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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde durch die Kombination von gezielten post-
transkriptionellen Genstilllegungen mit Hilfe von sequenzspezifischen siRNAs
und anschliefender genomweiter Expressionsanalyse mit c¢DNA Microar-
rays die Rekonstruktion von Gen-Interaktionsnetzwerken in der ER-positiven
Mammakarzinom Zelllinie MCF-7 etabliert. Zunéchst wurden die verfiigharen
Techniken der RNA Interferenz und der genomweiten Expressionsanalyse grund-
legend an die Fragestellung und die Bedingungen der MCF-7 Zelllinie angepasst.
Durch die Experimente wurden hochwertige Messdaten fiir die statistische Aus-
wertung der Messungen zur Erstellung bzw. Rekonstruktion von Netzwerken
erstellt.

Der ,Nested Effects Model* (NEM) Netzwerk Algorithmus konnte durch unter-
schiedliche Vergleiche (Literaturdaten, Epistaseanalyse und Connectivity Map
Datenbank) mehrfach biologisch validiert werden. Durch die Interpretation des
transitiv reduzierten, gerichteten Graphen der statistischen Analyse mit dem
NEM Algorithmus konnte der bisher nicht beschriebene aktivierende Effekt der
CCNG2 Expression auf die Expression von ESR1 dargestellt werden.

Die Vergleiche der Expressionsprofile nach Silencing von AKT2 bzw. XBP1 mit
den Experimenten der Connectivity Map Datenbank zeigten starke Korrelatio-
nen zu Behandlungen von MCF-7 Zellen mit antiestrogenen Substanzen (Ful-
vestrant und Raloxifen) bzw. PI3K Inhibitoren (Wortmannin und LY294002).
Aufgrund dieser Ergebnisse, sowie der Positionierung der beiden Gene ober-
halb des Estrogenrezeptors im postulierten NEM-Interaktionsnetzwerk, wurden
AKT2 und XBP1 als potentielle neue therapeutische Ziele in der Behandlung
von estrogenabhéangigen Mammakarzinomen postuliert.

Durch einen Vergleich der Expressionsanderung nach Stimulation des Estrogen-
rezeptors mit 173-Estradiol bzw. Inhibition mit Tamoxifen und der gezielten
Stilllegung durch sequenzspezifische siRNAs in Form von hierarchischen Cluster-
analysen konnte der transkriptionelle Kofaktor FHL2 als weiteres potentielles

therapeutisches Ziel postuliert werden.
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Abstract

By combining targeted post-transcriptional gene silencing using sequence spe-
cific siRNAs and genome-wide ¢cDNA microarrays, this work was focused on
reconstructing gene interaction networks in ER-positive MCF-7 breast carcino-
ma cells. Initially, the technique of RNA interference and genome-wide expres-
sion profiling was adapted to the constitutive problems and requirements of the
employed MCF-7 cell line system. High-grade performance data for statistical
interpretation of the recordings were compiled for use in generating and recon-
structing gene interaction networks.

The ,Nested Effects Model“ (NEM) algorithm was validated biologically using
different approaches (literature data, epistasis analysis and Connectivity Map
database). Interpretation of the transitive reduced and directed graph resulting
from the statistical analysis of the NEM algorithm yielded a description of the
activating effect of CCNG2 expression on the expression of ESR1 which was
unknown until now.

The comparison of the expression profiles (after silencing of AKT2 and XBP1)
with the results from the Connectivity Map database resulted in a strong cor-
relation to the treatment of MCF-7 cells with anti-estrogens (fulvestrant and
raloxifene) or PI3K inhibitors (Wortmannin and LY294002). According to the-
se results, as well as the positioning of the AKT1 and XBP1 upstream of the
estrogen receptor in the postulated NEM interaction network, these two genes
could be postulated as potential new therapeutical targets in the treatment of
erstrogen depending breast carcinomas.

Hierarchical cluster analysis of the expression profiles after selective stimulati-
on of the estrogen receptor with 173-Estradiol, the inhibition with tamoxifen,
and the targeted knock down of ESR1 with sequence specific siRNAs revealed
the transcriptional cofactor FHL2 as a potential new therapeutical target for

sufficient treatment of estrogen dependent breast cancer.
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1 Einleitung

Seit der Entwicklung der cDNA-Microarrays (Schena et al. [1995]) zur globalen
Expressionsanalyse wurden diese zur Untersuchung von genomweiten Expres-
sionsdnderungen in tumordsen Geweben verwendet (DeRisi et al. [1996]). Ziel
dieser Untersuchungen war die Entdeckung von eindeutigen Mustern in der Ver-
anderung des genomweiten Expressionsprofils in Bezug auf bestimmten Stadien
einer Krebserkrankung oder die Vohersage von Krankheitsverlaufen (Golub et al.
[1999], Perou et al. [1999]). Abgeleitet aus den ermittelten Expressionsprofilen
wurden Aussagen iiber die Prognose der Tumorerkrankung getroffen (van 't Veer
et al. [2002], West et al. [2001]) und eine Vielzahl von Genen als Prognosemar-
ker fiir den Krankheitsverlauf identifiziert (Badve et al. [2007], Esseghir et al.
[2007], Mackay et al. [2003], Oh et al. [2006], Park et al. [2002], Sagara et al.
[2004]). Im Fokus der Expressionsanalyse stehen vor allem Gene, denen Schliis-
selfunktionen in Signaltransduktionspfaden zugeschrieben werden, wie z. B. das
Gen ESRI1. Als ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor ist der Estrogenrezep-
tor (ER) an der transkriptionellen Regulation einer grofien Anzahl von Genen
beteiligt (Klinge [2001], O’Lone et al. [2004]) und wird zur pathologischen Ein-
stufung von Mammakarzinomen verwendet (Block et al. [1975]).

Durch die Entwicklung von bioinformatischen Algorithmen zur Rekonstrukti-
on von Netzwerken (Markowetz et al. [2005], Wagner [2001, 2002, 2004]) wurde
versucht, die Interaktionen in regulatorischen Pfaden aus experimentellen Daten
zu rekonstruieren, um mogliche neue therapeutische Ziele zu identifizieren. Die
Entdeckung der RNA Interferenz (Fire et al. [1998]) und die Anwendung dieser
Technologie auf humane Zellsysteme (Caplen et al. [2001]) fithrte zu neuen Mog-
lichkeiten der Rekonstruktion von Gen-Interaktionsnetzwerken durch gezielte
Storung von regulatorischen Pfaden und Messung der Effekte durch genomwei-
te Expressionsanalyse. Mit Hilfe von neu entwickelten Algorithmen sollen durch
die Rekonstruktion von Interaktionsnetzwerken aus Microarraydaten nach RNA

Interferenzexperimenten (Frohlich et al. [2007, 2008]) bisher unbekannte, regula-
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torische Interaktionen zwischen brustkrebsrelevanten Genen und mogliche neue
therapeutische Ziele ermittelt werden.

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Derzeit erkranken in Deutschland jahrlich mehr als 57.000 Frauen an Brustkrebs.
Damit stellt Brustkrebs die haufigste Krebserkrankung bei Frauen in Deutsch-
land und weltweit dar (Stewart and Kleihues [2003]). Mit einem durchschnittli-
chen Erkrankungsalter von 63 Jahren (s. Abb. 1.1) liegt Brustkrebs sechs Jahre
unter dem mittleren Erkankungsalter aller Krebserkrankungen bei der Frau in
Deutschland. Seit 1980 steigt die Brustkrebsinzidenz in Deutschland stetig an,
wahrend die Mortalitat bei Mammakarzinomen seit 1990 leicht zuriick geht (s.
Abb. 1.2). Derzeit liegt die relative 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Patientinnen mit Mammakarzinom bei ca. 81 % (betrachtet tiber alle Studien)
(Koch-Institut [2008]).

350
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0 \
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Abbildung 1.1: Schétzung der altersspezifischen Inzidenz in Deutschland 2004,
ICD-10 C50 Neuerkrankungen pro 100.000 in Altersgruppen. Datenquel-
le: Koch-Institut [2008]

1.2 Hormonabhangigkeit des Mammakarzinoms

Die Entwicklung des Brustdriisengewebes beginnt wéhrend der Embryogene-

se. Bei der Geburt haben weibliche sowie méannliche Sduglinge ein dhnliches,
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Abbildung 1.2: Altersstandardisierte Inzidenz und Mortalitét in Deutschland 1980-
2004, ICD-10 C50. Falle pro 100.000 (Europastandard). Datenquelle:
Koch-Institut [2008]

rudimentéres Driisengewebe (Ali and Coombes [2002]). Durch den Beginn der
weiblichen Pubertét wird die Entwicklung der Brustdriisen in Folge der Abgabe
von Estrogenen in hoher Konzentration sowie von Progesteronen durch die Ova-
rien eingeleitet. Nach der Pubertat durchlauft das weibliche Brustdriisengewebe
Zyklen von Wachstum und Involution, welche durch die hormonellen Anderun-
gen wihrend der Monatszyklen sowie durch Schwangerschaft und Milchbildung
reguliert werden. Eine Schwangerschaft fiithrt zu einer Erhéhung der ductalen
Verastelung und vermehrter Differenzierung innerhalb des Brustdriisengewebes,
welches nach der Entwohnung des Séuglings zu einer Regression des Brustge-
webes durch Apoptose fithrt (Russo and Russo [1994]). Abb. 1.3 zeigt schema-
tisch den Aufbau der weiblichen Brustdriise. Die ductale Struktur des weiblichen
Brustdriisengewebes besteht aus einer kontinuierlichen Schicht aus epithelialen
Zellen (s. Abb. 1.4), welche fir die Produktion der Milch verantwortlich sind.
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau der Brustdriise

Diese epithelialen Zellen sind ebenfalls fiir die zelluldre Antwort auf das Se-
xualhormon 173-Estradiol zustandig. Im normalen, ruhenden Brustgewebe sind
15 - 20 % der Epithelzellen ER-positiv, die Anzahl der Estrogen-positiven Zellen
andert sich jedoch im Laufe des Menstruationszyklus. ER-positive Epithelzellen
in der nicht-tumorésen Brust reagieren meist nicht mit einer Differenzierung in
Folge einer 173-Estradiol-Bindung. Stattdessen differenzieren die ER-negativen
Epithelzellen in unmittelbarer raumlicher Nachbarschaft der ER-positiven Zel-
len. Es wird vermutet, dass die ER-positiven Epithelzellen die Proliferation der
ER-negativen Zellen durch die Sekretion von parakrinen Faktoren unterstiit-
zen (Ali and Coombes [2002]). Der Einfluss der von den Ovarien produzierten

Estrogene auf das Wachstum von metastasierenden Mammakarzinomen wurde
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Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau eines Milchgangs im Querschnitt

bereits 1896 von George Beatson beschrieben. Beatson konnte zeigen, dass ei-
ne Ovarektomie bei Frauen mit metastasierendem Mammakarzinom zu einem
Anstieg der Lebenserwartung fiithrte (Beatson [1896]). Es ist bekannt, dass das
Risiko der Entwicklung eines Mammakarzinoms mit einer frithen Menarche,
einer spaten (vollstdndigen) Schwangerschaft, spét einsetzender Menopause so-
wie der prolongierten Estrogenexposition einhergeht (Ali and Coombes [2002]).
Weiterhin konnte in mehreren Studien ein Zusammenhang zwischen einer dau-
erhaft erhohten Estrogenkonzentration im Blut und dem Risiko der Entwicklung
eines Mammakarzinoms beschrieben werden (Yager and Davidson [2006]). Die-
se Einfliisse der Estrogene auf die Progression eines Mammakarzinoms haben
zur Entwicklung endokriner Therapieformen gefithrt, welche darauf abzielen,
die proliferierende Wirkung der Estrogene zu unterbinden. Das Sexualhormon
176-Estradiol wird bei pramenopausalen Frauen primér in den Ovarien synthe-
tisiert. Neben den Ovarien kann das Hormon jedoch auch u. a. in den mesen-
chymalen Zellen des Fettgewebes synthetisiert werden (Simpson et al. [2000]).
Die 173-Estradiol Biosynthese wird durch Aromatase, ein Enzym der Cyto-
chrom P450 Superfamilie, aus androgenen Steroiden in mehreren Schritten syn-
thetisiert (Pasqualini et al. [1996], Simpson and Davis [2001]). Diese ovarie-
nunabhéngige Synthese von 173-Estradiol ist vor allem bei postmenopausalen
Frauen von grofler Bedeutung, da so die Versorung mit 173-Estradiol fiir die
nicht-reproduktiven Funktionen des Hormons, wie die Aufrechterhaltung der
Knochendichte und den Schutz vor kardiovaskuldren Erkrankungen, gewahrlei-
stet wird. Die Synthese von 173-Estradiol in den Ovarien wird durch die Me-
nopause beendet. In postmenopausalen Patientinnen ist die Konzentration an

173-Estradiol innerhalb von Tumoren oftmals stark erhoht (Pasqualini et al.
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[1996]), da Mammakarzinome in hohem Mafle Aromatasen produzieren und
somit die ovarienunabhéngige 175-Estradiol Produktion fordern (Castagnetta
et al. [1996]).

1.2.1 Endokrine Therapie des Mammakarzinoms

Das Mittel der Wahl nach Diagnose eines Mammakarzinoms ist die chirurgi-
sche Entfernung des tumortsen Gewebes. An die chirurgische Entfernung des
Tumors schlieft meist eine adjuvante Therapie an. Dabei wird durch die Kom-
bination verschiedenster Therapiewege versucht, die Erkrankung, wenn mog-
lich, kurativ zu behandeln. Im Rahmen einer adjuvanten Therapie kommen
meist Chemotherapie, Hormontherapie und Strahlentherapie zur Anwendung.
Die Hormontherapie des Mammakarzinoms kann dabei auf unterschiedlichen
Wegen erfolgen. Zum einen wird versucht, den Effekt der Estrogene auf das
Wachstum von ER-positiven Mammakarzinomen zu unterbinden. Dabei wurde
der selektive Estrogen Rezeptor Modulator (SERM) Tamoxifen anfénglich bei
der Behandlung von metastasierenden ER-positiven Mammakarzinomen einge-
setzt (Ward [1973]). In der Zwischenzeit gehort Tamoxifen zur Standardtherapie
nach chirurgischer Entfernung von ER-positiven Mammakarzinomen (Osborne
[1998], Osborne and Schiff [2005]) bei pramenopausalen Patientinnen. Die The-
rapie von Patientinnen mit operablem Mammakarzinom mit Tamoxifen tiber
einen Zeitraum von ein bis zwei Jahren fiithrt zu einer Verminderung des Wie-
derauftretens des Karzinoms sowie zu einer Lebensverléngerung. Durch eine
funfjahrige Behandlung wird dabei eine Reduktion der Sterberate um 28 % und
des Wiederauftretens um 51 % erzielt (Osborne [1998]). Bei postmenopausalen
Patientinnen hat sich die Behandlung mit Aromatase Inhibitoren als ein neuer
Standard durchgesetzt (Howell et al. [2005]). Durch die Inhibition der Aroma-
tase wird die katalytische Umwandlung von Androstendion und Testosteron in
die Estrogene Estron und Estradiol unterbunden (Simpson et al. [1994]). Die
Behandlung von pramenopausalen Patientinnen mit Aromatase Inhibitoren ist
nicht angezeigt, da diese lediglich die ovarienunabhangige Estrogenprodukti-
on unterbinden. Daher kann im Rahmen einer adjuvanten Therapie bei pra-
menopausalen Patientinnen durch eine medikamentose Ovarektomie mit einem
Agonisten gegen das ,Luteinizing-hormone-releasing hormone“ (LHRH) (z.B.
Goserelin, Leuprorelin und Buserelin) die Sektretion des luteinisierenden Hor-

mons (LH) durch die Hypophyse vermindert werden, was zu einer Blockade der
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Folikelreifung und damit zu einer Verringerung der Estrogenproduktion in den
Ovarien fithrt (Klijn et al. [2001]). In 15 - 25 % der Patientinnen mit Mamm-
akarzinom ist eine Uberexpression des Gens HER2/neu zu verzeichnen (Slamon
et al. [1987, 1989]). Her2/neu gehort zur Familie der Vier-Transmembran Rezep-
tor Tyrosin Kinasen, die Wachstum, Differenzierung und Uberleben von Zellen
regulieren (Gschwind et al. [2004], Yarden and Sliwkowski [2001]). Trastuzumab
(Herceptin, Roche), ein monoklonaler Antikorper gegen die extrazelluliare Domé-
ne der Rezeptor-Tyrosin-Kinase Her2/neu, wird bei Patientinnen mit Her2/neu
positiven, matastasierenden Mammakarzinomen als zusatzliche Therapie einge-
setzt (Baselga et al. [2005], Gonzalez-Angulo et al. [2006], Vogel et al. [2002]).

1.3 Der Estrogenrezeptor

Estrogene gehoren zur Klasse der Steroidhormone und haben Einfluss auf eine
grofle Anzahl von unterschiedlichen Prozessen im menschlichen Korper. Haupt-
séchlich sind sie an der Regulation des Wachstums und der Zelldifferenzierung
beteiligt (Nilsson et al. [2001]). 178-Estradiol stellt das haufigste und wichtig-
ste Estrogen dar, parallel dazu sind jedoch auch geringe Konzentrationen der
Estrogene Estron und Estriol zu finden (Bjornstrom and Sjoéberg [2005]). Die
biologischen Effekte der Estrogene werden durch die Estrogenrezeptoren ER«
und ERfS, welche beide zur groflen Superfamilie der Kernrezeptoren gehoren,

vermittelt.

Die Struktur des ERa  Der ERa gehort zur Superfamilie der Kernrezeptoren,
wird durch das Gen ESR1 auf Chromosom 6q25.1 codiert (Gosden et al. [1986])
und ist modular aus einzelnen Regionen aufgebaut (s. Abb. 1.5), welche zur Bil-
dung von unabhéngigen Doménen fiithren (Claessens and Gewirth [2004], Ku-
mar et al. [2004], Nilsson et al. [2001]). Die N-terminale Doméane (A/B-Region)
ist an der inter- sowie intramolekularen Wechselwirkung des Estrogenrezeptors
sowie der Transkription von Genen beteiligt. Die DNA-Binde-Doméne (C in
Abb. 1.5) ermoglicht die Dimerisierung des ER« und die anschlieBende Bin-
dung an die spezifischen ERE-Sequenzen (Estrogen Response Elements) inner-
halb der Promoterregionen von Zielgenen. Die Bindung erfolgt dabei mit Hilfe
der beiden Zink-Finger Doménen innerhalb des Estrogenrezeptordimers. Durch

die D-Region (Hinge-Doméne) wird ebenfalls die Dimerisierung des Rezeptors,



1 Einleitung

AF-1 AF-2

A/B C E = F

1 180 263 302 595
DBD LBD

Abbildung 1.5: Organisation der funktionellen Doménen des ERa. Die Positionen
der Aminoséuren sind an den Grenzen der jeweiligen Doménen an-

gegeben.

sowie die Bindung des Rezeptors an Chaperone heat-shock Proteine vermittelt.
Die ,Ligand Binding Domain“ LBD (E/F Region in Abb. 1.5) ermoglicht die
Bindung des 175-Estradiol und reguliert die Transkription der Zielgene (Nils-
son et al. [2001]). Die A/B- und E/F Region des ER«a entspricht den beiden
spezifische Aktivierungsfunktionen (s. Abschnitt 1.5), die wichtig sind fiir die
Aktivierung der ligandenabhéngigen Transkription. Durch Interaktion mit einer
Reihe von Kofaktoren wird die Transkription von Zielgenen vermittelt, die keine
spezifischen ERE-Sequenzen in ihren Promoterregionen tragen (Bjornstrom and
Sjoberg [2005]).

1.4 Aktivitaten des ER«

Der Estrogenrezeptor kann das Signal einer Estradiolbindung auf zwei verschie-
dene Weisen weitervermitteln. Der klassische Mechanismus der Estrogenrezep-
toraktivitdat beinhaltet die Bindung des Estrogens an den Estrogenrezeptor im
Kern, was zu einer Dimerisierung des Estrogenrezeptors mit anschlieBender Bin-
dung an die ERE innerhalb der Promotoren seiner Zielgene fiihrt (Nilsson et al.
[2001]). Weiterhin fithrt die Bindung des Estrogens zu einer Konformationsénde-
rung innerhalb der ,Ligand Binding Domain“ (LBD, s. Abb. 1.5) des Rezeptor,
wodurch die Bindung von Koaktivatorproteinen ermoglicht wird (Rosenfeld and
Glass [2001], Stossi et al. [2006]). In beiden Fallen fihrt die Interaktion des
Estrogenrezeptor mit 173-Estradiol zu einer transkriptionellen Aktivierung der

assoziierten Gene, indem Koaktivatoren und Komponenten der basalen Tran-
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skriptionsmaschinerie rekrutiert werden (Glass and Rosenfeld [2000], McKen-
na and O’Malley [2002]). Zusétzlich zu den kernstéandigen Estrogenrezepto-
ren konnen die plasmamembranassoziierten Estrogenrezeptoren den sog. nicht-
genomischen Signaltransduktionsweg der Estrogenbindung vermitteln (Bjorn-
strom and Sjéberg [2005], Zhang and Trudeau [2006]), was zu Anderungen in
der Regulation der Genexpression fithrt. Abb. 1.7 und Abb. 3.1 stellen schema-

tisch die Interaktionen der Gene im Estrogenrezeptor Signalweg dar.

1.4.1 Die genomische Aktivitat des ERa

Direkte Assoziation zu ERE-Sequenzen In grundlegenden Arbeiten wurde
die Funktion des ERa als ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor beschrieben
(Saceda et al. [1988]). Die Bindung von 175-Estradiol an den ERa im Kern hat
eine Konformationsénderung zur Folge, was zum Losen des ERa von den Cha-
peronen fithrt (Fliss et al. [2000]). Es folgt die Dimerisierung des Rezeptors und
damit die Aktivierung der transkriptionellen Doméne des ER«. Der dimerisierte
Rezeptor kann nun an spezifische ERE in den Promotorregionen der Zielgene
binden (Abb. 1.6) und deren Transkription regulieren (O’Lone et al. [2004]).

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Bindung des dimerisierten ERa an
die ERE der DNA (PDB ID:1HCQ nach Schwabe et al. [1993])

ERE-unabhiangige genomische Aktivitat Neben der direkten Assoziation des
ERa zur DNA aufgrund der Sequenzspezifitit der ERE kann der ERa auch indi-

rekt als Transkriptionsfaktor fungieren, ohne direkt an die Ziel-DNA zu binden.
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Dazu bendtigen die Promotoren, die nicht {iber eine ERE-ahnliche Sequenz ver-
fligen, einen sekundaren DNA-bindenden Transkriptionsfaktor, der durch Inter-
aktion mit dem ERa« die Transkription des Zielgens aktiviert. Dieser Mechanis-
mus wird im allgemeinen als ,transcriptional cross-talk“ bezeichnet (Gottlicher
et al. [1998]). In ca. 35 % der primar als 173-Estradiol-abhéngig bezeichneten
Gene wird die Transkription durch eine indirekte ERa-DNA-Interaktion akti-
viert. Die Transkription von Genen, die GC-reiche Promotorsequenzen beinhal-
ten, wird durch Interaktion des ERa mit dem Transkriptionsfaktor SP1 reguliert
(Porter et al. [1997]). Zusétzlich kann die Transkription von Zielgenen durch die
Interaktion des ERa mit dem Aktivator Protein-1 (AP-1) aktiviert (Gaub et al.
[1990], Sabbah et al. [1999], Umayahara et al. [1994], Webb et al. [1995]), aber
auch deaktiviert (Philips et al. [1998], Schmitt et al. [1995]) werden (s. Abb. 1.7).
Bei der ERE-unabhéngigen genomischen Aktivitat des ER« ist eine direkte Bin-
dung des ERa an die DNA, wie im Falle der direkten DNA-Assoziation, nicht
zwingen notwendig, auch wenn die DNA-Bindedoméane des ER«a haufig beteiligt
ist (Jakacka et al. [2001]).

1.4.2 Die nicht-genomische Aktivitat des ER«

Eine Vielzahl der Effekte, die durch die Estrogene ausgeiibt werden, findet auf-
grund des Einflusses des ER«a auf die Genexpression statt. Diese Einfliisse auf
transkriptioneller Ebene treten mit einer Zeitverzogerung von ungefihr zwei
Stunden ein (Farach-Carson and Davis [2003], Marino et al. [2005]). Daneben
sind jedoch Effekte durch Estrogene bekannt, die sehr schnell stattfinden und
somit nicht auf die Aktivierung von bestimmten Genen und darauf folgender
Proteinsynthese beruhen kénnen. Diese Effekte werden als nicht-genomische Ak-
tivitaten der Estrogenrezeptoren bezeichnet und sind héufig mit der Aktivierung
von unterschiedlichen Protein-Kinase-Kaskaden assoziiert (Losel and Wehling
[2003]). Diese sehr schnellen Einfliisse der Estrogenbindung an die Estrogenre-
zeptoren werden hauptsachlich durch vier Signaltransduktionskaskaden vermit-
telt: Phospholipase C (PLC)/ Protein Kinase-C (PKC) (Morley et al. [1992]),
RAS/RAFf/MAPK (Klinge et al. [2005], Marino et al. [2002]), Phosphatidyl-
Inositol-3 Kinase (PISK/AKT)(Bjornstrom and Sjoberg [2005]) und cAMP/
Protein Kinase-A (Picotto et al. [1996]). Diese Signalwege sind sehr eng mit wei-
teren Signaltransduktionskaskaden verkniipft. Der 173-Estradiol- ERa Komplex

interagiert mit dem IGF1 Rezeptor, was zu einer Aktivierung dieses Rezeptors
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Plasmamembran PA

Zytoplasma P Aktivierung der

Signaltransduktionskaskade

L’ Zellulare Funktionen

Nukleusmembran

Nukleus

ER ER
Transkriptionelle - -

Koaktivatoren

Transkription
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der verschiedenen Aktivitdten im ERa-
Signalweg. Die Palmityolierung (PA) ermoglicht die Lokalisation
des ERa (ER) an der Plasmamembran. Bindung von 173-Estradiol
(E2) induziert die Relokalisation des ER«, was zur Assoziation von
Signalproteinen und der Aktivierung der Signaltransduktionskas-
kaden fithrt. Die Kinasen phosphorylieren den ERa, vermitteln die
Bindung von Koaktivatoren und ermdéglichen somit die Aktivierung
von AP-1 und Sp-1. Nach der Dimerisierung ist der ER« in der Lage,
direkt mit den ERE der DNA zu interagieren. Die indirekte Assozia-
tion des ERa mit der DNA wird durch Protein-Protein Interaktio-
nen mit den Transkriptionsfaktoren AP-1 und Sp-1 vermittelt.(AP-
1, activating protein-1; MNAR, modulator of non-genomic activity des
ERq;PA, Palmitinsdure; Sp-1, stimulating factor-1)
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und damit zur Aktivierung des MAPK Signalwegs fithrt (Kahlert et al. [2000]).
Zuséatzlich aktiviert der 175-Estradiol- ERa Komplex den EGF- Rezeptor durch
Involvierung von G-Proteinen, der SRC Kinase und Matrix-Metalloproteinasen,

was zu einer Aktivierung des Mapk und Akt Signalwegs fithrt (Razandi et al.
[2003]).

1.5 RNA Interferenz und siRNA

Das Phénomen der RNA Interferenz (RNAi) (Fire et al. [1998]) wurde zuerst
in Pflanzen entdeckt und ist in einer Vielzahl von eukaryontischen Organis-
men bekannt (Tijsterman et al. [2002], Ullu et al. [2004]). Ausgelost wird die
RNAi durch dsRNA Vorldaufermolekiile, welche im Zytoplasma der Zelle in kur-
ze, doppelstriangige RNA Molekiile mit einer Lange von 21 bis 28 Nukleotiden
prozessiert werden. Diese kurzen RNA-Duplices leiten die Erkennung und unmit-
telbare Spaltung der komplementéren, einzelstrangigen Ziel-RNA ein (Meister
and Tuschl [2004]). In Abhéangigkeit von ihrer Herkunft bzw. ihrer Funktion
wird zwischen drei Typen natiirlich vorkommender, kurzer RNAs unterschie-
den: short interfering RNAs (siRNAs), repeat-associated RNAs (rasiRNAs) und
microRNAs (miRNAs). Durch RNA-Matrizen abhédngige RNA Polymerisation
oder durch Hybridisierung tiberlappender Transkripte konnen dsRNA Molekii-
le natiirlich synthetisiert werden, welche anschlieend als Quelle fiir siRNAs
und rasiRNAs fungieren konnen (Meister and Tuschl [2004]). Daneben kénnen
aus hairpin-RNA Konstrukten miRNAs prozessiert werden, die anschlieffend ei-
ne Gen-Repression auf Translationsebene vermitteln oder eine Degradation der

mRNA einleiten konnen.

1.5.1 Der Mechanismus der RNA Interferenz

Anfénglich wurde das RNA silencing als ein antiviraler Mechanismus betrach-
tet, mit dem sich ein Organismus vor der RNA eines Virus schiitzen (Waterhou-
se et al. [2001]), oder eine zuféllige Integration von transponierbaren Elemen-
ten verhindern kann. Die generelle Rolle des Silencings in der Regulation der
Genexpression wurde erst erkannt, nachdem in Pflanzen und Tieren die Vor-
laufermolekiile der miRNAs entdeckt worden waren (Bartel [2004]). In Pflanzen

12
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fungieren die miRNAs analog zu den siRNAs durch Spaltung der mRNA komple-
mentérer Sequenz. Im Nematoden Caenorhabditis elegans hingegen inhibieren
miRNAs die Translation, indem spezifisch komplementére Bereiche der mRNA
im Bereich der 3’ UTR (nicht-translatierte Region) erkannt werden und die Pro-
teinsynthese durch Inhibition der Elongation unterbunden wird. Abb. 1.8 zeigt

schematisch den Mechanismus der RNA Interferenz.

Prozessierung der dsRNA Vorldaufer Die Prozessierung von kurzen RNAs
innerhalb einer Zelle erfolgt schrittweise durch katalytisch wirksame dsRNA-
spezifische RNase-I1I Typ Endonukleasen. miRNAs werden in Form von langen
Priméartranskripten transkribiert und im Kern durch die RNAse-III Typ Endo-
nuklease Drosha im Zellkern préaprozessiert (Lee et al. [2003, 2002]). Nach erfolg-
ter Praprozessierung tragt die dsRNA eine 5’- Phosphatgruppe und einen zwei
Nukleotide langen 3’-Uberhang. Die miRNA-Vorlaufer werden durch Exportin-
5 aus dem Zellkern in das Zytoplasma geschleust (Bohnsack et al. [2004]) und
dort von einer weiteren Endonuklease (Dicer) in die native miRNA prozessiert
(Hutvagner et al. [2001]). Durch die Prozessierung der miRNA-Vorlaufer durch
Dicer entstehen doppelstrangige RNA Molekiile mit einer Lénge von 21 Nu-
kleotiden, die, analog zu ihren Vorlaufern, eine 5’-Phosphatgruppe sowie einen
3’-Uberhang von zwei Nukleotiden besitzen. Die Schritte der Priprozessierung
von langen dsRNA Molekiilen werden nicht bendtigt, wenn chemisch syntheti-
sierte siRNA| die in ihrer Struktur den miRNAs entsprechen, gezielt zur RNA

Interferenz in das Zytoplasma einer Zelle eingebracht werden.

Zusammensetzung des Silencing Komplexes Die frei im Zytoplasma ver-
fiigharen doppelstrangigen siRNAs oder miRNAs werden nach der Dicer-
Prozessierung in den sog. RNA Induced Silencing Complex (RISC) eingebunden
(Hammond et al. [2000]). Es wird zwischen einem siRNA enthaltenden RISC
Komplex und einem miRNA enthaltenden miRNP (micro ribonuclear partic-
le) (Mourelatos et al. [2002]) unterschieden. Jeder RISC oder miRNP enthélt
ein Protein aus der Argonaut (Ago) Familie, welches wahrscheinlich direkt an
die RNA bindet (Mourelatos et al. [2002]). Durch die Bildung des RISC oder
miRNP werden die doppelstriangingen siRNA oder miRNA Molekiile unter ATP-
Verbrauch entwunden und in Form ihr einzelstréngigen Analoga in die Komplexe

eingebaut. Dabei ist eine Neigung zum ausschliefllichen Einbau des zur Ziel-
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der RNA Interferenz

RNA komplementéren antisense-Strang der siRNA oder miRNA zu beobachten
(Schwarz et al. [2003]).

mRNA Spaltung und translatorische Hemmung Die einzelstrangige siRNA
des RISC vermittelt die seuqgenzspezifische Degradation der komplementéren,
oder nahezu komplementéren Zie mRNA (Martinez et al. [2002]). Dabei wird
die mRNA durch den RISC in der Mitte, zehn Nukleotide stromaufwérts des mit
dem 5’-Ende gepaarten Nukleotids der siRNA, gespalten (Elbashir et al. [2001]).
Der RISC Komplex katalysiert die Hydrolyse der Phosphodiesterbindung in der
Ziel-RNA, was zu einer Freisetzung von zwei Molekiilen mit einem 5’-Phosphat-
und einem 3’-Hydroxylterminus fithrt (Martinez and Tuschl [2004]). Die Spal-
tungsreaktion durch den RISC ist ATP-unabhéngig (Nykénen et al. [2001]) und
die siRNA geht unverandert aus der Spaltungsreaktion hervor. Durch Bindung
des miRNP Komplexes an die Ziel-RNA wird die translatorische Elongation
gehemmt, wodurch eine Reduktion der Proteinmenge ohne Veranderung der
mRNA-Konzentration erreicht wird (Bartel [2004]).
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Durchfiihrung von in vitro RNA-
Interferenz Experimenten zur gezielten, post-transkriptionellen Genstilllegung
von spezifischen Genen mit Relevanz in der Entwicklung und Progression von
metastasierenden Mammakarzinomen. Dazu mussten in vorbereitenden Expe-
rimenten die Bedingungen fiir die RNA Interferenz in der Brustkrebszelllinie
MCEF-7 entsprechend der Fragestellung etabliert werden. Die Zelllinie stellt einen
idealen Modellorganismus fiir Untersuchungen des Estrogenrezeptor Signal-
wegs in Mammakarzinomen dar, da sowohl der ERa als auf der ER3 expri-
miert wird. Durch die Auswahl der Gene fiir die RNA Interferenz Experimente
(s. Abschnitt 3.1) wurde die Ankntipfung der zu erhebenden Daten an bisher be-
kannte Singaltransduktionswege in hormonabhéngigen Mammakarzinomen er-
reicht. Die Datenerfassung erfolgte durch die Technologie der cDNA-Microarrays
und anschlieBender statistischer Auswertung der erhaltenen Datensitze. Dazu
wurden in Zusammenarbeit mit Bioinformatikern neue Algorithmen zur Rekon-
struktion von Gen-Interaktionsnetzwerken entwickelt. Durch die Analyse der
Messdaten sollen bisher unbekannte Gen-Gen-Interaktionen mit Bezug auf die
Entwicklung von hormonabhéngigen Mammakarzinomen sowie mogliche the-
rapeutische Zielgene evaluiert werden. Mit Hilfe von kombinatorischen post-
transkriptionellen Genstilllegungen von jeweils zwei Genen soll durch Epistase-
analyse die rekonstruierte Netzwerkhypothese validiert werden. Weiterhin sol-
len durch plattformiibergreifende Vergleiche der aufgenommenen Expressions-
profile vorhergesagte Positionen einzelner Gene innerhalb des rekonstruierten

Netzwerks iiberprift werden.
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2 Material und Methoden

Vor einer ausfiihrlichen Beschreibung der durchgefiihrten Experimente im Rah-
men dieser Dissertation werden im Folgenden die verwendeten Zelllinien, Mate-
rialien sowie Reagenzien mitsamt der Bezugsquellen aufgelistet. Bezugsquellen
der nicht im Folgenden aufgelisteten Materialien sind direkt im Text vermerkt.
Alle verwendeten Chemikalien entsprachen mindestens dem Reinheitsgrad ,,pro
Analysis*.

2.1 Zelllinien

o MCF-7 HTB-22, American Type Culture Collection, LGC Prochem, Wesel
o HelLa CCL-2, American Type Culutre Collection, LGC Prochem, Wesel

2.2 Chemikalien

e 5M Ammoniumacetat, Ambion, Austin, Texas, USA

e 0.5M Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 8, Ambion, Austin, Texas,
USA

o« 5M Essigsaure, Riedel-deHaen, Seelze

o 1M Natronlauge, Roth GmbH, Karlsruhe
 1,4-Bis(sulfanyl)butan-2,3-diol (DTT), Karlsruhe

« Ethanol absolut, Riedel-deHaen, Seelze

« Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
o DIG-Easy, Roche Diagnostics, Mannheim

o 0,25 % Trypsin-EDTA, Invitrogen,Karlsruhe

o 178-Estradiol, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

o Tamoxifen, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.3 Puffer, Medien, Reaktionslosungen und

Enzyme

» 2x ABsolute QPCR Rox Mix, Thermo (ABgene), Epsom, UK
o 5x RT-Puffer, Invitrogen, Karlsruhe

o HiPerFect Transfection Reagent, Qiagen, Hilden

o SuperScript IIT RNase-H, Invitrogen, Karlsruhe

o RNasin, Promega, Madison, Wisconsin, USA

o 20x SSC, 300 mM NaCl, 30 mM Natriumcitrat, pH 7

« 2x Hybridisierungspuffer, 2x DIG-Easy, 10x Denhardts Reagenz, Cot-1-
DNA (2 ng/ul)

e 50 x Denhardts Reagenz, Ficoll (Typ 400, Serva), Polyvinylpyrrolid
(Merck), BSA (Fraktion V; Roche)

o Spottingpuffer, 3x SSC, 1,5 M Betain

« GIBCO DPBS, Invitrogen, Karlsruhe

« GIBCO MEM 1x, Invitrogen,Karlsruhe

o GIBCO OptiMem 1x, Invitrogen, Karlsruhe

« GIBCO PEN-STREP, 5000 U/ml Penicillin, 5000 pg/ml Streptomycin,

Invitrogen, Karlsruhe
« GIBCO MEM NEAA 100x, Invitrogen, Karlsruhe
o Fetal Bovine Serum, Invitrogen, Karlsruhe

o Insulin Bovine, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.4 Reaktionskits

2.4 Reaktionskits

o Reverd Aid H-Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit, Fermentas, Bur-

lington, Ontario, Kanada

o Low RNA Input Linear Amplification Kit, Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornien, USA

o« RNA 6000 Nano Lab Chip Kit, Agilent Technologies, Santa Clara, Kali-
fornien, USA

« RNeasy®Mini Kit, Qiagen, Hilden

o WST-1 Assay, Roche Diagnostics, Mannheim

2.5 Nukleotide und Nukleinsauren

« RNA 6000 Ladder, Ambion, Austin, Texas, USA

o Human Cot-1-DNA, Invitrogen, Karlsruhe

o Random Hexamere Primer, MWG, Ebersberg

o dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Peglab Biotechnologie, Erlangen
o Cy3-dCTP, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, USA

o Cy5-dCTP, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, USA

2.6 ,,Assay on Demand"“ fiir TagMan
gRT-PCR-Analysen

Die in Tabelle 2.1 verwendeten ,Assay on Demand* Sonden fiir die TaqgMan
Analysen (s. Abschnitt 2.14) wurden von Applied Biosystems, Darmstadt bezo-

gen.
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2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Verwendete TaqgMan-Assays

Gen Symbol Assay 1D Gen Name
AKT1 HS00178289 m1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AKT?2 HS00609846 _m1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2
BCL2 HS00153350_m1 BCL2-antagonist of cell death
CCNG2 HS00171119 m1 cyclin G2
ESR1 HS00174860 m1 estrogen receptor 1
FOXA1 HS00270129 ml1 forkhead box Al
GAPDH Hs99999905 m1 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HSPBS HS00205053_m1 heat shock 22kDa protein 8
MAPK1 Hs01046830 m1 mitogen-activated protein kinase 1
STAT5B Hs00560035_m1 signal transducer and activator of transcription 5B
STC2 HS00175027 ml stanniocalcin 2
TMEM/5B HS00431155_m1 transmembrane protein 45B
TP53 Hs00153349 m1 tumor protein p53
XBP1 HS00231936_ m1 X-box binding protein 1
2.7 siRNAs

Fiir die selektiven post-transkriptionellen Genstilllegungen im Rahmen dieser

Dissertation wurden chemisch synthetisierte siRNAs mit einer Lange von 21

Nukleotiden der Firmen Dharmacon, Lafayette, Collorado, USA sowie Qiagen,

Hilden, Deutschland verwendet. Die jeweiligen Sqeuenzen und ID-Nummern der
einzelnen siRNAs sind in Tabelle 2.2 zu finden.

Tabelle 2.2: Verwendete siRNA von Qiagen und Dharmacon

Gen Symbol siRNA 1D antisense Sequenz 5’ - 3’
AKTI 5100299159 GUGGGUCUGGAAAGAGUACtt
AKT1 5100299145 UCUUGGUCAGGUGGUGUGALtt
AKT?2 5100299173  AAUUCAUCAUCGAAGUACCHtt
AKT?2 S100287672 UUCAUGGUCACUUUAGCCCgt
BCL2 5100299397 UCUGCGACAGCUUAUAAUGga
BCL2 5100299418  CUUCAUCACUAUCUCCCGGtt

CCNG2 S100063021 UAUAAUAGUAUGGUAUAAGtg

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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2.7 siRNAs

Tabelle 2.2 — Fortsetzung Tabelle 2.2

Gen Symbol siRNA 1D antisense Sequenz 5 - 3’
CCNG2 5100063028 UUAAGGAUUAUCCACUGUCcc
CCNG2 5100063014 UAGCCUAAUUAUUUCUGCCtt

ESR1 5100002527 UUUGCUACAUAAGAUUGUCtg
ESR1 5100002520 UUUAAGUACUGGUCUCCCGag
ESR1 5100002513  UUGGCUUAAACAUCACUCCag
ESR1 5100002506 UUGGUGUUGGAUGCAUGCCgg
FOXA1 5100420476  UUUAAUUACAAUCACAUUGat
FOXA1 5100420483 UUUAUUAUGCUGUUGACGGtt
FOXA1 5100420490 UUCACAGUUCCUAACAUCCtg
HSPBS 5102224502 UUCAUUAACCAAACCAUGCgg
HSPBS 5102224509 UUUCAUUAACCAAACCAUGceg
MAPK1 5100300755 ~ UCUUGAUAGCUACUCGAACtt
MAPK1 5100300762  UGGUGCUCGAAUAAUGUCA¢tt
STAT5B 5100100394 UUCAUUGUACAAUAUAUGGcg
STAT5B 5100100408  UAAUUCAAGUCUCCCAAGCgg
STC?2 S100055013  UUGGUAUUAACCUCCCGUCgg
STC?2 S100055020 UUCUCCUGCAUUCUAAGCGat
STC? 5100055027  AAAGGUACGAGGAUAACGCgg
TMEM45B 5100472367 UUUCUAAUAAGAAAGUACCtg
TMEM45B 5100472374  UUGAUUUCUCUUGACACUGag
TP53 5102623747  UUAGGUACUAAGGUCGACCdA
TP53 51026237564  UGAACCAUUGUUCAAUAUCAG
TP53 5102655170  UAACCCUCACAAUGCACUCAT
TP53 S104384079  UUCAGCUCUCGGAACAUCUdC
XBP1 5102656661 UCAAUUAUAGUAAUAUUUCtt
XBP1 S100763833 UAAAUUUCUAUAAUUUCACaa
XBP1 5100763840 UUCAUUAAUGGCUUCCAGCtt
non-silencing Control  SI11022076 ACGUGACACGUUCGGAGAA
ESR1 D-003401-01 UCUCUAGCCAGGCACAUUCUU
ESR1 D-003401-02 AAGGUUGGCAGCUCUCAUGUU
ESR1 D-003401-03 UACUGGCCAAUCUUUCUCUUU
ESR1 D-003401-09 CUUCUUAFAFCFUUUGAUCUU
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2 Material und Methoden

2.8 Kultivierung und Passagierung von MCF-7

Zellen

Die Zellen der humanen, epithelialen Mammakarzinom Zelllinie MCF-7 wur-
den in MEM Medium, ergénzt mit 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) nichtessentiellen
Aminoséuren (GIBCO MEM NEAA 100x), 5 mg Rinderinsulin sowie 25.000 U
Penicillin und 25 mg Streptomycin kultiviert. Um die Zellen kontinuierlich in der
exponentiellen Wachstumsphase zu halten, wurden die Zellen alle zwei bis drei
Tage im Verhaltnis 1:2 bzw. 1:3 geteilt und in frisches Kulturmedium tberfiihrt.
Dabei wurde streng darauf geachtet, dass die Konfluenz der Zellen stets unter
80% lag. Zum Splitten der Zellen wurde zuerst das Medium vollstandig entfernt,
die Zellen mit 5 ml DPBS gewaschen und anschliefend durch 3 mintitige Inku-
bation bei 37°C mit 3 ml 0,25% Trypsin-EDTA vom Boden der Kulturflasche
abgelost. Durch Zugabe von 3 ml Medium wurde das Trypsin deaktiviert und
die Zellen in geeigneter Dichte in neue Gewebekulturflaschen tiberfithrt. Die
Kultivierung erfolgte in Greiner Bio-one Gewebekulturflaschen (250 ml) mit
einer Bodenfliche von 75 cm? im Inkubator bei 37°C, 5% COs und 90% Luft-
feuchtigkeit. Um fiir alle Experimente Zellen der gleichen Ursprungszelllinie zu
verwenden, wurden zu Begin aller Arbeiten Kryokulturen der MCF-7 Zellen in
DMSO-haltigem Einfriermedium angelegt und in fliissigem Stickstoff gelagert.
Innerhalb einer Experimentreihe wurden die Zellen maximal bis zur Passage 15

verwendet.

2.9 Transfektion humaner epithelialer

Mammakarzinomzellen

Zur gezielten Verringerung der mRNA Konzentration bestimmter Gene wurden
chemisch synthetisierte siRNA (small interfering RNA) verwendet (Caplen et al.
[2001]). Fiir die Transfektion wurden 3 x 10" MCF-7 Zellen/well in 6-well Kul-
turplatten (Nunclon A Surface, Nunc, Roskilde, Ddnemark) in antibiotikafreiem
Medium ausgesat und 24 h prainkubiert. Die Transfektionen erfolgten mit einer
Endkonzentration der siRNA von 50 nM in einem Volumen von 2400 pl. Die
jeweiligen siRNAs wurden zusammen mit dem Transfektionsreagenz HiPerFect

(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben vermischt und fir 10 min inkubiert.
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2.10 Stimulation von Mammakarzinomzellen mit endokrinen Substanzen

Anschlieend wurden die Transfektionskomplexe tropfenweise zu den prainku-
bierten Zellen hinzugegeben und fiir weitere 42 h bei 37°C, 5% COs und 90%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Transfektion wurde durch Entfernen des Medi-
ums und Waschen mit DPBS gestoppt. AnschlieBend erfolgte die Isolierung der
total RNA (s. Abschnitt 2.12.1).

2.10 Stimulation humaner, epithelialer
Mammakarzinomzellen mit endokrinen

Substanzen

Fiir eine gezielte Stimulation des Estrogenrezeptors (ESR1) in den verwendeten
MCEF-7 Zellen wurden diese mit dem endokrinen Steroidhormon 173-Estradiol
behandelt. Dazu wurden die Zellen in phenolrotfreiem Medium GIBCO RPMI
(Invitrogen, Karlsruhe) mit identischen Zusétzen wie in 2.8 fiir 66 h prainkubiert
und anschlieflend fiir 3 h mit 10 nM 173-Estradiol behandelt. Danach erfolgte,
analog zu 2.9, die Isolation der total RNA (s. Abschnitt 2.12.1).

2.11 Behandlung humaner, epithelialer

Mammakarzinomzellen mit Tamoxifen

Analog zu 2.10 erfolgte eine gezielte Inhibition des Estrogenrezeptors (ESR1) in
den verwendeten MCF-7 Zellen durch Behandlung mit dem Selektiven Estrogen
Rezeptor Modulator (SERM). Die Inhibition wurde in MEM Kulturmedium
(analog zu 2.8) nach 24-stiindiger Prainkubation fiir 48 h mit einer Endkonzen-
tration von 100 nM durchgefithrt. AnschlieSend erfolgte die Isolation der total
RNA (s. Abschnitt 2.12.1).
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2 Material und Methoden

2.12 lIsolation, Aufreinigung,
Konzentrationsbestimmung und

Qualitatskontrollen von Nukleinsauren

2.12.1 Isolation von total RNA aus eukaryontischen Zellen
aus Zellkultur

Die Zellen wurden nach erfolgter Transfektion und Entfernen des Kulturmedi-
ums mit DPBS gewaschen und unmittelbar durch Zugabe von 350 ul RLT Puffer
(aus RNeasy-Kit, Qiagen, Hilden) in der Kulturschale lysiert. Das Zelllysat wur-
de in nucleasefreie Eppendorf Reaktionsgefisse iiberfihrt, mit 350 pl 70% (v/v)
Ethanol versetzt und auf die RNeasy-Isolationssdulen pipettiert. Die Isolation
der total RNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte nach den Angaben des Her-
stellers (Qiagen, Hilden). Die Elution der total RNA erfolgte durch zweimalige

Zugabe von jeweils 50 ul nucleasefreiem Wasser.

2.12.2 Prazipitation von Nukleinsauren

Zur Erhohung der Konzentration der RNA-Losung wurde eine Prézipitation
mit 1/10 (v/v) 5 M NH,OAc und 2,5 (v/v) 100% Ethanol bei -20°C tiber Nacht
durchgefithrt. Die Nukleinsduren wurden durch Zentrifugation (Biofuge fres-
co, 4°C, 16000 x g, 60 min) sedimentiert, nach Entfernen des Uberstandes mit
500 wl 70% (v/v) Ethanol gewaschen, zentrifugiert (4°C, 16000 x g, 30 min)
und nach erneuter Entfernung des Uberstandes im Heizblock bei 37°C getrock-
net. Anschlieend wurde die prézipitierte RNA in einem geeigneten Volumen

nucleasefreiem Wasser aufgenommen.

2.12.3 Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen

Die Bestimmung der total RNA Konzentration erfolgte durch Aufnahme des
Absorptionsspektrums der wéssrigen Nukleinsaurel6sung zwischen 230 nm und
280 nm mit Hilfe eines NanoDrop ND-1000 UV/VIS Spectrophotometers
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA). Die Umrechnung der

Extinktionswerte in die jeweiligen Konzentrationen erfolgte automatisch durch
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2.13 Erststrangsynthese von komplementarer DNA (cDNA-Synthese)

die Software des Geréteherstellers anhand des Lambert Beer’schen Gesetzes.
Zusatzlich zur Konzentration wurde die Reinheit der isolierten Nukleinsaurelo-
sung durch Bildung der Quotienten der Extinktionen bei 260 nm/280 nm und
260 nm/230 nm bestimmt.

2.12.4 Qualitatskontrolle von isolierter total RNA

Durch die Omniprasenz von RNasen und die Instabilitat der RNA ist eine Qua-
litatskontrolle der isolierten total RNA vor weiteren Analyseschritten zwingend
notwendig. Die microfluidbasierte Analyse der RNA-Integritdt mittels des Agi-
lent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornien, USA)
bietet eine schnelle und einfache Bestimmung der Konzentration sowie der Inte-
gritat der isolierten total RNA. Die Aufbreitung der Proben erfolgte nach den
Angaben des Herstellers. Die Analyse liefert ein Elektorpherogram sowie einen
Wert fiur die RNA-Integritdt (RIN-Wert). Nur Proben mit einem RIN-Wert >
8 wurden fiir weitere Analysen verwendet. Ein Beispiel einer RNA Probe hoher
Integritat ist in Abb. A.1 im Anhang A.1 zu finden.

2.13 Erststrangsynthese von komplementarer DNA
(cDNA-Synthese)

Eine Erststrangsynthese komplementérer DNA (cDNA) erfolgte unter Verwen-
dung des ReverdAid"'H-Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas.
Dazu wurden 10 - 1000 ng der extrahierten total RNA aus 2.12.1 mit 500 ng
oligo(dT) g-Primer versetzt, fiir 5 min bei 70°C (Biometra T-Personal PCR-
Cycler) inkubiert und anschlieBend auf Eis auf 4°C abgekiihlt. Nach Zugabe
von 8 ul Master-Reaktionsmix (4 ul 5x Reaktionspuffer, 2 pl 10 nM dNTP-Mix,
20 U RiboLock "'und 200 U RevertAid "H Minus M-MuLV Reverse Transkrip-
tase) wurde die Erststrangsynthese fiir 60 min bei 42°C durchgefithrt und durch
Erhitzen auf 70°C fir 10 min (Hitzedenaturierung der Reversen Transkriptase)
gestoppt. Die erhaltene cDNA-Losung wurde direkt zur quantitative realtime-
PCR verwendet.
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2 Material und Methoden

2.14 quantitative realtime-PCR (TaqMan)

Die TagMan realtime-PCR bietet die Moglichkeit, die relative Expression ein-
zelner Gene in kurzer Zeit mit einer sehr hohen Sensitivitat zu bestimmen. Zur
Quantifizierung einer cDNA wird dabei eine mit Fluoreszenzfarbstoffen markier-
te sequenzspezifische Sonde eingesetzt, welche am 5-Ende einen Reporterfarb-
stoff (Fluoreszeinderivat) und am 3’-Ende einen Quencherfarbstoff (Rhodamin-
derivat) tragt. Solange sich diese beiden Farbstoffe in rAumlicher Néhe zueinan-
der befinden, kommt es zu einer Fluoreszenzausloschung durch Quenching trotz
Anregung. Die im qRT-PCR Mastermix enthaltene DNA-Polymerase besitzt ei-
ne Exonukleaseaktivitat und entfernt bei der DNA Polymerisation die sequenz-
spezifische Sonde von der cDNA Matrize. Die Restriktion der TagMan-Sonde
fithrt zu einer raumlichen Trennung von Fluoreszenz- und Quencherfarbstoff.
Nicht gebundene TagMan-Sonden werden von der matrizenabhiangigen DNA-
Polymerase nicht gespalten. Dadurch ergibt sich eine zur cDNA-Konzentration
direkt proportionale Zunahme der Fluoreszenz, welche geréteintern (7900HT
Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
USA) in Anhéngigkeit der durchlaufenen PCR-Zyklen registriert wird.

2.14.1 Bestimmung der relativen Genexpression nach
quantitativer realtime-PCR (AACt-Methode)

Die in 2.13 hergestellten cDNA-L6sungen konnten ohne weitere Aufreinigungs-
schritte zur quantitativen realtime-PCR Reaktion eingesetzt werden. Dazu wur-
den mind. 10 ng ¢cDNA pro Reaktion in 5 ul nukleasefreiem Wasser vorgelegt
und die sequenzspezifische TagMan-Sonde (0,5 ul TagMan-Sonde, 5,5 ul qRT-
PCR MasterMix) hinzugegeben. Die qRT-PCR Reaktion wurde im 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien,
USA) Thermocycler fir 40 Reaktionszyklen durchgefithrt. AnschlieBend wur-
den die Ct-Werte mit Hilfe der SDS-Software (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornien, USA) fiir die gesamte Reaktion anhand der Messdaten bestimmt.
Zur Minimierung der Standardabweichung wurden alle Proben in Triplikaten
aufgetragen und die mRNA Konzentrationen der jeweiligen Gene sowie des
Housekeeping-Gens GAPDH (fiir die Normalisierung) bestimmt. Um eine Ande-
rung der Expression eines Gens als Folge der Behandlung mit einer spezifischen
siRNA zu bestimmen, wurden zuséitzlich cDNA Proben aus mit Kontoll-siRNA
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2.15 Biochemische Methoden

transfizierten Zellen aufgetragen. In einem ersten Auswerteschritt wurden zuerst
fir jede Probe die Mediane der GAPDH Ct-Werte (Ctg ;) der Probentriplikate
erstellt und von den Medianen der Probentriplikate der Ct-Werte (Ct; ;) des zu
bestimmenden Gens subtrahiert (ACt) (Gl. (2.1)).

ACtl‘J = Ctiyj — CtH’j Gl. (2.1)

In einem zweiten Schritt wurden fir jedes Gen die auf die GAPDH Expression
normalisierten Expressionswerte der Kontrolltransfektionen (ACt; g) von den
ACt-Werten der jeweiligen Transfektionen (ACt; ;) subtrahiert. Diese Berech-
nung ergaben die AACt-Werte (Gl. (2.2)).

AACt; ; = ACt; ; — ACt R Gl. (2.2)

Die Anderungen des mRNA Expressionsniveaus nach Behandlung mit einer se-
quenzspezifischen siRNA gegeniiber dem Expressionsniveau der gleichen mRNA|
nach Behandlung mit einer Kontroll-siRNA | normalisiert gegen das Expressions-
niveau des Houskeeping-Gens GAPDH, ergibt sich demnach aus Gl. (2.3).

Expressionsniveau; ; = 270 Gl (2.3)
Expressionsniveaus >1 zeigen eine Uberexpression der gemessenen mRNA in
den transfizierten Zellen gegeniiber den Kontrollen an. Expressionsniveaus <1

entsprechen demnach einer geringeren Expression der jeweiligen mRNA in den

transfizierten Zellen.

2.15 Biochemische Methoden

2.15.1 Zell-Lebensfahigkeits Assay WST-1

Mit Hilfe des WST-1 Proliferation Assays kann auf die Lebensfdhigkeit der

Zellen innerhalb des Experiments geschlossen werden. Der Assay beinhaltet
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2 Material und Methoden

ein Tetrazoliumsalz (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-
benzene disulfonat), welches durch mitochondriale Dehydrogenasen reduziert
wird (s. Abb. 2.1). Die Reduktion des hellroten Tetrazoliumsalz zum tiefroten
Formazan ist direkt proportional zur Anzahl an metabolisch aktiven Zellen in-
nerhalb einer Kultur. Die Produktion des Formazans durch die metabolisch
aktiven Zellen kann spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei
450 nM bestimmt werden (Berridge et al. [1996]). Die Zellen wurden zur Mes-

NO, NO,
|
| “@L
N—H
+N— N\ |
[l N N
N-_ # y/
S0:Na S0:Na
S0:Na S0O:Na
WST-1 Formazan

Abbildung 2.1: Spaltung des Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonat) in Formazan.
EC = Elektronen-koppelndes Reagenz RS = mitochondriales

Succinat-Tetrazolium-Reduktase System

sung der Lebensfahigkeit wie unter 2.9 beschrieben kultiviert und mit unter-
schiedlichen siRNA Konzentrationen (10 nM, 50 nM und 100 nM) transfiziert.
Nach 42 h Inkubation wurde die Zelllebensfahigkeit mit Hilfe des WST-1 Assays

nach den Angaben des Herstellers spektrophotometrisch gemessen.

2.16 cDNA Microarray-Technologie

2.16.1 Herstellung von humanen, genomweiten
cDNA-Microarrays

Im Rahmen dieser Dissertation wurden genomweite cDNA-Microarrays (DeRi-
si et al. [1996], Schena et al. [1995, 1996], Shalon et al. [1996]) auf Basis des
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2.16 cDNA Microarray-Technologie

RZPD Unigene 3.1 cDNA Satz hergestellt. Der RZPD Unigene 3.1 cDNA Satz
enthélt 37500 annotierte Gene und EST. Vorbereitend fiir das Spotting der
cDNA-Microarrays wurden Hochdurchsatz-PCRs der Klone durchgefithrt und
die aufgereinigten PCR Produkte fiir das Spotting vorbereitet. Anschliefend
wurden die in Spottingpuffer (3x SSC, 1,5 M Betain) gelosten PCR-Produkte
mittels des VersArray ChipWriter” Pro Arrayer (Bio-Rad, Miinchen) nach ei-
nem programmierten Verfahren auf mit Epoxysilan beschichtete Nexterion E
Slides (Schott, Jena) transferiert. Die einzelnen PCR-Produkte wurden dabei
parallel mit 48 Split-Pin Arraylt 946 MP3 Spotting Nadeln (Arraylt, Sunnyva-
le, Kalifornien, USA) auf insgesamt 108 Slides iibertragen. Die Spottingnadeln
besaflen ein Aufnahmevolumen von 0,35 ul und ein Abgabevolumen von 0,7 nl
was zu einem Spotdurchmesser von ca 90 pum fithrte. Pro Nadel wurde ein Grid
von 28x29 Spots produziert, was zu einer maximalen Zahl von 38976 Spots auf
einem Array fithrte. Vor jedem Spottingdurchlauf wurde iiberschiissiges PCR-
Produkt auf einem Blottingpad entfernt um gleichmaéssige Spots auf allen Slide-
replikaten zu erhalten. Nach jedem Spottingzyklus wurden die Nadeln einem
intensiven Wasch- und Sonifizierprogramm unterzogen um eine Kreuzkontami-
nation der einzelnen PCR-Produkte zu verhindern. Die gesamte Spottingpro-
zedur wurde bei 22°C Raumtemperatur und einer Luftfeuchte von 42% unter

staubfreien Bedingungen durchgefiihrt.

2.16.2 Nachbehandlung der gespotteten cDNA-Microarrays

Vor einer Verwendung der gespotteten cDNA-Microarrays zur Hybridisierung
mussten diese einer speziellen Nachbehandlung unterzogen werden, wobei nicht
gebundenes PCR, Produkt entfernt und die DNA denaturiert wurde. Zu Beginn
der Nachbehandlung wurden die Arrays in einem ersten Schritt fiir eine Minute
mit Wasserdampf bei 37°C rehydriert und anschlieBend sofort mit der Riick-
seite fiir 10 sec auf eine 100°C Ceranheizplatte gelegt. Durch diese Prozedur
wurden die Nukleinsduren kovalent an die Epoxysilanoberfliche der Glasslides
gebunden (Chiu et al. [2003], Conzone and Pantano [2004]). Nach vollstandigem
Trocknen wurden die Chips 2 min in 0,2% (w/v) SDS-Losung und anschlieend
2 min in aqua bidest gewaschen (beide Waschschritte erfolgten bei Raumtempe-
ratur). Zur Denaturierung der doppelstréangigen DNA-Spots auf den DNA-Chips
wurden diese fiir 1,5 min in 95 °C heilem Wasser inkubiert und die danach vor-

liegenden Einzelstrange durch sofortige Inkubation in kaltem Ethanol (absolut)
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fixiert. Anschlieflend wurden die Chips durch Zentrifugation (50 x g, 6 min, RT)
in einer Eppendorf 5810R Zentrifuge getrocknet und bis zur weiteren Verwen-

dung staubfrei gelagert.

2.16.3 Lineare Amplifikation isolierter mRNA

Zur linearen Amplifikation der isolierten mRNA aus den MCF-7 Zellen wur-
de das Low RNA Input Linear Amplification Kit (Agilent Technologies, Santa
Clara, Kalifornien, USA) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dazu
wurden 1,5 - 2 ug isolierte und aufgereinigte total RNA aus 2.12.2 in einem er-
sten Schritt revers transkribiert. Anschliefend erfolgte die lineare Amplifikation
der erstellten cDNA durch zweistiindige Inkubation. Nach erfolgter Amplifika-
tion wurden die iiberschiissigen, nicht eingebauten Nukleotide durch Grossen-
ausschluss entfernt und das Eluat einer Nukleinsdureprézipitation unterzogen
(s. Abschnitt 2.12.2). Alle amplifizierten RNA Proben wurden vor der Fluores-
zenzmarkierung einer Qualitiatskontrolle unterzogen (s. Abschnitt 2.12.4). Nur
aRNA hoher Qualitdt wurde fiir die weiteren Schritte verwendet. Abschnitt A.2
zeigt ein Messdiagram einer amplifizierten RNA hoher Integritat. Die aufgerei-
nigte und amplifizierte RNA konnte anschliefend direkt zur Fluoreszenzmarkie-
rung (s. Abschnitt 2.16.4) eingesetzt werden.

2.16.4 Fluoreszenzmarkierung amplifizierter RNA

Vor einer Hybridisierung der in 2.16.3 erstellten aRNA muss diese in einer re-
versen Transkription in cDNA umgeschrieben werden, wobei zeitgleich fluores-
zenzmarkierte Cytidin-Derivate (Cy3-dCTP bzw. Cy5-dCTP) in die neu syn-
thetisierte, einzelstrangige cDNA eingebaut wurden. Die reverse Transkription
erfolgte unter Verwendung des Enzyms SuperScript’ 111 (Invitrogen, Karlsru-
he). Dabei wurden jeweils gleiche Mengen der zu vergleichenden aRNA-Proben
eingesetzt. Fir die Reaktion wurden 2 pug aRNA zusammen mit 500 pg Ran-
dom Hexamer Primer (MWG, Ebersberg) in einem Gesamtvolumen von 6,25 pul
gelost, fiir 10 min bei 70°C zur Denaturierung inkubiert und anschliefend so-
fort auf Eis gekiihlt. Nach vollstdndiger Abkiihlung der Proben wurden mit
2,5 ul 5x RT-Erststrangpuffer, 1,25 pl 0,1 M DTT, 0,5 pul RNasin (20 U), 0,5 ul
SuperScript Il Reverse Transkriptase (100 U), 1 ul Nukleotidmix (dATP,
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dGTP, dTTP; jeweils 5 mM) und 1 pl 3 mM dCTP hinzugefigt. Zusétzlich
wurde zur Fluoreszenzmarkierung jeweils 0,5 pul dCTP-Cy3 bzw. dCTP-Cy5 zu-
gesetzt. Die Reaktion erfolgte durch Inkubation fiir 60 min bei 42°C und wurde
durch Zugabe von 1,25 ul 50 mM EDTA pH 8 beendet. Durch Hinzufiigen von
5 pl 1T M Natronlauge, Inkubation fiir 10 min bei 60°C und anschlieBender Neu-
tralisation mit 1 pl 5M Essigsaure wurde die aRNA hydrolysiert. Die Aufreini-
gung der fluoreszenzmarkierten cDNA erfolgte iiber YM-30 Zentrifugationsséul-
chen (Millipore), wobei die zu vergleichenden Proben in ein Endvolumen von
15 pl eluiert wurden. Die Proben wurden anschlieBend direkt zur Hybridisierung
der cDNA-Microarrays eingesetzt (s. 2.16.5)

2.16.5 Hybridisierung von cDNA-Microarrays

Die in 2.16.4 hergestellten Cy3- und Cy5-markierten cDNA-Sonden wurden zur
Bestimmung relativer mRNA-Spiegel gleichzeitig auf einen DNA-Chip gebracht
und mit der dort vorhandenen DNA der PCR-Produkte hybridisiert. Dazu wur-
den die fluoreszenzmarkierten cDNA-Proben mit aqua bidest auf ein Volumen
von 25 ul aufgeftllt und mit dem gleichen Volumen 2x Hybridisierungspuffer
auf ein Endvolumen von 50 ul verdiinnt. Die Hybridisierungssonden wurden fiir
2 min bei 65°C denaturiert und nach Abkiihlen auf den Microarray pipettiert.
Die Sonde wurde dabei zwischen den Glasobjekttriger mit der immobilisier-
ten cDNA und einem speziellen Deckgléschen (LifterSlip, Erie Scientific, New
Hampshire, USA) blasenfrei pipettiert und der Microarray zur Inkubation im
Wasserbad (37°C, iiber Nacht) in eine Hybridisierungskammer (Corning, New
York, USA) verbracht. Nach der Hybridisierung erfolgte ein stringentes Waschen
in 1x SSC mit 1% SDS, 0,1x SSC mit 0,1% SDS und daran anschlieend in 0,05x
SSC zum Entfernen unspezifisch gebundener fluoreszenzmarkierter cDNA. Nach
Trocknung des Chips durch Zentrifugation (5 min, 50 x g) wurde die Fluoreszenz
der einzelnen DNA-Spots auf der Microarray Oberflaiche durch laserinduzierte

Anregung der fluoreszenzmarkierten dCTP-Analoga bestimmt.

2.16.6 Messung und Quantifizierung der Fluoreszenzsignale

von hybridisierten cDNA-Microarrays

Zur Bestimmung der relativen mRNA-Spiegel wurden die Fluoreszenzintensita-
ten der Cy3 und Cyb markierten, hybridisierten cDNA-Sonde auf dem ¢DNA-
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Microarry nach Laseranregung gemessen. Die Intensitat der Fluoreszenz ist da-
bei direkt proportional zur Menge an gebundener, fluoreszenzmarkierter cDNA.
Die Messung der ortsaufgelosten Fluoreszenzintensitiaten nach Hybridisierung
und stringentem Waschen der Chips erfolgte mit einem GenePix 4000B Microar-
ray Laserscanner (Axon Inc., Union City, Kalifornien, USA). Die Anregung von
Cy3-dCTP erfolgte mit monochromatischen Licht der Wellenlénge 532 nm (Mes-
sung der Emission bei 570 nm), die Anregung von Cy5-dCTP mit monochroma-
tischen Licht der Wellenldnge 635 nm (Emission bei 670 nm); die Detektion der
Fluoreszenz erfolgte gerateintern iiber lichtempfindliche Kathoden. Im Rahmen
der Messung wird das Bild in Bildpunkte der Gréfle 10 x 10 um bezogen auf die
Originalgrofle des gescannten Microarray unterteilt. Die Datenaufnahme erfolgte
in Form einer 16-bit-TIFF-Datei und die aufgezeichneten Fluorogramme wurden
mit der GenePix Software (GenePix Pro 6.0 Software, Axon Inc.) quantitativ
analysiert. Als Maf fiir das Verhaltnis der roten zur griinen Fluoreszenz wurde
dabei der Quotient der Mediane (med in Gl. (2.4)) errechnet. Zur Berechnung
des Quotienten der Signalemediane aller Pixel eines Spots wird vor der Bildung
des Cy5/Cy3- Fluoreszenzverhaltnisses die Hintergrundfluoreszenz (Ip ), und
Iy, aus Gl.(2.4), I = Intensitét) von der Signalfluoreszenz (Ip y, und Ip y,
aus Gl. (2.4)) bei der entsprechenden Wellenlénge subtrahiert (s. Gl. (2.4)).

<(IP:)\2)n>med - <([B’A2)m>m€d
<(IP’)‘1>">med N <(]B’>‘1)m>med
Die Quantifizierung der Hybridisierungssignal-Fluoreszenz erfolgte wie in

Abb. 2.3 dargestellt. Die Bildpunkte des inneren Kreises bilden das Hybridisie-

rungssignal, die lokale Hintergrundfluoreszenz wird vom zweifachen Radius des

GL (2.4)

Hybridisierungssignals gebildet (weiler Kreis), wobei die Bereiche der lokalen
Hintergrundfluoreszenz, die auf dem Hybridisierungssignal des néchsten Spots

liegen, aus der Berechnung der Hintergrundfluoreszenz ausgeschlossen werden.

2.17 Statistische Auswertung der genomweiten

Expressionsanalysen

Vor einer statistischen Analyse der Mediane der Fluoreszenzen wurden prapro-

zessierende Schritte durchgefithrt. Zunéchst wurden Klone, die zur Spottingkon-
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Quantifizierung der Fluoreszenz-

signale

trolle verwendet wurden entfernt. Anschliefend wurden die einzelnen Expressi-
onswerte mit Hilfe des vsn Modells (Huber et al. [2002]) normalisiert, um Unter-
schiede in den Gesamtintensitaten von Cy3 und Cyb sowie intensitdtsabhiangige
Abweichungen im Verhéltnis Cy3/Cyb auszugleichen. Dieser Préaprozessierung
der Messdaten folgte die statistische Auswertung der relativen Expressionslevel
der einzelnen auf den Microarrays verfiigbaren Klonen innerhalb eines einzel-
nen Experiments. Dazu wurden die Messdaten mit Hilfe des limma-Algorithmus
(Smyth [2004]) statistisch ausgewertet. Alle Auswerteschritte wurden mit Hilfe
der Statistikumgebung R durchgefiihrt.
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2.18 Netzwerkrekonstruktion durch Nested Effects
Model Algorithmus

Die aus Abschnitt 2.17 erhaltenen Daten der statistischen Auswertung
der Microarray Hybridisierungen wurden zur Rekonstruktion von Gen-
Interaktionsnetzwerken mit dem Nested Effects Model Netzwerk Algorithmus
(Frohlich et al. [2007, 2008]) verwendet. Bei dem NEM-Algorithmus (basierend
auf Markowetz et al. [2005]) wird prinzipiell zwischen zwei Variablen unterschie-
den, den Signalen (S) und den Effekten (£). Bezogen auf ein RNA-Interferenz
Experiment entspricht ein Signal & der post-transkriptionellen Genstilllegung
eines spezifischen Gens, wogegen ein Effekt £ einer mRNA mit verdnderter
Expression entspricht. Es wird angenommen, dass jeder Effekt an ein strom-
aufwérts liegendes Signal gekoppelt ist, wobei eine Storung des Signals Sy eine
Anderung des Signalflusses in dem zugrundelegenden Netzwerk zur Folge hat.
Demnach wird ein Einfluss auf die Effekte, die von & beeinflusst werden, er-
wartet. Abb. 2.4 zeigt schematisch den Zusammenhang zwischen Signalen und
Effekten innerhalb eines Netzwerks. Bei einer Storung des Signales Sa (Abb. 2.4)

\_/
SN PR - R O ——
: /\ : :

Abbildung 2.4: Grundidee des NEM-Algorithmus. Eine Netzwerkhypothese ist ein

gerichteter Graph zwischen Signalen mit unterschiedlichen angehan-

genen Effekten. Eine Stérung von Signal Sy verédndert den Signal-
fluss des stromabwiérts liegenden Signalwegs, was zu einem Einfluss

auf die mit Sy und &7 verknupften Effekte erwarten 1a8t.

wiirden Anderungen der Effekte der Signale S; und Sy erwartet. Die Verkniip-
fung von Effekten mit Signalen kann formell durch eine binére |S| x |€] Matrix
© = (0s) dargestellt werden, mit 05 = 1 wenn der Effekt &£ mit dem Signal
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2.18 Netzwerkrekonstruktion durch Nested Effects Model Algorithmus

s verkntpft ist, ansonsten gilt Ay, = 0. Die Verkniipfung von Signalen (in die-
sem Fall entsprechend der Netzwerkhypothese) wird durch die bindre Matrix
® = (¢;;), mit ¢;; = 1 vorausgesetzt, dass ein Signal ¢ ein Signal j impliziert
und die Bedingung ¢;; = 1 fiir alle ¢ € § gilt. Das Nested Effects Model sagt
einen Effekt von s € § auf einen Effekt k£ immer genau dann vorraus, wenn ein
Signal t € S stromabwérts von S existiert und & verkniipft mit ¢ ist (Frohlich
et al. [2008]). Diese Bedingung wird genau dann erfiillt, wenn gilt ¢5; = 1 und
O, = 1.

Bei einem gegebenen Datensatz D besteht das Ziel darin, Riickschliisse auf den
Signalgraphen &® zu ziehen. Dies erfolgt dadurch, dass zunéchst ein hypotheti-
scher Signalweg ® angenommen wird, fiir den eine Likelihood berechnet wird.
Die Likelihood entspricht dabei einem Maf fiir die Wahrscheinlichkeit, mit der
ein Datensatz D unter Annahme eines hypothetischen Netzwerks ® beobachtet
werden kann. Eine hohe Likelihood entspricht daher einer guten Ubereinstim-
mung der beobachteten Daten D mit der errechneten Netzwerkhypothese ®.
Markowetz et al. (Markowetz et al. [2005]) haben a priori die Likelihood fur
alle denkbaren Netzwerkhypothesen @ berechnet, um anschliefend die Uberein-
stimmungen der Hypothesen mit dem gemessenen Datensatz zu vergleichen. De
facto ist diese Berechnung fiir grole Netzwerke auch mit leistungsstarken Com-
putersystemen nicht durchfithrbar, da die Anzahl der hypothetischen Netze sehr
schnell wichst. Fiir ein Netzwerk mit zehn Signalen (S) existieren bereits 10%7
mogliche Signalgraphen. Daher entwickelten Frohlich et al. (Frohlich et al. [2007,
2008]) heuristische Algorithmen, um nidherungsweise eine Netzwerkhypothese zu
generieren, die eine besonders hohe Likelihood fiir einen gegebenen Datensatz
aufweist. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse beziehen sich dabei ins-
besondere auf eine Methode, in der, ausgehend von einem leeren Signalgraphen,
sukzessive die Kante in das Signalnetz integriert wird, die den maximalen Ge-
winn in der Likelihood verspricht. Das Verfahren endet, sobald durch ein Kante

keine Steigerung der Likelihood mehr erzielt werden kann.
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Zur Rekonstruktion von Gen-Gen Interaktionsnetzwerken wurden insge-
samt 13 Gene, die eng mit dem Estrogenrezeptor Signalweg verkniift sind
(s. Abschnitt 1.3), post-transkriptionell durch die Verwendung von sequenz-
spezifischen siRNAs in ihrer Expression reduziert. Die resultierenden Effekte
der post-transkriptionellen Reduktion der mRNA Konzentration wurde mit ge-
nomweiten cDNA-Microarrays gemessen. Die Daten aus den statistischen Aus-
wertungen der durchgefithrten Microarray Experimente wurden anschlieffend
mit dem ,Nested Effects Model“ Algorithmus (Frohlich et al. [2007, 2008],
s. Abschnitt 2.18) einer weiteren statistischen Analyse unterzogen und in Form
eines Interaktionsnetzwerks grafisch dargestellt. Zur weiteren Validierung des
berechneten Netzwerks wurden neben dem Silencing von einzelnen Genen zu-
satzlich kombinatorische post-transkriptionelle Genstilllegungen von ausgesuch-
ten Genpaaren aus der Liste der 13 Gene des Einzelsilencings durchgefiihrt.
Die RNA Interferenz Experimente wurden nach einem standardisierten Schema
durchgefiihrt, was zu einer héheren Konsistenz der Daten fiir die spétere Netz-
werkrekonstruktion fiithrte. Fiir jedes Experiment wurden mindestens zwei spezi-
fische siRNAs mit unterschiedlichen Antisense-Sequenzen pro Gen im Duplikat
in einer Endkonzentration von 50 nM (soweit nicht anders angegeben) eingesetzt
(s. Abschnitt 2.9). Zusétzlich wurden vier unabhéngige Transfektionen mit einer
~non-silencing control“ siRNA (Qiagen, Hilden) sowie eine Mock-Transfektion
(enthielt nur Transfektionsmedium und Transfektionsreagenz) parallel durch-
gefithrt. Dadurch wurde gewahrleistet, dass fir jedes siRNA-Experiment eine
genomweite Expressionsanalyse von acht biologischen Ansétzen mit vier cDNA-

Microarrays im sogenannten Dye-Swap Design durchgefithrt werden konnte.
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3.1 Auswahl der Gene fiir die post-transkriptionelle

Genstilllegung

Im Rahmen dieser Arbeit war das Interesse auf Gene fokussiert, die im direk-
ten Zusammenhang mit estrogenabhangigen Mammakarzinomen stehen. Dazu
wurden zum einen gezielt Gene ausgewéhlt, die bekanntermafien dem Estro-
genrezeptor Signalweg zuzuordnen sind (s. Abschnitt 1.3). Des weiteren wur-
den Gene ausgewéhlt, denen in vorherigen Studien eine klare Assoziation zu
estrogenabhangigen Brustkrebserkrankungen zugeschrieben werden konnte, Ge-
ne, welche einen direkten Einfluss auf den Estrogenrezeptor Signaltransduk-
tionsweg ausiiben, bzw. Gene, die im direkten Einfluss des Estrogenrezeptor
Signaltransduktionswegs stehen. Tabelle 3.1 zeigt die Auflistung der im Fol-
genden beschriebenen Gene, die fiir die post-transkriptionellen Genstilllegungs-

experimente ausgewahlt wurden. Grundséatzlich muss bei dem Estrogenrezep-

Tabelle 3.1: Ausgewihlte Gene fiir die post-transkriptionelle Genstilllegung

Gen Symbol Beschreibung

AKTI v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AKT2 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

CCNG2 cyclin G2
ESR1 estrogen receptor 1

FOXA1 forkhead box A1l

HSPBS heat shock 22kDa protein 8

MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1

STAT5B  signal transducer and activator of transcription 5B
STC? stanniocalcin 2

TMEM45B  transmembrane protein 45B

TP53 tumor protein p53
XBP1 X-box binding protein 1

tor Signalweg zwischen den beiden in Abschnitt 1.3 beschriebenen Effekten der
Estradiolbindung unterschieden werden. Wie beschrieben, haben eine Reihe von
Genen einen direkten Einfluss auf den Signaltransduktionsweg des ERa bzw.
werden in direkter Weise von dessen Expression beeinflusst. Dabei trennt sich

die Funktionalitdt des ER« in die genomische und die nicht-genomische Ak-
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tivitat (s. Abschnitt 1.4.1 und 1.4.2). Die Expression und Aktivitdt der Gene
AKTI1, AKT2, MAPK1 und STATS5B sind direkt durch die nicht-genomische
Aktivitat des ERa reguliert (Bjornstrom and Sjoberg [2005]). Die Aktivitéat der
einzelnen Signaltransduktionskaskaden kann steroidabhangig, aber auch stero-
idunabhéngig erfolgen. Eine Interaktion des 173-Estradiol mit der membran-
stdndigen Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) ErbB2 resultiert in einer Aktivie-
rung des Akt Signaltransduktionswegs ohne den Einfluss des ERa (Stoica et al.
[2003Db]). Gleichzeitig kann durch die Serin/Threonin Protein-Kinase Akt die
Aktivitdt des Estrogenrezeptors durch Interaktion mit der N-terminalen Akti-
vierungsfunktion AF-1 (s. Abschnitt 1.3) erhoht werden. Demnach stellen die
Gene AKT1 und AKT2 durch ihre weitreichenden Interaktionen mit dem ERa
sehr interessante Ziele zur Aufkliarung von Gen-Gen Interaktionen im Estrogen-
rezeptor Signaltransduktionsweg dar.

Neben den beiden genannten Akt Kinasen werden auch die ,,mitogen-activated
protein kinase 1“ (MAPKI) sowie der ,signal transducer and activator
of transcription 5b* (STATS5B) direkt von der nicht-genomischen Aktivitét
des ERa beeinflusst. Membranstandige ERa Rezeptoren werden nach Bin-
dung von 178-Estradiol durch Konformationsidnderung aktiviert, wodurch die
Src/Ras/Raf/Mek Kaskade aktiviert wird, was in einer Aktivierung von Mapk1
resultiert (Klinge et al. [2005]). Der Einfluss von 178-Estradiol vermittelt eine
Phosphorylierung und damit Aktivierung von STAT5B (Bjornstrom and Sjoberg
[2002]). Abb. 3.1 zeigt grafisch die Zusammenhéange der Gene im Estrogenrezep-
tor Signalweg.

Unabhéngig von den direkten Einflissen (genomisch und nicht-genomisch) des
ERa auf die Aktivitéit der oben aufgezdhlten Gene konnte in zahlreichen Studien
die Expression vieler Gene mit dem Estrogenrezeptorstatus von Mammakarzi-
nomen assoziiert werden. Diese Gene stellen demnach ebenfalls sehr interessante
Ziele zur Identifizierung von Gen-Gen Interaktionen dar.

Durch die Kombination des Estrogenrezeptorstatus mit der Expression von
BCL2 wurde ein Zusammenhang mit der Prognose bei Patientinnen mit in-
vasiv ductalem Karzinom (IDC) gezeigt (Park et al. [2002]). Die persistente Ex-
pression von BCL2 ist signifikant mit der Expression des ER« assoziiert. Eine
signifikante Reduktion in der Expression von BCLZ2 ist stark mit der fehlenden
Expression des ER« korreliert. BCL2 codiert fiir einen negativen Regulator der
Apoptose und verhindert durch seine Expression die Bildung von Kanélen in

der Mitochondrienmembran durch das Protein BAX. Dies verhindert die Frei-
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Target gene
transcription

Abbildung 3.1: Schematisch Darstellung der Zusammenhénge der Gene im Estro-
genrezeptor Signaltransduktionsweg (aus Bjornstrom and Sjoberg
[2005])

setzung von Cytochrom C und damit die Fortsetzung der Reaktionskaskade zur
Ausfiihrung der Apoptose. Die beiden Proteine BCL2 und BAX stehen bei der
Regulation in einem Gleichgewicht, wobei die Fahigkeit von BCL2 die Apoptose
zu verhindern von der Fahigkeit der Heterodimerenbildung zwischen BCL2 und
BAX abhangt (Teixeira et al. [1995]).

Im Gegensatz zu den bisher genannten Genen wird die Expression des Gens
CCNG2 negativ durch den, durch 170-Estradiol aktivierten, ER« reguliert. Die
Féhigkeit des 175-Estradiol, die Expression von CCNG2 (einem negativen Re-
gulator des Zellzyklus) zu reprimieren, konnte eine mafigebende Rolle in der
verstirkten Beforderung von tumorésen Zellen durch den Zellzyklus darstellen
(Stossi et al. [2006]). Die Bindung des durch 178-Estradiol aktivierten Estro-
genrezeptors an die Estrogen Responsive Element in Brustkrebszellen wird u.
a. durch das Gen FOXAT1 hergestellt, wobei gleichzeitig eine Abhéngigkeit der
Estrogenrezeptorexpression an das Vorhandensein von FOXA1 gekoppelt ist
(Carroll et al. [2005]).
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HSPBS, ein Mitglied der Superfamilie ,der small heat shock proteins® (sHSP),
ist in estrogenabhéngigen Mammakarzinomen eng mit der Expression des ER«
verkniipft. In MCF-7 Zellen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
175-Estradiol zu einem erhohten Level an HSPB8 mRNA und damit auch zu
einem erhéhten Level an Protein fithrte (Sun et al. [2007]). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass das Gen STC2 positiv mit der Expression des ERa korre-
liert ist und estrogenabhéngig exprimiert wird (Charpentier et al. [2000]). Die
enge Verkniipfung der Uberexpression von STC2 mit dem Estrogenrezeptor-
status fithrte zur Entwicklung von STC2 zu einem prognostischen Marker bei
ERa-positiven Mammakarzinomen. Dabei wurde eine verlangerte krankheits-
freie Uberlebenszeit bei Patientinnen mit STC2 Expression berichtet (Esseghir
et al. [2007]).

Das Gen TMEM45B, welches fiir ein transmembranes Protein codiert (Lian
et al. [2006]), zeigt ein verdndertes Expressionsniveau in globalen Expressions-
analysen von estrogenabhéngigen Mammakarzinomen (Daten unveroffentlicht).
Der schnelle Abbau des Estrogenrezeptors bei 173-Estradiol Behandlung wird
iiber die proteasomale Degradation reguliert. Dazu bilden der ERa und die Pro-
teine MDM2 und TP53 einen ternidren Komplex und regulieren somit die zur
Verfiigung stehende Konzentration von ER« (Duong et al. [2007]).

Der Transkriptionsfaktor XBP1 (Clauss et al. [1996], Liou et al. [1990]) wurde
ebenfalls als positiv korreliert in Bezug auf den Estrogenrezeptorstatus gefunden
(West et al. [2001]) und verstarkt die transkriptionelle Aktivitat des ER« ligan-
denunabhéngig (Lacroix and Leclercq [2004]). AuBerdem konnte gezeigt werden,
dass die Protein- sowie die mRNA Konzentration von XBP1 in Tumoren mit
Antiestrogen-resistenten Zellen erhoht ist (Gomez et al. [2007]). XBP1 konn-
te demnach ein Schliisselfaktor in Bezug auf das Ansprechen auf antiestrogene

Therapien sein (Romero-Ramirez et al. [2004]).

3.2 Etablierung des Messprinzips

Um das geplante Messprinzip zu Begin dieser Arbeit zu etablieren, wurde ei-
ne Testtransfektion der sequenzspezifischen siRNA gegen das Gen TP53 in der
epithelialen Cervix-Adenokarzinom Zelllinie HeLa durchgefithrt. Dabei wurden
insgesamt zwei siRNAs unterschiedlicher Sequenz einzeln in einer Konzentrati-
on von 10 nM eingesetzt und fiir 42 h inkubiert (s. Abschnitt 2.9). HeLa Zellen
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Abbildung 3.2: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von TP53 in HeLa
Zellen

zeichnen sich durch ihre einfache Handhabbarkeit aus und werden von den kom-
merziellen Anbietern von RNA-Interferenz Produkten als Standard verwendet.
Aus diesen Griinden wurde dieses System zur Etablierung des experimentellen
Designs (erfolgreiche post-transkriptionelle Genstilllegung, validiert mit qRT-
PCR, gefolgt von globaler Expressionsanalyse mit cDNA-Microarrays) verwen-
det. Da fiur die gezielte Stilllegung des Gens TP53 insgesamt zwei validierte
(vom Hersteller auf Funktion tiberpriift) siRNAs vorlagen, wurde dieses Gen
fir die Etablierung des Messprinzips verwendet. Gleichzeitig sind das Gen und
seine Interaktionen sehr gut beschrieben (Agarwal et al. [1998], Levine [1997],
Prives and Hall [1999]), wodurch die Interpretation des zu messenden Expres-
sionsprofiles nach erfolgter Genstilllegung vereinfacht wurde. Abb. 3.2 zeigt das
Ergebnis der post-transkriptionellen Genstilllegung von TP53 in Hela Zellen.
Die Quantifizierung erfolgte in diesem Experiment auf Basis der Konzentration
der zur cDNA Synthese eingesetzten RNA. Alle Kontrollen zeigten ein wenig va-
riables und kaum verringertes Expressionsniveau von TP53. Die Varianzen und
die relativ grofle Standardabweichung bei den Kontrolltransfektionen sind auf
Pipettierschwankungen zuriickzufithren. Bei den mit spezifischer siRNA gegen
TP53 transfizierten Zellen konnte eine Reduktion der relativen mRNA Konzen-

tration von 90 - 95 % erzielt werden. Die Fehlerbalken entsprechen der Stan-
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dardabweichung der Messwerte der Triplikate aus den jeweiligen Messungen.

Hiermit konnte der erste Teil des Messprinzips etabliert werden.

3.3 Genomweite Expressionsanalyse des

Etablierungsexperimentes

Nachdem, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, die post-transkriptionelle Genstill-
legung von T'P53 in HeLa Zellen etabliert werden konnte, wurde ein genom-
weites Expressionsprofil der HeLa Zellen nach siRNA Transfektion gegen TP53
erstellt. Dazu wurden insgesamt acht cDNA Microarrays im Dye-Swap Design
erstellt und anschlieend, wie in Abschnitt 2.17 beschrieben, einer statistischen
Analyse unterzogen. Aufgrund des Silencing von TP53 wurden in den HeLa
Zellen 575 Gene signifikant (adjustierter p-Wert < 0.05) dereguliert. Aus diesen
Genen sind finf zur Validierung des mRNA Silencings exemplarisch mit den zu-
gehorigen p-Werten und Expressionsdnderungen in Tabelle 3.2 aufgefithrt. Zur
Validierung der globalen Expressionsanalyse wurde die Liste der signifikant de-
regulierten Gene mit der Literaturdatenbank Ingenuity Pathway Analysis (In-
genuity Systems®, http://www.ingenuity.com) verglichen und die Ubereinstim-

mungen in Form eines Netzwerks dargestellt (s. Abschnitt 3.3). Die Transkrip-

Tabelle 3.2: Resultate TP53 Knockdown HeLa

Gen Symbol Beschreibung p-Wert FoldChange

CDKN1A  cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 2.32 x 107° 0.164
BIRCS5 baculoviral IAP repeat-containing 5 1.19 x 1073 2.012

GDF15 growth differentiation factor 15 1.83 x 1072 0.568
BTG2 BTG family, member 2 1.7 x 1072 0.680
MAPK1/  mitogen-activated protein kinase 14 4.7 x 1072 1.277

tion von CDKNIA (p21) wird von TP53 aktiviert (Xiong et al. [1993]), folglich
fithrt ein Silencing von TP53 zu einer Reduktion der mRNA von CDKNI1A.
BIRCS5 (survivin) hingegen wird durch 7TP53 inhibiert. Eine Reduktion der
mRNA von TP53 fithrt demnach zu einer Uberexpression von BIRC5 (Hoff-
man et al. [2002], Mirza et al. [2002]). Albertoni et al., Kannan et al. und Tan
et al. (Albertoni et al. [2002], Kannan et al. [2000], Tan et al. [2000]) konnten
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Abbildung 3.3: Validierung der genomweiten Expressionsanalyse nach TP53 Silen-
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cing. Nur direkte Interaktionen wurden gewéhlt. Rote Knoten ent-
sprechen Genen mit gesteigerter mRNA Expression in den expe-
rimentellen, sowie den Literaturdaten. Griine Knoten entsprechen
Genen mit verringerter mRNA Expression in Folge des Silencings
von TP53. Unter den Knoten sind die jeweiligen Fold Changes ver-
zeichnet (FC > 1 = Uberexpression, FC < —1 = Repression).
Aus: Ingenuity: IPA 6.3 - 1402 Build: 54960



3.4 Uberpriifung der Zell-Lebensfihigkeit

zeigen, dass TP53 direkt an der Expression des Gens GDF15 (MIC-1) betei-
ligt ist. Ein Silencing der mRNA von TP53 fiihrt demnach ebenfalls zu einer
Reduktion der Expression von GDF15. Das Silencing von TP53 fithrte deswei-
teren zu einer Repression der mRNA von BT'G2. Wie Daoud et al. (Daoud et al.
[2003]) beschrieben, ist TP53 notwendig fiir die Expression der BTG2 mRNA.
Die , mitogen-activatet protein kinase 14“ (MAPK1/) verstarkt die Aktivierung
von TP53 durch Phosphorylierung (Bulavin et al. [1999]) indem sie selbst durch
Phosphorylierung tiber den Ras-Raf-Mek-Erk Signaltransduktionsweg aktiviert
wird. Dieser Signaltransduktionsweg kann iiber WIP1, einem TP53 regulierten
Gen, durch Bildung einer negativen autoregulatorischen feedback Schleife inak-
tiviert werden (Takekawa et al. [2000]). Die Reduktion der TP5% mRNA selbst
konnte im Rahmen der genomweiten Expressionsanalyse mit cDNA Microar-
rays nicht verifiziert werden, da der zur Herstellung der Microarrays verwendete
RZPD Unigene 3.1 cDNA Satz lediglich einen Klon schlechter Qualitat fiir das
Gen TP53 beinhaltet.

3.4 Uberpriifung der Zell-Lebensfihigkeit nach
Transfektionen mit hohen siRNA

Konzentrationen

Da die Rekonstruktion der Gen-Gen Interaktionsnetzwerke auf spezifische Fra-
gestellungen in Brustkrebs angewandt werden sollte, mussten die experimen-
tellen Konditionen aus Abschnitt 3.2 auf die Besonderheiten der MCF-7 Zel-
len angepasst werden. Hauptsachlich war eine Erhéhung der Konzentration der
eingesetzen siRNA notwendig, da bei niedrigen Konzentrationen (10 nM) kei-
ne addquate post-transkriptionelle Genstilllegung in den MCF-7 Zellen moglich
war (Daten nicht gezeigt). In mehreren Konzentrationsreihenexperimenten wur-
den siRNA Konzentrationen von 10 nM bis 100 nM exemplarisch fiir die Gene
AKTI1, AKT2, FOXA1 und HSPBS auf ihren Einfluss auf die Lebensfahigkeiten
der Zellen unter Verwendung des in Abschnitt 2.15.1 beschriebenen WST-1 Cell-
Viability Assays getestet. Abb. 3.4 und 3.5 zeigen die Einfliisse der Transfekti-
on der siRNAs gegen die oben genannten Gene in den Konzentrationen 10 nM,
50 nM und 100 nM. Die Transfektionen wurden iiber einen Zeitraum von 42 h
durchgefithrt und die Auswertung anschlieend auf die Lebensfahigkeit der Zel-
len in der Mock-Transfektion bezogen. Bei den Transfektionen der in Abb. 3.4
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Abbildung 3.4: Lebensfdhigkeiten der MCF-7 Zellen nach Transfektion mit siRNA
gegen AKT1 und AKT2 in unterschiedlichen Konzentrationen
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Abbildung 3.5: Lebensfiahigkeiten der MCF-7 Zellen nach Transfektion mit siRNA
gegen FOXA1 und HSPBS in unterschiedlichen Konzentrationen
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3.5 Post-Transkriptionelle Genstilllegung durch RNA Interferenz

und 3.5 dargestellten siRNAs war kein starker Einfluss der siRNA Konzentration
auf die Lebensfahigkeit der Zellen zu erkennen. Daher wurde als Grundansatz
in den nachfolgenden Experimenten stets eine siRNA Konzentration von 50 nM
verwendet. Die Ergebnisse des Cell-Viability Assays lielen dennoch die Moglich-
keit der Verwendung hoherer siRNA Konzentrationen ohne negativen Einfluss
auf die Zelllebensfahigkeit zu. Demnach wurde immer dann, wenn mit einer
Konzentration von 50 nM keine adéquaten post-transkriptionellen Genstillle-
gungen moglich waren, die siRNA Konzentration auf 100 nM erhoéht (jeweils im

Text angegeben).

3.5 Post-Transkriptionelle Genstilllegung durch
RNA Interferenz

Die Untersuchungen in Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.3 zeigten die Etablie-
rung des erarbeiteten Messprinzips. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
einzelnen selektiven post-transkriptionellen Genstilllegungen aufgefiihrt. Exem-
plarisch sei hier nur das Ergebnis fiir den Knock-down des Gens AKT'1 grafisch
dargestellt. Die Graphen der anderen 12 Experimente finden sich im Anhang
(A.2 - A.14). Die relativen Konzentrationen der jeweiligen mRNAs wurden mit
der in Abschnitt 2.14 beschriebenen TagMan qRT-PCR Methode quantifiziert
und die Messergebnisse grafisch dargestellt. Die Zusammenfassung der einzelnen

Messungen ist in Tabelle 3.3 auf Seite 51 zu finden.

3.5.1 AKTI1

Abb. 3.6 zeigt das Ergebnis der Behandlung der MCF-7 Zellen mit siRNA ge-
gen das Gen AKT1. Auf der Ordinate sind die jeweiligen Replikate mit den
zugehorigen siRNA Bezeichnungen verzeichnet. Die Abzisse entspricht der rela-
tiven mRNA Expression, normalisiert auf die Expression des Housekeeping-Gens
GAPDH. Die Proben zeigten eine selektive Reduktion der mRNA Konzentrati-
on des Gens AKT1 von 58 - 65 %, wobei die Replikate der jeweiligen siRNAs
nur gering voneinander abwichen. Die Kontrollen wiesen geringfiigige Varianzen
auf, die auf die quantitativen realtime-PCR zuriickzufithren sind. Eine zufrie-
denstellende Reduktion der mRNA konnte fiir das Gen AKT1 nur mit einer
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Abbildung 3.6: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von AKT1

siRNA Endkonzentration von 100 nM erzielt werden. Da alle vier Replikate
der Transfektion eine ausreichende Reduktion der mRNA Konzentration erga-
ben, konnten die Proben fiir die nachfolgenden Expressionsanalysen vorbereitet

werden.

3.5.2 AKT2

Wie in A.3 abgebildet, zeigte die Transfektion der MCF-7 Zellen mit zwei se-
quenzspezifischen siRNAs gegen AKT2 eine Reduktion der AKT2 mRNA von
77 - 88 %. Die Kontrollen wiesen nur geringe Schwankungen und keine Reduktion
der mRNA Konzentration von AKT2 auf. Abweichend von den in Abschnitt 2.9
angegebenen Bedingungen wurden die siRNA gegen AKT2 in diesem Experi-
ment in einer Endkonzentration von 100 nM eingesetzt. Alle vier Transfektio-
nen resultierten in einer ausreichenden Reduktion der mRNA von AKT2; somit

konnten die Proben zur weiteren Analyse verwendet werden.
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3.5 Post-Transkriptionelle Genstilllegung durch RNA Interferenz

3.5.3 BCL2

Die Behandlung der MCF-7 Zellen mit siRNAs gegen BCL2 fithrte zu einer
Reduktion der mRNA von BCL2 um 71 - 78 % (s. Abb. A.4). Eine Reduktion
der mRNA in diesem Mafle war nur durch eine siRNA-Endkonzentration von
100 nM moglich. Die Kontrollen zeigten eine gleichméafige, nicht reduzierte Ex-
pression des Gens BCL2. Daher konnten alle Proben aus dieser Transfektion fiir
die genomweite Expressionsanalyse und spatere Rekonstruktion des Interakti-

onsnetzwerks verwendet werden.

3.5.4 CCNG2

Fiir die gezielte Verringerung der mRNA des Gens CCNG2 standen insgesamt
drei verschiedene siRNAs unterschiedlicher Sequenz zur Verfiigung. Alle siRNAs
wurden einzeln in einer Endkonzentration von 50 nM wie in Abschnitt 2.9 be-
schrieben fiir die Transfektionen eingesetzt. Dabei konnten Verringerungen der
mRNA von CCNG2 um 71 - 82 % erzielt werden (s. Abb. A.5). Die Kontrol-
len zeigten ein durchweg stabiles und nicht vermindertes Expressionslevel der
mRNA von CCNG2. Da alle sechs Replikate der Transfektionen eine Verringe-
rung der mRNA Konzentration von mehr als 70% zeigten, konnten fir dieses Ex-
periment insgesamt sechs genomweite cDNA Microarrays im Dye-Swap-Design

hybridisiert werden.

3.5.5 ESRI

Die spezifische Verringerung der mRNA Konzentration des Gens ESRI1 ist
in Abb. A.6 dargestellt. In diesem FExperiment wurden, abweichend von
Abschnitt 2.9, keine einzelnen siRNAs eingesetzt. Um eine ausreichende Ver-
ringerung der mRNA Konzentration zu erreichen, mussten im Falle des Gens
ESR1 siRNA Gemische verwendet werden. Dabei wurden fir beide Replikate
jeweils ein Mix aus drei siRNAs unterschiedlicher Sequenz erstellt und in einer
Konzentration von 50 nM eingesetzt. Durch den Einsatz von drei verschiedenen
siRNAs pro Mix gegen das Gen ESR1 wurde eine deutlich hohere Effizienz in
der Verringerung der mRNA Konzentration erzielt. Die vier Replikate des Ex-
periments zeigten eine Verringerung der mRNA Konzentration um 67 - 76 %

bezogen auf die Expression des Gens in den Kontrollen.
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3.5.6 FOXA1

Abb. A.7 stellt die Ergebnisse des mRNA Silencing fiir das Gen FOXA1 dar.
Die Kontrollen zeigten eine gleichméaflige und nicht reduzierte Expression der
mRNA. Die Konzentration der mRNA von FOXA1 wurde durch die Behandlung
mit zwei unterschiedlichen siRNAs in einer Konzentration von 100 nM um 71 -
85 % reduziert. Transfektionen mit einer geringeren Konzentration der siRNA

fithrten zu keiner adédquaten Reduktion der mRNA Konzentration.

3.5.7 HSPB8

Das in Abb. A.8 aufgefithrte Diagramm zeigt die mRNA Reduktion nach der
Behandlung mit siRNAs gegen das Gen HSPBS. In diesem Experiment wurden
die siRNAs in einer Konzentration von 100 nM eingesetzt. Nach 42 h Inkubation
war die Expression der mRNA von HSPBS8 um 82 - 87 %, bei gleichbleibender,
nicht veranderter Expression der Kontrollen, reduziert. Die Schwankungen der

Replikate untereinander war ebenfalls sehr gering.

3.5.8 MAPK1

Eine Behandlung der MCF-7 Zellen mit siRNAs gegen das Gen MAPK1 fiihrte
zu einer Reduktion der mRNA von MAPKI1 von 54 - 83 %. Das Expressions-
niveau von MAPKI war in den Kontrollen ebenfalls weitestgehend konstant
(s. Abb. A.9). Die Transfektion wurde anhand der Angaben in Abschnitt 2.9
durchgefiihrt. Da alle Proben eine ausreichende Reduktion der mRNA aufwie-
sen, konnten die Proben fiir die Hybridisierung auf cDNA Microarrays verwendet

werden.

3.5.9 STAT5B

Abb. A.10 zeigt die Verringerung der mRNA Konzentration des Gens STAT5B
nach Inkubation mit drei siRNAs unterschiedlicher Sequenz. Alle siRNAs wur-
den dabei in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt. Die Transfektionen fiihr-
ten zu einer Reduktion der mRNA Konzentration von STAT5B um 62 - 69 %.
Da die Transfektion nur bei den Replikaten von zwei siRNAs zu einer addquate
Verringerung der mRNA Konzentration fiihrte, wurden zu diesem Experiment

vier unabhéngige cDNA-Microarrays erstellt.
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3.5 Post-Transkriptionelle Genstilllegung durch RNA Interferenz

Tabelle 3.3: Zusammenfassung der post-transkriptionellen Einzelgenstilllegungen

Gen Symbol Anzahl siRNA siRNA Konzentration % mRNA Reduktion

AKTI 2 100 nM 98 - 65
AKT?2 2 100 nM 88 - 77
BCL2 2 100 nM 71-78
CCNG2 3 50 nM 71 - 82
ESR1 2% 50 nM 67 - 76
FOXA1 2 100 nM 71 - 85
HSPBS 2 100 nM 82 - 87
MAPK1 2 50 nM 54 - 83
STAT5B 3 50 nM 62 - 69
STC? 3 50 nM 81-90
TMEM45B 2 50 nM 79 - 83
TP53 2 50 nM 68 - 87
XBP1 2 50 nM 62 - 65

* Bei der Transfektion mit ESR1 siRNA wurden anstatt der einzelnen siRNAs zwei

unterschiedliche Gemische bestehend aus jeweils drei unterschiedlichen siRNA verwendet.

3.5.10 STC2

Die in Abb. A.11 dargestellte Transfektion von drei siRNAs gegen das Gen STC?2
zeigte eine Reduktion der mRNA Konzentration von STC2 um 81 - 90 %.
Fir das Silencing von STC2 standen in diesem Experiment drei siRNAs un-
terschiedlicher Sequenz zur Verfigung. Alle Replikate wiesen eine addquate und
gleichméflige Reduktion der mRNA Konzentration von STC2 auf und konnten

demnach fiir die folgenden genomweiten Expressionsanalysen eingesetzt werden.

3.5.11 TMEMA45B

Die Effizienz der post-transkriptionellen mRNA Reduktion des Gens TMEM /5B
ist in Abb. A.12 dargestellt. Dabei zeigten alle Replikate der siRNA Behand-
lung eine sehr gute Reduktion der relativen mRNA Konzentration (79 - 83 %).
Die Kontrollen wiesen eine ausgeglichene und nicht verminderte Expression der
mRNA des Gens TMEM/5B auf.

o1
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3.5.12 TP53

Abb. A.13 zeigt die relativen Expressionsniveaus des Gens TP53 nach 42 h
Transfektion mit siRNA gegen dieses Gen. Die mRNA Konzentration wurde
dabei in den Proben um 79 - 83 % reduziert, wogegen die mRNA des Gens in
den Kontrollen nicht beeinflusst und gleichméfig exprimiert wurden. Die Pro-
ben konnten demnach alle fiir die folgenden genomweiten Expressionsanalysen

verwendet werden.

3.5.13 XBP1

Abb. A.14 stellt grafisch die selektive Reduktion der mRNA Konzentration von
XBP1 nach Behandlung mit zwei siRNAs unterschiedlicher Sequenz in einer
Konzentration von 50 nM dar. Die Transfektion zeigte eine Reduktion der
mRNA von XBPI um 62 - 65 % in den Proben, bei gleichbleibender Expression
in den Kontrollen. Die Proben waren demnach fiir eine genomweite Expressi-

onsanalyse verwendbar.

3.6 Kombinatorische post-transkriptionelle

Genstilllegungen

Neben den Silencingexperimenten (s. Abschnitt 3.5.1 - 3.5.13), in denen jeweils
ein Gen selektiv post-transkriptionell stillgelegt wurde, wurden zusétzlich kom-
binatorische Transfektionen durchgefithrt. Dabei wurden siRNAs gegen zwei
Gene parallel transfiziert und die Effizienz der Transfektion anschlieffend fiir
beide Gene tiberpriift. Durch die Auswahl der Genpaare wurde zum einen ver-
sucht, den Estrogenrezeptor Signaltransduktionsweg an zwei unterschiedlichen
Punkten zu beeinflussen (ESRI1 und MAPK1 bzw. MAPKI und STAT5B).
Zum anderen wurde das Genpaar (CCNG2 und ESR1) ausgewahlt, da die Ex-
pression der beiden Gene voneinander abhéngig ist (Bennin et al. [2002]). Somit

konnte eine Ankniipfung an die Kontrolle des Zellzyklus hergestellt werden.
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3.6.1 CCNG2 und ESRI1

Die Ergebnisse der parallelen Transfektion mit siRNAs gegen die Gene CCNG2
und ESR1 sind in Abb. A.15 dargestellt. Dabei zeigte die mRNA von ESR1 eine
Reduktion von 54 - 62 % bezogen auf die Expression in den Kontrollen. Die Kon-
trollen wiesen fiir beide Gene ein ausgeglichenes Expressionsniveau auf. Obwohl,
wie bereits in Abschnitt 3.5.4 prasentiert, die siRNAs gegen CCNG2 in den Ein-
zeltransfektionen eine addquate Reduktion der mRNA zeigten, kam es im Fall
des parallelen Silencings zu einer Uberexpression von 34 - 60 % von CCNG2
trotz Anwesenheit der spezifischen siRNAs gegen dieses Gen. Zum gezielten Si-
lencing der mRNA von ESR1 wurden, wie in Abschnitt 3.5.5 beschrieben, Ge-
mische von jeweils drei siRNAs gegen ESR1 verwendet. Diese Gemische wurden
in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt. Zuséatzlich wurden die Zellen mit
einer siRNA gegen CCNG2 (ebenfalls 50 nM) transfiziert. Die Transfektion der
Kontrollen erfolgte daher mit non-silencing control siRNA (Qiagen, Hilden) in

einer Konzentration von 100 nM.

3.6.2 ESR1 und MAPK]1

Analog zu Abschnitt 3.6.1 wurden die MCF-7 Zellen mit siRNAs gegen die
Gene ESR1I und MAPKI parallel transfiziert und die resultierenden Expres-
sionsédnderungen der spezifischen mRNA mit TagMan qRT-PCR gemessen (s.
Abb. A.16). Die mRNA von ESR1I zeigte in den transfizierten Zellen eine Re-
duktion von 53 - 66 % gegeniiber der Expression in den Kontrollen, welche
ein konstantes und unverandertes Expressionsniveau zeigten. Gleichzeitig fithr-
te die Transfektion der siRNAs gegen ESR1 und MAPK1 zu einer Reduktion
der mRNA Konzentration von MAPKI1 um 29 - 42 % fur die erste siRNA, aber
zu keiner Verringerung der mRNA Konzentration bei der Transfektion mit der
zweiten siRNA. Trotz einer nur unzureichenden Verringerung der mRNA Kon-
zentration von MAPK1 im Falle der zweiten eingesetzten siRNA wurden die

Proben fiir die weiterfithrenden Experimente verwendet.

3.6.3 MAPKI1 und STAT5B

Abb. A.17 zeigt das Ergebnis des kombinatorischen Silencings der Gene MAPK 1
und STATSB in einer Konzentration von jeweils 50 nM. Dabei ist eine Verrin-
gerung der mRNA von MAPK1 von 76 - 90 % im Falle der ersten siRNA zu
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erkennen. Die zweite siRNA gegen MAPK1 zeigte lediglich eine Verringerung
der mRNA Konzentration von 46 - 48 %. Die reduzierte Effizienz der zwei-
ten siRNA gegen MAPK1 in kombinatorischen Transfektionen entsprach dem
kombinatorischen Silencing Experiment in Abschnitt 3.6.2. Die Transfektion der
Zellen mit siRNA gegen STATSB fiithrte zu einer Verringerung der mRNA von
STAT5B um 65 - 86 %. Analog zu Abschnitt 3.6.2 wurden die Proben, trotz
geringer Reduktion der mRNA von MAPK1 fir den Fall der zweiten siRNA,

fiir die genomweiten Expressionsanalysen verwendet.

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der kombinatorischen post-transkriptionellen Gen-

stilllegungen
Kombination Gen Symbol Anzahl siRNA % mRNA Reduktion

CCONG2/ESR1 CCONG2 2 134 - 160

ESR1 2% 54 - 62

ESR1/MAPK1 ESR1 2% 53 - 66

MAPK1 2 29 - 42

MAPK1/STAT5B MAPK1 2 76 - 79

STATSB 2 46 - 48

* Bei der Transfektion mit ESRI siRNA wurden anstatt der einzelnen siRNAs zwei

unterschiedliche Gemische, bestehend aus jeweils drei unterschiedlichen siRNAs, verwendet.

** Im Falle von CCNG2 war eine Uberexpression der mRNA zu verzeichnen.

3.7 Stimulation und Inhibition des

Estrogenrezeptors

Neben den Effekten aufgrund eines Silencings des FEstrogenrezeptors
(s. Abschnitt 3.5.5), waren die Entschliisselung der Effekte aufgrund einer ge-
zielten Stimulation bzw. Inhibition des Estrogenrezeptors Gegenstand der Un-
tersuchungen in dieser Arbeit. Dazu wurden komerziell verfiighare Varianten
des humanen Steroidhormons 173-Estradiol, sowie des Selektiven Estrogen Re-
zeptor Modulators Tamoxifen in physiologischen bzw. therapeutischen Konzen-

trationen verwendet.
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Abbildung 3.7: Relative Expressionsniveaus von ESRI nach Behandlung mit 173-
Estradiol

3.7.1 Gezielte Stimulation des Estrogenrezeptors mit
17 3-Estradiol

Zur gezielten Stimulation des Estrogenrezeptors wurden die MCF-7 Zellen, wie
in Abschnitt 2.10 beschrieben, fir drei, bzw. sechs Stunden mit dem endokri-
nen Steroidhormon 175-Estradiol stimuliert und anschlieBend aus diesen Zellen
die RNA isoliert. Abb. 3.7 zeigt die relativen Expressionsniveaus des Estrogen-
rezeptors nach einer Stimulation mit 174-Estradiol. Die Kontrollen zeigten fiir
beide Zeitpunkte eine ausgeglichene und nicht reduzierte Expression des Estro-
genrezeptors. Eine dreistiindige Inkubation der Zellen mit 173-Estradiol fiihrte
zu einer Reduktion der mRNA von ESRI von 15 - 30 %, welche sich durch Ver-
langerung der 173-Estradiol Exposition auf 6 h auf bis zu 43 % erhohte. Diese
feedback-Regulation des Estrogenrezeptors durch 178-Estradiol stellt ein bereits
bekanntes Phanomen dar (Cidlowski and Muldoon [1978], Saceda et al. [1988,
1989]). Da 173-Estradiol einen direkten Einfluss auf die Expression des Estro-
genrezeptors ausiibt, ist mit einer Anderung der Expression von stromabwérts
liegenden Genen zu rechnen. Die Proben wurden daher fiir eine anschlielende

genomweite Expressionsanalyse weiterverarbeitet.
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Abbildung 3.8: Relative Expressionsniveaus von ESR1 nach Behandlung mit Ta-

moxifen

3.7.2 Gezielte Inhibition des Estrogenrezeptors mit
Tamoxifen

Abb. 3.8 zeigt die relativen Expressionsniveaus der mRNA des Estrogenrezep-
tors (ESR1) nach einer 48-stiindigen Inkubation der MCF-7 Zellen mit dem
Selektiven Estrogen Rezeptor Modulator (SERM) Tamoxifen. Dabei wurden
die Zellen, wie in Abschnitt 2.11 beschrieben, nach 24-stiindiger Prainkubation
fir 48 h mit 100 nM Tamoxifen behandelt und anschlieBend die relativen Ex-
pressionsniveaus in vier biologischen Replikaten bestimmt. Die vier Replikate
der Tamoxifen Behandlung sowie die unbehandelten Kontrollen zeigten ein aus-
geglichenes und nicht verdndertes Expressionsniveau der mRNA von ESR1. Die
Bindung von Tamoxifen an den Estrogenrezeptor induziert eine strukturelle An-
derung in der rdumlichen Struktur des Estrogenrezeptors (Dutertre and Smith
[2000]), wodurch die Fahigkeit zur Interaktion mit anderen Proteinen (z.B. Ko-
aktivatoren oder Korepressoren) gestort wird. Da Tamoxifen keinen Einfluss auf
die Expression des Estrogenrezeptors an sich besitzt, ist mit keiner Verande-
rung der mRNA Konzentration nach Behandlung mit Tamoxifen zu rechnen.
Die hier gezeigten Daten entsprechen dieser Erwartung. Aufgrund von Inter-

aktionsstorungen des Estrogenrezeptors mit anderen Proteinen als Folge der
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Tamoxifenbindung, ist mit Anderungen des Expressionsverhaltens von strom-
abwérts liegenden Genen aus dem Estrogenrezeptor Signaltransduktionsweg zu
rechnen. Aus diesem Grund wurden anschlieend die Proben fiir eine genom-

weite Expressionsanalyse aufbreitet.

3.8 Genomweite Expressionsanalysen der

post-transkriptionellen Genstilllegungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der genomweiten Expressionsanalysen des
mRNA Silencings fiir die unter Abschnitt 3.1 angegebenen 13 Gene (3.5.1 -
3.5.13), des kombinatorischen Silencings (3.6.1 - 3.6.3) und der Behandlung mit
den endokrinen Substanzen 173-Estradiol (3.7.1) und Tamoxifen (3.7.2) aufge-
fithrt. Die Ergebnisse stammen aus den statistischen Analysen der cDNA Mi-
croarrays (s. Abschnitt 2.17) in der Statistikumgebung R mittels der Pakete vsn
(Huber et al. [2002]) und limma (Smyth [2004]). Die ausgewerteten Daten wur-
den in Form einer .RData Datei abgespeichert. Die fiir diese Dissertation verwen-
deten Daten sind in Form der Rohdaten unter der GEO-ID: GSE12291 6ffentlich
zuganglich (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE12291).
Tabelle 3.5 zeigt eine Zusammenfassung der statistischen Auswertung aller ge-
nomweiten Expressionsanalysen.

Im Folgenden werden die einzelnen Expressionsprofile der jeweiligen post-
transkriptionellen Genstilllegungen erldautert und, soweit vorhanden, die Ex-
pressionsanderungen der 13 Gene aus Abschnitt 3.1 tabellarisch aufgefithrt. Die
Eintrage der Tabellen 3.6 - 3.12 sind nach der Signifikanz der einzelnen Gene ge-
ordnet. Signifikante Expressionsanderungen wiesen einen p — Wert < 0.05 auf.
Zusammenfassend wurden die Expressionsdnderungen der 13 stillgelegten Ge-
ne in den durchgefiihrten globalen Expressionsanalysen grafisch in Form einer
hierarchischen Clusteranalyse dargestellt (Abb. 3.9). Die Ordinate der hierar-
chischen Clusteranalyse zeigt die 13 fiir die post-transkriptionelle Genstillegung
ausgewahlten Gene. Auf der Abzisse sind die 17 im folgenden beschriebenen
genomweiten Expressionsanalysen aufgefithrt. Durch die Clusteranalyse wird
demnach die Expression der 13 selektierten Gene in jeder der durchgefiihrten
genomweiten Expressionsanalysen angezeigt. In den Expressionsprofilen ahnli-
che Experimente, bzw. Gene mit &hnlichem Expressionsverhalten sind in der

Clusteranalyse rdumlich nah zueinander angeordnet. Die hierarchische Cluster-
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Tabelle 3.5: Zusammenfassung der genomweiten Expressionsprofile

Gen Symbol p-Wert < 0.05 FC>1 FC<1 %FC>1 %FC<1

AKTI 23 11 12 48 52
AKT?2 1291 892 399 69 31
BCL2 3 1 2 33 67
CCNG2 1680 430 1250 26 74
ESR1 228 92 136 40 60
ESR1/CCNG2 20 2 18 10 90
ESR1/MAPK1 3037 2137 900 70 30
FOXA1 26 17 9 65 35
HSPBS 0 0 0 - -
MAPKI1 1 0 1 0 100
MAPK1/STAT5B 36 17 19 47 23
STAT5B 113 32 81 28 72
STC?2 6 4 2 67 33
TMEM45B ) 2 3 40 60
TP53 2 2 0 100 0
XBP1 2 0 2 0 100
173-Estradiol 117 88 29 I0) 25
Tamoxifen 2937 957 1980 33 67

Legende: FC = fold change, ESR1/CCNG2, ESR1/MAPK1 und MAPK1/STAT5B stehen

fiir die kombinatorischen Genstilllegungen der angegebenen Gene.

analyse la83t deutlich erkennen, dass in den meisten Experimenten eine Reduk-
tion der relativen mRNA Konzentration der selektierten Gene erfolgte. Diese
Beobachtung geht einher mit der Tatsache, dass die Gene eine enge Verkniip-
fung mit dem Estrogenrezeptor Signaltransduktionsweg aufweisen und bei einer
Storung dieses Systems hauptséachlich eine Repression der Expression zu erwar-

ten ist.

3.8.1 Expressionsprofil AKT1 Silencing

Das Silencing von AKT1 ergab insgesamt 23 signifikante Gene mit verander-

tem Expressionsverhalten. Darunter das Gen STC2 mit einer Reduktion der
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Abbildung 3.9: Hierarchische Clusteranalyse der post-transkriptionellen Genstillle-
gungen und der gemessenen Effekte.
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Das Clustering erfolgte sowohl fiir die Behandlungen als auch fiir die ge-
messenen Effekte. Ordinate: Expressionswerte der einzelnen Experimente
Abzisse: Effekt der einzelnen Experimente auf die Expression des angege-

benen Gens

relativen mRNA Konzentration (p-Wert = 2.87 x 1072, FC = 0.709). Das Ver-
héltnis zwischen Uberexpression und Repression war ausgeglichen. Die Expres-
siondnderung von AKT1 selbst konnte in der genomweiten Expressionsanalyse
nicht dargestellt werden, wurde jedoch tiber die qRT-PCR Analyse nachgewie-
sen (s. Abschnitt 3.5.1).

3.8.2 Expressionsprofil AKT2 Silencing

Durch die post-transkriptionelle Verringerung der mRNA Konzentration von
AKT2 zeigten insgesamt 1291 Gene eine signifikante Anderung ihres Expressi-
onsverhaltens, wobei eine leichte Tendenz zur Uberexpression der Gene aufgrund
des Silencings zu erkennen ist. Tabelle 3.6 zeigt einen Ausschnitt der signifikant

regulierten Gene nach Silencing von AKT2. Eine Verringerung der Expression
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3 Ergebnisse

von AKT2 konnte durch die cDNA Microarrays nicht, jedoch durch die qRT-
PCR Analyse (s. Abschnitt 3.5.2), nachgewiesen werden.

Tabelle 3.6: Expressionswerte einzelner Gene nach AKT?2 Silencing
Gen Symbol p-Wert FC
STC2 1.87 x 107 0.281
XBP1 9.51 x 1072 0.454
ESR1 1.95x 1072 0.591
MAPK1  4.85x 1072 1.356

Legende: FC = fold change

3.8.3 Expressionsprofil BCL2 Silencing

Die Behandlung der MCF-7 Zellen mit siRNA gegen das Gen BCL2 ergab drei
Gene mit signifikant veranderter Expression. Die stéarkste Expressionsanderung
zeigte dabei das Gen XBP1 ( p-Wert = 6 x 1073, FC = 0.533). XBP1 wird als
einer der Schliisselfaktoren fiir eine antiestrogene Therapie betrachtet (Gomez
et al. [2007]) und ist sehr eng verkniift mit der Expression des Estrogenrezeptors
(Lacroix and Leclercq [2004]). Die Reduktion der mRNA Expression von BCL2
konnte durch die Microarrayanalyse nicht bestatigt werden. Die qRT-PCR Ana-
lyse zeigte jedoch eine klare Reduktion von 71 - 78 % (s. Abschnitt 3.5.2).

3.8.4 Expressionsprofil CCNG2 Silencing

Das Silencing von CCNGZ2 ergab 1680 signifikant verdnderte Gene. CCNG?2 ist
in die Regulation des Zellzyklus involviert, woraus mit einer groflen Anzahl an
deregulierten Genen nach einem Silencing zu rechnen ist. Unter den Genen mit
signifikant veranderter Expression waren auch acht Gene der zu Beginn aller
Arbeiten ausgewéhlten Zielgene (s. Abschnitt 3.1). Tabelle 3.7 zeigt die korre-
spondierenden Expressionséinderungen der Gene nach Silencing von CCNG2.
AuBer dem Gen HSPBS zeigten alle Gene eine positive Korrelation in Bezug
auf die Expression von CCNG2. Das Gen CCNGZ2 selbst zeigte die grofite Si-
gnifikanz und die starkste Anderung der relativen mRNA Konzentration in der

genomweiten Expressionsanalyse.
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3.8 Expressionsanalysen nach Genstilllegung

Tabelle 3.7: Expressionswerte einzelner Gene nach CCNG2 Silencing

Gen Symbol p-Wert FC

CCNG2 599 x 1077 0.274

STC2 2.10 x 1073 0.595

ESR1 2.43 x 1073 0.651

BCL2 3.32x 1073 0.690

HSPBS  6.04x 1073 1.344

FOXA1  9.85x 1073 0.716

MAPK1  4.40x1072 0.818

TMEM/5B 4.62x 1072 0.835

Legende: FC = fold change
3.8.5 Expressionsprofil ESR1 Silencing

Aufgrund der Genstillegung von ESR1 anderte sich bei 228 Genen signifikant
die relative mRNA Konzentration. Tabelle 3.8 zeigt die Expressionswerte der zur
post-transkriptionellen Genstilllegung ausgewahlten Gene nach durchgefiihrtem
Silencing von ESRI. Die in der Literatur beschriebenen Abhéngigkeiten der
Expression von STC2 (Bouras et al. [2002]) und XBPI (Lacroix and Leclercq
[2004]) konnten im Rahmen der Messung klar dargestellt werden. Ebenso konnte
die Co-expression von HSPBS mit ESR1 (Charpentier et al. [2000], Sun et al.
[2007]) durch die Messung validiert werden.

Tabelle 3.8: Expressionswerte einzelner Gene nach ESR1 Silencing
Gen Symbol p-Wert FC
STC2 6.11 x 1078 0.262
XBP1 4.66 x 1076 0.389
ESR1 2.92 x 1076 0.370
HSPBS  6.25x 1072 0.631

Legende: FC = fold change

3.8.6 Expressionsprofil ESR1/CCNG2 Silencing

Durch die kombinatorische post-transkriptionelle Genstilllegung von ESR1 und

CCNG2 wurden insgesamt 20 Gene signifikant in ihrer Expression verandert.
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3 Ergebnisse

Dazu zdhlten STC2 (p-Wert = 2.79 x 1072, FC = 0.443) sowie XBP1 (p-
Wert = 4.18 x 1072, FC = 0.53). Die gemessenen Daten entsprechen den in
Abschnitt 3.8.5 dargestellten Literaturdaten. Bei einem Vergleich des Expres-
sionsprofils nach kombinatorischem Silencing mit dem Expressionsprofil nach
ESR1-Silencing wurden zehn Gene ermittelt, die in beiden Experimenten den
gleichen Effekt zeigten. Ein Vergleich des Expressionsprofils mit dem Expres-
sionsprofil des CCNG2-Silencing ergab eine Schnittmenge von sechs Genen.
Zur Visualisierung und fiir spatere Auswertungen sind diese Ergebnisse unter
Abschnitt 3.11.1 ndher besprochen.

3.8.7 Expressionsprofil ESR1/MAPK1 Silencing

Unter den 3037 signifikant regulierten Genen in Folge des kombinatorischen
Silencings der Gene ESR1 und MAPK1 befanden sich die in Tabelle 3.9 auf-

gelisteten Gene. Ein Vergleich der signifikant differentiell regulierten Gene des

Tabelle 3.9: Expressionswerte einzelner Gene nach kombinatorischem
ESR1/MAPK]1 Silencing
Gen Symbol p-Wert FC
XBP1 540 x 1079 0.514
STC2 5.40 x 1072 0.509
HSPB8  1.03x 1077 0.577
CONG2  4.54x 1075 1.438
ESR1 9.21 x 107 0.798

Legende: FC = fold change

kombinatorischen Silencings von ESRI und MAPK1 mit dem Expressionsprofil
des ESR1 Silencings ergab eine gemeinsame Schnittmenge von 155 Genen, wo-
hingegen der Vergleich des kombinatorischen Silencings mit der Stilllegung von
MAPKT1 lediglich ein gemeinsam signifikant reguliertes Gen ergab. Eine weitere

Darstellung erfolgte im Rahmen der Epistaseanalyse (s. Abschnitt 3.11.2).

3.8.8 Expressionsprofil FOXA1 Silencing

Tabelle 3.10 zeigt die Anderungen der Expressionen der ausgewéhlten Gene nach
Silencing des Gens FOXA1. Durch das Silencing des ,Forkhead Box1“ Gens

62



3.8 Expressionsanalysen nach Genstilllegung

FOXA1 wird die Fahigkeit des ER« zur Assoziation mit Chromatin unterbun-
den und somit die 175-Estradiol induzierte Genexpression unterdriickt (Carroll
et al. [2005]). Das Silencing von FOXA1 fihrt demnach zu einem #dhnlichen

Expressionsprofil wie des Silencing des ERa selbst.

Tabelle 3.10: Expressionswerte einzelner Gene FOXA1 Silencing
Gen Symbol p-Wert FC
XBP1 1.71 x 1075 0.175
STC2 2.00 x 10~*  0.262
FOXA1  5.94x107* 0.393
ESR1 3.23x 1072 0.606

Legende: FC = fold change

3.8.9 Expressionsprofil HSPB8 Silencing

Das Silencing von HSPBS8 wies keine signifikante Verdnderung im Expressions-
verhalten der auf dem verwendeten cDNA Microarray vorhandenen Gene auf.
Die qRT-PCR Messungen (s. Abschnitt 3.5.7) zur relativen Quantifizierung der
mRNA Konzentration des Gens HSPBS zeigte jedoch eine Reduktion der mRNA
von 82 - 87 %. Die Verwendung der Messdaten der globalen Expressionsanalyse
konnen dennoch fiir weitere Analysen verwendet werden, da die Rekonstruktion
der Gen-Interaktionsnetzwerke nicht die Signifikanz der Expressionséinderung
als Auswahlkriterium zu grunde legt (Frohlich et al. [2007, 2008]).

3.8.10 Expressionsprofil MAPK1 Silencing

Durch die post-transkriptionelle Stilllegung von MAPK1 wurde lediglich das
Gen STC2 signifikant dereguliert (p-Wert = 4.59 x 1072, FC = 0.486).
Die Verteilung der p-Werte aller Gene innerhalb dieses Experiments ent-
sprach jedoch den Anforderungen von Frohlich et al. zur Inferenz von Gen-
Interaktionsnetzwerken aus Microarray Experimenten (Frohlich et al. [2007,
2008]). Die Verringerung der relativen mRNA Konzentration konnte durch die
Expressionsanalyse nicht gemessen werden, jedoch wurden durch die qRT-PCR
Analyse aus 3.5.8 eine Reduktion der mRNA von 54 - 83 % ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.8.11 Expressionsprofil MAPK1/STAT5B Silencing

Die statistische Analyse der Microarraydaten nach kombinatorischem Silen-
cing von MAPKI und STAT5B ergab 36 signifikant differentiell regulier-
te Gene, darunter MAPKI (p-Wert = 6.97 x 1073, FC = 0.712) und STC2
(p-Wert = 5.87 x 1073, FC = 0.579). Zusitzlich wurde das zum Mapk-
Signaltransduktionsweg gehorende Gen RAC1 als signifikant iiberexprimiert (p-
Wert = 6.97 x 1073, FC = 1.481) ermittelt. Ein Vergleich des kombinatorischen
Silencings von MAPK1 und STAT5B mit den korrespondierenden Einzelgen-
stilllegungen ergab eine gemeinsam Schnittmenge von einem Gen im Fall von
MAPK1 und 16 Genen bei Silencing des Gens STATSB.

3.8.12 Expressionsprofil STAT5B Silencing

Das Silencing von STATSB ergab insgesamt 113 signifikant differentiell expri-
mierte Gene, wobei die Gene STC2 (p-Wert = 7.37 x 107>, FC = 0.586) und
XBP1 (p-Wert = 7.28 x 1073, FC = 0.753) aus der Liste der ausgesuchten Gene
fiir die post-transkriptionelle Genstilllegung ebenfalls als differentiell reguliert
gefunden wurden. Die Schnittmenge des Expressionsprofils mit dem Expres-
sionsprofil des kombinatorischen Silencings von MAPK1 und STAT5B wurde
bereits in Abschnitt 3.8.11 erlautert.

3.8.13 Expressionsprofil STC2 Silencing

Insgesamt wurden durch das Silencing von STC2 sechs Gene signifikant dere-
guliert. Die Reduktion der relativen mRNA Konzentration von STC2, wie sie
bereits durch die qRT-PCR Analyse (s. Abschnitt 3.5.10) gezeigt wurde, konnte
durch die globale Expressionsanalyse durch Verwendung von cDNA Microarrays
bestitigt werden (p-Wert = 2.32 x 1072, FC = 0.442).

3.8.14 Expressionsprofil TMEMA45B Silencing

Die post-transkriptionelle Stilllegung von TMEM/45B ergab insgesamt finf si-
gnifikant deregulierte Gene. Das Silencing von TMFEM45B selbst konnte nur
durch die qRT-PCR Messungen aus Abschnitt 3.5.11, nicht jedoch durch die
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cDNA Microarray Analyse, als signifikant reguliert bestatigt werden. Durch die
Microarray Analyse stellte sich das Gen zwar als repremiert dar, jedoch mit
einem nicht signifikanten p-Wert = 7.22 x 1072,

3.8.15 Expressionsprofil TP53 Silencing

Das Silencing von TP53 konnte durch die cDNA Microarray Analyse nicht ge-
messen werden. Durch Qualitatskontrolle der zur Chipproduktion verwendeten
cDNA wurde festgestellt, dass die cDNA des verwendeten Klons fiir TP53 le-
diglich in unzureichender Qualitit vorhanden war, was das Fehlen einer signifi-
kanten Deregulation dieses Gens erklért. Insgesamt zeigten zwei Gene ein signi-
fikant verédndertes Expressionsverhalten nach post-transkriptioneller Genstillle-
gung von TP53. Die Verringerung der relativen mRNA Konzentration von TP53
konnte durch die qRT-PCR Analyse nachgewiesen werden (s. Abschnitt 3.5.12).

3.8.16 Expressionsprofil XBP1 Silencing

Die statistische Analyse der Microarray Daten nach post-transkriptioneller Gen-
stillegung von XBP1 ergab zwei signifikant regulierte Gene, darunter das Gen
XBP1 (p-Wert = 7.27 x 1074, FC = 0.349). Dieses Messergebnis steht im Ein-
klang mit den in Abschnitt 3.5.13 erhaltenen Messergebnissen der qRT-PCR
nach erfolgter Genstilllegung.

3.9 Netzwerkrekonstruktion aus den

Literaturdaten

Abb. 3.10 zeigt die bisher in der Literaturdatenbank Ingenuity Pathway Ana-
lysis (Ingenuity Systems®, http://www.ingenuity.com) bekannten Interaktionen
zwischen den 13, zur post-transkriptionellen Genstilllegung ausgewéhlten Ge-
nen. Zur Rekonstruktion dieses Netzwerks wurden ausschliefilich die direkten
Interaktionen der Gene verwendet. Diese Interaktionen beinhalten Aktivierung,
Expression, Phosphorylierung, Protein-DNA Interaktion, Protein-Protein Inter-
aktion und Transkription. Grau hinterlegte Knoten entsprechen den zur Rekon-

struktion vorgegebenen Genen, transparente Knoten den durch das Programm
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‘ ‘\ FKBP51 EBPHSPQO HSP70

Abbildung 3.10: Literaturnetzwerk der ausgewahlten Gene. Nur direkte Interaktio-
nen wurden gewéahlt. Aus: Ingenuity: IPA 6.3 - 1402 Build: 54960
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hinzugefiigten Genen. Die Rekonstruktion von literaturbekannten Interaktionen
zwischen einzelnen Genen mit Hilfe des Ingenuity Pathway Analysis Systems
stellt kein vollstandiges Bild aller literaturbekannten Interaktionen dar. Als Ba-
sis fiir Ingenuity dient eine manuell kurierte Literaturdatenbank, welche einen
Grofiteil der PubMed gelisteten Literatur enthélt. In Abb. 3.10 ist eindeutig
die sehr zentrale Stellung der Gene ESRI und TP53, sowie die enge Verkniip-
fung des FSR1 zu den in dieser Arbeit ausgewédhlten Genen zu erkennen. Die
Darstellung der literaturbekannten Interaktionen dient im Weiteren zur Validie-
rung der konstruierten Netzwerkhypothese durch den ,Nested Effects Model*
Algorithmus (Frohlich et al. [2007, 2008]).

3.10 Netzwerkrekonstruktion aus den

genomweiten Expressionsanalysen

Die Rekonstruktion der Gen-Gen Interaktionsnetze erfolgte durch den ,Nested
Effects Model* Network Algorithm (s. Abschnitt 2.18) basierend auf den Verof-
fentlichungen von Frohlich et al. [2007, 2008]. Fiir die Rekonstruktion wurden
aus den einzelnen globalen Expressionsanalysen jeweils die ersten 100 Gene der
statistischen Auswertung mit limma verwendet. Die Signifikanz der verdnderten
Genexpression war fiir die Rekonstruktion der Interaktionen durch den NEM-
Algorithmus nicht von Relevanz. Durch die Verwendung der gleichen Anzahl
deregulierter Gene fiir jedes Experiment wird eine Verzerrung der folgenden
statistischen Auswertung in Bezug auf Experimente mit vielen signifikant de-
regulierten Genen vermieden. Abb. 3.11 zeigt die grafische Visualisierung des
Gen-Interaktionsnetzwerks durch Berechnung der indirekten Effekte nach dem
Prinzip des ,Nested Effects Model“ Network Algorithmus. Die Kanten zwischen
den einzelnen Knoten im Netzwerk sind anhand der Pfeilsymbole gerichtet, ge-
ben jedoch keine Auskunft iiber die Art der Interaktion (Expression, Transkripti-
on, Protein-Protein, Protein-DNA) oder den Effekt der Interaktion (aktivierend
oder inaktivierend). Durch Doppelpfeile miteinander verbundene Knoten sind
durch den Algorithmus nicht zu unterscheiden und demnach gleichwertig posi-
tioniert. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass der Estrogenrezeptor FSRI nicht,
wie in Abb. 3.1 beschrieben, als Eintrittspunkt fiir die estrogenabhéngige Signal-
transduktionskaskade dient. Vielmehr scheinen die Gene AKT2, CCNG2 und
XBP1 aufgrund der statistischen Analysen der Expressionsprofile nach post-
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transkriptioneller Genstilllegung oberhalb des Estrogenrezeptors zu liegen und

damit einen direkten oder indirekten Einfluss auf dessen Aktivitat zu besitzen.

3.11 Epistaseanalyse der kombinierten Silencing

Experimente

In der klassischen Epistaseanalyse wird ein Doppeldeletionsstrang des zu unter-
suchenden Organismus hergestellt und der auftretende Phanotyp dieser Doppel-
deletion mit den beiden Phénotypen der korrespondierenden Einzeldeletionen
verglichen. Der synthetische Effekt definiert die epistatische Mutation (Avery
and Wasserman [1992]). Ein genomweites Expressionsprofil kann dabei weni-
ger objektive Phanotypen, wie z. B. die Morphologie, zur Erkennung epista-
tischer Verbindungen ersetzen. Vergleicht man die globalen Expressionsprofile
einer kombinatorischen Behandlung von Zelllinien mit zwei siRNAs mit den glo-
balen Expressionsprofilen der korrespondierenden Einzelbehandlungen, so kann
ein zuvor vorhergesagtes Gen-Gen Interaktionsnetzwerk durch die Betrachtung
der epistatischen Verkntipfungen validiert werden (Van Driessche et al. [2005]).
Zeigen in einem linearen Signaltransduktionsweg zwei separate Deletionen (in
diesem Fall post-transkriptionelle Genstilllegungen) zwei unterschiedliche Phé-
notypen, und der Phénotyp der Doppeldeletion ist einem dieser Phanotypen
ahnlicher, so ist der Phanotyp dieser Einzeldeletion epistatisch (Avery and Was-
serman [1992], Zupan et al. [2003]).

Die Abbildungen 3.12 - 3.14 zeigen die Expressionsprofile der Epistaseanalyse
von drei kombinatorischen post-transkriptionellen Genstilllegungen mit den Ex-
pressionsprofilen der korrespondierenden Einzelbehandlungen grafisch in Form
von hierarchischen Clusteranalysen. Bei den Clusteranalysen wurden alle Gene,
die in mindestens einem der beiden Einzelsilencing Experimente eine signifi-
kante Expressionsanderung gezeigt haben, verwendet. Die Werte der jeweiligen
Gene aus den korrespondierenden Experimenten wurden sukzessive zur Ana-
lyse hinzugefiigt. Neben den hierarchischen Clusteranalysen wurden die Wahr-
scheinlichkeiten der Epistase durch zwei unterschiedliche Methoden berechnet
und neben den Clusteranalysen in Form von Dendrogrammen dargestellt. Fiir
diese statistischen Analysen wurde das Paket puclust (Suzuki and Shimodaira
[2006]) in der Statistikumgebung R verwendet. Dabei entspricht die Hohe des

Dendrogramms der euklidischen Distanz der beiden Cluster. Die Werte fiir ,au*
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Abbildung 3.11: Inferriertes Netzwerk anhand des p-Wert Profils
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Abbildung 3.12: Epistaseanalyse der post-transkriptionellen Genstilllegung von
ESR1 und CCNG2

(approximated unbiased probability sowie ,bp“ (bootstrap probability) stellen
zwei Wahrscheinlichkeitsmafle dafiir dar, dass die Gene, entsprechend den je-
weiligen Abbildung, zusammen clustern (s. Abb. 3.12 - 3.14).

3.11.1 Epistaseanalyse von ESR1 und CCNG2

Abb. 3.12 zeigt die Epistaseanalyse des kombinatorischen Silencings von ESR1
und CCNG2, sowie der Einzelsilencings von ESRI und CCNG2. Die hierarchi-
sche Clusteranalyse (Abb. 3.12 (a)) ergab eine deutliche Ahnlichkeit des globa-
len Expressionsprofils des Silencings von ESRI und dem Expressionsprofil der
kombinatorischen Behandlung. Das Expressionsprofil von CCNG2 wies hinge-
gen eine geringere Ubereinstimmung mit dem Expressionsprofil des kombinato-
rischen Silencings auf. Die Wahrscheinlichkeitsmafle fiir die Bildung des Clusters
wie in der Abbildung dargestellt betrug 1 (Abb. 3.12 (b)), demnach ist ESR1
epistatisch auf CCNG2. Weiterhin ist in der Clusteranalyse zu erkennen, dass
Gene, die aufgrund des Silencings von CCNG2 repremiert wurden, im Falle des
Silencings von ESR1 aktiviert wurden. Gleiches galt fiir den umgekehrten Fall.
Daraus lédsst sich ableiten, dass das Gen CCNG2 im Signaltransduktionsweg
oberhalb von ESR1 liegen muss.
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Abbildung 3.13: Epistaseanalyse der post-transkriptionellen Genstilllegung von
ESR1 und MAPK1

3.11.2 Epistaseanalyse von ESR1 und MAPK]1

Die Epistaseanalyse der FEinzelsilencingexperimente der Gene FESRI und
MAPKI1, sowie dem korrespondierenden kombinatorischen Silencing ist in
Abb. 3.13 in Form einer hierarchischen Clusteranalyse dargestellt. Aus
Abb. 3.13 (a) ist deutlich zu erkennen, dass das Expressionsprofil der post-
transkriptionellen Genstilllegung von MAPK1 dem Profil des kombinatorischen
Silencings dhnlicher ist, als das Expressionsprofil des ESR1 Silencings. Daraus
folgt, mit einem Wahrscheinlichkeitsmafl von 1 (Abb. 3.13 (b)), dass MAPK1
epistatisch auf ESR1 ist. In diesem Fall wurden Gene, die in Folge des Silencings
von ESR1 repremiert wurden, bei der post-transkriptionellen Genstilllegung von
MAPK1 aktiviert. Demnach wirkt ESR1 aktivierend auf MAPK1 und liegt da-
her oberhalb von MAPK1.

3.11.3 Epistaseanalyse von MAPK1 und STAT5B

Abb. 3.14 (a) zeigt die hierarchische Clusteranalyse zwischen den Silencing-
experimenten der Gene MAPK1 und STAT5B, sowie der korrespondierenden
kombinatorischen Genstilllegung. Das Expressionsprofil des MAPK1 Silencings

entspricht dabei mehr dem Profil des kombinatorischen Silencings, woraus folgt,
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Abbildung 3.14: Epistaseanalyse der post-transkriptionellen Genstilllegung von
MAPKI und STAT5B

dass MAPK1 epistatisch auf STAT5B ist. Gene, die aufgrund des Silencings
von MAPK1 aktiviert werden, werden beim Silencing von STAT5B repremiert.
Demnach wirkt STATS5B inhibierend auf MAPK1. STAT5B liegt daher oberhalb
von MAPK1. Die Wahrscheinlichkeitsmafle des Clusters liegen, in Abhangigkeit
von der verwendeten Methode, bei 0.63 (bootstrap probability) bzw. 0.75 (ap-
proximated unbiased probability) (s. Abb. 3.14 (b)).

3.12 Genomweite Expressionsanalysen der

Behandlung mit endokrinen Substanzen

Neben den globalen Expressionsanalysen nach gezielter post-transkriptioneller
Genstilllegung von einzelnen Genen, oder nach kombinatorischem Silencing
von zwei Genen, wurden ebenfalls genomweite Expressionsanalysen nach Be-
handlung der Zellen mit endokrinen Substanzen durchgefithrt. Dabei erfolgte
die Behandlung der Zellen mit 173-Estradiol bzw. Tamoxifen anhand der in
Abschnitt 2.10 und 2.11 beschriebenen Vorschrift. Die Auswertung der cDNA
Microarrays erfolgte, analog zu den bereits erlduterten Expressionsanalysen, mit
Hilfe der Statistikumgebung R (vsn und limma, Huber et al. [2002], Smyth
[2004]).
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3.12 Expressionsanalysen der Behandlung mit endokrinen Substanzen

Tabelle 3.11: Signifikant verdnderte Expressionswerte nach 173-Estradiol Behand-
lung

Gen Symbol p-Wert FC
CCNG2  1.77x 1073 0.546
XBP1 4.76 x 1073 2.332
HSPBS 1.30 x 1072 1.426

Legende: FC = fold change
3.12.1 Expressionsanalyse der 17-Estradiol Behandlung

Durch die dreistiindige Inkubation der MCF-7 Zellen mit 10 nM 173-Estradiol
reagierten insgesamt 117 Gene mit einer signifikanten Anderung (p — Wert <
0.05) in ihrem Expressionsverhalten. Tabelle 3.11 zeigt die Expressionswerte
der zum Silencing ausgewahlten Gene aus Abschnitt 3.1. Die Reduktion der
Expression von CCNG2 aufgrund der Behandlung mit 175-Estradiol spiegelt die
in der Literatur bekannten Daten wider (Stossi et al. [2006]). Die Aktivierung
der Expression von XBPI und HSPBS durch eine gesteigerte Aktivierung des
ERa in Folge der Bindung von 173-Estradiol wurde bereits in der Literatur
(Lacroix and Leclercq [2004], Sun et al. [2007], West et al. [2001]) ausfiihrlich
beschrieben. Ein Vergleich der Expressionsprofile zwischen der Stimulation des
ERa mit 178-Estradiol und der Inhibition des ERa durch Tamoxifen, bzw.
Silencing durch siRNA ist in den Abschnitten 3.13.2 und 3.13.3 erlautert.

3.12.2 Expressionsanalyse der Tamoxifen Behandlung

Die Behandlung der MCF-7 Zellen mit Tamoxifen anhand der in Abschnitt 2.11
beschriebenen Methode ergab bei 2937 Genen eine signifikante Verdnderung
(p — Wert < 0.05) der relativen mRNA Konzentration. Unter den signifikant
regulierten Genen befinden sich auch die in Tabelle 3.12 aufgefiihrten Gene. Das
Expressionsprofil der Tamoxifen Behandlung deckt sich in einem groflen Bereich
mit dem Expressionsprofil der post-transkriptionellen Genstilllegung von ESR1
(s. Abschnitt 3.8.5 und 3.13.1). Das Profil der globalen Expressionsanalyse nach
einer Behandlung mit Tamoxifen wurde in den Abschnitten 3.13.1 und 3.13.2
mittels hierarchischer Clusteranalyse mit den Expressiosprofilen der Microarray-
analysen des KSR1 Silencings und nach ESR1-Stimulation durch 175-Estradiol

verglichen.
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.12: Signifikant verénderte Expressionswerte nach Tamoxifen Behandlung
Gen Symbol p-Wert FC
CONG2 946 x 1073 1.471
XBP1 1.70 x 1072 0.675
MAPKI 259 x 1072 0.844
STC2 3.00x 1072 1.158

Legende: FC = fold change

3.13 Vergleich der Expressionsanalysen durch

hierarchische Clusteranalysen

Ein Vergleich von globlen Expressionsprofilen kann mit Hilfe der hierarchischen
Clusteranalyse nach Eisen et al. visualisiert werden (Eisen et al. [1998]). Dabei
werden unter Verwendung von statistischen Algorithmen die Gene innerhalb von
globalen Expressionsprofilen anhand der Ahnlichkeit ihrer Expression angeord-
net und in einem Dendrogramm grafisch dargestellt. Innerhalb eines Vergleichs
zwischen verschiedenen gloablen Expressionsanalysen werden stets die Gene in
der hierarchischen Clusteranalyse dargestellt, die in beiden Experimenten ein
signifikant verandertes Expressionsverhalten zeigen. Abb. 3.15 zeigt die hierar-
chische Clusteranalyse zwischen allen drei im Folgenden aufgefiihrten Experi-
menten. Zur Berechnungn dieser Clusteranalyse wurden alle Gene verwendet,
die in mindestens zwei der u. a. Experimenten signifikant differentiell exprimiert
waren. Die separate grafische Darstellung der hierarchischen Clusteranalysen der
nachfolgenden Vergleiche sind im Anhang Abb. A.18, Abb. A.19 und Abb. A.20

zu finden.

3.13.1 Vergleich ERa Silencing und Tamoxifen Behandlung

Die Behandlung von Patientinnen mit ER-positiven Mammakarzinomen sieht
in der Regel eine bis zu fiinf Jahre dauernde adjuvante Therapie mit dem SERM
Tamoxifen vor. Durch den Einsatz von Tamoxifen wird versucht, die Bindung
des 1703-Estradiol an den ER« zu verhindern und damit die Signaltransdukti-
onskaskaden der Proliferation und Migration zu unterbinden. Zumeist gelingt

die Inaktivierung des Estrogenrezeptor Signals durch diese Behandlung, jedoch
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3.13 Hierarchische Clusteranalysen

stellt der Estrogenrezeptor Signalweg ein sehr komplexes und verzweigtes, re-
gulatorisches System dar. Um die Unterschiede zwischen einer vollstindigen
Inaktivierung des ERa durch gezieltes Silencing und einer Inhibition durch Ta-
moxifen darzustellen, wurden die globalen Expressionsanalysen dieser beiden
Experimente miteinander verglichen. Insgesamt wurden 45 Gene ermittelt, die
in beiden Experimenten eine signifikante Anderung in ihrer Expression zeigten.

Innerhalb dieser 45 Gene zeigten jedoch 13 Gene eine gegenlaufige Expressi-

Tabelle 3.13: Gegenldufig exprimierte Gene nach ESRI Silencing und Tamoxifen

Behandlung

Gen Symbol p-Wert (ESR1) FC (ESR1) p-Wert (TAM) FC (TAM)
STC2 6.11 x 1078 0.262 3.00 x 1072 1.158
HIST1H?BD  1.77x 1074 2.343 3.63 x 1072 0.885
FHL? 5.89 x 1074 0.534 2.10 x 1072 1.388
KPNA2 6.39 x 1074 0.527 4.14 x 1072 1.121
SEMA3C 4.11 x 1073 0.589 2.22 x 1072 1.178
DEK 4.99 x 1073 0.617 2.22 x 1072 1.227
ABAT 6.71 x 1073 0.599 2.43 x 1072 1.162
AGR2 8.04 x 1073 0.638 3.54 x 1072 1.304
SNX2/ 9.44 x 1073 0.654 1.10 x 1072 1.384
MGC21644 2.49 x 1072 0.651 2.24 x 1072 1.204
GDAPI 3.49 x 1072 0.690 4.51 x 1072 1.171
TGFB2 3.98 x 1072 0.699 1.25 x 1072 1.477
TXNRD1 4.60 x 1072 0.701 2.22 x 1072 1.192

Legende: FC = fold change, ESR1 = Silencing ESR1, TAM = Tamoxifen.

on in beiden Experimenten (Tabelle 3.13). Bei 12 dieser gegenléufig regulierten
Gene kam es im Fall der Tamoxifen Behandlung zu keiner Reduktion in der
Expression, jedoch im Fall des ESR1 Silencings. Die vergleichende Darstellung
der beiden Expressionsprofile ist in Form einer hierarchischen Clusteranalyse
(Eisen et al. [1998]) in Abb. A.18 aufgefithrt. Abb. A.18 und Abb. 3.15 zeigen
deutlich die Abspaltung der 13 gegenlaufig exprimierten Gene innerhalb der

hierarchischen Clusteranalyse.
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3 Ergebnisse

3.13.2 Vergleich Estrogenrezeptorstimulation mit
173-Estradiol und Tamoxifen Behandlung

Abb. A.19 zeigt die hierarchische Clusteranalyse der Expressionsprofile nach
dreistiindiger 178-Estradiol Stimulation (s. Abschnitt 3.7.1) und der Behand-
lung mit dem SERM Tamoxifen (s. Abschnitt 3.7.2). Vergleichend zeigen 38
Gene eine signifikante Expressionsinderung in beiden Experimenten. Aus der
hierarchischen Clusteranalyse ist jedoch eindeutig ersichtlich, dass ein Teil der si-
gnifikant verdnderten Gene im gleichen Mafle von 173-Estradiol und Tamoxifen
beeinflusst wurden. Tabelle 3.14 zeigt die Liste dieser 15 Gene. Die nicht erfolg-
te Repression einzelner Gene, deren Expression vom Estrogenrezeptor abhingig
sind, kann damit erklart werden, dass Tamoxifen lediglich den Bereich des ER«
blockiert, der mit der Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) interagiert und somit nicht
die ligandenunabhéngige transkriptionelle Aktivitat tiber die Aktivierungsfunk-
tion 1 (AF-1) des ERa beeinflusst (Robertson [2002]). Von besonderem Interesse
ist in diesem Fall das Gen FHL2, welches fiir einen induzierbaren Koaktivator
des AP-1 (Jun) codiert (Morlon and Sassone-Corsi [2003]). Die Expression dieses
Gens wurde durch die Behandlung von Tamoxifen nicht repremiert, jedoch durch
die post-transkriptionelle Genstilllegung des ER« (s. Tabelle 3.13). Gleichzeitig
war eine Aktivierung der Expression durch die Stimulation mit 175-Estradiol

zu verzeichnen (s. Tabelle 3.14).

3.13.3 Vergleich Estrogenrezeptorstimulation mit
173-Estradiol und ER« Silencing

Abb. A.20 zeigt die hierarchische Clusteranalyse der Experimente fiir das Si-
lencing des ERa durch RNA Interferenz und der Stimulation des ERa durch
Applikation von 173-Estradiol. Die klar gegenséatzlichen regulatorischen Effek-
te in Folge der jeweiligen Experimente sind deutlich aus der Clusteranalyse
ersichtlich. Dabei zeigte das Gen TGFB2 in beiden Experimenten eine verrin-
gerte Expression. TGFB2 codiert fir den ,transforming growth factor, beta 2
und stellt einen molekularen Biomarker fiir die antiproliferativen Effekte von
Tamoxifen und dessen Derivaten dar (Buck et al. [2008]). Die Expression von
TGFB2 wird durch den Einfluss von Tamoxifen erhoéht, jedoch nicht durch ein
Silencing des ERa bzw. die Stimulation des ERa mit 173-Estradiol beeinflusst
(s. Abschnitt 3.13.1 und 3.13.2).
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3.14 Connectivity Map Vergleich

Tabelle 3.14: Gleichartig regulierte Gene nach ESRI-Stimulation und Tamoxifen

Behandlung

Gen Symbol p-Wert (E2) FC (E2) p-Wert (TAM) FC (TAM)
FHL? 1.40 x 1073 1.930 2.10 x 1072 1.388
MXD1 4.76 x 1073 1.698 3.23 x 1072 1.331
C12orfj1  4.95x 1073  1.455 2.39 x 1072 1.196
SLC25A25 495x 1073  1.530 3.19 x 1072 1.131
ULK1 1.65x 1072 1.593 2.22 x 1072 1.293
SNX2 1.68 x 1072 1.419 1.10 x 1072 1.384
RHOBTB1 168 x107%2  1.353 1.15 x 1072 1.323
KIAA0182 2.13x1072  1.402 2.22 x 1072 1.236
ITGAG6 2.39x 1072 1.324 2.22 x 1072 1.336
DLG5 2.60 x 1072 1.447 2.22 x 1072 1.223
SH3BP5  2.63x1072  1.427 2.41 x 1072 1.181
EXOC?2 296 x 1072 1.334 2.43 x 1072 1.163
SBDS 3.05x 1072 1.536 2.22 x 1072 1.208
FOSL2 3.61x1072  1.341 9.99 x 1073 1.423
ZNF185  4.04x 1072  1.338 4.04 x 1072 1.224

Legende: FC = fold change, E2 = 178-Estradiol, TAM = Tamoxifen.

3.14 Connectivity Map Vergleich

Die in den Abschnitten 3.8.5, 3.12.1 und 3.12.2 aufgefiihrten genomweiten Ex-
pressionsanalysen nach Silencing von ERa, bzw. Behandlung mit den endo-
krinen Substanzen 17(-Estradiol und Tamoxifen, konnen durch einen Datenab-
gleich mit der Connectivity Map Datenbank (http://www.broad.mit.edu/cmap)
validiert werden. Die Connectivity Map Datenbank enthélt die Expressions-
profile von ca. 550 Genexpressionsanalysen (Stand: Juni 2008) von in vitro kul-
tivierten humanen Zellen nach Behandlung mit reaktiven Substanzen (Lamb
[2007], Lamb et al. [2006]). Die gemessenen Expressionsprofile aus den post-
transkriptionellen Genstilllegungen werden, getrennt nach iiberexprimierten und
repremierten mRNAs, mit den Expressionsprofilen der einzelnen Behandlungen
mit reaktiven Substanzen statistisch verglichen und durch einen Algorithmus
mit einem Ahnlichkeitswert versehen. Bei einer grotmoglichen Ahnlichkeit des
Expressionsprofils eines Silencing Experimentes mit dem Expressionsprofil eines

Behandlungsexperimentes aus der Datenbank wird ein Ahnlichkeitswert nahe 1
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Abbildung 3.15: Hierarchische Clusteranalyse der genomweiten Expressionsanaly-
sen nach Stimulation des ER«, nach Silencing von ESR1 und Ta-

moxifen Behandlung

angegeben. Das Experiment mit der grofftmoglichen Verschiedenheit wird mit
einem Ahnlichkeitswert nahe -1 versehen. Die Tabellen 3.15 - 3.17 zeigen Aus-
schnitte aus den Datenabgleichen mit der Connectivity Map Datenbank. Der
angegebene Rang ist dabei ein Maf fiir die relative Positionierung des jeweili-
gen Experiments.

Anhand des durch den ,Nested Effekts Model“ Algorithmus errechneten Netz-
werks, dargestellt in Abb. 3.11 auf Seite 69, wurden die Gene AKT2, CCNG2
sowie XBP1 anhand ihrer Expressionsprofile nach post-transkriptioneller Gen-
stilllegung oberhalb vom Estrogenrezeptor positioniert. Daher wurden fiir diese
genannten Gene ebenfalls Vergleiche der jeweiligen Expressionsprofile mit der
Connectivity Map Datenbank errechnet. Die Tabellen 3.18 - 3.20 zeigen die
Auflistungen dieser Vergleiche. Durch den Abgleich der gemessenen Expressions-
profile mit den Eintrégen der Connectivity Map Datenbank kann eine indirekte

Validierung des errechneten Gen-Interaktionsnetzwerks erfolgen.
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3.14 Connectivity Map Vergleich

3.14.1 Connectivity Map Vergleich ESR1 Silencing

Tabelle 3.15 zeigt den Vergleich des FExpressionsprofils nach post-
transkriptoneller Genstilllegung des ERa mit den gespeicherten Expres-
sionsprofilen nach Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen aus der
Connectivity Map Datenbank. Das Expressionsprofil des ESR1 Silencing zeigte
die gréfite Ubereinstimmung mit dem Expressionsprofil nach einer Behand-
lung von MCF-7 Zellen mit 10 nM Wortmannin, einem Inhibitor der PI3K
(Creemer et al. [1996]). Die PI3K ist in die nicht-genomische Aktivitat des
Estrogenrezeptors involviert (Bjornstrom and Sjoberg [2005]) und vermittelt die
schnellen regulatorischen Einfliissse der Estrogenbindung (s. Abschnitt 1.4.2).
Des weiteren zeigte das Expressionsprofil des ESRI Silencing eine sehr hohe
Ahnlichkeit zu dem Expressionsprofil nach Behandlung von MCF-7 Zellen mit
dem SERM Fulvestrant (Buzdar [2004], Robertson [2004]). Die geringste Ahn-
lichkeit, und demnach einen Wert nahe -1, war zwischen dem Expressionsprofil
nach Silencing des Estrogenrezeptors und einer Stimulation mit Estradiol und
Genistein zu verzeichnen. Genistein, einem Sekundarmetabolit aus Pflanzen
(aus Leguminosen, Papilionoiden, Rosaceen etc.), wird eine leicht estrogene
Wirkung zugeschrieben (Hsieh et al. [1998]). Aus den gezeigten Daten ist
eindeutig erkennbar, dass eine post-transkriptionelle Genstilllegung in MCF7
Zellen ein sehr ahnliches Expressionsprofil wie nach einer Behandlung mit
einem spezifischen PI3K Inhibitor, bzw. einem SERM ergibt. Umgekehrt ist das
gemesssene Experssionsprofil maximal unterschiedlich zu einem Expressions-
profil nach Stimulation der MCF-7 Zellen mit dem Steroidhormon Estradiol.

3.14.2 Connectivity Map Vergleich ESR1 Stimulation mit
17 -Estradiol

Der Vergleich des gemessenen Expressionsprofils nach Stimulation des ESR1
mit 173-Estradiol und der Connectivity Map Datenbank ist in Tabelle 3.16 auf-
gefiihrt. Demnach zeigte das Expressionsprofil die grofite Ubereinstimmung mit
der Behandlung mit 10 nM Estradiol in MCF-7 Zellen aus der Connectivity Da-
tenbank. Des Weiteren wurde eine sehr groe Ubereinstimmung mit der Behand-
lung von MCF-7 mit 10 uM Genistein (s. Abschnitt 3.14.1, Hsieh et al. [1998])

und dem Phytoalexin Resveratrol gefunden. Resveratrol gehort zur Gruppe der
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.15: Vergleich des Expressionsprofils nach post-transkriptioneller Genstill-
legung von ESR1 mit den Datenbankeintriagen der Connectivity Map

Datenbank.

Rang Substanz Dosis  Zelllinie score
2 Wortmannin 10nM  MCF7  0.99
3 Fulvestrant 1uM  MCF7  0.989
8 Wortmannin 1 uM MCF7  0.941
9 Resveratrol 10 pM  MCF7  0.928

449  Genistein 10 pM MCF7  -0.709

450 alpha-Estradiol 10 nM  MCF7 -0.719

451  Estradiol 100 nM  MCF7 -0.801

452  Estradiol 10 n M MCF7 -0.82

Hydroxystilbene, kommt u. a. in Weinreben vor und ist hauptsachlich als ein
durch Pilzinfektionen induzierbarer Abwehrstoff von Bedeutung. Gehm et al.
konnten eine agonistische Interaktion des Estrogenrezeptors mit Resveratrol in
MCF-7 Zellen nachweisen (Gehm et al. [1997]). Der maximale Unterschied zu
dem Expressionsprofil nach Stimulation des ESR1 mit 173-Estradiol zeigten
die Experimente nach Behandlung mit den beiden SERM Fulvestrant und Ta-
moxifen (s. Abschnitt 3.16). Dieser Abgleich mit der Connectivity Datenbank
validiert plattformiibergreifend das gemessene Expressionsprofil der Stimulation
des ERa mit 173-Estradiol.

Tabelle 3.16: Vergleich des Expressionsprofils nach Stimulation des ESR1 mit 173-

Estradiol mit den Datenbankeintrdgen der Connectivity Map Daten-

bank.
Rang Substanz Dosis  Zelllinie  score
1 Estradiol 10 nM  MCF7 1
2 Phenanthridinon 51 pM  MCFEF7  0.882
4 Genistein 10 uM MCF7  0.824
12 Resveratrol 50 uM  MCF7  0.763
429  Tamoxifen 1uM  MCF7 -0.459
451  Fulvestrant 1uM  MCF7 -0.909
452 Fulvestrant 1uM  MCF7 -0.945
453  Fulvestrant 10 nM  MCF7 -1
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3.14 Connectivity Map Vergleich

3.14.3 Connectivity Map Vergleich ESR1 Inhibition mit

Tamoxifen

Die in Tabelle 3.17 angegebenen Daten zeigen den Vergleich der globalen Ex-
pressionsanalyse nach Behandlung der MCF-7 Zellen mit 100 nM Tamoxifen
(s. Abschnitt 2.11) und der Connectivity Map Datenbank. Der grofite Ahnlich-
keitswert wurde dabei mit den Behandlungen von MCF-7 Zellen mit den Sub-
stanzen Vorinostat, Genistein und Fulvestrant errechnet. Die Wirkungsweise
von Genistein und Fulvestrant wurden bereits in Abschnitt 3.14.1 und 3.14.2
beschrieben. Vorinostat, ein Histon-Deacetylase Hemmer, ist zur Behandlung
des cutanen T-Zelllymphoms zugelassen, vermittelt eine Hyperacetylierung der
Histone und damit einen kontrollierten Eintritt von Tumorzellen in die Apoptose
(Xu et al. [2006]). Den kleinsten Ahnlichkeitswert, und demnach die maxima-
le Verschiedenheit der globalen Expressionsanalyse nach Tamoxifenbehandlung
der MCF-7 Zellen, wurde fiir die Behandlung von MCF-7 Zellen mit Estradi-
ol errechnet (s. Tabelle 3.17). Die Expressionsanalysen, denen die Eintrége der
Connectivity Map Datenbank zugrunden liegen, beruhen auf Behandlungen der
Zellen mit den verschiedenen angegebenen Substanzen iiber einen Zeitraum von
6 Stunden. Die Expressionsanalyse nach Behandlung der MCFEF7 Zellen mit Ta-
moxifen in dieser Arbeit wurde nach einem Einwirkungszeitraum von 24 Stunden
erstellt. Daraus ist zu erklaren, dass ein Vergleich dieser Expressionsanalyse mit
den Eintriagen der Connectivity Map Datenbank keinen direkten Bezug zu einer
Behandlung mit Tamoxifen auffithrt. Dennoch entsprach das genomweite Profil

einer gezielten Pertubation des Estrogenrezeptors.

3.14.4 Connectivity Map Vergleich AKT2 Silencing

Tabelle 3.18 listet die Ergebnisse der vergleichenden Analyse des Expressions-
profils nach post-transkriptioneller Genstilllegung von AKT2 und den Expres-
sionsprofilen der Connectivity Map auf. Das Expressionsprofil des AKT?2 Silen-
cings zeigte dabei eine sehr hohe Ubereinstimmung zu den Expressionsprofilen
nach Behandlung von MCF7 Zellen mit den Selektiven Estrogenrezeptor Modu-
latoren Fulvestrant (Buzdar [2004], Robertson [2004]) und Tamoxifen (Osborne
and Schiff [2005]), bzw. der Behandlung mit Inhibitoren der Phosphatidylinosi-
tol 3-Kinase Wortmannin (Creemer et al. [1996]) und LY-294002 (Vlahos et al.
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Tabelle 3.17: Vergleich des Expressionsprofils nach Inhibition des ESR1 mit Tamo-

xifen mit den Datenbankeintrdgen der Connectivity Map Datenbank

Rang Substanz Dosis  Zelllinie score
14 Vorinostat 10 uM  MCF7  0.691
15 Genistein 10 pM  MCF7  0.688
17 Fulvestrant 1 uM MCF7  0.663
22 Imatinib 10 uM  MCF7  0.636
408  Estradiol 100 nM  MCF7  -0.512

435 alpha-Estradiol 10 nM  MCF7 -0.671
441  alpha-Estradiol 10 nM  MCF7 -0.688
452  alpha-Estradiol 10 nM  MCF7 -0.915

[1994]). Diese Ergebnisse deckten sich mit den in 3.14.1 dargestellten Ergebnis-
sen des Connectivity Map Vergleichs nach Silencing von ESR1. Analog zu dem
Expressionsprofil nach Silencing des Estrogenrezeptors, zeigte das Silencing von
AKT?2 eine maximale Verschiedenheit zu den Expressionsprofilen von MCF7
Zellen nach Behandlung mit dem Steroidhormon Estradiol und dem Isoflavon
Genistein aus der Connectivity Map Datenbank (s. Abschnitt 3.14.1).

Tabelle 3.18: Vergleich des Expressionsprofils nach post-transkriptioneller Genstill-
legung von AKT?2 mit den Datenbankeintrigen der Connectivity Map

Datenbank
Rang Substanz Dosis  Zelllinie  score
13 Wortmannin 10 nM  MCF7 0.824
15 Fulvestrant 10 nM  MCEF7 0.8
28  LY-294002 10 uM  MCF7  0.695
40  Tamoxifen 1 uM  ssMCF7 0.505
407  alpha-Estradiol 10 nM  MCF7 -0.538
430  Estradiol 10 nM  ssMCF7  -0.701
450  Genistein 10 uM  MCF7  -0.957
453  Estradiol 100 nM MCF7 -1
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3.14 Connectivity Map Vergleich

3.14.5 Connectivity Map Vergleich CCNG2 Silencing

Anhand des Expressionsprofils der post-transkriptionellen Genstilllegung von
CCNG2 wurde das Gen durch die statistische Analyse des NEM Algorithmus
oberhalb des Estrogenrezeptors innerhalb des rekonstruierten Netzwerks po-
sitioniert (s. Abb. 3.11). Tabelle 3.19 listet den Vergleich des Expressionspro-
fils mit den Epxressionsprofilen der Connectivity Map Datenbank auf. Dabei
zeigte das Expressionsprofil die groften Ubereinstimmungen mit den Expres-
sionsprofilen nach Behandlung von MCF7 Zellen mit Substanzen, die direkt
den Estrogenrezeptor beeinflussen (Resveratrol und Fulvestrant), bzw. Substan-
zen, die als PI3K-Inhibitoren bekannt sind (LY-294002 und Wortmannin). Die
wenigsten Ubereinstimmungen zeigten sich mit den Expressionsprofilen nach
endokriner Stimulation des Estrogenrezeptors mit Estradiol, bzw. Genistein.
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen des Connectivity
Map Vergleichs nach post-transkriptioneller Stilllegung des Estrogenrezeptors
(s. Abschnitt 3.14.1).

Tabelle 3.19: Vergleich des Expressionsprofils nach post-transkriptioneller Genstill-
legung von CCNG2 mit den Datenbankeintragen der Connectivity
Map Datenbank

Rang Substanz Dosis  Zelllinie  score
3 Resveratrol 10 upM  MCF7  0.885
37  Fulvestrant 1 uM  ssMCF7 0.628
38 LY-294002 10 UM MCF7  0.628
45  Wortmannin 10 nM  MCF7  0.606

432  Estradiol 10nM  MCF7  -0.67
440  Genistein 1puM  MCF7  -0.703
450  Estradiol 10 nM  MCF7 -0.857
451  Genistein 10 uM  MCF7  -0.898

3.14.6 Connectivity Map Vergleich XBP1 Silencing

Der Vergleich des Expressionsprofils nach XBP1 Silencing und den Eintrégen
der Connectivity Map Datenbank sind in Tabelle 3.20 dargestellt. Analog zu den
bereits beschriebenen Vergleichen in den Abschnitten 3.14.1, 3.14.3, 3.14.4 und
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3 Ergebnisse

Tabelle 3.20: Vergleich des Expressionsprofils nach post-transkriptioneller Genstill-
legung von XBP1 mit den Datenbankeintragen der Connectivity Map
Datenbank

Rang Substanz Dosis  Zelllinie  score
12 Resveratrol 50 uM  MCF7  0.635
38  Fulvestrant 1 uM MCF7  0.524
63  Wortmannin 10 nM  MCF7  0.482
66 LY-294002 10 uM  MCF7  0.476

396  Genistein 1 uM MCF7  -0.502
404  Estradiol 10 nM  ssMCF7 -0.529
428  Estradiol 100 nM MCF7  -0.663
436 Genistein 1 uM MCF7  -0.741

3.14.5 zeigte das Expressionsprofil die groBten Ahnlichkeiten mit den Expres-
sionsprofilen nach Behandlungen von MCF7 Zellen mit Inhibitoren des Estro-
genrezeptors (Resveratrol und Fulvestrant), bzw. PI3K-Inhibitoren (Wortman-
nin und LY-294002). In Einklang mit den bereits beschriebenen Vergleichen
(3.14.1, 3.14.3, 3.14.4 und 3.14.5), stellte sich das Expressionsprofil von XBP1
als besonders gering korreliert mit den Expressionsprofilen aus der Connectivity
Map Datenbank nach Behandlungen der Zellen mit direkten Stimulatien des

Estrogenrezeptors (Estradiol und Genistein) dar.
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4 Diskussion

Nach der Présentation der gemessenen Daten im vorangegangenen Kapitel soll
das hier folgende Kapitel einen Uberblick iiber die erlangten Ergebnisse, sowie
Diskussionen fiir Anwendungen in der Zukunft bieten. Dazu erfolgt eine aus-
fithrliche Interpretation der Messdaten sowie eine Darlegung und Diskussion

der Zusammenhénge.

4.1 Validierung der konstruierten

Netzwerkhypothese

Durch den ,Nested Effects Model* Algorithmus (Frohlich et al. [2007, 2008])
wurde anhand einer statistischen Analyse der globalen Expressionsanalysen nach
post-transkriptioneller Genstilllegung von insgesamt 13 Genen das in Abb. 3.11
(Seite 69) dargestellte Gen-Interaktionsnetzwerk rekonstruiert. Die Kanten zwi-
schen den einzelnen Knoten entsprechen dabei direkten, sowie indirekten Verbin-
dungen zwischen den Genen. Die Richtung der Effekte ist durch die Pfeilspitze
angezeigt. Der Effekt der Interaktion (aktivierend oder deaktivierend) kann im
Fall des verwendeten Algorithmus nicht dargestellt werden. Eine Kante zwischen
zwei Knoten stellt keine zwingende Notwendigkeit einer direkten Interaktion
dieser beiden Gene dar. Die Ausgabe der statistischen Analyse durch den NEM
Algorithmus erfolgt in Form eines transitiv reduzierten Graphen mit gerichteten
Kanten. Dabei werden indirekte Kanten zwischen zwei Knoten sukzessive ent-
fernt, sofern die Interaktion zwischen diesen beiden Knoten durch andere Kanten
erklart werden kann. Schlussendlich erfolgt durch den Netzwerkalgorithmus eine
Einstufung der 13 Gene in Bezug auf ihre relative Lage in diesem gerichteten,
transitiv reduzierten Graph zueinander (anhand der Betrachtung gemessenen

Expressionsprofile). Die Validierung des rekonstruierten Netzwerks kann dabei
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durch einen Abgleich mit literaturbekannten Interaktionen, durch Epistaseana-
lyse von kombinatorischen Genstilllegungen und durch Vergleich der gemessenen
Expressionsprofile mit Expressionsprofilen der Connectivity Map Datenbank er-

folgen.

4.1.1 Vergleich mit literaturbekannten Interaktionen

In Abschnitt 3.9 wurden die in der Literaturdatenbank Ingenuity Pathway Ana-
lysis (Ingenuity Systems®, http://www.ingenuity.com) bekannten direkten In-
teraktionen zwischen den 13 zur post-transkriptionellen Genstilllegung ausge-
wahlten Genen grafisch in Form eines Interaktionsnetzwerks dargestellt. Durch
einen sukzessiven Vergleich des Netzwerks der literaturbekannten Interaktionen
mit dem rekonstruierten Netzwerk konnen die inferierten Interaktionen, und
damit der NEM Algorithmus, validiert werden. Im Folgenden werden die jewei-
ligen Interaktionen der Gene im NEM-Netzwerk (Abb. 3.11) durch Vergleich
mit Literaturdaten (Abb. 3.10) erlautert und diskutiert.

Einfluss von XBP1 bzw. CCNG2 auf die Expression von ESR1 Gomez
et al. [2007] haben den Einfluss von XBP1 auf die Expression von ESR1 sowie
die Uberexpression in Antiestrogen-resistenten Tumoren beschrieben. Die Ex-
pression von XBP1 korreliert mit einem Verlust der Sensitivitit der Zellen ge-
gentiber den antiproliferativen Effekten von Antiestrogenen (Gomez et al. [2007].
Zusatzlich ist die Expression von XBP1 in Antiestrogen-resistenten Brustkrebs-
zelllinien erhoht (Gu et al. [2002]), was folgern laBit, dass die Resistenz von
Estrogenrezeptor positiven Mammakarzinomen gegeniiber antiestrogener The-
rapie (z. B. mit Tamoxifen) von der Expression dieses Gens begiinstigt wird.
XBP1 aktiviert die ligandenunabhéngige Aktivitat des Estrogenrezeptors durch
Interaktion mit der Aktivierungs Funktion-1 des ER«a (Ding et al. [2003]), welche
durch eine Behandlung mit Tamoxifen nicht blockiert wird. Durch diesen Zu-
sammenhang und aufgrund der Tatsache, dass die Expression von XBP1 einen
direkten Einfluss auf die Expression von ESR1 ausiibt, stellt dieses Gen ein be-
reits neu diskutiertes therapeutisches Ziel, vornehmlich bei der Behandlung von
Antiestrogen-resistenten Mammakarzinomen, dar. Die Relevanz von XBP1 als
mogliches therapeutisches Ziel lasst sich durch die oberhalb von ESR1 liegende
Positionierung des Gens im inferierten Netzwerk bestétigen.
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4.1 Validierung der konstruierten Netzwerkhypothese

Aufgrund der Ahnlichkeit der Expressionsprofile in Folge des Silencings der Ge-
ne CCNG2 und XBP1I1, sind diese beiden Gene durch die statistische Analyse
mit dem NEM Algorithmus nicht voneinander zu unterscheiden. Daher erfolgt
im vorhergesagten Netzwerk eine Verkniipfung mit einem Doppelpfeil. Die Posi-
tionen der beiden Gene sind folglich untereinander austauschbar. Der reprimie-
rende Effekt von FSR1 auf die Expression von CCNG2 wurde bereits von Stossi
et al. [2006] nachgewiesen und konnte im Rahmen dieser Arbeit durch die Stimu-
lation des ESR1 durch 178-Estradiol experimentell bestétigt werden (s. 3.12.1).
Gleichzeitig konnte bei Inhibition des Estrogenrezeptors durch eine Behandlung
mit Tamoxifen die reprimierende Wirkung von ESRI auf CCNG2 aufgehoben
werden (s. Abschnitt 3.12.2). Eine Interpretation des inferierten Netzwerks aus
Abb. 3.11 zeigt jedoch deutlich einen Einfluss von CCNG2 auf die Expressi-
on von ESR1 anhand der genomweiten Expressionsprofile. Die Auswirkungen
des Silencings von CCNG2 fithren zu einer eindeutigen Repression von ESR1.
Anhand der hier aufgezeigten Daten kann demnach ein aktivierender Effekt
der Expression von CCNG2 auf die ESR1 Expression beschrieben werden (s.
Abb. 4.1). Bisher wurde lediglich der inaktivierende Effekt der ESRI Expressi-
on auf die Expression von CCNG2 beschrieben (Stossi et al. [2006]). Der hier
dargestellte neue Effekt der Aktivierung von ESR1 durch die Expression von
CCNG?2 iiberwiegt in den Experimenten dabei den bereits in der Literatur be-
kannten inaktivierenden Effekt der ESRI Expression auf die Expression von
CCNG2. Daher erfolgte anhand der statistischen Auswertung eine Positionie-
rung von CCNG2 oberhalb des Estrogenrezeptors.

E2 E2

ER || ER T\
«—

Abbildung 4.1: Aus den Ergebnissen erstelltes Modell der Aktivierung der ESR1
Expression durch CCNG2. Die Inaktivierung von CCNG2 durch
den aktivierten Estrogenrezeptor (Stossi et al. [2006]) ist ebenfalls
gezeigt.
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Verkniipfung zwischen AKT2 und ESR1 Im inferierten Netzwerk aus
Abb. 3.11 wurde das Gen ESRI oberhalb von AKT2 positioniert und wird
demnach direkt oder indirekt reguliert. Sun et al. [2001] konnten zeigen, dass
konstitutiv aktiviertes AKT2 die transkriptionelle Aktivitdt von ESRI unter-
stiitzt. Stoica et al. [2003a] und Campbell et al. [2001] konnten ebenfalls eine
Aktivierung des Estrogenrezeptors durch den PI3K/AKT Signaltransduktions-
weg darstellen. Dabei aktiviert AKT2 ausschliellich die estrogenunabhéngige
Funktion des Estrogenrezeptors (Aktivierung der AF-2 (s. Abb. 1.5)). Die post-
transkriptionelle Genstilllegung von AKT?2 fiihrte zur Repression von ESR1 (s.
Tabelle 3.6). Diese bisher in der Literatur dargestellten Zusammenhénge konn-
ten korrekt durch den NEM Algorithmus anhand der globalen Expressionsprofile

rekonstruiert werden.

Interaktion zwischen ESR1 und BCL2 van 't Veer et al. [2002] und Park
et al. [2002] konnten zeigen, dass die Expression von BCL2 positiv mit der
Expression des Estrogenrezeptors korreliert. Teixeira et al. [1995] postulierten
einen Mechanismus, in dem das estrogenabhéngig exprimierte Proto-Onkogen
BCL2 an der Entwicklung von therapeutisch resistenten Mammakarzinomen
beteiligt ist. Durch die statistische Analyse der genomweiten Expressionsanaly-
sen nach post-transkriptioneller Genstilllegung wurde das Gen BCL2 unterhalb
des Estrogenrezeptors positioniert, was im Einklang mit den Daten aus der
Literaturdatenbank Ingenuity steht und damit die vorhergesagte Verkniipfung
bestéatigt.

Verkniipfung zwischen BCL2 und TMEM45B Das Gen TMEM/5B wurde
in globalen Genexpressionsanalysen von Mammakarzinomen als dereguliert in
Abhéngigkeit des Lymphknotenstatus gefunden (Daten nicht gezeigt). In der
Literatur sind jedoch keine Informationen zu den Funktionen dieses Gens be-
schrieben (Nemeth et al. [2007]). Folglich beinhaltet die Ingenuity Pathway Da-
tenbank keine Eintrige zu diesem Gen. Das Interaktionsnetzwerk aus Litera-
turdaten enthélt dieses Gen demnach nicht (s. Abb. 3.10). Die durch den NEM
Algorithmus vorhergesagte Interaktion der Gene BCL2 und TMEM/5B kann
hier nur postuliert werden. Die Robustheit und Stabilitiat des NEM Algorithmus
wurden anhand der korrekten Rekonstruktion der bisher diskutierten Interak-
tionen sowie auf statistischer Ebene in Frohlich et al. 2007, 2008] gezeigt. Durch
den Algorithmus vorhergesagte neue Interaktionen (Abb. 3.11), die bisher nicht
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4.1 Validierung der konstruierten Netzwerkhypothese

durch Literaturdaten belegt wurden, konnen daher als sehr wahrscheinlich an-

gesehen werden.

Einfluss von BCL2 auf STAT5B Die Kante zwischen den Genen BCL2 und
STATSB aus den beiden Netzwerken zeigt in entgegengesetzte Richtungen. Nach
den Angaben des Netzwerks aus den Daten der Ingenuity Pathway Datenbank
hat STAT5B einen Einfluss auf die Expression von BCL2 (Kelly et al. [2003]).
Diese Interaktion wurde lediglich in Méusen beobachtet und kann daher nicht
zur Validierung von Gen-Interaktionen in einem humanen Zellsystem herangezo-
gen werden. Die gezeigte Interaktion stellt jedoch eine, aufgrund der gemessenen
Daten, statistisch stabile Kante dar.

Interaktion von STAT5B mit STC2 Eine direkte Interaktion des Gens
STATS5B mit STC2 kann im Falle des literaturgestiitzten Netzwerks aus der
Ingenuity Pathway Datenbank nicht bestatigt werden. Vielmehr kann eine Ver-
bindung dieser Gene iiber zwei intermedidre Gene ARRB2 und HSP90 erklart
werden. Gleichzeitig steht HSP90 in Interaktion mit dem Estrogenrezeptor (Ji-
ang et al. [2004]). Demnach wird die abwérts von STATSB liegende Position von
STC?2 durch einen Vergleich mit Literaturdaten unterstiitzt. Eine Erklarung von
vorhergesagten Interaktionen innerhalb des postulierten NEM Netzwerks tiber
Gene bzw. Proteine, die nicht im Rahmen der Experimente post-transkriptionell
stillgelegt wurden, ist moglich. Die vorhergesagten Interaktionen werden auf-
grund der statistischen Analyse der beeinflussten Gene eines jeden einzelnen Si-
lencings vorhergesagt. Daher entspricht eine Kante zwischen zwei Genen nicht
notwendig einer direkten Interaktion dieser beiden Gene. Vielmehr weist ein Ex-
pressionsprofil eines weiter oben liegenden Genes im NEM Netzwerk auf einen

Einfluss auf das Expressionsprofil eines weiter abwéarts liegenden Genes.

Interaktion von STC2 und FOXA1 Eine direkte Verkniipfung zwischen
STC2 und FOXA1 konnte mit einer Netzwerkrekonstruktion durch Ingenui-
ty nicht dargestellt werden. Aufgrund der oben angegebenen Zusammenhénge
innerhalb des rekonstuierten Netzwerks und den Eigenschaften des NEM Algo-
rithmus kann auch hier die Verkniipfung dieser beiden Gene iiber zuséatzliche
Zwischenpunkte (STC2 — ARRB2 — HSP90 — TP53 — HistonH3 —
FOX A1) anhand von Literaturdaten erklart werden.
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Verkniipfung von FOXA1 und AKT1 Die Gene FOXA1 und AKT1 sind
im literaturbasierten Netzwerk aus Ingenuity iiber das Histon H3 miteinander
verkniipft. Jedoch wurde die Interaktion zwischen AKT1 und dem Histon H3
lediglich in Méusen beschrieben (He et al. [2003]) und kann demnach nicht fur
einen Vergleich in humanen Zellsystemen verwendet werden. Auch diese Kante
zwischen den Genen FOXAT1 und AKT1 stellt eine statistisch stabile Kante dar.

Interaktion von AKT1 und MAPK1 bzw. TP53 Die Analyse der ge-
nomweiten Expressionsdaten durch den NEM Algorithmus sagt eine stati-
stisch stabile Verbindung zwischen den Genen AKT1 und MAPKI vorher (s.
Abb. 3.11). Dabei liegt AKT1 oberhalb von MAPK]1. Beide Gene sind Bestand-
teil des nicht-genomischen Signaltransduktionswegs des Estrogenrezeptors (s.
Abschnitt 1.4.2) und demnach gemeinsam unterhalb von ESRI anzusiedeln.
Eine direkte Interaktion dieser beiden Gene konnte durch das literaturbasier-
te Netzwerk aus Ingenuity nicht dargestellt werden, jedoch kann ein indirekter
Weg iiber AKT1 — Hsp90 — PP2A — MAPK]1 beschrieben werden (s.
Abb. 3.10).

Knoten, die durch einen Doppelpfeil im NEM Netzwerk miteinander verbun-
den sind, kénnen durch den Algorithmus nicht voneinander unterschieden wer-
den und sind daher gleich zu gewichten. Folglich kann bei einem Vergleich
mit dem literaturunterstiitzen Netzwerk aus Ingenuity eine Interaktion zwi-
schen AKT1 und TP53 tber die Kanten AKT1 — Hsp90 — T P53 und
AKT1 — Hsp70 — T P53 dargestellt werden.

Interaktion von MAPK1 und TP53 bzw. HSPB8 Aufgrund der Bedingun-
gen des NEM Algorithmus sind die Positionen der Gene MAPK1 sowie TP53
nicht voneinander zu unterscheiden und demnach miteinander durch einen
Doppelpfeil verbunden. Daher muss sowohl eine Interaktion zwischen MAPK1
und HSPBS als auch zwischen TP53 und HSPBS diskutiert werden.

Das Protein HSPB8 (HSP22) selbst ist nicht im literaturbasierten Netzwerk
aus Ingenuity verzeichnet, befindet sich aber laut einer weiteren Analyse
mit Ingenuity in der Familie der Heatshock-Proteine HSP22/HSP40/HSP90.
HSP90 selbst steht direkt in Verbindung mit TP53, bzw. iiber das Gen PP2A
indirekt mit MAPK]1. Folglich konnten auch in diesem Fall die Kanten, die
durch den NEM Algorithmus verhergesagt wurden, durch Vergleiche mit den
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4.1 Validierung der konstruierten Netzwerkhypothese

literaturbekannten Interaktionen bestatigt werden.

Neben der Validierung des ,Nested Effects Model“ Algorithmus auf theoreti-
scher Ebene durch die Verwendung von Simulationsdaten (Frohlich et al. [2007,
2008]), konnten durch die oben diskutierten Validierungen die Funktionalitat des
Algorithmus bei der Verwendung von biologischen Messdaten bestétigt werden.
Aufgrund der Vorhersage von bereits bekannten Interaktionen bzw. Einfliissen
einzelner Gene untereinander durch die statistische Analyse der aufgezeichne-
ten Daten stellt die ausgearbeitete Methodik ein sehr robustes Werkzeug fiir die
Rekonstruktion von Gen-Interaktionsnetzwerken dar.

Einige der im rekonstruierten Netzwerk dargestellten Interaktionen konnten
durch einen Vergleich mit den Literaturdaten iiber intermediére Gene erklart
werden. Dies ist auf die transitive Reduktion des rekonstruierten Interaktions-
netzwerks zuriickzufiithren, bei der alle zusétzlichen Kanten zwischen Genen ent-
fernt werden, sofern die entfernte Kante iiber direkte Kanten erklirt werden

konnen.

4.1.2 Validierung durch Epistaseanalysen

Durch spezielle statistische Analysen von genomweiten Expressionsprofilen nach
Microarrayanalysen konnen, basierend auf die Prinzipien der klassischen Epi-
staseanalyse (Avery and Wasserman [1992]), Beziehungen zwischen einzelnen
Genen ermittelt (Van Driessche et al. [2005]) und dadurch ein Interaktions-
netzwerk rekonstruiert werden (Zupan et al. [2003]). In dieser Arbeit diente
die Methode der Epistaseanalyse zur Uberpriifung der vorhergesagten Kanten
im, durch den NEM Algorithmus rekonstruierten, Gen-Interaktionsnetzwerk (s.
Abb. 3.11). Neben dem Vergleich mit dem durch Ingenuity rekonstruierten Netz-
werk, bietet die Epistaseanalyse eine zweite und unabhangige Moglichkeit der
Validierung des vorhergesagten Netzwerks.

In Abschnitt 3.11 sind die Ergebnisse der Epistaseanalyse der kombinatorischen
post-transkriptionellen Genstilllegungen von CCNG2 und ESR1, ESR1 und
MAPK1 sowie MAPKI und STATS5B aufgefiihrt. Die Analysen aller drei Ex-
perimente ergaben eine eindeutige Ubereinstimmung mit der Aussage des re-
konstruierten Gen-Interaktionsnetzwerks in Abb. 3.11. Die relative Reihenfolge
der jeweiligen Gene aus den kombinatorischen Genstilllegungen konnte bestéatigt

werden. Aus den Ergebnissen ging eindeutig hervor, dass CCNG2 oberhalb von
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ESR1 liegt. Ebenso konnte die Position von MAPK1 unterhalb des Estrogenre-
zeptors und von STATSB durch eine Epistaseanalyse der Expressionsprofile der
kombinatorischen Genstilllegungen bestatigt werden (s. 3.11).

Zusatzlich konnte der neu postulierte aktivierende Effekt der Expression von
CCNG2 auf die Expression des Estrogenrezeptor aus 4.1.1 durch die Epista-
seanalyse bestétigt werden. Dieser aktivierende Effekt iiberwiegt den in Stossi
et al. [2006] gezeigten inaktivierenden Einfluss des aktivierten Estrogenrezep-
tors auf die Expression von CCNGZ2. Sowohl die Netzwerkrekonstruktion als
auch die Epistaseanalyse ergaben eine Positionierung von CCNG2 oberhalb des

Estrogenrezeptors.

4.2 Validierung der Expressionsprofile durch

Connectivity Map Vergleich

Durch einen Vergleich der gemessenen Expressionsprofile nach selektivem Si-
lencing der 13 in Abschnitt 3.8 aufgefiihrten Gene mit den Datenbankeintragen
der Connectivity Map Datenbank (s. Abschnitt 3.14, Lamb [2007], Lamb et al.
[2006]), konnten die experimentell ermittelten Daten plattformiubergreifend va-
lidiert werden.

Der Vergleich bietet eine sehr potente und einfache Moglichkeit der plattfor-
mibergreifenden Validierung von genomweiten Expressionsprofilen. Besonders
geeignet war diese Methode aufgrund der Tatsache, dass der GroBiteil der un-
terschiedlichen Experimente in MCF-7 Zellen durchgefiihrt wurde, was zu einer
sehr guten Vergleichbarkeit zu den hier durchgefiihrten Experimenten fiihrte.
Dazu wurden die Eintrdge der Connectivity Map Datenbank verwendet, um
die Expressionsprofile der Stimulation- bzw. Inhibitionsexperimente nach der
Behandlung mit 173-Estradiol bzw. Tamoxifen qualitativ zu tiberpriifen. Wei-
terhin wurden alle Expressionprofile der Gene, die im rekonstruierten NEM
Netzwerk oberhalb des Estrogenrezeptors liegen, mit den Profilen der Connec-
tivity Map Datenbank verglichen. Dabei wurden sehr hohe Ubereinstimmungen
zwischen den Expressionsprofilen nach Stimulation des Estrogenrezeptors mit
173-Estradiol bzw. der Inhibition mit Tamoxifen und den Expressionsprofilen
der korrespondierenden Experimente der Connectivity Map Datenbank erzielt
(s. 3.14). Die durchgefithrten Vergleiche mit den in der Connectivity Map Da-

tenbank verzeichneten Genexpressionsprofilen (basierend auf Affymetrix High
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Throughput Array (HTA)) zeigten alle groBe Ubereinstimmungen mit den kor-
respondierenden Experimenten dieser Arbeit.

Zusatzlich wurden die Expressionsprofile der Silencingexperimente von AKT2,
CCNG2 und XBP1 mit den Connectivity Map Datenbankeintrédgen verglichen.
Durch den NEM Algorithmus wurden diese Gene oberhalb des Estrogenrezep-
tors angesiedelt. Demnach ist eine starke Korrelation zu den Expressionsprofilen,
die nach einer Behandlung mit antiestrogenen Therapeutika gemessen wurden,
zu erwarten. Entsprechend wird eine maximale Verschiedenheit zu den Expres-
sionsprofilen nach Stimulation des Estrogenrezeptors erwartet. Die Ergebnisse
in 3.14 bestatigten eindeutig diese Erwartungen. Die durchgefithrten Analysen
lassen einen qualitativen Vergleich der aufgezeichneten Expressionsprofile mit
den Expressionsprofilen aus der Connectivity Map Datenbank zu. Eine Uber-
priifung der relativen Position der Gene innerhalb des rekonstruierten Netzwerks

ist durch diesen Vergleich nicht moglich.

4.3 Einfluss endokriner Substanzen auf die globale

Genexpression

Nach Behandlung der MCF-7 Zellen mit 173-Estradiol bzw. Tamoxifen und
anschliefender globaler Genexpressionsanalyse konnten die jeweiligen Expressi-
onsprofile mit dem globalen Expressionsprofil nach post-transkriptioneller Gen-
stilllegung von ESR1 durch hierarchische Clusteranalysen verglichen werden (s.
Abschnitt 3.13). Dadurch konnten die spezifischen Einfliisse auf die Expression
analysiert und moégliche Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede dargestellt wer-
den. Zusatzlich zeigte das Gen TGFB2 nur bei der Behandlung der MCF-7
Zellen mit Tamoxifen eine Uberexpression. Diese Beobachtung deckte sich mit
den Informationen aus der Literatur (Buck et al. [2008]), wonach eine Uber-
expression von TGFB2 nach Therapie mit Tamoxifen erfolgt und als molekula-
rer Marker fiir die korrekte Wirkung von Tamoxifen angesehen wird. Bei einer
gezielten Stilllegung von ESR1 bzw. einer Stimulation des Estrogenrezeptors
mit 173-Estradiol war hingegen eine signifikante Repression von TGFB2 zu
verzeichnen. Tamoxifen blockiert die AF-2 Doméne des Estrogenrezeptors (s.
Abb. 1.5) durch Bindung an die Ligand Binding Domain, ohne eine Konfor-
mationsinderung des Estrogenrezeptors zu vermitteln. Durch diese Blockade

wird die ligandenabhéngige Aktivitat des Estrogenrezeptors unterdriickt. Die
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ligandenunabhéngige Aktivitét (vermittelt iiber AF-1, s. Abb. 1.5) wird durch
eine Therapie mit Tamoxifen nicht beeinflusst. Hingegen fiihrt ein Silencing des
Estrogenrezeptors zum Verlust der ligandenabhéngigen, als auch der liganden-
unabhéangigen Funktion des Estrogenrezeptors. Daraus ist der Unterschied im
Expressionsverhalten des Gens TGF B2 bei Inhibition bzw. Silencing des Estro-
genrezeptors begriindet. Dieses Ergebnis zeigte, dass die Wirkungsweise von
Tamoxifen auf Mammakarzinomzellen innerhalb von in vitro als auch in vivo
Experimenten vergleichbar ist. Gleichzeitig wurde ein klarer Unterschied der
Wirkung auf das globale Expressionsprofil zwischen der partiellen Inhibition
des Estrogenrezeptors durch Tamoxifen und dem gezielten Silencing des Estro-
genrezeptors aufgezeigt.

Tamoxifen wird als ,,Selektiver Estrogen Rezeptor Modulator® bei der Behand-
lung von post-menopausalen Frauen mit ER-positiven Mammakarzinomen the-
rapeutisch eingesetzt. Dabei ist die selektive Modulierung bzw. Blockierung des
Estrogenrezeptors von grofler Bedeutung. Durch die Blockierung der Liganden-
bindetasche im Estrogenrezeptor (AF-2, s. Abb. 1.5) werden die Einflusse des
175-Estradiol auf die Proliferation und Migration der Zellen unterbunden. Die
wichtigen kardioprotektiven (Barrett-Connor and Grady [1998]) und osteosyn-
thetischen (Riggs et al. [1998]) Funktionen der Estrogene werden dabei nicht
beeinflusst. Ein selektives Silencing des Estrogenrezeptors deaktiviert, neben
den ligandenabhéngigen Funktionen des Estrogenrezeptors, auch die liganden-
unabhéngigen Funktionen des Estrogenrezeptors, woraus die gleichgerichteten
Effekte in der Expression einiger Gene bei einer Stimulation des Estrogenrezep-
tors mit 170-Estradiol und der Behandlung der MCF-7 Zellen mit Tamoxifen
zu erklaren sind. Der gleiche Effekt, in diesem Fall jedoch unterschiedliche Re-
gulationen bei der Expression einiger Gene, ist bei dem Vergleich des ESR1
Silencings und der Tamoxifenbehandlung zu erkennen. Dort zeigten 13 Gene
eine gleichgerichtete differentielle Expression beim Silencing des ESR1 und der
Tamoxifenbehandlung (s. 3.13.1 und Tabelle 3.13). Ein Vergleich dieser Schnitt-
menge aus Tabelle 3.13 und den gleichartig regulierten Genen nach ESR1-
Stimulation und Tamoxifen Behandlung aus Tabelle 3.14 ergibt eine Schnitt-
menge von zwei Genen, FHL2 und SNX2/. Das Gen SNX24 ist derzeit lediglich
als ,,sorting nexin 24“ annotiert und nicht weiter in der Literatur beschrieben.
Einige Sorting Nexine (z. B. SNX1) wurden mit der Progression und Agressi-
vitdt von Tumoren (Nguyen et al. [2006]), sowie einem Einfluss auf den EGFR

Signaltransduktionsweg assoziiert (Gullapalli et al. [2004]). Demnach kann ein
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4.4 Vorschlag neuer therapeutischer Ziele

Zusammenhang zwischen der Expression von SNX2/ und der Progression von
Brustkrebs, bzw. der Wirkung von Tamoxifen postuliert werden.

Die Uberexpression von FHL2, einem transkriptionellen Koaktivator des On-
koproteins JUN (AP-1, Morlon and Sassone-Corsi [2003]), wurde bereits mit
Brustkrebs (Gabriel et al. [2006]) und anderen Krankheiten (Johannessen et al.
[2006]) assoziiert. Analog zu Coser et al. [2003] konnte eine Induktion der FHL2
Expression durch eine gezielte Stimulation des ERa mit 173-Estradiol gezeigt
werden (s. Abschnitt 3.13). Durch die Interaktion von FHL2 mit JUN ist das
Gen eng mit der ERE-unabhéngigen genomischen Aktivitdt des Estrogenrezep-

tors verbunden.

4.4 Vorschlag neuer therapeutischer Ziele

Eines der Ziele der experimentellen Arbeiten dieser Dissertation war die Pra-
diktion neuer therapeutischer Ziele fiir die Behandlung von estrogenabhéngi-
gen Mammakarzinomen. Die durchgefithrten Experimente fithrten anhand der
beschriebenen Methoden zur Rekonstruktion eines Interaktionsnetzwerks von
Mammakarzinom-relevanten Genen, die zu Beginn aller Arbeiten anhand der
in Abschnitt 3.1 beschriebenen Kriterien ausgewéahlt wurden. Aus der Fachli-
teratur sind genaue Beschreibungen des Estrogenrezeptor Signaltransduktions-
wegs sowie der Wirkung von 173-Estradiol bekannt und ausfiihrlich beschrieben
(Bjornstrom and Sjoberg [2005], Dudek and Picard [2008], Klinge [2001], Levin
[2005], Marino et al. [2006], Nilsson and Gustafsson [2000], Nilsson et al. [2001],
O’Lone et al. [2004], Osborne and Schiff [2005]). Aus allen Literaturdaten geht
grundsatzlich hervor, dass der Estrogenrezeptor, aktiviert durch die Bindung
von 173-Estradiol, als Startpunkt fiir eine genomische bzw. nicht-genomische
transkriptionelle Aktivierung von Zielgenen gilt (s. Abschnitt 1.4). Durch die
Rekonstruktion eines Gen-Interaktionsnetzwerks (Abb. 3.11) aufgrund von ge-
zielten post-transkriptionellen Genstilllegungen und anschlielender genomweiter
Expressionsanalyse wurden eindeutig Gene identifiziert, die einen Einfluss auf
die Expression und damit die Aktivitat des Estrogenrezeptors haben. Ausgehend
von der Theorie, dass eine Inhibition des Estrogenrezeptors zu einer Repressi-
on der Estrogenrezeptoraktivitdt, und damit zu einem verminderten Tumor-
wachstum fiihrt, konnen Gene, die durch den NEM Algorithmus oberhalb des

Estrogenrezeptors positioniert wurden, potentiell als neue therapeutische Ziele
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4 Diskussion

diskutiert werden. Demnach stellen die Gene AKT2, CCNG2 sowie XBP1 po-
tentielle Kandidaten fiir einen therapeutischen Ansatzpunkt dar.

CCNG2 (cyclin G2) ist in den Zellzyklus involviert und ist demnach ubiqui-
tar exprimiert. Die Inhibition von CCNG2 fiihrte zwar zu einer Repression der
ESR1 Expression, jedoch ist die Expression von CCNG2 mit einer Inhibiti-
on des Zellzyklus korreliert (Arachchige Don et al. [2006]). Bisher ist nur der
Einfluss der ESR1 Expression auf die Expression von CCNG2 in der Literatur
bekannt (Stossi et al. [2006], s. Abschnitt 3.12.1). Die in den Experimenten ge-
messene Feedbackschleife ist derzeit in der Literatur nicht beschrieben. Trotz des
reprimierenden Einflusses des CCNG2 Silencings auf die Expression von ESR1
bietet sich CCNG2, aufgrund seiner zentralen Stellung im Zellzyklus, nicht als
therapeutisches Ziel an. Eine Inhibition von CCNG2 wiirde wahrscheinlich zu
einer Beschleunigung des Zellzyklus in allen Zellen fithren.

Anhand der statistischen Auswertung der gemessenen genomweiten Expressions-
profile mit dem NEM Algorithmus wurde AKT2 ebenfalls oberhalb des Estro-
genrezeptors positioniert und kann somit als potentielles therapeutisches Ziel
diskutiert werden. In der Literatur wird eine Inhibition des PI3K/AKT Signal-
transduktionsweges zur Therapie verschiedener Tumorerkrankungen diskutiert
(Bellacosa et al. [2005], Fresno Vara et al. [2004], Hill and Hemmings [2002]).
Dabei wird AKT2 u. a. die Aktivierung von verschiedenen Zelliiberlebensme-
chanismen (Testa and Bellacosa [2001]) sowie der Zellzyklusprogression und dem
Zellwachstum (Blume-Jensen and Hunter [2001]) zugeschrieben. Demnach stellt
dieser sehr gut beschriebene PI3K/Akt Signaltransduktionsweg ein potentiel-
les therapeutisches Ziel dar, gegen welches bereits Therapeutika (Wortmannin
und LY294002) verfiigbar sind (Fresno Vara et al. [2004]). Ein therapeutischer
Effekt des AKT?2 Silencings wurde bereits im Vergleich des gemessenen Expres-
sionsprofils mit den Eintrégen der Connectivity Map Datenbank (s. Abb. 3.14.4)
durch eine sehr groBe Ahnlichkeit zu einer Behandlung mit Wortmannin bzw.
LY 294002 bestétigt. Beide PISK Inhibitoren befinden sich derzeit in der prakli-
nischen Studienphase. AKT?2 aktiviert ausschliellich die ligandenunabhéngige
Aktivierungsfunktion-2 des Estrogenrezeptors, welche nicht durch eine Bindung
von Tamoxifen an die , Ligand Binding Domain® des Estrogenrezeptors blockiert
wird (Stoica et al. [2003a]). Durch eine Inhibition von AKT2 in Kombination
mit einer Tamoxifenbehandlung ist eine verbesserte Inhibition des Estrogenre-
zeptors und damit eine Verringerung der Tumorprogression zu erwarten.

Durch Auswertung der Expressionsdaten mittels des NEM Algorithmus wurde
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(a) Schematische Darstellung der ERE-unabhéngigen genomischen
Aktivitdat des ESR1
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(b) Schematische Darstellung mit Inhibition des transkriptionellen
Kofaktors FHL2

Abbildung 4.2: Schematische Darstellungen der ERE-unabhéngigen genomischen
Aktivitat des ESRI ohne FHLZ2 Inhibition (a) und mit Inhibition
(b). Estrogen-aktivierter ER vermittelt die Bindung von Koaktiva-
torkomplexen (AIB1) an weitere Transkriptionsfaktoren (z. B. Fos
(F) und Jun (J)) zur Aktivierung der Transkription an Promotoren
ohne ERE-Sequenzen (AP1)

das Gen XBP1 oberhalb von ESRI1 positioniert und stellt demnach ein weiteres
potentielles Ziel fiir eine Inhibition der Aktivitat des Estrogenrezeptors dar. Der
Vergleich des Expressionsprofils nach post-transkriptioneller Genstilllegung von
XBP1 mit der Connectivity Map Datenbank zeigte grofie Ubereinstimmungen
mit den Behandlungen von MCF-7 Zellen mit Inhibitoren des Estrogenrezeptors
(Resveratrol und Fulvestrant) bzw. mit Inhibitoren des PI3K/Akt Signaltrans-
duktionwegs (Wortmannin und LY?294002). In der Literatur wird XBP1 eben-
falls bereits als mogliches Ziel einer Therapie von Tumorerkrankungen diskutiert
(Koong et al. [2006]), was zur Entwicklung eines ersten potentiellen Inhibitors
gefithrt hat (Tashiro et al. [2007]).

Durch den Vergleich der globalen Expressionsanalysen nach Behandlung der
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MCF-7 Zellen mit 175-Estradiol bzw. Tamoxifen und dem Silencing des Estro-
genrezeptors mittels hierarchischer Clusteranalyse, wurde das Gen FHL2 als
potentielles therapeutisches Ziel ermittelt. Das Gen wird durch den aktivier-
ten Estrogenrezeptor, sowie durch die Behandlung mit Tamoxifen tiberexpri-
miert (s. Tabelle 3.14). In Folge des ERa Silencings kommt es zu einer Re-
pression von FHL2 (s. Tabelle 3.13). FHL2 codiert fiir einen transkriptionellen
Kofaktor des AP-1 (Morlon and Sassone-Corsi [2003]) und ist demnach eng an
der ERE-unabhéngigen genomischen Aktivitit des Estrogenrezeptors beteiligt.
Durch Zusammenlagerung verschiedener Transkriptionsfaktoren mit dem dime-
risierten und aktiverten Estrogenrezeptor wird die Transkription verschiedener
Zielgene aktiviert (Abb. 4.2(a)). Eine Stérung der Zusammenlagerung der Tran-
skriptionsfaktoren konnte demnach zu einer Minimierung bzw. Inhibition der
Transkription fiihren. Aufgrund der hier ermittelten Messdaten kann demnach
FHL2 als ein potentielles neues Ziel fiir eine adjuvante Therapie von estrogenab-
héngigen Mammakarzinomen postuliert werden. Abb. 4.2(b) zeigt die schema-
tische Darstellung einer moglichen Wirkung eines FHLZ2 Inhibitors. Durch die
Inhibition wiirde eine Stoérung der Ausbildung des aktiven Transfektionskom-
plexes erfolgen, was schlussendlich zu einem Ausbleiben der mRNA Synthese
fithren wiirde. FHL2 wurde ebenfalls in Prostatageweben als transkriptionel-
ler Kofaktor eines ligandenaktivierten Transkriptionsfaktors, in diesem Fall des
Androgenrezeptors, beschrieben (Muller et al. [2000]). In Prostatakrebs ist der
Androgenrezeptor, vergleichbar zum Estrogenrezeptor in Brustkrebs, in die Pro-
gression der Erkrankung involviert (Suzuki et al. [2003] und stellt demnach ein
therapeutisches Ziel der adjuvanten Hormontherapie bei Patienten mit Prosta-
takarzinomen dar.

Problematisch bei einer Inhibition von FHL2 konnte die Expression dieses Gens
im Myokardmuskel (Chan et al. [1998]) sein. Eine Inhibition von FHL2 kénn-
te demnach zur Ausbildung von Myokardanomalien fithren und dadurch die
Leistung des Herzens negativ beeinflussen. Da FHL2 durch die Wirkung von
173-Estradiol in Mammakarzinomen tiberexprimiert wird, wiirde eine Inhibi-
tion vermehrt die Aktivitdt von FHL2 innerhalb des Tumors beeinflussen. Die
gewebetibergreifende Expression von moglichen therapeutischen Zielen stellt ein
grundsatzliches Problem einer Inhibition dieser Ziele dar. Herceptin, ein mono-
klonare Antikorper gegen HER2/neu, wird in der Therapie von metastasieren-
den Mammakarzinomen eingesetzt (Baselga et al. [2005], Gonzalez-Angulo et al.
[2006], Vogel et al. [2002]), trotz einer bekannten Expression von HER2/neu im
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Myokardmuskel (Olayioye et al. [2000]). In diesen Fallen ist eine sorgféltige Ab-
wagung aller positiven sowie negativen Effekte notwendig.

Die hier diskutierten Ergebnisse zeigen, dass die erarbeitete Methodik der geziel-
ten post-transkriptionellen Genstilllegung und genomweiter Expressionsanalyse
fiir die Rekonstruktion von Interaktionsnetzwerken eine geeignete Plattform zur
Vorhersage potentieller neuer therapeutischer Ziele darstellt. Besonders im Fall
von ligandenaktivierten Transkriptionsfaktoren kénnen durch diese Methodik
neue Erkenntnisse in den Interaktionen von einzelnen Genen erlangt werden,
was die Moglichkeit einer detaillierten Evaluierung neuer therapeutischer Ziele
bietet. Die Pradiktion von FHL2 als potentielles therapeutisches Ziel zeigt, dass
die Methodik nicht nur auf Fragestellungen in Mammakarzinomen angewendet

werden kann, sondern auch Giiltigkeit fiir weitere Tumorentitaten besitzt.
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A Anhang

A.1 Qualitatskontrolle isolierter total und

amplifizierter RNA
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A.2 Graphen der selektiven mRNA Reduktion
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Abbildung A.3: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von AKT2
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Abbildung A.4: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von BCL2
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Abbildung A.5: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von CCNG2
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Abbildung A.6: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von ESR1
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Abbildung A.T7: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von FOXA1
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Abbildung A.8: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von HSPBS&
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Abbildung A.9: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von MAPK1
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STATSB

Abbildung A.10: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von STAT5B
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Abbildung A.11: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von STC2
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Abbildung A.12: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von TMEM45B
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Abbildung A.13: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von TP53
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Abbildung A.14: Selektive Reduktion der mRNA Konzentration von XBP1

CCNG2 und ESR1
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Abbildung A.15: Parallele Reduktion der mRNA Konzentration von CCNG2 und
ESR1
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Abbildung A.16: Parallele Reduktion der mRNA Konzentration von ESR1 und
MAPK1
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Abbildung A.17: Parallele Reduktion der mRNA Konzentration von MAPK1 und
STAT5B
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A.3 Hierarchische Clusteranalysen
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Abbildung A.18: Hierarchische Clusteranalyse der genomweiten Expressionsanaly-

se nach ESR1 Silencing und nach Tamoxifen Behandlung
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Abbildung A.19: Hierarchische Clusteranalyse der genomweiten Expressionsanaly-

se nach Stimulation des ER« und nach Tamoxifen Behandlung
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