialinsaurebiosynthese. N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) stellt die
chemische Grundstruktur und den biosynthetischen Vorlaufer nahezu aller natirlich
vorkommender Neuramin- bzw. Sialinsduren dar (Roseman 1970), von denen bisher tber 50
unterschiedliche Derivate nachgewiesen wurden (Schauer et al. 2009). Sialinsauren treten
als terminale Kohlenhydrate in Konjugaten eukaryotischer Glykoproteine und Ganglioside
(Glykolipide) der Zellmembran auf. Im Allgemeinen ist ihr Vorkommen auf Vertebraten und
hohere Wirbellose beschréankt (Roth et al. 1992). In geringerem Ausmalfd wird Sialinséaure
auch von anderen Spezies, wie Pilzen bis hin zur Hefe, synthetisiert (Kontou et al. 2009). In
Pflanzen konnte sie nicht nachgewiesen werden (Takashima et al. 2009). Bestimmte
pathogene sowie symbiontische Bakterien nutzen in Anpassung an den Wirt homologe
Biosynthesewege (Lewis et al. 2009) bzw. haben de novo Sialinsduresynthese entwickelt
(Vimr et al. 2004). Die allgemeine Verbreitung deutet auf die essenzielle physiologische

Rolle dieser Stoffklasse hin.

Die eukaryotische Sialinsduresynthese geht von der irreversiblen Epimerisierung des
Substrats UDP-N-Acetylglukosamin (UDP-GIcNAc) zu UDP-N-Acetylmannosamin (ManNAc)
und der nachfolgenden Phosphorylierung zu N-Acetylmannosamin-6-phosphat aus. Diese
beiden initialen Schritte des mehrstufigen Reaktionsprozesses werden vom bifunktionalen
Enzym UDP-N-Acetylglukosamin  2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase  (GNE)
katalysiert (Hinderlich et al. 1997; Stasche et al. 1997).

Vor der Entdeckung der Bifunktionalitdit wurden beide Enzymaktivitdten zun&chst
unabhangig voneinander untersucht und beschrieben (Hinderlich et al. 1997). Dabei leistete
S. Roseman durch seine Pionierarbeit einen wesentlichen Beitrag zur funktionellen Analyse
der GNE. So konnte er in Zusammenarbeit mit D. G. Comb im Jahr 1958 im zytosolischen
Anteil der Rattenleber UDP-GIcNAc 2-Epimerase nachweisen und nur wenige Jahre spater
N-Acetylmannosamin-Kinase charakterisieren (Gosh et al. 1961). Das gemeinsame
Vorkommen im Zytosol identischer Gewebe lieferte den ersten Beleg fur eine mdgliche
Kooperation beider Enzyme (van Rinsum et al. 1983). Den endgtltigen Beweis fur die
enzymatische Bifunktionalitat erbrachten Stasche (1997) und Hinderlich et al. (1997) anhand

des aufgereinigten Proteins aus der zytoplasmatischen Fraktion der Rattenleber. Das aus
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Einleitung

der Ratte isolierte Enzym besteht aus einem 79kDa-Polypeptid, das in zwei oligomeren
Zustdnden auftreteten kann. Dabei weist nur die homohexamere Form beide
Enzymaktivitditen auf. Fir das Dimer konnte die ManNAc-Kinase-Funktion nachgewiesen
werden (Hinderlich et al. 1997). In vitro Untersuchungen belegten dartiber hinaus das
Vorkommen trimerer (Effertz et al. 1999) und tetramerer Formen der GNE (Ghaderi et al.
2007). Vermutlich sind die Differenzen der bisher beschriebenen Molekiilzustande auf die
unterschiedlichen Untersuchungsmethoden zuriickzufihren (Ghaderi et al. 2007). Allen
Studien gemein ist jedoch die Vereinigung der dualen Aktivitat im Multimer, wahrend Dimere

nur Kinasefunktion erftllen.

Ublicherweise sind bifunktionale Enzyme durch zwei distinkte Domé&nen mit getrennter
katalytischer Aktivitdt gekennzeichnet (Stasche et al. 1997). In vitro Sequenzanalysen
konnten dieses Merkmal flur die GNE bestatigen und verwiesen zuséatzlich auf eine hohe
Ubereinstimmung der N-terminalen Region mit prokaryotischen Epimerasen, wahrend der C-
Terminus Homologien zu bakteriellen Zuckerkinasen bzw. Repressorproteinen des Xylose-
Operons und ROK (Repressor ORF)-Kinasen zeigt (Krause et al. 2005; Tong et al. 2009).
Beide Doménen Uben ihre Aktivitdt unabhéngig aus (Effertz et al. 1999) und lassen sich
getrennt voneinander exprimieren (Blume et al. 2004).

Die Klonierung und Sequenzierung der GNE gelang bereits aus der Ratte (Stasche et al.
1997), der Maus (Horstkorte et al. 1999) und dem Menschen (Lucka et al. 1999; Seppala et
al. 1999). In allen untersuchten Organismen umfasste das Protein 722 Aminoséuren
(Molekulargewicht 79kDa) und wies einen hohen Grad an Homologie auf. So lag die
Ubereinstimmung der Aminosauresequenz zwischen Ratte und Maus bei 99,4%, zwischen
Mensch und Maus noch bei 98,6% (Seppala et al. 1999). Die UDP-GICNAc 2-
Epimerase/ManNAc-Kinase des Schimpansen ist mit der humanen identisch. Selbst
zwischen dem Menschen und Organismen, die nicht zu den S&ugetieren z&hlen, ist die

Homologie &ulRerst hoch (Reinke et al. 2007).

1.1.1 Expression und subzelluldre Lokalisierung der GNE

Die GNE ist ein ubiquitares Protein, das in allen héheren Organismen vorkommt (Reinke et
al. 2009). Dabei folgt die Expression einem spezies-, gewebe-, entwicklungs- und
altersspezifischem Regulationsmuster (Krause et al. 2005).

Murine UDP-GIcNAc 2-Epimerase/ManNAc-Kinase zeigt die starkste Expression in der
Leber und kann bereits ab Tag 15 der embryonalen Entwicklung in allen Stadien der
Ontogenese nachgewiesen werden (Horstkorte et al 1999). In Analogie dazu konnte auch in

der Ratte die hochste Enzymaktivitdt in sekretierenden Organen (Speicheldriuse,
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Darmschleimhaut, Leber) detektiert werden (Stdsche et al. 1997). Im humanen Gewebe
deutet die neben der in der Leber hohe Expression in der Plazenta auf eine essenzielle
Bedeutung des Enzyms fir die Entwicklung hin (Lucka et al. 1999).

Die UDP-GIcNAc 2-Epimerase/ManNAc-Kinase gilt als universeller Marker fir in Wachstum
und Entwicklung befindliche Zellen (Kohla et al. 2002). Dementsprechend konnte ein
abnehmendes GNE-Vorkommen in humaner Skelettmuskulatur (Krause et al. 2005) wie
auch in embryonalen Zellen menschlichen (Krause et al. 2005) und murinen Ursprungs
(Horstkorte et al. 1999) mit zunehmender Zelldifferenzierung in Zusammenhang gebracht
werden. Wahrend die Expression in unreifen Myoblasten bzw. murinen Embryonalzellen am
hdchsten ist, nimmt sie in entsprechenden reifen Zellen kontinuierlich ab. Differenzielles
GNE-Vorkommen in alternden humanen Zellen (Sprenger et al. 2009) geht mit
Unterschieden im terminalen Sialinsauremuster einher (Przybyto et al. 2007), die sich in
Veranderungen physiologischer Funktionen, wie verminderter Gedachtnisleistung (Sprenger
et al. 2009) oder in Defiziten der Immunantwort, manifestieren (Abdul-Salan et al. 2000). In
diesem Zusammenhang wird Sialinsaure als potenzieller Biomarker fur Demenz bzw. die
Alzheimererkrankung im Menschen angefihrt (Davis et al. 2009).

Im Menschen sind bislang vier gewebespezifische mRNA-Spleissvarianten beschrieben
worden (Watts et al. 2003), die sich vom ursprtinglichen UDP-GIcNAc 2-Epimerase/ManNAc-
Kinase-Gen (Lucka et al. 1999) durch ein zuséatzliches, 90bp umfassendes Exon Al
20.000bp aufwérts von Exon 1 unterscheiden (Watts et al. 2003). Zwei der alternativen
Sequenzen kodieren fur das bekannte GNE-Protein (GNE1), die beiden anderen bringen
zwei neue Isoformen hervor (GNE2 und GNES3), die sich anhand ihrer N-terminalen
Sequenz, ihres Molekulargewichts und ihres spezies- bzw. gewebespezifischen
Expressionsmusters unterscheiden (Reinke et al. 2007).

Gemall der Schlisselrolle bei der Sialinsduresynthese, deren zentrale Reaktionen im
Zytoplasma ablaufen, ist das Vorkommen der GNE priméar auf dieses Zellkompartiment
beschrankt. Zusatzlich belegten Krause et al. (2005) Gber immunhistochemische Farbungen
eine Kolokalisierung mit Proteinmarkern des Golgi-Apparates und des Nukleus. Das
Vorkommen des Enzyms im Golgi-Kompartiment ist physiologisch sinnvoll, da die
Sialinsduren an dieser Stelle in Form aktivierter Nukleotid-Donormolekile auf
Glykokonjugate Ubertragen und Uber spezifische Transporter zur Plasmamembran
transferiert werden. Die Lokalisierung im Zellkern hingegen deutet auf mégliche weitere

Funktionen der GNE hin, beispielsweise eine Involvierung bei der Transkriptionskontrolle.
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1.1.2 Regulierung der GNE

Trotz zahlreicher intensiver Studien zur strukturellen und biochemischen Charakterisierung
der GNE ist bislang wenig tber deren Regulierung bekannt.

Die zentrale katalytische Rolle bei der Sialinsdurebiosynthese erflllt die UDP-GICNAc 2-
Epimerase-Untereinheit, die im Gegensatz zur Kinaseaktivitdt komplex reguliert wird. Zum
einen ist die Epimerasefunktion tber einen Rickkopplungsmechanismus durch das aktivierte
Endprodukt CMP-Neu5Ac hemmbar (Kornfeld et al. 1964; Sommar et al. 1972). Zum
anderen konnte in vitro die Aktivierung der UDP-GIcNAc 2-Epimerase Uber Phosphorylierung
durch die Proteinkinase C nachgewiesen werden (Horstkorte et al. 2000).

Daneben determiniert das dynamische strukturelle Wechselspiel zwischen unterschiedlichen
oligomeren Zustanden die Enzymaktivitit der GNE. Nur das Homohexamer zeichnet
Bifunktionalitat aus. Die Aggregatbildung wird durch das Substrat UDP-GIcNAc und das
aktivierte Endprodukt der Sialinsdurebiosynthese CMP-Neu5Ac beginstigt, die die GNE
durch Bindung an die Epimerase-Domane im oligomeren Zustand stabilisieren (Ghaderi et
al. 2007).

Unterschiedliche Arbeiten deuten allerdings auch auf einen potenziellen Einfluss
epigenetischer Faktoren auf die transkriptionelle Regulierung hin. In Hepatomzellen (Oetke
et al. 2003) sowie in HIV-infizierten Lymphozyten (Giordanengo et al. 2004) fuhrt die
Methylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich zu verminderter mRNA-Expression der
GNE. Mdglicherweise leistet alternatives Spleissen, das drei unterschiedliche,

gewebespezifische GNE-Isoformen hervorbringt, einen weiteren regulatorischen Beitrag.

1.1.3 Physiologische und pathophysiologische Bedeut ung der GNE

Die essenzielle physiologische Bedeutung der GNE konnte durch murine Knock-Out
Experimente belegt werden. Die daraus resultierende enzymatische Inaktivierung wirkt sich
in Mauseembryonen am Tag 8,5 letal aus (Schwarzkopf et al. 2002). Heterozygote, GNE-
defiziente Mause sind dagegen Uberlebensfahig, obwohl die Gesamtsialylierung um 25%
vermindert ist (Gagiannis et al. 2007).

Bislang sind zwei Erbkrankheiten bekannt, die auf Mutationen im GNE-Gen beruhen: die
erbliche Einschlusskorperchen-Myopathie (Hereditary Inclusion Body Myopathy, HIBM) und
die Sialurie. HIBM ist eine neuromuskulare Erkrankung, die einem autosomal rezessiven
Vererbungsmuster folgt (Eisenberg et al. 2001). Die klinische Manifestierung kennzeichnet
eine generelle Muskelschwéache, die erst spéat im Erwachsenenalter auftritt und langsam von

distal nach proximal fortschreitet (Huizing et al. 2009). Histopathologisch weisen HIBM-
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Muskelbiopsien charakteristische zytoplasmatische Hohlraume - sog. ,rimmed vacuoles” -
mit filamentdsen Einschlissen auf, die flr neurodegenerative Erkrankungen typische
Proteine, wie Ubiquitin und B-Amyloide, enthalten (Askanas et al. 1993). Bisher wurden tber
60 unterschiedliche, HIBM-assoziierte Missense-Mutationen im kodierenden Bereich der
UDP-GIcNAc 2-Epimerase- und der ManNAc-Kinase-Doméne gefunden (Eisenberg et al.
2001; Kurochkina et al. 2009), die zu einer detektierbaren Hypoaktivitat des Enzyms in
betroffenen Patienten fihren (Penner et al. 2006). Allerdings determiniert diese Reduzierung
keine offensichtlichen bzw. allgemeinen Sialylierungsdefizite, so dass der zugrundeliegende
Mechanismus der Erkrankung unklar bleibt.

Die Sialurie ist eine autosomal-dominante Erbkrankheit mit niedriger Inzidenz, die durch
zytoplasmatische Akkumulierung freier Sialinsaure charakterisiert ist (Schwarzkopf et al.
2002). Die Sialinsauretberproduktion resultiert aus unterschiedlichen Punktmutationen, die
die allosterische Bindestelle in der Epimerasedoméane betreffen und einen Defekt der
Endprodukthemmung bewirken (Sepalla et al. 1999). Die im Gramm-Massstab (1g/Tag;
Leroy et al. 2001) detektierbare freie Sialinsaure im Urin von Patienten fihrt bei
Uberlebenden Betroffenen zu einer VergroRerung der Leber (Hepatomegalie), verzégerter
Skelettentwicklung und variablen geistigen Entwicklungsstorungen (Klootwijk et al. 2008;
Seppala et al. 1999).

1.2 Sialinsdurebiosynthese

In Séugerzellen wird die Synthese von Neu5Ac bzw. seiner aktivierten Form CMP-N-
Acetylneuraminsaure (CMP-Neu5Ac) in vier aufeinanderfolgenden Schritten im Zytosol
realisiert (Reutter et al. 1997; Weidemann et al. 2009). Als Ausgangssubstrat dient UDP-N-
Acetylglukosamin (UDP-GIcNAc), das Uber die Glykolyse ausgehend von Fructose-6-
Phosphat in vier Reaktionen zur Verfiigung gestellt wird (Tong et al. 2009). Zunachst kommt
es zur Epimerisierung von UDP-GIcNAc zu N-Acetylmannosamin (ManNAc) (Comb et al.
1958), das anschlieRend an Position C-6 phosphoryliert wird (Gosh et al. 1961). Diese ersten
beiden Schritte werden, wie eingangs erwahnt, vom bifunktionalen Enzym GNE katalysiert
(Hinderlich et al. 1997; Stasche et al. 1997). ManNAc-6-Phosphat wird durch die Neu5Ac-9-
Phosphat Synthase mit Phosphoenolpyruvat zu Neu5Ac-9-Phosphat kondensiert (Watson et
al. 1966). Nach Dephosphorylierung (Neu5Ac-9-Phosphat Phosphatase) des Intermediats
entsteht Neu5Ac (Maliekal et al. 2006). Im Unterschied zu allen anderen Monosacchariden
(Reinke et al. 2009) findet die Aktivierung der Neu5Ac nicht im Zyoplasma, sondern im
Nukleus mithilfe der CMP-Neu5Ac Synthetase statt (Kean et al. 1966; Mlnster et al. 1998).

Uber einen noch nicht bekannten Weg wird CMP-Neu5Ac aus dem Kern zunéchst ins

14



Einleitung

Zytoplasma freigesetzt, von wo aus der Nukleotidzucker Gber einen Antiportmechanismus
durch ein spezifisches Transportmolekil (CMP-Neu5Ac-Transporter) in den Golgi-Apparat
Ubertragen wird (Eckhardt et al. 1996). Im trans-Golginetzwerk erfolgt Uber die Aktivitat
unterschiedlicher Sialyltransferasen und unter CMP-Abspaltung die Assoziation der
Ketoséure an terminale Oligosaccharidketten von Glykoproteinen und —lipiden (Benie et al.
2004; Blume et al. 2004; Kean 1991). Die Modifikationen, die zur Bildung der verschiedenen
Neuraminsauretypen fuilhren, werden erst nach der Ubertragung der NeuSAc durch weitere
spezifische Transferasen eingefuihrt (Schauer 2000). Im Anschluss werden die prozessierten

Proteine und Lipide von Transfervesikeln zu ihrem Bestimmungsort gebracht.

Neben der de novo Biosynthese aus Fructose-6-Phosphat als Produkt der Glykolyse kénnen
N-Acetylhexosamine alternativ Uber den sog. ,Salvage Pathway“ aus der Nahrung
aufgenommen bzw. durch den Abbau endogener oder exogener Glykane verwertet werden
(Reinke et al. 2009; Sprenger et al. 2009). Unterschiedliche Kinasen fiihren die
Monosaccharide wieder dem Aminozuckerstoffwechsel zu. Beispielsweise fordert die
GlcNAc-Kinase die Konvertierung von GIcNAc zu GIcNAc-6-Phosphat, das zu UDP-GICcNAc
abgebaut werden kann (Reutter et al. 1997). In vitro konnte in diesem Zusammenhang
gezeigt werden, dass dieses Enzym dartber hinaus in der Lage ist, ManNAc aus
entsprechend supplementiertem Medium zu phosphorylieren (Allen et al. 1980) und

demzufolge einen Mangel an GNE in vivo zu kompensieren (Hinderlich et al. 2001).
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Abb. 1: Biosynthese von Sialinsduren und  sialylierten Glykokonjugaten in Saugetierzellen

1.3 Struktur und Vorkommen von Sialinsaure

Neuramin- bzw. Sialinsduren sind Kohlenhydrate, die aus einem Grundgeriist aus neun
Kohlenstoffatomen in Pyranoseform zusammengesetzt sind (Schauer 1982). Die biologische
Diversitat dieser Familie beruht auf der Art der Bindung zum assoziierten membranstandigen
Glykokonjugat und wird durch die Anzahl, Position und Kombination mdglicher
Hydroxylsubstituenten an den zentralen C-Atomen (C-4, C-7 bis C-9) bestimmt.
Charakteristischerweise tragen Sialinsauren eine carboxylierte C-2-Position, die bei pH 7,4
deprotoniert vorliegt und dem Molekll starken Saurecharakter (pKs-Wert 2,2) verleiht
(Traving et al. 1998). Dartber hinaus besitzen sie eine C5-gebundene Aminogruppe, die
immer acetyliert ist (Reinke et al. 2009). Die unsubstituierte Form der Neuraminsaure tritt
dagegen in der Natur nur &uRRerst selten auf (Manzi et al. 1990).

Sialinsauren kommen vorwiegend als terminale Komponenten in Glykoproteinen und —lipiden
vor und determinieren die biochemische Vielfalt von Glykokonjugaten. Ublicherweise wird

Neu5Ac in O-Glykanen in a2,6-Stellung an N-Acetylgalaktosamin gefunden, wahrend
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Sialinsaure in N-gebundenen Glykostrukturen gewdhnlich a2,3- oder a2,6-glykosidisch an
Galaktose gebunden vorliegt (Blix et al. 1956). Dartber hinaus sind homomere
Verknipfungen uber die C8-Position moglich, die beim neuronalen Zelladh&sionsmolekiil
NCAM die Sonderform Polysialinsdure (PSA) bilden (Wang 2005). Anzahl und Diversitat der
Sialinsauren sind spezies- und gewebeabhangig und folgen einem entwicklungsspezifischen
Muster. Im humanen Gewebe finden sich drei Sialinsduretypen: die Neu5Ac, die 9-O-
acetylierte Neu5Ac (Neu5,9Ac) und die 9-O-lactosylierte Neu5Ac (Neu5Ac9Lt). Nur im
Foetus und in einigen Tumoren konnte N-Glykolylneuraminsaure (Neu5Gc) im Menschen
nachgewiesen werden, die aus exogenen Nahrungsquellen im Gewebe inkorporiert wird
(Gabri et al. 2009).

OR?

RO

ity

R'O RO

Abb. 2: Struktur von Sialinsauren  Sialinsauren sind N-acylierte Derivate (R5=Acetyl- und Glykolylgruppen) der
Neuraminsaure mit Acetyl-, Lactoyl-, Methyl-, Sulfonyl- und Phosphonylgruppen als mégliche O-Substituenten
(R4, R7-R9). Bei Neu5Ac liegen alle Hydroxylgruppen unmodifiziert vor. Unter physiologischem pH-Wert ist die
Carboxylgruppe deprotoniert.

1.4 Biologische Bedeutung der Sialylierung

Die strukturelle Vielfalt der Sialinsaurefamilie wird auf funktioneller Ebene widergespiegelt
(Traving et al. 1998). Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften, der terminalen
Lokalisierung, aber auch ihrer raumlichen Ausdehnung sind diese Ketosauren auf direkte
oder indirekte Weise an verschiedensten biologischen Vorgangen beteiligt.

Bedingt durch ihren hydrophilen Charakter und die elektronegative Ladung vermitteln sie die
Bindung und den Transport positiv geladener lonen, férdern dartber hinaus physiologische
Attraktions- und Repulsionsprozesse. Die exponierte Position auf Glykokonjugaten der
Plasmamembran bildet die Basis fur die zentrale Rolle der Sialinsduren bei Zellerkennungs-,
Adhasions- und Signaltransduktionsprozessen, aber auch fir ihre Funktion als Schutzschild
subterminaler Molekulanteile vor proteolytischem Abbau (Schauer 1985; Schwarzkopf et al.
2002). Damit bestimmen sie im Wesentlichen die physikalische Halbwertszeit vieler

zirkulierender Glykoproteine (Wang 2005). Besonders Krebszellen sind durch einen hohen
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Sialylierungsgrad gekennzeichnet, was sie zum einen vor humoraler und zellularer
Immunabwehr schitzt. Zum anderen korreliert Hypersialylierung im Allgemeinen mit dem
metastasierenden Potenzial transformierter Zellen (Lucka et al. 1999; Varki 2008). Auf
Grundlage der ubiquitaren Prasentierung stellen Sialinsauren Strukturen dar, mit deren Hilfe
das Immunsystem korpereigene Antigene als solche erkennt (Traving et al. 1998).

Im Folgenden sollen die vielfaltigen biologischen Funktionen von Sialinsduren anhand

einiger Beispiele dargestellt werden.

1.4.1 Determinierung  struktureller und funktionelle r  Eigenschaften von

Glykokonjugaten

Sialinsauren gelten sowohl in membrangebundener als auch in l6slicher Form als
Stabilisatoren von Glykoproteinen und -lipiden. Glykokonjugate der Schleimhaute des
Magen-Darm-Trakts und Bronchialsystems, wie Mukine, sind hypersialyliert und tragen
aufgrund der damit verbundenen stark negativen Gesamtladung nicht nur zur viskosen
Struktur und Léslichkeit des Schleims bei, sondern verleihen dartber hinaus thermische und
proteolytische Stabilitdt (Bhaskar et al. 1992; Kelm et al. 1997). In Erythrozyten fuhren die
physikochemischen Eigenschaften der membranstandigen Sialinsauren zu Anti-
Agglutinationseffekten (Kelm et al. 1997).

Der Sialylierungsstatus bestimmt dariber hinaus die biologische Halbwertszeit vieler
Proteine. Desialylierung und die damit verbundene Demaskierung subterminaler
Galaktosereste fordert die Erkennung und den Abbau von Erythrozyten durch Makrophagen
(Traving et al. 1998). Dieses Prinzip gilt auch fir andere Blutzellen, wie Leuko- und
Thrombozyten, sowie fir unterschiedliche Serumglykoproteine, die nach Entfernung
terminaler Sialinsdure vom Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R) — einem Galaktose-
spezifischen Rezeptor auf Hepatozyten (Hudgin et al. 1974) — gebunden und lysosomal
degradiert werden konnen (Kelm et al. 1997). Das humane Glykoprotein-Hormon
Erythropoetin, das die Differenzierung von Erythrozyten kontrolliert, weist im Blut nicht nur
eine reduzierte Halbwertszeit auf, sondern verliert in asialylierter Form seine Aktivitat. Dies
gilt auch fur das Nukleoporin p62, das ein Bestandteil des nukledren Porenkomplexes ist,
und in vitro nur sialyliert Transportprozesse des Zellkerns fordert (Emsig et al. 1995). Auf
Basis dieses Mechanismus wird zur Gewahrleistung der biochemischen Bestéandigkeit von
Glykoproteinen, die als therapeutische Agenzien entwickelt und eingesetzt werden, haufig
eine Maximierung des Sialinsauregehalts angestrebt (Jeong et al. 2008).

Im Gegensatz dazu sind Asialoglykoproteine bekannt, die biologisch aktiv sind, wie die
Sialyltransferasen ST8SialV/PST und ST8Siall/STX. Diese Enzyme katalysieren die

Polysialylierung des neuronalen Zelladhasionsmolekuls NCAM, kénnen allerdings selbst
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durch Autopolysialylierung modifiziert werden. Diese strukturelle Verdnderung, wenn auch
funktionell irrelevant, erhdht die allgemeine katalytische Aktivitdt der Transferasen (Foley et
al. 2009; Close et al. 2001).

Das Gangliosid GM3 kann Uber terminale Sialylierung direkt auf die Proliferation von Zellen
einwirken. So hemmt die sialylierte Form die Tyrosin-Phosphorylierung des epidermalen
Wachstumsfaktors EGF und infolgedessen das Zellwachstum (Bremer et al. 1986). Die
Supprimierung kann durch Deacetylierung der Neu5Ac im GM3 aufgehoben werden (Hanai
et al. 1988).

1.4.2 Zell-Zell-Interaktion und Adhé&sion

Die duale Funktion der Sialinsdure fur die Interaktion von Zellen mit ihrer Umwelt wird
mafdgeblich durch ihre negative Ladung bestimmt. In terminaler Position auf
Glykokonjugaten der Zellmembran induziert sie vornehmlich die AbstoRung zwischen Zellen
bzw. der extrazellularen Matrix. Andererseits nutzen unterschiedliche Liganden Sialinsauren

als Erkennungsstellen zur Zell-Zell-Interaktion sowie Signaltransduktion (Schauer 2009).

Sialinsaure-bindende Lektine

Fur die Vermittlung unterschiedlicher Adhasionsvorgange sind verschiedene Sialinséure-
bindende Lektine bekannt, unter denen Selektinen und Siglecs (Sialic Acid-binding
Immunoglobulin Superfamily Lectins) eine wesentliche Bedeutung zukommt.

Beim Prozess der akuten Entziindung tragen Selektine entscheidend zur initialen Anheftung
und Einwanderung von Leukozyten in inflammatorisches Gewebe bei (Sanders et al. 1999).
Die C-Typ Lektine vermitteln Ca?*-abhéngig beim sog. ,Rolling* eine Verlangsamung und
Aggregation der Leukozyten aus dem kapillaren Blutstrom am aktivierten GefaRendothel
(Kim et al. 1999). Die beteiligten Selektine werden in Form von Transmembranproteinen auf
Leukozyten (L-Selektin), Endothelzellen (P- und E-Selektin) und Thrombozyten (P-Selektin)
exprimiert (Geng et al. 1992) und binden bevorzugt an Tetrasaccharide des Typs Sialyl-
Lewis* und Sialyl-Lewis® — sialylierte Epitope auf Zelloberflachenglykanen (Petrozzelli et al.
1999; Sanders et al. 1999). Neben den Lektinen interaggieren dariber hinaus
unterschiedliche Molekile der Immunoglobulin-Superfamilie (IgSF) und Integrine mit dem
vaskularen Endothel und fordern die feste Adhésion der Leukozyten und die anschliel3ende
transendotheliale Migration (Grailer et al. 2009; Kobayashi et al. 2007). Die synergistische
Wirkung dieser Proteine wird vorrangig vom Sialylierungsgrad moduliert, wobei die
Expression hyposialylierter Liganden mit erhdhter Adhasion in Verbindung gebracht wird
(Bellis 2004; Praetorius et al. 2002; Pretzlaff et al. 2000).
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Abb. 3: Selektin-vermittel te Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen
[modifiziert nach Bock et al. 2003]

Die grofite Familie Sialinsaure-bindender Lektine in Vertebraten bilden die Siglecs, von
denen bislang im Menschen 15 verschiedene Molekile identifiziert werden konnten (Varki
2009). Diese membrangebundenen Proteine vom I-Typ gehdren zur Immunoglobulin-
Superfamilie und werden hauptsachlich von Zellen des hamatopoetischen Systems und
Immunsystems exprimiert, treten aber auch im zentralen Nervensystems auf (Crocker 2005).
Die wichtigsten Vertreter stellen Sialoadhasin (Sn; Siglec-1), CD22 (Siglec-2), CD33 (Siglec-
3) und MAG (Myelin-assoziiertes Glykoprotein; Siglec-4a) dar (Varki et al. 2006). Alle Siglecs
sind Transmembranproteine und bestehen N-terminal aus einer (im Falle von Siglec-7 und
Siglec-12 aus zwei) extrazellularen Doméane, die der variablen Region von
Immunoglobulinen (V-lg) &ahnelt, und einer unterschiedlichen Anzahl (1 bis 16) C2-lg-
ahnlichen Domanen, die strukturell dem konstanten Bereich von Antikorpern gleichen
(Angata et al. 2004). An den extrazellularen Molekilbereich schlief3t sich eine
Transmembrandomane und ein zytoplasmatischer Schwanz an (Angata et al. 2006). Die
hdchste strukturelle Homologie besteht im N-terminalen Bereich, da die ersten V-Ig-
ahnlichen Domanen den Sialinsdurekontakt vermitteln (Varki et al. 2006). Primar kommt
dieser durch die Ausbildung einer Salzbriicke zwischen einem konservierten Argininrest und
der Carboxylgruppe der Sialinsaure zustande und wird zusatzlich Gber hydrophobe
Wechselwirkung von zwei aromatischen Aminosauren stabilisiert (Crocker 2002; Yu et al.
2001). Bislang sind nur die Eigenschaften der zuerst beschriebenen Siglecs im Detail
untersucht. Das Sialoadhasin/Siglec-1 findet sich ausschlieB3lich auf der Oberflache von
Makrophagen (Crocker et al. 1989) und vermittelt die Interaktion mit h&matopoetischen
Zellen durch Bindung an a2,3-sialylierte Liganden (Varki et al. 2006). Der CD22-Rezeptor
(Siglec-2) erkennt im Gegensatz dazu a2,6-gebundene Sialinsaure und ist sowohl an der
homophilen Assoziation von aktivierten B-Lymphozyten als auch anderen Immunzellen
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beteiligt (Ghosh et al. 2006). MAG, das einzige Siglec, das exklusiv im Nervensystem auf
Oligodendrozyten und Schwann’schen Zellen exprimiert wird (Lehmann et al. 2004), erkennt
mono- und disialylierte Liganden und ist hauptsdchlich bei der Aufrechterhaltung der

Myelinscheidenstruktur involviert (Blixt et al. 2003; Schachner et al. 2000).

Das neuronale Zelladhdsionsmolekill NCAM und Polysia  linsaure (PSA)

Ein weiteres wichtiges Adhésionsmolektl der IgSF stellt das neuronale
Transmembranprotein NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) dar, das sowohl homo- als
auch heterophile Zellinteraktion vermittelt (Atkins et al. 2004; Edelman et al. 1991; Paratcha
et al. 2003). Im embroynalen Nervensystem unterliegt es starker posttranslationaler
Modifikation mit Polysialinsaure (PSA), die ein Homopolymer aus bis zu 200 Einheiten a2,8-
verknlpfter Sialinsaure bildet (Nakata et al. 2005). Ausgedehnte hydrophobe Bereiche
fuhren zur sterischen Repulsion, die Zell-Zell-Interaktion mindert und Zellmigration im sich
entwickelnden neuronalen Netzwerk fordert (Bork et al. 2007; Rutishauser 2008). Wahrend
der Ontogenese nimmt der Sialylierungsgrad ab, so dass im adulten Gehirn Nervenzellen
verstarkt adharieren. Lediglich Bereiche im Hippocampus, Hypothalamus und in der
Hypophyse, die sich durch ihre Fahigkeit auszeichnen, Neuronen zu regenerieren und
kontinuierliche Plastizitat zu bewahren, bleiben lebenslang polySia-NCAM positiv (Kuhn et al.
1996; Seki et al. 1993).

1.4.3 Rolle der Sialinsaure im Tumorstoffwechsel un d Krebs

Maligne Transformation geht mit einer umfassenden Umstrukturierung der
Kohlenhydratzusammensetzung der Zellmembran einher (Seales et al. 2005). Diese
Veranderungen beruhen hauptsachlich auf einer Erhéhung der Sialinsaurekonzentration, die
meist positiv und linear mit dem metastasierenden Potenzial der entarteten Zelle korreliert
(Yogeeswaran et al. 1981). Die Uberexpression sialylierter Antigene, wie sialylierte Lewis*-
und Lewis®-Liganden und Tumor-assoziiertes Thomsen-Friedenreich Antigen (TF-Antigen),
wird fir die haufigsten Krebsarten, z.B. das kolorektale Karzinom und Brustkrebs,
beschrieben und determiniert haufig eine schlechte Uberlebensprognose des Patienten
(Schauer 2009; Varki et al. 2008; Videira et al. 2009; Wang 2005). Entsprechend der
Leukozytenmigration auf inflammatorischem GefalRendothel erleichtern diese antigenen
Epitope den Tumorzellen die Interaktion mit Selektinen und erméglichen Migration,
Proliferation und Invasion (Laubli et al. 2006; Singh et al. 2001). Dagegen vermittelt eine
Tumor-spezifische, gesteigerte PSA-NCAM-Menge, z.B. im Lungen- und Pankreaskrebs und

in Neuroblastomen, Repulsions-bedingt die Metastasierung (Schreiber et al. 2008). In
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Analogie dazu konnte in vitro das tumorigene Potenzial durch eine gezielte Inhibierung der
Oligosaccharidexpression signifikant reprimiert werden (Reddy et al. 2006). Ahnlich dem
molekularen Mimikrie zahlreicher pathogener Mikroorganismen (Carlin et al. 2009) nutzen
transformierte Zellen die Maskierung mit Sialinsaure, um antigene Determinanten vor der
immunologischen Erkennung, beispielsweise durch Makrophagen oder NK-Zellen, zu
schitzen und dementsprechend ihre Halbwertszeit zu erhdhen (Saldova et al. 2008).

Die allgemeine Modifizierung des Sialylierungsmusters ist vorwiegend auf einer Tumor-
spezifischen, differenziellen Aktivitat bestimmter Enzyme begrindet, deren Expression sich
im Zuge der malignen Transformation andert (Wang 2005). So korreliert die vermehrte
Prasentierung a2,6-gebundener Sialinsaure in unterschiedlichsten Krebsarten, wie dem
Kolorektal-, Zervix-, Brust- und Leberkrebs sowie bestimmten Gehirntumorformen, mit der
verstarkten Aktivitat der Sialyltransferase ST6Gal-l (B-Galaktosid o2,6-Sialyltransferase )
(Christie et al. 2008; Dall'Olio et al. 2001; Gessner et al. 1993; Seales et al. 2005).
Mittlerweile ist bekannt, dass verschiedene onkogene Proteine und Zytokine zellulare
Glykosylierungsvorgéange triggern kénnen (Dalziel et al. 2004; Seales et al. 2003). In murinen
Fibroblasten fuhrt die Transformation mit den Proto-Onkogenen K-Ras bzw. H-Ras zu einer
spezifischen Erhéhung der ST6Gal-l mRNA-Menge und zu einer entsprechend gesteigerten
Enzymaktivitat verbunden mit verstarkter a2,6-Sialylierung (Dalziel et al. 2004; Shaikh et al.
2008). Analog dazu fordern Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor TNF-a und die
Interleukine IL-1 und IL-6, die Tumorprogression und induzieren die ST6Gal-I-Expression
(Christie et al. 2008; Dranoff 2004). In vitro konnte die Manifestierung des metastasierenden
Phanotyps, der sich durch erhdhte Adhasion an die extrazellulare Matrix, reduzierte Zell-Zell-
Interaktion und gesteigertes Invasionspotenzial auszeichnet (Lin et al. 2002), anhand von
Hypersialylierung der B;-Untereinheit des Integrins nachgewiesen werden (Seales et al.
2005). In unterschiedlichen transformierten Zelltypen sowie in Ras-transfizierten
Kolonepithelzellen konnte das fi-Integrin  als spezifisches Target der 02,6-
Sialyltransferaseaktivitat identifiziert werden (Bellis 2004; Seales et al. 2003).

Neben ST6Gal-I wurde die ST3Gal-I und ST3Gal-IV, die den Transfer von a2,3-verknlpfter
Sialinsaure realisieren, als relevant fur die Auspragung des Tumorphanotyps identifiziert
(Hsu et al. 2005; Videira et al. 2009). Zuséatzlich zur Ubertragung von Sialinséure spielen
dariiber hinaus Sialidasen eine entscheidende Rolle fir den Tumor-assozierten Umbau des
Sialinsauremusters, die Neuraminsdure vom nichtreduzierenden Ende der Glykoproteine
bzw. Glykolipide her abbauen (Uemura et al. 2009). Bislang sind vier unterschiedliche
Neuraminidasen (NEU1l bis NEUA4) kloniert und charakterisiert worden. Verschiedene
Studien im murinen Modell belegen zumindest fur die NEU1 (Uemura et al. 2009) und NEU3
(Anastasia et al. 2008; Shiozaki et al. 2009) eine wichtige Funktion fiir das Uberleben und

die Ausbreitung von malignen Zellen.
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Bestimmte Tumorarten weisen auch bei den sialylierten Glykosphingolipiden (Ganglioside)
einen quantitativ und qualitativ veranderten Neuraminséuregehalt auf (Fredman et al. 2003;
Oliva et al. 2005; Varki 2008). In vielen Krebsformen werden die Disialoganglioside GD2,
GD3 und GM3 uberexprimiert. Allerdings wird die pro-apoptotische Aktivitat des Gangliosids
GD3 in Melanomen und Basalzell-Karzinomen durch erhdhte Neu5,9Ac-Konzentration — an
C9-Position acetylierte Sialinsdure — gehemmt (Malisan et al. 2002). Ein weiteres Tumor-
spezifisches Phanomen ist das Vorkommen erhohter Anteile von Neu5Gc (N-
Glykolylneuraminsdure) im humanen GM3, das in Brustkrebsgewebe bzw. Darm- und
Lungenkarzinomen vermutlich Gber Nahrungsquellen inkorporiert wird (Higachi 1990; Oliva
et al. 2005). Neben ihrer Relevanz fur Tumorwachstum und Metastasierung fungieren
Ganglioside als Immunomodulatoren, die in vitro durch direkte Bindung an unterschiedliche
Immunzellen bzw. indirekt durch Blockierung ihrer Synthese eine Supprimierung der

zellularen Immunantwort bewirken (Birkle et al. 2003).

1.5 Anoikis und Tumorprogression

Anoikis (griech. ,Heimatlosigkeit®) stellt eine Sonderform der Apoptose dar, die durch Verlust
der Adhéasion epi- bzw. endothelialer Zellen zur extrazellularen Matrix (ECM) induziert wird
(Frisch et al. 1994; Meredith et al. 1993). Sie dient als Schutzmechanismus, um aus dem
Gewebeverband dissoziierte Zellen vor erneuter Anheftung zu eliminieren (Chiarugi et al.
2008), wie zum Beispiel in der Haut (Polakowska et al. 1994), im Kolonepithel (Hall et al.
1994), bei der Rickbildung von Brustgewebe (Boudreau et al. 1995) sowie im ersten
Kavitationsschritt der Embryogenese (Coucouvanis et al. 1995). Wahrend der malignen
Transformation erwerben epitheliale Zellen im Allgemeinen eine Resistenz gegeniber
Anoikis, die einen Wachstumsvorteil darstellt und Metastasierung ermoglicht (Plath et al.
2000). Die Bedeutung der Anoikisresistenz wurde bereits fur die haufigsten und
aggressivsten Krebsarten, wie das Pankreas-Adenokarzinom (Liau et al. 2007), Dickdarm-
(Vachon 2008) und Prostatakrebs (Giannoni et al. 2009), Hepatome (Cao et al. 2008) sowie
das Mammakarzinom (Parsons et al. 2009) in vitro und in vivo untersucht.

Integrine gelten als zentrale Mediatoren der Anoikis, da sie primér an der Zellverankerung an
ECM-Komponenten, aber auch an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind, die das
Uberleben der Zelle bestimmen (Marastoni et al. 2008; Reginato et al. 2003). Dabei handelt
es sich um heterodimere, transmembranstandige Glykoproteine, die aus a- und (-
Untereinheiten zusammengesetzt sind. Im Menschen sind bislang 18 a- und 8 8-
Untereinheiten beschrieben worden, die zu mindestens 24 unterschiedlichen af-

Integrinkombinationen filhren (Goodwin et al. 2009). Uber spezifischen B, Knock-Down und
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einer damit verbundenen Induktion der Anoikisresistenz in Pankreaskarzinom-Zellen
MiaPaCa-2 konnte ein entscheidender Hinweis auf die zentrale Bedeutung der Integrin-

Untereinheit im Rahmen dieses Prozesses gefunden werden (Walsh et al. 2009).

1.5.1 Anoikis-spezifische Signaltransduktion

Die molekularen Mechanismen, die dem Ablauf des Anoikisprozesses zugrunde liegen,
konnten bislang noch nicht vollstdndig geklart werden. Frihe Studien belegten eine
Beteiligung des JNK (Jun-Aminoterminale Kinase)-Signalwegs und Caspase-8 fir die
Induktion der Anoikis (Frisch et al. 1996). Spatere Arbeiten deuteten auf die wichtige Rolle
der Signalmolekile PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3-Phosphat Kinase), FAK (Focal
Adhesion Kinase) und der Ras/MAP/ERK-Kinasekaskade im Rahmen von Anoikisresistenz
hin (Alahari et al. 2002). Dartber hinaus ist die Anoikis-protektive Funktion von ILK (Integrin-
Linked Kinase), E-Cadherin, Akt/Proteinkinase B und Bcl-2 genau untersucht (Grossmann
2002). Onkogenes Ras-Protein — eine mutierte Form der kleinen GTPase in transformierten
Zellen — gilt seit Definition des Anoikisbegriffs durch Frisch und Francis (1994) als etablierter
Vermittler flr Anoikisresistenz (Liu et al. 2006). Intrinsische Faktoren, wie die Storung des
mitochondrialen Gleichgewichts durch Zellstress, bzw. die extrinsische Aktivierung Uber
Todesrezeptoren auf der Zelloberfliche miinden in unterschiedliche Signalwege, die zum
Zelltod fuhren (Gilmore 2005). Allen gemeinsam ist die Aktivierung einer Signalkaskade von
Caspasen (Chiarugi et al. 2008), die die Ausbildung des apoptotischen Phénotyps bedingt,
der sich charakteristischerweise in Form von Nukleusfragmentierung oder Abschniirung
apoptotischer Korperchen (,,Blebbing®) &uRRert (Valentijn et al. 2004).

Beim intrinsischen Weg resultiert die Initiierung der Caspase-Signaltransduktion vornehmlich
aus der gezielten Aktivierung von Proteinen der Bcl2-Familie, die die Permeabilisierung der
aueren Mitochondrienmembran und damit die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren, wie
Cytochrom c¢, hervorrufen (Gilmore 2005). Neuere Anoikis-Modelle filhren auch einen
Einfluss der sog. ,BH3-only“-Unterfamilie der Bcl2-Proteine, wie Bim, Bad, Bid, Noxa, Puma
und Bmf, an (Bouillet et al. 2002). Diese gelten als Sensoren fir apoptotische Signale und
zellularen Stress, die bei Verlust der Adhasion die Translokation Zelltod-vermittelnder
Proteine, wie Bax und Bak, in die &u3ere Mitochondrienmembran férdern und damit deren
Permeabilisierung induzieren (Giannoni et al. 2008; Reddig et al. 2005). Fir einige BH3-
Proteine konnte in vitro ein direkter Einfluss auf Ausbildung des Anoikis-Phanotyps
nachgewiesen werden. So resultierte der gezielte Knock-Down der Bid- und Bim-Expression
bei Brustkrebszellen in Supprimierung von Anoikis (Reginato et al. 2003; Valentijn et al.
2004).

24



Einleitung

Der extrinsische Weg wird durch die Bindung von Liganden, wie Fas oder TNF-a, an
Todesrezeptoren getriggert, der die Formierung des sog. ,Death-Inducing Signaling®-
Komplexes (kurz DISC) und die damit verbundene Rekrutierung der Caspase-8 Uber das
Adaptormolekil FADD induziert (Chiarugi et al. 2008).
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Abb. 4: Signalwege, die zum Uberleben der Zelle (A)  bzw. zu Anoikis (B) filhren

A: Ingegrin-ECM-Kontakt induziert unterschiedliche Signalkaskaden (ERK, JNK, Akt), die Uber die Aktivierung
bestimmter Transkriptionsfaktoren (fos, Jun, NF-kB) zum Uberleben der Zelle filhren und pro-apoptotische
Signale blockieren. Zusatzlich fuhrt die Assoziation von Integrinen mit dem Wachstumsfaktor-Rezeptor GFR
(Growth Factor Receptor) sowie Cadherin-vermittelter Zellkontakt tGber die Inhibierung des extrinsischen und
intrinsischen Apoptoseweges und der Hemmung der BH3-only-Proteine zum Uberleben der Zelle. B: Verlust des
Zellkontakts zur ECM und ein vermehrtes Fas-Signal induzieren die Aktivierung Anoikis-férdernder extrinsischer
und intrinsischer Faktoren. [modifiziert nach Chiarugi et al. 2008]

1.5.2 Die Pankreas-Karzinomzelllinie  Capan-1 als in vitro Modell fur Anoikis

Die Progression des Pankreas-Adenokarzinoms kennzeichnet ein frilhes aggressives,
lokales Wachstum und ein stark metastasierendes Potenzial (Bister et al. 2007), das mit der
Uberexpression Apoptose-inhibierender Proteine, wie clAP2 (Cellular Inhibitor of Apoptosis
Protein 2), korreliert (Esposito et al. 2007). Unterschiedliche Studien verweisen auf einen
bedeutenden Zusammenhang zwischen Signalprozessen, die den hochinvasiven
Tumorphanotyp bedingen und zu Anoikisresistenz flihren (Berezovskaya et al. 2005; Douma
et al. 2004; Yawata et al. 1998; Zhu et al. 2001).

Die Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1 reprasentiert den humanen malignen Phanotyp des
Bauchspeicheldriisenkrebses aufgrund hoher genetischer Homologie auf anndhernd
identische Weise. Diese Ubereinstimmungen manifestieren sich hauptsachlich in der
Aktivierung von onkogenem K-Ras (Tsuchida et al. 1998) und in einer Mutations-bedingten

Inaktivierung der Tumorsuppressorgene DPC4 (Grau et al. 1997), p53 (Bouvet et al. 1998)
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und p16™“® (Schutte et al. 1997). Vor diesem Hintergrund stellen Capan-1 Zellen ein
geeignetes in vitro Modellsystem dar, um Anoikis-assoziierte Prozesse des transformierten
Pankreas zu untersuchen.

Eine Reexpression des Tumorsuppressors P16™"*® konnte in Capan-1 Zellen und Zelllinien
unterschiedlichsten Ursprungs, wie der Haut (NKI4), Niere (MDCK) und Leber (SKHep1l), mit
der Wiederherstellung der Anoikis-Suszeptibilitét in Verbindung gebracht werden (Plath et al.
2000). Das Protein aus der INK4a-Familie gilt als direkter Zellzyklusinhibitor. Durch
Assoziation mit den Zyklin-abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6 sowie Zyklin D blockiert P16
den Ubergang von der G1- zur Synthesephase. Diese Interaktion verhindert die
Phosphorylierung des Retinoblastomproteins pRb bzw. der Taschenproteine p130 und p170
und damit die Freisetzung der gebundenen E2F-Transkriptionsfaktoren, deren Aktivitat fur
das Fortschreiten des Zellzyklus nétig ist. Die vorrangige biologische Funktion von P16™%*
liegt in diesem Zusammenhang in der Entfernung defekter Zellen aus dem

Proliferationszyklus, wie z.B. nach DNA-Schadigung (Shapiro et al. 1998).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Anoikis, eine spezielle Form der Apoptose, wird durch den Verlust der Verankerung der
Zelle zur extrazellularen Matrix ausgeldst. Als zentrale Vermittler dieses Prozesses gelten
Integrine. Diese heterodimeren, transmembranstandigen Glykoproteine sind vorrangig an der
Regulierung der Adhasion von Zellen beteiligt. Darlber hinaus sind sie in
Signaltransduktionsprozesse involviert, die das Zellschicksal beziiglich Uberleben bzw.
Apoptose determinieren (Frisch et al. 1997; Huveneers et al. 2007). Die Interaktion von
Integrinen mit Liganden bzw. Komponenten der extrazellularen Matrix, wie Fibronektin, wird
entscheidend durch Sialylierung moduliert (Bellis 2004; Seales et al. 2005; Zhuo et al. 2008).
Sialinsauren sind als terminale Monosaccharide in Glykokonjugaten der Zellmembran im
Allgemeinen an einer Vielzahl von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt.

Die Entwicklung von Anoikisresistenz stellt eine charakteristische Eigenschaft vieler humaner
Karzinome dar, die oft vom Verlust des asB;-Integrins, der als Fibronektinrezepor gilt,
begleitet wird (Frisch et al. 1997). Die Reexpression des Tumorsuppressors p16™® konnte
die Sensibilitat fir Anoikis sowie das Vorkommen des Fibronektinrezeptors in der humanen

Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1 wiederherstellen (Plath et al. 2000).

Vor diesem Hintergrund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Bedeutung der
Sialylierung fur die Anoikis von Pankreaskarzinom-Zellen Capan-1 untersucht werden. Auf
Basis des Genexpressionsprofils zentraler Elemente des Sialinsduremetabolismus im in vitro
Modellsystem  Anoikis-sensibler ~ p16™**“*-substituierter ~Capan-1  Zellen  (Capan-
1/+p16/+Anoikis) im Vergleich zu Mock-Transfektanden (Capan-1/-p16/-Anoikis) sollte ein
wichtiger Beitrag zur Charakterisierung der molekularen Grundlagen fur die Auspragung von
Anoikisresistenz im Verlauf der malignen Transformation geleistet werden (Ricca et al.
2009).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur

2.1.1.1 Die eukaryotische Zelllinie Capan-1

Die Zelllinie Capan-1 ist eine humane, adhérent wachsende Pankreaskarzinom-Zelllinie. Sie
zeigt epitheliale Morphologie und wirkt in Nacktméausen tumorigen.

Urspringlich wurde Capan-1 im Jahr 1974 aus der Lebermetastase eines 40jahrigen
Kaukasiers etabliert, der an einem duktalen Adenokarzinom des Pankreas erkrankt war
(Fogh et al, 1977).

Sowohl Capan-1 Wildtypzellen als auch P16- und die Kontrolltransfektanden Mock wurden
als freundliche Gabe von Frau Dr. K. M. Detjen, Medizinische Klinik mit Schwerpunkt
Hepatologie und Gastroenterologie, Campus Virchow Klinikum, Charité Universitatsmedizin

Berlin zur Verfiigung gestellit.

Zur Generierung von P16-Transfektanden integrierten Plath et al. (Plath et al. 2000) die
gesamte cDNA, die fiir p16™*® kodiert, in den eukaryotischen Expressionsvektor pRCcwy
(Fa. Invitrogen; gesamt 6,03kb) und subklonierten das erhaltene Konstrukt in Capan-1
Zellen. Das Insert wird in diesem System vom CMV-Promotor kontrolliert. Die
Plasmidselektion erfolgte Uber Neomycin-Resistenz. Die Mock-Kontrollklone wurden
dagegen durch stabile Transfektion des Vektors ohne Insert (5,5kb) in Capan-1

Pankreaskarzinom-Zellen erzeugt.

2.1.1.2 Zellkulturmedien und —zuséatze

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle fir die Zellkultivierung eingesetzten Medien,

Zusatze und Losungen von der Firma PAA (Pasching, Osterreich) bezogen.

Vollimedium Capan-1.:
RPMI 1640, 15% FBS, 2mM Glutamin, 0,25mg/ml Amphotericin B.
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2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Substanzen

5-Aza-2"-Deoxycytidin (5-Aza-dC)

Bovines Serum Albumin (BSA)
1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB)
dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP; 100mM)
B-Mercaptoethanol

N-Acetylneuraminsaure

Natriumazid

Poly (2-Hydroxyethyl-Methacrylat)
(polyHEMA)

PNA (Peanut Agglutinin), Lektin

Propodium lodide Staining Solution

Random Hexamer Primer

SNA (Sambucus nigra Agglutinin), Lektin
TagMan Universal PCR Master Mix

Sigma-Aldrich, Steinheim
Promega, Mannheim

Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz
Peqglab, Erlangen

Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Vector Laboratories, Burlingame, USA
BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg
BIOTEZ, Berlin

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Alle weiteren eingesetzten und nicht ndher bezeichneten Basis-Chemikalien wurden Uber die

Fa. Sigma-Aldrich (Steinheim) und die Fa. Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.3 Enzyme

DNase | (RNase-Free DNase Set)
M-MLV Reverse Transkriptase
Neuraminidase, Vibrio cholerae
RNase A

RNasin

Qiagen, Hilden
Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Promega, Mannheim

2.1.4 Fertig-Kits und zugehorige Substanzen

Assay On Demand For Real-Time PCR
GeneChip® One-Cycle Target Labeling Kit
GeneChip® Sample Cleanup Module
GeneChip® WT Sense Target Labeling Kit
Pierce 660nm Protein Assay Reagent/Kit

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Pierce, Rockford, USA
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RNA 6000 Nano Chip Kit Agilent Technologies, Waldbronn
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
Transmessenger™ Transfection Reagent Qiagen, Hilden

2.1.5 siRNA-Oligonukleotide

Die von der Firma Sigma-Proligo synthetisierten und in lyophilisierter Form bezogenen
siRNA-Oligonukleotide, die zur Reduktion der GNE-Expression eingesetzt wurden, wurden
mit DEPC-behandeltem Wasser auf eine Konzentration von 50uM eingestellt und bei -20°C

gelagert.

Die lyophilisierte Negativkontroll-siRNA (AllStars Negative Control siRNA, Qiagen) wurde
20uM konzentriert im dafur vorgesehenen siRNA-Suspensionspuffer gelost. Gemal3 den
Empfehlungen des Herstellers wurden die Oligonukleotide im Anschluss 1min bei 90°C

erhitzt, 60min bei 37°C inkubiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Fur den transienten GNE Knock-Down wurden die nachfolgend angefiihrten siRNA-

Sequenzen eingesetzt.

SiGNE-3

Zielsequenz 5°- AAA GAC TAC ATG AGC ATC ATT - 3

Sense 5- r(AAA GAC UAC AUG AGC AUC AUU)ITAT - 3

Antisense 5- r(AAU GAU GCU CAU GUA GUC uUuU)dTdT — 3
SiGNE-8

Zielsequenz 5- AAAATATTG CAAGCACTG CAC -3

Sense 5- r(AAA AUA UUG CAA GCA CUG CAC)TdT - 3

Antisense 5- r(GUG CAG UGC UUG CAA UAU uUU)dTdT - 3
SiGNE-9

Zielsequenz 5°- AAA CAG TAC CCT TGT TCA AAG — 3°

Sense 5- r(AAA CAG UAC CCU UGU UCA AAG)dTdT -3

Antisense 5"- r(CUU UGA ACA AGG GUA CUG uuuU)dTdT — 3
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SIGNE-20
Zielsequenz 5- AAG ACAAAATAT TGC AAG CAC-3%
Sense 5°- r(AAG ACA AAA UAU UGC AAG CAC)dTdT -3
Antisense 5- r(GUG CUU GCA AUA UUU UGU cuU)dTdT - 3

Negativkontroll-siRNA  “AllStars Negative Control sSiRNA”  (Qiagen)

Die kommerzielle AllStars siRNA-Negativkontrolle diente im Experiment als Referenz, um

den Gen-spezifischen Knock-Down Effekt zu quantifizieren. Nach Angaben des Her-

stellers weist diese siRNA keine Homologie zu bekannten Saugergenen auf.

2.1.6 Puffer und Losungen

DMB-L0Osung

8mg DMB (1,2-Diamino-4,5-methylendioxybenzol)
508pl 10M Mercaptoethanol

508ul 180mM Na,O4S,

4064pul A.d.

Pl-Farbelosung (Zellzyklusanalyse/FACS)
10ul Propodiumiodidlésung (50ug/ml)

5ul RNase A (Img/ml)

ad 500ul HBSS

FACS-Puffer

100mg Natriumazid, pH 7,2
1g BSA

100ml HBSS (ohne Phenolrot)
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2.1.7 TagMan-PCR Primersonden (Assays On Demand™)

Target-Gen Assay On Demand ™ ID
ASNS (Asparagine Synthetase) Hs00155888 m1
CHAC1 (Cation Transport Regulator Homolog 1) Hs00225520 m1
COL13A1 (Collagen, Type XllII, Alpha 1) Hs00193225 m1
DDIT3 (DNA-Damage-Inducible Transcript 3) Hs99999172_m1
GNE (Glucosamine(UDP-N-acetyl)-2- Hs00178556_m1
Epimerase/N-Acetylmannosamine Kinase)
HSPAS5 (Heat Shock 70kDa Protein 5) Hs99999174 m1
Humanes Aktin (beta Aktin) endogene Kontrolle 4333762T
JDP2 (Jun Dimerization Protein 2) Hs00185689 m1
PLAT (Plasminogen Activator, Tissue) Hs00263492 m1
PRTFDC1 (Phosphoribosyl Transferase Domain Hs00220232_m1
Containing 1)
PSAT1 (Phosphoserine Aminotransferase 1) Hs00795278_m1
TRIB3 (Tribbles Homolog 3) Hs01082394 m1
VPS24 (Vacuolar Protein Sorting 24 Homolog) Hs00984915 m1

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Cryotubes Cryovial Sterile
DEPC-Wasser

Klebefilm fur Mikrotiterplatten
(MicroAmpT'\’I Optical Adhesive Film)

Mikrotiterplatte TagMan
(Thermowell GOLD 384 Well PCR Micraotiterplate)

Pipetten

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. Reloads
QiaShredder Saulen
ReaktionsgefalRe Safe Lock Tubes
Zellkulturflaschen, 25¢cm?, 75¢cm?

Zellkulturplatten, 6-, 24-Wells

Simport, Bernard-Pilon, Kanada
Invitrogen, Carlsbad, USA

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Corning Life Sciences, Lowell, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg

BD Labware, Franklin Lakes, USA

BD Labware, Franklin Lakes, USA
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2.1.9 Geréate und Zubehor

Geréat Modell Bezugsquelle
Bioanalyzer 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Waldbronn
Brutschrank CO, Incubator HERAcell 240 Thermo Fisher Scientific, Rochester

Durchflusszytometer
Feinwaage
Gefriercontainer

HPLC

HPLC-Fluoreszenz-
Detektor

HPLC-Saule
Mikroskop

Mikrotiterplattenlesegerat

Multipipette

Neubauer Zahlkammer
pH-Meter

Pipetten

Pipettus

Rotations-
Vakkuumkonzentrator

RT-PCR Thermocycler

Schittelinkubator
Spektralphotometer
Thermocycler
Tischzentrifuge
Vortexer

Zentrifuge

FACScalibur
Sartorius Basic

NALGENE™
Container

LC-10AD VP Liquid Chromatograph
RF-10A XL Fluorescence Detector

Cryo 1°C Freezing

RP18, Lichrospher 100, 5pm
Axiovert 25

Tecan Spectra Fluor Plate Reader
Multipipette® plus

Neubauer Improved

pH-Meter 766 Calimatic
Eppendorf Research®

Pipetus®

SpeedVac Concentrator 5301

ABI Prism 7900 HT Sequence
Detection System

Certomat® H

NanoDrop® ND-1000

PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Centrifuge 5418

Vortex Genie 2™

Varifuge 3.0R

USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Sartorius, Géttingen

Thermo Fisher Scientific, Rochester
USA

Shimadzu, Duisburg
Shimadzu, Duisburg

Shimadzu, Duisburg

Carl Zeiss, Jena

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen
Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

B. Braun, Melsungen

Thermo Scientific, Wilmington, USA
MJ Research, Watertown, USA
Eppendorf, Hamburg

Bender & Hobein, Zirich, Schweiz

Heraeus, Hanau

2.1.10 Software und online-verfuigbare Datenbanken

Zur Datenanalyse und

-validierung kamen neben den Ublichen Microsoft Office-

Anwendungen (Excel, Word etc.) nachfolgend aufgefiihrte Software-Programme und online-

verfligbare Datenbanken zum Einsatz.
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CellQuest™ Becton Dickinson, Heidelberg
GeneCards® www.genecards.org

Gene Ontology www.geneontology.org
GeneSpring GX (Version 10.0) Agilent Technologies, Waldbronn
LabSolutions LCsolution (Version 1.03) Shimadzu, Duisburg

NCBI Blast www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
ONCOMINE™ RESEARCH WWW.oncomine.org

Sequence Detection System SDS (Version 2.2)  Applied Biosystems, Carlsbad, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten der Zellkultivierung, —gewinnung und -aufarbeitung wurden an
Sterilwerkbénken (Sicherheitsstufe 2) der Fa. Heraeus unter Verwendung steriler Materialien
durchgefiihrt. Die Pankreaskarzinom-Zellen wurden in 25 (Stammhaltung) bzw. 75 cm?
(Zellvermehrung fur durchzufilhrende Experimente) Zellkulturflaschen bei 37C und 5%

Volumenanteil CO, in Wasserdampf gesattigter Atmosphare kultiviert.

2.2.1.1 Kultivierung und Ernte adharenter = Capan-1 Zellen

Der Austausch des Kulturmediums und das Passagieren der Zellen erfolgte alle 3-4 Tage bei
etwa 80%-iger Konfluenz. Dazu wurde zundchst das Medium abgesaugt, die adharenten
Zellen mit sterilem PBS gewaschen und mit Accutase beschichtet. Dieses kommerzielle
Agens, das eine Mischung proteo- und kollagenolytisch wirkender Enzyme darstellt, erhalt
nach Herstellerangabe die Struktur der Oberflachenepitope, damit auch die relativ fragilen
Sialinsaurestrukturen auf Zellmembranen.

Nach Zugabe von Accutase erfolgte eine Inkubation bei 37°C, bis sich unter mikroskopischer
Kontrolle alle Zellen vom Untergrund gel6st und vereinzelt hatten. Die Wirkung der
Enzymlosung wurde durch Zugabe von Komplettmedium gestoppt. Von der resultierenden
Zellsuspension wurde ein definiertes Volumen in eine neue Kulturflasche Uberfihrt und mit

Medium aufgefullt.
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2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Ermittlung der Zellzahl wurde eine kleine Menge Zellsuspension unter das
Deckglaschen einer Neubauer-Zéahlkammer Ubertragen und die Zellen innerhalb der vier

GroRR3quadrate unter dem Mikroskop ausgezéhlt.

Die Gesamtzellzahl ergibt sich dabei aus folgender Formel:

0,25 x Anzahl der Zellen x 10* x Volumen.

2.2.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung eukary  otischer Zellen

Zur Konservierung bzw. langerfristigen Lagerung wurden konfluent gewachsene Zellen mit
PBS gewaschen, geldst und geerntet. Jeweils 1-2x10° pelletierte Zellen wurden in Serum-
freiem Einfriermedium (CryoMaxx IlI, Fa. PAA) in speziellen Kryoréhrchen aliquotiert und
zunachst bei -80°C in einem mit Isopropanol ummantelten Gefriergefal3 (Gefriercontainer,
Fa. Nalgene) langsam heruntergekihlt. Um Zellschadigungen beim Gefrierprozess zu
minimieren, ist dem Spezialmedium 10% DMSO zugesetzt, das aufgrund seiner
hygroskopischen Eigenschaften die Bildung von Eiskristallen verhindert.

Anschlielend wurden die Zellen in einen Tank mit flissigem Stickstoff (-196°C) tberfiihrt und

kénnen unter diesen Bedingungen ohne Verlust der Viabilitdt tber Jahre gelagert werden.

Zum Auftauen wurden die Zellen nach der Enthahme aus dem Gefriertank unverziglich in
einem auf 37T vorgeheizten Wasserbad aufgetaut und vor der Kultivierung in T25-
Zellkulturflaschen zweimal mit Vollmedium (Verdiinnung des toxisch wirkenden DMSO)
gewaschen.

Nach der Revitalisierung wurden die Zellen bis zum experimentellen Einsatz uber

mindestens funf Passagen kultiviert.

2.2.2 Transfektion von humanen Zelllinien: RNA-Inte  rferenz ( RNAI)

RNA-Interferenz (RNAIi) definiert die spezifische, posttranskriptionelle Inhibierung der
Genexpression durch kurze, doppelstréngige RNA-Molekile, die zur Sequenz des
auszuschaltenden Gens komplementéar sind. Dementsprechend bietet die in vitro Applikation
dieses natirlichen Mechanismus eine effektive Mdglichkeit der funktionellen Untersuchung

von Genen.
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Im Zytoplasma eukaryotischer Zellen wird doppelstrangige RNA unter physiologischen
Bedingungen durch die RNAse Dicer in 21-23 Nukleotid lange Fragmente - sogenannte
siRNAs (small interfering RNA) — abgebaut. Diese siRNA-Molekille werden in den
Multienzymkomplex RISC (RNA-induced silencing complex) integriert, in einer ATP-
abhangigen Reaktion entwunden und zu ss-siRNA prozessiert. Uber die komplementére
Interaktion mit der Zielsequenz vermittelt die siRNA durch die assoziierte RNase Argonaut
letztlich die Degradierung der gebundenen mRNA. Im Idealfall fuhrt dies zur deutlichen
Reduktion der Expression des Gens bzw. des entsprechenden Proteins. Der Effekt wird als

Knock-Down" bezeichnet.

Klnstliche, gegen das zu analysierende Zielgen synthetisierte siRNA-Molekile sind
typischerweise 21 Nukleotide lang und tragen am 3"-Ende mehrere Uberhangende Thymidin-
Nukleotide. Diese synthetischen Oligonukleotide werden mittels Lipid-basierter Reagenzien
komplexiert und kénnen auf diese Weise in Zellen geschleust werden.

Im Gegensatz zu siRNA-Molekilen, deren Wirkung proportional mit der Teilung der Zellen

abnimmt (kurzlebiger, transienter Knock-Down Effekt), ermdglicht der Einsatz vektorbasierter

short hairpin RNAs (shRNA) eine langerfristige Hemmung der Genexpression (stabiler

Knock-Down Effekt). Nach Integration dieser Plasmidkonstrukte ins Genom kommt es durch

die Aktivitdit der endogenen RNA-Polymerase Il zur kontinuierlichen Synthese von
Haarnadel-Strukturen, die nach zytoplasmatischer Prozessierung als kurze siRNA-Strukturen

die Transkription des Targets mindern.
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Abb. 5: shRNA- und siRNA-vermitteltes Gen-  Silencing
[modifiziert nach Next Generation RNA Interference, in Genetic Engineering & Biotechnology News 2006, 26(4)]

2.2.2.1 Selektion von siRNA ( small interfering RNA )-Sequenzen

Bei der Auswahl wirksamer siRNA wurden die von der Arbeitsgruppe Tuschl (Elbashir et al.
2001) publizierten Kriterien bertcksichtigt. Die in Frage kommenden Sequenzen wurden mit
humanen Sequenzen uber Blast (Basic Local Alignment Search Tool) des NCBI-Servers
verglichen, um eine Homologie zu anderen bekannten Genen auszuschlieBen. Die
Herstellung der siRNA erfolgte durch die Fa. Sigma-Proligo.
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2.2.2.2 Transienter Knock-Down mit synthetischen siRNA-Oligonukleotiden

Um die Effekte einer reduzierten GNE-Expression abschéatzen zu kénnen, wurden Capan-1
Wildtypzellen transient mit synthetischen siRNA-Molekilen transfiziert. Fur den Transfer
wurde das speziell fur die Transfektion von siRNA entwickelte TransMessenger

Transfektionsreagenz der Fa. Qiagen eingesetzt.

24 Stunden vor der eigentlichen Behandlung wurden die adhérenten Zellen in einer Dichte
von 7x10* Zellen pro Vertiefung einer 6-Well Platte ausgesat, so dass zum Zeitpunkt der
Transfektion eine Konfluenz von etwa 50-70% erreicht wurde. Es wurde jeweils 400ng siRNA
nach Angaben des Herstellerprotokolls eingeschleust. Die Inkubation der Zellen mit den
Transfektionskomplexen erfolgte Gber 7 Stunden im Brutschrank. Ein optimaler Knock-Down
Effekt konnte erst durch eine weitere Transfektion 72 Stunden nach Einsaat der Zellen erzielt
werden.

Die Quantifizierung der Hemmung auf mRNA-Ebene Uber qRT-PCR erfolgte 72 Stunden
nach der letzten Behandlung; fur die Analyse der Effekte auf Protein-/Phanotypebene
(Anoikis-Test) wurden die Zellen zu diesem Zeitpunkt weitere 40 Stunden auf polyHEMA-
beschichteten Platten (2.2.9.2) im  Brutschrank inkubiert und anschlieBend

durchflusszytometrisch (Zellzyklusanalyse, 2.2.9.3) untersucht.

2.2.3 Praparation von Gesamt-RNA aus Zellen

Die Gewinnung von Total-RNA erfolgte an einem speziell gesduberten und ausgewiesenen
RNA-Arbeitsplatz  unter Verwendung von sterilem bzw. RNase-/DNase-freiem

Einmalmaterial.

Die RNA-Isolierung wurde mit dem RNeasy Mini Kit und QlAshredder-Saulen (Qiagen) aus
zuvor pelletierten Zellen bei Raumtemperatur durchgefihrt, die extrahierte RNA widerum
sofort auf Eis gekuhlt.

Das Prinzip des RNeasy Mini RNA-Isolationssystems beruht auf der selektiven Bindung der
RNA aufgeschlossener Zellen an eine Silikagel-Membran in Zentrifugationsréhrchen
(Isolationssaulen), auf der die Nukleinsdure durch mehrere Waschschritte gereinigt und
eluiert wird. Bei diesem Verfahren werden RNA-Molekile, die kirzer als 200bp sind (damit
auch stark fragmentierte RNA), ausgeschlossen.

Pro Extraktion wurden zwischen 1-2x10° Zellen eingesetzt. Diese wurden zundchst mit 350l
des mit B-Mercaptoethanol (Fluka Biochemica) komplettierten RLT-Lysispuffer aus dem Kit

denaturiert und durch starkes Vortexen aufgeschlossen. Das erhaltene Lysat wurde Uber
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QIAshredder-Zentrifugationssdulen homogenisiert. Die weitere Praparation erfolgte nach
Angaben des Herstellers.

Alle RNA-Proben wurden mit RNase-freier DNasel nach dem RNase-Free DNase Set
(Qiagen)-Protokoll  direkt auf der Isolationssdule behandelt, um eine mogliche
Verunreinigung mit genomischer DNA zu eliminieren. Dazu wurden 10ul DNasel-
Stammldsung mit 70ul RDD-Puffer aus dem Kit versetzt. Die Elution der RNA erfolgte mit
40ul RNase-freiem Wasser.

Nach der Extraktion wurde die Konzentration der gelésten RNA mithilfe eines UV-
Spektrophotometers (NanoDrop) bestimmt und die Integritat elektrophoretisch im
Bioanalyzer (Agilent) Uberpruft. Bis zur experimentellen Verwendung wurde die RNA bei

-80°C gelagert.

2.2.4 Quantitative Nukleinsaureanalyse

Die Bestimmung der Konzentration der gereinigten Nukleinsdure erfolgte anhand der
Messung der optischen Dichte (OD) mit dem NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer
(NanoDrop Technologies). Die RNA-Konzentration wird durch Absorptionsmesssung bei
260nm ermittelt. Dabei entspricht eine Absorptionseinheit (10D) Ass 40ug RNA/mI.
Zusatzlich gibt der Messwert bei 280nm einen Aufschluss Uber den Proteingehalt der
Losung. Der Absorptionsquotient A260/A280 stellt dementsprechend ein Mal3 fir die
Proteinverunreinigung der Nukleinsdureprobe dar.

Fur die Experimente wurden ausschlieBlich reine RNA-Proben mit einem ermittelten

Verhaltnis zwischen 1,6 und 2,2 eingesetzt.

2.2.5 Evaluierung der RNA-Qualitat

Die Integritat der gewonnenen RNA wurde mit dem RNA 6000 Nano LabChip Kit und den
zugehorigen Reagenzien (Agilent) am 2100 Bioanalyzer determiniert. Die Beladung der
Vertiefungen des Tragers mit Gelmatrix sowie den Proben erfolgte nach Herstellerangaben.

Basierend auf Kapillarelektrophorese werden die Pico-Green markierten Proben und der
Standard von den vorgesehenen Vertiefungen aus durch die in die Glasoberflache geéatzten
Mikrokapillaren im angelegten elektrischen Feld bewegt. An der sogenannten Trennkapillare
(Abb. 6) erfolgt eine grolRenabhéngige Auftrennung Uber die Gelpolymermatrix. Dabei

registriert ein Fluoreszenzdetektor die RNA-Fragmente gemal? ihrer Laufzeiten.
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Abb. 6: Schema des Layouts des Lab-On-A-Chip (Agilent Bioanalyzer) Mikro-Kapillarkanalsystems

Aus den ermittelten Daten generiert die Bioanalyzer-Software (Agilent) sowohl Gel-ahnliche
Bilder als auch Elektropherogramme (Abb. 7). Distinkte Peaks (Elektropherogramm) und
Banden (Gel-ahnliche Darstellung), die die 18 und 28s RNA reprasentieren, dienen als
primare Indizien fir eine gute Qualitat der analysierten Probe. Zusatzlich erlaubt ein
spezieller, in die Software integrierter Algorithmus die Ausgabe einer sogenannten RNA
Integrity Number (RIN). Unter Bewertung des gesamten Kurvenverlaufs charakterisiert dieser
Wert die Qualitat der analysierten RNA bezlglich ihres Degradierungsgrades in einem
Bereich zwischen 1 (vollstandig degradiert) und 10 (hervorragende Qualitat).
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Abb. 7: Visualisierung der RNA-Qualitit im Bioanalyz

Elektropherogramm und in Gel-ahnlicher Darstellung

28/18S-Verhéltnis von 1,9 und einem RIN-Wert von 10,0.
[X-Achse MolekulgroRe bzw. Laufzeit in sec; Y-Achse Fluoreszenz]

er durch die entsprechende Software als
Dargestellt ist die Messung einer RNA-Probe mit einem

Da die Qualitat der RNA flur Microarray-Analysen von entscheidender Bedeutung ist, wurden
fur die Prozessierung (Amplifizierung und Fluoreszenzlabeling) ausschlie3lich Proben mit

einem RIN zwischen 9 bis 10 eingesetzt.
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2.2.6 Reverse Transkription (RT)

Bei der reversen Transkription handelt es sich um eine Methode, mit der RNA durch ein
Enzym retroviralen Ursprungs — die reverse Transkriptase — in cDNA umgeschrieben wird.
RNA ist unter physiologischen Bedingungen relativ instabil und kann durch die Aktivitat
ubiquitar vorkommender RNasen rasch abgebaut werden. Daher wurde die aus den Zellen
gewonnene MRNA fir die Expressionsanalyse mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-
PCR) zunachst in koplementéare Erststrang-cDNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde nach

einer in der Arbeitsgruppe etablierten Arbeitsvorschrift durchgefihrt.

Dazu wurden 500-3000ng einer RNA-Probe zunéchst mit RNase-freiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 23ul gebracht und mit 2ul eines Zufalls (random) Oligonukleotid Primer
Hexamers (50uM) versetzt. Wahrend einer 10-mindtigen Inkubation bei 70°C erfolgte die
Denaturierung der RNA und das Anlagern der Primer. Im Anschluss wurden die Proben 10

Minuten auf Eis gelagert und ein Mastermix aus folgenden Komponenten hinzupipettiert:

10pl 5XRT-Puffer

5ul BSA (Img/ml)

2,5ul dNTP-Mischung (dATP, dTTP, dGTP, dCTP ; 25mM)
1pl RNasin

2ul M-MLV Reverse Transkriptase

ad 25ul DEPC-Wasser

Diese Mischung wurde flr eine Stunde bei 37°C inkubiert (reverse Transkription). Im
Anschluss daran wurde die Probe mit 100ul absolutem Ethanol versetzt und die DNA
mindestens 30 Minuten bei -40°C gefallt. Es folgte eine 20minltige Zentrifugation
(15.000rpm) bei 4°C. Nach einem Waschschritt mit 500ul 70%-igem Ethanol wurde die DNA
getrocknet und schlie3lich in 50ul DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen. Die cDNA

wurde bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert.

2.2.7 Quantitative TagMan Real-Time RT-PCR (QRT-PCR)

Die TagMan Technologie ist eine RT-PCR Methode, bei der das Produkt direkt durch ein
Fluoreszenz-gelabeltes Oligonukleotid (Gensonde) markiert wird, das zu einem Teil der

Zielsequenz komplementar ist.
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Neben dem Reporterfarbstoff (VIC) am 5°-Ende ist 3" ein nichtfluoreszierender Quencher
(Non-Fluorescent Quencher, NFQ) an die Gensonde gebunden. Solange die Sonde intakt
ist, unterdriickt der Quencher (engl. to quench abfangen, ddmpfen) durch rdumliche Néhe
zum benachbarten Reporter dessen Fluoreszenz.

Wahrend des PCR-Prozesses bindet die Sonde zwischen vorwarts- und rickwarts-
gerichtetem Primer und wird bei der Synthese des Komplementérstranges zunachst
verdrangt und letztlich durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der AmpliTag DNA-Polymerase
abgebaut. Die dadurch resultierende réumliche Trennung von Reporterfarbstoff und
Quencher fihrt zur Aussendung eines detektierbaren Fluoreszenzsignals durch den
Reporter, das nach jedem PCR-Zyklus — quasi in Echtzeit (Real-Time) - festgehalten wird
(Abb. 8).

Die Zunahme der Fluoreszenz mit der Zeit (40 Zyklen) in Bezug auf eine Referenzprobe
(Kalibrator) ermdglicht schlieBlich eine gquantitative Aussage Uber die Ausgangsmenge der

untersuchten Transkripte.
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Abb. 8: Prinzip der TagMan-PCR
[modifiziert nach Asuragen, Austin, USA; R=Reporter; Q=Quencher]
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2.2.7.1 Durchfiihrung der gRT-PCR

Die TagMan PCR-Reaktionen wurden unter Verwendung von vorgefertigten,
genspezifischen Primer-Sonden-Gemischen — sogenannten ,Assays on Demand“ (AoD) —
und unter Verwendung eines TagMan-Mastermixes (TagMan Universal PCR Master Mix,
Applied Biosystems) am ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Der PCR-Mastermix beinhaltet neben der AmpliTaq Gold DNA-
Polymerase unterschiedliche Puffer fur die PCR-Reaktion, einen dNTP-Mix (dUTP statt
dTTP) und den Farbstoff ROX, der als passive Referenz zur Fluoreszenzberechnung dient.

Als endogene Kontrolle wurde humanes B-Aktin eingesetzt. Diese dient bei der relativen
Quantifizierung als aktive Referenz, um Unterschiede an eingesetzter cDNA zu

normalisieren.

Der Reaktionsansatz fur die gRT-PCR setzt sich wie folgt zusammen und wurde jeweils als

Triplikat ausgefihrt:

Reagenzien Menge
2xTagMan® Universal PCR Master Mix 5,0ul
20 x AoD/B-Aktin 0,5ul
DEPC-Wasser ad 10ul

Die cDNA wurde bereits einen Tag vor der Analyse in die Platte (50ng/Well) pipettiert und
uber Nacht getrocknet. Vor der Messung wurden die 384-Well PCR-Platten mit 10pl
Reagenzienmischung pro Vertiefung befillt und mit selbstklebender Folie tberzogen, kurz
abzentrifugiert und die PCR-Reaktion unter den in Tabelle 1 aufgefihrten Bedingungen

durchgefihrt.

Tab. 1: Reaktionsbedingungen der TagMan-PCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit

AmpliTaq Gold Enzymaktivierung 95°C 10min

Denaturierung 950C 15sec <+“—
Annealing, Elongation (Synthese) 60°C 1min — 40x
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2.2.7.2 Auswertung der gRT-PCR ( AAC:-Methode)

Zur Auswertung der TagMan-PCR wurde die Sequence Detection Software SDS (Version
2.2; Applied Biosystems) verwendet, die eine Visualisierung der detektierten PCR-Signale in
Form von Amplifizierungsgraphen ermdglicht. Anhand der Darstellung wurde zunachst ein
Signalschwellenwert fir die einzelnen Proben festgelegt, der im exponentiellen Bereich der
Kurven liegen sollte.

Die eigentliche Analyse der Daten erfolgte auf Basis der AACt-Methode. Dabei definiert der
C+-Wert den PCR-Zyklus (CT, engl. threshold cycle Schwellenwert Zyklus), bei dem das
Fluoreszenzsignal der jeweiligen Probe den Schwellenwert signifikant Ubersteigt.

Die Normalisierung wurde als delta-C; zunéchst auf die endogene Kontrolle (C+-Wert Probe
minus Ct-Wert endogene Kontrolle, hier -Aktin), bei der AAC+-Berechnung schlief3lich auf
die Kalibratorprobe (delta-C+ Probe minus delta-C+ Kalibratorprobe) bezogen. Die Formel

222CT gibt den relativen Expressionsunterschied der Probe in Bezug auf den Kalibrator wider.

2.2.8 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Ermittlung des Gesamtproteingehalts eines Zelllysats wurde der sog. BCA-Test nach
Pierce angewendet. Der Nachweis beruht auf der Komplexierung von Proteinen mit Cu?* in
alkalischer Losung (Biuret-Reaktion). Die komplexierten Cu*-lonen werden zu Cu* reduziert,
die mit Bicinchinonséaure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden. Die Absorption dieses
Komplexes kann bei 660nm detektiert werden. Als Proteinstandard diente bovines
Kalberserum in unterschiedlichen Konzentrationen (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1,0 und 2,0
mg/ml).

Gemall den Empfehlungen des Herstellers wurden jeweils 10ul der zu untersuchenden
Proteinprobe (Zelllysat) und der Standardproben mit 150ul BCA-Reagenz (Pierce, Rockford,
USA) durch Vortexen (1min) gemischt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Schlie3lich
erfolgte die Messung der Absorption (ELISA-Reader). Der Proteingehalt der Probe ergibt
sich aus dem Vergleich der ermittelten Extinktion mit der aus den Standardwerten erstellten

Eichgeraden.
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2.2.9 In vitro Assays zur Untersuchung der Genfunktion

2.2.9.1 Untersuchung der DNA-Methylierung

Durch Promotor-Hypermethylierung inaktivierte Gene koénnen durch den DNA-
Methyltransferase Inhibitor 5-Aza-2"-Deoxycytidin (5-Aza-dC) reaktiviert werden. Bei 5-Aza-
dC handelt es sich um ein Cytidin-Analogon, das anstelle des nattrlichen Nukleosids in sich
teilende DNA eingebaut wird. Grundlegende strukturelle Unterschiede zum Cytosin
verhindern die weitere Ubertragung von Methylgruppen durch das Enzym DNA-
Methyltransferase 1. Die daraus resultierende Hypomethylierung der Nukleinsaure im
Promotorbereich fiihrt zur Chromatinrelaxierung und ermdglicht die Bindung von

Transkriptionsfaktoren.

Fir die Analyse wurden 6x10* Zellen pro Vertiefung einer 6-Well Platte eingesét und nach
jeweils 24 Stunden 5 Tage lang unterschiedlichen Konzentrationen (1 bzw. 5uM) von 5-Aza-
dC ausgesetzt. Die Quantifizierung des Einflusses von Methylierung auf die Genexpression
erfolgte nach RNA-Extraktion aus den behandelten Zellen und reverser Transkription in

cDNA via quantitativer Real-Time PCR.

2.2.9.2 PolyHEMA Assay (Anoikis-Test)

Eine gezielte Unterbrechung des Zell-Matrix-Kontakts bildet die Voraussetzung dafir,
Anoikis-positive von Anoikis-negativen Zellen in Suspension zu identifizieren (Kozlova et al.
2001). Der polyHEMA Assay ermdglicht die Untersuchung transformierter Zellen, die
unabhangig von Verankerung an das Substrat wachsen (Fukazawa et al. 1995). In vitro kann
der Verlust der Adhéasion eukaryotischer Zellen an die extrazellulare Matrix durch die
Beschichtung von Kulturplatten mit dem nichtionischen (unpolaren) Agens polyHEMA
simuliert werden. Adhéarente Zellen werden normalerweise auf aufgerauter, negativ

geladener Kunststoffware kultiviert.

Beschichtung der Platten:

10g polyHEMA (Poly-2-Hydroxyethyl-Methacrylat) wurden in 1l absolutem Ethanol unter
leichtem Erwarmen (30-40°C) geldst und bei 37°C im Dunkeln gelagert. Die fur die Anoikis-
Ermittlung eingesetzten 6-Well Zellkulturplatten wurden mit jeweils 3ml polyHEMA-LAsung

pro Vertiefung beschichtet und in einem Trockeninkubator bei 37°C getrocknet.
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Fir den eigentlichen Test wurden 1x10° Zellen pro Well in 2ml Komplettmedium in die
beschichteten Platten ausgesat. Nach 40-stundiger Inkubation im Brutschrank erfolgte die

Apoptosedetektion im Durchflusszytometer (Zellzyklusanalyse, 2.2.9.3).

2.2.9.3 FACS-Analyse Apoptose-assoziierter DNA-Frag mentierung: Bestimmung des
Zellzyklusprofils (Zellzyklusanalyse)

Ein wichtiges Merkmal apoptotischer Zellen ist das Auftreten von Nukleusfragmentierung
sowie DNA-Degradierung, die Folgen der Aktivierung endogener Nukleasen im Verlauf des
programmierten Zelltods sind.

Die FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Analyse ermdglicht die Detektion von Zellen
bzw. Bestimmung ihres DNA-Gehalts Uber Fluoreszenzmarkierung. Markierte Zellen werden
in diesem System mit Laserlicht angeregt und die emittierte Fluoreszenz ermittelt.

In Anlehnung an die von Nicoletti 1991 beschriebene Methode wird dazu die DNA zunéchst
durch Einlagerung von Propodiumiodid spezifisch gefarbt und im Durchflusszytometer
quantifiziert (Emissionsmaximum 617nm). Auf diese Weise ist es moglich, entsprechend der
DNA-Menge den Anteil der Zellen in der jeweiligen Zyklusphase zu determinieren und
gleichsam den Anteil apoptotischer Zellen zu erfassen. Apoptotische Zellen weisen einen
DNA-Gehalt auf, der noch unter dem von ruhenden Zellen (GO) bzw. von Zellen in der G1-
Phase des Zellzyklus liegt (sog. ,sub-G1“-Phase). Die gemessenen Werte werden an einen
Computer Ubermittelt und mithilfe entsprechender Software (CellQuest) in Form von
Histogrammen visualisiert. Apoptotische Kerne erscheinen als breiter, hypodiploider DNA-
Peak, der leicht von dem DNA-Doppelpeak nicht-apoptotischer Zellen mit diploidem (und
tetraploidem) DNA-Gehalt unterschieden werden kann (Abb. 9).

A B,
GO/G1 |

sub-G1

Zellzahl
Zellzahl

DNA-Gehalt (PI) DNA-Gehalt (Pl)

Abb. 9: Darstellung des Zellzyklusprofils Uber FACS  -Analyse. A: Typisches DNA-Histogramm der FACS-
Analyse nach Pl-Markierung. B: Deutlicher Anstieg der sub-G1-Population in apoptotischen Zellen.
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Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die zu untersuchenden Zellen 5min bei
1500rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 900ul PBS resuspendiert. Durch
mehrfaches Aspirieren Uber eine Multipipette mit aufgesetzter 10ul Spitze konnte eine
Einzelzellsuspension generiert werden. Unter permantem Vortexen wurde im Anschluss
dreimal tropfenweise 700ul eiskaltes, absolutes Ethanol zugegeben. Vor weiterer
Prozessierung mussten die Proben mindestens 30min bei -20°C lagern. Danach wurden die
Zellen 5min bei 1500rpm zentrifugiert, mit 1ml PBS gewaschen und mit 500ul PI-
Farbelésung 30min im Dunkeln bei 37°C inkubiert.

AnschlieRend erfolgte die Bestimmung des Zellzyklusprofils auf Basis des DNA-Gehalts im
FACScalibur Durchflusszytometer (Becton Dickinson). Dazu wurden jeweils 1x10* Zellen
untersucht. Uber die zugehorige Software CellQuest konnte anhand der ausgegebenen
Histogramme eine prozentuale Aussage Uber die Anoikisrate gemacht werden. Diese ergibt
sich aus der Relation der Apoptose-relevanten Fraktion in Bezug zu einer Negativkontroll-
Probe.

2.2.10 Glykananalytische Methoden: Charakterisierun g von Sialinséduren

2.2.10.1 Desialylierung durch Neuraminidase-Verdau

Neuraminidasen sind eine Gruppe von Enzymen, die die Abspaltung terminaler Sialinsauren
von Glykoproteinen katalysieren.

Fur den Nachweis des Anteils membrangebundener Sialinsaure wurde eine Neuraminidase
aus Vibrio cholerae eingesetzt. Pro Ansatz wurden 1x10° Zellen, die sich optimalerweise in
der logarithmischen Wachstumsphase befinden sollten, mit 100mU Sialidase (in DMEM, pH
6,8) fur 20min bei 37°C inkubiert. Der Kulturiiberstand enthalt nach dieser Behandlung die

abgel6ste Sialindure.

2.2.10.2 Fluorimetrische Sialinsdurebestimmung mitt  els Hochleistungs-

Flassigkeitschromatographie (HPLC)

Glykanstrukturen bzw. ihre Bestandteile kénnen Uber Hochleistungs-
Flassigkeitschromatographie — kurz HPLC - charakterisiert werden. Dabei handelt es sich um
ein chromatographisches Verfahren zur Auftrennung und Analyse von Stoffgemischen
basierend auf Saulenchromatographie. Das Auftrennungsprinzip gleicht anderen

Chromatographietechniken: die zu analysierende, flissige Probe (mobile Phase) wird unter
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konstanten Bedingungen durch eine Saule (stationdre Phase) befoérdert. Dabei
wechselwirken die Probenkomponenten in unterschiedlichem Ausmall mit dem
Saulenmaterial. Beim Austritt aus der Saule werden die einzelnen Stoffe mithilfe eines

geeigneten Detektors nachgewiesen.

Das in vorliegender Arbeit angewendete Verfahren beruht auf der Umsetzung des
Neuraminsaureanteils der zu untersuchenden Probe mit 1,2-Diamino-4,5-
Methylendioxybenzol (DMB) zu einem fluoreszierenden Derivat (Hara et al. 1987), das
flussigkeitschromatographisch detektiert werden kann. Mit dieser Methode kdnnen sowohl

Sialinsauren als auch andere 2-Ketosauren markiert und quantifiziert werden.

Zur Ermittlung der Sialinsduremenge wurde der membranstandige Neu5Ac-Anteil zunachst
mittels Neuraminidasebehandlung enzymatisch von der Zelloberflache abgetrennt. Nach
Zentrifugieren fur 4min bei 1100rpm erfolgte die Fluoreszenzmarkierung. Fur diesen Schritt
wurden 50ul Neuraminsaure-haltiger Uberstand 2,5h im Dunkeln mit 2pl 1,25M H,SO,, 48l
A.d. und 100ul DMB-L6sung auf 60°C erwarmt. Die Reaktion wurde im Anschluss durch eine
zweiminltige Inkubation auf Eis gestoppt. Von entstandener Mischung wurden anschlieend
10ul auf ein HPLC-Trennungssystem aufgetragen, das mit einer RP-C18-Saule (Lichrospher
100, PartikelgréRe 5um, 0,4cm Innendurchmesser) ausgestattet war. Fir die isokratische
Auftrennung wurde ein Ldsungsmittelgemisch aus Methanol und Acetonitril in A.d. im
Verhaltnis 7:9:84 (v/v/v) verwendet und eine konstante Flussrate von 1ml/min eingestellt. Die
fluoreszierenden DMB-Sialinsaure-Derivate konnten Uber ein Durchfluss-
Fluoreszenzspektralphotometer bei einer Anregungswellenlange von 373nm und
Emissionswellenlange von 448nm nachgewiesen werden. Uber das angeschlossene
Datenverarbeitungssystem (LabSolutions LCsolution, Version 1.03, Fa. Shimadzu) war die
simultane Datenanalyse madglich. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch den
Vergleich mit einer N-Acetylneuraminsdure-Referenz. Die bekannte Konzentration dieses
Standards und die gemessene Peakhdhe der Probe mit unbekannter Sialinsduremenge
wurden zueinander ins Verhaltnis gesetzt, so dass tber Anwendung der Dreisatzmethode
der Sialinsaureanteil der analysierten Probe in Bezug zum Gesamtproteingehalt (BCA-

Methode nach Pierce, 2.2.8) der Zellen bestimmt werden konnte.

2.2.10.3 Spezifische Detektion von Sialinsaure tber ~ FACS-Analyse (Lektin-FACS)

Fur die Analyse der globalen Sialylierung membranstandiger Glykokonjugate im Allgemeinen
sowie zur Untersuchung des Vorkommens bestimmter terminaler Sialinsdureformen im
Speziellen wurden die Zellen durchflusszytometrisch im FACS (Fluorescence Activated Cell

Sorting)-Gerét (Fa. BD Biosciences) gemessen.
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Die FACS-Methode beruht auf der Isolierung und Erkennung einzelner Zellen einer
Zellpopulation auf Basis unterschiedlicher Parameter, wie Grof3e, Granularitdt oder
Oberflacheneigenschaften. Die zu untersuchenden Zellen werden daflr meist mit einem
Antikorper inkubiert, der gegen ein spezifisches Antigen gerichtet ist. Dieser Antikérper kann
entweder direkt oder indirekt Uber einen Fluoreszenz-markierten sekundaren Antikorper
nachgewiesen werden. Fir die Sialinsduredetektion wurden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
Lektine eingesetzt. Dabei handelt es sich um komplexe, ubiquitdre Proteine, die spezifisch
Kohlenhydratstrukturen erkennen und binden.

Im Durchflusszytometer werden die markierten Zellen von einem Laserstrahl erfasst,
wodurch es zur Anregung des gebundenen Farbstoffs kommt. Die daraus resultierende
Lichtemission einer bestimmten Wellenlange ermdéglicht die Charakterisierung von mehreren
Tausend Zellen eines Probenstromes von Einzelzellen, der innerhalb kirzester Zeit am

Argonlaser vorbeigeleitet wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit den Lektinen PNA (Peanut Agglutinin) und
SNA (Sambucus nigra Agglutinin), die mit dem Fluorochrom Fluorescein (FITC) konjugiert
sind, gearbeitet. PNA ist ein aus der Erdnuss isoliertes Glykoprotein, das bevorzugt an
Galaktosyl (B-1,3) N-Acetylgalaktosamin bindet. Dabei handelt es sich um eine ubiquitare
Struktur (sog. ,T-Antigen”) membranstandiger Glykoproteine und —lipide. Die Assoziation von
PNA mit diesem Oberflachenrezeptor wird durch Sialinsédureprasentierung verhindert. Im
Gegensatz dazu reagiert SNA, ein aus der Holunderbeere gewonnenes Lektin, mit
endstandiger Sialinséure, die terminal an Galaktose (in a-2,6- bzw. a-2,3-Bindung) gebunden

ist.

Pro Messung wurden etwa 1x10° Zellen zunéchst zentrifugiert (4min bei 1100rpm), einmal
mit HBSS (ohne Phenolrot) und FACS-Puffer gewaschen. Das Pellet wurde anschlie3end
mit 50l Lektinldsung (PNA 12,5ug/ml, SNA 40ug/ml) versetzt, vorsichtig gemischt und eine
Stunde gekuhlt (4°C) im Dunkeln inkubiert. Ungebundene Lektine wurden durch zweimaliges
Waschen mit HBSS entfernt, die Zellen in 500ul FACS-Puffer aufgenommen und die

Fluoreszenz der markierten Zellen im FACS-Gerat gemessen.
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2.2.11 Microarray-basierte Genexpressionsuntersuchu  ng

Bei der Microarray-Technologie handelt es sich um ein Hochdurchsatzverfahren, das die
simultane Erfassung der Expression mehrerer Tausend Gene ermdglicht und auf Basis
dieser Daten ein umfassendes Expressionsprofil erstellbar macht. Das grundlegende Prinzip
beruht auf der Hybridisierung von markierten Nukleinsauremolekilen an komplementére,

genspezifische Sequenzen, die auf der Oberflache eines Arrays immobilisiert vorliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kommerziell erhaltliche GeneChips (Human Genome U133

Plus 2.0, Human Gene 1.0 ST) der Fa. Affymetrix eingesetzt.

2.2.11.1 Analyse auf Affymetrix GeneChip ® Human Genome U133 Plus 2.0

Fur die genomweite Expressionsuntersuchung von Capan-1 Wildtypzellen und
Transfektanden kam bei vorliegender Arbeit der Human Genome U133 Array der Fa.
Affymetrix zum Einsatz. Dieses Format erlaubt die Analyse von mehr als 38.000 humaner
Gene, die durch tber 47.000 Transkripte abgebildet werden. Jedes Gen ist durch ein oder
mehrere 25-mere Oligonukleotid-Sonden (sog. Probe Sets) reprasentiert, deren Sequenz
von einem 300-600bp langen Bereich am 3"-Ende des Transkripts abgeleitet ist. Die Probe
Sets ihrerseits bestehen aus 11-20 verschiedenen Sondenpaaren (Probe Pair), bei denen
jeweils sog. Perfect Match (PM)- und Mismatch (MM)-Oligonukleotide kombiniert werden.
Letztere weisen einen Basenaustausch in der Mitte der Sequenz auf und dienen der
Abschéatzung unspezifischer Interaktionen zwischen Probe und Chip (z.B. durch

Kreuzhybridisierung).

Die Gesamt-RNA wurde entsprechend des von Affymetrix vorgegebenen One-Cycle
Protokolls in biotinylierte cRNA umgeschrieben. Ausgehend von 1ug RNA erfolgte zunachst
eine reverse Transkription mithilfe des Enzyms SuperScript Il unter Einsatz von T7-
Oligo(dT)-Primern. Im nachfolgenden Schritt konnte die RNA-Matrize durch RNase H
entfernt und der komplementare cDNA-Strang durch DNA-Polymerase | und DNA-Ligase
synthetisiert werden. Nach Aufreinigung der vorliegenden doppelstrangigen cDNA wurde
diese mittels T7-Polymerase in vitro transkribiert (lineare Amplifikation) und in Anwesenheit
Biotin-markierter Nukleotide gelabelt.

Die resultierende Biotin-markierte antisense-cRNA wurde mit dem Aufreinigungsmodul des
Affymetrix-Systems (GeneChip Sample Cleanup Module) gereinigt, in 10ul DEPC-Wasser

eluiert und spektrometrisch (NanoDrop) quantifiziert. Schlie3lich wurde die Nukleinsdure
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mithilfe des im Kit enthaltenen Fragmentierungspuffers in 20-40 Nukleotide lange Stiicke

zerkleinert sowie die erhaltenen Fragmentgrol3en elektrophoretisch (Bioanalyzer) bestimmit.

2.2.11.2 Analyse auf Affymetrix GeneChip ® Human Gene 1.0 ST

Das GeneChip Gene 1.0 ST Format von Affymetrix bildet mehr als 28.000 Gene ab, die
jeweils Uber durchschnittlich 26 Oligonukleotid-Sonden (25-mere) reprasentiert sind.

Die wesentlichen Unterschiede des ST-Genchips zum U133-Array liegen im Probe Pair-
Design und in der genomischen Lokalisierung der Sonden. Beim ST-Format bestehen die
Probe Sets nur aus Perfect Match Sonden. Eine generelle Determinierung unspezifischer
Hintergrundsignale erfolgt hier nicht Uber Mismatch-Oligonukleotide, sondern Uber einen
Satz von etwa 20.000 sogenannter ,Background“-Sonden, die auf den Chip aufgebracht
sind. Die Sonden selbst decken im Gegensatz zum 3"-basierenden U133-Arraydesign den
gesamten Genbereich ab, so dass ein realistischeres Bild der Expression widergegeben

werden kann.

Ausgehend von 300ng RNA erfolgte gemall der Herstelleranleitung (100ng Total RNA
Labeling Protocol) die Synthese von biotinylierter cDNA (sense-Orientierung). In
Ubereinstimmung mit dem One-Cycle Protokoll des U133-Microarrays wurde nach reverser
Transkription und Zweitstrang-Synthese die vorliegende doppelstrangige cDNA in vitro in
CRNA transkribiert. Allerdings wurde nach dem Reinigungsschritt (GeneChip Sample
Cleanup Module) und der Konzentrationsbestimmung im NanoDrop ein weiterer
Amplifizierungsschritt eingebaut, der die cRNA mithilfe von SuperScript 1l reverser
Transkriptase in cDNA umschreibt. Letztendlich liegt nach Hydrolyse der cRNA (RNase H-
Behandlung) und Reinigung einzelstrangige cDNA in sense-Orientierung vor. Diese wurde

schliel3lich spektrophotometrisch quantifiziert (NanoDrop), Biotin-gelabelt und fragmentiert.

2.2.11.3 Praprozessierung der Affymetrix-Microarray s

Hybridisierung

Die Hybridisierung von jeweils 15ug fragmentierter cRNA bzw. cDNA auf Humangenom
U133 Genchips bzw. ST-Arrays und die nachfolgende Verarbeitung (Waschen, Farben mit
Streptavidin-Phycoerythrin, Scannen, Aufzeichnung der Daten) wurde als Dienstleistung von

der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Norbert Hibner (MDC) Ubernommen.
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Analyse und statistische Evaluierung der Chipdaten

Die Verarbeitung der Microarray-Rohdaten zur statistischen Analyse besteht vorrangig aus
zwei zentralen Elementen: der Korrektur unspezifischer Hintergrundsignale und der
Normalisierung.

Zunachst wurden die bei der Datenextraktion gewonnenen Dateien, die im CEL-Format
ausgegeben werden, in die Software GeneSpring GX (Version 10.0; Agilent) importiert.
GeneSpring bietet unterschiedliche Hintergrundkorrektur- bzw. Normalisierungsmethoden
an, die generell dem Ausgleich der technischen Varianz der Experimente dienen.

Bei vorliegender Untersuchung wurde der sog. GC-RMA-Algorithmus (GC-Robust Multi-
Array Averaging; Wu et al. 2004) verwendet, der als robuste Methode fur die Multichip-
Analyse standardmaRig far die  Affymetrix-Arrays  Anwendung  findet.  Die
Hintergrundkorrektur Uber die GC-RMA-Methode berticksichtigt die unspezifischen Signale,
die auf der unterschiedlichen Basensequenz (GC-Gehalt) der einzelnen Sonden basieren.
Die korrigierten Signale der unterschiedlichen Arrays werden schlie3lich unter Verwendung
der Quantilnormalisierung auf ein einheitliches Niveau gebracht und die generierten Daten in
logarithmischer Form ausgegeben.

Von erheblicher Bedeutung bei der Analyse von Microarray-Daten stellt die Uberpriifung der
Qualitdt des Experiments dar, da bereits ein minderwertiger Chip die Ergebnisse erheblich
beeinflussen kann (Heber et al. 2006). Der Grad des linearen, positiven Zusammenhangs
der einzelnen Chipversuche kann tber Berechnung des Pearson Korrelationskoeffizienten r
auf Basis der normalisierten Signalwerte abgeleitet werden. Unter der Annahme, dass ab
einem Wert von 0,8 eine sehr hohe Korrelation und bei 1,0 ein vollstdndig positiver
Zusammenhang zwischen den Daten besteht, sollten Chips mit r<0,8 von der weiteren
Analyse ausgeschlossen werden. Die Visualisierung der Korrelationskoeffizienten, die tGber
den paarweisen Vergleich der Chips untereinander ermittelt wurden, erfolgte als Heatmap.
Die statistische Signifikanz der differenziellen Expression der einzelnen Gene wurde Uber
den Welch-Test ermittelt. Im Gegensatz zum herkémmlichen t-Test wird dieser unter der
Annahme angewendet, dass die Varianz zwischen den Gruppen unterschiedlich grof3 sein
kann. Um die Anzahl ,falsch positiver” Ereignisse zu minimieren, die die t-Test Kriterien
bestehen kdnnten, wurden die p-Werte, wenn mdoglich, mit der sog. False Discovery Rate
(FDR) nach Benjamini und Hochberg (1995) korrigiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Globale Expressionsanalyse Sialylierungs-releva nter Gene in P16-

und Mock-Transfektanden der Pankreaskarzinom-Zellli  nie Capan-1

Differenzielle Sialylierung ist eng verkniupft mit Metastasierung und Invasion von Tumorzellen
(Uemura et al. 2009). Aufgrund der exponierten terminalen Position auf Glykokonjugaten der
Zellmembran und ihrer biochemischen Eigenschaften vermitteln  Sialinsduren
charakteristische Merkmale. Der Einfluss eines verdnderten Sialinsduremusters auf die
Adhéasion und Migration von Zellen wurde bereits beschrieben und scheint direkt mit der
Uberlebensfahigkeit einer Tumorzelle zu korrelieren (Zhuo et al. 2008).

In diesem Zusammenhang wurde zunachst untersucht, welche transkriptionellen
Veranderungen im Hinblick auf den Sialinsauremetabolismus in vitro fur die Auspragung des
Anoikis-Phanotyps bedeutend sein konnten. Dazu wurde das differenzielle Genprofil
Apoptose-resistenter Mock (Capan-1/-p16/-Anoikis)- und  Anoikis-sensibler P16-
Transfektanden (Capan-1/+p16/+Anoikis) der humanen Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1
iiber eine globale Microarray-Analyse mittels Affymetrix GeneChips® ermittelt. Wie Andre et
al. (2007) bereits zeigen konnten, ist die stabile Expression des Tumorsuppressors p16™<*
in diesen Zellen mit bedeutenden Veranderungen auf Glykosylierungs- und

Sialylierungsebene verbunden.

Ein grundlegendes Problem der Microarray-Analyse stellt haufig die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse und damit die Spezifitat der biologischen Aussagekraft der Experimente dar (Shi
et al. 2008). Daher wurde fur das Screening zur ldentifizierung valider, Anoikis-assoziierter
Marker eine erweiterte Strategie angewendet. Durch die Kombination zweier unabh&ngiger
Technologien von Affymetrix sollten besonders robuste Kandidatengene gefunden werden.
Auf dieser Basis wurden die Transkriptionsdifferenzen in Capan-1 Transfektanden sowohl
uber U133-Microarrays als auch uber die neuere Chipgeneration Human Gene 1.0 ST
untersucht und verglichen. Der Hauptunterschied dieser beiden Plattformen beruht
vornehmlich in der Art der gebundenen Sonden und der zu hybridisierenden Proben. Im
Vergleich zu den 3’-basierenden U133-Arrays decken die 25-mere, die auf den ST-Chip
aufgebracht sind, den gesamten Transkriptbereich ab. Aul3erdem werden fir die
Hybridisierung auf ST-Arrays sense-cDNA-Targets generiert, wahrend auf den
herkdmmlichen U133-Chip antisense-cRNA appliziert wird.

Die Amplifizierungs- und Labelingprotokolle der verwendeten Affymetrix-Technologien
basieren auf der reversen Transkription der Ausgangs-RNA in cDNA, die anschlieBend in

antisense-cRNA in vitro transkribiert wird. Das Proben-Prozessierungsprotokoll des ST-

53



Ergebnisse

Arrays sieht aufRerdem einen zuséatzlichen Amplifizierungsschritt vor. Zunachst wird die
synthetisierte cRNA nochmals in cDNA umgeschrieben. Nach enzymatischem Abbau des
Zweitstranges entsteht als Endprodukt einzelstrangige cDNA in sense Orientierung. Die
Details der einzelnen Protokolle sind den Punkten 2.2.11.1 fir den U133-GeneChip bzw.
2.2.11.2 fir den ST-GeneChip des Methodenteils zu entnehmen.

Fur die Untersuchung wurde amplifizierte, Biotin-markierte Nukleinsdure aus
unterschiedlichen Zellkulturchargen hybridisiert, mit Streptavidin-Phycoerythrin gefarbt und
die Fluoreszenzsignale nach dem Scanvorgang Uber entsprechende Software (GeneChip®
Operating Software) extrahiert. Die ausgegebene Datei — das sog. ,,CEL-File* — wurde fir die
weitere Datenverarbeitung und statistische Auswertung mithilfe der Analysesoftware
GeneSpring GX genutzt. Insgesamt wurden jeweils zwei Chips von Kontrolltransfektanden

(Mock) und Capan-1/+P16 Zellen Uber die beiden unterschiedlichen Plattformen analysiert.

3.1.1 Qualitatskontrolle der Microarray-Daten

Die Beurteilung der Qualitat bzw. Reproduzierbarkeit der Microarray-Experimente erfolgte
auf Grundlage der Korrelation der normalisierten Daten. Ein robustes Mal fur den Grad des
Zusammenhangs der einzelnen GeneChips lieferte die Ermittlung des Pearson
Korrelationskoeffizienten (r). Dieser wurde lber den paarweisen Vergleich der einzelnen
Arrays berechnet und bewegte sich in einem Bereich zwischen 0,9 und 1,0. Dabei lag der
Mittelwert fur die U133-Arrays bei r=0,92 und fir die ST-Arrays bei r=0,94. Unter der
Annahme hoher Reproduzierbarkeit im Bereich von 0,8 bis 1,0 korrelieren alle Chips
besonders gut. Abbildung 10 visualisiert die berechneten Korrelationskoeffizienten fur jedes
analysierte U133- (Abb. 10A) bzw. ST-Chippaar (Abb. 10B) in Form eines sog.
Korrelationsplots (Heatmap). Der Farbcode gibt die Starke der jeweiligen Korrelation wider.
Insgesamt lasst sich eine positiv lineare Ubereinstimmung innerhalb der Gruppen Mock und

P16 erkennen.
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Abb. 10: Visualisierung der Qualitat der humanen Aff  ymetrix GeneChips flr die in vitro Expressionsstudie
von Capan-1/Mock- und P16-Transfektanden auf jeweils zwei U133 (A)- und ST-Arrays (B), dargestellt als
Heatmap (Korrelationsplot) Auf Basis der Pearson-Korrelation wurde fiir jeden GeneChip zu allen anderen
Chips der jeweilige Korrelationskoeffizient ermittelt, der anhand der Farbskala im Korrelationsplot (Heatmap)
widergegeben wird. Zur Unterscheidung der verglichenen Gruppen wurden Mock (WT/-P16)- und P16
(WT/+P16)-transfizierten Capan-1 Zellen bestimmte Farben zugeteilt.
[blau=Capan-1/Mock-Kontrolltransfektanden; rot=Capan-1/P16-Transfektanden; WT=Capan-1 Wildtypzellen]

3.1.2 Statistische Analyse zur Identifizierung diff ~ erenziell regulierter Gene

Um Anoikis-relevante Gentranskripte mit signifikant differenzieller Expression zwischen
resistenten Mock-Kontrollen und suszeptiblen P16-transfizierten Pankreaskarzinom-Zellen
Capan-1 zu identifizieren, kam das Welch-Verfahren (t-Test) zur Anwendung. Durch die
anschlie3ende Korrektur moglicher falsch-positiver Ereignissse (False Discovery Rate, FDR)
beim Vergleich der beiden Gruppen Capan-1/Mock vs. Capan-1/P16 konnten allerdings
weder auf U133- noch auf ST-GeneChips signifikante Transkripte gefunden werden, die die
gewadhlten Kriterien bestehen. Dies ist in der statistisch gesehen geringen Probenanzahl pro
untersuchter Gruppe (n=2) begrindet. Daher war im konkreten Fall keine Angleichung der
erhaltenen p-Werte mdoglich. Die Zusammenfassung der Ergebnisse der statistischen
Datenprifung, die von der eingesetzten Analysesoftware GeneSpring GX generiert wurde,
ist in Tabelle 2 fir Mock- gegen P16-Transfektanden auf U133-Chips sowie Tabelle 3 fir den

entsprechenden Vergleich auf ST-Microarrays dargestellt.
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Anhand dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, dass tber ST-Arrays eine geringere Anzahl
differenziell regulierter Gene mit einem grofRen Unterschied (FC=3,0) gefunden werden
konnten als uber U133-Arrays. In Bezug zur Gesamtzahl reprasentierter Sonden (28869
Sonden) wurden auf Human Gene 1.0 ST Chips nur 3,4% Transkripte mit einem Fold
Change uber 3,0 (980 Probe Sets; Tab.3) zwischen den Gruppen Mock und P16 detektiert,
im Vergleich zu 6,2% fir die analoge Analyse uber die U133-Plattform (Gesamtanzahl
Sonden 54675, FC=3,0 3399 Probe Sets; Tab. 2). Diese grundlegenden Unterschiede im
Ergebnis zwischen beiden Affymetrix-Technologien verdeutlichen die Relevanz eines

kombinatorischen Ansatzes zur Ermittlung allgemeingtiltiger Markergene.

Tab. 2: Zusammenfassung der differenziell reguliert en Probe Sets des Vergleichs Mock- vs. P16-
Transfektanden der Capan-1 Zellen auf U133-GeneChips nach p-Wert und Fold Change Die Analyse der
statistischen Signifikanz erfolgte auf Basis des t-Tests nach Welch ohne p-Wert-Korrektur durch False Discovery

Rate (FDR). [Affymetrix GeneChip Human Genome U133; n=2]

Fold -Wert

Change alle p p 0,05 p 0,02 p 0,01 p < 0,005 p 0,001

alle FC 54675 4359 1720 858 411 73
211 34887 4250 1683 839 406 73
215 13862 3321 1384 708 351 68
220 7368 2541 1111 585 295 58
23,0 3399 1658 782 433 227 48

Tab. 3: Ergebnisse der statistischen Ermittlung der T
unterschieden zwischen

Resultate wurden durch Anwendung des Welch-Testverfahrens ohne FDR berechnet.
[Affymetrix GeneChip Human Gene 1.0 ST; n=2]

ranskripte mit signifikanten Expressions-
Capan-1/+P16 Zellen und Kontrolltransfektanden (Mock) auf

ST-GeneChips Die

Fold p-Wert
Change alle p p = 0,05 p <0,02 p 0,01 p < 0,005 p 0,001
alle FC 28869 1538 605 299 144 27
211 14680 1369 534 271 129 25
215 5253 939 380 200 98 18
22,0 2374 575 259 147 76 16
23,0 980 312 162 89 47 10
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3.1.3 Selektion Anoikis-assoziierter Marker

Zur selektiven Identifizierung potenter molekularer Marker mit grol3er Bedeutung fiir Anoikis
sollten im Plattform-ibergreifenden Vergleich besonders diejenigen herausgefiltert werden,
die in beiden Datensatzen einen hohen transkriptionellen Unterschied zwischen Capan-1/-
pl6/-Anoikis (Mock-Transfektanden) und Capan-1/+pl16/+Anoikis (P16-Transfektanden)
aufweisen. GemaR dieses grundlegenden Auswabhlkriteriums wurden die 3399 Probe Sets
(U133-GeneChip, Tab. 2) und die 980 Transkripte (ST-GeneChip, Tab. 3) umfassenden
Listen untersucht, die alle differenziell regulierten Gene mit einem hohen Fold Change lber
3,0 enthalten. Insgesamt wurden 5 Gene identifiziert, die Uber beide Array-Technologien
durch die starksten Expressionsunterschiede (FC) auffielen und damit die validesten Marker
in diesem Zusammenhang darstellen. Dabei handelt es sich um DAPK1, FSTL1, GNE,
LDHB und SERPINB2. Diese sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Es ist zu erkennen, dass
GNE und DAPK1 in P16-substituierten und Anoikis-empfindlichen Capan-1 Zellen deutlich
vermindert transkribiert werden, wahrend die Expression der Ubrigen ausgewéhlten Gene
(FSTL1, LDHB, SERPINB2) entsprechend erhoht ist.

Tab. 4: Ubersicht der 5 Gene, die via Plattform-ilber greifender Microarray-Analyse von Capan-
1/+P16/+Anoikis  (P16-Transfektanden) gegen Capan-1/-P16/-Anoikis  (Mock-Kontrolltransfektanden)
aufgrund ihres hohen Expressionsunterschiedes selekt iert wurden Dargestellt ist die Transkriptionsrichtung
(Tendenz) sowie der jeweilige Fold Change und p-Wert jedes Kandidatengenes auf U133 (n=2)- und ST-
GeneChips (n=2) von Affymetrix.

[l=Genexpression in P16-Zellen niedriger als in Mock-Zellen; 1=Genexpression in P16-Zellen hdher als in Mock-
Zellen]

U133 GeneChip ST GeneChip
P16 vs. Mock P16 vs. Mock
Gen-
symbol Genname Tendenz FC p-Wert FC p-Wert
DAPK1 Death-Associated l 221,25 5,30E-03 47,49 2,94E-02
Protein Kinase 1
FSTL1 Follistatin-Like 1 T 244,08 1,52E-02 76,79 5,33E-02
GNE Glucosamine l 139,28 2,20E-03 44,77 1,48E-02
(UDP-N-Acetyl)-2-
Epimerase/N-
Aetylmannosamine
Kinase
LDHB Lactate T 432,31 3,40E-03 143,71 1,75E-02
Dehydrogenase B
SERPINB2 Serpin Peptidase T 180,59 1,63E-02 68,11 1,40E-01
Inhibitor, Clade B
(Ovalbumin),
Member 2
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Die Untersuchung des allgemeinen Funktionsspektrums der ausgewéhlten Kandidatengene
erfolgte auf Grundlage der sog. GO (Gene Ontology™)-Analyse (ber die Affymetrix
NetAffx™-Datenbank. Diese ermoglicht die Klassifizierung von Genen gemald ihrer
biologischen Eigenschaften bzw. zellularen Lokalisierung nach bestimmten Kategorien, sog.
,GO-terms” (Baehrecke et al. 2004). Um Hinweise auf eine putativ funktionelle Relevanz der
Genprodukte fir Anoikis zu erhalten, lag der Fokus hauptséachlich auf den den
Ontologiegruppen ,biological process” und ,molecular function®. Tabelle 5 zeigt die
entsprechenden GO-Klassen fir die 5 selektierten Markergene. Zumindest fur DAPK1
(Death-Associated Protein Kinase 1) und SERPINB2 (Serpin Peptidase Inhibitor, Clade B,
Member 2) geht daraus ein deutlicher Bezug zu Apoptose hervor. Neuere Studien verweisen
darliber hinaus auf eine pro-apoptotische Funktion des FSTL1-Proteins (Chan et al. 2008).
Dagegen scheint die Lactat-Dehydrogenase B (LDHB) eine Rolle bei der malignen

Transformation und Tumormetastasierung zu spielen (Leiblich et al. 2006).

Tab. 5: Uberblick iiber die funktionelle Klassifizie
wbiological process" und ,molecular function”

rung der 5 Kandidatengene gemaR den  GO-Kategorien

GO-TERM GO-TERM
Gensymbol Genname bi . .
iological process molecular function
DAPK1 Death-Associated | protein amino acid phos- | nucleotide/protein/calmodu-
Protein Kinase 1 phorylation; induction of [lin/ATP binding; protein/se-
apoptosis by extra- rine/threonine kinase acti-
cellular signals; anti- vity; transferase activity
apoptosis; signal trans-
duction; protein kinase
cascade
FSTL1 Follistatin-Like 1 BMP signaling pathway | calcium ion/heparin binding
GNE Glucosamine carbohydrate/UDP-N- nucleotide/ATP binding;
(UDP-N-Acetyl)-2- | acetylglucosamine/N- UDP-N-acetylglucosamine
Epimerase/N- acetylneuraminate meta- | 2-epimerase/N-acetylman-
Aetylmannosamine | bolic process; cell ad- nosamine kinase/trans-
Kinase hesion; lipopoly- ferase/phosphotransferase/
saccharide biosynthetic |isomerase activity
process
LDHB Lactate carbohydrate/lactate catalytic activity; L-lactate
Dehydrogenase B [ metabolic process; an- | dehydrogenase/oxidoreduc-
aerobe glycolysis tase activity; binding of NAD
or NADH
SERPINB2 | Serpin Peptidase | anti-apoptosis; wound serine-type endopeptidase
Inhibitor, Clade B | healing activity and inhibitor
(Ovalbumin),
Member 2
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Von allen Genen mit Bezug zum zellularen Sialinsduremetabolismus zeigte das Enzym UDP-
N-Acetylglukosamin 2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE) insgesamt den
hochsten Transkriptionsunterschied. Dieser auf3ert sich durch eine signifikant reprimierte
Expression in Anoikis-sensiblen Capan-1/P16-Transfektanden, die sich auf ST-Arrays in
einem Fold Change von uber 40 (FC=44,77; p=1,48E-02; Tab. 4) und auf U133-Chips von
anndhernd 140 (FC=139,28; p=2,20E-03; Tab. 4) manifestiert. Auf Basis der zentralen
katalytischen Bedeutung der GNE bei der Sialinsdurebiosynthese und der fehlenden
Charakterisierung maoglicher weiterer Funktionen des Proteins wurde bei vorliegender Arbeit
die Rolle der GNE bei der Auspragung des Anoikisphanotyps im in vitro Modell Capan-1 im

Detail analysiert.

3.2 Signifikant differenzielle Expression des Enzym s UDP-N-
Acetylglukosamin 2-Epimerase/ N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE) in

Capan-1 Mutanten

Unter den Sialylierungs-relevanten Genen, die zwischen P16-negativen und P16-
substituierten Capan-1 Zellen differenziell transkribiert werden, zeigte die UDP-N-
Acetylglukosamin 2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE) Uber kombinatorische
Microarray-Analyse das auffalligste Regulierungsmuster. Dieses manifestierte sich in einem
distinkten Transkriptionsverlust in P16-Transfektanden verbunden mit einer hohen
Expressionsdifferenz zur Mock-Kontrolle (U133-GeneChips FC=139,28; ST-GeneChips FC=
44.,77).

Durch Einbeziehung von Capan-1 Wildtypzellen konnte via quantitativer Real-Time PCR das
Uber GeneChips identifizierte Regulationsmuster bestétigt werden. Die relative Expression
wurde dazu auf Grundlage der AAC:-Methode erhoben. GemalR des quantitativen
Charakters der Methode lagen die durch TagMan-PCR ermittelten Fold Changes deutlich
Uber denen der Chipuntersuchung. Wie aus Abbildung 11 hervorgeht, ist die GNE-
Transkription in Bezug zur unabhangigen Referenz-Zelllinie SW480 (humane kolorektale
Adenokarzinom-Zelllinie) in Anoikis-positiven P16-Transfektanden fast vollstandig gehemmt
(relative mRNA-Menge GNE 0,01+0,0), wahrend in Mock-Kontrollzellen eine tiber 2000fach
hohere Transkriptmenge (20,1+7,1) detektiert werden konnte; im nativen Wildtyp liegt das
Niveau im Vergleich dazu Uber 4000fach hdher (42,6+7,9) als in P16-Zellen.
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Abb. 11: Quantifizierung der GNE in Capan-1/+P16/+Anoikis Zellen im Vergleich zur Mock-Kontrolle und
zum nativen Wildtyp verdeutlicht eine signifikant v erminderte Expression in P16-transfizierten Capan-1
Zellen Die mRNA-Menge der GNE wurde in jeweils 3 unabhangigen Nukleinsaureproben von Zellen
unterschiedlicher Charge und Passage via quantitativer Real-Time PCR als Triplikatansatz ermittelt und auf die
humane kolorektale Karzinom-Zelllinie SW480 bezogen. Die Quantifizierung erfolgte anhand des Housekeepers
B-Aktin Uber die AACt-Methode. Die Signifikanz (p-Wert) der differenziellen Expression wurde Uber den
Student’schen t-Test erhoben und ist im Saulendiagramm fiir P16- vs. Mock-Transfektanden bzw. Wildtypzellen
angegeben.

[Wildtyp=Capan-1 Wildtypzellen; Mock=Capan-1/Mock-Kontrolltransfektanden; P16=Capan-1/P16-Transfektan-
den].

3.3 Bedeutung der GNE in Tumorzelllinien und im Karzinom

Untersuchungen an humanen Normalgeweben bestétigten eine starke Expression der GNE
verbunden mit einer hohen Enzymaktivitat vorwiegend in sekretierenden Organen, wie der
Leber, belegten allerdings ein vergleichsweise mafiges Niveau im Pankreas (Lucka et al.
1999).

Zur Bewertung einer potenziellen Bedeutung flr das Pankreaskarzinom wurde die
spezifische GNE-Expression in transformierten humanen Zelllinien (Abb. 12) und Geweben
(Abb. 13) analysiert. Eine umfassende dahingehende Recherche ermdglichte dabei die
online-Datenbank ONCOMINE (Rhodes et al. 2004; www.oncomine.org). Diese Plattform

umfasst derzeit etwa 30.000 Genomprofile aus mehreren hundert Microarray-Studien

unterschiedlicher Krebsarten, davon allein 20 der malignen Bauchspeicheldrise.
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Abbildung 12 stellt den ONCOMINE-Datensatz von Wooster et al. (2008) dar, der das
genomweite Transkriptionsprofil von 318 Zelllinien auf Affymetrix U133 Plus 2.0 GeneChips
erfasst. Im Vergleich von Tumorzelllinien unterschiedlichsten Ursprungs ist das
durchschnittliche Expressionsniveau der GNE in 9 verschiedenen Pankreaszelllinien deutlich
erhoht (Abb. 12/Spalte 16). Eine annéhernde Transkriptionshhe wird abgesehen davon im
Zervikal (n=7; Abb. 12/Spalte 4)- bzw. Ovarialkarzinom (n=5; Abb. 12/Spalte 15) erreicht.

3.0

14  Andere (n=21)
1 Blazen-CA[(n=93) 25 =Z
3  BrustCA(n=19) 4
5 Gastrointestinal-CA (n=32) X ' 20 B
2  Gehirnund ZMS-CAn=13) . . "
6  Kopfund Nacker-CA (n=6) ; . o b4s 4
9 LeberCA (n=9) * | s )
8  Leukamie (n=30) l | I . I 3
10 Lungen-CA (n=73) - l i I 0
11 Lymphom (n=38) Fll J &,
12 Melanom (n=12) 105 S
13 Myelom (n=5) | 7 i B
7 Nieren-CA (n=8) e LSS SR ENSRSSS A 100 F
15 Ovarial-CA (n=6) L [ LT [l . o)
16 Pankreas-CA (n=8) " . L05 Z
17 Prostata-CA (n=3) *] e . )
18 Sarkom (n=13) i ' 10
4 ZervikakCA (n=T) 1.2 3 456 7 89 1011 12 13 1415 16 17 18|

Abb. 12: Vergleich der Expression der  GNE in Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs und Zahl

verdeutlicht eine signifikante Erhéhung in Pankreaska rzinom-Zellen Dargestellt sind die Daten von Wooster
et al. (2008) in Form von Boxplots, die der krebsspezifischen Microarray-Datenbank ONCOMINE entnommen
wurden. Die Legende gibt den Ursprung der Zellen in alphabetischer Reihenfolge sowie die jeweilige Anzahl der
analysierten Zelllinien (n) auf Affymetrix GeneChips U133 wider.

[Quelle ONCOMINE; Studie GlaxoSmithKline, Wooster et al. 2008; CA=Karzinom]

In vivo scheint eine erhdhte GNE-Transkription kein primar Pankreas-assoziiertes Phanomen
darzustellen. Su et al. (2001) untersuchten 174 Tumore verschiedener Gewebe auf
Affymetrix GeneChips 95a. Ziel der Studie war die molekulare Klassifizierung der
aggressivsten Krebsarten, wie Pankreas-, Brust-, Prostata-, Leber- und Lungenkrebs zur
Erstellung einer spezifischen Genexpressionssignatur. Die Resultate dieser Untersuchung in
Bezug auf GNE, die der Plattform ONCOMINE entnommen wurden, sind in Abbildung 13
zusammengefasst. Im Vergleich zu anderen Krebsgeweben ist die mRNA-Menge der GNE in
der malignen Bauchspeicheldriise relativ hoch. Die mediane Transkriptionsstarke liegt im

Leber- und Prostatakarzinom jedoch noch dariber.

61



Ergebnisse

ki 15 . . Blasen-CA (n=8) 1
= - -T— Brust-CA (n=26) 2
] 10 . ~ : Gastrointestinal-CA (n=35) 3
T [ | - Nieren-CA (n=11) 4
E 1 Leber-CA (n=7) 5
- Lungen-CA (n=28) 6
-% 0,5 I . . , Ovarial-CA (n=27) 7
s ; l - Pankreas-CA (n=6) 8
= - T Prostata-CA (n=26) 9
L AR rTRAg

E -

N

205 :

2 - ™~ -

'
-
=]

1 | 2 | 8| 4| 5| 6 | 78 8

Abb. 13: Differenzielle GNE-Expression in Tumorproben verschieder Organe Su et al. (2001) erstellten tUber
Affymetrix GeneChips 95a ein Transkriptionsprofil fiir die wichtigsten humanen Tumore, das Uber die online-
Plattform ONCOMINE verdffentlicht ist. Die Legende gibt den Gewebeursprung sowie die Anzahl der in der
Studie analysierten Proben an. [Quelle ONCOMINE; Studie Su et al. 2001]

Zusatzlich wurde die Expression der GNE in Tumorzelllinien quantifiziert, die in der AG
Kemmner etabliert sind und die aus verschiedenen Ursprungsgeweben hervorgehen.
Insgesamt wurden 20 unterschiedliche Zelllinien tGber TagMan-PCR untersucht und die
Expressionshohe Uber die AAC+-Methode evaluiert. Wie anhand Abbildung 14 ersichtlich, ist
das Transkriptionsniveau in Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen im Vergleich zu allen
anderen analysierten Zellen deutlich erhéht (Spalte 18).
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Zelllinie Spalte
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Abb. 14: Die GNE-Expression in kultivierten Tumorzelllinien untersch iedlichen Ursprungs belegt eine
hohe Transkription in der Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1 Die mRNA-Menge der GNE wurde im
Triplikatansatz in 20 verschiedenen Zelllinien mittels TagMan-PCR untersucht und auf die Transkription in
SW480-Zellen (Kalibrator) bezogen. Die Quantifizierung erfolgte in Bezug zu B-Aktin tiber die AACt-Methode.

Der Ursprung der Tumorzelllinien ist innerhalb des Sé&ulendiagramms (grau hinterlegt) angegeben. Die
analysierten Zelllinien sowie ihre Zuordnung zur Darstellung gibt die Legende wider. [CA=Karzinom]
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3.4 Auspragung der GNE-Expression in Capan-1 Zellen auf Proteinebene

3.4.1 Chromatographische Quantifizierung der Membra  nsialylierung

Um den Grad der Gesamtsialylierung zu erfassen, wurden die transfizierten (Mock, P16) und
nativen Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen flissigkeitschromatographisch via HPLC
untersucht. Dazu wurde zun&chst der terminale Neuraminsaureanteil enzymatisch von der
Membran geldst und mit 1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB) komplexiert, das
fluorimetrisch gemessen werden kann. Nach Auftrennung durch reversed-Phasen HPLC
wurden die DMB-Sialinsdurederivate Uber ein Durchfluss-Fluoreszenzspektralphotometer
detektiert. Die Ermittlung der Sialinsduremenge erfolgte in Bezug zum Gesamtproteingehalt
der Zellen.

Im Hinblick auf die Schlusselstellung der GNE fur die Sialinsduresynthese wurde erwartet,
dass sich ein Defizit des Enzyms auf Ebene der Oberflachensialylierung auf3ern wirde.
Analog zu dieser Annahme erbrachte die fluorimetrische Untersuchung, dass in P16-
Transfektanden mit sowohl transkriptionellem (verminderte Expression) als auch
translationellem (verminderte Epimeraseaktivitat; personliche Mitteilung durch Prof. S.

Hinderlich, University of Applied Biosciences, Beuth-Hochschule fur Technik, Berlin) GNE-
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Verlust eine signifikante Reduktion membrangebundener Sialinsaure (2,2+1,1nmol/mg)
vorliegt. Im Vergleich zum Wildtyp mit 13,4+3,8nmol/mg sowie zu Mock-Transfektanden mit
15,9+2,0nmol Neu5Ac/mg konnte insgesamt eine Uber 80% geringere Menge in P16-
substituierten Capan-1 Zellen detektiert werden (Abb. 15).

20 A

18

—

16

14 4
12 4

10 A

B "

Wildtyp Mock P16

Sialinséure [nmol/mg]

Abb. 15: Bestimmung des membransténdigen Sialinséure gehalts von Capan-1 Wildtypzellen und
Transfektanden Der Sialinsaureanteil im Kulturiiberstand Neuraminidase-behandelter Zellen (100mU) wurde mit
1,2-Diamino-4,5-Methylendioxybenzol (DMB) derivatisiert und mittels HPLC aufgetrennt. Die gekoppelte
Sialinsdure wurde Uber einen Fluoreszenzdetektor erfasst. Die Bestimmung der Sialinsdauremenge erfolgte
anhand einer Eichkurve mit einem Neu5Ac-Standard und im Verhaltnis zur Gesamtproteinmenge der Zellen. Es
wurden jeweils drei unabhéangige Messungen durchgefiihrt.

[Wildtyp=Capan-1 Wildtypzellen; Mock=Capan-1/Mock-Kontrolltransfektanden; P16=Capan-1/P16-Transfektan-
den].

3.4.2 Fluorimetrische Detektion membransténdiger Si  alinséurestrukturen

Parallel zur Bestimmung mittels HPLC wurde die Menge terminaler Sialinséure tber FACS-
Analyse untersucht. Dazu wurden GNE-defiziente, hyposialylierte P16-Transfektanden im
Vergleich zu Wildtypzellen mit den FITC-markierten Pflanzenlektinen PNA (Peanut
Agglutinin) und SNA (Sambucus nigra Agglutinin) behandelt, die an spezifische
Glykanstrukturen binden (Abb. 16). Eine quantitative Unterscheidung des Sialylierungsstatus
war Uber vorgeschalteten Neuraminidase-Verdau moglich (Abb. 17).

Das Erdnusslektin PNA bindet an terminale B-1,3-gebundene Galaktose, wenn die fir die
Interaktion kritischen Molekilbereiche desialyliert vorliegen. Die Affinitat des SNA beruht
dagegen auf der sterischen Lage der Sialinsaure im Glykokonjugat der Zelloberflache und
assoziiert bevorzugt mit a-2,6- bzw. in geringerem Ausmall mit a-2,3-glykosidisch
verknlpfter Sialinsdure. Dementsprechend bietet die Methode der Lektinmarkierung den
Vorteil, Uber die Quantifizierung hinaus Ubergeordnete strukturelle Informationen Uber die

Glykanzusammensetzung der Membran zu liefern. Das Resultat der Lektin-basierten FACS-
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Untersuchung des Capan-1 Wildtyps und P16-Mutanten ist in Abbildung 16 als Histogramm
dargestellt.
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Abb. 16: Untersuchung der terminalen Sialinsdurekomp osition im Capan-1 Wildtyp und in P16-
Transfektanden durch pflanzliche Lektine Semilogarithmische Darstellung der FACS-Analyse von Capan-
1/+P16 Zellen (schwarze Linie) im Vergleich zu Wildtypzellen (flachig grau) nach Oberflachenmarkierung mit den
FITC-gelabelten Lektinen PNA (A) und SNA (B). Die Zahlenwerte geben den Prozentsatz positiver Zellen und die
Fluoreszenzintensitat (Median) wider.

PNA, das endstandige Galaktosen auf Glykoproteinen und -lipiden erkennt, bindet an der
Zelloberflache P16-positiver Capan-1 Zellen 58fach (Median-Fluoreszenzintensitat FITC
487,0) starker im Vergleich zum Wildtyp (Median-Fluoreszenzsignal 8,4; Abb. 16A). Der
Fluoreszenzunterschied in den Mutanten nach Entfernung terminaler Sialinsdure durch
Neuraminidase-Behandlung fallt dagegen schwécher aus (Fluoreszenz ohne Sialidase 487,0
vs. Fluoreszenz +Sialidase 478,3) als innerhalb der Wildtypzellen (Fluoreszenz ohne
Sialidase 8,4 vs. Fluoreszenz +Sialidase 437,1; Abb. 17). Demnach sind die
Galaktosylgruppen in GNE-defizienten Capan-1/+P16 Zellen weniger stark sialyliert als im
Wildtyp.

Das SNA-Signal hingegen war in den Transfektanden (Median-Fluoreszenzintensitat FITC
52,8) 18,1fach niedriger als im Wildtyp (Fluoreszenzstarke FITC 956,0; Abb. 16B). Eine
enzymatische Vorbehandlung hatte eine signifikante Reduzierung der Fluoreszenz von SNA
im Fall des Wildtyps (Fluoreszenz ohne Sialidase 956,0 vs. Fluoreszenz +Sialidase 456,6)
zur Folge, zeigte allerdings kaum Effekte in pl6-positiven Zellen (FITC-Fluoreszenz
unbehandelte P16-Zellen 52,8 vs. Fluoreszenz +Sialidase 35,9; Abb. 17). Dieses Ergebnis
deutet auf Unterschiede im a-2,6- bzw. a-2,3-Sialylierungsstatus zwischen den beiden
untersuchten Zellpopulationen hin, die sich in einer verstarkten Maskierung der

Membranoberflache mit Sialinsaure in Capan-1 Wildtypzellen auf3ert.
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Abb. 17: Quantifizierung der Sialinsdurezusammensetz ~ ung auf der Zellmembran P16-positiver  Capan-1
Zellen und des Wildtyps durch Lektine  Capan-1 Wildtypzellen und P16-Transfektanden wurden mit den FITC-
gelabelten Pflanzenlektinen PNA und SNA markiert. Die Bestimmung der Neuraminsduremenge erfolgte durch
zusétzliche enzymatische Vorbehandlung der Zellen mit Neuraminidase. Die Zahlenwerte geben den
prozentualen Anteil Lektin-geféarbter Zellen und die Medianfluoreszenz an.

[grau schattiert=Lektin-markierte Zellen; schwarze Linie=Sialidase-behandelte, Lektin-markierte Zellen]

3.5 Transkriptionelle Regulierung der GNE in Anoikis-sensiblen, P16-
substituierten Capan-1 Zellen

Die Methylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich von Genen sowie Modifikation von
Histonen gehoéren zu den wichtigsten Regulationsmechanismen der Genexpression auf
epigenetischer Ebene. Durch Blockierung der DNA-Methylierung kénnen auf diese Weise
stillgelegte Gene transkriptionell reaktiviert werden.

Vorangegangene Studien belegen eine potenzielle Bedeutung epigenetischer Inaktivierung
der GNE durch Promotormethylierung in unterschiedlichen hyposialylierten Zellen
(Giordanengo et al. 2004; Oetke et al. 2003). Daher wurde im Folgenden untersucht,
inwieweit die transkriptionelle Reduktion des Enzyms in P16-Mutanten auf Gen-Silencing

durch de novo Methylierung zurtickzufiihren ist.
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Eine Behandlung von Capan-1/+P16 Zellen mit ansteigender Konzentration (0, 1, 5uM) des
DNA-Methyltransferase Inibitors 5-Aza-dC bewirkt eine geringfligig zunehmende Aktivierung
der GNE-Transkription (Abb. 18). In Relation zur Enzymexpression im Wildtyp ist der Effekt
als gering einzustufen, da er nicht annahernd dessen Basalniveau erreicht. Vielmehr lasst
sich auch an Wildtypzellen durch die Applikation unterschiedlicher Mengen dieses Agens’

eine transkriptionelle Induktion beobachten.
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Abb. 18: Keine Wiederherstellung der  GNE-Expression durch Demethylierung in hyposialylierten Capan-
1/+P16 Zellen P16-Transfektanden und Capan-1 Wildtypzellen wurden 72h mit ansteigenden Konzentrationen (0,
1, 5uM) des Methyltransferase-Inhibitors 5-Aza-2"-Deoxycytidin (5-Aza-dC) inkubiert. Nach RNA-Isolierung wurde
der Effekt via GNE-spezifischer gqRT-PCR (40 Zyklen) Uber die AACr-Methode ermittelt. Als interne Kontrolle fur
die Integritat und Vereinheitlichung der eingesetzten cDNA-Mengen diente der Housekeeper B-Aktin. Dargestellt
ist der Mittelwert aus drei Versuchen in Bezug auf SW480 Kolonkarzinom-Zellen, die als unabhéngiger Kalibrator
dienten. Die Standardabweichung ist als Fehlerbalken angegeben.

3.6 In vitro Untersuchung des funktionellen Einflusses der GNE auf

Anoikis

Die signifikant verminderte Expression der GNE in Anoikis-sensiblen P16-Transfektanden
konnte durch die bereits dargestellten Experimente auf Effektorebene verifiziert werden. In
Korrelation zur reduzierten mRNA-Menge des bifunktionalen Schlisselenzyms der
Sialinsaurebiosynthese war der Anteil exponierter Neu5Ac in den Mutanten deutlich
dezimiert (HPLC-Analyse, Lektin-FACS), was mit einer geringeren Enzymaktivitat einhergeht
(mindlicher Hinweis Prof. S. Hinderlich, Beuth-Hochschule fur Technik, Berlin).

Maoglicherweise gibt es einen generellen Mechanismus, der das Zellschicksal in Richtung
Apoptose bzw. Proliferation determiniert und von der GNE-Verflgbarkeit abhangt (Wang et
al. 2006). Daher sollte analog zu vorliegenden Daten der Einfluss einer gezielten

Supprimierung der GNE Uber RNA-Interferenz auf die Ausbildung des Anoikis-Phanotyps
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untersucht werden. Die Inhibierung wurde tber transiente Transfektion Sequenz-spezifischer

small interfering RNA (siRNA) im Anoikis-resistenten Capan-1 Wildtyp induziert.

3.6.1 Etablierung der GNE-spezifischen siRNA-Transfektionsstrategie im Capan-1
Wildtyp

Um eine mdglichst hohe Effizienz der RNA-Interferenz zu erzielen, wurden im Vorfeld
verschiedene experimentelle Parameter und ihr Einfluss auf die relative GNE-Expression
untersucht. Die Effektivitat und Spezifitat der jeweiligen Versuchsbedingungen wurden in

einem qRT-PCR basierten Verfahren validiert (Expressionshemmung = 70%).

Als kritischster Faktor fir eine erfolgreiche Repression auf mRNA-Ebene durch RNAI gilt die
Dichte der Zellen zum Transfektionszeitpunkt. Daher wurden unterschiedliche Zellzahlen in
ein 6-Well-Format ausgesat und die Zelldichte nach 24h mikroskopisch kontrolliert.
Optimalerweise sollten adharente Zellen zu diesem Zeitpunkt eine Konfluenz von 50-80%
aufweisen (Carlson et al. 2007). Diesem Richtwert entsprach eine Menge von 7x10* Zellen,
die fortan fur die weiteren Experimente eingesetzt wurde und die effizientesten Knock-Down
Resultate lieferte.

Generell ist die Wirkung verschiedener siRNAs, die von einer mRNA-Sequenz abgeleitet
werden, variabel. Die Effektivitat der kurzen RNA-Doppelstrange wird im Allgemeinen auf
den Grad der induzierten mRNA-Degradierung bezogen. Entsprechend der durch Tuschl
(Elbashir et al. 2001) etablierten Kriterien fur die Erstellung effizienter siRNA wurden daher
im Vorfeld vier unterschiedliche Target-Sequenzen fir die GNE entworfen, durch die Fa.
Sigma-Proligo chemisch synthetisiert und transient in Capan-1 Wildtypzellen transfiziert. Als
Kontrolle diente eine kommerziell erhaltliche Negativkontroll-siRNA (AllStars Negative
Control siRNA, Fa. Qiagen), die keine Sequenzhomologie zu S&ugergenen aufweist. Das
hemmende Potenzial der verwendeten siRNAs war heterogen, wobei sich die Sequenz
SiGNE-3 (Material, 2.1.5) bei allen Vorabexperimenten (Ergebnisse nicht gezeigt) als hochst
effektiv erwies und daher im weiteren Verlauf in allen Versuchsansatzen verwendet wurde.
Es ist bereits bekannt, dass eine Transfektion mit hoher siRNA-Konzentration von uber
100nM unspezifische biologische Auswirkungen, sog. ,off-target‘-Effekte, hervorbringt
(Jackson et al. 2004). Daher wurden die verschiedenen siRNAs in einer Endkonzentration
von nur 50nM erfolgreich eingesetzt. Fur die Transfektion wurde ein speziell fir siRNA
entwickeltes Reagenz (TransMessenger, Fa. Qiagen) verwendet, das auf kationischen
Liposomen basiert. Es erwies sich nach dem ersten Experiment, dass die vom Hersteller
angegebenen Mengenverhaltnisse zwischen siRNA zu TransMessenger von 1:4 am

geeignetsten waren.
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Eine weitere wichtige Rahmenbedinung fir die Etablierung der optimalen experimentellen
siRNA-Transfektionsstrategie stellt die Inkubationsdauer der Zellen mit den Komplexen aus
kurzer Doppelstrang-RNA und Liposomenreagenz dar. Capan-1 Wildtypzellen wurden fir 3,
5, 7h und Gber Nacht mit den Transfektionskomplexen behandelt, wobei die Viabilitat der
Zellen mikroskopisch beobachtet wurde. Der starkste hemmende Effekt auf die GNE-
Expression resultierte aus einer Zeitspanne von 7h. Allerdings war es notig, die Zellen im
Abstand von 48h erneut zu transfizieren. Aufgrund der Halbwertszeit des GNE-Proteins von
Uber 72h (unveroffentlicht; personliche Mitteilung durch Prof. S. Hinderlich, Beuth-
Hochschule fir Technik, Berlin) konnte erst durch eine weitere Behandlung ein Einfluss auf
die Ausbildung des Anoikis-Phanotyps (PI-FACS) detektiert werden.

3.6.2 Evaluierung des siRNA-vermittelten  Knock-Down Effekts

Entsprechend des durch Vorversuche etablierten Protokolls wurden Capan-1 Wildtypzellen
mit GNE-spezifischer siRNA (400ng entsprechend 50nM) wiederholt transfiziert (Methoden,
2.2.2.2). Die Effizienz der Transkriptionsminderung wurde Uber quantitative Real-Time PCR
72h nach der letzten Behandlung in Relation zur Negativkontroll-siRNA (Qiagen) erhoben.
Eine entsprechende Behandlung fihrte zu einer durchschnittlich fast 80 prozentigen
(78,0+0,07; n=3) GNE-Hemmung auf mRNA-Ebene (Abb. 19).

p=0,020 |

Relative Expression GNE/ACTB
[AACT]

__I“]

SIRNA KT ‘ SIRNA GNE

Abb. 19: Relative GNE-Transkriptmenge nach Expressionsinhibierung durch T arget-spezifische siRNA
Capan-1 Wildtypzellen wurden im Abstand von 48h mit 50nM GNE-spezifischer und AllStars Negativkontroll
siRNA (Qiagen) wiederholt transfiziert. 72h nach der letzten Behandlung wurden die Zellen geerntet und RNA aus
den Zelllysaten gewonnen, die revers in cDNA transkribiert wurde. Die tber gRT-PCR ermittelte Reduktion der
relativen Expression der GNE (normiert auf $-Aktin; rel. Expression 0,22+0,07) zur Negativkontroll-siRNA (rel.
Expression 1,01+0,16) lag durchschnittlich bei 78% und war signifikant (p=0,020). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten an.

[SIRNA KT=AllStars Negativkontroll-siRNA; sSiRNA GNE=GNE-spezifische siRNA]
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3.6.3 Wirkung der GNE-Repression auf die Ausbildung des Anoikis-Phénotyp s

Zur Ermittlung der Anoikisrate durch Minderung der GNE-Expression wurden die SiRNA-
behandelten Capan-1 Wildtypzellen 40h auf polyHEMA-beschichteten Platten in Suspension
kultiviert. Nach selektivem Anfarben der Nukleinsdure mit dem interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff Propodiumiodid (Pl) wurde der DNA-Gehalt durchflusszytometrisch im
FACS untersucht. Entsprechend der Menge an DNA ist bei dieser Methode eine Zuordnung
der Einzelzellen zur jeweiligen Zellzyklusphase méglich.

Abbildung 20 zeigt den Effekt des siRNA-vermittelten Knock-Downs der GNE auf Anoikis-
Induktion im Wildtyp aus drei Experimenten. Eine Supprimierung der Enzymexpression
durch den Transfer von Target-spezifischer siRNA resultierte in einem im Vergleich zur
Negativkontrolle 3,6fachen Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen in der sub-G1 Phase.
Dieser Effekt ist signifikant (p=0,019) und erreicht anndhernd das Apoptoseniveau, das fur
GNE-defiziente P16-Transfektanden beschrieben wird (4,9facher Anstieg sub-G1
Zellfraktion; Plath et al. 2000). Der via FACS-Messung detektierte Anstieg Anoikis-sensibler
Zellen durch RNA-Interferenz verdeutlicht einen distinkten Einfluss der GNE auf die

Phanotypauspragung in Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen.

5,0E+02

p=0,019

4,0E+02

3,0E+02+

2,0E+02+

Zellzahl sub -G1

1,0E+02+

SiRNA KT siRNA GNE

Abb. 20: Wirkung der siRNA-vermittelten GNE-Hemmung auf die Ausbildung von Anoikis Capan-1
Wildtypzellen wurden 72h nach wiederholter Transfektion mit sSiRNA (400ng, 50nM) fir weitere 40h in polyHEMA-
beschichtete  Platten Uberfiihrt. Nach Pl-Farbung gemaR der Nicoletti-Methode erfolgte die
durchflusszytometrische Analyse im FACS. Dargestellt ist die detektierte Anzahl der Zellen in der Apoptose-
assoziierten sub-G1 Phase des Zellzyklus durch Applikation GNE-spezifischer siRNA im Vergleich zu
Negativkontroll-siRNA  (AllStars  Negativkontroll-siRNA, Qiagen). Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung aus drei Experimenten.

[sIRNA KT=AllStars Negativkontroll-sRNA; siRNA GNE=GNE-spezifische siRNA]
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Im Vergleich zum Effekt auf die sub-G1 Phase hatte die gezielte GNE-Repression durch
RNA-Interferenz auf die weiteren Zellzyklusphasen in Relation zur Transfektionskontrolle

einen weniger starken Einfluss (Tab. 6).

Tab. 6: Effekt der GNE-siRNA Transfektion auf den Zellzyklus im Capan-1 Wildtyp Die Tabelle zeigt den
prozentualen Anteil (STABW) von GNE- und Negativkontroll-siRNA-behandelten Wildtypzellen in den jeweiligen
Zellzyklusphasen. Dieser wurde Uber durchflusszytometrische Untersuchung (FACS) Pl-markierter Zellen in drei
unabhangigen Versuchen ermittelt.

Zellzyklusphase Transfektionskontrolle siRNA GNE
sub-G1 23+15 57+£29
G0/G1 73,3+4,0 70,7 £ 3,3
S 86+24 6,6 +2,1
G2/M 158+44 16,9 +3,3

3.7 Microarray-basierte Charakterisierung der  GNE

Diverse Studien deuten darauf hin, dass das Enzym GNE neben seiner Schlisselstellung bei
der Biosynthese von Sialinsaure vielfaltige andere Funktionen erfillen kdnnte (Wang et al.
2006). Aufgrund der Lokalisierung im Nukleus von Sdugerzellen (Krause et al. 2005) ware
eine Beteiligung an transkriptionellen Prozessen denkbar. Dementsprechend sollte
untersucht werden, inwieweit das humane Genomprofil von differenzieller GNE-Expression

abhangt.

Zur ldentifizierung von Genen, deren Transkription vom GNE-Vorkommen beeinflusst wird,
wurden Enzym-defiziente P16-Transfektanden und siRNA-behandelte Capan-1 Zellen im
Vergleich zu Zellen mit erhéhter mRNA-Menge (Mock- und Kontroll-siRNA transfizierte
Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen) tiber Affymetrix GeneChips analysiert.

Das priméare Gitekriterium der Untersuchung lag in der Detektion allgemeingtiltiger Marker.
Daher wurde flr die Ermittlung der transkriptionellen Unterschiede zwischen Capan-1/+P16/-
GNE (P16-Transfektanden) und Capan-1/-P16/+GNE (Mock-Kontrolltransfektanden) der
kombinatorische, Plattform-ibergreifende Ansatz aus 3.1 in die Analyse mit einbezogen.
Unter der Annahme konvergenter Validitat sollten Messdaten unterschiedlicher
Testverfahren (hier unterschiedlicher Microarray-Technologien), die die gleiche Probe
abbilden (P16/Mock), hoch miteinander korrelieren und statistisch gesehen Ubertragbare
Resultate liefern. Auf dieser Grundlage wurde dieser Datensatz mit dem Genprofil
verglichen, der aus der gezielten GNE-Repression im Capan-1 Wildtyp durch RNAI resultiert.

Dazu wurden die Transkriptionsdifferenzen zwischen siRNA- und Kontroll-siRNA
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behandelten Capan-1 Zellen aus vier unabhangigen Experimenten auf Human Genome
U133 Plus 2.0 GeneChips (Affymetrix) untersucht.

3.7.1 Qualitatskontrolle der Microarray-Daten

Die Qualitat der Microarray-Experimente zur Erhebung des Expressionsprofils siRNA-
transfizierter Capan-1 Zellen wurde analog der unter 3.1.1 erlauterten Methode untersucht.
Anhand der Ermittlung der Pearson-Korrelation war ein Ruckschluss auf die Glte der
Microarray-Daten mdglich. Diese ergab eine sehr starke Korrelation, dementsprechend eine
auRerst hohe Reproduzierbarkeit der RNAi-GeneChips im Vergleich zueinander. Der mittlere
Korrelationskoeffizient lag bei 0,99. Zur Darstellung der Ahnlichkeit der Microarrays innerhalb
der Gruppen siRNA-Kontrolle gegen siRNA-GNE wurde ein Korrelationsplot (Abb. 21)
erstellt. Die paarweise berechneten Korrelationskoeffizienten sind als Heatmap dargestellt
und gegeneinander aufgetragen. Die jeweilige Starke der Korrelation geht aus dem
verwendeten Farbschema hervor. Anhand dessen wird ein grof3er Zusammenhang innerhalb
der Gruppen sowie zwischen den Gruppen deutlich, der auf Unterschieden in der Expression
beruht.

I . . . Gruppen
I . . . B WT/siRNA KT

i . B WT/siRNA GNE

I . - Korrelatior]s_lg_qe_’rfi_zient
1T o
- 0,98 0,99 1,0

Abb. 21: Qualitat der Humangenom U133 GeneChips ( Affymetrix) fur die Genexpressionsstudie des
spezifischen Knock-Downs der GNE in Capan-1 Pankreaszellen auf Basis der Pearson-Korrelation
Dargestellt ist eine Heatmap (Korrelationsplot) der paarweisen Ermittlung des Korrelationskoeffizienten. Die
Farbskala gibt die berechneten Koeffizienten wider, die sich im Bereich sehr guter Ubereinstimmung (r 20,8)
bewegen. Die beiden Gruppen Capan-1 Wildtyp/Kontroll-siRNA (siRNA KT) bzw. Capan-1 Wildtyp/GNE-siRNA
sind der Ubersichtlichkeit halber farbig gekennzeichnet.

[WT=Capan-1 Wildtypzellen; blau=Capan-1 Wildtyp/Kontroll-siRNA; rot=Capan-1 Wildtyp/GNE-siRNA; U133
GeneChips n=4]
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3.7.2 Statistische Analyse zur Identifizierung diff  erenziell regulierter Gene

Die Signifikanz der Expressionsunterschiede wurde auf Basis des t-Tests nach Welch
verifiziert und ohne p-Wert Korrektur tber die False Discovery Rate (FDR) ermittelt. Wie aus
der Zusammenfassung der Ergebnisse der statistischen Datenpriifung ersichtlich (Tab. 7),
konnten im schwéachsten Signifikanzbereich (p<0,05) bei einem Fold Change von 21,1 eine
grolRe Anzahl von 5541 Transkripten gefunden werden, deren Expression sich durch die
Applikation von siRNA gegen GNE im Vergleich zu Kontrollzellen (Behandlung mit Allstars
Negativkontroll-siRNA, Qiagen) verandert. Allerdings scheint der spezifische Knock-Down
weniger Probe Sets mit groRen transkriptionellen Unterschieden hervorzubringen.
Dementsprechend konnten bei einem p-Wert kleiner 0,05 und einem Fold Change tber 3,0
in Capan-1 Zellen mit gezielter GNE-Repression nur 17 (Tab. 7) Probe Sets detektiert
werden. Im Gegensatz dazu ist der Anteil differenziell regulierter Transkripte zwischen GNE-
defizienten Capan-1/+P16 und entsprechenden Mock-Kontrollen, der Uber die beiden
Affymetrix-Technologien ST- und U133-GeneChips aus 3.1.2 erfasst wurde, deutlich héher.
Die Unterschiede sind womdglich auf die beiden experimentellen Systeme zurlckzufihren,
die eine reduzierte GNE mRNA-Menge hervorbringen. So beruht im Fall von P16-
transfizierten Zellen das verminderte Enzymvorkommen auf dem stabilen, Plasmid-basierten

6INK4a

Transfer des Tumosuppressors pl in Capan-1. Im Gegensatz dazu ist der

reprimierende Effekt durch die Applikation synthetischer siRNA transient und wird nur zeitlich

begrenzt induziert.

Tab. 7: Zusammenfassung der statistischen Ermittlung differenziell regulierter Transkripte durch RNAI
gegen GNE in Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen auf Affymetrix =~ GeneChips U133 Dargestellt sind die Probe
Sets mit signifikanten Expressionsunterschieden zwischen GNE-siRNA und Negativkontroll-siRNA (AllStars
Negativ-siRNA, Qiagen) transfizierten Zellen. Die Analyse der statistischen Signifikanz erfolgte auf Basis des t-
Tests nach Welch ohne p-Wert Korrektur. [Affymetrix GeneChip Human Genome U133, n=4]

Fold p-Wert
Change alle p p 0,05 p 0,02 p 0,01 p < 0,005 p 0,001
alle FC 54675 5832 3151 1947 1166 310
211 18573 5541 3090 1913 1154 309
215 1128 992 819 640 479 155
22,0 144 138 128 11 96 39
23,0 17 17 17 16 15 9
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3.7.3 Extraktion von Markergenen mit putativ GNE-abhangiger

Transkriptionsregulierung

Zur Selektion valider und reproduzierbarer Kandidatengene, deren Transkription potenziell
mit der Verfugbarkeit der GNE korreliert, wurde ein erweiterter Microarray-Ansatz
vorgesehen, der schematisch in Abbildung 22 widergegeben ist. Dieser beinhaltete zum
einen die Berlcksichtigung der beiden unabhéngigen GeneChip-Technologien Human
Genome U133 und Human Gene ST von Affymetrix (siehe 3.1) und zum anderen die
Einbeziehung der zwei in vitro Modelle fur differenzielle GNE-Expression (SiRNA-GNE vs.
siRNA-Kontrolle, P16- vs. Mock-Transfektanden).

Fur die Identifizierung Ubertragbarer Marker wurden zunachst Transkripte mit einem Fold
Change uber 1,5 gesucht, die zwischen GNE-defizienten P16- und Mock-Transfektanden auf
beiden Affymetrix-Plattformen differenziell reguliert sind. Um die Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen Chipformate zu gewahrleisten, fuhrt die verwendete Auswertesoftware
GeneSpring GX einen bioinformatischen Translationsprozess durch. Da die Differenzen der
verwendeten Microarray-Technologien in der Gesamtmenge reprasentierter Probe Sets bzw.
der Anzahl der Sonden pro Gen liegen, impliziert der Vorgang priméar eine artifizielle, formale
Angleichung der generierten Genlisten. In der Schnittmenge beider Datensatze konnten auf
diese Weise 6533 differenziell regulierte Transkripte gefunden werden (Abb. 22).

Parallel dazu wurde das Genprofil von Capan-1 Zellen auf U133-GeneChips (n=4)
untersucht, deren GNE-Defizit auf spezifischem, siRNA-vermittelten Knock-Down beruht. Fir
die Untersuchung wurden nur die Transkripte bericksichtigt, die im schwéchsten
Signifikanzniveau (p<0,05) einen Fold Change Uber 2,0 aufwiesen. Diesen Kriterien
entsprachen 138 Probe Sets (Tab. 7).
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P16 vs. MOCK P16 vs. MOCK
U133 GeneChips (N=2) e ST GeneChips (n=2)
FC21,5 FCz21,5

(13862 Probe Sets) (5253 Probe Sets)

SiRNA GNE
vs. SiRNA KT

U133 GeneChips (n=4)
FC22,0, p<0,05
(138 Probe Sets)

Abb. 22: Schema der Microarray-basierten Extraktion p  utativer Kandidatengene mit ~ GNE-abhangiger
Transkriptionsregulierung ~ Zur Selektion von Klassifikatoren wurden zwei Vergleiche von GNE-defizienten
Capan-1 Zellen gegen Zellen mit héherem Transkriptionsniveau durchgefiihrt. Fur die Genexpressionsanalyse
von Capan-1/+P16 (P16-Transfektanden) gegen Capan-1/-P16 (Mock-Transfektanden) wurden in der
Schnittmenge beider Affymetrix-Plattformen U133- und ST-GeneChips (n=2) 6533 Probe Sets gefunden, die
einen Fold Change 21,5 aufweisen. Bei der Untersuchung des Transkriptionsprofils von GNE-siRNA gegen
Negativkontroll-siRNA behandelten Capan-1 Zellen auf U133-Arrays (n=4) wurden flr einen Fold Change 22,0
und p-Wert <0,05 138 Probe Sets identifiziert. Beim Vergleich der beiden Genlisten konnten insgesamt 49
Transkripte gefunden werden, die 34 annotierten Genen entsprechen.

In der Schnittmenge zwischen den 6533 Probe Sets des Vergleichs P16/Mock auf U133-
bzw. ST-Arrays (n=2) und der 138 Transkripte umfassenden Liste des RNAi-Datensatzes
wurden letztlich 49 differenziell regulierte Transkripte identifiziert. Diese entsprechen 34
annotierten Genen.

Insgesamt wurde die finale Selektion auf 9 Kandidatengene beschrénkt, die aufgrund ihres
Fold Changes und ihrer statistischen Signifikanz (p-Wert) im RNAi-Datensatz auffielen. In
Enzym-defizienten siRNA- und P16-transfizierten Capan-1 Zellen werden COL13A1, PLAT,
PRTFDC1 und VPS24 im Vergleich zu siRNA- bzw. Mock-Kontrolltransfektanden vermindert
transkribiert. Dagegen werden ASNS, CHAC1, JDP2, PSAT1 und TRIB3 entsprechend
verstarkt exprimiert.

Umfassende Literaturrecherchen ergaben, dass mindestens funf dieser 9 Gene mit
Apoptose- bzw. Anoikisprozessen verknipft sind, vier widerum werden mit ER-Stress
Phanomenen bzw. der sog. ,Unfolded Protein Response” (UPR) in Verbindung gebracht.
Eine Zusammenfassung der Genselektion auf Basis dieser Parameter zeigt Tabelle 8

anhand des Knock-Down-Datensatzes.
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Tab. 8: Auswahl von 9 Genen, die durch  GNE reguliert sein kbnnten Die Selektion erfolgte anhand der tber
Microarray-Analyse ermittelten Signalunterschiede (FC) und p-Werte im RNAi-Datensatz. Zusatzlich gibt die
Zusammenstellung die Transkriptionsrichtung (Tendenz) sowie den Bezug des jeweiligen Markers zu Apoptose-
bzw. ER-Stress-Prozessen (X) an.

[l=Genexpression in Capan-1/GNE-siRNA niedriger als in Capan-1/Kontroll-siRNA; 1=Genexpression in Capan-
1/GNE-siRNA hoher als in Capan-1/Kontroll-siRNA]

Gen-
symbol Genname Tendenz FC p-Wert  Apoptose ER-Stress
ASNS Asparagine Synthe- T 3,89 3,94E-04 X
tase
CHAC1 ChaC, Cation Trans- T 5,26 2,85E-04 X X
port Regulator Ho-
molog 1 (E. coli)
COL13A1 Collagen, Type Xlll, l 2,26 6,41E-04
Alpha 1
JDP2 Jun Dimerization T 2,52 5,00E-03 X X
Protein 2
PLAT Plasminogen Acti- l 2,51 3,00E-03 X
vator, Tissue
PRTFDC1 Phosphoribosyl l 2,31 5,00E-03
Transferase Domain
Containing 1
PSAT1 Phosphoserine T 2,56 8,28E-04
Aminotransferase 1
TRIB3 Tribbles Homolog 3 T 2,84 2,37E-04 X X
(Drosophila)
VPS24 Vacuolar Protein l 2,04 7,00E-03 X

Sorting 24 Homolog
(S. cerevisiae)

3.7.4 Validierung des Profils GNE-assozierter Gene Uber Real-Time PCR

Zur Validierung des Uber Affymetrix-Analyse detektierten Expressionsprofils sollten die 9
Gene Uberprift werden, die durch die selektive Hemmung von GNE durch RNAI differenziell
reguliert werden und anhand ihres Signalverhéltnisses (FC) sowie ihrer Signifikanz
ausgewahlt wurden. Die Resultate der TagMan-Validierung der Genselektion einschlief3lich
GNE sind in Abbildung 23 dargestellt. Die relative Expression wurde anhand der AAC;-

Methode berechnet.

76



Ergebnisse

— —
S ?f:) 8 — <
O ™
ANENEC S AR
illollolllalllelllallla|]l&] EllS
< T e I I O O O e I O e O e O e B I NN gy
15 [
12
9
6 T T
3, -~ T
° L ] 1]
-3 T
6
9

[ ]FcAray T Fc grT-PCR

Abb. 23: Bestatigung der Microarray-Daten Uber quan titative Real-Time PCR anhand des jeweils
ermittelten Fold Changes Dargestellt sind die Expressionsunterschiede der 9 ausgewéhlten Kandidatengene
einschliellich GNE, die tiber GeneChip-Analyse (hellblaue Balken) und via qRT-PCR (dunkelblaue Balken) fiir
den Vergleich Capan-1/GNE-siRNA gegen Capan-1/Kontroll-siRNA (n=4) detektiert wurden. Fir die qRT-PCR
wurden jeweils 50ng cDNA als Triplikat mit Gen-spezifischen Primern amplifiziert. Die Expression der Markergene
wurde auf den Housekeeper B-Aktin normiert. Die relative Expression wurde auf Grundlage der AACt-Methode
ermittelt.

Die Uber Microarray-Analyse detektierte Transkriptionsrichtung der ausgewahlten Gene
konnte Uber quantitative RT-PCR bestétigt werden. In Bezug zur GNE-Expression ist das
Transkriptionsniveau der Gene ASNS, CHACL1, JDP2, PSAT1 und TRIB3 erhoht; die mRNA-
Menge von COL13Al, PLAT, PRTFDC1 und VPS24 ist in GNE-defizienten siRNA-
Transfektanden vermindert. In einigen Fallen sind Schwankungen der Genexpression im
Vergleich der beiden Methoden erkennbar. Diese kénnen zum einen auf den Unterschieden
der reversen Transkription beruhen, da im GeneChip-Experiment Oligo (dT)-Primer und fir
die RT-PCR Zufallshexamer-Primer eingesetzt wurden. Zum anderen wurden die
genspezifischen Primer fir die TagMan-PCR aus dem offenen Leserahmen der jeweiligen
MRNA gewahlt, wahrend die Oligonukleotid-Sonden des U133-Chips zur Analyse der siRNA-

behandelten Zellen aus dem 3"-Transkriptbereich stammen.
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3.7.5 Einfluss der GNE auf die Expression ER-Stress relevanter Schlissele  lemente

Die vorliegenden Ergebnisse der erweiterten Microarray-Analyse deuten auf eine distinkte
Involvierung der GNE in die transkriptionelle Regulierung ER-Stress assoziierter Gene hin.
Um die Zusammenhange zu konkretisieren, wurde uber quantitative Real-Time PCR die
relative mRNA-Menge weiterer wichtiger Elemente mit zentraler Bedeutung fir diesen
Prozess evaluiert. Diese traten nicht in der Schnittmenge beider in vitro Modelle fur
differenzielle GNE-Transkription auf.

GRP78 — auch als BiP bekannt - ist ein ER-standiges Chaperon und gilt als wichtigster
Modulator unterschiedlicher Effektorantworten bei ER-Stress (Li et al. 2006). Zur
Untersuchung einer moglichen Abhangigkeit der BiP-Expression vom GNE-Vorkommen
wurden Transkriptionsunterschiede zwischen Capan-1/siRNA-GNE und Capan-1/siRNA-
Kontrolle (n=4) analysiert. Das Resultat der TagMan-PCR st in Abbildung 24 widergegeben
und zeigt keinen dahingehenden Einfluss der GNE.

1,6
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1,21
1,01

0,81

[AACT]

0,61
0,41

0,2 1

Relative Expression GRP78/ACTB

o

SIRNA KT ‘ SIRNA GNE

Abb. 24: siRNA-vermittelte = GNE-Hemmung zeigt keine Veranderung auf die Expression d es ER-
Chaperons GRP78 Die relative mRNA-Menge wurde in cDNA aus 4 unabhéngigen siRNA-Experimenten im
Vergleich zu Kontroll-siRNA (AllStars Negativkontroll-siRNA, Qiagen) Uber quantitative RT-PCR untersucht und
auf Basis der AACr-Methode quantifiziert. Die Normierung erfolgte in Bezug auf B-Aktin.

[SIRNA KT=AllStars Negativkontroll-siRNA; sSiRNA GNE=GNE-spezifische siRNA]

Im Gegensatz dazu korreliert die gezielte GNE-Repression durch RNAi mit der Erhdhung der
relativen Expression des Transkriptionsfaktors DDIT3 bzw. CHOP (Abb. 25). Dieser reguliert
bei anhaltendem ER-Stress vornehmlich pro-apoptotische Reaktionen, die in Zellzyklusarrest
resultieren (Bento et al. 2009). Der Effekt ist signifikant (p=0,002) und manifestiert sich in
einem 3,6fachen Unterschied zwischen Kontrollzellen (rel. Expression 1,05+0,35) und GNE-
siRNA transfizierten Capan-1 Zellen (3,82+0,68).
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Abb. 25: Quantifizierung der DDIT3 mRNA-Expression durch spezifischen Knock-Down der GNE Die
mRNA-Menge von DDIT3 wurde zwischen Capan-1/Kontroll-siRNA und Capan-1/GNE-siRNA aus vier
Experimenten Uber quantitative Real-Time PCR ermittelt. Die relative mRNA-Menge wurde in Relation zur (3-Aktin
Transkription erhoben. Die Signifikanz der differenziellen Expression zwischen den Gruppen wurde Uber den
Student’schen t-Test berechnet (p=0,002).

[SIRNA KT=AllStars Negativkontroll-siRNA; sSiRNA GNE=GNE-spezifische siRNA]

3.7.6 In vivo Expression der identifizierten Marker im humanen P  ankreasgewebe:
Evaluierung uber die online-Datenbank  ONCOMINE

Aufgrund mangelnder Verflgbarkeit an Pankreasgewebe sollte der ermittelte
Expressionstrend der ausgewéhlten Gene anhand publizierter in vivo Microarray-Studien
validiert werden. Dazu wurden die identifizierten Gene mit GNE-abhé&ngiger Transkription mit

Daten der online-verfugbaren Plattform ONCOMINE (www.oncomine.org) verglichen.

Abbildung 26 visualisiert die Expression der Kandidatengene - einschliel3lich GNE - in
unterschiedlichen Chip-basierten Untersuchungen des transformierten Pankreas anhand von
Boxplots, die der Datenbank entnommen wurden. Mit Ausnahme von JDP2 und PRTFDC1
wurden fur alle putativ GNE-abh&nige molekulare Marker signifikante Datensatze fur den
Vergleich zwischen Normalgewebe des Pankreas und Pankreas—Adenokarzinom gefunden.

Die Details der jeweiligen Studien, aus denen die Daten stammen, sind in Tabelle 9

zusammengefasst.
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Abb. 26: Expression der Uber Microarray-Analyse iden tifizierten Kandidatengene mit potenzieller
Abhangigkeit zur GNE im transformierten Pankreas  Dargestellt ist das (ber ONCOMINE extrahierte
Transkriptionsprofil der selektierten Marker zwischen Normalgewebe im Vergleich zu Pankreas-
Adenokarzinomgewebe unterschiedlicher Anzahl aus verschiedenen, publizierten Microarray-Studien.

[Quelle: ONCOMINE-Datenbank; hellgrau=Pankreas-Normalgewebe; dunkelgrau=Pankreaskarzinom-Gewebe]
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Tab. 9: Ubersicht der publizierten Studien, in denen normales und malignes Pankreasgewebe untersucht
wurde und in denen die Kandidatengene, die in vitro als abhangig von der GNE-Expression ermittelt
wurden, als differenziell exprimiert beschrieben si nd Die Expressionsdaten wurden der ONCOMINE-
Datenbank entnommen. Angegeben ist die Anzahl der fir die jeweilige Studie verwendeten Normal- und
Krebsgewebeproben, das Signifikanzniveau (p-Wert) sowie der detektierte Expressionstrend von Normal- gegen
Tumorgewebe.

[l=Genexpression Normalgewebe niedriger als Tumor; t=Genexpression Normalgewebe héher als Tumor]

Gen- n=Normal- n=Pankreas- Trend Normal

symbol Sl gewebe gewebe vs. Tumor S

ASNS Logsdon et al. 2003 5 10 1 7,00E-03
CHAC1 Buchholz et al. 2005 6 8 1 3,10E-02
COL13A1 Segara et al. 2005 6 11 l 2,00E-03
GNE lacobuzio et al. 2003 5 11 ! 3,00E-03
PLAT lacobuzio et al. 2003 5 11 l 1,40E-04
PSAT1 Segara et al. 2005 6 11 1 3,38E-05
TRIB3 Buchholz et al. 2005 6 8 1 2,35E-01
VPS24 lacobuzio et al. 2003 5 11 | 2,20E-02

Uber den Vergleich mit den verfiigbaren Microarray-Datensétzen humaner Pankreasgewebe
der online-Datenbank ONCOMINE konnte das Genexpressionsprofil von 8 der 10 in vitro
identifizierten Kandidatengene (einschlief3lich GNE) verifiziert werden.

lacobuzio et al. (2003) konnten zeigen, dass die GNE im Normalgewebe im Vergleich zu
Krebsproben deutlich und signifikant vermindert transkribiert wird (p=3,00E-03). Daruber
hinaus fallt auf, dass alle weiteren Gene, deren Expression in GNE-defizienten P16- und
siRNA-transfizierten Capan-1 Zellen reduziert ist, wie COL13A1, PLAT und VPS24, auch im
normalen Pankreasgewebe weniger stark exprimiert wird als im transformierten Gewebe.
Andererseits werden die Gene, die in den behandelten Zellen in vitro transkriptionell aktiviert

wurden auch im Karzinom vermehrt transkribiert.
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4. Diskussion

Die Metastasierung transformierter Zellen wird héaufig durch die Ausbildung von
Anoikisresistenz begunstigt. Anoikis stellt eine Spezialform der Apoptose dar, die durch den
Verlust des Zellkontakts zur extrazellularen Matrix induziert wird. Plath et al. (2000) konnten
zeigen, dass die Suszeptibilitat fir Anoikis in der Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1 durch
die Reexpression des Zellzyklusinhibitors p16™““® wiederherstellbar ist. Diese Beobachtung
korreliert mit einer transkriptionellen Erhéhung des Integrins as;. Unterschiedliche Arbeiten
belegen, dass posttranslationale Modifikationen, wie Glykosylierung oder Sialylierung, die

Integrinfunktion modulieren und mit einem malignen Phanotyp assoziiert sind.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel vorliegender Arbeit, die molekularen Mechanismen, die
der P16™*®-vermittelten Anoikisinduktion zugrunde liegen, auf Basis des Expressionsprofils
Sialylierungs-relevanter Molekile in Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen zu analysieren und

funktionell zu charakterisieren.

4.1 Expressionsanalyse wichtiger Elemente des Siali  nsauremetabolismus in  Capan-1

Pankreaskarzinom-Zellen

Neuere Erkenntnisse konnten bereits einen distinkten Einfluss des Tumorsuppressors
P16™ *® auf Glykosylierung — eine bedeutende posttranslationale Modifikation, die etwa die
Halfte aller eukaryotischen Proteine und ca. 80% aller Zelloberflachenproteine aufweisen
(Gu et al. 2009) — demonstrieren (Andre et al. 2007). Membrangebundene Kohlenhydrate
bzw. die Zuckeranteile von Glykokonjugaten nehmen eine zentrale Rolle bei der Interaktion
der Zelle mit der extrazellularen Umgebung ein. Dementsprechend sind Glykane in
vielfaltigste biologische Prozesse, wie Zelladhasion, Signaltransduktion und Immunantwort,
involviert, tragen dariber hinaus zur strukturellen Stabilitat und Aktivitat von Proteinen bei
(Varki 1993). In diesem Zusammenhang untersuchten Andre et al. durch die Kombination
unterschiedlicher Verfahren das Glykanprofil P16-positiver Capan-1 Pankreaskarzinom-
Zellen (Andre et al. 2007). Neben Microarray-basierter Expressionsanalyse ausgewahlter
Glykosyltransferasen kamen sowohl 2D-Chromatographie als auch eine umfassende
durchflusszytometrische Detektion mittels Zucker-spezifischer Pflanzenlektine zum Einsatz.
Bei dieser Untersuchung konnten bedeutende quantitative und qualitative Unterschiede in

der membranstandigen Oligosaccharidzusammensetzung festgestellt werden.
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In Erweiterung der Studie von Andre et al. wurde im Rahmen dieser Arbeit das Gesamt-
Transkriptom Anoikis-sensibler P16-Transfektanden (Capan-1/+P16/+Anoikis) im Vergleich
zum Mock-Kontrollklon (Capan-1/-P16/-Anoikis) von Capan-1 untersucht. Der Schwerpunkt
lag in der Identifizierung und Selektion Anoikis-assoziierter Klassifikatoren mit spezifischem
Bezug zum Sialinsduremetabolismus. Auf der Grundlage eines kombinatorischen Ansatzes
zweier unterschiedlicher Microarray-Technologien von Affymetrix wurde eine Plattform-
neutrale und damit potenziell Gbertragbare Gensignatur gefunden. Diese basierte auf der
Genexpressionsanalyse der Capan-1 Mutanten unterschiedlicher Zellkulturchargen und
-passagen sowohl auf U133- als auch auf ST-GeneChips (n=2).

Vor der statistischen Datenprifung wurde zunachst die Qualitat der Experimente evaluiert.
Dies gilt als essenzieller Schritt bei der Auswertung von Microarray-Experimenten, da bereits
ein Chip von minderer Qualitat die Aussagekraft der Resultate reduzieren und verfalschen
kobnnte (Heber et al. 2006). Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit wird
charakteristischerweise der Pearson Korrelationskoeffizient angewendet, der als robustester
Algorithmus in diesem Zusammenhang gilt (Hardin et al. 2007). Dieser ergab eine hohe Gite
der einzelnen GeneChips der jeweiligen Plattform im paarweisen Vergleich zueinander.

Die grundlegenden Unterschiede der beiden Affymetrix-Technologien, die vorrangig im
Sondendesign und der Art der hybridisierten Nukleinsaure (U133-GeneChip: antisense-
CRNA; ST-GeneChip: sense-cDNA) liegen, wurden anhand der statistischen Verteilung der
Probe Sets deutlich. Im Bereich hoher transkriptioneller Unterschiede (FC) wurde uber beide
eingesetzte Plattformen eine unterschiedliche Menge differenziell regulierter Transkripte
detektiert. Die Identifizierung von Klassifikatoren tber unabhdngige Microarray-Systeme gilt
im Hinblick darauf als valide Methode zur Selektion reproduzierbarer, molekularer
Marker(Warnat et al. 2005).

Um besonders aussagekraftige, Anoikis-relevante Kandidatengene zu finden, wurde daher
via Plattform-tUbergreifendem Ansatz im Genprofil von P16- und Mock-Transfektanden
speziell nach Transkripten mit groBen Expressionsunterschieden gesucht. Der Fokus lag
dabei bewusst auf einer kleinen Auswahl von Genen, die die potenziell bedeutsamste Rolle
bei der Auspragung des apoptotischen Phanotyps spielen kénnten. Auf diese Weise wurden
beim Vergleich differenziell regulierter Gene 5 Marker herausgefiltert, die Uber beide
Technologien die héchsten Fold Changes aufwiesen. Bei den identifizierten Genen handelte
es sich um DAPK1, FSTL1, GNE, LDHB und SERPINB2. DAPK1 und GNE werden in
Capan-1/+P16/+Anoikis stark vermindert exprimiert, wahrend die Expression von FSTL1,
LDHB und SERPINB2 deutlich erhoht ist.

Ein Uberblick tber die allgemeinen Funktionen der Kandidatengene konnte (iber eine GO-
Analyse gewonnen werden. Es zeigte sich, dass innerhalb der relevanten Kategorien

.biological process” und ,molecular function* zumindest DAPK1 und SERPINB2 deutlich mit
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Apoptose in Verbindung stehen. Die nachfolgende Literaturrecherche ergab eine
unterschiedlich hohe Korrelation der selektierten Marker mit apoptotischen Vorgédngen im
Kontext von Tumorerkrankungen. Im Folgenden sollen daher die Microarray-Ergebnisse der

ausgewahlten Transkripte im Hinblick auf bereits verdffentlichte Befunde bewertet werden.

Uber die funktionelle Relevanz der FSTL1 im Krebs war bislang wenig bekannt.
Unterschiedliche Studien beschreiben eine reduzierte Transkription in verschiedenen
humanen Tumorzelllinien (Mashimo et al. 1997; Sumitomo et al. 2000). Chan et al. konnten
in einer aktuellen Untersuchung (2008) zeigen, dass eine gezielte Uberexpression in
Ovarialkarzinomzellen mit einer deutlich geringeren Proliferationsrate sowie verminderter
Zellmigrations- und Invasionsfahigkeit korreliert. In Ubereinstimmung mit der erhohten
Transkriptmenge von FSTL1 in Anoikis-empfindlichen P16-transfizierten Capan-1 Zellen war
dies mit einem deutlichen Anstieg apoptotischer Zellen in der sub-G1 Phase des Zellzyklus
verbunden. Der negative Effekt auf die Uberlebensfahigkeit der Zellen beruht offensichtlich
auf der distinkten Aktivierung wichtiger Elemente des Zelltod-férdernden, extrinsischen
Signalweges. In einem qRT-PCR basierten Verfahren stellten Chan et al. die signifikante
Expression des Zelltodrezeptors FAS und seines Liganden FASL fest, konnten darlber
hinaus auch eine vermehrte Transkription wichtiger Effektorcaspasen (Caspase-3, -7)
nachweisen.

Die Lactat-Dehydrogenase B (LDHB) katalysiert vorwiegend die Konversion von Lactat zu
Pyruvat, das als energiereicher Nahrstoff essenziell fur das Wachstum gesunder Zellen
verantwortlich ist. In unterschiedlichsten Tumoren fihrt die de novo Methylierung von
Promotorbereichen des LDHB-Gens zur effektiven Expressionsreduzierung des Enzyms
(Balinsky et al. 1983; Kawamoto 1994; Koukourakis et al. 2005), die mit einer Erh6hung des
metastasierenden Potenzials einhergeht (Leiblich et al. 2006). Eine gesteigerte LDHB-
Transkription bewirkt in  malignen Zellen, wie in P16-substituierten Capan-1
Pankreaskarzinom-Zellen, im Unterschied zu normalen Zellen dagegen eine Induktion von
Apoptose und Tumorsupprimierung (Thangaraju et al. 2009). Dieser Effekt beruht
hauptsachlich auf der Pyruvat-bedingten Hemmung der Histondeacetylase (Thangaraju et al.
2009) und einer damit verbundenen selektiven Veranderung der Expression von Proteinen,
die den mitotischen Zellzyklus regulieren (Huang et al. 2009; Sambuccetti et al. 1999).
SERPINB2, das auch als Plasminogen-Aktivator Inhibitor 2 (PAI-2) bekannt ist, gehdrt zur
Proteaseinhibitor-Familie. Die grundlegende Funktion des Proteins liegt in der Hemmung des
Plasminogenaktivators, der fiur die Auflésung von Blutgerinnseln verantwortlich ist
(Dougherty et al. 1999). Es ist bekannt, dass das Plasminogenaktivator-/Plasmin-System
aulRerdem eine bedeutende Rolle fir das Tumorwachstum, die Invasion und Metastasierung
spielt (Duffy 2001). Dies liegt hauptsachlich in der Funktion des Plasminogenaktivators

begriindet, der die Konversion von Plasmin zu aktivem Plasminogen katalysiert.
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Plasminogen seinerseits bewirkt die Degradierung einer Vielzahl von Proteinen der
extrazellularen Matrix, was die Tumorausbreitung beglnstigt. Die Aktivitat des
Plaminogenaktivators vom Urokinase-Typ wird effektiv durch zwei Inhibitoren, den
Plasminogen-Inhibitor 1 (PAI-1) und 2 (PAI-2), reguliert. Eine verstarkte Expression von PAI-
2 korreliert mit einer guten Uberlebensprognose von Krebspatienten (Foeckens et al. 1995)
und ist - analog zur erhdhten SERPINB2-Expression in Capan-1/+P16/+Anoikis — in vivo mit
Apoptose assoziiert (Suwa et al. 2008).

Die duale physiologische Rolle der Zelltod-assoziierten Proteinkinase 1 (DAPK1) als
Tumorsuppressor und Apoptoseinduktor gilt als etabliert (Gade et al. 2008). Daher ist eine
verminderte Expression - anders als in Anoikis-suszeptiblen P16-transfizierten Capan-1
Zellen — im Allgemeinen nicht mit Apoptose assoziiert. Vielmehr fuhrt die in vielen Krebsarten
auf Promotor-Hypermethylierung zurlickzufiihrende Transkriptionsminderung zu einem
gesteigerten Metastasierungs- und Invasionspotenzial (Dansranjavin et al. 2006). Im
Gegensatz dazu konnten Jin et al. in zwei unabhangigen Studien zeigen, dass eine gezielte
DAPK1-Supprimierung Uber antisense-cDNA in unterschiedlichen Zelllinien und Primarzellen
analog zu Capan-1/+P16 Zellen im Zelltod resultiert (Jin et al. 2001; Jin et al. 2003). Das
Protein triggert womdglich bedingt durch seine komplexe multimere Struktur abh&éngig vom
apoptotischen Stimulus und dem zellularen Kontext verschiedene Effektorantworten, die das
Zellschicksal bestimmen (Jin et al. 2003).

Die Tatsache, dass die Mehrzahl der selektierten Gene einen starken Zusammenhang mit
Zelltod-relevanten Prozessen aufweisen, bestatigt zum einen die Validitat der Marker fir
Anoikis und belegt zum anderen die Eignung der Pankreaskarzinom-Zelllinie als spezifisches
Modellsystem zur Untersuchung der zugrundeliegenden molekularen Zusammenhénge.
Uberdies wird deutlich, dass die in vitro identifizierten Transkripte auch im humanen
malignen Gewebe von Bedeutung sind.

Von allen Genen mit funktioneller Relation zum Sialinsaurestoffwechsel zeigte die UDP-N-
Acetylglukosamin 2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase (GNE) mit einer signifikanten
Expressionsminderung in P16™***-substituierten Zellen (FC U133-GeneChip=139,28; FC ST-
GeneChip=44,77) das herausragendste differenzielle Regulierungsmuster, das Uber
TagMan-PCR unter Einbeziehung des Capan-1 Wildtyps bestatigt werden konnte. Die GNE
ist ein zytosolisches, bifunktionelles Enzym, das durch seine Schlisselstellung fur die
Sialinsaurebiosynthese bekannt ist (Hinderlich et al. 1997; Stasche et al. 1997). Die zentrale
Bedeutung der GNE beruht auf der Katalyse der beiden ersten und gleichzeitig
Geschwindigkeits-bestimmenden Schritte dieses Stoffwechselweges, der zur Produktion von
Neu5Ac fihrt und damit die Bereitstellung des Vorlaufers aller natirlich vorkommenden
Sialinsauren sichert. Sialinsduren stellen eine grof3e Familie von Neuraminsaurederivaten

dar, die terminal an Glykokonjugate gebunden sind (Varki et al. 2008). Aufgrund der
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exponierten Position sind diese sauren Zucker an allen Interaktionen des Glykans direkt
beteiligt und spielen demzufolge eine entscheidende Rolle fur viele biologische Ablaufe auf
der Zelloberflache. Neben dem hohen Stellenwert fur die Sialinsdaurebiosynthese ist die GNE
bislang wenig charakterisiert. Unterschiedliche Hinweise deuten allerdings auf eine
Multifunktionalitdt des Proteins hin (Krause et al. 2005; Wang et al. 2006; Weidemann et al.
2009). Auf dieser Basis wurde im weiteren Verlauf der Arbeit die funktionelle Relevanz der

GNE fur Anoikis im Detail untersucht.

4.2 Rolle der GNE in Tumorzelllinien und im Krebs

Insbesondere in vitro scheint die GNE-Expression in transformierten Pankreaszellen von
Bedeutung zu sein. Durch den Vergleich mit einer umfangreichen Untersuchung von
Wooster et al. (2008) wurde anhand der Microarray-basierten Analyse von Genomprofilen
unterschiedlichster Krebszelllinien, die tber die online-Datenbank ONCOMINE abrufbar sind,
eine hervorragende Stellung der GNE-Transkription in Pankreaskarzinom-Zellen deutlich.
Diese Beobachtung ist kongruent mit dem Expressionstrend des Enzyms in 20
verschiedenen, in der AG Kemmner etablierten Tumorzelllinien. Ein differenzierteres
Ergebnis lieferte die in vivo Studie von Su et al. (2001), die via Affymetrix GeneChips die
haufigsten Krebsarten, wie Brust-, Leber-, Lunge-, Prostata- und Pankreaskarzinom auf
molekularer Ebene klassifizierten. In malignen humanen Geweben ist das erhdhte GNE-
Vorkommen demnach nicht priméar auf die Bauchspeicheldriise beschrankt, sondern zeigt im
Prostatakrebs eine weitaus hohere mRNA-Menge. Allerdings fallt auf, dass das mediane
Expressionsniveau anndhernd so hoch ist wie im Leberkrebs.

Dies steht im deutlichen Gegensatz zur GNE-Transkription im humanen Normalgewebe.
Lucka et al. (1999) detektierten via Northern Blot die héchste Expression in sekretierenden
Organen, wie der Leber und Darmschleimhaut, aber auch in der Plazenta. Im Vergleich zu
allen anderen untersuchten Organen war die ermittelte Transkriptmenge im Pankreas
dagegen gering. Im Hinblick auf die vergleichsweise hohe Expression in Krebszelllinien und
—organen weist diese Beobachtung auf eine mdglicherweise verénderte Rolle bzw. eine
funktionelle Bedeutung der GNE fur die Progression bzw. die Manifestierung von
Tumorerkrankungen, speziell in der Bauchspeicheldrise, hin.

Das Pankreas-Adenokarzinom kennzeichnet - im Vergleich zu anderen Krebsarten - eine
frihe aggressive, lokale Invasion verbunden mit einem hohen metastasierenden Potenzial.
Die spate Detektion der Erkrankung sowie die weitestgehende Therapieresistenz betroffener
Patienten fiilhren zu einer niedrigen 5-Jahres-Uberlebensprognose von nur 3% (Bister et al.
2007). Sialinsduren gelten als Schlusselelemente bei der Vermittlung pathologischer

Ereignisse, die der Tumorprogression zugrunde liegen (Fuster et al. 2005). Insbesondere
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Hypersialylierung fihrt in vielen Krebsarten zur Auspragung des charakteristischen
Phanotyps transformierter Zellen, der sich durch verénderte Zellmigration, Invasion,
Adhéasion und Metastasierung auszeichnet (Uemura et al 2009). Auch fir das
Pankreaskarzinom konnten dahingehende Verédnderungen nachgewiesen werden. So wird
das maligne Potenzial dieser Erkrankung zum einen mit dem differenziellen Vorkommen der
sialylierten Kohlenhydrat-Antigene Sialyl-Lewis® und -Lewis* in Verbindung gebracht
(Peracaula et al. 2005). Zum anderen ist die verstarkte Proliferation, v.a. in invasiven
Tumorarealen der Bauchspeicheldrise, mit erhdhtem Polysialinsdurevorkommen korreliert
(Kameda et al. 1999). Da die grundlegende biologische Funktion der GNE in der
Bereitstellung von Neu5Ac als Vorstufe aller natlrlicher Sialinsduren liegt, ware eine
bedeutsame physiologische Aufgabe im transformierten und stark metastasierenden
Pankreas denkbar. Eine dahingehende direkte Korrelation der GNE-Expression mit

Tumorerkrankungen und Krebs wurde bisher allerdings nicht beschrieben.

4.3 Qualitative und quantitative Untersuchung der E  ffekte reduzierter GNE-Expression

auf Sialinsdureebene

Analog zur verminderten GNE-Expression in P16-positiven, Anoikis-empfindlichen Capan-1
Zellen war eine deutlich reduzierte Enzymaktivitat messbar (personliche Mitteilung durch
Prof. S. Hinderlich, University of Applied Biosciences, Beuth-Hochschule fiir Technik, Berlin).
Diese korrelierte mit signifikanter Hyposialylierung der Zelloberflache, die sich durch eine
etwa 80% geringere Gesamtsialinsduremenge in P16-Transfektanden im Vergleich zum
Mock-Kontrollklon (HPLC-Analyse) &auf3erte. Allerdings kann auf Basis der allgemeinen
Sialinsaurekonzentration nicht auf die spezifische Sialylierung der Zelloberflache
geschlossen werden. Daher wurde, in Ergdnzung zur molekularen und biochemischen
Charakterisierung durch Andre et al. (2007), uUber die Bindungsanalyse der Zucker-
spezifischen Lektine PNA und SNA via FACS ein zusatzlicher Beitrag zur Untersuchung des
Sialinsaureprofils im Capan-1 Modellsystem geleistet. Entsprechend der Uber HPLC
detektierten verminderten Neuraminsauremenge und der damit einhergehenden
Demaskierung subterminaler Galaktosereste innerhalb der Glykokonjugate der Zellmembran
war die Bindung von PNA in P16-Transfektanden im Vergleich zu Wildtypzellen signifikant
erhoht. Die reduzierte Sialylierung wurde dartiber hinaus durch die Analyse mit dem Lektin
SNA deutlich, das neben a-2,6- auch o-2,3-verknipfte Neu5Ac erkennen kann
(Produktinformation des Anbieters Vector Laboratories, Burlingame, USA).

Im Rahmen der onkogenen Transformation und Metastasierung wird im Allgemeinen die
bedeutende Rolle der vermehrten Prasentierung a-2,6-gebundener Sialinsaure

hervorgehoben. Diese korreliert in unterschiedlichsten Krebsarten mit der erhdhten
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Expression der Sialyltransferase ST6Gal-l (B-Galaktosid a2,6-Sialyltransferase 1), die als
wichtigstes Enzym fir die Produktion a-2,6-verknipfter Sialokonjugate gilt (Dall"Olio et al.
2001; Poon et al. 2005; Wang 2005). Allerdings konnte eine differenzielle Transkription des
entsprechenden Enzyms zwischen Mock- und P16-transfizierten Capan-1 Zellen Uber
Microarray-Untersuchung nicht detektiert werden (Ergebnis nicht gezeigt). Vielmehr ergab
die detaillierte Analyse der U133- und ST-GeneChip-Datensétze ein deutlich geringeres
Vorkommen der Sialyltransferase ST3Gal-V (B-Galaktosid a2,3-Sialyltransferase V) in P16-
positiven Zellen im Vergleich zur Mock-Kontrolle (Ergebnis nicht gezeigt; FC U133-
GeneChips=15,53+0,78, FC ST-GeneChips=8,50+5,67, n=2), die fir Differenzen auf Ebene
der a-2,3-Sialylierung verantwortlich ist.

Die hervorragende  Stellung von a-2,3-Sialylierung ist in vivo fir den
Bauchspeicheldriisenkrebs bereits beschrieben worden. Uber immunhistologische
Techniken detektierte Itai et al. (1988) eine signifikante Akkumulierung von a-2,3-Sialinsaure
im Serum von Krebspatienten und im Tumorgewebe. Umgebendes Normalgewebe des
Pankreas, das von metastasierenden Zellen infiltriert wird, weist einen entsprechend
geringeren Anteil auf.

Wang et al. (2006) konnten dartber hinaus eine direkte und positive Verbindung zwischen
der GNE-Expression und der ST3Gal-V-Transkription herstellen. In Ubereinstimmung mit
P16-transfizierten Capan-1 Zellen korrreliert eine auf RNAIi basierende, stabile (ShRNA)
GNE-Repression in humanen Nierenzellen (Hek293) mit reduzierter mRNA-Expression der
Sialyltransferase ST3Gal-V. Anders als in Capan-1/+P16/+Anoikis resultiert der spezifische
Knock-Down nicht in Apoptose, sondern fihrt in Hek293-Zellen tber die gezielte Aktivierung
der ERK1/2-Signalkaskade zu Proliferation. Die abweichenden Ergebnisse in Bezug auf den
physiologischen Einfluss der GNE kdnnten in den unterschiedlichen experimentellen in vitro
Systemen liegen. Zumindest laRt sich aus den Erkenntnissen von Wang et al. der
Stellenwert der GNE fur fundamentale Prozesse der Zelle, wie Proliferation bzw. Apoptose,

ableiten und deutet damit auf eine potenzielle Involvierung in Anoikis-relevante Prozesse hin.

4.4 Transkriptionelle Regulierung der  GNE in Capan-1 Zellen und Mutanten

Die molekularbiologische Ursache fiir die signifikant verminderte GNE-Expression in P16-
Mutanten ist unklar. Wahrend die biochemischen Eigenschaften und die Struktur des
Enzyms in den letzten Jahrzehnten eingehend untersucht und beschrieben wurden, ist nur
wenig Uber dessen transkriptionelle Regulierung bekannt. Unterschiedliche Befunde
sprechen fir eine mdgliche Beteiligung epigenetischer Mechanismen. Methylierung von

Promotorbereichen fuhrt in Krebszelllinien, wie Morris Hepatomzellen (Oetke et al. 2003),
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sowie in HIV-infizierten Lymphozyten (Giordanengo et al. 2004) zu einer deutlich dezimierten
MRNA-Menge der GNE und zu Hyposialylierung aufgrund verminderter Enzymaktivitat.

Die Applikation des Methylierungsinhibitors 5-Aza-dC in GNE-defizienten pl6-
Transfektanden induzierte lediglich eine schwache Aktivierung auf Transkriptionsebene. In
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Oetke et al. durch identische Behandlung
unterschiedlicher Krebszelllinien war der Effekt allerdings nicht so hoch wie in normal
sialylierten Zellen (Oetke et al. 2003). Die zusatzliche transkriptionelle Induktion im Capan-1
Wildtyp deutet in diesem Zusammenhang darauf hin, dass epigenetische Methylierung nicht
als alleiniger Effekt die differenzielle Expression bedingt. Vielmehr koénnte diese
posttranskriptionelle Modifizierung einen generellen Mechanismus zur Feinregulierung der
GNE darstellen.

4.5 Funktionelle Relevanz der GNE fir Anoikis

Wie bereits durch Andre et al. beschrieben (2007), korreliert die differenzielle Glykosylierung
in Mutanten von Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen mit der erhéhten Reifung, Aggregation
und Bindungsaktivitat des asB;-Integrins, das in P16-positiven Zellen vermehrt exprimiert
wird (Plath et al. 2000). Integrine sind heterodimere Glykoproteine, die in ihrer Funktion als
Transmembranrezeptoren vorrangig die Bindung von Zellen an Proteinkomponenten der
ECM, wie Kollagen, Laminin, Vitronektin und Fibronektin, herstellen (Bellis 2004; Seales et
al. 2003) und seit Pragung der Terminologie als zentrale Vermittler der Anoikis gelten (Frisch
et al. 1997). Die Ligandenbindung und die damit verbundene Konformationsanderung der
Integrinrezeptoren aktiviert dabei unterschiedliche intrazellulare Signalkaskaden, die das
Uberleben der Zelle bzw. die Einleitung von Apoptose bestimmen (Jin et al. 2004). Die B;-
Untereinheit wird ubiquitér exprimiert und bildet mit unterschiedlichen a-Integrinen aof3-
Kombinationen (Bellis 2004), wobei die Paarung die Spezifitat fur die jeweiligen Liganden
determiniert. So ist das asB;-Integrin als Fibronektinrezeptor bekannt (Seales et al. 2003),
dessen transkriptioneller Verlust in vivo haufig mit maligner Transformation und einer
erhdéhten Tumorigenitat korreliert (Barrios et al. 2009). Kuwada et al. (2005) konnten
dagegen eine de novo Expression des Fibronektinrezeptors in Kolonkarzinom-Zellen mit der
Minderung von Proliferation und Metastasierung in Verbindung bringen. In diesem
Zusammenhang wird das asB;-Integrin als Protein mit Tumorsuppressor-ahnlicher Aktivitét
beschrieben. Plath et al. (2000) konnten zeigen, dass in P16™“*-transfizierten Capan-1
Pankreaskarzinom-Zellen das vermehrte Vorkommen des Fibronektinrezeptors direkt mit der
Manifestierung des Anoikisphanotyps korreliert. Uber die Applikation von antisense-cDNA

gegen die as-Untereinheit war der pro-apoptotische Effekt revertierbar.
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Im Allgemeinen wird die Funktionalitat der Integrine im Hinblick auf Zelladhdsion an ECM-
Komponenten bzw. Ligandenkontakt Uber Glykosylierung und Sialylierung reguliert (Bellis
2004; Christie et al. 2008; Seales et al. 2005). Der funktionelle Einfluss der
Kohlenhydratzusammensetzung der Zellmembran auf die Interaktion mit Proteinen ist dabei
vermutlich struktureller Natur, da die eingefihrten Konformations- und Ladungsanderungen
zur Maskierung bzw. Demaskierung kritischer Bindungsbereiche des Molekils fiihren (Bellis
2004; Seales et al. 2005). So stimuliert eine gezielte Desialylierung in vitro die Bindung von
asB; an Fibronektin (Bellis 2004), aber auch an andere interagierende Proteine, wie Galektin-
1 (Gal-1; Fischer et al. 2005; Suzuki et al. 2006).

Andre et al. (2007) konnten parallel zum bekannten erhéhten Vorkommen des
Fibronektinrezeptors in P16-substituierten Capan-Zellen einen transkriptionellen Anstieg von
Gal-1 detektieren. Die genaue biologische Funktion der bisher Uber 15 identifizierten,
hochkonservierten humanen Galektine ist unklar (Martinez et al. 2004; Zhuo et al. 2008).
Gal-1 gilt in sezernierter Form als Wachstumsinhibitor und tbt eine antiproliferative Wirkung
in epithelialen Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs dber die Interaktion mit
Kohlenhydrateinheiten von Zelloberflachenrezeptoren aus. Der Fibronektinrezeptor asfp; wird
als wichtigster Vermittler seiner zellularen Antwort gesehen und fungiert als Modul fur die
Effektorfunktion des Lektins (Fischer et al. 2005). In P16-Transfektanden wurde die
bevorzugte Interaktion durch Co-Immunopréazipitation des Integrins mit Gal-1 belegt (Andre
et al. 2007). In diesem Zusammenhang konnten Andre et al. (2007) dartber hinaus eine
positive Korrelation zur Anoikisrate herstellen. Die funktionelle Interaktion der beiden
Komponenten Lektin und Integrin bewirkte die Inhibierung der Zellteilungs-relevanten
MAPK/ERK-Kinasekaskade und resultierte in einem Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus
(Fischer et al. 2005).

Der Verlust des terminalen Zuckers Neu5Ac durch reduzierte GNE-Expression in P16-
positiven Pankreaskarzinom-Zellen kénnte demnach in diesem Zusammenhang den
molekularen Schalter darstellen, der Integrin-vermittelte Anoikis triggert. Mdglicherweise
erleichtert verminderte Sialylierung die Bindung interagierender Proteine, wie Fibronektin

oder Gal-1, an Galaktose in subterminalen Molekilbereichen des asf3;.

Entsprechend der transkriptionellen GNE-Defizienz und der daraus resultierenden
Hyposialylierung in P16-transfizierten Capan-1 Zellen wurde der funktionelle Einfluss des
Schlusselenzyms der Sialinsaurebiosynthese auf die Manifestierung der Anoikis-
Suszeptibilitdét Gber RNA-Interferenz  untersucht. Eine gezielte Minderung der
Enzymexpression war tber die Induktion des Target-spezifischen Knock-Downs durch eine
spezifische Sequenz synthetischer siRNA in Wildtypzellen mdglich. Aufgrund der hohen

Stabilitdt des GNE-Proteins von tber 72h (unverdffentlicht; personliche Mitteilung durch Prof.
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S. Hinderlich, University of Applied Biosciences, Beuth-Hochschule fir Technik, Berlin) und
des transienten Effekts der Methode musste die Behandlung nach 48h wiederholt werden.

Der spezifische Knock-Down der GNE fihrte zu einer effektiven Reduzierung der
entsprechenden mRNA von ca. 80%. Dies war mit einem distinkten Einfluss auf die
Proliferation der siRNA-transfizierten Capan-1 Wildtypzellen verbunden. Die PI-Féarbung und
anschlielende FACS-Analyse verdeutlichten eine fast vierfache Erhohung apoptotischer
Zellen durch gezielte posttranskriptionelle Hemmung. Dieser Effekt war spezifisch fur die
sub-G1 Phase und erreichte annahernd das fir GNE-defiziente P16-Transfektanden
beschriebene Anoikisniveau (4,9facher Anstieg im Vergleich zu Mock-Transfektanden; Plath
et al. 2000). Auf Basis dieser Resultate konnte ein bedeutender Einfluss des Enzyms auf die
Auspragung von Anoikis belegt werden, der vermutlich Uber Veranderungen der

Oberflachensialylierung vermittelt wird.

Allerdings kann Uber diesen Ansatz ein mdglicherweise direkter Effekt des GNE-Proteins
selbst nicht eindeutig ausgeschlossen werden. Zumindest veranschaulichte die
Bindungsanalyse des siRNA-behandelten Capan-1 Wildtyps mit dem Galaktose-spezifischen
Lektin PNA via FACS nur eine schwache Wirkung der RNAIi auf Sialinsdureebene. Im
Vergleich zur Negativkontrolle (AllStars Negativkontroll-siRNA, Fa. Qiagen) wurde durch
gezielte Supprimierung der GNE nur eine etwa zweifache Reduktion membranstandiger
Neuraminsaure induziert (Ergebnis nicht gezeigt). Im Hinblick auf die vergleichsweise starke
PNA-Bindung in Enzym-defizienten, hyposialylierten P16-Transfektanden im Vergleich zum
nativen Capan-Wildtyp (58facher Unterschied) lasst eine vorrangige Vermittlung der Anoikis-
Suszeptibilitat tber Sialylierung der Zelloberflache unwahrscheinlich erscheinen.

Ahnlich kontrovers ist die physiologische Rolle der GNE fiir die Manifestierung der
neuromuskularen Erbkrankheit HIBM. Eine breite Verteilung von Mutationen Uber den
gesamten Genbereich flihren zu Defekten in der Epimerase- und Kinasedoméne, die sich in
deutlicher enzymatischer Hypoaktivitat auspragen (Eisenberg et al. 2008). Wider Erwarten
konnten in diesem Zusammenhang bislang jedoch keine allgemeinen Auswirkungen auf die
Membransialylierung nachgewiesen werden, die den Phanotyp der progressiven
Muskelschwéche bedingen kdnnten (Amsili et al. 2007; Eisenberg et al. 2008; Savelkoul et
al. 2006). Diese Beobachtung dient als wichtiger Hinweis dafiir, dass sich im Rahmen der
erblich bedingten degenerativen Erkrankung die Defizite am GNE-Molekil nicht Gber die
Bereitstellung von Neu5Ac aufRern, sondern dass vielmehr das Enzym selbst eine direkte
Effektorfunktion erfillen kdnnte. Interessanterweise deuten neuere wissenschaftliche
Erkenntnisse darauf hin, dass HIBM-assoziierter Gewebeabbau durch apoptotische
Ereignisse gefordert werden konnte. So beschrieben Amsili et al. (2007) in diesem

Zusammenhang eine erhodhte Expression pro-apoptotischer Caspasen 3 und 9 und einen
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Anstieg der Apoptoserate in Primérkulturen von HIBM-Myoblasten. Dies steht in
Ubereinstimmung mit der funktionellen Relevanz der GNE fiir die Manifestierung von
Anoikis, die in vorliegender Arbeit tber gezielte mRNA-Reprimierung im Capan-1 Wildtyp

bestétigt werden konnte.

4.6 Microarray-basierte Charakterisierung der  GNE

Verschiedene neuere Studien, deren Fokus weniger auf der biochemischen als der
funktionellen Charakterisierung der GNE liegt, verweisen neben der bekannten zentralen
Bedeutung bei der Sialinsaurebiosynthese auf eine maogliche zusatzliche Involvierung des
Molekils in elementare zellulare Prozesse, wie Wachstum bzw. Differenzierung (Kontou et
al. 2008 und 2009; Weidemann et al. 2009). Dieser Einfluss kénnte transkriptioneller Natur
sein. In diesem Kontext konnten Krause et al. (2005) auf Grundlage von
immunhistochemischen Methoden sowohl in Skelettmuskel- als auch in HelLa-Zellen ein
subzellulares Vorkommen der GNE auf3er im Zytoplasma und Golgi-Apparat auch im
Nukleus detektieren. Neben der Lokalisierung im Zellkern kénnten strukturelle Eigenschaften
des Enzyms die Bindung an DNA prinzipiell beglnstigen. So weist die Aminoséduresequenz
der GNE im C-terminalen Bereich der Kinasedoméne ein fiir zytoplasmatische Proteine eher
untypisches Leuzin-Zipper-Motiv auf (Stasche et al. 1997), das fir viele eukaryotische,
Nukleinsédure-bindende Proteine charakteristisch ist. Ein Screening nach interagierenden
Proteinen im Yeast Two-Hybrid System erwies auf3erdem eine Assoziation mit dem
promyelotischen Zinkfingerprotein PLZF, der als Transkriptionsfaktor entwicklungsrelevanter
Hox-Gene gilt (Weidemann et al. 2006). Unter Berticksichtigung dieser Erkenntnisse und im
Hinblick auf das Vorkommen unterschiedlicher gewebespezifischer Spleissvarianten ohne
eindeutigen Einfluss auf die Sialinsdurebiosynthese bezeichneten Wang et al. (2006) die

GNE als sog. ,Moonlighting“-Protein, das multiple zellulare Funktionen erflllen kénnte.

Vermehrte Hinweise verschiedener Untersuchungen deuten auf eine fundamentale Rolle der
GNE bei Proliferationsprozessen der Zelle hin, die von der Sialinsdureebene unabhangig ist.
So fiihrte die stabile Uberexpression des Proteins in Ratten PC12-Zellen — einem gangigen
in vitro Modell fir neuronale Entwicklung - zum Auswachsen von Neuriten, ohne
Hypersialylierung zu induzieren (Kontou et al. 2008).

Vermutlich ist die GNE direkt an der Transkription Differenzierungs- und Wachstums-
relevanter Gene beteiligt. Uber eine genomweite Analyse des Expressionsprofils muriner,
Enzym-defizienter embryonaler Stammzellen gegen entsprechende Wildtypzellen (GNE-/-
vs. GNE +/+) auf Maus-spezifischen Oligonukleotid-Arrays von Affymetrix (GeneChip®

Mouse Genome 430 2.0 Array) konnten Weidemann et al. (2009) eine dahingehende
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madgliche Involvierung feststellen. Diese Studie stellt die bis dahin erste Microarray-basierte,
funktionelle Untersuchung in diesem Zusammenhang dar. Daraus ging eine positive
Korrelation zwischen der GNE-Expression und der mRNA-Menge von Wachstumsfaktoren,
wie dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) 7, sowie entsprechenden Rezeptoren FGFR 1
und 2, hervor. Die Zuordnung der bei dieser Analyse detektierten, differenziell regulierten
Gene in metabolische und regulatorische Pfade (Pathway-Analyse) ergab, dass der Effekt
auf die Proliferation der Zelle vornehmlich Uber die MAP-Kinase Signalkaskade vermittelt
wird. Dieser Aspekt ist im Hinblick auf die bekannte, zentrale Funktion des Zellteilungs-
relevanten Ras/MAP/ERK-Pfades fir die Auspragung von Anoikisresistenz in Tumorzellen
besonders interessant (Chiarugi et al. 2008). Daher dient dieser Befund als wichtiger Beleg
fur die bei vorliegender Arbeit nachgwiesene Induktion von Anoikis durch selektive
Minderung der GNE via RNA..

Um den putativ transkriptionellen Einfluss der GNE im Rahmen von Anoikis zu
konkretisieren, wurde das Expressionsprofil in Abhangigkeit vom Vorkommen des Enzyms in
Capan-1 Zellen untersucht. Ein weiteres Ziel der Analyse war die Erweiterung des
funktionellen Spektrums des Proteins tber die Sialinsdurebiosynthese hinaus, tber das es
bislang wenige detaillierte Hinweise gibt. Dazu wurde die Genexpression GNE-defizienter
P16-Transfektanden im Vergleich zur Mock-Kontrolle mithilfe von Affymetrix GeneChips
verglichen. Parallel dazu wurde das Transkriptionsprofil SiRNA-behandelter Capan-1 Zellen
im Vergleich zu Negativkontroll-siRNA transfizierten Zellen analysiert.

Zur Detektion tbertragbarer und damit biologisch relevanter Marker wurde ein umfassender
Inter-Plattform Analyseansatz konzipiert. Dieser sah die Einbeziehung der kombinatorischen
Untersuchung des Transkriptoms von Capan-1/+P16/-GNE (P16-Transfektanden) und
Capan-1/-P16/+GNE (Mock-Kontrolltransfektanden) auf U133- und ST-GeneChips von
Affymetrix (n=2) vor. Das Kernstlick der Analyse lag allerdings im RNAi-Datensatz. Dazu
wurden Capan-1 Zellen in 4 unabhangigen Versuchen mit GNE-spezifischer und Kontroll-
siRNA transfiziert und das daraus resultierende differenzielle Genexpressionsmuster der
behandelten Zellen auf U133-Arrays abgeleitet.

In Analogie zur qualitativen Evaluierung der Microarray-Experimente fir den Vergleich der
Gruppen Mock vs. P16 wurde vor der eigentlichen Datenanalyse die Reproduzierbarkeit
geprift. Die Ermittlung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson ergab fir den RNAI-
Datensatz auf U133-GeneChips (n=4) eine auf3erst hohe Giite.

Basierend auf der transienten Wirkung von siRNA (2.2.2) wurden durch GNE Knock-Down
allerdings wenige differenziell regulierte Probe Sets mit starkem transkriptionellen
Unterschied (FC=3,0) detektiert. Synthetische, doppelstrangige Oligonukleotide vermitteln im

Allgemeinen einen proportional mit den Zellteilungen abnehmenden Effekt auf mRNA-
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Degradierung. Die Reexpression von P16™**® im alternativen System fiir Enzymdefizienz in
Capan-1 beruht dagegen auf vektorialem Transfer (eukaryotischer Expressionsvektor
pRCcmy, Fa. Invitrogen; 2.1.1.1). Das eingefuhrte Plasmid induziert eine stabile GNE-
Repression, die in einer groBeren Anzahl von Transkripten mit hohem Fold Change
zwischen P16- und Mock-Transfektanden resultierte.

Um dennoch eine adaquate Anzahl an validen Markergenen determinieren zu koénnen,
wurden Selektionskriterien mit niedriger Stringenz angewendet. Bei der analytischen
Zusammenfuhrung beider Datenséatze fur differenzielle GNE-Transkription wurden aus dem
Plattorm-ubergreifenden Vergleich zwischen Capan-1/+P16/-GNE und Mock-Kontrollzellen
nur Probe Sets mit einem Fold Change lber 1,5 integriert. Aus der Analyse von Capan-1
Zellen mit spezifischer, RNAi-vermittelter GNE-Minderung wurden dagegen 138 Transkripte
einbezogen, die einen mindestens zweifachen Expressionsunterschied (p<0,05) aufwiesen.
Auf dieser Grundlage wurden in der Schnittmenge der Gruppen ,SiRNA-GNE vs. Negativ-
Kontrolle* sowie ,P16 vs. Mock" 34 annotierte Gene gefunden. Aus dieser Auswahl wurden
letztlich 9 Gene selektiert, die aufgrund ihres Fold Changes und ihrer Signifikanz (p-Wert) im
RNAi-Datensatz als robuste, GNE-assoziierte Biomarker gelten konnten. Diese
Kandidatengene wiesen auch zwischen P16- und Mock-Transfektanden eine vergleichbare
Expressionsdifferenz und eine identische Transkriptionsrichtung auf. Die in diesem
Zusammenhang identifizierten Marker waren ASNS, CHAC1, COL13Al1, JDP2, PLAT,
PRTFDC1, PSAT1, TRIB3 und VPS24. In Korrelation zu verminderter GNE-Expression in
P16-positiven und siRNA-behandelten Capan-1 Zellen wiesen COL13A1, PLAT, PRTFDC1
und VPS24 eine reduzierte Transkription auf. Im Gegensatz dazu war das
Expressionsniveau aller anderen selektierten Gene erhoht. Der Expressionstrend der
ausgewahlten Marker wurde mittels quantitativer Real-Time PCR validiert und konnte

bestatigt werden.

Um einen Uberblick tber das jeweilige Funktionsspektrum der ausgewahlten GNE-
abhéngigen Gene zu erhalten, wurde eine umfangreiche Datenbank- und Literatursuche
durchgefuhrt. Dabei fiel zunachst auf, dass CHAC1, JDP2, PLAT, TRIB3 und VPS24 mit
dem programmierten Zelltod assoziiert werden. Dies bestatigt den funktionellen Bezug der
GNE zu Anoikis, der bei vorliegender Arbeit Uber spezifischen Knock-Down nachgewiesen
wurde. Dartber hinaus werden ASNS sowie die Apoptose-relevanten Gene CHACL1, JDP2
und TRIB3 mit der sogenannten ,Unfolded Protein Response” (UPR) in Verbindung
gebracht.

Die UPR fungiert als physiologisches Schutzprogramm in Anpassung an ER-Stress, der aus
der Akkumulierung falsch gefalteter Proteine im ER-Lumen und einer damit einhergehenden

Uberlastung der Prozessierungskapazitat des Kompartiments resultiert (Szegezdi et al.
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2006). Die Faktoren, die zu Stérungen der genau regulierten Homeostase von
Proteinsynthese, -reifung und —transport fihren, sind vielfaltig. So tragen neben Mutationen
relevanter Proteine, wie Chaperone, und Infektionen mit bestimmten Pathogenen, v.a.
Verédnderungen im Stoffwechsel, wie allgemeiner Nahrstoff- bzw. Glukosemangel, zur UPR-
Induktion bei (Rutkowski et al. 2004). Unter dem Begriff Unfolded Protein Response werden
kollektiv drei Signaltransduktionskaskaden zusammengefasst, die in Folge von ER-Stress
transkriptionelle und translationelle Kontrollmechanismen zur Minderung der Proteinlast und
ihrer zytotoxischen Auswirkungen einleiten (Abb. 27; Feldman et al. 2005). Diese sehen
vorrangig die Reduzierung der allgemeinen Proteinsynthese sowie die effektive Erhéhung
der Proteinfaltungs- und Degradierungskapazitat des ER vor und sichern somit primar das
Uberleben der Zelle (Szegezdi et al. 2006). Neuere wissenschaftliche Studien verweisen
zusatzlich auf eine pro-apoptotisch ausgerichtete Antwort im Rahmen der UPR. Diese ist
vorwiegend an die Dauer der Stresseinwirkung gekoppelt (Lin et al. 2007).

In erster Linie wird die komplexe zellulare Antwort von den drei ER-standigen
Transmembranrezeptoren PERK (PKR-Like ER Kinase), ATF6 (Activating Transcription
Factor 6) und IRE1 (Inositol Requiring Enzyme 1) vermittelt, die als Sensorproteine
fungieren. Unter normalen Bedingungen sind diese inaktiv und luminal mit dem wichtigsten
ER-Chaperon GRP78 (Glucose-Regulated Protein 78kDa) assoziiert, das auch als BiP
(Immunoglobuline Heavy Chain Binding Protein) bekannt ist. Durch die Anhaufung
missgefalteter Proteine dissoziiert GRP78 von den drei Rezeptoren und bindet an
fehlprozessierte Proteine. Dieser Prozess impliziert die Aktivierung der ER-Sensoren, die
downstream die Translation der Transkriptionsfaktoren ATF4, ATF6 und XBP1 (X-Box
Binding Protein 1) induzieren (Abb. 27).

Eine hervorragende Rolle fir die Forderung der apoptotischen Effektorantwort im Kontext
von ER-Stress scheint der Uber PERK getriggerte UPR-Pfad einzunehmen (Lin et al. 2007).
Insbesondere die ATF4-abhangige Transkription flhrt zum rapiden Anstieg der Expression
des Gens CHOP (C/EBP Homology Protein), das auch als DDIT3 bezeichnet wird. Das unter
normalen Bedingungen kaum zu detektierende Proteinprodukt induziert bei zellularem Stress
Uber die Bindung an die Zyklin-abhangige Kinase 2 (CDK2) eine allgemeine
Zellzyklusblockierung in der G1-Phase und Apoptose in unterschiedlichsten Zellltypen (Bento
et al. 2009). Dartber hinaus definierte Mungrue et al. im Jahr 2009 das bis dahin nicht
charakterisierte  CHAC1 (Cation Transport Regulator Homolog 1) als neue Zelltod-
vermitteinde Komponente der UPR stromabwarts des ATF4-CHOP-Signalweges.
Entsprechend dieser Funktion konnte in vorliegender Arbeit Uber die umfassende
Microarray-Analyse in  Anoikis-empfindlichen, GNE-defizienten siRNA- und pl6-

Transfektanden eine Uberexpression von CHAC1 detektiert werden.
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TRIB3 (Tribbles Homolog 3) wurde 2005 als weiteres Stress-assoziiertes Gen identifiziert,
das ATF4/CHOP-abhangig aktiviert wird (Ohoka et al 2005). In Ubereinstimmung mit CHAC1
wird dieses Target des PERK-Reaktionsarmes in Zellen mit verminderter GNE-Expression
(Capan-1/+P16, Capan-1/GNE-siRNA) stark transkribiert. Neuere Untersuchungen
beschreiben einen bedeutenden Einfluss von Tribbles fir die Einleitung des programmierten
Zelltods. Dieser beruht vorrangig in der direkten Inhibierung der Serin/Threoninkinase Akt
und der MAP-Kinase, die zentrale Elemente Uberlebens-relevanter Signaltransduktionswege
darstellen (Ohoka et al. 2005; Ord et al. 2007). Mdglicherweise dient TRIB3 als genereller
Sensor und Modulator der UPR-Reaktion. So konnten Ohoka et al. (2005) und Su et al.
(2008) zeigen, dass das Protein bei transientem ER-Stress eine ATF4/CHOP-Blockierung
vermittelt, wahrend potente und dauerhafte Stress-Stimuli zu einem TRIB3-Uberschuss und
Apoptoseinduktion fuhren.

Ein zusatzliches transkriptionelles Zielgen des ATF4-CHOP-Signaltransduktionszweiges der
Unfolded Protein Response stellt die Asparagin Synthetase (ASNS) dar (Gjymishka et al.
2009). Dieses Enzym hat eine zentrale Funktion bei der Biosynthese der Aminosaure
Asparagin. Bedingt durch spezifische Promotorsequenzen (sog. Nutrient-Sensing Response
Elements, NSRE), die als Nahrstoff-abhangige Enhancer-Elemente wirken, ist die
Regulierung der ASNS besonders vom physiologischen Status der Zelle bzw. Stdrungen der
Homeostase abhangig (Chen et al. 2004). In Analogie zu CHAC1 und TRIB3 wird ASNS in
Capan-Zellen mit reduzierter GNE-Expression (Capan-1/+P16, Capan-1/GNE-siRNA)
vermehrt transkribiert. Diese Beobachtung weist auf die gro3e Bedeutung der Aktivierung
des PERK-abhéngigen Signalweges fur die Manifestierung des Anoikis-Phanotyps hin.
Allerdings scheint dieser nicht ausschlief3lich im programmierten Zelltod zu miinden. Cui et
al. (2007) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine auf Glukosemangel
zuriickzufiihrende Uberexpression von ASNS die Uberlebensfahigkeit von MiaPaca2
Pankreaskarzinom-Zellen fordert. Eine dahingehende Effektorantwort im primér apoptotisch
ausgerichteten Signalarm verdeutlicht den widersprichlichen Charakter des noch
weitestgehend undefinierten komplexen Mechanismus der UPR. Unabhéngig von der Art des
Stressreizes werden im Allgemeinen simultan adaptive Reaktionen ausgeldst, die den
Fortbestand der Zelle sichern, aber auch zum Zelltod fuhren kénnen (Rutkowski et al. 2006).
Allerdings konnten diese antagonistischen Antworten womdglich der Feinanpassung des
jeweiligen Effektorsignals dienen.

Auch das Jun-Dimerisierungsprotein 2 (JDP2) wird in GNE-defizienten Zellen (P16- und
siRNA-Transfektanden/Capan-1) verstarkt exprimiert. Unterschiedliche Studien belegen eine
anti-apoptotische Eigenschaft des JDP2 (Lerdrup et al. 2005; Weidenfeld-Baranboim et al.
2008). Dagegen fordert JDP2 in Myoblasten durch Reprimierung des Zyklins D1 einen

Zellzyklusarrest, der die Muskelzelldifferenzierung aktiviert (Ostrovsky et al. 2002).
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Womdglich determiniert der Zelltyp die jeweilige Funktion des Proteins (Lerdrup et al. 2005).
Weidenfeld-Baranboim et al. (2009) konnten dariiber hinaus einen direkten Einfluss von
JDP2 auf den PERK/ATF4/CHOP-Zweig der Unfolded Protein Response feststellen. Die
Uberexpression des Jun-Dimerisierungsproteins 2 filhrte in unterschiedlichen in vitro
Modellen zur reduzierten Expression des Transkriptionsfaktors ATF3, der als Target von
ATF4 gilt. Auf dieser Grundlage wird diskutiert, dass JDP2 Uber die negative Regulierung
von ATF3 die adaptive zellulare Reaktion der UPR modulieren und damit eine generelle
Funktion bei der Determinierung der Reizschwelle fur die Auslésung der Effektorantwort des
ATF4-Armes erfillen kénnte (Weidenfeld-Baranboim et al. 2009).

Insgesamt deuten vorliegende Resultate darauf hin, dass der auf GNE-Repression
basierende  Apoptosephdnotyp in  Capan-1  Pankreaskarzinom-Zellen auf der
transkriptionellen Aktivierung distinkter Elemente des ATF4-ATF3-CHOP-Pfades der
Unfolded Protein Response beruhen konnte. Allerdings kann in diesem Zusammenhang
nicht abschlieRend geklart werden, inwiefern der enzymatische Verlust die ER-Stress
spezifische, apoptotische Antwort begiinstigt. Uber quantitative Real-Time PCR wurde daher
gezielt die Expression weiterer Schlusselgene dieses Prozesses Uuberprift, die in der
Schnittmenge der Microarray-Daten beider GNE-Modellsysteme nicht detektiert wurden.

Der initiale Ausloser der UPR ist die Assoziation des ER-Chaperons GRP78 bzw. BiP mit
fehlgefalteten Proteinen und die damit einhergehende Dissoziation von transmembranen
Sensorproteinen, die das Signal weiterleiten. Es ist bekannt, dass die differenzielle
Expression des BiP-Proteins entscheidend den Charakter der eingeleiteten Reaktion
bestimmt. So wird die transkriptionelle Supprimierung des Chaperons mit der Forderung des
programmierten Zelltods in Verbindung gebracht (Reddy et al. 2003). Der Target-spezifische
Knock-Down der GNE zeigte Uber Quantifizierung via TagMan-PCR keinen Effekt auf die
MRNA-Menge des GRP78. Vielmehr impliziert die siRNA-vermittelte GNE-Repression in
Capan-1 Zellen eine direkte Anregung der pro-apoptotischen UPR-Antwort und bewirkt eine
distinkte Expressionssteigerung des Transkriptionsfaktors CHOP/DDIT3, der Zelltod-

relevante Effektorantworten triggert.

Abgesehen von der Involvierung in transkriptionelle Prozesse kdnnte die GNE generell an
der Aufrechterhaltung der zellularen Proteinhomeostase beteiligt sein. So wird die bislang
wenig charakterisierte Kinase-Domane des bifunktionalen Enzyms — genau wie das ER-
Chaperon GRP78 (Zhang et al. 2004) - der Hsp70 (Heat Shock Protein 70)-Uberfamilie
zugeordnet (Berger et al. 2002). Das Hauptmerkmal vieler Vertreter der Hitzeschockproteine
liegt in der Forderung der korrekten Faltung von Polypeptidketten, aber auch in der gezielten

Unterdriickung des programmierten Zelltods (Markopoulous et al. 2009). Mdglicherweise
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induziert daher eine Expressionsreduktion der GNE einen Mechanismus, der Apoptose-
relevante Signalpfade induziert.
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Abb. 27: Schematische Ubersicht der  Unfolded Protein Response (UPR) Als Reaktion auf die Ansammlung
ungefalteter Proteine dissoziiert das Chaperon GRP78 von den transmembranen ER-Stress Rezeptoren PERK,
ATF6 und IRE1 und induziert damit deren Aktivierung. Stromabwarts werden durch den Einfluss unterschiedlicher
Transkriptionsfaktoren Effektorantworten ausgeldst, die die physiologische ER-Funktionalitat wieder herstellen.
Diese flihren zur Blockierung weiterer Proteinsynthese und erh6éhen die Faltungskapazitat und die Degradierung
von Proteinaggregaten. [modifiziert nach Szegezdi et al. 2006]

Neben ER-Stress relevanten Genen konnten im umfassenden Vergleich der
Expressionsprofile GNE-defizienter gegen Capan-1 Zellen mit hoher Enzymexpression
weitere Kandidatengene gefunden werden. Diese weisen einen unterschiedlichen
funktionellen Bezug zu Apoptose bzw. zum Anoikis-Phanotyp auf.

Die Serinprotease PLAT (Plasminogen Activator, Tissue) ist ein anerkannter Biomarker des
Pankreas-Adenokarzinoms, die einen bedeutenden Einfluss fir den krebsspezifischen
Gewebeum- und abbau hat sowie Proliferation, Migration, Invasion und Metastasierung
maligner Zellen férdert (Laurell et al. 2006). Im murinen Modell konnte das Zellteilungs-
relevante Potenzial von PLAT mit einer spezifischen Aktivierung der ERK1/2-Signalkaskade
in Zusammenhang gebracht werden (Ortiz-Zapater et al. 2007). Daher ist anzunehmen, dass
die verminderte Enzymtranskription, die in Zellen mit reduziertem GNE-Vorkommen (Capan-
1/GNE-siRNA, Capan-1/+P16) uber Microarray-Analyse detektiert wurde, zum
programmierten Zelltod beitragen konnte. Einen entsprechenden Hinweis fir diese
Korrelation fanden Wang et al. (2006). So war ein spezifischer, tUber shRNA-vemittelter
stabiler Knock-Down der GNE in humanen Nierenzellen Hek293 mit reduzierter

Phosphorylierung der MAP-Signalkinase ERK1/2 verbunden.
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Auf &hnliche Weise bedingt eine dezimierte mMRNA-Menge des Gens VPS24 (Vacuolar
Protein Sorting 24 Homolog, S. cerevisiae), wie in Anoikis-suszeptiblen Capan-1/-GNE
Zellen (siRNA- und P16-Transfektanden), eine Hemmung der Proliferation. Die biologische
Funktion von VPS24 liegt im Allgemeinen in der Mitwirkung beim endosomalen Transport
von Membranproteinen zu Lysosomen (Raiborg et al. 2008). Allerdings fuhrte eine SiRNA-
bedingte Repression nicht nur zur Inhibierung der endosomal-lysosomalen Fusion, sondern
bewirkte die Inaktivierung der MEK/ERK-Signaltransduktion (Bache et al. 2006).

PRTFDC1 (Phosphoribosyl Transferase Domain Containing 1) ist bislang kaum funktionell
charakterisiert. In vitro wurde durch Expressionsminderung Uber RNAI eine Beteiligung an
der Regulierung des G0/G1-Ubergangs detektiert. Im Gegensatz zu GNE-defizienten Capan-
1 Zellen, die eine reduzierte PRTFDC1-Transkription aufweisen, wird kein Zellzyklusarrest
eingeleitet. Stattdessen wird der Eintritt der proliferierenden Zellen in die S-Phase gefdrdert
(Suzuki et al. 2007). Dies legt die Vermutung einer mdoglicherweise Zelllinien-abhangigen
Funktionalitat nahe. Ahnliches konnte fur die Phosphoserin-Aminotransferase 1 (PSAT1)
zutreffen, die im Pankreas, Gehirn und in der Leber ein hohes Transkriptionsniveau aufweist,
im Kolon und der Prostata dagegen vermindert transkribiert wird. Eine Uberexpression von
PSAT1 in der kolorektalen Tumorzelllinie SW480 determiniert Proliferation (Vie et al. 2008),
wahrend siRNA- bzw. P16-transfizierte Capan-1 Pankreaskarzinom-Zellen durch Anoikis
gekennzeichnet sind.

Das Kollagen 13 (COL13Al1) wird anders als die Ubrigen Kollagentypen nicht sekretiert,
sondern transmembran inkorporiert und stellt eine wichtige Komponente von Zell-Zell- bzw.
Zell-Matrix-Interaktionen dar (Kvist et al. 2001; Tuomisto et al. 2008). Entsprechend kdnnte
die in GNE-defizienten Zellen ermittelte Expressionsreprimierung eine grundlegende
Funktion bei der Auspragung des Anoikis-Phéanotyps erfilllen, der sich durch

Adhasionsverlust zur ECM auszeichnet.

Zusammenfassend konnte die Microarray-basierte Charakterisierung die Hinweise zur Rolle
der GNE bei fundamentalen zellularen Prozessen, wie Wachstum und Entwicklung, erharten
(Kohla et al. 2002; Kontou et al. 2009; Weidemann et al. 2009). Diese essenzielle
Funktionalitat impliziert, dass ein transkriptioneller Verlust - wie fir P16- und siRNA-
transfizierte Capan-1 Zellen eindeutig gezeigt werden konnte — zur Einleitung von Apoptose
fuhrt.
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4.7 Evaluierung des Expressionsprofils ~ GNE-assoziierter Gene im humanen Pankreas-

Adenokarzinom

Eine Validierung und Uberpriifung der Ubertragbarkeit der in vitro identifizierten, GNE-
abhangigen Kandidatengene war mithilfe der krebsspezifischen Microarray-Datenbank
ONCOMINE moglich. Dabei wurde deutlich, dass die Transkriptionsrichtung, die Uber
Affymetrix GeneChip-Analyse zwischen GNE-defizienten Zellen (siRNA- und P16-
transfizierte Capan-1 Zellen) und Zellen mit hoher Enzymexpression determiniert wurde,
kongruent zwischen Normal- und Tumorgewebe der Bauchspeicheldrise ist. Beispielsweise
ist die mRNA-Menge von PLAT, einem anerkannten Tumormarker des Pankreas-
Adenokarzinoms (Laurell et al. 2006), im gesunden Organ wie auch in siRNA- und P16-
transfizierten Capan-1 Zellen vermindert. Ein Ubertragbares Regulationsmuster zwischen
nichtmalignem und malignem Pankreas sowie Capan-1/-GNE vs. Capan-1/GNE weisen auch
COL13A1 und VPS24 auf. Analog dazu werden die Gene ASNS, CHAC1, PSAT1 und
TRIB3, die in Zellen mit transkriptionellem GNE-Verlust vermehrt exprimiert werden, auch im
Pankreas-Normalgewebe verstarkt exprimiert. Die Ergebnisse veranschaulichen zum einen
den direkten Effekt der GNE auf die Genexpression im Pankreas. Zum anderen lasst dieses
Expressionsmuster erkennen, dass die transkriptionelle Supprimierung des Enzyms mit einer
Verminderung des malignen Ph&notyps und des tumorigenen Potenzials transformierter

Zellen in Verbindung stehen konnte.

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die transkriptionelle GNE-Defizienz von essenzieller
Bedeutung fir die Induktion von Anoikis bzw. Apoptose in Capan-1 Pankreaskarzinom-
Zellen ist. Das zugrunde liegende Prinzip kdnnte auf der reduzierten Biosynthese von
Sialinsaure und einer damit verbundenen Hyposialylierung membransténdiger Glykoproteine,
wie Integrine, basieren. Die hier belegte gezielte Aktivierung pro-apoptotischer Gene stellt
eine weitere relevante Option dar, wie differenzielles GNE-Vorkommen zur Determinierung
des Zellschicksals beitragen kdnnte. Da die Behandlungsmethoden von Krebserkrankungen
auf einem zytotoxischen Wirkprinzip beruhen, kénnten die molekularen Erkenntnisse Uber
den Einfluss der GNE auf die Ausbildung von Anoikisresistenz neue Ansatzpunkte zur
Entwicklung spezifischer Therapieoptionen des hochaggressiven Pankreas-Adenokarzinoms

liefern.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Relevanz des Sialinsduremetabolismus fur
die Manifestierung von Anoikis in Tumorzellen evaluiert. Voruntersuchungen an der
Pankreaskarzinom-Zelllinie Capan-1 ergaben, dass eine Tumor-spezifische Resistenz
gegenuber dieser Spezialform von Apoptose durch die stabile Reexpression des

6Nk revertierbar ist. Dieser Effekt war mit einer umfassenden

Zellzyklusinhibitors p1
posttranslationalen Modifizierung der Kohlenhydratzusammensetzung der Zellmembran

verbunden.

Uber unterschiedliche Microarray-Technologien konnten die Veranderungen im Gesamt-

Transkriptom p16™“a

-transfizierter Capan-1 Zellen in dieser Arbeit erstmals mit einer
prominenten Minderexpression des bifunktionalen Schlisselenzyms der
Sialinsaurebiosynthese UDP-N-Acetylglukosamin 2-Epimerase/N-Acetylmannosamin-Kinase
(GNE) in Zusammenhang gebracht werden. Dieser Befund wurde anhand quantitativer Real-
Time PCR bestatigt und Kkorrelierte mit deutlicher Hyposialylierung membranstandiger
Glykokonjugate. Die transkriptionelle Repression war nicht auf epigenetisches Silencing
durch DNA-Methylierung zurtickzufihren.

Durch selektiven Knock-Down der GNE in Capan-1 Zellen konnte die wesentliche Bedeutung
reduzierter Enzymexpression fur die Ausbildung des Anoikis-Phanotyps bestétigt werden.
Eine gezielte Supprimierung via RNAi durch transiente Transfektion einer spezifischen
siRNA-Sequenz  resultierte in  einer signifikant erhdohten  Apoptoserate. Das
Transkriptionsprofil, das aus der GeneChip-Analyse GNE-defizienter Capan-1 Zellen
(siRNA-, p16™“®Transfektanden) gegen entsprechende Kontrolizellen abgeleitet wurde,
konnte dies weiter erharten. Die identifizierten, molekularen Marker lie3en einen eindeutigen
Bezug reduzierten GNE-Vorkommens auf die Induktion Zelltod-relevanter Prozesse
erkennen und verdeutlichten eine spezifische Involvierung in die pro-apoptotisch
ausgerichtete Effektorantwort im Rahmen der Unfolded Protein Response (UPR) bei ER-
Stress. Mittels TagMan-PCR konnte das Microarray-basierte Regulationsmuster der
ausgewahlten Gene belegt werden. Uberdies verwies ein in silico Abgleich der GNE-
assoziierten Gensignatur darauf, dass ein erhohtes Transkriptionsniveau der GNE ein
allgemeines Merkmal von Krebszellen, v.a. des Pankreas-Adenokarzinoms, darstellt und
eine Reduzierung zu einer verminderten Tumorigenitat beitragen kénnte.

Insgesamt leisten die vorliegenden Ergebnisse einen wesentlichen Beitrag zur erweiterten
Charakterisierung des Funktionsspektrums der GNE und liefern darlber hinaus
madglicherweise eine Grundlage fur die ErschlieBung einer effektiveren Behandlungsstrategie

des Pankreas-Adenokarzinoms.
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6. Summary

This thesis analyzes the functional impact of sialic acid metabolism on acquisition of anoikis
in tumor cells. Previous studies had revealed that stable transfection of tumor suppressor
p16™ “? reverses resistance to this special form of apoptosis in pancreatic carcinoma cells
Capan-1. Moreover, this effect was accompanied by extensive post-translational

modifications in terms of carbohydrate composition of the cell membrane.

In this study, the global gene expression pattern of p16™“*-transfected Capan-1 cells was
examined using different microarray technologies from Affymetrix. The data demonstrated for
the first time a prominent as well as significant transcriptional reduction of UDP-N-
acetylglucosamine-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase (GNE) — the bifunctional key
enzyme of sialic acid biosynthesis — in these transfectants. This finding was confirmed by
guantitative real-time PCR. According to the relevance of GNE for synthesis of most terminal
monosaccharides, the impairment of enzyme activity correlated with distinct hyposialylation

of p16INK4a

transfectants. However, the transcriptional repression was not due to epigenetic
silencing by DNA methylation.

In line with that, target-specific knock-down of GNE with a siRNA-approach resulted in an
enhanced anoikis rate, suggesting a fundamental role of the protein in determination of cell
fate. The genome-wide transcriptional profile of GNE-deficient Capan-1 cells (siRNA- and
p16™“2_transfectants) in comparison to corresponding control cells supported this result.
Apart from a correlation between decreased GNE-expression and apoptotic processes, the
identified molecular markers pointed to a clear functional relation of GNE to the pro-apoptotic
response of the so-called Unfolded Protein Response (UPR) induced by ER stress. The
microarray-derived regulation pattern of the selected candidate genes was validated by
guantitative real-time PCR. Furthermore, in silico comparison of the detected gene signature
to published cancer-specific microarray data indicated a physiological influence of GNE on
the malignant phenotype, especially that of pancreatic adenocarcinoma, implicating a

potential reduction of tumorigenicity by transcriptional diminution.

These observations provide a substantial contribution to the functional characterization of the
enzyme GNE. Additionally, the obtained molecular insights into the basic regulation
mechanims of anoikis may promote the development of more effective therapeutic

approaches for pancreatic cancer.
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