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Die in dieser Arbeit verwendeten Gen- und Proteinabklrzungen entsprechen den offiziellen
Konventionen und  kénnen in den jeweiligen Datenbanken wie NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) oder Ensembl (http://lwww.ensembl.org/index.html)

nachvollzogen werden.

ACNU 1-[(4-Amino-2-methylpyrimidin-5-yl) methyl]-3-(2-chlorethyl)- 3-
nitrosoharnstoff

BAC bacterial artificial chromosome

BCNU Bis-Chlorethyl-Nitroso-Urea

bp/kb Basenpaare/Kilobasenpaare

BSA Rinderserumalbumin

CCNU Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitroso-Urea
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CML Chronische myeloische Leukamie
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DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium
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et al. et alii (und Andere)
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GC7 N’-guanyl-1,7-Diaminohepatan
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TIZ Tumorinitiierender Zellen
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Zusammenfassung

lll. Zusammenfassung

Krebserkrankungen entstehen durch die Akkumulation von genetischen und epigenetischen
Veranderungen, die unter anderem dazu fihren, dass zellulare Mechanismen zur Regulation
von Wachstum, Zellteilung und Zellzykluskontrolle auf3er Kraft gesetzt werden. Diese, flr die
Transformation der Zellen notwendigen, Mutationen (,Driver-Mutationen®) kdnnen
beispielsweise zur Fehlfunktion von Kontrollproteinen und kritischen Signalrezeptoren
fihren. Auch die Uberexpression von Pro-proliferativen Mechanismen (z.B. in der
Transkriptions- und Translationskontrolle) tragt zu einer unkontrollierten Proliferation und
damit zum Tumorwachstum bei. Die ,Driver-Mutationen“ kénnen zudem von weiteren
genetischen Veranderungen begleitet werden, die zu einem aggressiveren Phanotyp und
damit zu einer schlechteren Prognose fllhren kdnnen. Die Suche nach weiteren,
deregulierten Faktoren, flhrt zum Einen zu einem besseren Verstdndnis von
Krebserkrankungen, ermdglicht zum Anderen aber auch die Identifikation neuer molekularer
Ziele, die sich fur die Behandlung von malignen Neoplasien als nutzlich erweisen kdnnten.
Der eukaryotische Translationsinitiationsfaktor 5A (elF-5A) tragt die einzigartige,
posttranslationale Modifikation Hypusin. elF-5A und die Hypusin bildenden Enzyme werden
in hoch proliferativen Geweben und Zellen stark exprimiert, wozu beispielsweise auch
aggressive Tumorzellen gehoéren. Hypusin ist fur die bekannten Funktionen von elF-5A
essentiell und seine Synthese durch die Enzyme DHS und DOHH lasst sich durch
kleinmolekulare Inhibitoren unterbinden. elF-5A und insbesondere die Isoform elF-5A2
konnte in der Vergangenheit als Tumor férdernd und unter bestimmten Bedingungen als
Tumor initiierend identifiziert werden. Da aggressive Hirntumore stark proliferieren, war die
Hypothese, dass das Hypusinsystem in diesen Tumoren eine wichtige Rolle flir das starke
und ungehemmte Wachstum der Tumorzellen spielt. Um diese Hypothese zu bearbeiten,
wurde im Rahmen dieser Arbeit die DHS als ein mdgliches therapeutisches Ziel in
hochgradigen Hirntumoren (Glioblastomen) untersucht und die Auswirkung einer inhibierten
Hypusinsynthese auf Glioblastomzelllinien, sowie ,gesunde®, primare Astrozyten analysiert.

Die Funktion der Isoform elF-5A2 ist weitestgehend nicht verstanden, ihre vermutliche Rolle
in bestimmten Krebsarten macht es allerdings zu einem interessanten Ziel der
biomedizinischen Forschung. Sie wird hauptsachlich im Gehirn und in der Testis exprimiert
und hat damit, im Vergleich zu elF-5A, eine relativ spezifische Expression. Die
Untersuchungen, die sich mit elF-5A2 beschaftigen, wurden bisher weitestgehend in Hefen
oder Zellkulturen durchgefiihrt. Um ein besseres Verstandnis fir die Funktion von elF-5A2 in
einem pharmakologisch relevanten Modellorganismus zu bekommen, wurde daher damit

begonnen eine ,Knockout‘-Maus zu erstellen, die fur zuklUnftige Analysen zur Verfigung
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steht. Mit Hilfe dieser ,Knockout‘-Maus lassen sich moéglicherweise neue Erkenntnisse zu

systemischen und organspezifischen Funktionen in Saugern gewinnen.



Abstract

IV. Abstract

Neoplastic diseases emerge via the accumulation genetic and epigenetic changes, which
lead to a deactivation of regulatory mechanisms responsible for the regulation of cell growth,
proliferation and cell cycle control. These mutations, which are necessary for a cellular
transformation (driver mutations), can result in a malfunction of control factors or critical
signal receptors. Additionally, the overexpression of Pro-proliferative mechanisms, e.g.
control components of the transcriptional and translational apparatus can contribute to an
uncontrolled proliferation and thus, to tumor growth. Driver mutations can be accompanied
by additional genetic changes, which can lead to a more aggressive tumor phenotype and a
worse prognosis for patients. The search for undiscovered deregulated factors leads to a
better understanding of cancers and further might lead to the identification of new molecular
targets for the treatment of malignant diseases. The eukaryotic translation initiations factor
5A (elF-5A) carries a unique post-translational modification, the amino acid hypusine. elF-5A
and the hypusin forming enzymes are expressed in highly proliferative cells, including tumor
cells. Hypusine is essential for the activity of elF-5A, although its cellular and molecular
functions aren’t fully understood. However, the hypusine formation via the enzymes
deoxyhypusine synthase (DHS) and deoxyhypusine hydroxylase (DOHH) can be inhibited by
small molecule compounds. elF-5A and especially the isoform elF-5A2 have been identified
as tumor growth inducing or pro-proliferative factors under certain conditions. Since high-
grade brain tumors are highly proliferative, it was our hypothesis that the hypusine system
plays an important role in the strong and unregulated growth of these tumors. To test this
hypothesis, we investigated the role of elF-5A in high grade brain tumors (glioblastomas) and
the impact of an inhibited hypusine modification on tumor cells and “healthy” primary
astrocytes.

The functions of the isoform elF-5A2 are little understood, though, its probable role in certain
cancer types makes it a very interesting target for biomedical research projects. It is
expressed mainly in the brain and testis. Hence, it has a rather specific expression pattern,
compared to elF-5A. Most investigations regarding elF-5A2 have been performed in yeast or
cell cultures. The construction of a murine knock out modell was started, to gain a better
understanding of the mechanisms of elF-5A2 in vivo. This conditional knock out mouse can
be used for further analysis to obtain a deeper insight of the systemic and organ specific elF-
5A2 function.
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1 Einleitung

1.1 Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A und die
Hypusinmodifikation

1.1.1 Molekularbiologische Charakterisierung von elF-5A und der
posttranslationalen Hypusinmodifikation

Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (elF-5A) ist ein 18 kDA kleines, saures Protein. Es
tragt als einzig bekanntes Protein die hochspezifische, posttranslationale Modifikation

namens Hypusin'?. Diese ungewdhnliche Aminosdure wird durch die Enzyme

Spermidin Deoxyhypusin Hypusin
‘NH,
CH,
CH,
CH2 1
“CHy. . y .
NH NAD* NADH /NH;" /NH,
(CH2)3 u i CH2 ". CH2
NH, CH, ! CH,
- . CH, CHOH,
* ol - ———
eox usin- - eox usin-
NH; synth)ells)ép NH hydro);(y)llgse NH
Lysin50 (CHz)a (CHa) (CHz)s
elF-5A elF-5A elF-5A (aktiv)
(inaktiver Vorlaufer) (Zwischenprodukt)

Abb.: 1 Schematische Darstellung der Hypusinsynthese. Zuerst wird ein Aminobutylrest durch die DHS von
Spermidin auf das Lysin50 im elF-5A-Vorlaufer (ibertragen. Dieser Schritt bendtigt NAD" als Ko-Faktor und ist
prinzipiell reversibel. Im zweiten Schritt wird der Ubertragene Rest an einer spezifischen Stelle durch die DOHH
hydroxyliert. Das Endprodukt ist das aktive elF-5A.

Deoxyhypusinsynthase (DHS) und Deoxyhypusinhydroxylase (DOHH) mit dem Polyamin
Spermidin als Substrat synthetisiert (Abb.: 1). Hierbei erfolgt eine Ubertragung des
Aminobutylrests vom Spermidin auf einen hochkonservierten Lysinrest am elF-5A durch die
DHS (Lysin*® bei Menschen und bei Mausen). Dieser Rest wird durch die DOHH hydroxyliert,
um das aktive, hypusinierte elF-5A zu bilden®.

In Vertebraten wurden zwei Isoformen von elF-5A, elF-5A1 und elF5-A2, beschrieben*®. Die
erste Isoform (zumeist einfach elF-5A genannt) ist in Saugerzellen konstitutiv exprimiert und
abundant in proliferierenden Zellen®. Die zweite Isoform hingegen wird gewebsspezifisch

exprimiert, hauptsachlich in Hoden und Teilen des Gehirns. In anderen Geweben ist elF-5A2
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teilweise auf mRNA-Ebene exprimiert, auf Proteinebene hingegen nahezu nicht
detektierbar®®®. Beide Proteine werden von jeweils einem eigenen Gen kodiert und in jeweils
funf Transkripte umgeschrieben. Die Transkripte weisen teils unterschiedliche 3’-UTRs auf,
bzw. sind trunkiert, was insbesondere bei den elF-5A2-Transkripten einen Einfluss auf die
Translationsrate und Polysomenbildung der elF-5A2-mRNA hat und mdéglicherweise so an
der Regulierung der Expression beteiligt ist®. Auch hat die elF-5A2-mRNA eine geringere
Stabilitdt als die von elF-5A. Somit scheint zumindest ein Teil der unterschiedlichen

Expression der beiden Isoformen durch diese posttranskriptionellen Mechanismen erklarbar.

Das Enzym DHS ist fur den ersten Schritt der Hypusinsynthese verantwortlich. Die meisten
Eukaryoten verfugen Uber ein einzelnes, in Eukaryoten und Archaeen konserviertes, dhps-
Gen, das fir die DHS kodiert. Bisher wurden in Menschen drei Transkriptvarianten gefunden,
von denen allerdings nur eine fiir ein aktives Protein kodiert®. Als Substrat fiir die DHS dient
das Polyamin Spermidin. Die Ubertragung des Aminobutylrestes vom Spermidin auf elF-5A-
Lysin®® ist ein NAD-abhéngiger Prozess und prinzipiell reversibel. Die DHS ist ein ~40 kDa

""" und somit

grolRes, tetrameres Protein, das aus vier identischen Untereinheiten besteh
ein Holoenzym mit vier Spermidinbindungstellen bildet. Ein aktives Zentrum wird dabei als
eine Art langliche Vertiefung von je zwei Untereinheiten gebildet. Innerhalb dieser Vertiefung
befinden sich die Aminosaurereste, die fur die Bindung von Spermidin und die Bildung von
Zwischen- und Endprodukt notwendig sind. Das aktive Zentrum ist auch das Ziel vieler DHS-
Inhibitoren. Insbesondere Spermidinanaloga zeigten eine hohe Spezifitat fir diesen Bereich
der DHS™. 1,7-Diaminoheptan ist dem Spermidin sehr @hnlich und hat, mit einem K-Wert
von 5,6 yM, eine sehr ahnliche Affinitat (K., von 4,5 uM fir Spemidin). Der bisher wirksamste
und am besten beschriebene, spermidindhnliche DHS-Inhibitor ist N’-guanyl-1,7-
Diaminohepatan (GC7) mit einem K-Wert von 0,01 pM'?"2,

Der zweite Schritt der Hypusinbildung wird durch das eisenhaltige Enzym DOHH
bewerkstelligt. Dieses Enzym ist in Eukaryoten ebenfalls hochkonserviert und gehért zu einer
Proteinfamilie, die sich durch das Vorhandensein von acht Tandem-a-Helices (HEAT-
repeats) auszeichnet. Je zwei Eisenatome werden in einem DOHH-Protein koordiniert und
sind fir die Hydroxylierung des Deoxyhypusine von entscheidender Bedeutung'. Die
Struktur der DOHH konnte bisher nur bioinformatisch prognostiziert werden und bisher steht
keine publizierte Kristallstruktur zu Verfigung. Assays zum Nachweis der DOHH-Aktivitat
wurden erst vor kurzem entwickelt'>. Daher beschrénkte sich die Inhibierung der DOHH auf
die Verwendung von chelatierenden Substanzen (z.B. Mimosin und Cyclopirox), welche die
Eisenatome aus dem (putativen) aktiven Zentrum I6sen und die DOHH damit inaktivieren.
Allerdings wirken solche Agenzien recht unspezifisch, da sie auch andere Metallionen aus

anderen Proteinen und Cofaktoren chelatieren konnen.
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1.1.2 Die Rolle von elF-5A und der Hypusinmodifikation in physiologischen
Prozessen

elF-5A ist mit Ribosomen assoziiert und wurde daher urspringlich als einer der
Translationsinitiationsfaktoren beschrieben. In der Tat scheint es eine Rolle bei der Initiation

der Proteinsynthese und der Elongation zu haben'®"®. In vitro spielt es bei der Bildung der

elF-5A mit dem
Translationsapparat assoziiert

QQQpp/Qp

, <&
Yo
0
%
% CRM1/XP0O4
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Q9 =
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=Q
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Abb.: 2 Schematische Darstellung der hypothetischen Funktion von elF-5A. Zur besseren Ubersicht sind
die weiteren Faktoren, die am Tansport, Export und Translation von mRNAs beteiligt sind, nicht dargestellt.

ersten Peptidbindung eine Rolle. Die genaue Funktion von elF-5A in diesem Prozess ist
allerdings  noch nicht aufgekldrt. Gegen eine Funktion als allgemeiner
Translationsinitiationsfaktor spricht die Tatsache, dass ein ,Knockout” des elF-5A-Gens in
Saccharomyces cerevisiae (,Backerhefe) nur zu einer begrenzten Reduktion (ca. 30%) der
Proteinsynthese fiihrte'®. Die Hypusinmodifikation spielt bei der Regulation der Aktivitat von
elF-5A eine entscheidende Rolle. Vorlaufer ohne Hypusin zeigen in einem in vitro Methionyl-
Puromycin Versuch keine Aktivitat’*®?', d.h. die Funktion, die elF-5A bei der
Translationsinitiation ausibt, ist hypusinabhangig. Auch die Assoziation von elF-5A mit
Ribosomen ist hypusinabhéngig®, allerdings im Gegensatz zu anderen Initiationsfaktoren
nicht zwingend notwendig fiir die generelle Initiation der Translation®***,

Trotzdem scheint die Hypusinierung von elF-5A essentiell zu sein. Kann es nicht mehr
hypusiniert werden (z.B. durch Mutagenese des Lysin*® oder Inhibierung/Deletion der DHS),
so ist dies letal in Hefen, in Mausen und in manchen eukaryotischen Zellen®™’.
Interessanterweise ist das Hefe-DOHH Homolog (L/A7) nicht essentiell fir die Viabilitat der
Hefezellen und seine Deaktivierung hat nur einen geringen Effekt auf die Proliferation’.

Allerdings scheint der zweite Schritt der Hypusinierung in héheren Organismen wichtiger zu
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sein. Flr Drosophila-Fliegen ist die DOHH essentiell fir das Uberleben des Organismus. Ein
.Knockout* des DOHH-Homologs Nero in Drosophila wirkt sich beispielsweise auf
Zellwachstum, Proteinsynthese und Regulation der Autophagie aus?. Dies deutet darauf hin,
dass die Hydroxylierung des Deoxyhypusins wahrend der Entwicklung héherer Eukaryoten
an Bedeutung gewonnen hat und dass die beiden Schritte der Hypusinsynthese sich
unabhangig voneinander entwickelt haben.

Neuere Studien haben weitere zelluldre Funktionen von elF-5A aufgezeigt. So ist es am
Transport und an der Regulation der mRNA Stabilitdt von spezifischen mRNAs beteiligt*>®.
In einigen Experimenten wurde eine verminderte Hypusinierung und die Akkumulation von
nicht-hypusiniertem elF-5A mit Apoptose in Verbindung gebracht®"*2. Auch die intrazellulare
Lokalisation von elF-5A kdnnte hierbei eine Rolle spielen. So beobachteten Taylor et al. eine
Translokation von elF-5A aus dem Zytoplasma in den Zellkern, wenn Kolonkarzinomzellen
mit Interferon-y und TFN-a behandelt wurden, was eine proapoptotische Wirkung hatte.
Diese Translokation wird vermutlich durch die hypusinabhangige Interaktion mit Exportin 4
(XPO4) und/oder CRM1 bewerkstelligt®>>°. Interessanterweise werden TNF-a sensitive
Zellen weniger apoptoseanfallig, wenn elF-5A, in diesem Fall durch eine siRNA,
herunterreguliert ist®*. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die elF-5A-vermittelte
Apoptose der p53-abhangigen Transkriptionskontrolle unterliegt (die Expression von elF-5A
wird in p53-abhangigen apoptotischen Prozessen erhdéht) und den intrinsischen
mitochondrialen Apoptosesignalweg einschliet>"8.

Die oben beschriebene Rolle von elF-5A in apoptotischen Prozessen lasst sich allerdings
nicht ohne Weiteres auf alle Zellen und Gewebe anwenden. In einigen Zelltypen wurde keine
Apoptose beobachtet, wenn die Hypusinsynthese blockiert ist. In einigen Fallen konnte eine
Blockade des Zellzyklus in der Gi-Phase beobachtet werden. So flhrt beispielsweise eine
Inhibierung der Hypusinsynthese durch den DHS-Inhibitor GC7 zu einer stark reduzierten
Proliferation in CHO-und HUVEC-Zellen, jedoch nicht zur Apoptose®. In einigen Zelllinien
konnte die Verminderung der Proliferation, nach Inhibierung der DHS oder DOHH mit einem
Stopp des Zellzyklus am Ubergang der G;- zur S-Phase in Verbindung gebracht werden*®
2 Die genauen Faktoren, welche die unterschiedlichen Effekte einer blockierten elF-5A-
Hypusinierung erklaren, sind allerdings noch unbekannt.

Eine gangige Hypothese ist, dass elF-5A am Kernexport und der Translation spezifischer
mRNAs beteiligt ist (vereinfacht dargestellt in Abb.: 2). elF-5A ist sowohl im Zellkern, als
auch im Cytoplasma lokalisiert und kann mittels CRM1/XPO4 zwischen den beiden
Kompartimenten wechseln. Im Kern kann elF-5A spezifische mRNAs binden und in das
Cytoplasma exportieren. Hier erfolgt die Assoziation mit Ribosomen wahrend der Initiation
und Durchfihrung der Translation, wobei natlrlich eine Vielzahl weiterer Faktoren an allen

diesen Schritten beteiligt ist. Diese Hypothese kénnte erklaren, warum ein nicht-funktionelles
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elF-5A nur zu einer begrenzten Verminderung der Translation fuhrt, ndmlich nur derjenigen
mRNAs, die elF-5A-abhéangig sind.

Zur Rolle der Hypusinmodifikation im zellularen Polyaminhaushalt lasst sich sagen, dass
schon die Depletion des Hypusinvorlaufers Spermidin unterschiedliche Effekte auf die
betroffenen Zellen haben kann. Generell korreliert die Spermidinmenge, die Zellen zur
Verfigung steht, mit der Fahigkeit zur Proliferation, und in einigen Versuchen auch mit der
Fahigkeit zur Differenzierung®®™°. In S. cerevisiae wird bei Spermidinmangel ein GroRteil des
verfiigbaren Spermidins fiir die Hypusinsynthese verwendet*. Dies unterstreicht zum Einen
die physiologische Bedeutung der Hypusmaodifikation, ist aber auch ein Hinweis darauf, dass
die beobachteten Effekte eines Spermidinentzuges (zumindest in Hefen) eine Folge der
verminderten Hypusinierung sind und nicht durch den generellen Mangel an Spermidin
zustande kommen. Denn so lange genug Spermidin fur die Hypusinsythese zu Verfigung
steht, sind die Effekte auf die Proliferation und Viabilitdt der Hefezellen gering.

Die meisten Erkenntnisse Uber die systemischen und zellularen Funktionen der beiden elF-
5A-Isoformen stammen aus Experimenten mit Hefen oder Zellkulturen. Wie oben
beschrieben, wurden erste Erkenntnisse auch in Drosophila (DOHH-KO) oder einem ersten
nicht-konditionalen Knockout in einem Saugetier (KO der DHS in Mausen) gewonnen. Fur
elF-5A2 existiert ein Mausmodell, in dem das Protein tberexprimiert wird*’. Hierbei konnte
ein destabilisierender Effekt auf die Chromosomen durch die elF-5A2-Uberexpression
festgestellt werden. Dies flhrte in den Mausen zu einem verfrihten ,Alterungsphanotyp®, der
sich z.B. in schnell alternden Knochen und Hautzellen, sowie in einer verringerten
Wundheilung auferte. Auch ein Einfluss auf den p53-Signalweg konnte gezeigt werden.
Trotz dieser ersten Einblicke in die Funktion von elF-5A2 in vivo, wirde ein Knockout-
Mausmodell dazu beitragen die systemische Rolle von elF-5A2 aufzuklaren. Da ein solches
Modell noch nicht zur Verfigung steht, wurde im Rahmen dieser Arbeit damit begonnen, es

anzufertigen

1.1.2.1 Untersuchung von Proteinfunktionen in vivo mittels
Mausmodellen

Fur die Untersuchung von Proteinfunktionen durch einen Knockout (erstmals beschrieben
von Thomas und Cappecchi*®) stehen verschiedene Modellorganismen zur Verfiigung. Die
am besten charakterisierten Sadugermodelle sind Mause (Mus musculus) und Ratten (Rattus
norvegicus). Die Verwendung dieser Organismen hat sich bereits in der Vergangenheit
bewahrt und eine Ubertragbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen ist
ebenfalls haufig (sicher aber nicht immer) méglich, kann aber haufig zu einem besseren

Verstandnis von biologischen Vorgangen oder Krankheiten fiihren**™*. Die Sequenzierung
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des Mausgenoms, die Verfugbarkeit von etablierten Methoden zur Manipulation der Tiere
und die relativ einfache und kostenglinstige Haltung von Mausen tragen dazu bei, dass
dieses Modell in der biomedizinischen Forschung bevorzugt wird.

Besonders die Mdéglichkeit, die Deletion des Zielgens zeitlich und/oder raumlich steuern zu
kénnen (konditionaler Knockout), er6ffnet interessante Moglichkeiten. Komplikationen, wie
z.B. eine embroynale Letalitat, lassen sich umgehen und die Effekte eines Knockouts im
adulten Tier beobachten. Auch die Untersuchung der Bedeutung des Zielgens in
spezifischen Geweben ist so moglich. Der konditionale KO wird hierbei durch zwei
sequenzspezifische Rekombinasen, Cre (causes recombination) und Flp (Flipase), die aus
dem Bakteriophagen P1 bzw. Hefe (S. cerevisae) stammen, ermdglicht. Diese
Rekombinasen erkennen spezifische DNA-Sequenzen, die jeweils 34 bp lang sind. Die
Erkennungssequenzen sind fur die jeweilige Rekombinase spezifisch und werden fir die
Cre- und Flp-Rekombinasen loxP (locus of crossover (x) P1) und FRT (Flp recombinase
recognition target) genannt. Je nachdem wie zwei loxP- bzw. FRT-Sequenzen zueinander
orientiert sind, kann die entsprechende Rekombinase die Sequenz dazwischen
herausschneiden (Deletion) oder invertieren®**>. Wenn diese Sequenzen ein gewiinschtes
Gen flankieren (das Gen ,gefloxt” ist), kann es somit durch die entsprechende Rekombinase
ausgeschnitten werden (zusammengefasst z.B. von Cappecchi®®). Dieser KO wird durch die
Verpaarung des Tieres mit dem ,gefloxten“ Gen und einem ,Deleter“-Tier bewerkstelligt. Das
.Deleter“-Tier ist eine transgene Knock-in-Maus und exprimiert die entsprechende
Rekombinase. Ort und Zeit der Expression (und damit auch Ort und Zeit des KOs) kénnen
durch den Promotor der Rekombinase bestimmt werden. So kdnnen Promotoren verwendet
werden, die nur in bestimmten Geweben oder Entwicklungsstadien aktiv sind. Auflerdem gibt
es induzierbare ,Deleter, bei denen die Expression der Rekombinase durch Verabreichung
eines bestimmten Wirkstoffes induziert wird. Hier stehen beispiesweise Tetracyclin®’-,

IFNo.*®- oder tamoxifeninduzierbare® ,Deleter” zur Verfiigung.

1.1.3 elF-5A und die hypusinbildenden Enzyme in neoplastischen
Erkrankungen

In einer Reihe von Neoplasien konnten Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung von elF-
5A1/2 oder der hypusinbildenden Enzyme bei der Entstehung oder Progression von
Tumoren gefunden werden. So wird elF-5A in Patientenzellen mit chronisch myeloischer
Leukdmie (CML) im Vergleich zu Knochenmarkszellen gesunder Spender Uberexprimiert.
Eine gemeinsame Behandlung von BCR-ABL" CML-Zellen mit Hypusinierungsinhibitoren
und Imatinib (der Goldstandard in der CML-Behandlung) erzielte einen synergistischen,
antiproliverativen Effekt®®. Des Weiteren wurde eine Uberexpression von elF-5A in

kolorektalen Karzinomen gefunden®'. Im multiplen Myelom wird zurzeit eine Kombination von
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einer siRNA gegen elF-5A und einem Plasmid, welches fir die nicht-hypusinierbare Mutante
elF-5A%R kodiert, getestet (Senesco Technologies). Hierbei soll zum Einen eine Reduktion
des zellularen elF-5A-Spiegels erreicht werden, was einen antiproliferativen Effekt sowie
Herunterregulation von NF-kB und anderen anti-apoptotischen Proteinen zur Folge haben
soll. Zum Anderen wird die mutierte Variante, aufgrund des spezifischen Promotors,
hauptsachlich in Myelomzellen exprimiert und soll dort eine pro-apoptotische Wirkung haben,
wie sie bereits oben beschrieben ist. Des Weiteren beschrieben Lu et al., dass die
ektopische Expression der mikroRNA 7 (mir7), zu einer Herabregulation von elF-5A und zu
einer reduzierten Zellmigration und -Invasion, sowie einer verminderten Tumorbildung in
vitro und in einem Glioblastommodell in vivo fiihrt®.

Das Gen, welches fir elF-5A2 kodiert, liegt auf Chromosom 3q26.2, ein Bereich, der haufig
in einigen Neoplasien (z.B. Ovarial- und hepatozellularen Karzinomen) amplifiziert ist. Daher
wurden die Gene, die in diesem Bereich liegen (unter Anderem elF-5A2) mit der Entstehung
und Progression dieser Krebsarten in Verbindung gebracht®***. So ist eine Uberexpression
von elF-5A2, im Gegensatz zu elF-5A1, in der Lage, p53"', MY C-transduzierte Vorlaufer von
Hepatozyten zu transformieren und so zu einer Tumorbildung in vivo beizutragen®. Hier
konnten Zender et al. auch zeigen, das elF5-A2 und das Kernexportprotein XPO4, welches
ja am Export von elF-5A1 und —A2 beteiligt ist, einen onkogenen, regulatorischen Kreislauf
bilden. Sowohl die Herunterregulation von XPO4, als auch eine Uberexpression von elF-5A2
wirken tumorigen. Damit konnte flr elF-5A2 eine Rolle als Onkogen in Zellen, die bereits
pramaligne Schaden aufweisen, aufgezeigt werden. Daher ist es auch nicht Uberraschend,

dass elF-5A2 in einer Reihe von Krebszelllinien exprimiert wird®?®

, wahrend es nur in
wenigen normalen Geweben auf Proteinebene detektierbar ist. Eine solche Uberexpression
konnte unter anderem in Patienten mit Ovarial-, Urothel-, und Nicht-Kleinzelligem
Bronchialkarzinom nachvollzogen und mit einem schlechteren klinischen Verlauf der
Patienten korreliert werden. Das heildt, elF-5A2 kdénnte hier maoglicherweise als
prognostischer Marker genutzt werden®"%4%°.

Ramaswamy et al. fanden einen Hinweis darauf, dass nicht nur eine verédnderte Regulation
von elF-5A und -A2 bei der Entstehung von Neoplasien eine Rolle spielen kénnen. Sie
konnten zeigen, dass dhps, das fir die DHS kodierende Gen, eines von acht Signaturgenen
ist, die in metastatischen Tumoren hochreguliert sind (im Vergleich zu nicht-
metastasierenden Tumoren)®. Zunachst verglichen sie das Genexpressionsprofil von 12
metastatische Adenokazinomknoten aus verschiedenen Geweben mit dem von 64 primaren
Adenokarzinomtumoren. Sie beschrieben 128 Gensignaturen, die in metastasierenden
Tumoren eine veranderte Expression gegentber den Primartumoren aufwiesen. Diese
Gensignatur konnte auf 17 Gene prazisiert werden, die in Primatumoren und Metastasen

unterschiedlich reguliert sind (z.B. Medulloblastomen und Adenokarzinomen). Allerdings
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scheint keines der 17 Gene alleine als Metastasierungmarker ausreichend zu sein. Im Falle
von dhps ist dies in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass elF-5A (bzw. eine vermehrte
Hypusinierung) alleine nicht transfomierend wirkt, sondern sekundarere tumorférderndernde
Effekte hat.

1.1.4 elF-5A und Hypusin in anderen Erkrankungen

Die Replikation des HI-Virus hangt von dem viralen Faktor Rev ab und eine Beteiligung von
elF-5A am Rev-Weg und damit am Kernexport viraler mRNAs, konnte gezeigt werden®” .
elF-5A interagiert mit den HIV Transaktivatorproteinen REV und HTLV-1 REX und ist
dadurch am Kernexport von nicht- und unvollstdndig gespleiten, viralen mMRNAs
beteiligt®® . Hauber et al. konnten daraufhin die DHS als ein mégliches, neues Ziel fiir die
Entwicklung einer antiviralen Therapie identifizieren”'. Sie verwendeten den
nierdermolekularen DHS-Inhibitor CNI-1493, um die HIV-1 Replikation in einem
Zellkulturmodell zu unterbinden. CNI-1493 wurde =zunachst als antiinflammatorischer
Wirkstoff’* und  Inhibitor einiger MAPK-Kinasen identifiziert, z.B. p38 MAPK®. Hauber und
Kollegen konnten in einer Reihe von Versuchen zeigen, dass CNI-1493 auch eine DHS-
inhibitorische Aktivitdt hat und die Inhibition der DHS letztendlich fir die verminderte
Replikation der HI-Viren verantwortlich ist. Somit stellt die DHS ein mdgliches Ziel fur die
Behandlung von HIV-1-Typen dar, die eine Resistenz gegen die ,Hochaktive Antiretrovirale
Therapie“ (HAART) aufweisen.

Bereits 2008 konnten Moore et al. eine Verbindung von elF-5A und inflammatorischen
Prozessen herstellen. Sie fanden heraus, dass elF-5A an proinflammatorischen Prozessen
wahren einer schweren Sepsis (Blutvergiftung) beteiligt ist. Eine Herabregulation von elF-5A
mittels siRNA flhrte in einem murinen in vivo Modell zu einer verringerten
Entziindungsreaktion und zu einer erhéhten Uberlebenschance der Tiere.

Darauf aufbauend konnten Robbins et al. zeigen, dass die Deoxyhypusinsynthase und elF-
5A an der Entzindungskaskade von Diabetes im Mausmodell beteiligt sind. Eine Inhibition
der DHS flihrte zu einem verbesserten Glukosehaushalt, verbesserter Glukosetoleranz,
vermehrter Insulinausschittung und einer Zunahme der pankreatischen p-Zellen, die im
Laufe einer Diabetes normalerweise absterben’™. Zudem konnten Mirmira und Kollegen in
einem weiteren Maus-Diabetesmodell zeigen, dass elF-5A am Kernexport (Uber Exportin-1)
und der Regulation der iNOS-mRNA beteiligt ist’>. iNOS ist eines der Schliisselenzyme bei
der Entstehung von Diabetes. Eine Herunterregulation von elF-5A durch siRNA oder eine
Inhibierung der DHS durch GC7 fuhrten hier zu einer verminderten Synthese des iNOS-
Proteins und zu einer reduzierten Expression von inflammatorischen Zytokinen und dadurch

zu einer verminderten Apoptose der f-Zellen’. Somit kénnte ein DHS-Inhibitor zur
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Verminderung von Apoptose-bedingtem Absterben der pankreatischen Inselzellen beitragen.
Die Rolle von elF-5A bei Entzindungsreaktionen, die fur die Entwicklung einer Diabetes
entscheidend sind, spiegelte sich auch in anderen Szenarien wieder. Eine oral
verabreichbare Form von CNI-1493 namens CPSI-2364 wurde fur die Behandlung von
Morbus Crohn, einer chronischen-entzindlichen Autoimmunkrankheit des Darms, getestet.
Auch hier zeigte sich eine anti-inflammatorische Wirkung, die mit der Inhibierung der DHS in
Verbindung gebracht wurde.

Die Hypothese, dass die elF-5A-Proteine und die hypusinbildenden Enzyme in der
Pathogenese vieler maligner Neoplasien beteiligt sind, wird durch eine steigende Anzahl an
Studien belegt. Daher bot sich die Evaluierung einer Beteiligung dieser Proteine in weiteren
Krebserkrankungen an. Hier waren besonders maligne Neoplasien von Interesse, flr die
bisher nur wenige, wirksame therapeutische Optionen zur Verflgung stehen. Hierzu gehdren
insbesondere héhergradige Hirntumore, deren Behandlung, egal ob operativ, mit klassischer
Radio-/Chemotherapie oder gezielten molekularen Therapien, nur selten erfolgreich ist.
Daher wurden elF-5A1/2, DHS und DOHH als mdgliche therapeutische Ziele in

héhergradigen Astrozytomen untersucht.
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1.2 Hirntumore

Zu den Hirntumoren werden onkologische Erkrankungen des Gehirns, der Hirnnerven, der
Sellaregion, der Meningen gezahlt, die aus Hirnzellen hervorgehen. Auch sekundare Tumore
(Metastasen), die ihren Ursprung in anderen Teilen des Koérpers haben, gehéren dazu. Mit
einer Inzidenz von 6 — 11 pro 100.000 Einwohner und Jahr (Manner) und 4 — 11 pro 100.000

Tabelle 1: WHO Klassifikation astrozytarer, oligodenroglialer und ependymaler Gliome und

Inzidenz’®.
WHO-
Tumorfamilie Tumorentitat | Grad Inzidenz
Pilozytisches |
Astrozytom
Diffuses I 20 - 30% der
Astrozytome Astrozytom Gliome
Anaplastisches I
Astrozytom
v 50% der
Glioblastom Gliome
i Oligodendrogli !
Gliome | ojigodendrogliome N lgol en. rc:]g lom
naplastisches I 3 - 4% der
OI!godendroghom Gliome
Oligoastrozytom Il
Mischgliome Anaplastisches m
Oligoastrozytom
Myopapillares |
Ependymom
| _ RO
Ependymome Subependymom 2 6/0 der
Ependymom Il Gliome
Anaplastisches I
Ependymom

Einwohner und Jahr (Frauen) gehéren primare intrakranielle Tumore zu den eher selten
vorkommenden Tumoren’""°. Ca. 40% - 50% der Tumore gehdren zu den Gliomen. Dabei
handelt es sich um Tumore, die sich anhand von immunohistochemischen und
histologischen Merkmalen von den Gliazellen des Gehirns ableiten lassen. Die genauen
Herkunftszellen der Gliome sind allerdings noch unbekannt. Diskutiert werden neurale
Stammzellen oder Vorlauferzellen, die im Laufe ihrer Entwicklung eine Transformation
durchlaufen oder eine Dedifferenzierung von neuronalen/glialen Zellen®. Bei den Gliazellen
(auch Stutzzellen genannt) handelt es sich um eine Reihen von Zelltypen, deren Funktion
zunachst mit Aufgaben wie Strukturgebung, Versorgung der Neuronen mit Nahrstoffen und
Sauerstoff, Entsorgung von Abfallstoffen, Beteiligung an immunologischen Prozessen und
der Beeinflussung der neuronalen Entwicklung beschrieben wurden. Neure Ergebnisse

deuten darauf hin, dass Gliazellen auch wichtige Funktionen bei der Signalweiterleitung und
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Feinregulation von Neurotransmittern haben®'. Zu den Gliazellen gehdren Astrozyten,
Oligodendrozyten und  Ependymzellen.  Gliome  werden  entsprechend ihrer
morphologisch/histologischen Zuordnung zu den verschiedenen Gliatypen in die Gruppen
der Astrozytome, Oligodendrogliome und Ependymome unterteilt. Zudem gibt es

Mischformen, z.B. Oligostrozytome und glioneurale Tumore.

1.1.1. Pathologie und klinische Merkmale von Gliomen

Die Gliome werden nach einer Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) seit
1979 entsprechend ihrem Malignitatsgrad in vier Stufen (WHO-Grad I-1V) unterteilt (siehe
Tabelle 1). Die histologische Diagnose basiert auf verschiedenen Faktoren, z.B.: auf der
Anzahl von Kernatypien, Mitosen, Endothelproliferation/vermehrte Vaskularisierung und
Nekrosen. Zudem weisen hohergradige Gliome (anaplastische Astrozytome und
Glioblastome) eine diffuse Infiltration des umgebenden Gewebes und einen erhéhten
Proliferationsindex auf. Diese Tumore kdénnen de novo entstehen oder aus aus bereits
bestehenden Astrozytomen mit geringerem Grad hervorgehen®®, wobei diese sekundaren
Tumore im Allgemeinen einen héheren Grad haben, als der urspringliche Tumor. Tumore
mit dem WHO Grad | wachsen langsam, sind scharf abgegrenzt und kénnen operativ oft gut
entfernt werden. Tumore mit dem Grad Il wachsen ebenfalls langsam, infiltrieren aber das
umliegende Gewebe, was eine Resektion schwierig macht. Daher kommt es oft zum Rezidiv.
Grad Ill-Tumore werden als anaplastisch bezeichnet. Sie infiltrieren ebenfalls das
umliegende Gewebe, wachsen allerdings schneller. Zudem weisen sie haufig Kernatypien
auf. Astrozytome Grad IV (Glioblastome) sind die am haufigsten auftretenden primaren
Hirntumore und zugleich die aggressivsten. Sie wachsen sehr schnell, infiltrieren massiv in
die umliegenden Bereiche, weisen viele Kernatypien auf und werden oft von vaskuléren
Thrombosen und Nekrosen begleitet®>. 95% aller Glioblastome entstehen als de novo
Tumore (primare Glioblastome). Aufgrund ihres invasiven Wachstums und ihrer diffusen
Begrenzung ist eine chirurgische Entfernung (wie bei allen héhergradigen Astrozytomen)
schwierig und trotz aller Fortschritte in der Radio- und Chemotherapie tberleben weniger als

die Halfte der betroffenen Patienten mehr als ein Jahr nach Diagnosestellung®.

1.2.1 Die Genetik von malignen Gliomen
Da sich ein Teil dieser Arbeit auf die Rolle von elF-5A und der hypusinbildenden Enzyme in

Glioblastomen beschrankt, wird folgend die Untergruppe der Glioblastome naher betrachtet

und die anderen Gruppen der Gliome auf3en vor gelassen.

11



Einleitung

Krebs entsteht durch die vererbte oder erworbene Veranderung von Genen, die kritische
biologische Prozesse kontrollieren. Die Akkumulation solcher genetischer Schaden fihrt oft

zu den sogenannten Markenzeichen des Krebs (,Hallmarks of cancer*):

+ Replikative Unsterblichkeit

+ Induktion von Angiogenese

- Widerstand gegen Apoptose

« Aktivierung/Aufrecherhaltung von proliferativen Signalwegen
« Umgehung von Wachstumssupressoren

« Aktivierung der Invasion und Metastasierung

Im Laufe der letzten Jahre sind noch weitere Charakteristika von Krebszellen hinzu
gekommen. Dazu gehdrt die Deregulierung des zellularen Energiehaushaltes, die Umgehung
des Immunsystems, tumorférdernde Entziindungsreaktionen (Inflammation) und vermehrte
genomische Instabilitat®.

In malignen Gliomen wurden 1984 zuerst Amplifikationen des EGFR-Gens (Rezeptor des
epidermalen Wachstumsfaktors — ,epidermal growth factor receptor”) identifiziert. Dieses
Gen liegt auf Chromosom 7 und ist in Gliomen haufig vervielfaltigt. In den folgenden Jahren
wurden durch weitere karyotypische Analysen die loci von Tumorsupressoren bestimmt, die
in malignen Gliomen oft deletiert sind®®. Der Verlust des TP53 Tumorsupressorgens wurde
als entscheidende Mutation in GBMs mit Veranderungen von Chromosom 17 bestatigt®*-?®.
Weitere entscheidende Ereignisse sind z.B. der Verlust des p16-Zellzyklusinhibitors und der

87-89 " Als neueste und in ihrer

Phosphatase- und Tensinhomolog Phosphatase (PTEN)
Bedeutung bestétigte genetische Verdnderung wurde eine Punktmutation im Gen der
Isocitrat-Dehydrogenase 1 (IDH1) in Gliomen mit niederem Grad und in einer Untergruppe
der GBMs beschrieben. Das Enzym verliert seine Fahigkeit Isocitrat in a-Ketoglutarat
umzuwandeln, kann daflr aber a-Ketoglutarat zu R(-)-2-Hydroxyglutarat reduzieren. Diese
Beispiele sind nur ein Ausschnitt der in GBMs gefundenen Mutationen zeigen aber doch,

dass auch in GBMs eine Vielzahl zellularer Prozesse, z.B.:

« Abhangigkeit von externen Wachstumssignalen
+ Der Ausfall wichtiger Kontrollinstanzen

+ Deregulierung des Zellzyklus

« Veranderung kataboler Prozesse

an der Entstehung und am Wachstum der Tumore beteiligt sein kénnen.
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1.2.2 Molekulare Klassifikation von Glioblastomen
Bisher wurden Hirntumore durch klinisch-pathologisch Beurteilungen diagnostiziert und

entsprechend in Tumortypen und —grade -eingeteilt, die ihr Kklinisches Ansprechen
widerspiegelten. Durch gro3angelegte Sequenzierungen von Glioblastomen (z.B. ,The
Cancer Genome Atlas; TCGA) zeigte sich jedoch, dass es molekulare Untergruppen gibt, die
sich anhand von Expressions- und Mutationsprofilen unterscheiden lassen. Anhand dieser
Daten konnten vier verschiedene GBM-Gruppen charakterisiert werden (Abb.: 3)

Die erste wird als ,klassisch® bezeichnet. Tumore dieser Gruppe exprimieren Marker von

Stammzellen und neuronalen Vorlauferzellen und sie sind empfanglich fur Radio- und

MutmaRliche
GBM Ursprungs- GBM Subtypen
zellen
EGFR-Mutation/Amplifikation/
—_— Klassisch Uberexpression
assisc PTEN-Verlust/Mutation
’ Verlust von CDKN2A
Neurale
Stammzelle
NF1-Verlust/Mutation
0 Mesen- TP53-Verlust/Mutation
chymal PTEN-Verlust/Mutation
Neuronale/Glia- Uberexpression v. MET, CHI3L1, CD44,
Vorlduferzelle Tz TPZ
r~r( . a (:) a a @ EGFR-Amplifikation/Uberexpression
A Normale , Hirn-Gensignatur”
neuronal Expression neuronaler Marker (NEFL,
Astrozyt _—-é GABRA1,
N ¥
ﬂ : PDGFRA-Amplifikation
/ IDH1-Mutation
PIK3A/PIK3R1-Mutation
. * TPz7 pro-neuronal | yerjust/Mutation v. TPS3, CDKN2A &
v ——
PTEN
Oligodendrozyt =— Astrozvtom ) Expression proneuraler Marker (SOX,
g ¥ Grad |/y” ) @ DCX, DLL3, ASCL1, TCF4)

Expression oligodendrozytischer Marker
(z.B.: PDGFRA, OLIG2, TCF3)

Aktivierung der HIF, PI3K und PDGFRA
Wege

Abb.: 3 Vermutlichen Entwicklung verschiedener Glioblastom-Subtypen und deren charakteristische
genetische Veranderungen. Die sequentielle Akkumulierung genetischer Veranderungen flhrt zu einer
Population tumorinitierender Zellen (T1Z). Diese kénnen, durch weitere Mutationen, zu tumorpropagierenden
Zellen (TPZ) werden, aus denen ein Glioblastom hervorgeht. Die TIZ kdnnen aber auch ein Astrozytom niederen
Grades hervorbringen, aus dem ein sekundares Glioblastom werden kann. Nach Meir et al.ee, modifiziert.

Chemotherapie®™. Die zweite Untergruppe (,mesenchymal) ist durch die Expression
mesenchymaler Marker und gesteigerte Angiogenese charakterisiert. Diese Tumore sind
wenig anfallig fir eine Radiochemotherapie, kbnnen aber gelegentlich auf Ras-, PI3K- und
Angiogeneseinhibitoren ansprechen. Die dritte Gruppe wird ,Proneural® genannt und zeigt
eine verstarkte Expression von Genen, die an der neuronalen Entwicklung beteiligt sind. Die
letzte Gruppe wird als ,neural” bezeichnet, ist jedoch weniger gut definiert. Ein Vergleich der

Genexpression dieser vier Gruppen mit primaren Astrozyten, Oligodendozyten, Neuronen

13



Einleitung

und Mikrogliazellen weist darauf hin, dass diese Gruppen die verschiedenen Ursprungzellen
der Tumore reflektieren, eine Hypothese, die allerdings noch bestatigt werden muss®.
Zusammenfassend zeigt der Vergleich dieser Gruppen zumindest, dass sie trotz ihrer
Unterschiede alle eine Inaktivierung des p53-Weges, des Retinoblastom-Protein-Weges und

die Aktivierung diverser Tyrosinkinase-Wege aufweisen®’.

1.2.3 Behandlungsmoaglichkeiten von Glioblastomen

1.2.3.1 Operative Therapie

Die chirurgische Intervention ist fir die Behandlung maligner Gliome nach wie vor der
Schlissel bei der Diagnose (Gewinnung von Tumormaterial flr die Diagnose) und
Behandlung (schnelle Entfernung der Tumormasse). Allerdings kann ein chirurgischer
Eingriff durch viele Faktoren begrenzt werden, z.B. Zustand und Alter des Patienten und die
Nihe des Tumors zu kritischen Hirnareale®. Da hochgradige Gliome zudem stark
infiltrierend wachsen und keine definierte Abgrenzung zum umliegenden Gewebe haben, ist
eine vollstdndige Entfernung der Tumorzellen nahezu unmdglich. Daher erfolgt im

Allgemeinen eine begleitende Radiochemotherapie.

1.2.3.2 Postoperative Strahlentherapie

Seit Walker et al. in einer grundlegenden Arbeit gezeigt haben, dass eine Radiotherapie das
Uberleben der Patienten signifikant verldngert®®, hat sich die Radiotherapie als fester
Bestand in der Behandlung hochgradiger Gliome etabliert, obwohl Strahlungsresistenz und
der Schutz des gesunden Gewebes wichtige limitierende Faktoren sind. Insbesondere die
Uberexpression von EGFR und die damit verbundene Aktivierung des PI3K-Weges scheint
bei der Vermittlung der Strahlungsresistenz eine Rolle zu spielen®. Bisherige Versuche, die
Sensitivitdt von Glioblastomen gegenlber Radioaktivitdt zu erhéhen (z.B. durch PI3K-

Inhibitoren), waren wenig erfolgreich.

1.2.3.3 Zytotoxische Chemotherapie

Chemotherapie spielte zunachst keine grofle Rolle bei der Behandlung von Glioblastomen,
da frihe Studien mit Nitrosoharnstoffen nur eine geringe Wirksamkeit zeigten. Metaanalysen
ergaben eine Erhéhung der Ein-Jahres-Uberlebensrate von 6% - 10%%. Die
Nitrosoharnstoffe ACNU (Nimustin), BCNU (Carmustin) und CCNU (Lomustin) gehdren zu

den am haufigsten eingesetzten Zytostatika in der Behandlung von Hirntumoren, speziell
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Gliomen. Sie gehdren zu den alkylierenden Substanzen, schadigen die DNA der
Tumorzellen und sorgen so fur deren Absterben. Allerdings haben alle diese Substanzen
sehr starke Nebenwirkungen, insbesondere eine ausgepragte Lungentoxizitdt und
Veranderungen des Blutbildes, was ihren Einsatz problematisch macht. Ein Versuch, dies zu
umgehen und den Wirkstoff vor Ort einzusetzen, ist die Verwendung von BCNU-getrankten,
abbaubaren Plattchen, die nach der Tumorresektion an die Rander des vormaligen Tumors
platziert werden, um zurtickgebliebene Tumorzellen abzutdten. Diese Methode erbrachte
einen weiteren, wenn auch geringen Uberlebensvorteil fiir die Patienten®.

2005 verglich eine grofde, randomisierte Studie die Wirksamkeit von Radiotherapie allein mit
der Kombination von Radiotherapie und Temozolomid (TMZ; einer weiteren alkylierenden
Substanz) und adjuvanter Temozolomidgabe. Hier zeigte sich ein Uberlebensvorteil von 2,5
Monaten und ein Anstieg der Zwei-Jahres-Uberlebensrate von 10,4% auf 26.5%°. Zudem
zeigt Temozolomid ein besseres Nebenwirkungsprofil als andere Alkylantien. Allerdings zeigt
der Therapieerfolg mit TMZ eine negative Korrelation mit der Demethylierung der
Promotoregion des MGMT-Gens. MGMT ist ein DNA-Reparaturenzym und ist vermutlich an
der Beseitigung der TMZ-induzierten DNA-Schaden beteiligt. Da mehr als 50% der GBM-
Patienten eine Demethylierung des MGMT-Promotors aufweisen®®, wurde die TMZ-Therapie
mit MGTM-Inhibitoren®® oder MGMT-Depletion'® kombiniert. Dies hatte allerdings
begrenzten Erfolg, hauptsachlich begrindet durch die Dosislimitierung, die sich aus einer

Myelosuppression bei der Kombinationstherapie ergab.

1.2.3.4 Ergebnisse erster zielgerichteter Therapien

1.2.3.4.1 Inhibierung intrazellularer Signalwege

Da maligne Gliome eine Vielzahl von Veranderungen in der Antwort auf Wachstumsfaktoren,
Signaltransduktion und der Fahigkeit zur Angiogenese aufweisen wurde eine Reihe
zielgerichteter Therapien gegen diese zellularen Komponenten in Betracht gezogen. Als
besonders attraktives Ziel bot sich der EGF-Rezeptor an, der in mehr als 40% der GBM-
Patienten Uberexprimiert ist. Zudem tragt ein Teil dieser Patienten die sog. EGFRUVIII-
Mutation, die einen konstitutiv aktiven EGFR zur Folge hat. Die pharmakologische Inhibition
mit niedermolekularen Inhibitoren (Gefitinib, Erlotinib) oder der Einsatz des Anti-EGFR-

Antikdérpers Cetuximab zeigte jedoch kein verlangertes, progressionsfreies Uberleben® 0"

1% Kombinationsstudien von Temozolomid-/Radiotherapie und EGFR-Inhibitoren zeigten
keine eindeutigen Ergebnisse, bzw. sind noch in der Auswertung.
Der PI3K/AKT-Weg ist ein kritischer Regulator fir den Metabolismus, das Wachstum und

das Uberleben von Tumorzellen. Die Bindung von Liganden an Rezeptortyrosinkinasen
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erhdht die Aktivitat dieses Weges und fihrt letztendlich zur Aktivierung vom mTOR. Die
Effektoren von mTOR haben eine Vielzahl von Funktionen, z.B. die Anpassung an
hypoxische Bedingungen (wie sie haufig in Tumoren herrschen) oder die Translation. Dieser
Signalweg ist in malignen Gliomen haufig verstarkt, z.B. durch die Uberexpression von
Tyrosinkinasen, mutierten, onkogenen Untereinheiten der PI3K und/oder den Verlust der
Tumorsupressoraktivitat von PTEN. Daher werden mehrere mTOR-Inhibitoren auf lhre
Wirksamkeit in malignen Gliomen getestet. Dazu gehdren bereits etablierte Substanzen wie
Sirolimus, Everolimus und Temsirolimus®'%*. Allerdings zeigte kein Inhibitor alleine eine
signifikante Wirkung.

Neben dem oben beschriebenen Signalweg erfolgt eine Signaltransduktion von aktivierten
Tyrosinkinasen haufig auch tber den Ras/Raf/MAPK-Weg. Die Aktivierung von Ras bendétigt
die Lokalisierung an die Innenseite der Zellmembran, was wiederum abhangig von einer
postranslationalen Modifikation, der  Farnesylierung, ist. Der Einsatz des
Farnesyltransferase-Inhibitors Tipifarnib zeigte einen guten Effekt in Gliommodellen,
allerdings nur einen méaRigen Effekt in einer klinischen Phase II-Studie'®.

Insgesamt war die erste Generation klinischer Studien mit gezielten Therapien enttduschend.
Sehr selten konnte eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
erreicht werden. Um eine Anpassung des Tumors an die Behandlung mit einer einzelnen
Substanz zu vermindern, werden daher vermehrt Kombinationstherapien mit etableirten und
neuen Therapieoptionen in klinischen Studien evaluiert. Die Rolle von stammzellahnlichen
Gliomzellen, die resistent gegen eine Vielzahl von Behandlungsméglichkeiten sind, ist
ebenfalls ungeklart. Die Inhibition von typischen Stammzellfaktoren, wie Notch und Sonic
hedghog ist mdglicherweise nétig, um diese Zellpopulation gezielt beeinflussen zu

k6nnen101’106

1.2.3.4.2 Inhibierung der Angiogenese

Glioblastome gehéren zu den am starksten durchbluteten Tumoren und weisen haufig
genetische Aberrationen auf, die zur Hochregulation proangiogener und zur
Herunterregulation antiangiogener Faktoren fiihren'"'°®. Proangiogene Faktoren wie VEGF,
sind sehr haufig in GBM-Patienten hochreguliert und férdern die Vaskularisierung und die
Proliferation von Endothelzellen'®. Daher werden verschiedene therapeutische Strategien
erprobt, darunter die Inhibition von VEGF und dessen Rezeptor, Integrinantagonisten oder
Endothelin Rezeptoren. Da VEGF ein wichtiger stimulatorischer Faktor fir die Initation der
Angiogenese ist, verwundert es nicht, dass der Anti-VEGF-Antikdper Bevacizumab der
bisher erfolgreichste Ansatz ist. Bevacizumab zeigte eine vielversprechende Wirkung in
GBM-Patienten mit Rezidiv in Kombination mit Chemotherapeutika''®'"!. Allerdings zeigte

sich bei ca. 20% - 30% der Patienten, dass die Therapie keine Wirkung zeigte und zudem in
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einem viel invasiveren Wachstum des Tumors resultierte’?. Kombinationen von anti-VEGF

und anti-invasiven Therapien werden zurzeit klinisch getestet.

1.2.3.4.3 Andere molekulare, zielgerichtete Therapien

Eine Reihe weiterer moglicher Ziele fur die Behandlung maligner Gliome wurde identifiziert.
Es gibt Hinweise, dass die epigenetische Regulation der Genexpression in malignen
Gliomen gestort ist. Die epigenetische Deacetylierung von Histonen fihrt zu einer
Kondensierung der DNA und damit zu einer reduzierten Expression der betroffenen Gene.
Eine Inhibierung der Histon-Deacetylse (HDACs) kénnte zu einer erhdhten Expression von
Genen flhren, die den Zellzyklusarrest fordern, die Zellproliferation einschranken, zur
Differenzierung fiihren oder eine Apoptose induzieren'">"",

Das Proteasom ist ein Proteinkomplex, der mafigeblich am Abbau anderer Proteine beteiligt
und dadurch in viele zellulare Vorgange (z.B. Zellzyklus, Apoptose, Entziindungsreaktionen,
Resistenz gegen Antineoplastische Therapien) involviert ist''®. Der Inhibitor Bortezomib ist
bereits flr die Behandlung des multiplen Myeloms und Mantelzellymphomen zugelassen
und bewirkt in Gliomzelllinien Zellzyklusarrest und Apoptose'’. Allerdings musste eine
Phase I/II-Studie wegen zu geringer Wirksamkeit vorzeitig abgebrochen werden'"’.

Aufgrund der biologische Diversitat und Heterogenitat verwundert es nicht, dass molekulare,
zielgerichtete Therapien, die auf ein einzelnes Molekll abzielen, nicht ausreichen, um
Patienten mit malignen Gliomen zu heilen'®. Die Vorteile fiir Patienten sind liberschaubar,
die Effekte der =zielgerichteten Therapien manchmal durchaus messbar, aber doch
voribergehend, trotz vielversprechender Daten in vitfro und in vivo. Die hauptsachliche
Ursache flr die Entwicklung von Resistenzen gegen Medikamente, ist die groRRe
Heterogenitadt von soliden Tumoren. Hierdurch ergibt sich oft eine Redundanz bei der
Signalverarbeitung, eine mehrfache Inaktivierung negativer Regulationsmechanismen oder
eine  Co-Aktivierung verschiedener Tyrosinkinasen (was wiederum zu einer
Mehrfachaktivierung von Signalwegen fihren kann). Daher ware die gleichzeitige Inhibition
mehrerer Wege (z.B. durch die Verwendung verschiedener Tyrosinkinaseinhibitoren) eine
denkbare Option, die zurzeit in Studien getestet wird. Ein mdgliches Hindernis bei der
Kombination von zielgerichteten Wirkstoffen ist die additive Toxizitat, welche die Dosis
limitiert, die Patienten tolerieren kénnen'". Auch die Verwendung von Inhibitoren mit
verschiedenen Bindungsstellen gegen ein einzelnes, wichtiges Ziel (z.B. EGFR) ware
denkbar, da die Mutation mehrerer Bindungsstellen gleichzeitig relativ unwahrscheinlich ist.
Allerdings besteht hier die Gefahr, Tumorzellen zu selektieren, die nicht von dem betroffenen
Ziel abhangig sind.

Abschlielend lasst sich sagen, dass die ldentifizierung von (Onko-)Genen, von denen

Tumore abhangig sind, weiterhin eine entscheidende Rolle spielen wird. Die Identifikation
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der spezifischen Onkogene in jedem Patienten wird angesichts der Heterogenitat zwischen
Tumoren notwendig sein. Da es auch eine groRe Heterogenitat und u. U. eine klonale
Entwicklung innerhalb eines GBM-Tumors gibt'®® und mit einer Biopsie oft nicht alle
Mutationen erfasst werden kénnen'?!, werden vermutlich neue, kosteneffektive Technologien
(z.B. Exom-Sequenzierung) und das Targeting verschiedener, nicht-redundanter Ziele

helfen, diese Schwierigkeiten zu Uberwinden.

18



Material und Methoden

19

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Medien fiir Bakterien

Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Aceglow ECL-L6sung
Acrylamid-Bis, 30 %
Adriamycin (Doxorubicin)
Agarose

Ampicillin

BCNU
Bradfordreagenz

BSA

Bromphenolblau
CHAPS

Chloroform
Chloroquin-Diphosphat
DEPC-Wasser
DMEM+Glutamax
DMSO

dNTP Mix

EDTA

Essigsaure (Eisessig)
Ethanol (EtOH)
Ethidiumbromid
Fotales Kédlberserum (FCS)
Glutaraldehyd (50%)
Glycin

Glycerin

Hamalaun nach Mayer
Isopropanol

Kaliumacetat

Peqglab

Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Bio-Rad

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Fermentas
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

19




Material und Methoden

20

Kaliumchlorid
LB-Agar

LB-Medium
Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol (MeOH)
M-MuLV
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Nicht-essentielle Aminosauren
Oligo d(T) Primer
Paraformaldehyd
PBS
Penicillin/Streptomycin
Pharmalyte
Propidiumiodid
Proteaseinhibitor
Puromycin

RNase A

RNaseOUT

Ribolock

Rotiblock

Rotiszint eco plus
Salzsaure (HCI)

SDS

SOC-Medium
Spermin

Spermidin

SYBR Green PCR Master Mix
TEMED
Temozolomid
Tritiumspermidin
Tris Base

Tris-HCI

TriFast

Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
J.T. Baker
Fermentas
Roth

Roth

J.T. Baker
Sigma-Aldrich
Gibco
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Lonza

Gibco

GE Healthcare
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Invitrogen
Fermentas
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Invitrogen
Roth

Roth
Finnzymes
Roth
Sigma-Aldrich
Perkin-Elmer
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Peqglab
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Trypanblau
TritonX-100

0,5 %Trypsin + EDTA
Tween20

Urea

Biochrom
Sigma-Aldrich
Gibco

Roth
Sigma-Aldrich
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2.1.2 Gerate und Materialien

Nicht aufgelistete Materialien und Gerate gehoéren zur Laborstandardausristung

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Gerate und Materialien.

Cryoréhrchen

CultureSlides, 4 Kammern
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elektrophorese-Kammern

FUSION SL Advance™

GenePulser XCell
Homogenisierer Omni TH
Immobilon PVDF Membran
Mastercycler Gradient
Mikroplattenleser Wallac Victor
Mikroskop Zellkultur Axiovert 40C
Millipore Wasserbereiter
Mineralol

,»Mr. Frosty“

Multi-Pipettor

Nanodrop, ND 1000

Netzgerit PowerPac

NuPage Polyacrilamidgele
ProteanXL Size ExtraThick Blot Paper
Realtime PCR-Cycler Mx3000P
Roéntgenfilme

Rontgenkassette

TransBlot SemiDry-Blotter
Tri-Carb 2900TR

Vi-cell XR

Zellkulturschalen und Platten
Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5415C
96-Loch-Platten

Gel-Dokumentation Cabinet Eagle Eye Il

Zellkulturflaschen, verschiedene GroRen

Simport

BD Biosciences
BD Biosciences
Biorad/Invitrogen
Peglab
Stratagene
Biorad

Omni International
Milipore
Eppendorf
Perkin-Elmer
Zeiss

Millipore

Roth

Nalgene

Peqglab
Eppendorf
Biorad
Invitrogen
Biorad
Stratagene
Thermo-Scientific
Rego

Biorad
Perkin-Elmer
Beckman-Coulter
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf
Eppendorf
Sarstedt
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2.1.3 Puffer und Losungen
Wenn nicht anders angegeben wurde Millipore gefiltertes H,O zum Ansetzen verwendet und

die Lésungen bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Losungen

Bakterienarbeiten

Resuspensionslésung 50 mM Glukose
25 mM Tris, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0
Lagerung bei 4°C

Alkalischer Lysepuffer 0,2 N NaOH
0,5% SDS

Prazipitationspuffer 25% 5M KAc
15% HCI

TE-Puffer 0,1 mM EDTA

10 mM Tris (pH 7,5)
Molekularbiologie
50x TAE 242 g Tris-Base
57,1 ml Acetat
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
H,O ad 1000 ml

Proteinbiochemie
100% Trichloressigsaure (TCA) 40 g TCA
20 ml H,0

0,5 M Tris, pH 6,8 50 mM DTT
6 g Tris-Base
60 ml H,0O
pH 6,8
H20 ad 100 ml
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1,5 M Tris

5x SDS-Laufpuffer

Aquilibrierungspuffer 1

Aquilibrierungspuffer 2

PBST

Ureapuffer

Semi-Dry Blottingpuffer

27,23 g Tris-Base
80 ml H,0

ph 8,8

H20 ad 100 ml

360 g Glycin
75 g Tris-Base
H2,0 ad 1000 ml

0,375 M Tris-HCI (pH 8,8)
6 M Urea

20% Glyzerol (viv)

2% SDS (wlv)

130 mM DTT

0,375 M Tris-HCI (pH 8,8)
6 M Urea

20% Glyzerol (viv)

2% SDS (wlv)

135 mM lodacetamid

2000 ml PBS

1 ml Tween20

8 M Urea

2 M Thiourea
2% CHAPS
50 mM DTT

25 g SDS

5,82 g Tris-Base
2,93 g Glycin
1,90 ml 20%SDS
200 ml Methanol
H20 ad 1000 ml
Lagerung bei 4°C
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Zelllysepuffer (RIPA)

Zellzyklus, Apoptose und Seneszenz
DNA-Extraktionspuffer

Propidiumiodidlésung

Fixierlésung

20x Kaliumzyanid (KC)

40x X-GAL

150 pl 1 M NaCl

50 pl 1 M Tris-HCI (pH 7,6)

50 pl 20%iges Nonident P40 (v/v)
25 pl 10% Na-Desoxycholat (v/v)
10 pl Proteaseinhibitor

ad 1000 pl H;O

192 ml 0,2 M Na,HPO,
8 ml 0,1% Triton X-100 (v/v)
pH 7,8

200 pg Propidiumiodid
1 mg RNase
10 ml PBS

0,25% Glutaraldehyd (250 pl)
2% Paraformaldehyd (1 g)
PBS (pH 5,5; 50 ml)

820 mg KsF(CN)s
1050 mg K,FE(CN); x 3H,0
25 ml PBS

40 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl §-D-
Galactosid

1 ml N,N-Dimethylformamid

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden, wenn méglich, mit Hilfe der Primer3-Software'#

entworfen. Die Eigenschaften der Primer flr die homologen Rekombinationen (insbesonders

die Neigung zu Dimerbildung) wurde mit der Software Oligoanalyzer 1.2 (Freeware, T.

Kuulasmaa, Universitat Turku, Finnland) ermittelt.
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Verwendete Primadr- und Sekundérantikorper fiir Immunoblots und FACS-Anwendungen.
Angegeben sind Zielprotein, Ursprungswirt, eingesetzte Verdinnung und Hersteller.

Anti-Maus-HRP
Anti-Kaninchen-HRP
Anti-elF-5A
Anti-DHS

Anti-DOHH

Anti-p53

Anti- p21Waf1ICip1
Anti-AKT

Anti-pAKT

Anti-Rb

Anti-pRB
Anti-B-Tubulin
Anti-active-Caspase3-
PE

lgG+-PE Isotype

Control

Schaf
Ziege
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Maus

Kaninchen

Maus

1:10000 GE Healthcare

1:10000 Cell Signaling Technologies
1:5000 Novus

1:1000 Santa Cruz

1:1000 Eurogentec

1:1000 Santa Cruz

1:1000 Cell Signaling Technologies
1:1000 Cell Signaling Technologies
1:1000 Cell Signaling Technologies
1:1000 Cell Signaling Technologies
1:1000 Cell Signaling Technologies
1:10000 Oncogene

1:5 BD Pharmingen

1:5 BD Pharmingen

2.1.6 Medien fiir die Zellkultur

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Zellkulturmedien und deren Zusammensetzung.

Gliommedium

Astrozytenmedium

Dulbeccos modified Eagle medium
4500 mg/L Glucose

L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

1:100 Penicillin/Streptomycin

10% FCS

DMEM/F-12
4500 mg/L Glucose
1 mM L-Glutamin
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DMEM Wachstumsmedium

Einfriermedium

DMEM-ES-Medium

KSOM/HEPES-Medium, pH 7,4

Medium fir MEF (Feeder Zellen)

1 mM Natriumpyruvat
1:100 Penicillin/Streptomycin
20% FCS

Dulbeccos modified Eagle medium
4500 mg/L Glucose

1 mM L-Glutamin

1:100 Penicillin/Streptomycin

10% FCS (20% FCS fiir NHAs)

FCS
10% DMSO

Dulbeccos modified Eagle medium (25 mM
HEPES)

15% FCS

2 mM L-Glutamin

0,1mM MEM

0,05 mg/mL Penicillin/Streptomycin
Nukleosidmix (Adenosin 1,3ug/ml; Guanosin
1,37pg/ml; Cytidin 1,18ug/ml; Uridin 1,18ug/ml;
Thymidin 0,38ug/ml)

1 mM Natriumpyruvat

100 uM 2-Mercaptoethanol

1000 U/ml ESGRO-LIF

ggf. Selektionszusatz: 150 — 250 ug/mil G418

95 mM NaCl

2,5 mM KCI

350 yM KH4PO4
200 pM MgSO,

DMEM

9% FBS

0,1 mM NEAA

50 U Penicillin / 50 ug/ml Streptomycin

Medium fiir embryonale Stammzellen
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DMEM

25 mM HEPES

15% FBS

2 mM L-Glutamin

0,1 mM NEAA

50 U Penicillin / 50 pg/ml Streptomycin
Nukleosidmix (1,3 pg/ml Adenosin; 1,37 pg/ml
Guanosin; 1,18 pg/ml Cytidin; 1,18 pg/ml Uridin;
0,38 pg/ml Thymidin)

1 mM Natriumpyruvat

100 uM B-Mercaptoethanol

1000 U/ml ESGRO-LIF
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2.1.7 Verwendete Zellen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Priméarzellen sind in Tabelle 7

aufgefiuhrt. FUr die Kultivierung von ES-Zellen wurden zudem primare murine, embryonale

Fibroblasten (MEFs) als Feederzellen genutzt.

Tabelle 7: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zelllinien, sowie deren Ndhrmedien und Herkunft.

Phoenix Eco @ (Modifizierte HEK293T,

stabil transfiziert mit zwei Plasmiden, die

fur MML-Virussequenzen fir "gag", "pol"

und "env" kodieren.)

u87-MG (Adharente humane
Astrozytomzellline, isoliert aus einem
Astrozytom WHO Grad [|V. Relevante

Mutationen: Deletierter Ink4Arf-Lokus)

G55T2 (Adharente
Astrozytomzellline, isoliert aus einem
Astrozytom WHO Grad [|V. Relevante
Mutationen: Deletierter Ink4Arf-Lokus,
p53-Punktmutation in der DNA-

Bindungsdomane)

humane

NHA (normale humane Astrozyten,
Primare, ausdifferenzierte Astrozyten aus

humanem Hirngewebe)

C57BL/6N JM8.F6-Zellen (Murine

embryonale Stammzellen)

DMEM

Gliommedium

Gliommedium

Astrozytenmedium

DMEM-ES-Medium

Universitat Stanford
(USA)

ATCC (Nummer: HTB-
14)

Neurochirurgie,
Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf;
Westphal 1994

Invitrogen
(Darmstadt; N7805-
100)

W. Skarnes,
Wellcome Trust
Sanger Institute,
Kalifornien, USA
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2.1.8 Mausstamme

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Mausstimme, Zweck ihrer Verwendung und Herkunft.

Balb/c Spendertiere zur Gewinnung von Versuchstierhaltung des
Blastocysten-Spendertiere fur die UKE
Injektion von ES-Zellen zur Etablierung

einer Balb/c-chimaren Maus

C57Bl1/6J Zuchttiere fiir Uberpriifung der Versuchstierhaltung des
Keimbahnibertragung bei chimaren UKE
Bocken
NOD.Cg-Prkdcscid Auch bekannt als NOD scid gamma The Jackson Laboratory
112rgtm1WjlISzJ (NSG) Maus. Immundefiziente Maus (Bar Harbor, USA)

ohne T-, B- und NK-Zellen. Zudem
Deletion der IL2-Gamma-Kette.
Benutzt fur Xenograft-Implantationen
von humanen Tumorzellen.

2.1.9 Software
Fur statistische Auswertungen und die Erstellung von Graphen wurde die GraphPad Prism

5.01 Software (GraphPad Software, La Jolla, USA) verwendet. Genxpressionsdaten wurden
mit der MxPro (Agilent Technologies, Inc, Santa Clara, USA) und Proteinexpressionen mit
der Bio1D Software (Vilber Lourmat, Deutschland GmbH, Eberhardzell, Deutschland)
ausgewertet. DNA-Sequenzanalysen wurden mit Vector NTI Advance (Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Alle Abbildungen wurden mit Photoshop CS3
(Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA) und Corel Draw X5 (Corel Corporation,

Ottawa, Kanada) erstellt.

2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

Wenn nicht anders angegeben, wurden Zellen unter Standardbedingungen kultiviert (37°C,
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit). Abhangig von ihrer Teilungsgeschwindigkeit wurden
Zellen bei einer Konfluenz von >80% passagiert. Hierfir wurde das Medium entfernt, die

Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit Trypsin (1 ml/10 cm Schale oder T25-
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Kulturschflasche) abgelést. AnschlieBend wurden sie mit Medium verdinnt und in der

gewulnschten Dichte ausgesat.

Einfrieren von Zellen

Zur Kryokonservierung von adharenten Zellen wurden diese mit Trypsin abgel6st, in Medium
aufgenommen und fur 5 Minuten bei 450 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in kaltem
Einfriermedium aufgenommen (1 ml/Réhrchen und ca. 1-2x 10° Zellen) und in Cryordhrchen
Uberfuhrt. Die Cryordhrchen wurden bei -80°C in einer ,Mr. Frosty“ Box platziert und dort far
mindestens 12 Stunden abgekihlt. AnschlieBend wurden die Cryoréhrchen in der Gasphase

von FlUssigstickstoff gelagert.

Auftauen von Zellen

Zellen wurden in der Gasphase von flissigem Stickstoff (oder kurzfristig bei -80°C) gelagert.
Zum Auftauen wurden die Zellen mdglichst schnell in einem 37°C warmen Wasserbad
angetaut, jedoch nicht vollstandig aufgetaut, um zytotoxische Effekte durch das DMSO im
Einfriermedium zu verhindern. Der angetauten Zellsuspension wurde 1 ml vorgewarmtes
Wachstumsmedium (abhangig vom Zelltyp) zugefiigt. Die Suspension wurde in ein 15 ml
Falcon-Réhrchen mit 10 ml Medium dberfihrt und die Zellen bei 1000 g fir 5 Minuten
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 10 ml frischem Medium resuspendiert und in eine T75-

Zellkulturflasche oder eine 10 cm Zellkulturschale gegeben.

2.2.2 Zellviabilitat, Apoptose und Seneszenz

2221 Proliferations- und Vitalitatsbestimmungen

Der Einfluss einer Inhibierung der Desoxyhypusinsynthase durch den Inhibitor GC7 auf die
Proliferation und Viabilitdt von Glioblastomzelllinien und primare Astrocyten wurde mittels
Trypanblaufarbung in einem ViCell-Zellzahlgerat ermittelt. Diese Parameter wurden analog
ebenfalls fur Glioblastomzellen bestimmt, in denen die DHS-mRNA mittels ,small hairpin
RNAs“ (shRNAs) herunterreguliert wurde. Zu Beginn wurden 4x10* Zellen/Vertiefung in einer
12er-Platte ausgesat. Nach 12-stlindiger Inkubation wurden die zu testenden Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen zugegeben (Tabelle 9). Als Lésemittelkontrollen wurden H,O
(GC7), DMSO (DHSI-15, TMZ, Doxorubicin) und 50% EtOH in Wasser (BCNU) verwendet.
Nach 48 und 72 Stunden wurden Zellzahl und -viabilitdt bestimmt. Hierfur wurde das
Medium abgenommen, die Zellen mit 500 yl PBS/Vertiefung gewaschen und mit 300 pl
Trypsin/Vertiefung bei 37°C fur zwei Minuten abgeldst. Die Zellsuspension wurde mit 300 pl

Medium/ Vertiefung verdiinnt und die gesamten 600 ul in einen Probenbecher gegeben.
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Die Messung erfolgte mit der Standardeinstellung fur CHO-Zellen (min./max. Durchmesser =
6 um/50 um; 50 Aufnahmen pro Probe). Pro eingesetzter Konzentration/shRNA-Zelllinie
wurden Triplikate gemessen und ein Mittelwert aus den Triplikaten gebildet. Im Falle der
shRNA-transduzierten U87-MG und G55T2 Zelllinien wurde die Zellzahl und Viabilitat nach
24,48, 72 und 120 Stunden bestimmt.

Tabelle 9: Konzentrationen, Losungsmittel und Inkubationszeiten der verwendeten, niedermolekularen

Substanzen.
BCNU 10 uM, 50 uM 50% EtOH 2 - 5Tage
DHSI-15 2-8uM DMSO 2-7 Tage
Doxorubicin 0,5 pM DMSO 2 Tage
GC7 10 — 100 pM H,O 2 - 5Tage
T™Z 150 uM, 200 pM DMSO 2 - 5Tage
22.2.2 Zellzyklusanalysen und Bestimmung nekrotischer/apoptotischer

Zellen mittels Propidiumiodidfarbung
Propidiumiodid (Pl) ist eine interkalierende, fluoreszierende Substanz. Die Menge an

interkaliertem PI korreliert mit der DNA-Menge in einer Zelle. Mittels Durchflusszytometrie
(,fluorescence activated cell sorting“; FACS) kann daher der Zellzyklus anhand der DNA-
Menge bestimmt werden. Nekrotische und apoptotische Zellen sind hingegen durch den
Verlust von intakter und der Akkumulierung von fragmentierter DNA gekennzeichnet. Fir PI-
Farbungen wurden G55T2 und U87-MG Zellen, wie in 2.2.2 beschrieben mit den
entsprechenden Substanzen inkubiert. Fir die Fixierung der Zellen und die Farbung wurde
das Protokoll von Riccardi und Nicoletti verwendet'. 1 — 2x 10° Zellen wurden mit je 5 ml
kaltem PBS gewaschen und in 500 yl PBS resuspendiert. Dann wurden je 4,5 ml kaltes 70%
Ethanol in PBS zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann fur mindestens 12 Stunden
bei -20°C fixiert, konnte so aber auch bis zu vier Wochen gelagert werden. Nach der
Fixierung wurden die Zellen bei 400x g herunterzentrifugiert und mit je 5 ml PBS gewaschen.
Die genomische DNA wurde fir 5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) mit DNA-
Extraktionspuffer aus dem Zellkern gelést, damit das Pl einen besseren Zugang hat. Nach
Zentrifugation bei 400x g fir 5 Minuten wurde der Extraktionspuffer abgenommen und die
Zellen in 1 ml Pl-Farbeldsung resuspendiert, in ein FACS-RdAhrchen Uberflihrt und fur
30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte am
FACSCalibur im FL3-A Kanal (linear flr die Zellzyklusanalyse und exponentiell fir die
Detektion von apoptotischen/nekrotischen Zellen). FL3-A wurde Uber FL3-W aufgetragen,

um Einzelzellen von Doubletten zu unterscheiden.
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2223 TdT-vermittelte dUTP DNA-Strangbruchfarbung (TUNEL)

Fur die mikroskopische Bestimmung apoptotischer Zellen wurde die enzymatische
Anfarbung von apoptosespezifischer DNA-Einzelstrangbriiche (In Situ Cell Death Detection
Kit, POD von Roche) verwendet. Bei dieser Methode werden DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriiche, die wahrend der frihen Apoptose entstehen, durch die terminale
Desoxyribonukleotidyltransferase mit Fluorescein-markierten Nukleotiden versehen. Diese
modifizierten Nukleotide werden durch einen Antikorper markiert, der wiederum an eine
Meerrettichperoxidase (POD) gekoppelt ist. Die POD katalysiert die Umsetzung eines
kunstlichen Substrates und das Produkt dieser Reaktion ist ein roter Farbstoff, der
lichtmikroskopisch detektiert werden kann.

In je eine Kammer eines 4-Kammer-Kulturobjekttragers wurden 1x10* U87-MG- oder G55T2-
Zellen ausgesat. Die Zellen wurden fir 72 Stunden mit 50/100 yM GC7, bzw. fur 12 Stunden
mit 500 nM Doxorubicin (als Positivkontrolle) behandelt. Das GC7 wurde taglich frisch zu den
Zellen gegeben. Nach 72 Stunden wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen, fur
20 Minuten mit 4% Paraformaldehyd/PBS fixiert und anschlieBend fir 10 Minuten mit
3% H,0./Methanol blockiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen mit 0,1%
Triton X-100/0,1% Natriumcitrat flr 2 Minuten auf Eis permeabilisiert. Die DNA-Strangbriche
wurden nach Herstellerangaben gefarbt und die Zellkerne mit Hamalaun (pur) fir 45
Sekunden gegengefarbt. Die Objekttrager wurden abschleillend drei Mal in Ammoniak
getaucht und zwei Mal fur je 2 Minuten mit H,O gewaschen. Danach erfolgte die

lichtmikroskopische Auswertung.

2224 Bestimmung aktiver Caspase-3 (spate Apoptose)

0,5 — 1x10° Zellen wurden mit Trypsin abgeldst, zwei Mal mit PBS gewaschen und mit 5 ml
2% Paraformaldehyd (PFA, pH 7,4) bei 37°C fur 10 Minuten und einer Minute auf Eis fixiert.
Nach Zentrifugation (450x g/5 Min.) wurde das PFA abgenommen, die Zellen in 5 ml 90%
MeOH/PBS fur 30 Min. bei 4°C und dann fur mindestens 12 Stunden bei -20° gelagert. Fur
die Immunofarbung wurde das MeOH abzentrifugiert (500x g, 5 Min.), das Zellpellet in 500 ul
0,5% BSA in PBS gewaschen und die Zellen letztlich in 50 ul 0,5% BSA in PBS fir 10 Min.
bei RT blockiert. Die aktive Form der Caspase-3 wurde mit PE-gekoppeltem anti-Caspase-3
Antikdrper flr eine Stunde bei RT angefarbt. Als Isotypkontrolle wurde PE-gekoppeltes 1gG1
verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen mit 500 pl 0,5% BSA in PBS gewaschen und
das Zellpellet fur die Messung am FACS in 300 ul PBS aufgenommen. Die PE Fluoreszenz

wurde im logarithmischen FL2-Kanal am FACSCalibur gemessen.

2225 Detektion von seneszenzassoziierter -Galactosidaseaktivitat

Die Aktivitdt von seneszenzassoziierter, lysosomaler (-Galactosidase wurde nach einem

modifizierten Protokoll von Schmitt et al.’®* ermittelt. 2x 10* Zellen (Kontrolle) oder 4x 10* (fur
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die GC7-Behandlung) wurden in einer 12-Loch Platte ausgesat und fur 48 Stunden mit
100 yM GC7 behandelt. Das GC7-haltige Medium wurde taglich ersetzt. Nach der
Behandlung wurden die Zellen 2x flr 3 Minuten mit PBS/MgCl, gewaschen und nach Zugabe
von 1 ml Fixierlésung fur 10 Minuten bei RT fixiert. Die Fixierldésung wurde verworfen und die
Zellen 2x 3 Minuten mit PBS/MgCl, gewaschen. Von der 1x X-Gal Lésung (9,3 ml
PBS/MgCl,, 0,5 ml 20x KC, 0,25 ml X-Gal pro 10 ml Lésung) wurde je 1 ml/Vertiefung auf die
Zellen gegeben. Die Platte wurde mit Parafiim versiegelt, mit Aluminiumfolie, zum
Ausschluss des Lichts, umhdllt und fur 12 Stunden — 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
exakte Farbedauer war dabei von der Farbintensitat abhangig. Die Farbung wurde durch
Verwerfen der X-Gal Lésung und Zugabe von PBS/MgCI, gestoppt. Der Anteil der gefarbten
Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl wurde unter dem Mikroskop ermittelt. Die Ansatze

wurde in Triplikaten angerfertig und ausgezahlt.

2226 Lentivirale Transduktion von G55T2- und U87-MG-Zellen

Lentiviralen Vektoren (pLKO.1-puro), die ,small hairpin“-RNAs (shRNAs) gegen elF-5A,
wurden von Sigma-Aldrich gekauft (MISSION shRNA Klone TRCN0000062551,
TRCN0000062552, TRCNO0000062548, TRCNO0000062549, TRCNO0000062550). pLKO.1-
puro-Vektoren mit shRNAs gegen DHS wurden von Dr. Jan Chemnitz (Heinrich Pette Institut,
Hamburg) zur Verfligung gestellt. G55T2- und U87-MG-Zellen wurden lentiviral mit diesen
Vektoren transduziert. Die viralen Vektoren pMDLg/pRRE (Gag/Pol), pRSV-Rev (Rev) and

125

phCMV-VSV-G (Envelope) wurden fur die Produktion letiviraler Partikel verwendet .

Kalziumphosphattransfektion von HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen (5x 10%10 cm Schale) wurden am Vorabend ausgesét. 20 pg letivirale(s)
Plasmid(e), 10 yg pMDLg/pRRE, 5 pg pRSV-Rev, 2 ug phCMV-VSV-G wurden in einem
FACS-Réhrchen mit 62,5 yl 2M CaCl, gemischt und mit H,O auf 500 pl aufgefallt. 500 ul 2x
HBS-Puffer wurden, bei standiger Luftzufuhr durch eine Pasteurpipette, tropfenweise
zugegeben und die Losung fur 20 Minuten bei RT inkubiert. Die HEK293T-Zellen wurden mit
10 ml frischem Medium (+ 25 yM Chloroquin in PBS) Uberschichtet und das DNA-Prazipitat

tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 6 — 12 Stunden wurde das Medium durch 5 ml
frisches ersetzt.

Transduktion der Zielzellen

1x 10° G55T2- oder U87-MG-Zellen wurden am Tag der Transfektion ausgesat. Nach 24

Stunden Virusproduktion wurde der erste Uberstand der HEK293T-Zellen, welcher

Viruspartikel enthalt, durch einen 0,45 uym Spritzenfilter passagiert und direkt auf die
Zielzellen gegeben. 1/1000 Volumen Polybren (4 pg/ml) diente als Infektionsverstarker. 5 ml

frisches Medium wurden auf die HEK293T-Zellen gegeben und nach weiteren 24 Stunden
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wurde der zweite Uberstand, wie oben beschrieben auf die Zielzellen gegeben. Nach
insgesamt 48 Stunden Transduktion wurde frisches Medium auf die Zielzellen gegeben und
nach weiteren 24 Stunden die Puromycinselektion mit 2,5 ug/ml fir 48 Stunden durchgefihrt.
Als Selektionskontrolle dienten nicht transduzierte G55T2, bzw. U87-MG.

2.2.3 Proteinbiochemie

2.2.31 SDS-Page (nach Laemmli) und Western blot

Zelllyse

Nahezu konfluente (> 80%) Zellen in einer 6-Loch-Platte oder 10 cm-Schale wurden mit PBS
gewaschen, mit Trypsin abgeldst und mit dem 10-fachen Volumen Medium verdlinnt. Die
Zellen wurden herunterzentrifugiert (450x g, 5 Minuten) und das Pellet 1x mit PBS
gewaschen und dann in RIPA-Puffer (ca. 1 ml/1x 10" Zellen) resuspendiert. Das Volumen
des RIPA Die Zellen wurden far 10 Minuten auf Eis lysiert und dabei ca. alle drei Minuten
gevortext. Zelltrimmer wurden herunterzentrifugiert (20.800x g, 10 Minuten bei 4°C) und das

geklarte Lysat bei -80°C gelagert.

Proteinbestimmung

Der Proteingehalt in einem Zelllysat wurde mit der BCA-Methode nach Smith et al.'®
bestimmt. Hierfir wurde der colormetrische BCA Protein Assay (Thermo-Scientific) nach
Herstellerangaben verwendet.10 ul Lysat (1:10 mit RIPA-Puffer verdiinnt) wurden mit 200 pl
Reagenz in einer 96-Loch-Platte gemischt und bei 37°C far 30’ inkubiert. Die Farbung der
Probe wurde bei 562nm in einem Mikroplattenleser quantifiziert. Alle Messungen wurden in
Triplikaten durchgefuihrt. Als Standard wurde BSA verwendet. Anhand dieses Standards
wurde eine Eichgrade erstellt, anhand derer der Proteingehalt in den Probengehalten absolut

quantifiziert werden konnte.
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SDS-Page
Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 12% Polyacrylamidgele

verwendet. Die Glasplatten wurden im Giel3stand angebracht und das Trenngel (10 ml) aus

folgenden Lésungen gemischt:
* 3,35ml H,0O
* 4 ml 30% Acrylamid
* 2,5ml1,5M Tris-HCI (pH 8,8)
* 50l 20% SDS
* 50 ul10% APS

e 10 yl TEMED
Das Gemisch wurde zwischen die Glasplatten gegossen, mit 1 ml Isopropanol Gberschichtet,
bis es nach ca. 20 Minuten polymerisiert war. Das Sammelgel (4%, 5 ml) wurde

zwischenzeitlich angesetzt:

* 3,05 mlH0O

0,66 ml 30% Acrylamid

1,25 ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)

25 pl 20% SDS

5 yl TEMED

Nach Entfernung des Isopropanols und Spllung des Trenngels mit Wasser, wurde das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Taschenkamm eingefigt (10 Taschen,
1,5 mm Dicke). Nach 20’ wurde das Gel in die Laufkammer gesetzt und diese mit Laufpuffer

gefullt.

Probenvorbereitung

5x Ladepuffer und 20x Denaturierungsagenz (beides von Fermentas, St. Leon-Roth) wurden
mit dem gewilnschten Volumen an Proteinlysat gemischt und mit RIPA-Puffer auf das
gewulnschte Volumen (10 — 50 pl) aufgefullt. Das Gemisch wurde fur 5 Minuten bei 95°C

aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren und danach auf Eis gelagert.
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Gellauf

Nach Beladung des Gels wurden die Taschen mit einem vorgefarbten Proteinstandard
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Roth, 10 pl) bzw. 5x Ladepuffer
(entsprechend der Menge in den Proben) beladen. Die SDS-Page wurde bei 80V gestartet,
bis die Lauffront das Trenngel erreich hat. Dann wurde eine Spannung von 120V angelegt,

bis die Proteine die gewlinschte Auftrennung erreichten.

,Semi-Dry“-Blotten

Zum Blotten der aufgetrennten Proteine wurden zwei extradicke Whatmanpapiere und eine
PVDF-Membran in GréRe des Gels zurechtgeschnitten. Die Membran wurde durch
Inkubation in MeOH fir 30 Sekunden aktiviert und dann fir 2 Minuten in H,O gewaschen.
Die Whatmanpapiere, die Membran und das Gel wurden in Transferpuffer aquillibriert und

der Blot wie folgt zusammengestellt:
» Kathode
*  Whatmanpapier
* Gel
* Membran
*  Whatmanpapier

* Anode
Luftblasen wurden herausgepresst und die Proteine bei 60 mA/Gel fir 60 Minuten auf die

Membran transferiert.

Immunfarbung von Proteinen

Die Membran wurde nach dem Blotten fur 60 Minuten bei RT oder Uber Nacht bei 4°C mit
dem Primarantikérper (verdinnt in 5% BSA/PBST) inkubiert. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikérper (verdinnt in PBST) erfolgte fur 60 Minuten bei RT. Nach den

Inkubationsschritten wurde die Membran jeweils 3x fiur 5-10 Minuten mit PBST gewaschen.
Nach Inkubation fir 60 Sekunden mit ECL-Lésung (je 600 pl Luminol- und H,O»-Lésung),
konnte die emittierte Biolumineszenz, mittels einem CCD-Kamera basiertem

Detektionssystem, aufgenommen und analysiert werden.

2.2.3.2 2D-Western blot

Hypusiniertes elF-5A kann von solchem ohne Hypusin anhand eines unterschiedlichen
isoelektrischen Punktes (Pl) unterschieden werden. Diese Unterscheidung wurde mit einem

2-dimensionalen (2D) Western-blot realisiert. Hierfur wurden 25 pug Proteinlysat mit
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Ureapuffer auf 120 ul aufgeflllt. Fir die erste Dimension wurden IPG-Streifen (7 cm, pH 7-
14, GE Healthcare) mit der verdinnten Proteinldsung Uber Nacht rehydriert. Die
isoelektrische Fokussierung erfolgte mit den Parametern: 30 Minuten bei 500V, 5000 Vh
lineare Fokussierung, gefolgt von 5000 Vh “schnelle” Fokussierung bei 5000 V und bis zu
zwei Stunden Lagerung bei 500V. Nach der Fokussierung wurden die Streifen in
Aquilibrierungspuffer 1 und 2 fiir je 15 Minuten inkubiert. Flr die zweite Dimension wurden
die Streifen auf ein 12%iges SDS-Gel aufgebracht, mit 0,5% Agarose (versetzt mit
Bromophenolblau als optischer Marker) Uberschichtet und die Proteine bei 120V
aufgetrennt. Die Blot-Prozedur und Immunfarbung von elF-5A wurde, wie in 2.2.3.1

beschrieben, durchgefihrt.

2.2.3.3 *H-Spermidin Einbau

elF-5A1 und elF5A2 sind die einzigen bekannten Proteine, die einen, aus Spermidin
abgeleiteten, Aminobutylrest in Form von Hypusin einbauen. Wie bereits beschrieben',
kann dies genutzt werden, um die Hypusinierung durch metabolische Markeirung mit °H-
Spermidin zu analysieren und quantifizieren. Hierfiir wurden 2,5x 10° U87-MG- oder G55T2-
Zellen/10 cm Schale ausgesat und mit 25 pCi *H-Spermidin fiir 48 Stunden inkubiert und
Proteinlysate prapariert (siehe 2.2.3.1). 200 ug Protein wurden durch die Zugabe von einem
Volumenteil 100% Trichloressigsaure (TCA) zu 9 Teilen Lysat, mit anschlieRender Inkubation
bei -20°C flir 5 Minuten und 15 Minuten bei 4°C, ausgefallt. Proteine wurden durch
Zentrifugation (5 Minuten bei 16000x g) herunterzentrifugiert und das Pellet zwei Mal mit
10% TCA (mit 1 mM Spermidin und Spermin) gewaschen. Um eine bessere Entfernung von
Uberschiissigem *H-Spermidin zu gewahrleisten wurde das Pelletes in 100 ul 1N NaOH (mit
1 mM Spermidin und Spermin) resuspendiert und durch Zugabe von 1 ml 10% TCA
reprazipitiert. Die Radioaktivitat im Uberstand (liberschiissiges *H-Spermidin) wurde mit
einem Flissigszintillationszahler (Tri-Carb 2900TR) bestimmt.100 ul Uberstand wurden in
ein Szintillationsréhrchen gegeben, 3 ml Szintillationscocktail zugefugt und die Proben fiur 10
Minuten im entsprechenden Tritiummessprogramm gemessen. Die Waschschritte wurden
wiederholt, bis die Aktivitat im Uberstand <200 dps (Zerfalle/Sekunde) betrug. Nach
Resuspendierung des Proteinpellet in 100 yl 1N NaOH wurde die Aktivitat wie oben

beschrieben gemessen.
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2.2.4 In vivo Experimente

Zur Etablierung eine eines mdglichen in vivo-Behandlungsschemas fir die Validierung der
Wirkung von GC7 (stellvertretend fir Hypusinierungsinhibitoren im Allgemeinen) auf GBM-
Zellen in Mausen, wurde eine Versuchsreihe mit subkutan injizierten Zellen durchgeflhrt.
Hierbei sollte eine erste Abschatzung der zu verwendenden Dosis GC7 in Korrelation mit

Vertraglichkeit fur den Organismus und Wirkung auf die Tumorzellen vorgenommen werden.

Subkutane Injektion der G55T2-Zellen und Uberwachung des Tumorwachstums
Die G55T2-Zellen wurden 1:10 verdlnnt und flr zwei Tage in 2 T75-Flaschen inkubiert. Die

Zellen wurde abtrypsiniert, einmal mit 10 ml PBS gewaschen, in serumfreien Medium
resuspendiert und durch ein 10 um Zellsieb filtriert, um Zellklumpen zu entfernen. Die
Konzentration wurde auf 10° Zellen/200 pl eingestellt. NSG-Mause (13 Tiere) mit einem Alter
von 11 Wochen wurden fir die Injektion verwendet. Die Tiere wurden gewogen und farbig
markiert. Dann wurde je 200 pl Zellsuspension subkutan in den vorderen Rickenbereich
injiziert. Der Verlauf des Tumorwachstums, Gewichtsveranderungen und der allgemeine

Zustand wurden alle zwei bis drei Tage dokumentiert.

Behandlung mit GC7

Bei einem Tumordurchmesser von ca. 2 mm wurde mit der GC7-Behandlung begonnen.

GC7 wurde in steril in PBS geldst. Die Tiere bekamen das GC7 taglich intraperitoneal (i.p.)
injiziert. Die verwendeten Dosen betrugen 0,1 mg, 0,15 mg und 0,2 mg (in einem Volumen
von 100 pl, 150 ml bzw. 200 pl. Dies entspricht 4/6/8 mg/Kg Kdorpergewicht. Als Kontrolle
wurden 200 ul steriles PBS verabreicht. Jede Gruppe bestand aus drei Tieren und die
Behandlungsdauer betrug sieben Tage. Die Dosis wurde anhand der Arbeiten von Robbins
et al. gewahlt, die in einem Diabetis-Mausmodell die Wirkung von 0,1 mg GC7 i.p. taglich auf

die endogene DHS nachweisen konnten™.

Praparation der Tumore

Dan dem Ende der GC7-Behandlung wurden die Mause mit einem O,/CO,-Gemisch betaubt
und dann durch das Einleiten von CO, geopfert. Die Haut um den Tumor wurde
aufgeschnitten und das Hautchen, die den Tumor einkapselt, durchtrennt und der Tumor
entnommen. Nach Fotografie, Vermessung und Gewichtsbestimmung wurde jeder Tumor in
der Mitte geteilt und die eine Halfte in ein 15-ml Réhrchen mit 5 ml 4% Formaldehyd
gegeben und die andere Halfte in Cryoréhrchen Uberfihrt und in Flissigstickstoff

eingefroren. Das in Formaldehyd fixierte Gewebe wurde bei 4°C gelagert.
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Vorbereitung der eingefrorenen Tumore fir 2D-Western Blots

Die Tumore wurden in je ein 15-ml Roéhrchen (gefullt mit je 1 ml Ureapuffer) gegeben,
anschlieend auf niedriger Stufe mit einem Homogenisator zerkleinert und fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Da Lysat wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal Uberfihrt und far
10 Minuten bei 20.800x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
gegeben und bei -80°C gelagert.

2.2.5 Molekularbiologische Methoden

2251 RNA-Isolation

Es wurden nur RNase-freie Reagenzien und Materialien verwendet. Fur die Verdinnung von
Ethanol und die Lésung der RNA wurde nur DEPC H,O benutzt.

Fur die RNA-Isolation aus Zellen wurde das TriFast-Reagenz verwendet. Zellen wurden
pelletiert (450x g bei RT fiir 5 Minuten) und die Zellen in TriFast (ca. 1 ml/1x 10° Zellen)
resuspendiert. Die Suspension wurde fir 15 Sekunden gevortext und fir 3’ bei RT inkubiert.
Proteine und RNA wurden durch Zentrifugation fur 15 Minuten (20.800x g/4°C) getrennt und
die RNA in der oberen wassrigen Phase anschlielend in ein neues Reaktionsgefafl
gegeben. Fur die RNA-Prazipitation wurden 500 ul Isopropanol zugegeben, fir 10’ bei RT
inkubiert und die RNA fiir 15 Minuten herunterzentrifugiert (20.800x g/4°C). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Nach der Zentrifugation
fir 10’ wurde der Uberstand verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet, bis das Ethanol
komplett verdunstet war. Die RNA wurde in 30 — 50 ul DEPC H,O geldst (Inkubation bei
55°C fir 10 Minuten). Die RNA-Konzentration wurde photometrisch am Nanodrop bestimmt
und die RNA bei -80°C gelagert.

2.25.2 cDNA-Synthese fiir PCRs und qPCRs
Die Umschrift der isolierten RNA in cDNA erfolgte mit der M-MuLV rerverse Transkiptase.

1 g RNA wurde mit 1ul Oligo-dT-Primern (0,5 ug), 4 ul 5x Reaktionspuffer, 0,5 yl Ribolock
und 2 pl dNTPs (10 mM) gemischt und mit H,O auf 20 ul aufgefillt. Die cDNA wurde fur 60
Minuten bei 37°C synthetisiert und anschlieRend die Reaktion fur 10 Minuten bei 70°C
gestoppt. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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2253 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Fur eine mdglichst fehlerfreie  Amplikation von Homologiearmen fur die homologe

Rekombination und die Klonierung von cDNAs/Sonden fir Southern Blots wurde die

5x HF-Puffer 10 pl

10 mM dNTPs 1ul
Primer A 1ul
Primer B 1ul
Template DNA x Ml
Polymerase 0,2-0,5pul
H,0 ad. 50 pl
Gesamtvolumen 50 pi

Phusion-Polymerase (Fynnzymes) verwendet,
die Uber einen ,proof reading® Mechanismus
verfugt. Die Komponenten fir die PCR-
Reaktionen wurden, wie unten angegeben,
gemischt. Die Menge an eingesetzter DNA und
Polymerase hingen von der DNA
Konzentration, dem  jeweiligen  Produkt
(Expressionstarke, Effizienz der Amplifikation
usw.) ab und wurde empirisch ermittelt. Pro

Reaktion wurden 50 — 200 ng DNA eingesetzt.

Die Annealingtemperatur jedes Primerpaares wurde zuvor bioinformatisch ermittelt und das

PCR-Protokoll entsprechend angepasst.

Initiale Denaturierung 98°C
Denaturierung 98°C
Annealing x°C
Elongation 72°C
Finale Elongation 72°C
Lagerung 4°C

30s 1
10s 30
20s 30
30s/kb 30
10’ 1
00 1
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2254 Quantitative PCR (qPCR)
Initiale Denaturierung 95°C 7 1
Denaturierung 95°C 10s 40
Annealing/Elongation 60°C 15s 40
Terminale Denaturierung 95°C 1 1
Schmelzkurve 55 -95°C 30s/°C 1

Fur quantitative PCRs wurde das DyNAmo Flash SYBR Green gPCR Kit (Fynnzymes)
genutzt. Es basiert auf dem interkalierenden Effekt von SYBR Green mit der amplifizierten
DNA. Es wurden vorgefertigte, validierte Primerpaare verwendet (Qiagen, elF-5A:
QTO00099911; elF-5A2: QT00031283; DHS: QTO00013888; DOHH: QT00235536). Als
Referenzgen diente RPLPO (,ribososmal protein, large“, PO; QT01839887). 10 pl
Reaktionspuffer, 2 ul Primer, 0,03 yl 50x ROX Referenzfarbstoff und 1 pl cDNA (entspricht
etwa 50 ng) wurden in einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte gemischt und mit H,O auf 20 ul
aufgefillt. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Fir jedes Primerpaar wurde
zudem je ein Ansatz ohne cDNA als Kontaminationskontrolle angesetzt (,Non template

control®).

2.255 Restriktionsverdau von DNA

DNA wurde mit Restriktionsenzymen fiir die Praparation von DNA-Produkten und Plasmiden,
sowie fiur die Validierung von Klonierungen und Rekombinationen verdaut. Die
Restriktionsverdaue wurden wie unten angegeben angesetzt und fir 10 — 60 Minuten bei
37°C oder 30°C (je nach Restriktionsenzym) inkubiert. Fir die Praparation von PCR-
Produkten und Vektoren wurden 5 — 10 pg und analytische Zwecke 0,5 ug DNA verwendet.

Der gesamte Ansatz  wurde fur die

Agarosegelelektrophorese eingesetzt und ggf. die

10x FastDigest 3wl gewulnschte Bande prapariert (siehe 2.2.5.7.1).

Puffer ad. 30 pl Fur die Entfernung von Plasmid-DNA aus PCR-
H-0 x pl Ansatzen fur die Elektroporation in E.coli, wurden
DNA (0,5 — 10 pg) 0,5 pl die jeweiligen PCR-Ansatze mit Dpnl verdaut.

Restriktionsenzym Hierfir wurde der komplette PCR-Ansatz mit der

entsprechenden Menge 10x FastDiget Puffer und 1 pl Dpnl versetzt und flr zwei Stunden bei
37°C inkubiert. Die PCR-Produkte wurden dann mittels Sdulen aufgereinigt (siehe 2.2.5.7.1)
und mit 30 pl H,O eluiert.
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2.2.5.6 Fallung von DNA
DNA, wie PCR-Produkte und Plasmide, wurden mittels Ethanol-Prazipitation ausgefallt.

HierfGr wurde der zu fallenden DNA 1/10 Volumen 3 M-Natrium-Acetat (pH 7) und drei
Volumen absoluter Ethanol hinzugefiigt. AnschlieBend wurde fir mindestens 10 Minuten bei
-80°C gefallt und fir 10 Minuten zentrifugiert (20800 x g, 20 Minuten, 4°C). Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet bei 37°C (unsteril) oder an der Luft unter der Sterilbank
getrocknet (z.B. fur die Transfektion von Zellen). Die geféllte DNA wurde dann in dem
bendtigten Volumen ddH,O aufgenommen. Aufgereinigte PCR-Produkte wurden, wenn nicht

anders angegeben, in 5 pl ddH,O und Plasmide in 30 yl ddH,O aufgenommen.

2.2.5.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur analytischen und praparativen Auftrennung von
DNA verwendet. Fur die Beladung wurde der DNA eine 6x konzentrierte Ladeldsung
zugefugt (6x DNA Loading Dye, Fermantas, St. Leon-Rot, Deutschland, Abb.: 4). Je nach
GrolRe der zu erwartenden DNA-Fragmente, erfolgte eine Auftrennung in 1- oder 2%igen
TAE-Agarosegelen mit einer Spannung von ca. 5V/cm Gellange. Zur Farbung der DNA
erfolgte der Zusatz von 1 pl Ethidiumbromid pro 50 ml Gelvolumen (= 0,2 pg/ml) nach

Aufkochen der Agarose.

22571 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
Zur lIsolation von DNA aus Agarosegelen wurde das "NucleoSpin® Extraction Kit" von

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) oder das ,GeneJET Gel Extraction Kit* von
Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben

des Herstellers.
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Abb.: 4 Verwendete DNA-Leiter mit Angabe der BandengroRe in Basenpaare (100 - 10.000 bp). DNA-Leiter
peqGold von Pglab (Erlangen, Deutschland). 5 yl DNA-Leiter aufgetrennt in einem 1% Agarosegel und angefarbt
mit Ethidiumbromid.

Das gewinschte Fragment wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht mit
einer Wellenlange von 312 nm mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und gewogen.
Das gleiche Volumen Gellysepuffer (enthalt Guanidiniumthiocyanat) wurde zum Gelsttick
gegeben und bei 55°C erwarmt, bis das Gel vollstandig aufgelést war. Im Anschluss wurde
die DNA auf die Silica-Membran aufgegeben und durch Zentrifugation (1 Minute, 11.000 x g)
an die Membran gebunden. Darauf wurde die DNA mit Waschpuffer (enthalt 96-100%iges
Ethanol) gewaschen, die Membran durch nochmalige Zentrifugation getrocknet und die DNA

in 15-50 pl Elutionspuffer (5 mM Tris-HCI, pH 8,5) eluiert.
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2.2.6 Bakterielle Arbeiten

2.2.61 Kultivierung von Escherichia coli
Fur die hier beschriebenen bakteriellen Arbeiten wurden Escherichia coli (E. coli) Stamm

DH5a (Invitrogen) verwendet.

Kultivierung in Flissigmedium

20 g LB-Medium in Pulverform wurden in 800 ml H,O suspendiert und autoklaviert. Fir
Plasmidpreparationen in kleinem Malfistab (Minipreps) wurde E. coli in 2 ml LB-Medium
angeimpft. Je nach Selektionsmarker wurde das entsprechende Antibiotikum in der
angegeben Konzentration zugesetzt (siehe Tabelle 4). Die Inkubation erfolgte, wenn nicht
anders angegeben, flr 10 - 14 Stunden bei 37°C in einem Schttelinkubator (250 rpm).

Fur Plasmidpreparationen in grokem Malstab (Maxipreps) wurden E. coli in 250 ml LB-
Medium, mit den entsprechenden Antibiotika, in einem 1000 ml Erlenmeyerkolben angeimpft
und wie oben beschrieben inkubiert.

Kultivierung auf Agarplatten

LB-Agar wurde mit H,O gemischt (25g/L) und autoklaviert. Der sterile LB-Agar wurde, wenn
er nach dem Autoklavieren nicht direkt verwendet wurde, bei 4°C gelagert. Zum GielRen von
LB-Agarplatten wurde der feste LB-Agar in einer Mikrowelle erhitzt, bis keine festen

Bestandteile mehr Ubrig waren. Nach
Tabelle 10: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Antibiotika zur Kultivierung von E.coli. Angegeben sind
Bezeichnung und ihre eingesetzten Endkonzentrationen.

dem Abkuihlen auf Handtemperatur

wurden Antibiotika zugegeben

(Konzentrationen siehe Tabelle 10) und

der LB-Agar in die Kulturschalen

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml gegossen (ca. 15 - 20 ml/Schale). Nach
Kanamycin (Kan) 50 pg/ml einer Trockenzeit von einer Stunde
Tetracyclin (Tet) 3 pg/ml wurden die LB-Agarplatten verwendet
Carbenicillin (Cb) 100 pg/ml oder bei 4°C gelagert.

Chloramphenicol (Cm) 15 pg/ml Transformierte E. coli wurden in die

Mitte einer Agarplatte gegeben und mit

einem  Drigalskispatel gleichmaRig

verteilt. Anschlie®end wurden die Agarplatten Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.6.2 Transformation von E. coli
E. coli DH5a wurden mit Plasmiden (0,5 pl) und klonierten Vektoren (5 pl) durch

Hitzeschock transformiert. DH5a wurden auf Eis aufgetaut (50 ul pro Plasmid), die Plasmid-
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DNA zu den Bakterien gegeben und durch leichtes anschnipsen des Reaktionsgefélles
verteilt und die Bakterien zusammen mit der DNA fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte
der Hitzeschock fur 30 Sekunden bei 42°C und eine Abkuhlung auf Eis fur 2 Minuten. Dann
wurden 200 pl, auf 37°C vorgewarmtes, SOC-Medium zu den Zellen gegeben und diese fur
60 Minuten bei 37°C und 800 rpm schuttelnd inkubiert. Das gesamte Volumen wurde dann
wie oben beschrieben (1.2.6.1) auf eine LB-Agarplatte gegeben und die transformierten

Bakterien Uber Nacht kultiviert.

2.2.6.3 Plasmidpraparationen

Minipraparation

2 ml LB-Medium wurden Uber Nacht mit dem gewlinschten Bakterienstamm bei 37°C oder
30°C (RedET-Plasmide) kultiviert. Die Bakterien wurde fir 60 Sekunden bei 20.800 x g
heruntezentrifugiert und das Zellpellet in 100 yl Resuspensionspuffer aufgenommen. 200 pl
alkalyscher Lysepuffer wurde zugegeben, durch invertieren mit den Bakterien gemischt.
Nach der Lyse (5 Minuten bei RT) wurde die Reaktion durch Zugabe von 150 pl
Prazipitationspuffer und Inkubation fir 10 Minuten auf Eis gestoppt und Zelltrimmer
ausgefallt. Nach Zentrifugation (20.800x g/10 Minuten bei RT) wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefal® tberfihrt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 1 ml eiskaltem
Ethanol gefallt. Durch Zentrifugation (20.800x g/10 Minuten bei RT) wurde die Plasmid-DNA
pelletiert, anschlielRend der Ethanol verworfen und das Pellet bei 37°C getrocknet, bis keine
Ethanolriickstande, mehr erkennbar waren. Zuletzt wurde die Plasmid-DNA in 30 ul H,O

aufgenommen und durch Erhitzung (10 Minuten bei 37°C) geldst.

Midipraparation

Fur die Praparation von pStart-K (,low copy“ Plasmid) wurden 10 ml E.coli-Kultur verwendet

und die Plasmid-DNA mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) prapariert.

Maxipraparation

Plasmidpraparationen in groRerem Malstab (250 ml Bakterienkultur) wurde mit dem
PureYield™ Plasmid Maxiprep System Kit (Promega) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Fur die Transduktion von Zellen wurde die DNA nach der Maxipraparation zusatzlich noch,

wie oben beschrieben, gefallt, unter der Sterilbank getrocknet und in sterilem H,O geldst.

2.2.7 Herstellung einer elF5a2-defizienten Knockout-Maus
Die Kultivierung und Elektroporation der ES-Zellen, so wie die Praparation genomischer DNA
aus den ES-Zellen und Uberpriifung der ES-Klone mittels Southern-Blot wurde von der

Servicegruppe Transgene Tiere am ZMNH (Hamburg) durchgefihrt. Auch samtliche

46



Material und Methoden 47

Mausarbeiten zur Herstellung der elF5a2-KO-Maus (Praparation und Injektion von

Blastozysten, Implantation in pseudo-schwangere Ammenmiutter und Zucht der chimaren)

i Hindlll
5-Arm Hindll 3-Arm
[ | loxP loxP | |
h | h
P W P —wkGka neo
Exon 1 Exon 2 Exon 3 3‘-Sonde

Abb.: 5 Schematische Darstellung der gefloxten Exons des elF-5A2-Gens nach der homolgen
Rekombination in ES-Zellen. Gezeigt sind die loxP- und FRT-Stellen, die gefloxten Exons und die Lokalisation
der loxP-FRT-neo-FRT-Kassette. Zudem sind die 5’- und 3’-Homologiearme, die Bindestelle fir die 3’-Southern-
Blot-Sonde und die dafir relevanten Hindlll-Schnittstellen angedeutet.

wurden von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann aus der Servicegruppe

Transgene Tiere oder unter deren Anleitung durchgefuhrt.

2271 Herstellung des ,,Targeting-Vektors* durch RedET-vermittelte
homologe Rekombination

Subklonierung aus BACs

Fur die Erstellung des Vektorkonstruktes wurde zunachst ein Teil des murinen elF5a2-Gen
mit 5'- und 3'-Bereichen (insgesamt 12475 bp) aus einem ,Bacterial Artificial Chromosome*
(BAC) (RP23-361F2; BACPAC Resources Center, Oakland, USA), der einen Teil des
murinen Chromosom 3 enthalt, durch homologe Rekombination in einen Minimalvektor (MV)
kloniert. Dieser Schritt war ndtig, da BACs aufgrund ihrer GroRe schwerer zu handhaben
sind. Sie kdnnen beispielsweise durch Scherkrafte leichter beschadigt werden als Plasmide.
Fir die Subklonierung wurde der pStartK-Minimalvektor'?® (MV) verwendet. Fir die
Expression der Rekombinationsproteine wurde das pRedET-Plasmid von Genebridge
genutzt. Zuerst wurde der Minimalvektor mittels PCR (50 ng/Reaktion) amplifiziert. Bei
diesem Schritt wurden Homologiearme angefiigt, die mit den 5'- und 3'-Enden des zu
klonierenden Abschnittes Ubereinstimmen (siehe 2.2.5.3). Nach der PCR wurden die
Ansatze mit Dpnl verdaut (siehe 2.2.5.5) um den zirkuldren MV, der als Template fur die
PCR diente, gezielt zu verdauen, ohne das PCR-Produkt (= den linearen MV +
Homologiearme) nicht zu beeintrachtigen.

E.coli DH5a wurden dann mit dem pRedET-Plasmid elektroporiert. Dieses Plasmid tragt die
Gene, die fur die Rekombniationsvermittelnden Proteine RecE und RecT codieren. Hierflr
wurde ein BAC-Klon in 2 ml LB+Cm angeimpft und G.N. bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden 1,4 ml LB+Cm in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefas mit 30 pl der Ubernachtkultur
angeimpft und fur 2 - 3 Stunden bei 37°C und 1000 rpm schittelnd inkubiert. Alle weiteren
Schritte wurden bei 2° - 4°C durchgeflihrt. Die E.coli wurden herunterzentrifugiert und das

Pellet zwei Mal mit eiskaltem H,O gewaschen. AnschlieRend wurden die Bakterienzellen in
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30 pul H,O resuspendiert, 1 yl pRedET (20 ng) zugegeben und das Gemisch in eine
vorgekuhlte Elektroporationskiivette mit 2 mm Spalt gegeben. Die Elektroporation erfolgte
mit den folgenden Parametern: 2500 V, 25 pyF und 200 Q, bei einer Zeitkonstante von ca.
5 ms. Danach wurde sofort 1 ml vorgewarmtes SOC-Medium zu den Zellen gegeben und
diese fur 70 Minuten bei 30°C und 1000 rpm inkubiert (das pRedET-Plasmid repliziert sich
nicht bei 37°C). 100 ul Zellen wurden auf LB-Agar mit Tc (3 pug/ml) und Cm (15 pg/ml)
ausplattiert und unter Lichtausschluss (Tc ist lichtsensitiv) Gber Nacht bei 30°C inkubiert.

Eine Kolonie wurde gepickt, 2 ml LB-Medium (+Cm/Tet) angeimpft und tUber Nacht bei 30°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 1,4 ml LB+Cm/Tet in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefafy
mit 30 ul der Ubernachtkultur angeimpft und bei 30°C und 1000 rpm inkubiert. Bei einer
ODggo von ca. 0,3 (nach ca. 2 — 3 Stunden) wurden 50 yl 10% L-Arabinose zu den E.coli
gegeben (Endkonzentration ca. 0,3% — 0,4%) und die Kultur fir 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Die L-Arabinose induziert die Expression der RedET Proteine. Die Kultur wurde
anschlieBend, wie oben beschrieben, flr die Elektroporation vorbereitet. 200 ng des

amplifizierten, linearen MV mit angefiigten Homologiearmen wurden in die E.col*"*%%"

F2+RedET elektroporiert und die Kultur dann fiir 70 Minuten bei 37°C in 1 ml LB-Medium ohne
Antibiotika inkubiert. Wahrend dieser Zeit vermitteln die RedET-Proteine die Rekombination
des gewdahlten DNA-Fragments aus dem BAC in den MV. Anschlielend wurde die Kultur
herunterzentrifugiert (2600 x g/5 Minuten), die Zellen in 50 yl LB-Medium resuspendiert und
auf LB-Agar+Kan ausplattiert. Am folgenden Tag wurden 3 Kolonien gepickt und flir eine
Plasmidmidipraparation angeimpft. Eine korrekte = Rekombination wurde mittels

Restriktionsverdau mit Smal Uberprift.

Herstellung von RedET-kompetenten DH5a.

E.coli DH5a wurden, wie oben beschrieben, mit pRedET elektroporiert und in 2 ml LB-
Medium bis zu einer ODgyvon 0,6 — 0,8 bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden 3 mal mit 10%
Glyzerol gewaschen, in 500 pyl Glyzerin resuspendiert und in 50 pl Alliquots in -80°C

gelagert.
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Insertion der loxP-cm-loxP Kassette

Fur die Insertion der ersten loxP-Stelle in das elF5a2-Gen wurde die loxP-flankierte
Chloramphenicolkassette von Genebridges verwendet. Analog zum pStart-K-Plasmid wurde
die Kassette per PCR amplifiziert und gleichzeitig Homologiearme an beiden Seiten
angefigt. Die Homologiearme entsprachen dabei einem Bereich 300 — 200 bp ,upstream”
des ersten Exons von elF-5A2.

Das aufgereinigte, Dpnl-verdaute PCR-Produkt (200 ng) und elF5a2 (500 ng) wurden, wie
oben beschrieben, in 50 yl RedET-kompetente DH5a. elektroporiert und die Rekombiation fir
zwei Stunden bei 37°C durchgefihrt. Die DH5a auf LB-Agar mit Kanamycin und
Chloramphenicol ausplattiert und G.N. bei 37°C inkubiert. Sieben groRe Klone wurden, nach

Midipraparation, mittels Smal-Verdau Uberpruft.

Entfernung von nicht-rekombiniertem elF5a2-pStart-K

Da rekombinierte Plasmide (mit loxP-Kassette) und solche, in denen keine Rekombination
stattgefunden hat, zusammen in einer Zelle vorkommen kdénnen, missen die nicht-
rekombinierten Plasmide entfernt werden. Hierflir wurde die Plasmid-DNA von zwei Klonen
aus der Rekombination gepoolt und mit Nrul linearisiert (2 pg), um miteinander verwundene
Plasmide zu trennen. Nach Fallung der DNA wurde eine Religation durchgefuhrt: 2 pl 10x
Puffer wurden hierfir mit 300 ng DNA und 1 ul T4-Ligase gemischt, mit H,O auf 20 pl
aufgefillt und 30 Minuten bei RT ligiert. Kompetente DH5a wurden mit 0,25 ul / 0,5 ul und
1 I Ligationsansatz retransformiert. Drei 0,25 pl-, zwei 0,5 pl- und ein 1 pl-Klon wurden
gepickt und nach einer Plasmidpraparation mittels Xhol-Verdaus auf Anwesenheit von nicht-

rekombinierten Plasmiden Uberprift.

Ausschneiden von loxP-Kassetten durch die Cre-Rekombinase

Die loxP-cm-loxP-Kassette wurde durch die Verwendung der Cre-Rekombinase aus dem
Zielgen im Minimalvektor entfernt, wobei eine einzelne loxP-Stelle im Zielgen zurtckbleibt.
Hierfir wurde ein elF5a2-pStart-K+loxP-cm-loxP-Klon mit dem 706-Cre-Plasmid (Tet-
Resistenz; Genebridges) elektroporiert und auf LB-Agar+Kan/Cm/Tet ausplattiert. Ein Tet" —
positiver Klon wurde gepickt und fir 3 Stunden bei 30°C in 2 ml LB+Kan inkubiert. Die Cre-
Expression und Cre-vermittelte Rekombination wurde durch tber Nacht Inkubation bei 37°C
induziert. Ein erfolgreiches Herausschneiden der loxP-Kassette wurde durch einen

Restriktionsverdau mit Smal Uberprift.

49



Material und Methoden 50

Insertion der loxP-FRT-cm-Neo-FRT Kassette

Die zweite loxP-Kassette beinhaltet zudem zwei FRT-Stellen, die es ermdglichen, die
Kassette durch die Flip-Rekombinase zu entfernen. Diese Kassette wurde analog zur ersten
loxP-Kassette durch PCR amplifiziert und 3,2 kb ,downstream*® zur ersten loxP-Stelle, mittels
RedE/T-Rekombination, in das elF5a2-pStartK-Konstrukt eingefligt. Eine erfolgreiche
Rekombination wurde durch Verdau mit Fsel und Pacl Uberprift (Pacl schneidet in der

Kassette).

Klonierung des ,gefloxten elF5a2-Gens in den Zielvektor pWS-TK6

Nachdem Exon 1 und 2 des elF5a2-Gens mit loxP-Sequenzen flankiert wurden (,gefloxt®),
wurde das modifizierte Gen in den endgiiltigen Zielvektor pWS-TK6'?® kloniert. Hierfiir wurde
eine ,Gateway“-Rekombination (Clonase-Reaktion; Invitrogen) genutzt. Der pStart-K-Vektor
enthalt Erkennungssequenzen fir die Gateway-Rekombinasen (attL1 und attL2). Diese
Sequenzen flankieren den Bereich, der zuvor aus dem BAC kloniert wurde. Der Zielvektor
pWS-TK6 enthalt die entsprechenden Zielsequenzen fir die Rekombination (attR1 und

attR2). Die Clonase-Reaktion wurde nach

Herstellerangaben durchgefihrt und 1 pl des

elF-5A2-pStart-K (150 ng) 0,86 pl Ansatzes in DHb5a, mittels Hitzeschock

pWS-TK6 (150 ng) 10,7 pl transformiert und auf LB-Agar+Amp+Cm
TE-Puffer (pH 7,5) 0,44 pl ausplattiert.
Clonasemix 3 pl Ein Klon wurde gepickt und die Rekombination

mit Hilfe eines Ncol oder Fsel-Verdaus

Uberprift. Nach Bestatigung der
Rekombination wurde das fertige Konstrukt mit den Primern A2-MVCass2-r, A2-MVPGK-,
A2-MVCass-f und A2-MVCass1-r sequenziert, um die Integritat der loxP-Sequenzen und der

loxP-FRT-cm-Neo-FRT Kassette (vermittelt die G418-Resistenz) zu gewahrleisten.
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Electroporation in die Selektion positiver Injektion der ES- Blastozystentrans-
murine ES-Zellen und Klone Zellen in fer
Rekombination Blastozysten

Abb.: 6 Ubersicht der notwendigen Schritte zur Erstellung einer KO-Maus, vom fertigen Vektorkonstrukt
bis zum Transfer in Ammenmiitter. (1) Elektroporation des Vektorkonstruktes in murine ES-Zellen.
Rekombination des modifizierten Gens in das Genom der ES-Zellen. (2) Expansion und Selektion positiver Klone,
z.B. durch Southern-Blots und PCR-Screening. (3) Injektion positiver ES-Zellen in Blastozysten. (4) Implantation
der Blastozysten in Ammenmuitter.

Kultivierung, Elektroporation und Selektion embryonaler Stammzellen

Die Elektroporation wurde im Labor der UKE Core Facility ,Transgene Tiere“ unter der
Anleitung von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer durchgefuhrt. Die anschlieRende Kultivierung
wurde von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann, sowie teilweise unter deren
Anleitung durchgefuhrt.

Fur die Elektroporation des Zielvektors wurde die murine, embryonale Stammzelllinie R1
genutzt. Diese Zellen wurden in ES-Medium kultiviert. LIF (Leukemia Inhibitory Factor) wurde
dem Medium zugefligt, um eine Proliferation der ES-Zellen ohne Differenzierung und den
Erhalt der Pluripotenz zu gewahrleisten. Als weiterer Schutz gegen die Differenzierung
erfolgte die Kultivierung auf einer Schicht mitotisch inaktiver embryonaler Mausfibroblasten
(MEFs). Diese Zellen wurden von Dr. Irm Hermans-Borgmeyer (ZMNH; Hamburg) zur
Verfigung gestellt. Zwei Tage vor der Elektroporation wurden die ES-Zellen auf eine mit
mitotisch inaktivierten MEF beschichtete und gelatinierte 10 cm Schale ausgesat. Das
Medium wurde taglich und einmal zusatzlich zwei Stunden vor der Elektroporation erneuert.
Die Zellen wurden abtrypsiniert (0,25% Trypsin/EDTA), mit PBS gewaschen und 10" Zellen
pro Ansatz in 800 ul Elektroporationspuffer gegeben. Die Suspension wurde mit 30 ug des
durch SnaBl linearisierten Zielvektors gemischt, in eine Elektroporationskivette mit 4 mm
Spalt uberfihrt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Zellen wurden elektroporiert (250V
Spannung, max. 500 yF Kapazitat, 5,5-6,5 ms Pulslange), anschlie®end 10 min inkubiert und
wie oben beschrieben auf fiunf 10 cm Schalen ausgesat. Am Tag darauf wurde das Medium
erneuert und die Selektion durch Zugabe von 150-250 pg/ml G418 (Geneticin) begonnen.
Das Selektionsmedium wurde eine Woche lang taglich gewechselt. Am neunten Tag wurden
die Platten mit PBS gewaschen und mit 10 ml PBS uUberschichtet. 300 Kolonien (rund und
mit scharf begrenzter Morphologie) wurden in 96 Well-Platten mit vorgelegtem Trypsin/EDTA
Uberflhrt, vereinzelt und anschliefend in gelatinierte, mit MEF beschichtete 96 Well-Platten

ausgesat. Nach zwei Tagen wurden die Klone 1:4 passagiert. So waren fir jeden Klon
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ausreichend Zellen fur die Praparation der genomischen DNA, als auch flr den
Blastozystentransfer verfugbar.

Zum Einfrieren wurde das Medium gewechselt, die Zellen zwei Stunden spater mit
PBS/EDTA gewaschen und mit je 40 pl 0,25% Trypsin/EDTA vereinzelt. Durch Zugabe von
60 pl Stammzellmedium wurde das Trypsin inhibiert und die Zellen auf Eis abgekuhlt. Nun
wurde zu jedem Well 100 pl 2x Einfriermedium zugegeben und sorgfaltig gemischt. Die

Platten wurden versiegelt und bei -80°C eingefroren.

Herstellung von Sonden fiir Southern-Blots

Nach der homologen Rekombination des Zielkonstruktes in den murinen ES-Zellen, wurden
diese mit dem Aminoglykosid G418 (Geneticin, ein Derivat von Gentamycin) behandelt. Nur
die ES-Zellen, die das transgene Konstrukt tragen, Uberleben im Allgemeinen diese
Selektion. Allerdings lasst sich damit keine Aussage treffen, ob das Konstrukt korrekt
rekombiniert ist (also das Wildtypgen ausgetauscht wurde), oder ob das Konstrukt zufallig ins
Genom integriert wurde. Da nur ca. einer von 1000 G418-resistenten Klonen ein Produkt
eines homologen Rekombinationsereignisses ist*’, wird die ortsspezifische Integration des
Transgens wird durch einen Southern-Blot.

Fur die Sonde wurde ein 500 bp Bereich au3erhalb des 3’-Homologiearms gewahlt. Dieser
Bereich wurde mittels Phusion-Polymerase amplifiziert. Als Template wurde das Ursprungs-
BAC RP23-361F2 verwendet. Das PCR-Produkt wurde nach Herstellerangaben mit dem
CloneJET-Kit (Fermentas) in den Subklonierungsvektor pJET1.2 kloniert, in DH5a
transformiert und auf LB-Agar+Kan ausplattiert. Zwei Klone wurden durch Verdau mit Bglll
und Sequenzierung validiert. Die Plasmid-DNA eines positiven Klons wurde in 3 Ansatzen
verdaut (je 10 pg), die Sonde durch Agarosegelelektrophorese prapariert und die Sonden
aus den Verdaus gepoolt. Die Praparation der genomischen DNA aus den selektionierten
Klonen im 96-Well-Format, sowie das Screening der ES-Klone mittels Southern-Blot wurde

von PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann durchgefuhrt.

Gewinnung von Blastozysten zur ES-Injektion

Schwangere Weibchen wurden an Tag 3,5 p. c. getdtet, der Uterus entnommen und frei
prapariert. Die Uterushérner wurden an ihren Enden aufgeschnitten und die enthaltenen
Blastozysten mit KSOM/HEPES-Medium aus dem Uterus vorsichtig ausgespult. Die
Blastozysten wurden unter Ol in kleinen Tropfen KSOM-Medium bei 37°C und 5% CO, bis

zur weiteren Verwendung inkubiert.
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Injektion von embryonalen Stammzellen in Blastozysten und Transfer der injizierten

Blastozysten in scheinschwangere Ammen

Die Injektion der ES-Zellen in Blastozysten und der Transfern in die Ammenmditter wurde

von Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann durchgefuhrt.

2.2.7.2 Bestatigung der korrekten Integration des elF5a2-loxP-neo-FRT-
loxP Konstruktes
Da kein positiver Klon, nach Elektroporation der ES-Zellen mit dem elF5a2-pWS-TK6-

Konstrukt, identifiziert werden konnte, wurden ES-Zellen mit einem ,gefloxtem* elF5a2-Gen

5'arm 3'arm
(5967 bp) (4230 bp)
— I 1
FRT loxP FRT loxP loxP
Iom G o [ rece e H——0
Exon 1 Exon2+3 Exon 4 +5

Abb.: 7 Darstellung des gefloxten elF5a2-Gens in den IKMC-ES-Zellen™. Gezeigt sind die Exons 1 — 5 und
die integrierte loxP-neo-FRT-loxP-Kassette. Die 5°- und 3’-homologiearme und deren GrdRe sind ebenfalls
angegeben. Entnommen aus dem IKMC-Projektreport ID: 72200; modifiziert.

vom internationalen Knockout-Maus Konsortium (IKMC) erworben.

Diese ES-Zellen waren zu Beginn dieser Arbeit noch nicht verfligbar, erschienen angesichts
der problematischen Identifikation eines positiven Klons aber als gute Alternative flr die
Herstellung einer elF5a2-KO-Maus. Der verwendete Klon (HEPD0734_3_AO07) verfugt Uber
eine loxP-neo-FRT-loxP-Kassette mit einem hBactP-Promotor. In §’-Richtung befindet sich
zudem noch eine lacZ-Kassette unter Kontrolle eines IRES-Promotors. Zwischen Exon 3 und
4 befindet sich die erste loxP-Stelle. Die Aktivitdt der Cre-Rekombinase wirde zu einer

Deletion von Exon 1 und 2 fuhren. Dadurch kdme es zu einem Verlust der 5-UTR

98°C 3 1 5x HF-Puffer 10 pl
98°C 10s 8 10 mM dNTPs 1ul
72°C 15s 8 DMSO 0,05 pli
72°C 4’30s 8 Primer A 2,5l
98°C 10s 30 Primer B 2,5l
66°C 15s 30 gDNA [ca. 200 ng] x pl
72°C 4’30s 30 Polymerase 0,5 pl
72°C 10’ 1 H.O ad. 50 pl
4°C o0 1 Gesamtvolumen 50 pl
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(,untranslatierten Region®), des Startcodons und der Hypusinierungsstelle.

Zu Bestatigung der Integration an der richtigen genomischen Position der loxP-neo-FRT-
loxP-Kassette wurden ,long range PCRs" (LR-PCRs; PCRs, die einen grof’en Bereich
amplifizieren) durchgefthrt. Fir den 3’-Bereich wurden der Universalprimer RAF5 (bindet in
der poly-A-Sequenz der Kassette) und die genspezifischen Primer GR3 und GR4 verwendet.
Diese

binden in 3-Richtung des 3’-Homologiearms. Fir den &-Bereich wurde der 5'-

Universalprimer LAR3 und die genspezifischen Primer GF3 und GF4 verwendet.

2.2.8 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung von Proliferationsassays, mRNA- und Proteinexpressionen,
*H-Spermidineinbau und SA-B-GAL-Versuche wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test mit
der GraphPad Prism 5.01 Software (GraphPad Software) durchgeflhrt. Die statistische
Analyse der immunohistochemischen Farbungen wurden von Prof. Dr. Christian Hagel
(Abteilung fur Neuropathologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Deutschland)
durchgefihrt. Hierfir wurde die SPSS Software (Version 15) verwendet. Alter und
Geschlecht der Patienten, Tumortyp (Astrozytom gegen Oligodendrogliom) Tumorgrad und
Intensitat der immnunohistochemischen Farbung wurden in Korrelation zueinander gesetzt.
Die Abschatzung einer Korrelation der metrischen Variablen wurde nach Pearson analysiert,

wobei der Kendall-Tau-b Test verwendet wurde.
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3

Ergebnisse

Ergebnisse, die von Kooperationspartnern erbracht wurde, sind in der Darstellung der Daten

als solche gekennzeichnet.

55

Die Praparation, Kultivierung und Selektion von murinen ES-Zellen, die Praparation von
gDNA aus ES-Zellen, die Aufreinigung von Southern-Blot-Sonden, sowie die
Durchfiihrung der Southern-Blots, Injektionen von ES-Zellen in Blastozysten und die
Implantation der befruchteten Eizellen in scheinschwangere Ammenmdutter wurden von
PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann in der UKE Core Facility

»1ransgene Tiere“ durchgefuhrt.

Die Bestimmung der Expression von elF-5A, -A2, DHS wund DOHH in
Mikrogewebsschnitten (tissue microarrays; TMAs) von Gliompatienten und in nicht-
malignen Hirngewebsschnitten mittels Immunohistochemie (IHC) wurde durchgefihrt
von Prof. Dr. Christian Hagel (Abteilung fir Neuropathologie, Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf, Deutschland).
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Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Rolle des eukaryotischen Initiationsfaktors 5A und der
hypusinbildenden Enzyme DHS und DOHH in Glioblastomen untersucht werden. Der Effekt
von inhibierter DHS in Glioblastomzellen wird in vitro und in vivo analysiert, um die DHS-
Inhibierung als eine mogliche therapeutische Option zu evaluieren.

Die zweite Isoform von elF-5A, mit der Bezeichnung elF-5A2, ist bereits in anderen
Krebsentitaten als pradiktiver und tumorférdernder Faktor beschrieben worden. Da aber die
genaue Rolle von elF-5A2 sowohl in malignen, als auch in gesunden Geweben noch
weitgehend unbekannt ist, soll ein Zielvektor zur Generierung einer konditionalen elF5a2-
-Knockout* Maus hergestellt werden, mit der sich die Funktion dieses Proteins gewebs- und

zeitspezifisch untersuchen lasst.

3.1 Expression von elF-5A, -A2 und den hypusinbildenden
Enzymen DHS&DOHH in vivo und in vitro

3.1.1 elF5-A1, -A2, DHS und DOHH-Status in Tumorproben von
Gliompatienten

Mittels Immunohistochemie (IHC) wurden Mikrogewebeschnitte von 30 pilozytischen
Astrozytomen (WHO Grad [), 30 diffusen Astrozytomen (WHO Grad Il), 27 anaplastischen
Astrozytomen (WHO Grad lll), 28 Oligodendrogliomen (WHO Grad Il), 28 anaplastischen
Oligodendrogliomen (WHO Grad Ill) und 30 Glioblastomen (WHO Grad V) auf die
Expression von elF-5A, -A2 und den hypusinbildenden Enzymen DHS und DOHH
untersucht. Eine erhdhte Expression von elF-5A im Vergleich zu Normalhirn wurde in allen
Tumoren gefunden, unabhangig von ihrer Graduierung. elF-5A2 konnte hingegen nur in
einem Tumor detektiert werden. Interessanterweise war die Expression von DHS und DOHH
in Glioblastomen signifikant héher als in Gliomen mit Grad | — Ill (siehe Abb.: 9A und B). Um
die Expression im Normalhirn abschatzen zu kénnen, wurden Hirngewebeschnitte von zwei
post-mortem Spendern fir die IHC verwendet (I: weiblich, 25 Jahre alt: Frontal-, Temporal-
und Okzipitallappen, Thalamus, Basaganglien, Pons, Hirnstamm, Cerebellum, Hypophyse
und Dura Mater; Il: mannlich, 89 Jahre alt: Frontal- und Temporallappen, Pons und
Cerebellum). Als weitere Negativkontrolle wurde ein Hirn-TMA mit neurodegenerativen,
nicht-neoplastischen Veranderungen (Spender weiblich, 67 Jahre alt) verwendet. Hier zeigte
sich, dass die Immunfarbung gegen DOHH eine Markierung von Astrozyten, Neuronen,
Oligodendroglia, Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen von Blutgefallen und

Hypophysengewebe zur Folge hatte. Immunfarbungen der anderen drei Proteine hingegen
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farbten Astrozyten im Allgemeinen nicht an. Eine DHS-Expression konnte in Neuronen,

Ependymzellen, Fibroblasten und Zellen der Hypophyse nachgewiesen werden. elF-5A

57

nicht-neoplastisches

A Hirngewebe
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Abb.: 8 elF-5A, -A2, DHS und DOHH-Level in Gliompatientenproben unterschiedlicher Graduierung und in
nicht-neoplastischen Hirngeweben. (A) Eine starke Expression von DOHH, DHS und elF-5A konnte in
Astrozytomen und Glioblastomen immunohistochemisch nachgewiesen werden. Eine Expression von elF-5A2
konnte nicht detektiert werden. (B) Die DHS- und DOHH - Expression korreliert signifikant mit dem Tumorgrad (*:
P < 0,01 und **: P < 0,001; zweiseitige, nichtparametrische Kendall's Tau Korrelation); (C) In normalem
Hirngewebe werden hauptsachlich Neurone (siehe Pfeile), z. B. Pyramidalzellen im Cortex (linke Spalte) oder im
Hirnstamm (rechte Spalte, Pfeile zeigen auf Neuronen der Nuclei arcuati) fir die Expression von elF-5A, -A2 oder
der hypusinbildenden Enzyme angefarbt. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 ym.
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wurde ebenfalls in Neuronen, Ependymzellen und in Hypophysegewebe detektiert.
Zusatzlich detektiert wurde eine Expression in Meningothelzellen, im Plexus choroideus und
in einigen reaktiven Astrozyten. Die Isoform elF-5A2 war in Neuronen, Ependym- und
Meningothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen und der Hypophysezellen prasent. Die
IHC der TMAs und Gewebsschnitte wurde in der Neuropathologie des Uniklinikums
Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Die Auswertung und Quantifizierung der Expression

wurde von Prof. Christian Hagel, Neuropathologe, durchgeftuhrt.
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3.1.2 Expression von elF-5A und den hypusinbildenden Enzymen in G55T2
und U87-MG Zellen

Um ein in vitro Modell fur die weitere Charakterisierung der Hypusinmodifikation in Gliomen
zu etablieren, wurde die Expression von elF-5A, DHS und DOHH in verschiedenen Zelllinien
analysiert. Die Bestimmung der mRNA-Level in U87-MG- und G55T2-Zellen zeigte eine
Uberexpression von elF-5A (45-fach in G55T2-Zellen und 8-fach in U87-MG-Zellen), DHS
(11-fach in G55T2-Zellen und 5-fach in U87-MG-Zellen) und DOHH (45-fach in G55T2-Zellen
und 17-fach in U87-MG-Zellen), verglichen mit primaren humanen Astrozyten (Abb.: 9A).

Eine Uberexpression von elF-5A2 (6-fach) wurde ebenfalls in G55T2-Zellen gefunden,
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Abb.: 9 elF-5A und die hypusinbildenden Enzyme sind in den GBM-Zelllinien G55T2 und U87-MG
tiberexpimiert. (A) Die Expression der mRNA von elF-5A, -A2, DHS und DOHH wurden mittels gPCR analysiert
und mit der Expression in primaren Astrozyten (NHAs) verglichen (Mittelwert £+ SD, n = 3; *: P < 0.05; **: P
<0.001). SYBR green Ct-Werte wurden gegen die GAPDH Expression normalisiert und mit der 2”2CT Methode
ausgewertet.(B) Die Uberexpression von elF-5A, DHS und DOHH wurde durch Immunoblots mit Zelllysaten (je 30
ug) bestatigt.

jedoch nicht in U87-MG. Generell war die Uberexpression der vier analysierten mRNAs in
U87-MG-Zellen nicht so ausgepragt, aber statistisch signifikant. Diese Ergebnisse wurde auf
Proteinebene weitgehend bestatig, wobei hier, im Gegensatz zu den qPCR-Ergebnissen die
DOHH-Expression in den U87-MG-Zellen hoher ist als in den G55T2 (Abb.: 9B).
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3.2 Der Effekt verminderter Hypusinierung auf Glioblastomzellen

in vitro

3.2.1 Nachweis der DHS-Inhibition durch GC7 in U87-MG und G55T2-Zellen

Basierend auf der signifikanten Uberexpression der hypusinassoziierten Enzyme in Gliomen
und Glioblastomzellen stellte sich die Frage, ob Hypusinierungsinhibitoren (HI) in der Lage
sind die Proliferation von Glioblastomzellen in vifro zu hemmen. In einer ersten Reihe von
Experimenten konnte die Hemmung der DHS durch den etablierten Inhibitor GC7'? in GBM-
Zellen nachgewiesen werden. Hierfir wurden 2D-Western Blots gegen elF-5A und °H-
Spermidineinbau-Versuche durchgefiuihrt. Hypusiniertes und nicht-modifiziertes elF-5A
kénnen mit einem 2D-Western-Blot unterschieden werden, da sich die beiden Formen in
ihrem isoelektrischen Punkt unterscheiden. Die nicht-hypusinierte Form hat einen saureren
isoelektrischen Punkt (pl 5,2 im Gegensatz zur modifizierten Form mit pl 5,5). In U87-MG-
und G55T2-Zellen liegt elF-5A in gréltenteils hypusinierter Form vor, zu erkennen anhand

des einzelnen Proteinspots (Abb.: 10A). Die Hypusinierung konnte durch GC7, ein
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Abb.: 10 Der Effekt der DHS-Inhibition auf die Hypusinsynthese. (A) Zellen wurden mit 50 yM GC7 fir 48
Stunden inkubiert. Der Effekt von GC7 auf die Hypusinierung von elF-5A wurde durch eine Veranderung des pl
von elF-5A ermittelt. Diese Veranderung wurde anhand eines 2D-Immunoblots mit einem Antikdrper gegen elF-5A
sichtbar gemacht (25 yg Proteinlysat, erste Dimension pH 4 — 7). (B) Um die reduzierte Hypusinierung zu
bestatigen, wurden G55T2- und U87-MG-Zellen mit 50 M GC7 und 25 uCi *H-Spermidin fiir zwei Tage inkubiert.
200 pg Gesamtprotein wurde mit 10% TCA gefallt und Uberschiissige Radioaktivitdt durch Waschen entfernt. Das
Proteinpellet wurde in 1N NaOH geldst und die Aktivitat (in Ereignisse pro Minute, CPM) des *H, gebunden in
Hypusin, bestimmt (**: P < 0,001).

kompetetives Spermidinanalogon, welches das aktive Zentrum der DHS blockiert, inhibiert
werden. Dies ist anhand des zweiten, saureren Proteinspots in 2D-Western-Blots der
behandelten Zellen zu erkennen. Mit dieser Methode wurde ein 50%iger Rickgang des
modifizierten elF-5A in G55T2-Zellen und eine 90%ige Abnahme in U87-MG-Zellen gezeigt.
Diese Ergebnisse wurden durch Analyse des *H-Spermidin Einbaus validiert. Da elF-5A das

einzig bekannte Protein ist, welches Spermidin inkorporiert, kann anhand des
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Spermidineinbaus auf die Aktivitdt der DHS geschlossen werden, welche diesen Einbau
katalysiert. Wie in Abb.: 10B dargestellt ist, zeigte sich ein 40% - 50%iger Riickgang in der
Hypusinierung innerhalb von 48h unter GC7-Behandlung, womit die DHS-Inhibition in dem

gewahlten zellularen Modell und der verwendeten Konzentration bestéatigt wurde.

3.2.2 Die pharmakologische Inhibierung von DHS durch GC7 zeigt einen
antiproliverativen Effekt in vitro

Die Inhibierung der DHS mit verschiedenen Konzentrationen an GC7 zeigte eine
dosisabhangigen, antiproliferativen Effekt in GBM-Zellen (Abb.: 11). Der Effekt war bereits
nach 48 Stunden zu bemerken. Nach 72 Stunden zeigten 10 uM GC7 keinen Effekt, 50 yM

Astrozyten G55T2 u87-MG
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Abb.: 11 Der Effekt von GC7 auf die Proliferation von NHAs und Glioblastomlinien. Normale humane
Astrozyten, G55T2- und U87-MG-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit den angegebenen Konzentrationen GC7
behandelt. Viable Zellen wurden mittels Tryphanblauausschluss gezahlt und als relativer Wert zur Mock-Kontrolle
dargestellt (Mittelwert £SD, n = 6). Zellzahlen, die signifikant von den Kontrollwerten abweichen sind mit einem

Asterisk markiert (*: P <0,05; **: P <0,001).

eine Reduktion der Proliferation um 50% und ca. 45% - 75%. Der Effekt auf die beiden
Zelllinien war hierbei annahernd gleich. Interessanterweise zeigten normale humane
Astrozyten (NHA) keine signifikante Reduktion der Proliferation innerhalb von 72 Stunden.
Der grofte Effekt war bei 100 uM GC7 mit einer Reduktion der Proliferation auf 73% im
Vergleich zu Kontrollzellen zu beobachten. Die Behandlung der GBM-Zellen zeigte keinen
Effekt auf die sub-G; Fraktion von Pl-gefarbten Zellen (sowohl in behandelten und
unbehandelten Zellpopulationen >5%), und keinen Anstieg von Caspase-3 positiven Zellen
(Abb.: 12A und B). Auch die TUNEL-Farbung zeigte keine Zunahme apoptotischer Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (Abb.: 12C). Als Positivkontrolle wurden G55T2 und U87-MG Zellen
mit 0,5 uM Doxorubicin behandelt. Dieses Zytostatikum interkaliert in DNA und flhrt zu
Apoptose.
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Die mikroskopische Beobachtung der mit GC7 behandelten Zellen, zeigte sowohl in den

U87-MG, als auch in den G55T2 morphologische Veranderungen. Nach ca. 72h begann eine
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Abb.: 12 Analyse von Apoptosemerkmalen und Morphologie nach GC7-Behandlung. (A) U87-MG- und
G55T2-Zellen wurden mit 50 uM GC7 (schwarzer Bereich) oder H,O (gepunkteter Bereich) fiir 72 Stunden
behandelt, in 70% Ethanol fixiert und mit Pl gefarbt. Apoptotische/nekrotische (sub-G1) Populationen wurden
mittels FACS bestimmt. (B) U87-MG- und G55T2-Zellen wurden mit 50 yM GC7 (grauer Bereich) oder H>O
(gestrichelter Bereich) flir 72 Stunden behandelt und mit einem Antikérper gegen aktive Caspase3 oder einer
Isotypkontrolle (gepunkteter Bereich) angefarbt, um eine GC7-induzierte Apoptose nachzuweisen. (C) U87-MG-
und G55T2-Zellen wurden mit 50 yM GC7, 0,5 uM Doxorubicin oder einem entsprechenden Volumen DMSO
(mock) behandelt. AnschlieBend wurden apoptoseinduzierte DNA-Einzelstrangbriiche mittels eines TUNEL-Assay
angefarbt (rote Zellen). Zellkerne wurden mit Hdmalaun gegengefarbt (lila). Der Malistabsbalken reprasentiert
100 um. (D) Mikrofotografien von Kontroll- und GC7 behandelten U87-MG- und G55T2-Zellen nach fiinf Tagen
Behandlung. Die Aufnahmen wurden bei 100-facher VergréRerung aufgenommen. Beispielhafte morphologische
Veranderungen sind durch Pfeile markiert. Der Mal3stabsbalken repréasentiert 20 um.
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groRere Zahl der U87-MG-Zellen sich abzuflachen und zu vergréliern (,Spiegelei“-Form;
assoziiert mit zelluldrer Seneszenz). Im Gegensatz dazu wiesen die G55T2 diese
Morphologie nicht auf. Hier fanden sich hingegen viele Zellen, die eine ovale bis kugelige

Form aufwiesen und dabei eine Vielzahl vesikelartiger Strukturen bildeten (Abb.: 12D).

3.2.3 Die shRNA-vermittelte Herunterregulation von DHS und elF-5A fiihrt zu
einer verminderten Proliferation in vitro

Da GC7 ein Polyaminanalog ist, kann es zu physiologischen Verdnderungen fuhren, die
nicht auf eine verminderte Hypusinierung zurickzufihren sind. Um die Ausmalle dieser
Nebenwirkungen zu evaluieren, wurden jeweils DHS und elF-5A durch lentivirale Expression
von shRNAs herunterreguliert. Ein Gemisch aus vier verschiedenen shRNA-Vektoren konnte
die Expression der DHS in U87-MG und G55T2-Zellen signifikant reduzieren. Dies wurde auf
mRNA-Ebene mittels qPCR und auf Proteinebene durch Immunoblotting nachgewiesen
(Abb.: 13A und B). Auf mRNA-Ebene konnte fur beide Zelllinien eine Herunterregulierung um
80% - 90% nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war die Reduktion des DHS-
Proteinlevels in den U87-MG Zellen sehr viel ausgepragter, als in G55T2-Zellen. Dies ist
maoglicherweise mit den unterschiedlichen Expressionsniveaus in den beiden Linien zu
erklaren. Analog zur Behandlung mit GC7 werden die U87-MG flacher und breiten sich aus.
Die G55T2 verlieren teilweise ihre dreieckige bis spindelartige Form, sie scheinen kleiner
und abgerundeter zu sein (Abb.: 13C). In beiden Linien ist der Effekt aber nicht so
ausgepragt, wie bei der Behandlung mit GC7. Wie erwartet fihrte die Herunterregulierung
der DHS zu einer signifikant verminderten Proliferation auf 30% in U87-MG (P < 0,001) und
45% in G55T2-Zellen (P <0,001), verglichen mit Zellen, die mit einer Kontroll-shRNA
transduziert wurden (Abb.: 13D). Die Herunterregulierung von elF-5A mit vier verschiedenen
shRNAs flhrte zu einer mafligen bis starken (U87-MG), bzw. geringen bis maRigen (G55T2)
Reduktion des elF-5A Proteinlevels (Abb.: 13E). Beide U87-MG-Linien (mit maRiger und
starker Herunterregulation von elF-5A) zeigten eine signifikant reduzierte Proliferation nach
funf Tagen im Vergleich zu Kontrollzellen. Die Herunterregulation in G55T2-Linien hingegen

reichte nicht aus, um einen Effekt auf die Proliferation zu induzieren (Abb.: 13F).
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Abb.: 13 Reduzierung der DHS-Expression in G55T2- und U87-MG-Zelle mittels shRNA. GBM-Zelllinien
wurden mit einer Kontroll-shRNA oder einem Gemisch aus finf anti-DHS-shRNAs lentiviral transduziert. (A) Die
Expression von DHS wurde auf mRNA-Ebene mittels qPCRs Uberprift (Mittelwert £ SD, n = 3; **: P <0.001).
SYBR green Ct-Werte wurden gegen die GAPDH Expression normalisiert. (B) Die DHS-Expression auf
Proteinebene wurde mittels Immunoblotting Gberprift (30 ug Proteinlysat; ctrl = Kontroll-shRNA, DHS-sh = DHS-
shRNA-Pool). Als Ladekontrolle diente die Expression von B-Tubulin. (C) Mikrofotografie der transduzierten
Glioblastomazellen bei 100-facher VergréRerung. Der Malistabsbalken reprasentiert 100 um. (D) Proliferation der
transduzierten GBM-Zellen nach 72 Stunden. Die Anzahl viabler Zellen wurde durch Tryphanblauausschluss
bestimmt (n = 3; **: P < 0,001). (E) Verringerte elF-5A-Expression durch lentiviralen Transduktion von shRNAs
fuhrt zu einer maRigen (U87-MG) oder keiner Reduktion (G55T2) der Proliferation. Immunoblots gegen elF-5A
und p-Tubulin als Ladekontrolle mit Proteinlysaten (je 30 pg) aus shRNA-transduzierten GBM-Zellen. (F) Die
Proliferation der transduzierten Zellen wurde Uber einen Zeitraum von finf Tagen gemessen. Die Zellzahl wurde
alle 24 Stunden mittels Tryphanblauausschluss bestimmt (n = 3; *: P < 0,05).
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3.2.4 Mit GC7 behandelte U87-MG-Zellen gehen in einen p21-abhéangigen,
Zellzyklusarrest und zeigen Anzeichen einer zellularen Seneszenz
Die Morphologie der U87-MG unter GC7 entsprach einer, fir die zelluldare Seneszenz

beschriebenen Morphologie. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurde zunachst der
Zellzyklus der behandelten GBM-Zelllinien analysiert. Die Inhibierung der DHS durch GC7
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Abb.: 14 GC7-induzierter Zellzyklusarrest und hochregulation von p21 und verminderte Phosphorylierung
von AKT. (A) Die GC7-Behandlung von U87-MG- und G55T2-Zellen fiihrte zu einem héheren Anteil von Zellen in
der G4-Phase des Zellzyklus. Die Verteilung der Zellzyklusphase wurde durch DNA-Farbung mit Pl bestimmt und
mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen. (B) GBM-Zellen wurden in Duplikaten mit 100 yM GC7, bzw. DMSO
als Negativkontrolle behandelt. Die Expression von p53, p21 und AKT, sowie die Phosphorylierung von AKT
wurden mittels Immunoblotting densiometrisch bestimmt (n = 2; *: P < 0,05). Als Ladekontrolle wurde B-Tubulin
verwendet.
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fuhrte in U87-MG-Zellen zu einem Anstieg der Zellen in der G4-Phase des Zellzyklus,
wahrend weniger Zellen in S- und G,-Phase zu finden waren (Abb.: 14A). G55T2-Zellen
zeigten ebenfalls mehr Zellen in der G4-Phase, allerdings weniger ausgepragt. Einer der
Hauptsignalwege, der letztendlich in zelluldrer Seneszenz resultiert, ist p53- und p21-
abhangig. Der Einfluss der DHS-Inhibition auf diesen Signalweg wurde mittels Western-blot-
Analyse untersucht (Abb.: 14B). Hier zeigte sich, dass eine GC7-Behandlung zu einem
Anstieg der p53-Expression in G55T2-Zellen fihrte. Die p53-Expression in U87-MG blieb auf
unverandert niedrigem Niveau. Demgegeniber stieg die p21-Expression in GC7-
behandelten U87-MG-Zellen stark an (etwa um das 15-fache) wahrend in G55T2 kein p21
detektiert werden konnte. Der Anstieg der p21-Expression wurde begleitet von einer
verminderten Phosphorylierung des AKT-Proteins um 70%. G55T2-Zellen zeigte auch hier
keine Veranderung durch GC7-Behandlung.

Als Goldstandardmarker flr die zellulare Seneszenz gilt der SA-p-Gal-Assay. Hierbei wird die
Aktivitat der lysosomalen p-Galactosidase, die wahrend der Seneszenz akkumuliert, durch
Umsatz von X-Gal als blaue Farbung sichtbar gemacht. Auch hier ergab sich ein Unterschied
zwischen den beiden GBM-Linien. Die G55T2 zeigten weder mit noch ohne GC7 eine SA-3-
Gal Farbung. Die U87-MG-Zellen dagegen hatten unbehandelt einen Anteil von ca. 2,5-5%
SA-B-Gal*. Nach einer 72-stiindigen Behandlung mit 100 uM GC7 war dieser Anteil auf 50%
angestiegen (Abb.: 15).
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Abb.: 15 Die Behandlung von GBM-Zellen mit GC7 fiihrt zu einer erhohten Expression der SA-f-
Galaktosidase in U87-MG-, aber nicht in G55T2-Zellen. (A) Die Aktivitdit von seneszenzassoziierter
lysosomaler B-Galaktosidase in GC7-behandelten und Kontrollzellen wurde durch einen SA-B-Gal-Assay ermittelt.
(B) Der Anteil blau gefarbter Zellen wurde mikroskopisch bei 100-facher Vergroferung ausgezahlt (Triplikate, 200
Zellen pro Well wurden gezahlt, **: P < 0,001). Der MaRstabsbalken reprasentiert 100 pym.

66



Ergebnisse 67

3.2.5 Die Wiederherstellung von p53"' ermdglicht eine zellulire Seneszenz
nach DHS-Inhibition in G55T2-Zellen

Um die Rolle von p53 in der hypusinabhangigen Induktion der Seneszenz weiter zu
analysieren, wurde p53 (,Wildtyp-p53“) in G55T2-Zellen exprimiert. Als Kontrolle diente der
entsprechende Leervektor. Die Multiplizitat der Infektion (MOI) wurde so gewahlt, dass eine
Transduktionsrate von 50% erreicht wurde. Wie in Abb.: 16A dargestellt ist, wurde sowohl
bei Kontroll-, als auch bei p53*-Zellen eine zu ca. 50% transduzierte Population erreicht.
Diese Population blieb im Falle der Kontrollzellen Uber mindestens acht Tage stabil,
wohingegen die p53*“'-Population innerhalb von acht Tagen unter 10% fiel. 2, 4 und 8 Tage
post-Transduktion wurde zudem die PI-Gangigkeit der Zellen analysiert, um ihre Viabilitat zu
bestimmen. Die Transduktion der Zellen mit p53" filhrte zu einem Anstieg der PI*-Zellen von
ca. 5% auf 26%. Bei den Kontrollzellen hingegen schwankte dieser Wert zwischen 1,5% und
7,5% (Abb.: 16B). Dies deutet stark auf eine p53-Sensitivitdt der G55T2-Zellen hin. Die
Behandlung der transduzierten Zellen mit 100 yM GC7 fur 72 Stunden (beginnend 24
Stunden nach der Transduktion) fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Zahl seneszenter
Zellen gegenlber Kontroll-/unbehandelten (P < 0,001) Zellen, bzw. Kontrollzellen, die mit
GC7 behandelt wurden (P < 0,01, siehe Abb.: 16C). Zellen, die unbehandelt belassen
wurden, aber mit p53Wt transduziert waren, wiesen ebenfalls eine Rate seneszenter Zellen
auf, jedoch signifikant weniger, als unter GC7-Behandlung (P < 0,01). Wie bereits in U87-MG
Zellen beobachtet werden konnte, ging die GC7-Behandlung in den p53“-Zellen mit einer
Hochregulation von p21 einher, wahrend die p21-Expression in Kontrollzellen mit Leervektor
gering blieb (Abb.: 16D). Wie zuvor konnte ebenfalls eine reduzierte Phosphorylierung von

AKT nachgewiesen werden.
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Abb.: 16 Die Wiederherstellung von p53 in G55T2-Zellen fiihrt zu einer vermehrten zelluldren Seneszenz
durch DHS-Inhibition. (A) G55T2-Populationen (mit einem Leervektor oder p53" transduziert) wurden mittels
FACS 4 und 8 Tage nach der Transduktion auf die Expression des transduzierten Markergens hin untersucht. (B)
Die PI-Gangigkeit von wt- oder p53“’t-transduzierten Zellen als Anhaltspunkt fiir eine stattfindende Apoptose
wurde mittels FACS-Analyse ermittelt. Die Analyse erfolgte 2, 4 und 8 Tage nach der Transduktion. (C) Die
Aktivitdat der SA-B-Galactosidase wurde in GC7-behandelten und unbehandelten G55T2-Zellen bestimmt. Der
Anteil blau gefarbter Zellen wurde mikroskopisch bei 100-facher Vergréfierung ausgezahlt (Triplikate, 200 Zellen
pro Well wurden gezahlt). (D) Die Expression von p21"#™"“P"  phospho-AKT, AKT und p-Tubulin in GC7-
behandelten G55T2-Zellen +/- p53" wurde mittels Immunoblot bestimmt.
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3.2.6 Die gleichzeitige Behandlung von Glioblastomzellen mit TMZ/BCNU und
GC7 hat einen additiven antiproliferativen Effekt

Alkylantien, wie TMZ und BCNU, werden Klinisch fir die adjuvante und palliative Behandlung

von Glioblastomen eingesetzt®®’. Dies spiegelt sich in der Anfalligkeit von U87-MG- und

G55T2-Zellen gegeniber Alkylantien wieder. Beide Zelllinien zeigten eine dosisabhangige

Reduktion der Proliferation, mit Ausnahme der U87-MG bei 150 yM TMZ (Abb.: 17). Beide

Zelllinien reagierten ahnlich auf BCNU und zeigten eine um mehr als 50%ige Reduktion des
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Abb.: 17 Der Effekt von Temozolomid und BCNU auf die Proliferation der verwendeten Glioblastomlinien
(A) G55T2- und U87-MG-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit TMZ (150 yM und 200 pyM) bzw. BCNU (10 yM und
50 yM) behandelt. Die Anzahl viabler Zellen, relativ. zu unbehandelten Zellen, wurde durch
Tryphanblauausschluss und Zellzahlung ermittelt (n = 3; *: P < 0.05; **: P < 0.001). (B) Untersuchung des
direkten Effektes von alkylierenden Medikamenten auf die Synthese von hypusiniertem elF-5A. GBM-Zellen
wurden mit den angegebenen Konzentrationen an TMZ oder BCNU fir 72 Stunden inkubiert und der

Hypusinstatus von elF-5A durch einen 2D-Immunoblot ermittelt. Als Positivkontrolle fir unhypusiniertes elF-5A
wurden GBM-Zellen mit GC7 behandelt.

Wachstums innerhalb von 72 Stunden unter Behandlung mit 50 yM, verglichen mit
unbehandelten Zellen. Im Gegensatz dazu waren G55T2-Zellen empfindlicher gegen TMZ.
Nach Zugabe von 150 yM oder 200 yM TMZ verminderte sich ihre Proliferationsrate
innerhalb von 72 Stunden um 50% - 60%. Im Gegensatz dazu zeigten 150 yM TMZ bei den
U87-MG-Zellen eher einen wachstumsfordernden Effekt. 200 yM TMZ flhrte zu einer

geringen Reduktion des Wachstums auf ca. 70% des Kontrollwertes.
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Um einen moglichen Effekt der alkylierenden Medikamente auf den Hypusinsyntheseweg
auszuschlielRen, wurde der Hypusinstatus von Zellen analysiert, die mit 150 yM TMZ oder
20 yM BCNU behandelt wurden. Als Kontrollgruppe dienten Zellen, die mit GC7 inkubiert
wurden. Wie oben beschrieben, resultiert die DHS-Inhibition in einer Akkumulation von
unhypusiniertem elF-5A. Wie in Abb.: 17B zu sehen ist, hatten TMZ und BCNU keinen
vergleichbaren Effekt und es war keine Akkumulation von nicht-modifiziertem elF-5A zu
beobachten. Allerdings war ein schwacher, basischerer Proteinspot unbekannten Ursprungs
zu erkennen.

Eine gleichzeitige Behandlung von G55T2-Zellen mit 150 yM TMZ und 10 yM GC7
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Abb.: 18 Die kombinierte Behandlung von Glioblastomzellen mit alkylierenden Substanzen und GC7 hat
einen additiven, antiproliferativen Effekt. (A) GBM-Zellen wurden fiir 72 Stunden mit TMZ/BCNU alleine oder
zusammen mit zwei verschiedenen Konzentrationen GC7 behandelt. Der Effekt auf die Proliferation wurde durch
Zellzahlung bestimmt. Signifikante Unterschiede zu den, nur mit TMZ/BCNU behandelten Zellen sind mit einem
Asterisk markiert (n = 3; **: P < 0,001). (B) Der Einfluss BCNU als alkylierendes Medikament alleine und in
Kombination mit GC7 auf den Zellzyklus von U87-MG und G55T2-Zellen, wurde durch PI-Farbung und
anschlieRende FACS-Analyse erfasst. Als Negativkontrolle diente das L6ésungsmittel.
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resultierte nicht in einem verbessertem antiproliferativen Effekt innerhalb von 72 Stunden.
Aber die Zugabe von 50 yM GC7 fluhrte zu einer signifikant (P < 0,001) reduzierten Zellzahl
(28%) verglichen mit Zellen, die nur mit TMZ behandelt wurden (Abb.: 18A). Die Behandlung
mit 20 yM BCNU und 50 uM GC7 hatte einen vergleichbaren Effekt, mit einer Reduktion der
Proliferation auf 44%, verglichen mit Zellen, die nur mit 20 yM BCNU behandelt wurden
(P < 0,001). Die Reaktion der U87-MG-Zellen war etwas abweichend, mit einer Zellzahl von
70% (gleichzeitige Behandlung mit 20 uM BCNU und 10 yM GC7; P < 0,05) und 50% (20 uM
BCNU und 50 yM GC7; P <0,001) verglichen mit der BCNU-Einzelbehandlung. Die
gleichzeitige Behandlung mit TMZ und GC7 ergab einen starkeren, mit den G55T2-Zellen
vergleichbaren, antiproliferativen Effekt (56% mit 10 uM GC7; P < 0,05 und 34% mit 50 uM
GC7; P <0,001).
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Abb.: 19 Bestimmung viabler, apoptotischer und toter GBM-Zellen nach Behandlung mit TMZ und GC7.
U87-MG und G55T2-Zellen wurden fur 72 Stunden mit TMZ oder GC7 alleine oder in Kombination behandelt.
Eine Induktion von Apoptose und Zelltod wurde durch die Anfarbung von Annexin-V auf der ZellauRenseite, bzw.
Aufnahme von Pl in die Zellen per FACS bestimmt (n = 2; keine statistischen Signifikanzen). Als Kontrolle dienten
Zellen, die nur mit DMSO behandelt wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit fihrte die Behandlung der GBM-Zellen zu einem G,-M-Arrest mit
einem geringen Anstieg der sub-G, — Population (letzteres nur bei der Behandlung mit
BCNU). Auch eine Akkumulation von hyperploiden Zellen (>4n) war zu beobachten Abb.:
18B. Diese Daten stimmen mit vorherigen Ergebnissen {iberein'*®'*°. Da die DHS-Inhibition
zu einem Anstieg der G4-Population und die Behandlung mit TMZ/BCNU zu einem Gy-M-
Arrest und der Akkumulation von hyperploiden Zellen flhrt, resultierte die
Kombinationsbehandlung von GC7 und Alkylantien in einem entsprechend gemischten
Phanotyp. Die Kombinationsbehandlung von U87-MG-Zellen flhrte, wie die
Einzelbehandlung mit BCNU, zu einem Anstieg der G,-M- und >4n-Population. Nur der
Anstieg der sub-G4-Population fiel geringer aus. Auch die Gs-Population war groR3er, als in
der Einzelbehandlung, was den Effekt des GC7 wiederspiegelt. Die Behandlung mit TMZ
und GC7 erzeugte einen vergleichbaren Effekt auf den Zellzyklus. Allerdings fiel hier die
Akkumulation der G,-M- und >4n-Populationen deutlich geringer aus, als in der TMZ-

Einzelbehandlung.
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3.2.7 GC7 und TMZ haben keinen proapoptotischen Effekt in den verwendeten
Zellmodellen
Obwohl GC7 alleine nicht in der Lage war, Apoptose in den verwendeten GBM-Zellen zu
induzieren, kann eine mdgliche proapoptotische Wirkung unter Stressbedingungen, wie der
Behandlung mit Alkylantien, nicht ausgeschlossen werden. Mittels Annexin-V/PI-Farbung
lassen sich apoptotische, bereits tote und viable Zellen voneinander unterscheiden. In den
p53" U87-MG-Zellen filhrte sowohl die Behandlung mit TMZ, als auch GC7, sowie die
Kombination zu einem geringen, nicht signifikanten (P > 0,05) Anstieg der Apoptoserate von
3% auf 5 — 6% (Abb.: 19A). Der Anteil Pl*-Zellen blieb unverdndert, auRer in der
Kombination. Hier sank er von 6% auf 4,9% (nicht signifikant; P > 0,05). Bei den p53”-
negativen G55T2-Zellen zeigte sich keine Veranderung der Apoptoserate (Abb.: 19B). Sie
lag in allen Fallen bei ca. 2 - 3%. Der Anteil toter Zellen stieg interessanterweise durch
Behandlung mit TMZ (unabhangig von GC7) von durchschnittlich 12% auf 30% (aufgrund
der Streuung allerdings nicht statistisch signifikant). Durch die alleinige Behandlung mit GC7
verringerte sich der Anteil toter Zellen auf durchschnittlich 4,25% (P > 0,05). Eine signifikante
Apoptoseinduktion durch GC7, TMZ oder eine Kombination beider Substanzen konnte somit

nicht bestatigt werden.

3.2.8 Der Effekt von GC7 in einem in vivo Xenograft Mausmodell

Zur Untersuchung des Effektes von GC7 auf Glioblastomzellen in vivo sollte zunachst in
einem subkutanen Xenograftmodell eine Abschatzung der vertraglichen GC7-Dosis und die
Wirkung auf Tumorzellen und Organismus vorgenommen werden fir eine Ubersicht siehe
Abb.: 20A). G55T2-Zellen wurden dorsal, subkutan in 13 immunkompromitierte NSG-Mause
injiziert. Das Korpergewicht und der Allgemeinzustand der Tiere wurden alle zwei Tage
Uberprift. Das Auftreten von soliden Tumoren wurde durch Abtasten ebenfalls beobachtet.
Nach 6 Tagen konnte bei 12 Tieren (92%) ein Tumorwachstum festgestellt werden. Drei der
Tiere wiesen, verglichen mit den restlichen Tieren, Tumore mit einer hdheren
Wachstumsrate auf. Nach 9 Tagen hatten die Tumore in diesen Tieren bereits einen
Durchmesser von > 2 mm und die Behandlung mit GC7 (0,1 mg/Tier) wurde begonnen. Die
Behandlung der restlichen 9 Tiere wurde 10 Tage post-Injektion gestartet (PBS, 0,15 mg und
0,2 mg), da die Tumore dann ebenfalls eine ausreichende Grofle erreicht hatten. Die
Behandlung mit GC7 wurde taglich Uber einen Zeitraum von 7 Tagen durchgefuhrt. Das
Korpergewicht der Tiere veranderte sich im Laufe des gesamten Versuchs nur unwesentlich
(Abb.: 20B). Die Kontrolltiere (Injektion mit PBS) wiesen im Schnitt ein etwas geringeres
Gewicht auf (1 — 1,5g), allerdings auch bereits zu Begin des Versuchs, vor einer

Verabreichung von GC7. AuRerlich waren keine negativen Auswirkungen der GC7-
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Abb.: 20 Versuchsablauf der in vivo Xenograft-Experimente und der Effekt von GC7 in einem in vivo
G55T2-Xenograftmodell auf das Gewicht der Tiere und Tumormasse. (A) Versuchsablauf der in vivo
Xenograft-Experimente mit G55T2-Zellen. G55T2-Zellen wurden subkutan dorsal in NSG-Mause injiziert. Nach
erfolgreichem Anwachsen und Tumorbildung wurde taglich GC7 i.p. verabreicht. Nach siebentagiger Behandlung
wurden die Tumore prapariert, gewogen, vermessen und flr Proteinextraktionen/immunohistochemische
Farbungen konserviert. Der Hypusinstatus (und damit die Wirkung von GC7) wurde mittels 2D-Western-Blot
bestimmt (B) Verlauf des Korpergewichtes von NSG-Mausen nach subkutaner Injektion von G55T2-Zellen und
taglicher Behandlung mit 0,1 mg, 0,15 mg, 0,2 mg GC7, bzw. PBS als Lésemittelkontrolle (Mittelwert £+ SEM). (C)
Tumorgewicht nach 7 Tagen GC7-Behandlung. (Gewicht der einzelnen Tumore und Mittelwert/Kohorte + SEM).
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Behandlung zu bemerken (struppiges Fell, auffallige Stellen). Auch wies keines der Tiere
eine Abweichung vom normalen Verhalten auf. Nach 7 Tagen GC7-Behandlung wurden die

Tiere geopfert, die Tumore prapariert und gewogen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter

pH4-45 Abb.: 21 Hypusinstatus der G55T2-Zellen aus GC7-behandelten
. >  NSG-Mausen. Subkutane Tumore wurde aus den Kontrolltieren und
GC7-behandelten Exemplaren prapariert und Proteinlysate
G55T2 + PBS hergestellt. 25 pg Proteinlysat wurden in einer 2D-SDS-Page
aufgetrennt (erste Dimension pH 4 — 7, zweite Dimension 15% SDS-
Page) und elF-5A, nach einem Western-Blot, mit einem spezifischen
. Antikérper markiert.

G55T2 0,1 mg GC7

G55T2 0,2 mg GC7

nicht- hypusiniert

hypusiniert
Unterschied zwischen Tumoren aus den Kontrolltieren (Mittelwert 0,3 g) und den Tieren, die
mit 0,15 mg (0,367 g), bzw. 2 mg (0,37 g) GC7 behandelt wurden. Die Tumore aus der
Kohorte, die mit 0,1 mg GC7 behandelt wurden, behielten ihre héhere Wachstumsrate im
Vergleich zu den restlichen Tieren mit Tumoren bei, was sich in einer grélteren Tumormasse
(Mittelwert 0,73 g) duBerte (Abb.: 20B). Um herauszufinden, ob der ausbleibende Effekt von
GC7 auf das Wachstum der G55T2-Zellen in vivo trotz DHS-Inhibition zustande kommt, oder
GC7 mit dem verwendeten Protokoll keine ausreichende DHS-Inhibition erreicht, wurde der
Hypusinstatus von elF-5A in den Tumorzellen untersucht. Hier fir wurde ein 2D-Western-
Blot mit Lysaten der praparierten Tumore (Tumor aus Tieren, die mit PBS, 0,1 mg und
0,2mg GC7 behandelt wurden) durchgefiihrt. Hierbei stellte sich heraus, dass der
Hypusinstatus von elF-5A sich in GC7 behandelten Tumoren nicht von unbehandelten
unterschied. Es konnte also keine Akkumulation von unhypusiniertem elF-5A beobachtet
werden (Abb.: 21).
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3.3 Erstellung einer elF5a2-,Knockout“-Maus

3.3.1 Herstellung des elF5a2-Zielkonstruktes
Auf Grundlage der Sequenzinformation des elF5a2-Gens (Bezeichnung des murinen
Homologs zum humanen elF-5A-Gen) wurde eine Klonierungstrategie und der zu

deletierende Sequenzbereich gewahlt. Dieser Bereich umfasst die Exons 1 — 3 und schlief3t

BAC

Homologiebereiche

T

Minimalvektor

l homologe Rekombination

Minimalvektor + Homologiearme und
zu modifzierender Bereich

Abb.: 22 Schematische Darstellung der Subklonierung durch homologe Rekombination. Ein linearer
Minimalvektor (schwarz) mit homologen Bereichen (blau) zum BAC wird in einen E.coli-Klon elektroporiert, der
ein BAC mit dem zu modifizierenden DNA-Abschnitt (grau) tragt.

damit den Translationstart und das Lysin®® in Exon 2, welches die kritische
Hypusinmodifikation tragt, mit ein. Wie in Kapitel 1.2.7 beschrieben, dient das BAC RP23-
361F2 als Ausgangspunkt fir die Klonierung des Vektorkonstruktes. Hierbei wurde die
Methode des ,Recombineering® (Klonierung mittels homologer Rekombination) verwendet
(exemplarisch dargestellt in Abb.: 22). Die Integritdt des elF5a2-Gens in dem BAC wurde
zunachst durch Sequenzierungen bestatigt. Dann wurde der Minimalvektor pStartK durch
eine PCR amplifiziert und, mittels der Primer, Homologiearme, die 5’ und 3’ des elF5A2-

Gens liegen, angefiigt. Das PCR-Produkt wurde durch eine Agarosegelelektrophorese
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Uberprift (Abb.: 23A) und aufgereinigt. Die Klonierung von elF5a2 und der angrenzenden

Bereiche in pStartK erfolgte durch eine RedET-vermittelte homologe Rekombination. Der

A2-pStartK + Bglll A2-pStartK + Hindll

1 2 3 1 2 3
A pStartk B

3kb P w

loxP-cm
C T

S e e | €25 kb

b — 0,78 kb

1,5kb Pp| ===

Abb.: 23 Klonierung eines Teilbereichs von elF5a2 und angrenzender chromosomaler Bereiche in den
Minimalvektor pStartK und weitere Modifikation. (A) PCR-Produkt des pStartK-Minimalvektors mit angefligten
Homologiearmen. (B) Nachweis der erfolgreichen Rekombination des gewiinschten elF5a2-Abschnitts in den
Minimalvektor pStartK, durch Restriktionsverdau mit Bglll, bzw. Hindlll. (C) loxP-cm-loxP-Kassette nach
Amplifikation durch PCR (1,7 kb groR).

Erfolg der validiert (Abb.: 23B). Anschliefend wurde die loxP-cm-loxP-Kassette mittels PCR
amplifiziert (Abb.: 23C). In diesem Schritt wurden Homologiearme angefligt, die einem

Bereich vor Exon 1 von elF5a2 entsprechen. Nach Aufreinigung der ca. 1,7 kb grof3en

Kassette, wurde sie in einen pRedET positiven (also Rekombinationskompetenten) Klon

A2-pStartK+loxP-cm
+ Smal

A 1 2 3 4 B -Cre +Cre

3 Y —, o — <« 1.7kb
1,7kb P — — ' < 1kb
S o
-
-
206bp P>

Abb.: 24 Nachweis der loxP-cm-loxPKassette und Validierung der Cre-vermittelten Excision der
Resistenzkassette. (A) Die erfolgreiche Insertion der loxP-cm-loxP-Kassette wurde in 4 Klonen durch
Restriktionskartierung mit Smal Uberprift. Die unterste Bande entspricht der Kassette (B) Das Herausschneiden der
Kassette durch die Cre-Rekombinase wurde ebenfalls durch einen Smal-Verdau bestétigt. Die Abwesenheit der 1,7
kb-Bande bestatigt die erfolgreiche Entfernung der Kassette.
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elektroporiert, der bereits das elF5a2-pStartK Konstrukt trug. Durch die anschlieRende
Rekombination wurde die Kassette in das elF5a2-Gen eingefligt. Durch die somit erworbene
Cm-Resistenz, konnte eine entsprechende

Antibiotikaselektion durchgefuhrt werden. Vier
A loxP-FRT-neo

Cm-resistente Klone wurden gepickt und die

Integration der Kassette durch
1,5kb P “ Restriktionsanalyse mit Smal Uberprift. Smal

schneidet 5 und 3’ der Kassette, daher lasst

sich ihre Anwesenheit durch eine spezifische
A2-pStartK-loxP-FRT-neo

B Fsel/Pacl 1,7 kb-Bande bestatigen (Abb.: 24A). Hierbei
1 2 3 4

stellte sich heraus, dass alle 4 Klone auch eine
_“- sehr schwache Bande bei 206 bp aufweisen.

propagiert werden, da die Vektoren mit Kassette

eine ausreichende Cm-Resistenz vermitteln. Um

=]
= Dies bedeutet, dass die Klone einen kleinen
3kb P | c
Sl Anteil an Vektoren enthalten, welche die
1,2 kb - . . .
> — - Kassette nicht integriert haben, aber trotzdem
1kb P |
t‘

diese loxP-cm-loxP-negativen Vektoren zu

Abb.: 25 Amplifikation der loxP-cm-neo-FRT- entfernen, wurde die Plasmid-DNA von Klon 2

Kassette und Nachweis der erfolgreichen
Integration in den A2-pStartK-Vektor. (A)
Nachweis der spezifischen Amplifikation der loxP-
FRT-cm-neo-FRT-Kassette mit angefligten
Homologierarmen. (B) Nachweis der Integration verdaut. um die ineinander verwundenen
der Kassette in vier gepickten Klonen durch ’

Restriktionsverdau mit Fsel/Pacl. Bei vorhandener Moleklle zu trennen und anschlieend religiert
Kassette zeigt sich eine Bande bei ca. 1,2kb

(siehe Klon 2 und 3). und in DH5a transformiert. Durch eine

und 4 prapariert. Die Vektoren wurden mit dem

einmal schneidenden Nrul (,single-cutter®)

anschlieRende Restriktionsanalyse mit Smal
wurde bestatigt, dass keine loxP-cm-loxP-negativen Plasmide mehr vorhanden waren
(Abwesenheit der 206 bp Bande, die nur bei loxP-cm-loxP-negativen Plasmide, nicht aber in
den Plasmiden mit Resistenzkassette auftritt).
Im nachsten Schritt wurde die IloxP-cm-loxP-Kassette durch eine Cre-vermittelte
Rekombination wieder herausgeschnitten, so dass nur eine einzelne loxP-Stelle zurlckblieb.
Die erfolgreiche Entfernung der Kassette wurde durch eine Restriktionsanalyse mit Smal
bestatigt (Abb.: 24B). Die 1,7 kb grol3e Kassette ist nach der Rekombination nicht mehr
nachweisbar. Durch eine Sequenzierung wurde die Anwesenheit der loxP-Stelle bestatigt.
Die Insertion der zweiten IloxP-Stelle erfolgte analog zur Ersten. Die zweite
Resistenzkassette (loxP-FRT-cm-neo-FRT) tragt neben einer loxP-Stelle auch zwei Flp-
Stellen, die von der Flp-Rekombinase erkannt werden. Die Kassette wurde mittels PCR

amplifiziert und die Homologiearme zur Integration zwischen Exon 3 und 4 von elF5a2 im
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selben Schritt mit angefiugt (Abb.: 25A). Nach der RedET-vermittelten Rekombination wurde
der erfolgreiche Einbau der loxP-FRT-cm-neo-FRT-Kassette durch einen Restriktionsverdau
bestatigt, wie an der spezifischen 1,2 kb-Bande zu erkennen ist (Abb.: 25B).

Anschlielend wurde der modifizierte elF5a2-Genomabschnitt mit der integrierten loxP-Stelle
und loxP-FRT-Kassette in den Vektor pWS-TK6 kloniert. Dieser Vektor enthalt eine Kassette,
die eine Negativselektion der transfizierten ES-Zellen ermdglicht (wenn z.B. die G418-
Selektion nicht effektiv genug ablauft). Zudem enthédlt der Vektor eine einzigartige
Restriktionsschnittstelle zur Linearisierung. Das modifizierte elF5a2-Fragment wurde mittels
einer einfachen ,Gateway“-Rekombination vom pStartK-Vektor in den pWS-TK6-Vektor
ibertragen. Die notwendigen Homologiebereiche waren bereits in die Vektoren kloniert'?®.
Nach der Rekombination wurde ein Klon gepickt und der entstandene Vektor (A2-pWS-TK6

benannt) durch Restriktionskartierung mit Ncol, bzw. Fsel Uberprift. Der Restriktionsverdau

A A2-pWS-TK6 B A2-pWS-TK6
Ncol Fsel - SnaBl
8,2 kbt S T 36 L)
26k | D — 10kb
o — <« skb
15kP> | S
570 5P =
e~
126 bpPp»>

Abb.: 26 Klonierung des modifizierten elF5a2-Abschnittes in den pWS-TK6-Vektor und Linearisierung. (A)
Restriktionsverdau von A2-pWS-TK6 mit Ncol, bzw. Fsel, um die korrekte Klonierung in den pWS-TK6-Vektor zu
bestatigen. (B) Linearisierung des A2-pWS-TK6-Vektors fir die Elektroporation/Rekombination in murinen ES-
Zellen. Der linearisierte Vektor hat, aufgrund seiner offenen Form, eine geringere elektrophoretische Mobilitat, als
der unverdauter Vektor.

mit Ncol sollte Fragmente der GroRe 8,2 kb, 6 kb, 2,6 kb, 1,5 kb, 570 bp und 126 bp
ergeben. Dieses Muster konnte bestatigt werden (Abb.: 26A), allerdings ist die 126 bp Bande
nur sehr schlecht zu erkennen. Die erwarteten Fragmentgréf3en nach einem Verdau mit Fsel
betrugen 13,6 kb und 5,5 kb. Auch dieses Bandenmuster konnte bestatigt werden. Die
Homologiearme an den Enden des elF5a2-Abschnittes, die erste loxP-Stelle und die
eingefligte Resistenzkasstte wurden jeweils sequenziert, um den endglltigen Zielvektor zu
validieren. Um den Vektor fur die Elektroporation in die murinen ES-Zellen vorzubereiten,
wurde er mit SnaBl linearisiert und dies mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift (Abb.:
26B). A2-pWS-TK6 wurde nach der Linearisierung durch eine Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Extraktion aufgereinigt und mit Ethanol prazipitiert. Der so aufgereinigte

Zielvektor wurde dann fir die Elektroporation in murine ES-Zellen verwendet.
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3.3.2 Verifizierung positiver Klone nach Elektroporation des A2-pWS-TK6-

Vektors in murine ES-Zellen

Um die korrekte Integration des modifizierten elF5a2-Abschnitts an die richtige Stelle des
Mausgenoms zu Uberprifen, wurde ein Southern-Blot verwendet (durchgefihrt von PD Dr.
Hermans-Borgmeyer). Die Durchfuhrung wurde zuerst mit muriner genomischer Wildtyp-
DNA gDNA) getestet. Der Verdau der gDNA erfolgte mit zwei verschiedenen Chargen des
Restriktionenzymes Hindlll (Abb.: 27A). AnschlieBend wurde die DNA geblottet und mit der

IGD3.2 (wt gDNA) IGD3.2 (wt gDNA)
A Hindlll B A2-3-Sonde
1 2 1 2

12,2 kb P

e o 8.7k

51 ko> |
3,05 kb [ | —

1.6kb P

Abb.: 27 Test der elF5a2-Sonde mit muriner gDNA. (A) Genomische wt-DNA wurde mit zwei verschiedenen
Chargen Hindlll verdaut (1 und 2), elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. (B) Southern-
Blot der verdauten DNA, inkubiert mit der radioaktiv markierten e/lF5a2-Sonde.

markierten Sonde inkubiert. In beiden Kontrollansatzen konnte die erwartete Bande von
8,7 kb detektiert werden (Abb.: 27B).

Nach der Elektroporation des A2-pWS-TK6-Vektors, Expansion und G418-Selektion der ES-
Zellen, wurden 300 Klone gepickt, die gDNA extrahiert, mit Hindlll verdaut und flr den
Southern-Blot eingesetzt. Allerdings konnte hierbei kein positiver Klon identifiziert werden.
Eine Integration des ,gefloxten” elF5A2-Gens in eine der selektierten ES-Zellen konnte mit

dieser Methode nicht gezeigt werden.
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Abb.: 29 Schematische Darstellung des modifizierten elF5a2-Abschnitts in den IKMC-elF5a2-ES-Zellen.
Dargestellt sind die Positionen der Neo-lacZ-Kassette, der FRT- und loxP-Stellen und die Bindestellen der
Primer, die fir die LR-PCR eigesetzt wurden. GF3 und 4 sind genspezifisch und liegen 5’ vom 5’-Homologiearm.
GR3 und 4 sind ebenfalls genspezifisch, liegen aber 3° vom modifizierten Bereich. LAR3 und RAF5 sind, fir die
Resistenzkassette, spezifische Primer.

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der Identifikation eines ES-Klons mit integriertem elF5a2-
pWS-TK6-Konstrukt, wurde zusatzlich ein ES-Klon des internationalen Knockout-Maus
Konsortiums (IKMC) verwendet. Dieser beinhaltet bereits das ,gefloxte* elF5a2-Gen, eine
Neomycin-Resistenzkassette und weitere Modifikationen (siehe 1.2.8). Die Integration des
modifizierten elF5a2 an der richtigen genomischen Position wurde mittels LR-PCRs
bestatigt. Die dafir verwendeten Primer lagen zum einen aufierhalb des 5-, bzw. 3'-
Homologiearms (genspezifischer Primer; Abb.: 29) und zum anderen in der
Resistenzkassette des Konstruktes (konstante kassettenpezifische Primer). Die erwartete
ProduktgréRe lag flr das Primerpaar GR3/RAF5 bei 8,5 kb und fir GR4/RAF5 bei 9,1 kb.

3 O

GR4 GR3 GF4 GF3

9,1 kb ‘
8,5 kb t ‘ « 74k

€ (i

Abb.: 28 Nachweis der korrekten Integration des ,,gefloxten” elF5a2 in das Genom von IKMC-ES-Zellen
mittels LR-PCR. Mit den genspezifischen 3’-Primern konnten die erwarteten PCR-Produkte amplifiziert werden
(8,5 kb und 9,1 kb). Fir die 5'-Seite konnte kein spezifisches Produkt amplifiziert werden.

Beide Produkte konnte durch die LR-PCR amplifiziert werden. Fir die 5’-Seite des
modifizierten Bereichs lagen die erwarteten Produktgrolen fir die Primerpaare GF3 und
GF4 mit LAR3 bei jeweils ca. 7,4 kb (Abb.: 28). Fir diese Seite des modifizierten
Genabschnitts gelang allerdings keine Amplifikation. Ein Vergleich des entsprechenden

Vektorbereichs, des BACs und verfligbaren Sequenz in der Datenbank des ,National Center
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for Biotechnology Information® (NCBI; Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 3,
GRCm38 C57BL/6J) ergab Abweichungen in der Sequenz BAC/Vektor und
Datenbanksequenz. Die vom IKMC gewahlten Primer GF3 und 4 liegen in einem Bereich,
der in der BAC-Ursprungssequenz (und damit auch im Zielvektor) nicht vorhanden ist.
Entsprechend kénnen die Primer dort nicht binden.

Unabhéangig davon wurden die IKMC-ES-Zellen fur die Blastozysteninjektion eingesetzt. Aus
dieser Injektion ging ein einzelner chimarer Bock hervor (55% Chimarenanteil). Eine zweite
Injektion erbrachte funf chimare Bécke mit Chimarenanteilen zwischen 40% und 70%. Im
Alter von 8 Wochen wurden die chimaren Bdcke (Chimarenanteil > 50%) mit je zwei
C57BL/6J-Weibchen verpaart.

3.3.3 Nachweis des heterozygot ,,gefloxten* elF5a2

Aus diesen Verpaarungen gingen 12 Nachkommen hervor, die mittels PCR genotypisiert
wurden, um eine Keimbahntransmission des ,gefloxten elF5a2 und damit eine Weitergabe
der Genmodifikation an die Nachkommen nachzuweisen. Hierfliir wurden zwei Primerpaare
verwendet. Das erste Paar (elF5a2-5-arm und elF5a2-3’-arm) Uberspannt die neo-
Resistenzkassette. Daher ergibt sich ein PCR-Produkt von 403 bp im Wildtyp (+/+) und
7472 bp fur das ,gefloxte” Allel (+/loxP-Kan-neo) welches bei dem verwendeten PCR-Protkoll
nicht amplifiziert wird, da hierfir die Extensionszeit nicht ausreichend ist. Da die
genotypisierten Nachkommen nur heterozygot flr das ,gefloxte” elF5a2 sein kénnen, ist das
403 bp-Produkt in jedem Falle detektierbar und dient daher als Positivkontrolle fiir die PCR.

A
.8 _r .9 0 ® 12 M M 13 14 15 M 16 17 18
Il | Il [ | 1 [ | L (| | i1 ) Il Il Il
403 bp m __ -~ - - -— e j -— — — - —
293 bp » = - L
B
M. 7 8 13 15 9
500 bp » —

293 bp » T — G g—

Abb.: 30 Genotypisierung der Nachkommen von elF5a2-Chimdren und C57BL/6J-Tieren. (A) Die
Anwesenheit der FRT-Kan-neo-FRT-loxP-Kassette wurde mit kassetten- und genspezifischen Primern
nachgewiesen. In vier der 12 Tieren konnte das entsprechende Produkt amplifiziert werden (Ansatz Il; Bande bei
293 bp). Als Positivkontrolle fiir die PCR-Reaktion diente jeweils Ansatz | (Bande bei 403 bp). (B) Bestatigung der
ersten Genotypisierungs-PCR. Die vier positiven Klone aus (A) zeigen ebenfalls ein kassettenspezifisches
Produkt. Als Negativkontrolle wurde die gDNA eines Tieres genommen, dass in der ersten PCR bereits negativ
war (Tier Nr.9).
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Das zweite Primerpaar (elF5a2-5’-arm und LAR3) ergibt kein Produkt im +/+ Genotyp und
ein 293 bp-Produkt beim +/loxP-Kan-neo Genotyp. Die PCR war fur alle Tiere erfolgreich (bei
Tier Nr. 17 ist allerdings nur wenig Produkt zu sehen), in allen Ansatzen ist das 403 bp-
Produkt zu erkennen (Abb.: 30A). Vier der Tiere weisen das 293 bp-Produkt auf, sind also
heterozygot-positiv fur das ,gefloxte” elF5a2. Die Genotypisierung wurde mit einem weiteren
Primerpaar bestatigt (elF5a2-for und loxR-r). Der . forward“-Primer bindet in elF5a2 und der
reverse Primer in der Resistenzkassette. Entsprechend gibt es kein PCR-Produkt im Wildtyp
(Tier Nr. 9) und ein 385 bp-Produkt bei Anwesenheit der Kassette im Falle der vier positiven
Tiere (Nr. 7, 8, 13 und 15; Abb.: 30B).

Die positiven Tiere, die das modifizierte elF5a2 und die Resistenzkassette beinhalten,
kénnen nun fir die weiteren Schritte verwendet werden. Dazu gehdrt die Verpaarung mit
einer FLP-Deleter-Maus, um die evil. stérende Resistenzkassette zu exzisieren. Weiterhin
mussen die daraus resultierenden Nachkommen miteinander verpaart werden, um
homozygot ,gefloxte” Tiere zu erhalten. Diese kdnnen dann mit entsprechenden Cre-Deleter-
Mausen verpaart werden, um elF5a2 im gesamten Organismus auszuschalten, oder einen
gewebs-, bzw. zeitspezifischen ,Knockout® durchzuflhren. Aus Zeitgrinden konnten diese

weiterfihrenden Schritte im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht durchgeflihrt werden.
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4 Diskussion

Hypusin ist eine ungewdhnliche Aminosaure, die nur als Konsequenz einer einzigartigen,
posttranslationalen Modifikation vorkommt. Ziele dieser Modifikation sind, zumindest in
Menschen und Mausen, die Proteine elF-5A und elF-5A2, die in einer Vielzahl zellularer
Prozesse eine Rolle spielen. Zudem werden sie, wie auch die hypusinbildenden Enzyme
DHS und DOHH, mit einer Reihe von Erkrankungen in Verbindung gebracht. Dazu gehdren
AIDS, Diabetis mellitus und Krebserkrankungen (vergl. Abschnitt 1.2.3 und 1.2.4). Die
Bedeutung von elF-5A oder —A2 in malignen Erkrankungen, insbesondere in Ovarial- und
hepatozellularen Karzinomen, sowie der chronischen-myeloischen Leukamie, wurde bereits
eingehend untersucht. Die pro-proliferativen und evtl. sogar tumorinitierenden Eigenschaften
von hypusiniertem elF-5A und die extrem hohem Spezifitdt der Hypusinierung machen die
hypusinbildenden Enzyme zu einem interessanten Ziel fur die Behandlung dieser
Erkrankungen. Ziel der vorliegenden Arbeit war, eine mégliche Rolle der Hypusinmodifikation
in Glioblastomen zu untersuchen. Da Glioblastompatienten, trotz der Weiterentwicklung
chirurgischer, radiotherapeutischer und pharmakologischer Ansatze, weiterhin eine geringe
Uberlebenserwartung haben, bietet sich diese Erkrankung fiir die Entwicklung neuer und
experimenteller Behandlungswege an.

elF5-A2 ist die zweite Isoform, die in Homo sapiens und Mus musculus hypusiniert wird. Es
ist eine Isoform von elF-5A1 und weist eine starke Homologie zu diesem auf. Allerdings ist
seine Expression auf wenige Gewebe bzw. Entwicklungsstufen beschrankt (vergl. Abschnitt
1.2.1). Dies legt nahe, dass beide Proteine trotz starker Sequenzahnlichkeit unterschiedliche
Funktionen haben, auch wenn sich die beiden Proteine in Hefen komplementieren kénnen.
Zudem wurde insbesondere elF-5A2 mit neoplastischen Erkrankungen in Verbindung
gebracht (elF-5A hingegen seltener), was die Hypothese der differentiellen Funktionen
unterstreicht. Aus diesem Grund war ein Ziel dieser Arbeit die Herstellung einer
konditionalen elF5-A2 KO-Maus. Da Mause, analog zum Menschen, zwei Isoformen
besitzen, kdnnte ein solches KO-Modell genutzt werden die grundlegenden Funktionen von
elF-5A2 besser zu verstehen, aber auch Hinweise darauf geben, mit welchen Auswirkungen
auf den Organismus im Falle einer pharmakologischen Inhibierung der Hypusinsynthese zu

rechnen ist.
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4.1 Der eukaryotische Initiationsfaktor 5A und die

Hypusinmodifikation in Glioblastomen

4.1.1 elF5A und die hypusinbildenden Enzyme weisen in Glioblastomen ein

erhohtes Expressionsniveau auf

Die pro-proliferativen Eigenschaften von elF-5A und die anti-proliferativen Eigenschaften
einer verminderten Hypusinbildung wurden bereits vielfach beschrieben (erstmalig von Park

et al.™

). Um eine mdgliche Rolle von elF-5A und den hypusinbildenden Enzymen in
Gliomen zu evaluieren, wurden zunachst Tumorgewebeproben von 173 Gliompatienten
untersucht. Hierbei konnte eine generelle Uberexpression von elF-5A in Tumorzellen und
eine Hochregulation von DHS und DOHH in Abhangigkeit vom Tumorgrad festgestellt
werden. Diese Resultate deuten darauf hin, dass hypusiniertes elF-5A in der Bildung oder
Progression von Gliomen, insbesondere Glioblastomen, ein Rolle spielt. Diese Hypothese
wurde dadurch unterstitzt, dass eine Expression von elF-5A, -A2 und DHS in Proben von
zwei nicht-Gliompatienten fast ausschlief3lich in Neuronen, im Ependym und weiteren
neuronalen Zelltypen, aber kaum in Astrozyten nachgewiesen werden konnte. Dies ist in
Ubereinstimmung mit Daten, die durch den ,Human Proteome Atlas“ bereitgetellt werden
(http://www.proteinatlas.org). Auch dort werden gliale Teile des ZNS (inklusive Astrozyten)
als negativ fir elF-5A befunden, wahrend Neuronen eine schwache bis moderate Expression
aufweisen (insb. im zerebralen Kortex). Die DHS- und DOHH-Expression wurde im ,Human
Proteome Atlas“ als moderat in Gliazellen und starker in Neuronen beschrieben. Die
immunhistochemischen Daten, die eine relativ geringe Expression in Astrozyten und anderen
Gliazellen beschreiben, unterstitzen die Hypothese einer mdglichen Rolle von hypusiniertem
elF-5A in der Transformation oder Proliferation der Tumorzellen, da Glioblastome
wahrscheinlich aus Vorlduferzellen entlang der neuronalen Stammzellen-Astrozyten-Achse
oder dedifferenzierten Astrozyten hervorgehen'??. Des Weiteren kann anhand der Daten
einer  klrzlich durchgeflhrten Genexpressionsstudie (REMBRANDT-Datenbank;
www.caintegrator.nci.nih.gov/rembrandt; National Cancer Institute) gezeigt werden, dass
Gliompatienten mit einer hohen elF-5A-Expression eine geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit haben, verglichen mit Patienten, die eine mittlere Expression
ausweisen (P = 0,043; Mittelwert aller Reporter; siehe Anhang). In einem weiteren
Expressionsdatensatz (verflgbar durch das ,Cancer Genome Atlas Research Network®),
wurde eine Uberexpression von zwei elF-5A-Transkripten in GBMs festgestellt” (P = 0,344
und P = 0,000181). Das primare Transkript von DHS ist ebenfalls hochreguliert (P = 0,0408).

Im Gegensatz dazu ist die Expression der DOHH nicht verandert. Interessanterweise sind

84



Diskussion 85

jedoch zwei miRNAs, deren putatives Ziel die DOHH-mRNA ist, in GBM-Tumoren stark
herunterreguliert (fir beide P < 0,0001). Dies unterstreicht eine biologische Signifikanz der
Hypusinmodifikation in Glioblastomen. Eine Uberexpression, bzw. verminderter mRNA-
Abbau sind die einzigen veranderten Mechanismen von elF-5A und der Hypusinbildenden
Enzyme. Bisher konnten keinerlei Mutationen fir elF-5A1/2, DHS und DOHH in GBMs

gefunden werden'.

4.1.2 Die DHS-Inhibition hat einen antiproliferativen Effekt auf GBM-Zellen und

induziert p53-abhangige Seneszenz

Um aktives elF-5A als ein mogliches therapeutisches Ziel in Glioblastomen zu evaluieren,
wurden entsprechende Tumorzelllinien mit GC7, einem etablierten Inhibitor der DHS,
behandelt und der antiproliferative Effekt ermittelt. Als Modell fir nicht-maligne Zellen wurden
primare Astrozyten verwendet. GC7 reduzierte hierbei deutlich die Proliferation der GBM-
Zellen und léste zudem morphologische Veranderungen aus, wahrend ein solcher Effekt in
primaren Astrozyten nicht auftrat. Der Effekt von GC7 in den verwendeten Zellmodellen war

allerdings zytostatisch und nicht zytotoxisch, wie in einigen anderen (nicht von Gliomen

Aktivierung von Onkogenen, fehlerhafte Weitere Mutationen
Replikation, DNA-Schaden (z.B. p53, p16, Rb)
- —_ a—
( T > . ‘/' —
gesunde Zellen gesunde Zellen Sicherungsmechanismen Transformation Klonale Expansion
(Seneszenz und Apoptose) maligner Zellen

Abb.: 31 Transformation von gesunden zu malignen Zellen und die Rolle von Seneszenz und Apoptose
bei diesem Prozess. Seneszenz und Apoptose bilden eine wichtige Barriere gegen die Auswirkung von
Onkogenen, DNA-Schaden und Replikationsfehlern. Der Verlust von Tumorsupressoren (z.B. p53, p14AR , p16
und Rb) ist notwendig, um diese Sicherungsmechanismen zu umgehen. Seneszenz/Apoptose erhéhen damit die
Anzahl der nétigen Mutationen, die eine Zelle akquirieren muss, bevor sie eine maligne Transformation
durchlauft und damit zur Tumorzelle wird.

32134135 |m Rahmen dieser Arbeit konnte zellulare

abgeleiteten) Krebs- und Zellmodellen
Seneszenz als ein Grund fir den GC7-induzierten Proliferationsarrest unter GC7-
Behandlung festgestellt werden. Dies zeigte sich in den U87-MG-Zellen, die unter
Behandlung positiv flr die seneszenzassoziierte f-Galactosidase (SA p-Galactosidase) sind.
Dabei handelt es sich um einen spezifischen Standardmarker fir die Seneszenz. Unter
Seneszenz versteht man ein zellulares Programm, bei dem Zellen, beispielsweise durch die
Aktivierung von Onkogenen wie RAS/BRAF und exzessiven mitogenen Signalen, durch die

Akkumulation von DNA-Schaden oder dysfunktionale Telomere® ' in einen stabilen
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Zellzyklusarrest gehen (erstmalig beschrieben von Hayflick'®). Dieser Zustand stellt eine
wichtige Barriere gegen die Entwicklung von Tumoren in vivo dar'*®'*° (vergl. Abb.: 31). Der
Prozess der Seneszenz ist komplex und hangt sowohl vom zellularen Kontext als auch vom
Stimulus ab™®'*"'2 Die Induktion von Seneszenz ist hierbei in Signalwege verwoben, die
ebenfalls bei Formen des programmierten Zelltodes (z.B. Apoptose, Nekrose, lysosomaler
Membranpermeabilisation (LMP), Autophagie und mitotische Katastrophe) eine wichtige
Rolle spielen™. Im Gegensatz zu den verschiedenen Formen des Zelltodes bleiben die
Zellen hierbei viabel und weisen einen aktiven Stoffwechsel auf. Die teilweise Uberlappung
der Signalwege bei Seneszenz und bei den verschiedenen Formen des programmierten
Zelltodes untereinander verdeutlicht, dass diese Mechanismen teilweise untereinander als
~backup“-Sicherungssysteme gegen eine Transformation der Zellen dienen. Wenn bei einem
Ausfall eines Faktors (z.B. durch Mutationen) die Komponenten eines anderen
Sicherungssystems noch funktionell sind, kann dies weiterhin zum Zelltod oder
Wachstumsstopp der betroffenen Zelle fihren. Die Induktion der Apoptose und Nekrose
hangen von einem Proteinkomplex (,Riptosom*) und Caspasen (insb. Caspase 8 und 3) ab.
Dies fihrt u.A. zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die im Zellkern DNA-
Schaden verursachen und darauf reagierende Prozesse aktivieren. Zudem aktiviert das
Riptosom die JUN N-terminale Kinase (JNK), was Uber eine Reihe von Signalwegen zur
Induktion von Autophagie und LMP fihrt. Die Seneszenz wiederum kann sowohl durch die
ROS-vermittelten DNA-Schéden, als auch durch die JNK-Aktivitat induziert werden'*, ist
also in beide Signalwege des ,klassischen® und des ,alternativen* Zelltodes eingebunden
und spielt daher eine entsprechend wichtige Rolle bei der Reaktion von Zellen auch
verschiedenste Stressfaktoren.

Neben der Expression der SA p-Galactosidase nach DHS-Inhibition in dem hier verwendeten
in vitro GBM-Modell wurde die beobachtete Seneszenz von einer Hochregulation des p53-
abhangigen  Effektor  p21"e™®P"  (ein  Cyclin-abhdngiger  Kinaseinhibitor  und
Zellzyklusregulator) begleitet. Dieser Faktor spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der

1Waf1/Cip1

Induktion der zellularen Seneszenz (siehe Abb.: 32). Die Expression von p2 kann in

AWafllCiPl 15 einer der

Abhangigkeit von p53 reguliert werden'*®. Weiterhin konnte p2
entscheidenden p53-abhangigen Faktoren fir die seneszenspezifische, transkriptionelle
Genregulation ermittelt werden'®. Es ist damit einer der wichtigsten Faktoren fiir die
Etablierung des Seneszenzphanotyps. Da U87-MG-Zellen Deletionen fir die Proteine p16
und p14ARF aufweisen®, welche ebenfalls wichtige Regulatoren der Seneszenz sind, kann

1Waf1/Cip1

angenommen werden, dass der beobachtete Seneszenzphanotyp auf p2 als

hauptsachlichen Regulator angewiesen ist. Diese Hypothese wird dadurch bekraftigt, dass
eine reduzierte Phosphorylierung von AKT in GC7-behandelten U87-MG-Zellen zu

1 Waf1/Cip1

beobachten war. Phosphoryliertes AKT wurde als ein Inhibitor von p2 beschrieben
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Abb.: 32 Schematische Darstellung der Signalwege zur Induktion von Seneszenz. Der Seneszenzphanotyp
kann durch verschiedene Stressoren ausgeldst werden. Zu diesen Stressoren gehdren z.B. dysfunktionale

Telomere, DNA-Schaden oder exzessive mitogene Signale, beispielsweise durch die Aktivierung von
Onkogenen. Zudem gibt es weitere, weniger gut untersuchte Ausléser, wie Stérungen in der Chromatinstruktur

oder andere, nicht-genotoxische Stressfaktoren16. Viele dieser Faktoren konnen insbesondere Uber den

p14ARF/p53-Weg Apoptose auslésen. Seneszenz kann ebenfalls tUber diesen Weg und p21waﬂ/c'p1 oder einen
p16/RB-abhangigen Signalweg Seneszenz induzieren. Zudem existieren p14ARF- und p16-unabhangige
Signalkaskaden, die zu einer Senszenz fiihren. Dies ist beispielsweise in den U87-MG-Zellen zu beobachten, in
denen die Gene fir diese Proteine deletiert sind, aber trotzdem Seneszenz induziert werden kann. Allerdings
sind diese zusatzlichen Signalwege nur wenig verstanden.

A Walt/CibT_yermittelten Seneszenz bei'*’. Solche p16-

und seine reduzierte Aktivitat tragt zur p2
und p14"*-unabhangigen Signalwege, die zur Induktion von Seneszenz fiihren wurden
bereits beschrieben. Zhou et al. konnten nachweisen, dass Mausfibroblasten aus Mausen
mit deletiertem Ink4a/Arf-Locus (enthalt das Doppelgen, dass fiir p16 und p14*~" kodiert),
selbst bei inaktiviertem p53 seneszent werden kdnnen'®. Sie konnten zeigen, dass diese
Seneszenz hauptsachlich von der cyclinabhdngigen Kinase 4 (Cdk4) und ebenfalls
p21We/CPT gphangt. Im Gegensatz zu den beschriebenen Beobachtungen zeigten G55T2-
Zellen, die ebenfalls auf die GC7-Behandlung ansprechen, keine Anzeichen einer zellularen
Seneszenz. Da diese Zellen eine Loss-of-function-Punktmutation in p53 aufweisen, findet die

entsprechende Signalweiterleitung, die sonst zu einer p21Ye"cr?

-Expression flihrt, nicht
statt. Zudem weisen diesen Zellen Deletionen von p16 und p14*~F auf®. Die Abwesenheit
dieser beiden Schlisselregulatoren und von aktivem p53 fihrt dazu, dass sie nicht in der

Lage sind, eine Seneszenz zu induzieren. Die Bedeutung der regulatorischen p53/
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p21"aMCPT_pchse fiir die GC7-induzierte Seneszenz wird noch ersichtlicher, wenn Wildtyp-

p53 wieder in G55T2-Zellen exprimiert wird. Diese transduzierten Zellen zeigen einen
Seneszenphanotyp, sobald sie mit GC7 behandelt werden, jedoch nicht solche Zellen, die
mit einem Kontrollvektor transduziert wurden. Diese Ergebnisse werfen ein wenig mehr Licht
auf Verbindung zwischen elF-5A und p53, die zuerst von Li et al. und Rahman-Roblick et al.
beschrieben wurde®”'*®. Rahman-Roblick und Kollegen beschrieben eine Hochregulation
von elF-5A nach der Induktion der p53-abhangigen Apoptose. Li et al. konnten eine
Erhdhung des p53-Levels und eine vermehrte Expression einiger Zielproteine, wie
p21%e"CPTynd Mdm2 nach einer exogenen Uberexpression von elF-5A nachweisen.
Allerdings wurde in der Arbeit von Li et al. der Hypusinstatus von elF-5A nicht Gberprift.
Dieses konnte, im Falle einer exogenen Uberexpression und ohne eine entsprechende
komplementierende Uberexpression der DHS, unter Umstdnden nicht ausreichend
hypusiniert werden'". Es verbleibt damit im inaktiven Zustand, dessen (u.U.) proapoptotische
Funktionen dann zum Tragen kommen und entsprechend p53-Signalwege aktivieren®®.
Daher bleibt es unklar, ob die Uberexpression oder die Akkumulation von unhypusiniertem
elF-5A eine Rolle bei der p53-Aktivierung spielt. Allerdings deuten die Ergebnisse, die im
Rahmen dieser Arbeit erzielt wurden, darauf hin, dass letzteres der Fall ist, da GC7-
behandelte Zellen schnell unhypusiniertes elF-5A anreichern. Weiterhin unterstreichen die
Ergebnisse die Rolle von p53 in elF-5A-abhangigen, regulatorischen Mechanismen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine klare Verbindung zwischen der DHS-
Inhibition, Akkumulation von unhypusiniertem elF-5A, Zellzyklusarrest und der Induktion
einer p53-abhangigen, zelluldaren Seneszenz hergestellt werden konnte. Die Inhibition der
DHS fihrte allerdings auch zu einer verminderten Proliferation in G55T2-Zellen, die nur Gber
ein inaktiviertes p53 verfligen. Dies unterstreicht, dass funktionelles elF-5A ebenfalls an der
Regulation von p53-unabhangigen Prozessen beteiligt ist und deren Beeinflussung ebenfalls
zu vermindertem Wachstum fihrt. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass eine
betrachtliche Anzahl von Glioblastomen einen deaktivierten p53 Tumorsupressor aufweisen.
Da die genaue biologische Funktion von elF-5A noch unbekannt ist, |&sst sich allerdings
nicht sagen, worauf diese p53-unabhangigen Effekte beruhen oder wie nachhaltig sie wirken.
Eine moégliche Hypothese ware, dass ohne aktives elF-5A der mRNA-Transport und/oder die
Translation von zellzyklusspezifischen (und notwendigen) Faktoren ausbleibt, was zu einem
(zumindest temporaren) Gq-Arrest, auch in p53-negativen Zellen fiihrt.

Da es sich bei GC7 um ein Polyaminanalogon handelt, kdnnte es unter Umstanden (z.B. ab
einer gewissen Konzentration) andere polyaminabhangige Prozesse beeinflussen. Die
Verwendung von nicht-spermidindhnlichen DHS-Inhibitoren (z.B. CNI-1493) kdnnte helfen,
diese méglichen unspezifischen Effekte zu umgehen'. Um solche Nebenwirkungen als

hauptsachlichen Wirkmechanismus von GC7 in GBM-Zellen auszuschlie3en, wurde die DHS
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durch die stabile Expression eines shRNA-Pools, der gegen die DHS-mRNA gerichtet war,
herunterreguliert. Dies flhrte zu einer signifikant reduzierten Proliferation und zu einem
Phanotyp, ahnlich dem von GC7-behandelten Zellen. Die Herunterregulation von elF-5A
durch einen shRNA-Pool flihrte hingegen nur zu einer moderaten Reduktion des
Zellwachstums. Fur diesen Gegensatz zu Zellen mit reduzierter DHS-Aktivitat kdnnte es zwei
mdgliche Erklarungen geben. (i) elF-5A wird in den verwendeten GBM-Zellen sehr stark
exprimiert und die transduzierten shRNAs sind nicht in der Lage, eine ausreichende
Herunterregulation zu gewahrleisten, bzw. die verbleibende Menge an elF-5A ist weiterhin
ausreichend, um die entsprechenden Funktionen in der Zelle aufrecht zu erhalten. Allerdings
konnte im Rahmen dieser Arbeit kein Wachstumsunterschied zwischen Zellen mit einer
mittleren (ca. 50%) und einer sehr starken Herrunterregulation (ca. 90%) von elF-5A
beobachtet werden. (ii) Unmodifiziertes elF-5A ist weiterhin in der Zelle vorhanden, wenn die
DHS inhibiert und herunterreguliert wird, nicht jedoch bei einem ,Knockdown® von elF-5A
selbst. Diese Form hat proapoptotische Eigenschaften, die zu einem antiproliferativen Effekt
nach DHS-Inhibition beitragen kénnen. Zwar konnte keine Apoptose in den verwendeten
Zellen festgestellt werden, aber andere, noch unbekannte antiproliferative Effekte von

unhypusiniertem elF-5A kdnnen nicht ausgeschlossen werden.

4.1.3 GC7 und alkylierende Substanzen haben einen additiven,

antiproliferativen Effekt auf GBM-Zellen in vitro

Die Behandlung von Glioblastompatienten mit DNA-schadigenden Wirkstoffen, wie z.B.
BCNU oder TMZ, ist der derzeitige Standard bei der adjuvanten Therapie nach chirurgischer
Entfernung des Tumors. Daher war es eine interessante Fragestellung, ob eine DHS-
Inhibition das Potential hat, durch TMZ/BCNU ausgeldste, antiproliferative Effekte zu
unterstiitzen. Der G,/M-Arrest (resultierend in zellularer Seneszenz und/oder Apoptose) der
durch TMZ induziert wird, wurde bereits beschrieben'®®''. Die hier prasentierten Ergebnisse
legen einen additiven Effekt bei kombinierter Behandlung von Zellen mit TMZ/BCNU und
GC7 nahe, was sich in einer verbesserten Reduktion der Zellproliferation aufiert. Dies
spiegelt sich auch im Zellzyklus der behandelten Zellen wieder. Sie zeigen eine Mischung
aus GC7-induzierten G- und TMZ/BCNU-charakteristischen G,/M-Arrest, begleitet von einer
Ansammlung von polyploiden Zellen. Daher Idsst sich vermuten, dass der verbesserte
antiproliferative Effekt der Kombinationstherapie durch eine gleichzeitige Inhibition des
Zellzyklus an G4/S- und Gy/M-Kontrollpunkten zustande kommt. Da TMZ und BCNU keinen
Effekt auf den Hypusinstatus von elF-5A haben (vergl. Abschnitt 3.2.6), wlrde die
Kombination von alkylierenden Substanzen und DHS-Inhibitoren einen zweigleisigen Ansatz

zur Bekampfung von GBM-Zellen bieten. Leider konnte kein pro-apoptotischer Effekt durch
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eine DHS-Inhibition in GBM-Zellen beobachtet werden. Auch in Zellen, die bereits einem
Stress durch Alkylantien ausgesetzt waren, konnte ein solcher Effekt nach verhinderter
Hypusinierung nicht induziert werden. Dies bedeutet, dass elF-5A und die
Hypusinmodifikation in GBM-Zellen eine Rolle bei der Kontrolle von Proliferation und
Zellwachstum spielen, jedoch (vermutlich aufgrund von genetischen Veranderungen) nicht in
der Lage sind, regulatorisch auf apoptotische Prozesse zu wirken. Dies ist insofern von
Bedeutung, als das die Induzierung der Apoptose oder anderen Formen des Zelltodes als
der ,heilige Gral“ in der pharmakologischen Krebstherapie gilt. Sie verringert die
Tumormasse und fihrt zu einer Reduktion der Krebszellen im Organismus. Die
therapeutischen Mdglichkeiten der zelluldren Seneszenz hingegen sind noch weitestgehend
unbekannt. Es bleibt zu bedenken, dass seneszente Zellen durch die Ausschittung
verschiedenster Zytokine und Wachstumsfaktoren mit ihrer Umgebung kommunizieren, was
sowohl pro-, als auch anti-tumorigene Effekte haben kann'?"'*°. Daher war der
therapeutische Nutzen einer Seneszenzinduzierung fraglich. Allerdings konnte kurzlich
gezeigt werden, dass seneszente Zellen, zumindest in der Leber, vom Immunsystem erkannt
und beseitigt werden. Hier konnten Kang et al. nachweisen, dass seneszente Zellen durch
die Ausschiittung von Zytokinen (insb. IFN-y) eine CD4*-T-Zell-Antwort auslésen und so
weitere Immunzellen rekrutieren, welche die pra-malignen Zellen beseitigen'®. Ein
Ausbleiben dieses Mechanismus konnte in immundefizienten Mausen (Entwicklung von
hepatozellularen Tumoren) und bei immunkompromitierten Menschen (Akkumulation von
seneszenten Zellen, z.B. bei HIV-Patienten und immunsuprimierten Organempfangern)
beobachtet werden. Da p53, wie oben beschrieben, einer der zentralen Faktoren fir die
Induktion einer Seneszenz ist, kdnnte dies auch erklaren, warum GBM-Tumore schnell und
haufig p53-Mutationen akquirieren und so der Immunliberwachung des Organismus
entgehen. Die bedeutet allerdings auch, dass eine DHS-Inhibition in GBMs wahrscheinlich
einen starken Selektionsdruck ausibt und p53-negative Zellen selektiert. Auch TMZ zeigte in
vitro eine Abhangigkeit von p53, um einen dauerhaften Zellzyklusarrest auszuldsen'’.
Allerdings sind p53-negative Zellen durch die Behandlung mit TMZ ebenfalls nicht in der
Lage, den Zellzyklus korrekt zu durchlaufen, und werden dadurch polyploid, was in dieser
Arbeit ebenfalls beobachtet werden konnte. Dadurch werden die Zellen in einen
apoptoseunabhangigen Zelltod, die mitotische Katastrophe, getrieben. Hier stellt sich die
Frage, ob die DHS-Inhibition diesen Prozess positiv unterstiitzen kénnte, oder eher einen
hinderlichen Effekt hat, da weniger Zellen in die G,-M-Phase des Zellzyklus gehen. Prinzipiell
kann unhypusiniertes elF-5A auch eine p53-unabhangige Apoptose ausldésen. Sun et al.
konnten zeigen, dass die Expression einer hypusindefizienten elF-5A-Mutante in HeLa S3-
Zellen, einer humanen Zervixadenokarzinomlinie, einen Caspase 3, 8 und 9-abhangigen

135
t.

Zelltod auslos Diese Zellen sind allerdings p53-negativ. Die Autoren stellen die
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Hypothese auf, dass die Apoptose daher durch p73, ein Protein mit hoher Homologie zu p53,
induziert wird. Da allerdings eine Induktion der Apoptose in GBM-Zellen nicht beobachtet
werden konnte, ist davon auszugehen, dass hierbei weitere Faktoren eine Rolle spielen.
Diese kdnnen z.B. vom =zelluldren Hintergrund oder weiteren Mutationen abhangen und
beeinflussen, in welchen Phanotyp sich eine DHS-Inhibition und die Akkumulation von
unhypusinertem elF-5A &duRert. Andererseits sind elF-5A und die Hypusinsynthese
hochkonserviert, und es ist bisher keine Resistenz gegen die Inhibierung dieses Systems
bekannt. Dies konnte die Wahrscheinlichkeit reduzieren, dass Tumorzellen die Inhibition der
Hypusinsynthese einfach durch redundante Mechanismen, wie es beispielsweise von
Signaltransduktionswegen bekannt ist, umgehen kénnen.

Ein weiterer Aspekt bei der Inhibition der Hypusinsynthese wurde vor kurzem von Scuoppo
et al. beschrieben. Sie konnten in einem in vivo B-Zell-Lymphommodell zeigen, dass elF5A,
DHS und Enzyme des Polyaminsyntheseweges (die durch die Bereitstellung von Spermidin
indirekt an der Hypusinsynthese beteiligt sind) unabhangig vom p53-Status als
Tumorsupressor fungieren kdnnen'™’. Sie konnten zudem nachweisen, dass eine Co-
Deletion von elF5A und AMD1 (beteiligt an der Polyaminsynthese) in humanen B-Zell-
Lymphomen gehauft vorkommt. Die Autoren vermuten, dass hierbei jeweils eine
heterozygote Deletion pro Gen vorliegt (insgesamt also zwei onkogene ,Treffer), da ein
starker Knockdown eines der beiden Gene in vivo zu wenig viablen Zellen flhret. Eine
solche Tumorsupressorfunktion von elF-5A wurde vorher noch nicht beschrieben, was
wiederum die zellkontextabhangige Rolle von elF-5A widerspiegeln kénnte. Daher musste
diese Tumorsupressorfunktion im Rahmen einer systemischen Inhibierung der
Hypusinsynthese bedacht werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier prasentierten Daten eine wichtige Rolle
von elF-5A und den hypusinsynthetisierenden Enzymen fir die Proliferation von
Glioblastomzellen etablierten. Es konnte zudem eine grundsatzliche Durchfihrbarkeit der
DHS-Inhibition zur Wachstumsreduktion von GBM-Zellen gezeigt werden. Zudem wurde
erarbeitet, dass nicht-maligne, primare Astrozyten durch die GC7-Behandlung nicht in ihrer
Proliferation beeintrachtigt werden. Da elF-5A, DHS und DOHH in den malignen Zellen
Uberexprimiert werden, koénnte sich damit ein therapeutisches Fenster flir eine

pharmakologische DHS-Inhibition bieten.

4.2 Etablierung einer elF-5A2 Knock-out Mauslinie

Uber die Funktionen von elF-5A2 in vivo ist bisher wenig bekannt. Die hohe
Sequenzéhnlichkeit von 84% zu elF-5A° spricht einerseits fiir grundsétzlich ahnliche

Funktionen, das raumlich und zeitlich sehr unterschiedliche Expressionsmuster andererseits
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spricht jedoch daflir, dass die beiden Proteine unterschiedliche Funktionen erflllen. In Hefe
(Saccharomyces cerevisiae) wurden bisher die meisten Analysen zur Aufklarung der
Funktionen von elF-5A und —A2 durchgefuhrt. Hier gibt es ebenfalls zwei Formen (Hyp1p
und Hyp2p), wobei die Deaktivierung jeweils eines der beiden Proteine keine Auswirkung zu
haben scheint’®®, die Deaktivierung beider Formen ist jedoch letal. Beide Formen kdnnen
durch elF-5A und —A2 aus anderen eukaryotischen Spezies supplementiert werden. Dies
spricht daflir, dass die grundlegenden Funktionen der beiden Formen in S. cerevisiae,
zumindest weitestgehend, Ubereinstimmen. Mdglicherweise haben sich differenziertere
Eigenschaften der beiden elF-5A-Proteine erst im weiteren entwicklungsgeschichtlichen
Verlauf herausgebildet. Daher wurde als Modellsystem fir hdhere Eukaryoten die Maus
(Mus muculus) gewahlt. Hier ist der Prozess des Gen-Knock-outs gut etabliert und da Mus
musculus, wie Homo sapiens, Uber zwei elF-5A-Formen verflgt, scheint eine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen wahrscheinlich. Eine embryonale Letalitat
durch den elF-5A2 Knock-out kann nicht ausgeschlossen werden da die Funktion von elF-
5A2 weitestgehend unbekannt ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass zumindest eine
transgene Uberexpression in vivo zu einer verringerten Aktivitdt von p19 fihrt. Dies
wiederum hat eine Destabilisierung von p53 zu Folge. Dies fuhrt letztlich zu genomischer

Instabilitat*’

. Da eine Manipulation von elF5a2 somit durchaus weitreichende Folgen haben
kdnnte, wurde eine konditionale KO-Strategie gewahlt. Dies ermdglicht eine gezielte,
gewebs- oder zeitspezifische Deaktivierung des Zielgens und ist auch vor dem Hintergrund

der elF-5A2-Expression in nur relativ wenigen Geweben interessant.

4.2.1 Die Herstellung von murinen ESCs mittels eines konstruierten

Zielvektors ergab keine nachweisbar positiven Klone

Fur die Herstellung des Zielvektors wurde die Methode der homologen Rekombination
mittels RedET-Klonierung gewahlt'®. Die Methode wurde etabliert, um Selektionsmarker und
Erkennungssequenzen fir Rekombinationsenzyme in subklonierte Fragmente der Zielgene
zu inserieren. Diese Methode, welche die in vivo Rekombination zwischen homologen DNA-
Fragmenten in Bakterien ermdglicht, beruht auf der Verwendung von zwei viralen
Rekombinationsenzymen, die Uber ein Plasmid in E. coli eingeschleust werden. PCR-
Produkte, die jeweils eine Selektionskassette und Erkennungssequenzen fir die Cre-, bzw.
Flp-Rekombinase enthielten, wurden amplifiziert und im selben Schritt Sequenzen lber die
Primer angefligt, die zum gewlinschten Integrationsort homolog sind. Hierbei stellte sich
heraus, dass nicht immer eine freie Wahl des Integrationsortes mdglich war. Da die Primer
aufgrund ihrer Ladnge dazu neigen, mit sich selbst oder dem zweiten Primer Dimere zu

bilden, ist die Wahl des Integrationsortes u.U. durch die Nukleotidsequenz
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und -zusammensetzung eingeschrankt. Auch die Anwesenheit von hochrepetetiven
Sequenzen schrankte die Wahl mdglicher Integrationsstellen ein. Solche Sequenzen wurden
durch den Suchalgorithmus von Repeatmasker'® detektiert und als Zielsequenzen fiir die
Rekombination ausgeschlossen. Als weiteres Problem dieser Methode stellte sich heraus,
dass nach einer Rekombination gelegentlich modifizierte und nicht-modifizierte Plasmide
zusammen in den E.coli-Zellen vorkamen. Diese lieRen sich auch durch eine starke
Verdinnung der Plasmide nicht voneinander trennen, vermutlich da die verschiedenen
Plasmide ineinander verwunden sind. Dieses Problem konnte durch enzymatisches
Schneiden der Plasmide und Religation gelést werden. Insgesamt stellt die RedET-
Klonierung eine durchaus schnelle und reproduzierbare Methode zur Generierung von KO-
Zielvektoren dar, ohne jedoch so unkompliziert und zeitsparend zu sein, wie es zunachst den
Anschein erweckt. Zumindest nicht, wenn sie neu etabliert werden muss oder der zu
modifizierende Bereich in einer eventuell problematische Sequenz liegt.

Fur die Elektroporation des Zielvektors wurden C57BL/6N-embryonale Stammzellen (ESCs)
aus der JM8.F6-Linie verwendet'®'. Diese Zellen erst vor relativ kurzer Zeit entwickelt und
der wissenschaftlichen Gemeinschaft zuganglich gemacht worden und haben gegeniber
den herkdmmlichen 129/X1 x 129/S1 ESCs den Vorteil, dass sie aus C57BL/6N-Mausen
gewonnen wurden und daher nahezu den gleichen genetischen Hintergrund haben, wie die
in der Serviceeinheit Transgene Tiere verwendeten C57BL/6J-Mause. Daher entfallt die
sonst sehr zeitaufwandige Ruckkreuzung nach der Keimbahntransmission, da sich die
C57BL/6N- und C57BL/6J-Linien genetisch nur duRert geringfiigig unterscheiden''. Zudem
verfugen diese Zellen Uber ein wiederhergestelltes Agouti-Gen (codiert die Fellfarbe), so
dass die daraus hervorgehenden Tiere uUber eine braune Fellfarbe verfigen. Dies ermdglicht
den Nachweis einer erfolgreichen Blastozysteninjektion, da sich C57BL/6N-Anteile (braun)
und C57BL/6J-Anteile (schwarz) in den Chimaren so abschéatzen lassen. C57BL/6J-
Inzuchtmause werden am haufigsten fur KO-Experimente genutzt. Die meisten Deleter- und
anderen Linien sind auf diesen genetischen Hintergrund gekreuzt. Daher ist auch der
Phanotyp der C57BL/6J sehr gut charakterisiert. Tiere der 129-Linie, aus der bisher meist die
ESC fiur die Elektroporation des Zielvektors stammten, hingegen zeigen o6fter schlechtere
Zuchtergebnisse und unerwiinschte/unerwartete Phanotypen®?.

Nach der Elektroporation des Zielvektors in die ES-Zellen konnten zwar mehrere hundert
G418-resistente Klone herangezogen werden, allerdings konnte kein positiver Klon mittels
Southern-Blot ermittelt werden. Hierflr gibt es mehrere mdgliche Erklarungen. Zum einen
kann die Anwesenheit von hochrepetetiven Sequenzen in den Homologiearmen des
Zielvektors zu einer Rekombination mit den entsprechenden repetetiven Sequenz im Genom
kommen und so zu einer unspezifischen Integration fihren. Die daraus resultierenden ESC-

Klone waren ebenfalls resistent gegen G418, da sie die Resistenzkassette tragen, allerdings
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nicht am richtigen genomischen Locus. Bei der Planung des Zielkonstruktes wurde die
elF5a2-Sequenz und die der angrenzenden Homologiearme mit RepeatMasker auf
repetetive Sequenzen untersucht, um diesen Fall auszuschliellen. Allerdings befinden sich
auch repetetive Sequenzen innerhalb des elF5a2-Locus (alle repetetiven Elemente
zusammen machen 29,85 % der elF5a2-Sequenz aus; siehe Anhang), so dass eine
vollstdndige Abwesenheit von repetetiven Sequenzen nicht erreicht werden konnte. Eine
weitere Mdglichkeit ist, dass der Genort von e/F5a2 in den ESCs transkriptionell inaktiv und
daher die Chromosomenstruktur stark kondensiert ist. Die geschlossene Konformationen der
DNA, wie sie im Heterochromatin vorliegen, verringern moglicherweise die

Wabhrscheinlichkeit einer homologer Rekombination'®*'®

. Sequenzunterschiede zwischen
dem Zielkonstrukt und dem Genom der ESCs kdnnen ebenfalls die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Rekombination verringern. Allerdings wurde der Zielvektor sequenziert, um
solche Mutationen auszuschlieRen. Die Lange der Homologiearme ist ebenfalls
ausschlaggebend. Eine Gesamtlange des Homologiebereiches von 8 — 15 kb und eine
Lange von >1 kb pro Arm hat sich als effizient herausgestellt'®*'®®. Diese Parameter wurden
beim Design des Zielvektors berlcksichtigt. Zudem sind die Homologiearme bereits so lang,
dass eine Verlangerung eine effektive Southern-Blot-Strategie unmdglich gemacht hatte.
Anstelle des bisher verwendeten Konstrukts, das aus einem subklonierten modifizierten
Genfragment in einem Klonierungsvektor besteht, kdnnte man auch ein modifiziertes BAC
zur Elektroporation benutzten. Dieser enthalt aufgrund seiner Gréfle einen sehr grofen
homologen Bereich und kann dadurch sehr effizient rekombinieren'. Allerdings ist die
Handhabung von BACs nicht unproblematisch, da sie aufgrund ihrer Grélke dazu neigen,
durch Scherkrafte (z.B. wahren der Praparation) in kleinere Stlicke zu zerreilen. Zudem
kann der Nachweis der homologen Rekombination hierbei nicht mit Southern-Blot Analysen
erfolgen, sondern wird mit der FISH-Methode durchgefihrt. Eine weitere Mdglichkeit, um die
Zahl Klone mit unspezifischer Integration des Konstrukts zu vermindern, ware eine negative
Selektion. Dabei werden Gene zur Expression der Herpes-simplex-Virus-Thymidinkinase
(HSV-TK), oder des Diphterie-Toxins an ein Ende des Konstrukts angefiigt. Bei homologer
Rekombination in ES-Zellen werden diese Kassetten nicht ins Genom integriert, bei zufalliger
Integration hingegen wird das gesamte Konstrukt mit den Kassetten zur negativen Selektion
integriert, was zum Absterben der Zellen flhrt. Die groRe Zahl an G418-resistenten Klonen,
die in dieser Arbeit generiert wurden, kdnnte auch dafir sprechen, dass die Rekombination
funktioniert und nur der Nachweis der positiven Klone das Problem darstellt. Um die
Wahrscheinlichkeit dieses Problems einzugrenzen, wurden verschiedene Sonden fiir den
Southern-Blot gewahlt. Zudem wurden Sonden verwendet, die sowohl &, als auch 3’ des
elF5a2-Locus binden. Mit der 5-bindenden Sonde konnte auch mit der murinen wt-gDNA,

kein zufriedenstellendes Signal erreicht werden. Die 3’-bindende Sonde zeigte zwar ein
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Signal in einem Kontrollversuch mit wt-gDNA, aber mit DNA, die aus den G418-resistenten
Klonen extrahiert wurde, waren die Signal nicht zufriedenstellend (kein positives Signal oder

unspezifische Signale). Dies spricht eher daflr, dass das Problem nicht an den Sonden liegt.

4.2.2 Mittels des IKMC-elF5a2-Klons wurden Mause mit ,,gefloxtem* elF5a2

generiert

In der Zeit, in der diese Arbeit angefertigt wurde, begann dass Internationale Knockout-Maus
Konsortium (,International Knockout Mouse Consortium® IKMC) damit systematisch
Zielvektoren und ESCs mit ,gefloxten* Genen anzufertigen und sie der wissenschaftlichen
Gemeinde zur Verfigung zu stellen. Die modifizierte Variante von elF5a2 wurde erst gegen
Ende dieser Arbeit verfugbar. Da keine positiven Klone mit dem selbstklonierten Vektor
hergestellt werden konnten, wurden Klone des IKMC (bzw. des europaischen Ablegers
EuMMCR; Helmholtz Zentrum Minchen Deutsches Forschungszentrum flr Gesundheit und
Umwelt (GmbH)) verwendet. Zum Zeitpunkt der Bestellung waren zwei Klone verfigbar,
wobei einer der Klone die Qualitatskontrolle nicht bestand und als negativer Klon aussortiert
wurde (A. Hoérlein, EUMMCR, persdnliche Kommunikation). Der verbliebene Klon, der fur
einen konditionalen KO genutzt werden kann, wurde fir die weiterfihrenden Versuche
verwendet. Interessanterweise kam es bei der Herstellung der KO-ESCs durch das IKMC zu
Komplikationen, was letztendlich dazu fiihrte, dass nur dieser einzelner Klon zur Verfigung
stand (A. Hoérlein, EUMMCR, persénliche Kommunikation). Dies kénnte ein Hinweis darauf
sein, dass es in der Tat chromosomale oder sequenzspezifische Eigenschaften im elFba2-
Locus gibt, welche Rekombinationsprozesse und damit die Herstellung einer elF5a2-KO-
Maus erschweren.

Der verfugbare IKMC-Klon konnte durch eine LR-PCR 3’-seitig bestétigt werden. Die LR-
PCR mit einem 5 vom modifizierten elF5a2-Abschnitt bindenden Primer war nicht
erfolgreich. Die interne Qualitatskontrolle des IKMC stiel auf dieselben Probleme,
eine 5’-LR-PCR war dort ebenfalls nicht erfolgreich
(http://www.knockoutmouse.org/martsearch/project/72200). Eine Sequenzierung des 5'-
gelegenen genomischen Abschnitts ergab, dass es zwischen der Sequenz und der NCBI-
Datenbank Unterschiede gibt. Eine Sequenzierung der gDNA von positiven Klonen die per
LR-PCR analysiert wurden, ergab, dass es bestimmte, 5’-gelegene DNA-Bereiche nicht gibt,
obwohl sie in der NCBI-Sequenz hinterlegt sind. Dazu gehért auch der Abschnitt, in dem der
5-Primer fur die LR-PCR liegt. Diese Unterschiede kdnnten genetische Variationen zwischen
der Referenzsequenz (C57BL6/J) und dem Mausstamm, aus dem die ES-Zellen gewonnen

wurden (C57BL6/N), darstellen. Auch Sequenzunterschiede zwischen den Ursprungszellen
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und den einzelnen Subklonen, die wahrend der Etablierung der C57BL6/N-ES-Zellen
gewonnen wurden, kénnte diese Varianz erklaren. Aufgrund dieser Sequenzunterschiede
zwischen Referenzsequenz und IKMC-elF5a2-Klons kann eine PCR mit den IKMC-Primern
kein PCR-Produkt ergeben. Die Primersequenzen fir die LR-PCR wurden vom IKMC zur
Verfigung gestellt und vermutlich anhand der NCBI-Sequenz designed. Eine mdgliche
Erklarung flr die gescheiterte Genotypisierung anhand der 3’-gelegenen Primer kdnnte
damit gefunden sein. Eine weitere 5’-LR-PCR-Strategie konnte im Rahmen dieser Arbeit aus
Zeitgriinden allerdings nicht mehr entwickelt werden. Der IKMC-elF5a2-Klon wurde fiir zwei
Blastozystentransfers eingesetzt. Die daraus resultierenden Nachkommen wiesen einen
Anteil von 40 — 70% mit braunem Fell auf, d.h. der Transfer der modifizierten ESCs in die
Blastozysten war erfolgreich. Tiere mit > 50% Chiméarenanteil wurden weiter verpaart und die
entsprechenden Nachkommen auf das Vorhandensein des modifizierten elF5a2-Allels
Uberprift. Hierbei stellten sich vier der zwdlf Tiere (33%) als positiv heraus, was leicht tGber
der erwarteten Quote von 25% liegt. Zur Sicherheit wurden die vier Tiere mit einer weiteren
PCR validiert, so dass die Anwesenheit der Resistenzkassette mit FRT- und loxP-Stellen
eindeutig verifiziert wurde. Die weiteren Schritte zur Erstellung der KO-Maus konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht weiter durchgefihrt werden. Eine weitere Bearbeitung findet aber
in der in Arbeitsgruppe Balabanov statt. Somit wird in den nachsten Monaten eine Maus mit
gefloxtem elF5a2 zur Verfugung stehen, die dann der wissenschaftlichen Gemeinde zur

Verfigung steht und fir KO-Studien genutzt werden kann.
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4.3 Ausblick

Die Rolle der elF-5A-Proteine und der beiden Hypusinierungsenzyme DHS und DOHH bei
verschiedenen Erkrankungen, wie Neoplasien, HIV oder Diabetis mellitus wurde in einer
Reihe von Studien untermauert. Dies lasst die Entwicklung und Verwendung von
Hypusinerungsinhibitoren oder anderen Wegen, welche die Funktion von elF5A
beeinflussen, fur Therapiezwecke sinnvoll erscheinen. Die erfolgreiche Anwendung von
Nanopartikeln (,SNS01-T“) in einer klinischen Studie zur Behandlung von multiplen
Myelomen, die eine elF5A-siRNA in Kombination mit einem Expressionsplasmid fur eine
hypusindeffiziente, proapoptotische elF5A-Mutante enthalten (vergl. Abschnitt 1.2.3),
verdeutlicht, dass elF-5A und der Hypusinsyntheseweg ein realistisches Ziel fur gezielte
Therapien darstellen kann. Allerdings ist hierflr beispielsweise die Entwicklung von DHS-
Inhibitoren notwendig, die besser fiur die in vivo-Anwendung geeignet sind als GC7 oder
andere, bisher verfugbare Moleklle. SNSO01-T beispielsweise ist nur auf die Anwendung in
multiplen Myelomen zugeschnitten. Mittels eines spezifischen Promotors wird die
hypusindefiziente elF-5A-Mutante nur in B-Zellen, von denen die Myelomzellen abgeleitet
sind, exprimiert. Ein systemischer Einsatz von Hypusinierungsinhibitoren kénnte sich als
problematisch herausstellen, wenn man bedenkt, dass elF-5A in nahezu allen Geweben
exprimiert wird und daher eine generelle Bedeutung fir den Organismus wahrscheinlich ist,
daher waren klinische Studien diesbezliglich von besonderer Bedeutung, sobald
entsprechende Inhibitoren zur Verflgung stehen. Die Verwendung gezielt wirkender
Substanzen oder Therapieansatze, wie im Falle von SNS01-T, bietet sich daher sicher als
eine vielversprechende Alternative an. Auch eine weitere Analyse der Wirkungsweise von
Hypusinierungsinhibitoren in  p53-negativen  Tumorzellen wéare notwendig, um
herauszufinden, ob eine Anwendung in solchen Tumoren grundsétzlich méglich und sinnvoll
ware. Zwar ist einer Verwendung (sofern sich die in vitro Daten in vivo bestatigen lassen)
auch bei p53-negativen Neoplasien denkbar, da auch in diesen Fallen mit einer
antiproliferativen Wirkung durch eine verminderte Hypusinierung zu rechnen ist. Allerdings
sind pro-apoptotische oder, wie in dieser Arbeit gezeigt, seneszenzinduzierende Effekte
anscheinend auf funktionelles p53 angewiesen. Es wurde allerdings auch eine p53-
unabhangige, apoptoseinduzierende Wirkung von unhypusiniertem elF-5A beschrieben
(vergl. 4.1.3). Die Berichte Uber unterschiedliche Effekte von unhypusiniertem elF-5A in
Zellen verschiedener Herkunft deuten jedoch darauf hin, dass die entsprechenden
regulatorischen Mechanismen und deren Abhangigkeit vom zellularen Hintergrund noch
nicht ausreichend verstanden sind. Hierbei kdnnte die weitere Aufklarung und ein besseres

Verstandnis der grundlegenden Funktionen von elF-5A, -A2 und der hypusinsynbildenden
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Enzyme helfen.

Die in dieser Arbeit und mit Hilfe der IKMC-ES-Zellen erstellte elF5a2"*-Maus kann, dank
ihres genetischen Hintergrundes, fast ohne Rickkreuzung weiter verwendet werden. Nach
der Entfernung der neo-Kassette durch Verpaarung mit einer Flp-exprimierenden Maus,
kann diese Mauslinie fur die Kreuzung mit verschiedensten ,Deleter‘-Mausen eingesetzt
werden, um elF5a2 in unterschiedlichen Geweben oder Entwicklungsstadien zu deaktivieren
und so Einsichten in seine grundlegenden biologischen Funktionen zu erlangen. Angesichts
der hohen Expression von elF5a2 in Teilen des Gehirns waren ,Deleter, die eine Cre-
Rekombinase in den entsprechenden Hirnbereichen exprimieren, nitzlich um die Funktion
von elF5a2 in neuronalen Strukturen des zentralen Nervensystems zu untersuchen. So
kdénnen beispielsweise ,Deleter*-Mause wie Nestin-Cre (KO im gesamten Hirn), D6-Cre

167

(spezifisch fur das Vorderhirn) ™" oder fur die Cre-Expression in bestimmten Unterbereichen

%8 yerwendet werden, um die neuronale

(z.B. der CA-1-Bereich des Hippokampus)
Bedeutung von elF5a2 fein abgestimmt zu beleuchten. Auch flr die Analyse der
tumorigenen Funktion von elF5a2 in verschiedenen Organen, wie Kolon, Ovar oder Leber
(siehe Abschnitt 1.2.3) kdnnte ein entsprechender KO nutzlich sein, um bereits vorhandene
klinische Daten bzw. in vitro Erkenntnisse zu erganzen. Dies kdnnte dazu beitragen, die
bisher duRert begrenzten Daten Uber die Rolle von elF5a2 in vivo zu vervollstdndigen und
elF5a2 und die hypusinbildenden Enzyme als mdgliche Ziele fur die Behandlung von

Krebserkrankungen weiter zu etablieren.
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8 Anhang

8.1

eF5a2-,Knockout“-Konstruktion:

Primersequenzen

Name

Sequenz (5'-3")

Sequenzierprimer elF5A2 in pStartK
pStartrev-seq1-r

tgacagcagacgtgcactgg

pStart-K Seq fwd

Primer zum Anfiigen von
Homologiearmen an elF5A2 bzw. an
die Resistenzkassetten

CTC GGG CCC CAAATAATG AT

gagcccctectgtacagectgggtgttggtgaagggggaatccaagagttACGC

A2-Primer1 GTcgactgaattggttcctttaaagc
gagacagacgagttaaggagatacaagaggaaagaaggaagatggagegaa
A2-Primer2 gcegeactcgagatatctagacceca

elF5A2-KanNeo-loxP-for

aactgaagatgaggatgcatctcgcccgggaacactgcgaagcticaaacaattaa
ccctcactaaagggcg

elF5A2-KanNeo-loxP-rev

gtgctgcggattagtgcacttccggcegtgcagagcetgectgcagtcgacttaatacga
ctcactatagggctc

elF5A2-KanNeo-FRT-f

CTAGGGCCGGCCATTAATaattaaccctcactaaag

elF5A2-KanNeo-FRT-r
Sondenprimer

CTAGTTAATTAAAAGCTTGTTAACtaatacgactcactatag

3'-Sonde3-f cacacattacatgaattataagg
3'-Sonde3-f ctgtcccagctcttaactge
Weitere Sequenzierprimer

pWS-TK6-Ori-f gtgagcgaggaagcggaatatatc
A2-TK6-Ori-r catccgtcagtctagtaatttcc
A2-TKB-3'-f gggaaatgtggattgctgtc
A2-TK6-3'-r tataaacccgcagtagcgtg
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elF5a2-IKMC-ES-Zellen:

Name Sequenz (5'-3")

Validierung der Integration in ES-Zellen und

Genotypisierung

5' Universal (LAR3) CACAACGGGTTCTTCTGTTAGTCC

5' Gene Specific (GF4) CTGATAGGAGGCTTCAGGTCAGCGGAGGAC
5' Gene Specific (GF3) GATAGGAGGCTTCAGGTCAGCGGAGGACAG
3' Universal (RAF5) CACACCTCCCCCTGAACCTGAAAC

3' Gene Specific (GR4) GATGACTGCTGTGTGGAATAGTATCATCTG
3' Gene Specific (GR3) GAGGAGGACCATGAGATGGTGAGGACATG

8.2 Lentirale Vektoren

LeGO-iCer2-Puro*-

L 4

e @mmmmm

LeGO-Cer2-

L 4

Sl S B coruan 20 P LveRe L

Abb.: 33 Schematische Darstellung des lentiviralen Vektors, der zur Expression von humanem p53 genutzt wurde
und der Leervektor, dargestellt als integriertes Provirus. Ein PCR-Fragment der p53 cDNA in den Klonierungsbereich
des LeGO-iCer2-Puro+ -Vektors kloniert (EcoRI- and Notl-Schnittstellen) und durch Sequenzierung verifiziert. Folgende
Vektorelemente sind dargestellt (nicht maRstabsgetreu): SIN-LTR, “self inactivating long terminal repeat; Y,
Verpackungssignal; RRE, rev-gesteuertes Element; cPPT, zentraler Polypurintrakt; SFFV, “Spleen focus-forming virus
Enhancer/Promotor; wt p53, cDNA die flir das humane p53 kodiert; IRES, interne ribosomale Eintrittsstelle des
Encephalomyocarditisvirus; Cerulean, kodiert fir das Cyan-fluoreszierende Protein; 2A, selbsspaltendes Peptid des
Porzinen Teschovirus 1 (P2A); PuroR, kodonoptimierte cDNA des Puromycin-N-Azetyltransferase (vermittelt
Puromycinresistenz); wPRE, Woodchuck Hepatetisvirus posttranskriptionales regulatorisches Element.

116



Anhang 117

8.3 elF-5A-Expression in Glioblastomen (REMBRANDT-
Datenbank)

Kaplan-Meier Survival Plot for Samples with Differential EIF5A Gene
Expression
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View Clinical Reports
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Statistical Report:

EIF5A
Reporter: Mean of All Reporters

Number of samples in group:
Up-Regulated: 22
Intermediate: 241

Log-rank p-value(for significance of difference of survival between group of samples)
Up-Regulated vs. Intermediate: 0.0433240581

Abb.: 34 Kaplan-Meier Schatzkurven von GBM-Patienten mit unterschiedlicher elF-5A-Expression. Patienten
mit hochreguliertem elF-5A (rote Linie; n = 82) und mittlerer Expression (gelbe Linie; n = 241) sind dargestellt.
Logrank-P-Werte (hochreguliert vs. mittlere Expression; Mittelwert aller Reporter): P = 0,0433240981. Die Daten
stammen aus der ,National Cancer Institute REMBRANDT database® (https://caintegrator.nci.nih.gov/rembrandt).
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Tabelle 11: Rohdaten der immunohistochemisch ermittelten Expression von elF-5A, -A2, DHS und DOHH
in neuralen Mikrogewebsschnitten. Die Mikrogewebsschnitte wurden mit entsprechenden Antikérpern gegen
die vier Zielproteine gefarbt. Die Intensitat der Farbung wurde in vier Abstufungen unterteilt: (0: keine, 1: leichte
Farbung in bis zu 20% der Zellen, 2: mittlere oder starke Farbung in bis zu 50% der Zellen, 3: mittlere bis starke
Farbung in >50% der Zellen. Dabei wurden nur die Tumorzellen berlcksichtigt. Die Tumorarten sind: 1 =
Astrozytome, 2 = Oligodendrogliome. Grad entspricht dem WHO Gliomgrad. Das Geschlecht ist folgendermafien
aufgeschlisselt: 1 = weiblich, 2 = mannlich. Das Alter ist in Jahren angegeben. Die Lokalisation der jeweiligen
Probe ist wie folgt aufgeschlisselt: 1 = Frontallappen, 2 = Temporallappen, 3 = zentraler Cortex, 4 =
Occipitallappen, 5 = Cerebellum, 6 = Rickenmark, 7 = Sehnerv.

Probe DHS elF5A2 elF5A DOHH Tumorart Grad Geschlecht | Alter Lokalisation
Al 1-2 1.00 0.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 6.00

Al 3-4 0.00 0.00 2.50 2.00 1.00 1.00 2.00 30.00 7.00
Al 5-6 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 15.00 7.00
Al17-8 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 20.00 5.00
A19-10 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 1.00 1.00 25.00 1.00
A21-2 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 3.00 5.00
A23-4 1.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 14.00 6.00
A25-6 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 13.00 5.00
A27-8 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 12.00

A29-10 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 12.00 5.00
A31-2 0.00 1.00 2.00 2.00 1.00 1.00 1.00 28.00 6.00
A33-4 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00 15.00 6.00
A35-6 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 1.00 2.00 4.00 5.00
A37-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 8.00 7.00
A39-10 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 1.00 1.00 16.00 5.00
A4 1-2 1.00 0.00 3.00 2.00 1.00 1.00 1.00 6.00 7.00
A43-4 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 12.00 5.00
A45-6 0.00 0.00 1.00 0.50 1.00 1.00 1.00 16.00 5.00
A47-8 0.50 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 6.00 5.00
A49-10 0.50 0.00 0.50 0.00 1.00 1.00 2.00 22.00 5.00
A51-2 2.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 15.00 7.00
A53-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 28.00 5.00
A55-6 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 1.00 2.00 13.00 5.00
A57-8 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 1.00 2.00 14.00 5.00
A59-10 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 1.00 13.00 5.00
A61-2 1.00 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00 8.00 5.00
A63-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 1.00 17.00 5.00
A6 5-6 1.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 33.00 1.00
A67-8 0.50 0.00 2.50 1.00 1.00 1.00 1.00 2.00 6.00
A69-10 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 1.00 2.00 12.00 5.00
A7 1-2 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 2.00 2.00 31.00 3.00
A73-4 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 43.00 2.00
A7 5-6 0.00 0.00 2.00 0.00 1.00 2.00 2.00 40.00 2.00
A77-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 40.00 2.00
A79-10 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 28.00 1.00
A81-2 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 2.00 2.00 40.00 2.00
A83-4 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 2.00 2.00 15.00 5.00
A85-6 1.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 58.00 2.00
A87-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 18.00 1.00
A89-10 0.50 0.00 2.00 0.50 1.00 2.00 1.00 46.00 1.00
A9 1-2 1.50 0.00 1.00 0.00 1.00 2.00 2.00 43.00 4.00
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A9 3-4 1.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 33.00

A9 5-6 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 2.00 1.00 22.00 2.00
A9 7-8 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00 2.00 2.00 24.00 1.00
A9 9-10 0.50 0.00 1.00 0.00 1.00 2.00 1.00 52.00 1.00
A101-2 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 2.00 2.00 57.00 1.00
A10 3-4 0.00 0.00 1.00 0.00 1.00 2.00 2.00 52.00 1.00
A10 5-6 0.00 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 44.00 1.00
A107-8 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 43.00

A109-10 | 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 2.00 2.00 33.00

All 1-2 1.00 0.00 3.00 1.00 1.00 2.00 1.00 51.00 1.00
All 3-4 0.00 0.00 22.00 1.00 1.00 2.00 2.00 37.00 2.00
All5-6 0.00 0.00 3.00 3.00 1.00 2.00 1.00 78.00 1.00
Al117-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 1.00 67.00 2.00
A119-10 | 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 2.00 1.00 56.00 1.00
Al21-2 1.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 39.00 3.00
Al123-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 39.00

Al125-6 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 2.00 2.00 38.00 2.00
A127-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 2.00 2.00 30.00 4.00
A129-10 | 0.00 0.00 1.00 2.00 1.00 2.00 2.00 52.00 2.00
Al131-2 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 2.00 46.00 1.00
Al133-4 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 3.00 2.00 42.00 1.00
Al135-6 0.00 0.00 3.00 3.00 1.00 3.00 2.00 44.00 2.00
A137-8 0.00 0.00 1.00 2.00 1.00 3.00 1.00 40.00 3.00
A139-10 | 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 3.00 2.00 32.00 2.00
Al41-2 1.50 0.00 2.00 2.00 1.00 3.00 1.00 30.00 1.00
Al43-4 1.00 0.00 3.00 1.00 3.00 2.00 29.00 3.00
Al145-6 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 3.00 2.00 26.00 1.00
A147-8 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 3.00 2.00 36.00

A149-10 | 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 3.00 2.00 51.00 1.00
Al151-2 0.50 0.00 3.00 3.00 1.00 3.00 2.00 54.00 1.00
Al5 3-4 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 3.00 2.00 60.00 1.00
Al155-6 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 3.00 2.00 67.00

A157-8 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.00 68.00 3.00
A159-10 | 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 3.00 2.00 49.00 1.00
Al161-2 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 1.00 33.00 1.00
Al16 3-4 0.00 0.00 3.00 2.00 1.00 3.00 2.00 55.00

A16 5-6 0.00 0.00 3.00 1.00 1.00 3.00 1.00 25.00 2.00
A167-8 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 2.00 71.00 1.00
A169-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 1.00 50.00 2.00
Al171-2 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 2.00 39.00 2.00
Al17 3-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 1.00 16.00 3.00
Al17 5-6 1.00 0.00 1.00 1.00 3.00 2.00 52.00 1.00
A177-8 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 2.00 39.00 2.00
A179-10 | 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 3.00 1.00 43.00

Al181-2 0.00 0.00 1.00 2.00 1.00 3.00 2.00 63.00

Al18 3-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 3.00 2.00 42.00 1.00
B11-2 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 4.00 2.00 74.00 3.00
Bl 3-4 0.00 0.00 1.00 3.00 1.00 4.00 2.00 51.00 2.00
B15-6 0.50 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 1.00 68.00 1.00
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Anhang 120
B17-8 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 1.00 66.00 2.00
B19-10 | 1.00 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 2.00 72.00 2.00
B2 1-2 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 2.00 57.00 4.00
B23-4 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 4.00 1.00 48.00 3.00
B25-6 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 4.00 1.00 59.00 1.00
B27-8 1.00 0.00 2.00 0.00 1.00 4.00 2.00 63.00 1.00
B29-10 | 1.00 0.00 3.00 3.00 1.00 4.00 1.00 62.00 2.00
B3 1-2 2.00 0.00 3.00 3.00 1.00 4.00 1.00 50.00 1.00
B33-4 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 4.00 1.00 45.00 2.00
B35-6 2.00 0.00 2.00 1.00 1.00 4.00 2.00 55.00 2.00
B37-8 2.00 0.00 3.00 3.00 1.00 4.00 1.00 44.00 1.00
B39-10 | 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 4.00 2.00 70.00 4.00
B4 1-2 1.50 0.00 2.00 1.50 1.00 4.00 2.00 70.00 3.00
B4 3-4 1.00 0.00 0.50 0.00 1.00 4.00 2.00 67.00 1.00
B45-6 1.00 0.00 2.00 0.00 1.00 4.00 2.00 66.00 1.00
B47-8 1.00 0.00 150 150 1.00 4.00 1.00 64.00 3.00
B49-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 4.00 2.00 57.00 1.00
B5 1-2 0.50 0.00 0.50 2.00 1.00 4.00 1.00 61.00 3.00
B53-4 1.00 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 2.00 71.00

B55-6 0.50 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 1.00 76.00

B57-8 2.00 0.00 1.00 0.00 1.00 4.00 1.00 61.00 2.00
B59-10 | 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 4.00 2.00 72.00 3.00
B6 1-2 1.00 0.00 1.50 0.00 1.00 4.00 2.00 67.00

B63-4 0.50 0.00 2.00 2.00 1.00 4.00 2.00 74.00 1.00
B65-6 2.00 0.00 1.50 1.00 1.00 4.00 1.00 57.00 4.00
B67-8 2.00 0.00 1.50 3.00 1.00 4.00 1.00 38.00

B69-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 1.00 4.00 2.00 66.00

B71-2 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 40.00

B73-4 0.00 0.00 3.00 3.00 2.00 2.00 1.00 17.00

B75-6 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 35.00

B77-8 0.00 0.00 3.00 3.00 2.00 2.00 1.00 38.00

B79-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 1.00 48.00 2.00
B8 1-2 0.00 0.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 33.00 1.00
B8 3-4 0.00 0.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 44.00 4.00
B8 5-6 0.00 0.00 1.50 1.00 2.00 2.00 2.00 56.00 2.00
B8 7-8 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 1.00 48.00 2.00
B89-10 | 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 49.00 1.00
B9 1-2 1.00 0.00 2.00 3.00 2.00 2.00 2.00 33.00 1.00
B9 3-4 1.00 0.00 0.00 0.00 2.00 2.00 1.00 30.00 1.00
B9 5-6 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 48.00 1.00
B9 7-8 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 2.00 59.00 1.00
B99-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 1.00 53.00 2.00
BI01-2 | 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 1.00 28.00 1.00
B103-4 | 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 1.00 44.00 1.00
BI05-6 | 050 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 1.00 50.00 1.00
BI107-8 | 0.00 0.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 41.00 1.00
B109-10 | 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 2.00 1.00 46.00 4.00
BI11-2 [ 000 0.00 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 33.00 3.00
Bl134 | 1.00 0.00 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 32.00 1.00
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Anhang 121
B1156 | 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 1.00 47.00 3.00
B117-8 | 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 1.00 44.00 1.00
B119-10 | 0.00 0.00 1.50 1.00 2.00 2.00 2.00 48.00 2.00
BI1212 | 1.00 0.00 2.00 1.50 2.00 2.00 2.00 41.00 1.00
B123-4 | 1.50 0.00 1.00 1.00 2.00 2.00 2.00 35.00

B1256 | 050 0.00 2.00 2.00 2.00 2.00 1.00 36.00

A1312 | 000 0.00 2.00 2.00 2.00 3.00 2.00 34.00 1.00
B133-4 | 0.00 0.00 2.00 2.50 2.00 3.00 1.00 33.00 1.00
B1356 | 1.00 0.00 3.00 3.00 2.00 3.00 2.00 34.00 2.00
B137-8 1.50 0.00 3.00 2.00 2.00 3.00 1.00 48.00 1.00
B139-10 | 0.50 0.00 3.00 3.00 2.00 3.00 2.00 41.00 1.00
Bl1412 | 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 3.00 2.00 37.00 3.00
B1434 | 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 3.00 2.00 36.00 2.00
Al456 | 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 3.00 1.00 56.00 1.00
B147-8 | 0.00 0.00 2.00 2.00 2.00 3.00 2.00 47.00 1.00
B149-10 | 1.00 0.00 2.00 3.00 2.00 3.00 1.00 34.00 3.00
BI151-2 | 050 0.00 2.00 3.00 2.00 3.00 1.00 50.00 1.00
B153-4 | 0.00 0.00 2.00 1.00 2.00 3.00 1.00 46.00 1.00
BI556 | 1.00 0.00 2.00 1.00 2.00 3.00 2.00 13.00 1.00
B157-8 | 2.00 0.00 3.00 2.00 2.00 3.00 2.00 59.00 2.00
B159-10 | 0.00 0.00 1.00 1.00 2.00 3.00 2.00 57.00 1.00
B161-2 | 0.00 0.00 2.00 0.00 2.00 3.00 1.00 61.00 2.00
B163-4 | 0.00 0.00 2.00 0.00 2.00 3.00 1.00 53.00 1.00
B165-6 | 1.00 0.00 2.00 3.00 2.00 3.00 2.00 49.00 2.00
B167-8 1.00 0.00 1.00 0.00 2.00 3.00 2.00 58.00 1.00
B169-10 | 0.00 0.00 1.00 0.00 2.00 3.00 2.00 57.00 2.00
B171-2 | 1.00 0.00 1.00 1.00 2.00 3.00 2.00 30.00 1.00
B173-4 | 1.00 0.00 2.00 1.00 2.00 3.00 2.00 34.00 1.00
B1756 | 2.00 0.00 2.00 1.50 2.00 3.00 1.00 66.00 1.00
B177-8 1.00 0.00 2.00 2.00 2.00 3.00 1.00 60.00 1.00
B179-10 | 1.00 0.00 2.00 1.00 2.00 3.00 1.00 42.00 1.00
BI§ 12 | 0.00 0.00 2.00 0.00 2.00 3.00 2.00 40.00

B183-4 | 0.00 0.00 2.00 0.00 2.00 3.00 1.00 50.00

B185-6 | 0.00 0.00 1.00 0.00 2.00 3.00 1.00 65.00 1.00
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Tabelle 12: Mittelwerte der immunhistochemischen Farbungen von DHS und DOHH
in neuronalen Mikrogewebsschnitten.

WHO grade DHS DHS SEM DOHH DOHH SEM
1 0.3167 0.1015 1.25 0.135
2 0.2632 0.07046 1.2069 0.1015
3 0.3909 0.08514 1.4545 0.1241
4 0.9167 0.1269 1.6333 0.1958




Anhang 122

8.4 Eidesstattliche Versicherung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift selbst verfasst

und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.

Hamburg, den 06.08.2013

(Michael Preukschas)
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