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1. Einleitung 

1.1 Grundlagen der Tumorgenese und Charakteristika von Tumorzellen 

Bei malignen Neoplasien handelt es sich um komplexe Erkrankungen, deren  

Charakteristika sich in den Hallmarks of Cancer von Hanahan und Weinberg 

zusammenfassen lassen (Hanahan und Weinberg 2000). Als wesentliche 

Eigenschaften maligner Zellen bzw. der Tumorgenese werden folgende 

Merkmale identifiziert: eine von Wachstumssignalen unabhängige Proliferation, 

die Unabhängigkeit von wachstumshemmenden Signalen, Invasion und 

Metastasierung, ein unbegrenztes replikatives Potential, die Induktion der 

Angiogenese sowie eine Resistenz gegenüber pro-apoptotischen Signalen und 

somit eine Resistenz gegenüber dem natürlichen Zelltod (Hanahan und 

Weinberg 2000). Diese Eigenschaften von Krebszellen wurden um die 

Deregulat ion zel lu lärer Energieprozesse sowie die Vermeidung 

immunologischer Prozesse erweitert (Hanahan und Weinberg 2011). Zudem 

wurden die genomische Instabilität und Mutationen sowie inflammatorische 

Prozesse als wesentliche Eigenschaften identifiziert, die das Überleben, die 

Proliferation und die Disseminierung von Tumorzellen ermöglichen (Hanahan 

und Weinberg 2011). Im Zusammenhang mit Mutationen und der genomischen 

Instabilität spielt Zellstress eine wichtige Rolle, da zellulärer Stress potentiell zu 

DNA-Schäden führt und somit die genomische Stabilität gefährdet (Negrini et al. 

2010, Tubbs und Nussenzweig 2017). Der Erhalt der genomischen Stabilität 

beruht wesentlich auf der Detektion von DNA-Schäden sowie deren Reparatur. 

Die entsprechenden Reparaturmechanismen sind in malignen Zellen häufig 

defekt, was vermehrt zu Mutationen führt (Negrini et al. 2010). Vor dem 

Hintergrund des Mehrstufenmodells der Karzinogenese ermöglicht dies den 

Erwerb karzinogener Eigenschaften, was die genomische Instabilität als  

Charakteristikum von Tumorzellen begründet (Hanahan und Weinberg 2011). 

Die erwähnten karzinogenen Eigenschaften ergeben sich insbesondere durch 

die Aktivierung von Proto-Onkogenen zu Onkogenen, die Ausschaltung von 

Tumorsuppressorgenen sowie Funktionsstörungen von Reparaturgenen und 

Apoptose-regulierenden Genen. Es handelt sich um sogenannte Schlüssel-

Gene der Karzinogenese (Kopnin 2000, Lee und Muller 2010). 
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1.2 Hormonabhängige Tumore 

Eine Eigenschaft von malignen Tumoren ist ihr von Wachstumssignalen 

entkoppeltes, autonomes Wachstum. Zu den zugrunde liegenden Mechanismen 

gehören beispielsweise das Abschalten wachstumshemmender oder Apoptose-

induzierender Signale sowie die konstitutionelle Aktivierung von Signalkaskaden 

des Wachstums (Hanahan und Weinberg 2011). Einige Tumore wachsen in 

Abhängigkeit körpereigener Hormone. Dazu gehören unter anderem das 

Mamma- und das Prostatakarzinom. Die Hormonabhängigkeit eines Tumors 

bietet einen therapeutischen Ansatzpunkt, indem durch einen Hormonentzug in 

Form einer anti-hormonellen Therapie gezielt der Wachstumsreiz des Tumors 

ausgeschaltet wird (Ulm et al. 2019). Dieser Zusammenhang zwischen 

Onkologie und Endokrinologie konnte bereits 1899 anhand der Wirksamkeit der 

Kastration beim Mammakarzinom gezeigt werden (Beatson 1899). 

Voraussetzung für die Rezeption eines Hormons als Wachstumssignal sowie für 

eine antihormonelle Therapie ist folglich die Expression von Hormonrezeptoren 

des Tumors. Diese anti-hormonelle Therapiestrategie versagt demnach z. B. 

beim Triple-negativen Mammakarzinom, welches keine Hormonrezeptoren 

exprimiert (Szostakowska et al. 2019). Im Allgemeinen werden anti-hormonelle 

Therapien ergänzend zu operativen Verfahren bzw. zu Strahlen- und 

Chemotherapien eingesetzt. In früheren Studien konnte die Arbeitsgruppe des 

Instituts für Tumorbiologie am UKE zeigen, dass sich unter Hormonentzug in 

Brustkrebszellen auch eine verstärkte Expression von Retinoic-acid induced 2 

(RAI2) zeigt (Werner et al. 2015). Dies zeigte erstmals eine Assoziation von 

RAI2 mit der Östrogenantwort in hormonabhängigen Brustkrebszellen. 

1.2.1 Das Mammakarzinom 

Das Mammakarzinom ist die häufigste maligne Tumorerkrankung der Frau 

(Abbildung 1) und besitzt eine Lebenszeitprävalenz von 12 %. Statistisch 

erkrankt demnach jede 8. Frau in Deutschland im Laufe ihres Lebens an einem 

Mammakarzinom (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2019). Die 5-Jahres-

Überlebensrate (Gesamtüberleben) stieg in den letzten Jahren auf 87 %, 

dennoch ist das Mammakarzinom die häufigste Krebstodesursache der Frau 

(Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister 
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in Deutschland e.V. 2019). Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehören eine 

genetische Prädisposition sowie endokrine Risikofaktoren, die unter anderem 

einen langen hormonell aktiven Zeitraum, Nulligravidität und eine 

postmenopausale Hormonersatztherapie umfassen. Weitere Risikofaktoren 

bestehen in einem fortgeschrittenen Lebensalter, einer positiven Anamnese für 

Risikoläsionen, Noxen sowie weiteren Faktoren (Wörmann 2014). Bei den 

hereditären Risikofaktoren sind vor allem Mutationen der Tumorsuppressorgene 

Breast-Cancer 1 und 2 (BRCA1, BRCA2) sowie Mutationen von Partner-and-

localizer-of-BRCA2 (PALB2) hervorzuheben, da diese mit einem signifikant 

erhöhten Erkrankungsrisiko einhergehen (Antoniou et al. 2014, Kast et al. 

2016). Die Früherkennung (Sekundärprävention) des Mammakarzinoms ist 

wichtig, um Karzinome in frühen, auf die Brustdrüse beschränkten Stadien zu 

entdecken und so die Anzahl der in höheren Stadien entdeckten Karzinome zu 

verringern und somit die Brustkrebssterblichkeit effektiv zu senken (Broeders et 

al. 2012, Leitlinienprogramm Onkologie 2020a). Standard in der Früherkennung 

ist derzeit die zweijährliche Mammographie zwischen dem 50. und 69. 

Lebensjahr, bei hohem Risiko ist das Mamma-MRT zusätzlicher Bestandteil der 

Früherkennung. Die Diagnosesicherung erfolgt in der Regel stanz- oder 

vakuumbioptisch. Therapeutisch steht die operative Entfernung des Tumors im 

Vordergrund. Dabei wird in der Regel brusterhaltend operiert und eine 

adjuvante Strahlentherapie durchgeführt. Zudem gibt es verschiedene Optionen 

einer systemischen (neo)adjuvanten Chemo-/Antihormontherapie 

(Leitlinienprogramm Onkologie 2020a). Das Mammakarzinom weist eine frühe 

lymphogene und hämatogene Metastasierung auf. Die lymphogene 

Metastasierung erfolgt vor allem in die regionalen axillären Lymphknoten, in die 

parasternalen Lymphknoten entlang der Arteria thoracica interna sowie im 

Verlauf auch in nicht-regionale Lymphknoten (Rahbar et al. 2012). Hämatogene 

Metastasen treten meist als osteolytische Metastasen in Wirbelsäule, Becken 

oder langen Röhrenknochen auf, in abnehmender Häufigkeit gefolgt von 

Metastasen in Lunge, Gehirn und Leber (Berman et al. 2013). Die Prognose 

des Mammakarzinoms ist unter anderem abhängig vom Tumorstadium (TNM) 

bei der Erstdiagnose sowie dem molekularen Subtyp, welcher anhand der 

Expression von Hormonrezeptoren (HR) bestimmt wird (Leitlinienprogramm 

Onkologie 2020a). Der molekulare Subtyp sowie der Proliferationsmarker Ki-67  
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können anhand der Stanzbiopsie bestimmt werden. Immunhistochemisch 

unterscheidet man Luminal A (HR-positiv, HER2-negativ, Ki-67 niedrig), Luminal 

B (HR-positiv, HER2-negativ, Ki-67 hoch), Triple-negativ (HER2-negativ, HR-

negativ) und HER2-Subtyp (HER2-positiv) (Leitlinienprogramm Onkologie 

2020a). Aus dem Hormonrezeptorprofil ergeben sich verschiedene anti-

hormonelle-Therapiestrategien: die AWMF-Leitlinie empfiehlt für Luminal A eine  

endokrine Therapie, während bei den übrigen Subtypen in der Mehrzahl der 

Fälle eine Chemotherapie empfohlen wird, bei HER2-Positivität zusätzlich eine 

Anti-HER2-Therapie (Leitlinienprogramm Onkologie 2020a). Triple-negative und 

HER2-positive Karzinome weisen eine höhere Rezidivrate und somit eine 

schlechtere Prognose auf (Langlands et al. 2013). 

!  
Abbildung 1: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016. 
Abbildung aus (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister 

in Deutschland e.V. 2019) 

1.2.2 Das Prostatakarzinom 
Das Prostatakarzinom ist der häufigste maligne Tumor des Mannes (Abbildung 

1) und nach dem Lungenkarzinom die zweithäufigste Krebstodesursache des 

Mannes (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen 

Krebsregister in Deutschland e.V. 2019). Die Lebenszeitprävalenz für ein 
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klinisch auffälliges Prostatakarzinom beträgt 11 %, wobei die Prävalenz klinisch 

unauffälliger Prostatakarzinome in Autopsiestudien deutlich höher angegeben 

wird (Bell et al. 2015, Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2019). Den wichtigsten 

Risikofaktor stellt das Lebensalter dar, ein weiterer wichtiger Risikofaktor 

besteht in der familiären Disposition (Johns und Houlston 2003, Zeegers et al. 

2003, Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). Das Prostatakarzinom bleibt 

klinisch lange asymptomatisch, weswegen der Früherkennung eine besondere 

Bedeutung zukommt. Dazu werden die digital-rektale Untersuchung sowie die 

Bestimmung des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) und ergänzend die 

transrektale Sonographie (TRUS) gezählt, wobei das Screening mittels PSA 

aufgrund der potentiellen Überdiagnostik von klinisch inapparenten 

Prostatakarzinomen umstritten ist (Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). Zur 

Diagnosesicherung erfolgt eine sonographisch gesteuerte, transrektale 

Stanzbiopsie. Zusätzlich empfiehlt die S3-Leitlinie, palpatorisch auffällige sowie 

in bildgebenden Verfahren suspekte Läsionen zu biopsieren. Zu additiv 

eingesetzten Verfahren zählt die Magnetresonanztomographie (MRT)-

Fusionsbiopsie, bei der MRT und Sonographie kombiniert werden, um gezielt 

Biopsien aus verdächtigen Läsionen zu entnehmen (Wegelin et al. 2017, 

Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). Die histopathologische Untersuchung 

der Stanzbiopsie erlaubt mithilfe des Gleason-Scores ein histopathologisches 

Grading, welches für die Therapieentscheidung herangezogen wird und zudem 

prognostischen Wert besitzt (Gleason 1966, Epstein et al. 2016, 

Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). Therapeutisch stehen je nach Stadium 

operative Verfahren (offen, laparoskopisch, robotisch), eine Radiatio, 

antiandrogene Pharmaka sowie adjuvante Chemotherapien zur Auswahl 

(Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). Zu den Komplikationen des 

Prostatakarzinoms gehören einerseits therapieassoziierte Komplikationen, 

andererseits die Metastasierung in die pelvinen Lymphknoten sowie ossäre 

Metastasen (Bubendorf et al . 2000). Bei der Progression des 

Prostatakarzinoms unterscheidet man zwischen hormonsensitivem, nicht-

hormonsensi t ivem (kastrat ionsresis tentem) und metastas ier tem 

Prostatakarzinom (Katsogiannou et al. 2015). Über 90 % der Prostatakarzinome 

exprimieren Androgenrezeptoren (AR), weswegen der AR und Androgen-
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bildende Enzyme geeignete Zielstrukturen antiandrogener Therapien sind (Ulm 

et al. 2019). Die Prognose des Prostatakarzinoms ist abhängig von Gleason-

Score, TNM-Stadium und dem Zustand der Resektionsränder in der Operation 

(Humphrey 2004, Epstein et al. 2016, Leitlinienprogramm Onkologie 2019a). 

Prostata- und Mammakarz inome s ind d ie häuf igsten mal ignen 

Tumorerkrankungen in Deutschland. Bei beiden Entitäten handelt es sich um 

hormonabhängige Tumore und es finden sich auf molekularer sowie zellulärer 

Ebene möglicherweise ähnliche Mechanismen. Ein solcher Mechanismus 

könnte die Antwort auf Zellstress darstellen. In Brustkrebszellen konnte bereits 

ein Zusammenhang zwischen zellulärem Stress - in Form von Hormonentzug 

und Hypoxie - und einer veränderten RAI2-Expression nachgewiesen werden 

(Werner et al., unpubliziert). 

1.3 Zellstress in Krebszellen 

Zellen sind permanent verschiedenen Stressfaktoren ausgesetzt, welche die 

genomische Stabilität der Zelle gefährden und somit zur Entstehung und 

Progression von Krebserkrankungen beitragen (Negrini et al. 2010). Die 

genomische Instabilität spielt bei der Charakterisierung von malignen Tumoren 

eine wichtige Rolle, da sie zur genetischen Heterogenität des Tumors beiträgt, 

die wiederum Resistenzen gegenüber Tumortherapien begünstigt (Renovanz 

und Kim 2014). Die genomische Instabilität sowie Mutationen von 

beispielsweise Tumorsuppressorgenen, die mit einem selektiven 

Überlebensvorteil der Zelle einhergehen, werden zur neuen Generation der 

Hallmarks of Cancer gezählt (Hanahan und Weinberg 2011). Um adäquat auf 

unterschiedliche Formen von Zellstress zu reagieren und so die genomische 

Stabilität zu erhalten, besitzen Zellen evolutionär hoch konservierte 

Reparaturmechanismen. Dazu gehören die Bildung von Hitzeschockproteinen, 

die DNA-Schadensantwort, die Antwort auf ungefaltete Proteine (UPR) und die 

Antwort auf oxidativen Zellstress (Fulda et al. 2010) (Abbildung 2). Krebszellen 

verfügen demgegenüber häufig über defekte Reparaturmechanismen, was eine 

Schwachstelle der Krebszelle darstellt und in diesem Zusammenhang 

potentielle Ansatzpunkte für spezifische Tumortherapien bietet (O’Connor 2015, 

Nesic et al. 2017, Nickoloff et al. 2017). Ein detailliertes Verständnis von 
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Zellstresswegen ist daher für die Identifikation von Komponenten der 

Signalwege als Targets für neue Tumortherapien unabdingbar (Chircop und 

Speidel 2014). Dies zeigt beispielsweise der Einsatz von Poly-ADP-Ribose-

Polymerase (PARP)-Inhibitoren, die in Zellen mit defekter homologer 

R e k o m b i n a t i o n s r e p a r a t u r ( H R R ) d u r c h d i e I n h i b i t i o n d e r 

Basenexzisionsreparatur (BER) den Zelltod induzieren (Lord und Ashworth 

2017). In Zellen mit einer BRCA1- oder BRCA2-Mutation ist der HRR DNA-

Reparaturmechanismus defekt, sodass das Überleben der Zelle vermehrt von 

anderen DNA-Reparaturmechanismen wie der BER abhängig ist, deren 

Schlüsselenzym PARP ist (Lord und Ashworth 2017). Indem PARP-Inhibitoren 

dieses Schlüsselenzym des alternativen Reparaturwegs blockieren, kommt es 

zu einem kombinierten Reparaturdefekt und somit zum Zelltod. Dieser 

Wirkmechanismus wird als synthetische Letaliät bezeichnet (Farmer et al. 2005, 

Nijman 2011, del Rivero und Kohn 2017). Auch andere Komponenten der DNA-

Schadensantwort stellen potentielle Zielstrukturen von Krebstherapien dar. 

Dazu gehören unter anderem Proteine, die DNA-Schäden detektieren sowie 

Proteine der aktivierten Signalwege, z. B. die Serin-Proteinkinase ATM (Brown 

et al. 2017). Ein ebenfalls potentiell an der zellulären Stressantwort beteiligtes 

Protein, ist das RAI2-Protein, dessen Expression unter Hypoxie und 

Hormonentzug induziert wird. Dies legt eine Beteiligung an zellulären 

Stressprozessen nahe (Werner et al., unpubliziert). RAI2 konnte darüber hinaus 

bereits als transkriptioneller Regulator für die Expression wichtiger epithelialer 

Differenzierungsmerkmale beim Mammakarzinom identifiziert werden, wobei 

eine geringe Genexpression von RAI2 als Indikator für eine frühe hämatogene 

Disseminierung von ER-positiven Mammakarzinomen herangezogen werden 

kann (Werner et al. 2015). 
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Abbildung 2: Auslöser von Zellstress und die zelluläre Stressantwort. 
Ionisierende Strahlung, fehl- und ungefaltete Proteine, freie Radikale und DNA-schädigende 
Substanzen führen zu Zellstress und induzieren verschiedene Mechanismen der zellulären 

Stressantwort. Dazu gehören beispielsweise die DNA-Schadensantwort, die Antwort auf 
oxidativen Zellstress sowie die Bildung von Hitzeschockproteinen (HSP) sowie die Antwort auf 
ungefaltete Proteine (UPR) (Fulda et al. 2010). Alternativ kann der Zelltod eingeleitet werden, 

wozu die Apoptose als programmierter Zelltod sowie die Nekrose und die Autophagie gehören. 

1.3.1 Antwort auf genotoxischen Zellstress 

Genotoxischer Zellstress bezeichnet Schädigungen der DNA, beispielsweise 

durch UV-Licht, ionisierende Strahlung oder Chemikalien. DNA-Schäden  

erfordern effiziente DNA-Reparaturmechanismen, welche unter dem Begriff der 

DNA-Schadensantwort zusammengefasst werden. Diese umfasst die 

Basenexzisionsreparatur (BER), die Homologe Rekombinationsreparatur (HRR) 

und die Nicht-Homologe-Endverknüpfung (NHEJ) sowie die Nukleotid-

Exzisionsreparatur (NER), die DNA-Fehlpaarungsreparatur (Mismatch repair) 

und die direkte Basen-Reparatur (Lord und Ashworth 2012) (Abbildung 3). 

!19

Zellstress

Zelltod: 
Apoptose, 
Nekrose, 

Autophagie

HSP

UPR

Ionisierende 
Strahlung, 
ungefaltete 

Proteine, freie 
Radikale, 

Zytostatika

Zelluläre 
Stressantwort

DNA- 
Schadens
-antwort

Antwort 
auf 

oxidativen 
Stress



Abbildung 3: Reparaturwege bei DNA-Schädigung mit Doppelstrangbruch (DSB) oder 
Einzelstrangbruch (ESB). 
Kommt es in Folge einer DNA-Schädigung zu einem Einzelstrangbruch (ESB) wird die 
Basenexzisionsreparatur (BER) aktiviert, deren Schlüsselenzym PARP ist. Ein 
Doppelstrangbruch (DSB) wird durch das phosphorylierte Histon H2AX (γH2AX) detektiert, 

woraufhin DNA-Reparaturproteine rekrutiert werden (Sharma et al. 2012). Die Homologe 
Rekombinationsreparatur (HRR) wird aktiviert. Beteiligte Komponenten sind Breast-Cancer 1 
und - 2 (BRCA1, BRCA2), Partner-and-localizer of BRCA2 (PALB2) und das Radiation sensitive 

Protein 51 (RAD51). Einen alternativen Reparaturweg zur HRR stellt die Nicht-homologe 
Endverknüpfung (NHEJ) dar. Wichtige Komponenten sind die Proteine Ku70 und Ku80. 
Abbildung angelehnt an (Lord und Ashworth 2012). 

Einzelstrangbrüche führen zu einer Aktivierung der BER, Doppelstrangbrüche 

zu einer Aktivierung der HRR bzw. der NHEJ (Takata et al. 1998, Lieber 2010, 

Krokan und Bjoras 2013). Die HRR findet hauptsächlich in der S- und G2-

Phase des Zellzyklus statt und verwendet eine homologe DNA-Sequenz zur 

Wiederherstellung der geschädigten Sequenz, es handelt sich demnach um 

einen konservativen Reparaturmechanismus (Takata et al. 1998, Zhao et al. 

2017). Da bereits ein einziger DSB zum Zelltod führen kann, ist dieser 

Reparaturmechanismus für die Zelle überlebenswichtig (Rich et al. 2000). Im 

Falle eines HRR-Defekts ist das Überleben der Zelle vermehrt von der NHEJ 

abhängig. Dabei handelt es sich um einen nicht-konservativen Mechanismus, 

der keine homologe DNA-Sequenz verwendet und folglich als fehleranfälliger 

gilt. Dies begünstigt fehlerhafte Reparaturen und somit Mutationen, die 

potentiell zur Tumorgenese und Tumorprogression beitragen (Lord und 

Ashworth 2012). Die BER entfernt bei ESB geschädigte Basen aus der 

Doppelhelix und ersetzt nach der Exzision der geschädigten Stelle diese durch 

neu synthetisierte DNA (David et al. 2007, Krokan und Bjoras 2013). Größere 
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ESB werden durch die NER repariert, indem mehrere Nukleotide 

ausgeschnitten werden. Das Mismatch-Reparatursystem behebt während der 

Replikation Fehler, die nicht durch die Korrekturfunktion der Polymerase bei der 

Replikation der DNA behoben wurden (Jiricny 2006). Eine weitere Möglichkeit 

besteht in der direkten Reparatur einer geschädigten Base, anstatt diese 

auszutauschen (Lord und Ashworth 2012). 

Bei DNA-Schäden wird der Tumorsuppressor p53 induziert, welcher auch als 

Wächter des Genoms beschrieben wird (Lane 1992). Das p53-Protein 

verhindert, dass Zellen mit geschädigter DNA in die S-Phase des Zellzyklus 

eintreten: ein Zielgen von p53 ist p21, wobei es sich um einen Inhibitor der 

Cyclin-abhängigen Kinase 1 (CDK1) und 2 (CDK2) handelt (Abbas und Dutta 

2009, Karimian et al. 2016). Dadurch kommt es zu einem Zellzyklusarrest am 

G1- oder G2-Checkpoint. Weitere Zielproteine von p53 sind pro-apoptotische 

Proteine der Bcl-2-Familie,  z. B. das Bcl-2-assoziierte X Protein (Bax) (Pflaum 

et al. 2014). 

Gelingt die Reparatur der Zelle nicht, wird die Apoptose eingeleitet, bei der man 

den extrinsischen und den intrinsischen Weg unterscheidet. Über den 

intrinsischen Weg werden bei DNA-Schäden intrazelluläre, proapoptotische 

Prote ine hochregul ier t , welche d ie Permeabi l i tä t der äußeren 

Mitochondrienmembran erhöhen. Dies führt zum Austritt von Cytochrom c ins 

Zytosol, wo Cytochrom c an den apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor 1 

(APAF-1) bindet. Dieser Komplex bildet mit Pro-Caspase 9 die aktive Initiator-

Caspase 9. Die resultierende Aktivierung der Effektor-Caspasen führt zur 

Kondensation des Chromatins und somit zur Schrumpfung des Zellkerns sowie 

zur Zellkern-Fragmentierung und letztendlich zum Zerfall der Zelle (Elmore 

2007). 

Defekte in den beschriebenen DNA-Reparaturmechanismen begünstigen die 

genomische Instabilität einer Zelle und tragen so zur Akkumulation von 

Mutationen bei, die letztendlich zur malignen Transformation und zur 

Krebsprogression führen (Negrini et al. 2010, Hanahan und Weinberg 2011). 

Intensiv untersuchte Beispiele für Mutationen, die zur genomischen Instabilität 
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und zur Karzinogenese beitragen, sind beispielsweise BRCA1, BRCA2 und p53 

(Lane 1992, Miki et al. 1994, Wooster et al. 1995, Zilfou und Lowe 2009, Roy et 

al. 2011, Kandoth et al. 2013). BRCA1 ist physiologisch im Rahmen der HRR 

an der Reparatur von Doppelstrangbrüchen (DSB) beteiligt: nach der Exzision 

der geschädigten DNA durch den MRN-Komplex (MRE11, RAD50 und XRCC1) 

bindet zunächst das Replikationsprotein A an den Einzelstrang bevor dieses 

durch das Radiation sensitive Protein 51 (RAD51) abgelöst wird und die 

Synthese eines neuen homologen Stranges stattfindet. BRCA1 ist an der 

Endresektion und Rekrutierung von Reparaturproteinen beteiligt und interagiert 

ebenso wie BRCA2 mit RAD51 (Roy et al. 2011). Mutationen von BRCA1 und 

BRCA2 erhöhen signifikant das Erkrankungsrisiko für Mamma- und 

Ovarialkarzinome sowie für weitere Tumore wie Pankreas- und 

Prostatakarzinome (King et al. 2003, Bancroft et al. 2014, Luo et al. 2015). 

Im Zusammenhang mit genotoxischem Zellstress spielen neben den 

beschriebenen Signalwegen wahrscheinlich auch Paraspeckles eine Rolle. 

Paraspeckles sind subnukleäre Strukturen, die 2002 erstmals identifiziert 

wurden (Fox et al. 2002). Sie bestehen aus langer nicht-kodierender RNA 

(nuclear-enriched abundant transcript 1; NEAT1) (Nakagawa et al. 2018). 

Weitere identifizierte Strukturen in Paraspeckles sind die Paraspeckle Proteine 

1 und 2 (PSPC) sowie das Non-POU domain-containing octamer-binding 

Protein (NONO), deren Interaktion mit NEAT1 für die Paraspeckle-Bildung 

entscheidend ist (Fox et al. 2005, Bond und Fox 2009). Paraspeckles sind an 

der Kontrolle der Genexpression beteiligt, indem sie Adenosin-zu-Inosin 

editierte RNA im Kern zurückhalten können. Durch diesen Mechanismus tragen 

sie wahrscheinlich zur Zelldifferenzierung bei (Bond und Fox 2009, Fox und 

Lamond 2010). Außerdem spielen Paraspeckles im Rahmen von zellulärem 

Stress eine Rolle: p53 sowie virale Infektionen führen zur Hochregulation der 

NEAT1-Expression und induzieren so die Bildung von Paraspeckles (Adriaens 

et al. 2016, Mello et al. 2017). Bei Replikationsstress fördert NEAT1 den ATM/

ATR Signalweg und ist somit an einer negativen Feedback-Schleife beteiligt, 

welche die Aktivierung von p53 abschwächt (Adriaens et al. 2016). Zudem 

moduliert mitochondrialer Stress die Paraspeckle-Bildung und es besteht eine 

wechselseitige Mitochondrien-Paraspeckle-Regulation: Paraspeckles 
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detektieren mitochondrialen Stress durch eine Activating transcription factor 2 

(ATF2)-vermittelte NEAT1 Transkriptionsregulation, die wiederum zu einer 

Modifikation der Paraspeckle-Bildung führt sowie zu einer Veränderung 

mitochondrialer Prozesse. Diese Kommunikation zwischen Mitochondrien und 

Paraspeckles führt zur Modifikation von in Paraspeckles zurückgehaltener, 

mitochondrialer messenger RNA (mRNA), was zu Veränderungen in der 

Genexpression führt (Wang et al. 2018b). Adriaens et al. zeigen zudem, dass 

NEAT1 ein potentielles Target in der Therapie maligner Tumore darstellt, da sich 

in Zellen mit NEAT1-Verlust eine synthetische Letalität nach der Behandlung mit 

genotoxisch wirkenden PARP-Inhibitoren zeigt. Dies verdeutlicht den 

Zusammenhang zwischen genotoxischem Zellstress, der Regulation von 

NEAT1 und der Bildung von Paraspeckles (Adriaens et al. 2016). 

1.3.2 Antwort auf ungefaltete Proteine (UPR) 

Fehlerhaft gefaltete und ungefaltete Proteine erzeugen Stress im 

endoplasmatischen Retikulum. Dies aktiviert den Signalweg der Antwort auf 

ungefaltete Proteine (UPR), bei der es sich um einen evolutionär konservierten 

Mechanismus zur Qualitätskontrolle von Proteinen handelt (Shen et al. 2004, 

Hetz 2012). Die UPR dient der Wiederherstellung der normalen Zellfunktion und 

somit dem Vitalitätserhalt der Zelle. Dies funktioniert einerseits durch den 

Abbau der inkorrekt gefalteteten bzw. ungefalteten Proteine sowie andererseits 

durch eine Inhibition der Translation und die Induktion von Chaperonen. Bei 

chronischem oder irreversiblem Stress im Endoplasmatischen Retikulum (ER-

Stress) wird die Apoptose der Zelle eingeleitet (Hetz und Papa 2018). Die UPR 

kann über verschiedene Stresssignale aktiviert werden: Inositol-requiring 

Protein 1 (IRE1), Proteinkinase RNA-like ER Kinase (PERK) und Activating 

Transcription Factor 6 (ATF6) (Ron und Walter 2007) (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung der UPR-Signalwege. 
(A) Die Dimerisierung und Autophosphorylierung von Inositol-requiring Protein 1 (IRE1α) 
induziert das Spleißen von X box-binding protein 1 (XBP1u). Dadurch entsteht der der aktive 

Transkriptionsfaktor spliced XBP1 (XBP1s) (Yoshida et al. 2001). Der aktivierte 
Transkriptionsfaktor XBP1s führt zur Transkription von Genen, deren Proteine unter anderem an 
der Faltung von Proteinen beteiligt sind (Acosta-Alvear et al. 2007, Hetz 2012). Außerdem 

rekrutiert XBP1u die eigene mRNA an die Membran, was zu einer Verstärkung des Spleißens 
führt und so im Sinne einer positiven Rückkopplung eine stärkere Antwort auf ER-Stress 
ermöglicht (Yanagitani et al. 2009). (B) Die Proteinkinase RNA-like ER Kinase (PERK) 

phosphoryliert den eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 2α (eIF2α), was die Translation 
von Activating Transcription Factor 4 (ATF4)-mRNA ermöglicht. ATF4 reguliert Zielgene, die 
unter anderem an der Apoptose beteiligt sind (Hetz 2012, McQuiston und Diehl 2017). (C) Bei 

Zellstress wird Activating Transcription Factor 6 (ATF6) im Golgi-Apparat gespalten und ein 
Fragment (ATF6f) fungiert anschließend als Transkriptionsfaktor. Zudem reguliert dieser 
Signalweg XBP1 und stellt damit eine Verbindung zwischen den Signalwegen dar (Chen et al. 

2002, Lee et al. 2002). Abbildung angelehnt an (Hetz 2012). 

In malignen Zellen herrschen durch relativen Nährstoffmangel, Hypoxie und 

oxidativen Stress Bedingungen, die ER-Stress provozieren (Cubillos-Ruiz et al. 

2017). ER-Stress konnte in verschiedenen Tumorentitäten nachgewiesen 

werden, beispielsweise in Mamma-, Prostata- und Pankreaskarzinomen (Wang 

und Kaufman 2014). Maligne Zellen können geringen ER-Stress tolerieren, 

anhaltende Stresssignale führen jedoch zur Einleitung des Zelltodes. Dies stellt 

einen Ansatzpunkt für pharmakologische Therapien dar, die ER-Stress 

erzeugen und dadurch den Zelltod induzieren (Wang et al. 2018a). Allerdings 
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nimmt die UPR in malignen Zellen eine bisher nicht gänzlich verstandene, duale 

Rolle ein, da sie einerseits Reparaturprozesse einleiten kann und somit Tumor-

supportiv wirkt, andererseits die Apoptose einleiten kann und so Tumor-

suppressiv wirkt (Vandewynckel et al. 2013, Clarke et al. 2014, Wang und 

Kaufman 2016, Cubillos-Ruiz et al. 2017). Für das Mammakarzinom konnte 

beispielsweise die chronische Aktivierung der UPR als Mechanismus der 

Tumorprogression belegt werden (Sisinni et al. 2019). Auch für das 

Prostatakarzinom spielen ER-Stress und die UPR eine Rolle, wie sich 

beispielsweise in der Androgen-regulierten UPR-Aktivierung zeigt (Storm et al. 

2016). Aus diesen Erkenntnissen lassen sich potentielle Therapieansätze 

ableiten. Mögliche Strategien, welche die Mechanismen der UPR für anti-

neoplastische Effekte nutzen, bestehen in der Inhibition von Komponenten der 

UPR sowie in der konstanten Applikation von ER-Stress (Ojha und Amaravadi 

2017). Bei den Pharmaka mit nachgewiesener antineoplastischer Wirksamkeit 

lassen sich unterscheiden: Bindendes Immunglobulinprotein (BiP)-Inhibitoren, 

Inhibitoren des Spleißens von XBP1, PERK-Inhibitoren, eIF2α-Inhibitoren, 

ATF6-Inhibitoren sowie Inhibitoren des ER-assoziierten Proteinabbaus (ERAD) 

(Wang et al. 2018a). Einige der genannten Pharmaka (z. B. BiP-Inhibitoren) 

wirken über die Aktivierung bzw. Hochregulation der UPR, während andere 

(PERK-Inhibitoren) die UPR-Inhibieren (Wang et al. 2018a). 

1.3.3 Pharmakologisch induzierte Stressantworten 

Die beschriebenen zellulären Stressantworten lassen sich experimentell mithilfe 

verschiedener Pharmaka induzieren. Die Zytostatika Etoposid und 

Camptothecin sowie der PARP-Inhibitor Olaparib erzeugen genotoxischen 

Zellstress: Etoposid und Camptothecin führen durch Inhibition der 

Topoisomerase I bzw. II zu DSB (Montecucco et al. 2015, PubChem 2020c), 

Olaparib inhibiert PARP und somit die BER und ist unter anderem für die 

Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms mit BRCA-Mutation 

zugelassen (FDA 2018). In dieser Arbeit werden die genannten Pharmaka 

verwendet, um die Rolle von RAI2 im Rahmen der Zellstresswege bei 

genotoxischem Zellstress zu untersuchen. Als Markerproteine werden die 

Proteine p21 und p53 sowie außerdem γH2AX verwendet. Histon γH2AX ist an 

der Rekrutierung verschiedener DNA-Reparaturproteine beteiligt und stellt 
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einen sensitiven Marker für DSB dar (Yuan et al. 2010). Als Paraspeckle-Marker 

werden PSPC1 und NONO verwendet. 

Darüber hinaus wird Gentamicin als weiteres Pharmakon zur Induktion von 

Zellstress verwendet. Es handelt sich um ein Aminoglykosid-Antibiotikum, das 

den Stopcodon-vermittelten Abbau der mRNA (Nonsense-mediated mRNA 

Decay, NMD) inhibiert (PubChem 2020a). Dabei handelt es sich um einen 

Kontrollmechanismus, der vorzeitige Stopcodons in der mRNA erkennt, deren 

Expression blockiert und so die Bildung verkürzter, nicht funktionaler Proteine 

verhindert. Indem Gentamcin diesen Mechanismus inhibiert, kommt es 

konsekutiv zur Expression von Transkripten mit vorzeitigen Stop-Codons 

(Premature terminating codon, PTC), was einen therapeutischen Ansatz bei 

NMD-assoziierten Erkrankungen darstellt (Holbrook et al. 2004, Maquat 2004). 

Gentamicin führt zudem zu oxidativem Stress in der Zelle, was zur Ototoxizität 

und mutmaßlich auch zur Nephrotoxizität von Gentamicin beiträgt (Jiang et al. 

2016). Oxidativer Stress und die resultierenden oxidativen Schäden tragen 

maßgeblich zur Entstehung und Progression von Krebserkrankungen bei 

(Klaunig 2018). Anti-oxidative Mechanismen, welche die Homöostase der Zelle 

erhalten, umfassen anti-oxidative Enzyme wie Superoxid-Dismutasen, 

Katalasen und Glutathion (Sabharwal und Schumacker 2014). Gentamicin wird 

in dieser Arbeit daher zur Inhibition der NMD eingesetzt sowie zur Erzeugung 

von oxidativem Zellstress. 

Eine weitere Komponente der zellulären Stressantwort ist die UPR, welche 

durch fehlgefaltete und ungefaltete Proteine im Endoplasmatischen Retikulum 

aktiviert wird. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass das 

Nukleosid-Antibiotikum Tunicamycin geeignet ist, in Experimenten die UPR zu 

induzieren (Wang et al. 2015). Daher wird in dieser Arbeit Tunicamycin zur 

Untersuchung der Rolle von RAI2 im Rahmen der UPR als Teil der zellulären 

Stressantwort eingesetzt. Als Marker für die UPR wird die Phosphorylierung  

von eIF2α verwendet. 

Die Einleitung der Apoptose lässt sich experimentell mithilfe von Cycloheximid 

induzieren (Clemens et al. 1998). Cycloheximid blockiert bei der Translation die 

!26



Elongation am Ribosom und somit die Proteinbiosynthese. Es handelt sich um 

einen klassischen Translationshemmer (Cammack et al. 2006). Die Apoptose 

kann ebenfalls durch den CDK-Inhibitor Flavopiridol eingeleitet werden. 

Flavopiridol bindet kompetitiv an die ATP-Bindungsdomäne der CDKs, führt zu 

einer Reduktion der Aktivität und zu einem Zellzyklusarrest (Sedlacek 2001). 

Durch die Inhibition von CDK9 kommt es zudem zu einer verminderten 

Phosphorylierung von Ribonukleinsäure (RNA) Polymerase II, welche für die 

Transkription essentiell ist. Flavopiridol inhibiert somit die Transkription (Chao et 

al. 2000, Sedlacek 2001). Flavopiridol zeigt in vitro sowie in vivo eine Anti-

Tumor-Aktivität gegenüber dem humanen, cholangiozellulären Karzinom, was 

weitere Untersuchungen von Flavopiridol als potentielles Chemotherapeutikum 

für diesen Tumor nahelegt (Saisomboon et al. 2019). 

1.4 Das Retinoic acid-induced 2 (RAI2) Protein 

Das RAI2 Protein wurde 2015 als neues Tumorsuppressor-Protein identifiziert, 

welches in Brustkrebszellen an der Zelldifferenzierung beteiligt ist und dessen 

Verlust mit einer signifikanten Verschlechterung der Prognose einhergeht 

(Werner et al. 2015). Wie bereits beschrieben, gehören Metastasen zu den 

Komplikationen des Mammakarzinoms. Ein unabhängiger prognostischer 

Faktor für das Auftreten von Fernmetastasen beim Mammakarzinom ist das 

Auftreten von zirkulierenden Tumorzellen (DTCs) im Knochenmark (Bidard et al. 

2008). Ruhende DTCs zeigen keine Proliferation und sind daher resistent 

gegenüber Chemotherapien (Kang und Pantel 2013). Eine geringe 

Genexpression von Retinoic acid-induced 2 (RAI2) korreliert bei Patientinnen 

mit ER-positiven Mammakarzinomen mit einer erhöhten Anzahl von DTCs im 

K n o c h e n m a r k s o w i e m i t e i n e r s i g n i f i k a n t e n R e d u k t i o n d e r 

Überlebenswahrscheinlichkeit (Werner et al. 2015). Der Verlust von RAI2 in 

luminalen Brustkrebszelllinien führt in Form einer Herunterregulation von ERα, 

Forkhead Box A1 (FOXA1) und GATA Binding Protein 3 (GATA3) zu einer 

Entdifferenzierung der Karzinomzellen (Werner et al. 2015). FOXA1 und GATA3 

sind wichtige Faktoren in der Aufrechterhaltung der epithelialen Differenzierung. 

Ein Verlust von FOXA1 und GATA3 entspricht einer Entdifferenzierung und ist 

als Hinweis auf eine zunehmende Invasivität und Aggressivität der Tumorzellen 

zu werten (Kouros-Mehr et al. 2006, Bernardo et al. 2010). Diese 
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Entdifferenzierung kann auch in Bezug auf den Verlust der Hormonabhängigkeit 

in Mammakarzinomzellen mit RAI2-Expressionsverlust beobachtet werden 

(Werner et al. 2015). Die Assoziation zwischen RAI2 und hormonabhängigem 

Tu m o r w a c h s t u m z e i g t s i c h s o w o h l i n M a m m a - a l s a u c h i n 

Prostatakarzinomzellen: eine Ausschaltung von RAI2 führt zu einer 

verminderten Expression des AR in Prostatakarzinomzellen und ebenso zu 

einer verminderten Expression des ER in Mammakarzinomzellen (Besler 2018). 

Zudem zeigt sich eine vermehrte Resistenz der beiden Karzinomzelllinien mit 

RAI2-Verlust gegenüber einer chemischen Kastration durch eine antiöstrogene 

bzw. antiandrogene Behandlung (Besler 2018). Darüber hinaus zeigt sich in 

Mammakarzinomzellen mit RAI2-Verlust eine verstärkte Phosphorylierung und 

damit Aktivierung von Proteinkinase B (AKT) sowie eine Resistenz gegenüber 

dem mTOR-Inhibitor Everolimus (Werner et al. 2015). Der AKT-Signalweg 

gehört zu den wichtigen Proliferations-Signalwegen. Mutationen in diesem 

Signalweg oder in dessen Regulationsmechanismen tragen zur malignen 

Transformation von Zellen bei (Kumar et al. 2013). RAI2 agiert in 

Brustkrebszellen demnach als möglicher transkriptioneller Regulator für die 

Expression wichtiger epithelialer Differenzierungsfaktoren. Außerdem stellt eine 

erniedrigte Genexpression von RAI2 einen Indikator für eine frühe hämatogene 

Disseminierung von ER-positiven Mammakarzinomen dar (Werner et al. 2015). 

RAI2 wurde inzwischen außerdem als Tumorsuppressor beim kolorektalen 

Karzinom identifiziert (Yan et al. 2018). RAI2 inhibiert in dieser Tumorentität den 

AKT-Signalweg, induziert die Apoptose und unterdrückt die Migration und 

Invasion des Kolonkarzinoms. Die Expression von RAI2 wird wiederum durch 

eine Promotor-Methylierung reguliert (Yan et al. 2018). Die Promotor-

Hypermethylierung führt sowohl in vitro als auch in vivo zu einer Suppression 

von RAI2 in kolorektalen Karzinomzellen und stellt einen negativen 

prognostischen Marker hinsichtlich der 5-Jahres-Überlebensrate beim 

kolorektalen Karzinom dar (Yan et al. 2018). 

Eine Analyse der Bindungspartner des RAI2-Proteins zeigt eine Interaktion mit 

dem C-terminal binding protein (CtBP), wobei die Bindung von den ALDLS-

Bindungsstellen des RAI2-Proteins abhängig ist (Werner et al. 2015). 

Außerdem zeigte sich in Brustkrebszellen eine Colokalisation von RAI2 und 
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CtBP in Speckles im Zellkern (Werner et al. 2015). CtBP1 und CtBP2 sind 

transkriptionelle Co-Repressoren, deren Überexpression zur Tumorentstehung 

und -progression beiträgt. Dazu gehört eine Veränderung der Regulation von 

Genen, die mit dem Erwerb von Eigenschaften maligner Zellen assoziiert sind 

und die Proliferation, Migration und Invasion sowie die Epithelial-

Mesenchymale-Transformation betreffen (Chinnadurai 2009, Di et al. 2013, 

Blevins et al. 2017). Aufgrund dieser Tumor-begünstigenden Eigenschaften, 

wird der Co-Repressor CtBP1 als vielversprechendes Target in der 

Tumortherapie betrachtet (Blevins et al. 2017). In aggressiven 

Mammakarzinomen sind multiple CtBP-Zielstrukturen herunterreguliert, was mit 

einer verkürzten Überlebenszeit der Patientinnen einhergeht (Di et al. 2013). In 

Mammakarzinomzellen ist CtBP außerdem an der Bildung eines Komplexes 

beteiligt, der den BRCA1-Promotor inhibiert (Di et al. 2010). Dies stellt einen 

Bezug zur DNA-Schadensantwort dar, da BRCA1 als Komponente der HRR an 

der Reparatur von DSB beteiligt ist (Helleday et al. 2007, Di et al. 2010). 

Demgegenüber führt ein Verlust von CtBP zu einer erhöhten DNA- 

Reparaturkapazität (Di et al. 2013). Ein Verlust der RAI2-Expression führt 

wiederum zu einer Reduktion der Expression von CtBP2-abhängigen Zell-

Differenzierungsmarkern wie Grainyhead-like Transkriptionsfaktor 2 (GRHL2), 

FOXA1 und GATA3 , was e ine Be te i l i gung von RAI2 an de r 

Trankriptionskontrolle dieser Gene nahelegt (Werner et al. 2015). 

Abbildung 5: Die Rolle von RAI2 in der Differenzierung von  Mammakarzinomzellen. 
Die Interaktion von RAI2 und CtBP2 in differenzierten Mammakarzinomzellen verhindert die 
CtBP2-vermittelte Suppression der Expression von Differenzierungsfaktoren wie GATA3, 

FOXA1 und GRHL2. 

Die molekulare Interaktion mit CtBP und die sich überschneidenden Funktionen 

in der Expressionsregulation von Schlüsselgenen in der Tumorgenese des 

Mammakarzinoms legen nahe, dass RAI2 ein Metastasierungs-assoziiertes 
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Protein ist, das die Differenzierung von luminalen Mammakarzinomzellen 

aufrecht erhält (Werner et al. 2015). Aufgrund der jeweils partiell bekannten 

Funktionen von RAI2 und CtBP bzw. von Speckles im Zusammenhang mit 

Zellstress stellt sich die Frage, ob die Proteine eine gemeinsame Rolle in der 

zellulären Stressantwort besitzen. 

Bisherige Studien der Arbeitsgruppe am Institut für Tumorbiologie am UKE 

zeigen außerdem einen Zusammenhang zwischen Hormonentzug bzw. Hypoxie 

und einer Hochregulation der RAI2-Proteinexpression in hormonabhängigen 

Mamma- und Prostatakarzinomzellen (Werner et al., unpubliziert). Da beide 

Bedingungen Zellstress auslösen, lässt die verstärkte Expression von RAI2 

vermuten, dass das RAI2-Protein eine Rolle in der zellulären Stressantwort 

spielt. Diese potentielle Funktion soll in dieser Arbeit untersucht werden. Mithilfe 

verschiedener Pharmaka können gezielt bestimmte Stress-Signalwege induziert 

werden. Diese Aktivierung kann mittels etablierter Marker für verschiedene 

Formen von Zellstress erfasst werden. Die Marker, welche bei Aktivierung eines 

Zellstress-Signalweges mit der Expression von RAI2 korrelieren, könnten somit 

Aufschluss über die Funktion von RAI2 in der zellulären Stressantwort geben. 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2. Fragestellung 

Bisherige Studien zeigen, dass eine geringe RAI2-Expression in 

Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen mit einer frühzeitigen 

Metastasierung korreliert. Zudem besteht eine molekulare Interaktion des RAI2-

Proteins mit CtBP-Faktoren, welche als transkriptionelle Regulatoren die 

Zelldifferenzierung von Tumorzellen steuern können. Außerdem weisen 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe auf eine Assoziation der RAI2-Expression mit der 

zellulären Stressantwort hin. Aus diesen Beobachtungen leiten wir die 

Hypothese ab, dass das RAI2-Protein möglicherweise eine Funktion in der 

zellulären Stressantwort besitzt und dass der Verlust dieser Funktion einen 

Einfluss auf das Überleben von Krebszellen haben könnte. Diese potentielle 

Funktion des RAI2-Proteins in der zellulären Stressantwort soll in dieser Arbeit 

in Mamma- und Prostatakarzinomzellen untersucht werden. 

Zur Untersuchung dieser Fragestellung werden die Zelllinien KPL-1 

(Mammakarzinom) und LNCaP (Prostatakarzinom) mit Pharmaka behandelt, 

die verschiedene Arten von Zellstress erzeugen. Es werden genotoxischer 

Zellstress in Form von DNA-Strangbrüchen, Translationsstress und ER-Stress 

erzeugt, wodurch jeweils spezifische Reparaturmechanismen induziert werden. 

Anschließend werden mögliche Veränderungen in der RAI2-mRNA-Expression 

in einer quantitativen PCR-Analyse bestimmt und mit der RAI2-Expression 

unter Standardzellkulturbedingungen verglichen. Außerdem wird eine 

Zellproliferationsanalyse durchgeführt, um die Toxizität der Pharmaka zu 

bewerten. Darüber hinaus soll in Western Blot Analysen untersucht werden, 

welche Marker der zellulären Stressantwort mit der RAI2-Proteinexpression 

korrelieren. Ziel ist ein Vergleich der RAI2-Proteinexpression mit der Expression 

von DNA-Stress- und Zellzyklusmarkern (p21, p53, γH2AX), Paraspeckle-

Markern (NONO, PSPC1) und einem Markerprotein der UPR (pelF2ɑ). Die 

grundlegende Annahme für die Bewertung der Analysen ist, dass eine Induktion 

der RAI2-Genexpression und RAI2-Proteinexpression eine Funktion in der 

jeweiligen Stressantwort anzeigt. Ein weiteres Ziel ist die Untersuchung der 

subzellulären Colokalisation von RAI2 und CtBP1 in pharmazeutisch 

gestressten Zellen. Zu diesem Zweck erfolgt eine Immunfluoreszenzfärbung. 

Möglicherweise lässt dies Rückschlüsse auf die Funktion von RAI2 in der 

zellulären Stressantwort zu. 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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien stammen von folgenden Herstellern, wenn nicht 

anders angegeben: Eppendorf AG, Sarstedt, Life Technologies, Gibco, Nunc 

und VWR. 

3.1.2 Zelllinien 
Die Zelllinien sind Derivate hormonsensitiver Karzinome. Bei der parentalen 

Zelllinine LNCaP handelt es sich um Zellen aus einer supraklavikulären 

Lymphknotenmetastase eines Androgen-sensitiven Prostatakarzinoms 

(Horoszewicz et al. 1980). Die parentale Zelllinie KPL-1 ist ein Derivat der 

humanen Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 und wird als ER-positiv/

Progesteron-Rezeptor (PR)-negativ beschrieben (Kurebayashi et al. 1995). Für 

die Immunfluoreszenz wurden parentale KPL-1 Zellen sowie modifizierte KPL-1 

Zellen mit RAI2-Überexpression (KPL-1 RAI2-OE) und KPL-1 Zellen mit RAI2-

Überexpression einer CtBP-Bindungsmutation (KPL-1 RAI2-4A) verwendet. 

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 

ITB = Institut für Tumorbiologie 

UKE = Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

Zelllinie Zelltyp Gewebe Herkunft

LNCaP Prostatakarzinom: 

Adenokarzinom

Supraklavikuläre 

Lymphknoten-

Metastase

ITB, UKE

KPL-1 Mammakarzinom: 

Adenokarzinom

Pleurapunktat ITB, UKE

KPL-1 RAI2-OE Modifizierte Zelllinie: 

Mammakarzinom, RAI2-

Überexpression

Pleurapunktat Stefan Werner, 

ITB, UKE

KPL-1 RAI2-4A Modifizierte Zelllinie: 

Mammakarzinom, CtBP-

Bindungsmutation

Pleurapunktat Stefan Werner, 

ITB, UKE
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3.1.3 Pharmaka 

Die verwendeten Pharmaka stammen von Sigma-Aldrich. 

Tabelle 2: Verwendete Pharmaka 

3.1.4 Oligonukleotide 

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide für die Analyse der 

Genexpression stammen von Eurofins Genomics. 

Name Klasse  Mechanismus                        

Camptothecin Zytostatikum Inhibition der Topoisomerase I 

verhindert Ligation der DNA und 

führt zu ESB und DSB

Cycloheximid Antibiotikum Inhibition der Peptidyl-

transferase an der ribosomalen 

60S-Untereinheit unterbricht die 

Translation

Etoposid Zytostatikum Inhibition der Topoisomerase II 

führt zu DSB

Flavopiridol Zytostatikum CDK-Inhibition führt zu 

Zellzyklusarrest und 

Transkriptionsinhibition

Gentamicin Aminoglykosid-

Antibiotikum

Bindung an 30S-Untereinheit 

und Inhibition der Translation, 

Inhibition der Nonsense 

mediated mRNA Decay (NMD)

Olaparib PARP-Inhibitor PARP-Inhibition, bei BRCA-

Mutation Induktion einer 

synthetischen Letalität

Tunicamycin Nukleosid-

Antibiotikum

Inhibition der N-Glykosylierung 

im Endoplasmatischen 

Retikulum induziert UPR
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Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide 

F = Forward 

R = Reverse 

3.1.5 Antikörper 
Die für Western Blots und Immunfluoreszenzfärbungen verwendeten primären 

und sekundären Antikörper sind in den folgenden Tabellen aufgeführt. 

Tabelle 4: Charakteristika der primären Antikörper

Oligo-

nukleotid

Ziel-
struktur

Sequenz (5‘ – 3‘) Anlagerungs
-Temperatur

B2M-F 

B2M-R 

RAI2-F 

RAI2-R

B2M 

B2M 

RAI2 

RAI2

TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT 

TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 

GGCGAAGTCAAGGCTGAAAA 

TCCCCTTGGCTGTTGATGTC

59,7 °C  

59 °C  

62,1 °C 

60 °C

Zielantigen Wirt Spezifität Hersteller Cat. # Verdünnung

CtBP1 Maus monoklonal BD 

Bioscience

612042 1:500

HSC70 Maus monoklonal Santa Cruz sc-7298 1:2000

γH2AX Kaninchen monoklonal Cell 

Signaling

9718 1:2000

NONO Maus monoklonal BD 

Bioscience

611279 1:2000

P53 Maus monoklonal Agilent 

Dako

M7001 1:2000

P21 Kaninchen monoklonal Cell 

Signaling

2947 1:2000

pelF2α Kaninchen monoklonal Cell 

Signaling

3398 1:2000

PSPC1 Maus monoklonal Santa Cruz sc- 

374181

1:2000
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WB = Western Blot 

IF = Immunfluoreszenz 

Tabelle 5: Charakteristika der sekundären Antikörper 

Tabelle 6: Charakteristika der sekundären AlexaFluor Fluoreszenz 

Antikörper 

3.1.6 Lösungen und Zellkulturmedien 

Tabelle 7: Lösungen und Zellkulturmedien

RAI2 Kaninchen monoklonal Cell 

Signaling 

97857 1:2000 WB 

1:500 IF

Name Zielantigen Wirt Spezifität Hersteller Cat. # Verdünnung

IRDye 

680RD

Anti-

Kaninchen

Ziege polyklonal Li-Cor 925- 

68071

1:7500

IRDye 

800CW

Anti-Maus Ziege polyklonal Li-Cor 925- 

32210

1:7500

Name Zielantigen Wirt Spezifität Hersteller Cat. # Verdünnung

Alexa 

Fluor 

546

Anti-

Kaninchen

Ziege polyklonal Thermo 

Fisher 

Scientific

A-11035 1:1000

Alexa 

Fluor 

488

Anti-Maus Ziege polyklonal Thermo 

Fisher 

Scientific

A-11001 1:1000

Bezeichung Zusammensetzung

Blockierungslösung 5 % Milchpulver in TBST

1x Laemmli Puffer 25 mM Trizma Base 

192 mM Glycin 

0,1 % (w/v) SDS 

ad. H2O 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1 Kultivierung 

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt. KPL-1- 

und LNCaP-Zellen wurden einschichtig bei 37 °C und in einer Atmosphäre von 

10 % CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 97 % in Zellkulturflaschen 

(T25, T75) und 6-Well-Platten kultiviert. Das verwendete Medium DMEM (Pan 

Biotech) wurde durch 10 % FCS (Gibco von Life Technologies) sowie 2 mM L-

Glutamin (Gibco von Life Technologies) ergänzt.  

3.2.1.2 Passagieren der Zellkultur 

Das Splitten der KPL-1- und LNCaP-Zellen erfolgte in Intervallen von 72 bis 96 

Stunden. Um das im Medium enthaltene FCS zu entfernen, wurden die Zellen 

mit PBS-Puffer gewaschen. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C mit 

SDS Puffer 2 % (w/v) SDS 

62,5 mM Tris/HCl (pH 6,8) 

10 % (v/v) Glycerol 

ad. H2O

TBST (pH 7,6) 50 mM Trizma Base 

150 mM NaCl 

0,05 % Tween 20 

Korrektur des pH-Werts auf 7,6 mit 

HCl

Transfer Puffer 48 mM Trizma Base 

39 mM Glycin 

0,037 % (v/v) SDS 

20 % (v/v) Methanol 

ad. H2O

Zellkulturmedium 500 ml DMEM 

10 % Fetales Kälberserum (FCS) 

2 mM L-Glutamin 

1 % Penicillin/Streptomycin
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0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco von Life Technologies) bis zur vollständigen 

Ablösung der Zellen. Die Trypsinisierung wurde durch Zugabe von DMEM 

beendet bevor die Zellsuspension mittels Zentrifugation pelletiert und 

resuspendiert wurde. Anschließend wurden die Zellen erneut in 

Zellkulturflaschen ausgesät. 

3.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in Intervallen von 72 bis 96 Stunden 

mithilfe einer Neubauer-Zählkammer. Die Berechnung der Zellkonzentration in 

der Zellsuspension erfolgte auf Grundlage der Formel: 

Zellkonzentration [Zellen/ml] = Mittelwert x Verdünnungsfaktor x 104 

3.2.1.4 Behandlung mit Pharmaka 

Für die RAI2-RNA-Expressionsanalyse wurden KPL-1- und LNCaP-Zellen in 6-

Well-Platten in je 2 ml DMEM mit einer Dichte von 1,5 x 105 Zellen/ml ausgesät 

und für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Inkubation diente der 

Gewährleistung einer ausreichenden Adhärenz der Zellen. Anschließend 

erfolgte die Behandlung der Zellen mit verschiedenen Konzentrationen (10 nM, 

100 nM, 1 µM, 10 µM) eines spezifischen Inhibitors. Es folgte eine erneute 

Inkubation für 72 Stunden. Bei den für die Behandlung verwendeten Pharmaka 

handelt es sich um Inhibitoren, die verschiedene Arten von Zellstress erzeugen. 

Für die Behandlung wurden in separaten Zellkulturen Etoposid, Camptothecin, 

Tunicamycin, Gentamicin, Flavopiridol, Cycloheximid und Olaparib verwendet 

(Tabelle 8). 

Für die Protein-Expressionsanalyse (Western Blot) wurden KPL-1- und LNCaP-

Zellen in 15 ml DMEM in T75 Zellkulturflaschen mit einer Dichte von 1,5 x 105 

Zellen/ml ausgesät und für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

erfolgte eine 72-stündige Behandlung mit einer der jeweiligen IC50 (Anhang A1) 

angepassten Konzentration der verwendeten Inhibitoren. 

!37



Tabelle 8: Konzentrationen der Pharmaka 

Für die Immunfluoreszenz wurden parentale KPL-1-Zellen, KPL-1-Zellen mit 

RAI2-Überexpression (KPL-1 RAI2-OE) sowie KPL-1-Zellen mit Überexpression 

einer RAI2-Variante, die nicht in der Lage ist CtBP-Faktoren zu binden (KPL-1 

RAI2-4A), in Kammerobjektträgern ausgesät und mit 10 µM Etoposid oder 5 µM 

Olaparib oder einer Kombination aus 10 µM Etoposid und 5 µM Olaparib 

behandelt. Je Zelllinie diente eine unbehandelte Kontrolle als Referenz. 

Konzentration 

qPCR

Konzentration 

Western Blots

Konzentration 

Immun-

fluoreszenz

Camptothecin 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 100 nM 

LNCaP: 10 nM

Cycloheximid 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 4 µM 

LNCaP: 4 µM

Etoposid 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 10 µM 

LNCaP: 1 µM

10 µM

Flavopiridol 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 100 nM 

LNCaP: 100 nM

Gentamicin 10 µM, 100 µM, 

1 mM, 10 mM

KPL-1: 5 mM 

LNCaP: 5 mM

Olaparib 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 14 µM 

LNCaP: 14 µM

5 µM

Tunicamycin 10 nM, 100 nM, 

1 µM, 10 µM

KPL-1: 1 µM 

LNCaP: 50 nM
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Tabelle 9: Behandlungsschema der Kammerobjektträger 

3.2.1.5 MTT-Assay 

Um die Zellproliferation sowie indirekt die Toxizität der verwendeten Pharmaka 

zu analysieren, wurden KPL-1- und LNCaP-Zellen mit einer Zelldichte von 3000 

Zellen/Well in 96-Well-Platten ausgesät und für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Behandlung mit je einem spezifischen Inhibitor in 

einer Verdünnungsreihe von 10 µM, 1 µM, 100 nM und 10 nM. Jede 

Konzentration wurde vierfach auf der Platte aufgetragen. Nach 72 Stunden 

erfolgte je Well die Zugabe von 20 µl 5mg/ml MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid) in PBS sowie eine dreistündige Inkubation 

bei 37 °C und 5 % CO2. Anschließend wurde das Medium abpipettiert und 100 

µl DMSO hinzugegeben, gefolgt von 15 min Schütteln bei Raumtemperatur. Für 

die Quantifizierung des reduzierten MTTs wurde die Absorption bei 540 nm mit 

einem Referenzfilter bei 650 nm gemessen. Verwendet wurde das 200Pro 

Spectrophotometer sowie die Tecan i-control Software (Tecan). Es wurden drei 

biologische und drei technische Replikate verwendet. 

Die Ergebnisse der MTT-Assays wurden zur Berechnung der IC50 der 

verwendeten Inhibitoren herangezogen und die jeweils ermittelte IC50 dann 

näherungsweise für die Zellkulturen, die den Western Blots zugrunde liegen, 

eingesetzt. Zur Berechnung der IC50 wurde die mittlere relative Absorption  

gegenüber der jeweils eingesetzten Konzentration aufgetragen und eine 

Regressionsanalyse durchgeführt. Die Funktionsgleichungen der 

KPL-1 unbehandelt 10 µM Etoposid 5 µM Olaparib
10 µM Etoposid 

& 
5 µM Olaparib

KPL-1 

RAI2-OE
unbehandelt 10 µM Etoposid 5 µM Olaparib

10 µM Etoposid 
& 

5 µM Olaparib

KPL-1 

RAI2-4A
unbehandelt 10 µM Etoposid 5 µM Olaparib

10 µM Etoposid 
& 

5 µM Olaparib
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Regressionsanalysen sind im Anhang dargestellt (Abbildung A1). Der 

Korrelationskoeffizient R2 wurde als Gütemaß für die Korrelation bestimmt. 

3.2.2 Molekularbiologische Methoden 

3.2.2.1 RNA-Isolation 

Für die Isolation von Gesamt-RNA wurde das innuPREP RNA Mini Kit (Analytik 

Jena) entsprechend des Hersteller-Protokolls für die RNA-Extraktion aus 

eukaryotischen Zellen verwendet. Zusätzlich wurde ein DNA-Verdau mit dem 

innuPREP DNase I Digest Kit (Analytik Jena AG) durchgeführt, um den Anteil 

der genomischen DNA zu reduzieren und den der isolierten RNA zu erhöhen. 

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mithilfe des NanoDrop 

ND-1000 Spec t rophotometers (Thermo F isher Sc ien t i f i c ) . A ls 

Qualitätsparameter für die RNA-Präparationen wurde der A260/A280-Quotient 

bestimmt. 

3.2.2.2 cDNA Synthese 

Als Template für die Reverse Transkription wurden 50 ng RNA verwendet. Die 

cDNA Synthese erfolgte nach dem Protokoll des First Strand cDNA Synthesis 

Kits (Thermo Fisher Scientific). Als Primer wurden Random Hexamer Primer 

eingesetzt. Nach abgeschlossener cDNA-Synthese wurde die cDNA 1:10 in 

Nuklease-freiem Wasser verdünnt. 

3.2.2.3 Etablierung der Primer 

Die Auswahl der Primer-Sequenzen erfolgte nach der Sequenzspezifität für 

RAI2 sowie nach der Erfassung aller Isoformen von RAI2. Die 

Effizienzbestimmung erfolgte mittels qPCR für zwei RAI2-Primerpaare bei    

54,6 °C, 57 °C, 59 °C, 60,1 °C und 60,7 °C. Für die Auswahl eines effizienten 

Primers wurden Verdünnungsreihen eines cDNA-Templates von 1000 ng 

angefertigt. Abbildung A2 im Anhang zeigt die Standardkurven der Primerpaare 

RAI2(1) und RAI2(2) im Vergleich sowie deren Effizienz. Mithilfe einer 

Gelelektrophorese wurden die Produkte der qPCR hinsichtlich Primer-Dimeren 

und sekundären Produkten analysiert. Aufgrund von Primer-Dimeren bei der 

Verwendung von Primer RAI2(1) wurde für die Durchführung der Experimente 

der RAI2(2) Primer verwendet. 
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3.2.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR  

Als Template für die quantitative Echtzeit-PCR wurden je Reaktion 3 µl cDNA 

verwendet. Je Reaktion wurden 0,2 µl Forward-Primer, 0,2 µl Reverse-Primer, 5 

µl SYBR Green (Luna qPCR Mix) sowie 1,6 µl Nuklease-freies Wasser 

eingesetzt. Es wurden biologische Triplikate verwendet. Jede Probe wurde als 

Triplikat (technisches Triplikat) gemessen und jeweils auf die Expression des 

Haushaltsgens β2-Mikroglobulin (B2M) normalisiert. Tabelle 10 stellt das 

verwendete qPCR-Programm des BioRad C1000 Touch Thermal Cycler dar, 

bestehend aus 40 Zyklen und einer Schmelzkurvenanalyse. Die Auswertung 

erfolgte mithilfe des BioRad CFX Manager Programms. 

Tabelle 10: Verwendetes qPCR-Programm 

3.2.2.5 Relative mRNA-Quantifizierung 

Die relative Quantifizierung gibt Aufschluss über die Genexpression des 

Zielgens in Relation zur Expression eines Haushaltsgens mit stabiler 

Expression. Dies ermöglicht einen Vergleich der mRNA-Expression 

verschiedener Proben. Die relative mRNA-Expression wurde mithilfe der 2(-

ΔΔCT)-Methode bestimmt. Im ersten Schritt wurde die Differenz des Zyklus-

Schwellenwertes (Cycle Threshold, CT) des Zielgens und des Referenzgens 

gebildet. Für einen Vergleich der behandelten und unbehandelten Proben 

wurde der ∆∆CT-Wert herangezogen und anschließend die relative Änderung 

(Fold Change) des Gens der jeweiligen behandelten Probe in Relation zur 

mRNA-Expression der unbehandelten Probe bestimmt. 

Temperatur [°C] Zeit [s]

95 

95 

60 

72 

65 - 95

600 

15                                 

30                                          

30 

1200                          Schmelzkurve
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∆ CT = CT Zielgen - CT Referenzgen 

∆∆CT = ∆CT der behandelten Probe - ∆CT der unbehandelten Probe 

Fold Change = 2(-ΔΔCT) 

3.2.3 Biochemische Methoden 

3.2.3.1 Vorbereitung der Proben 
Als Proben wurden die mit der jeweilig empirisch bestimmten IC50-Dosis der 

Inhibitoren behandelten Zellkulturen KPL-1 und LNCaP verwendet. Nach dem 

Waschen mit PBS und der Zugabe von 1 ml PBS erfolgte die Mobilisation der 

Zellen mithilfe eines Zellschabers sowie die Zentrifugation bei 750 rcf bei 4°C 

für 3 min. Das Pellet wurde anschließend in 200 µl 1x SDS-Puffer (2 % SDS, 

62,5 mM Tris/HCL pH 6,8, 10 % Glycerol, PhosSTOP-Phosphatase-Inhibitor, 

Complete Mini Proteinase-Inhibitor) je T25-Zellkulturflasche lysiert. Mithilfe des 

Bioruptors (Diagenode UCD 2000) erfolgte zur Degradierung der 

chromosomalen DNA die Sonifikation der Probe. Anschließend wurden die 

Proben auf dem Vortex gemischt und bei -20 °C gelagert. 

3.2.3.2 BCA Assay  

Für die Analyse der Proteinkonzentrationen wurde das Pierce™ BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) den Herstellerangaben entsprechend 

verwendet. Die erstellte Standardreihe basierte auf Proben mit definierten 

Konzentrationen von bovinem Serum-Albumin (0 mg/ml, 2 mg/ml, 4 mg/ml und 

6 mg/ml), anhand derer die Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den 

Proben erfolgte. 

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Zu den Proteinproben wurde jeweils 1 µl Bromophenol-Blau Lösung 

hinzugegeben bevor die Denaturierung der Proben bei 95 °C für 5 min erfolgte. 

Für die Auftrennung der Proteine wurde das Mighty Small II Mini Vertical 

Elektrophorese System (Amersham Biosciences) verwendet. 
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Die Zusammensetzung des Tris/Glycin SDS-Polyacrylamid Gels richtete sich 

nach der Größe des untersuchten Proteins. Für Proteine mit einer Größe über 

50 kDa wurde ein 8%iges Gel verwendet, für Proteine mit einer Größe zwischen 

15 und 50 kDa ein 15%iges. Für die Elektrophorese wurde 1x Laemmli-Puffer 

(2,5 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,01 % SDS) verwendet sowie je Gel 25 mA bei 

Raumtemperatur. Als Marker wurde der PageRuler™ Prestained Protein Ladder 

(Thermo Fisher Scientific) aufgetragen. Die folgenden Tabellen zeigen die 

Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamid-Gele. 

Tabelle 11: Zusammensetzung der Trenngele 

Tabelle 12: Zusammensetzung der Sammelgele bei 2 ml Volumen

3.2.3.4 Western Blot 
Für den Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-

Membran (Protran BA 85, GE Healthcare, Porengröße 0,45 µm) wurden das 

Trans-Blot SD halbtrockene Elektrophorese-Transfer-System (Bio-Rad 

Laboratories) sowie 1x Transfer Puffer (48 mM Trizma Base, 39 mM Glycin, 

Acrylamid Anteil 8 % 15 %

H2O 2,1 ml 1,4 ml

40 % Acrylamid 0,8 ml 1,5 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,0 ml 1,0 ml

10 % SDS 0,04 ml 0,04 ml

10 % APS 0,04 ml 0,04 ml

TEMED 0,004 ml 0,004 ml

Sammelgel 2 ml

H2O 1,4 ml

40 % Acrylamid 0,3 ml

1,0 M Tris (pH 6,8) 0,3 ml

10 % SDS 0,02 ml

10 % APS 0,02 ml

TEMED 0,002 ml
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0,037 % SDS, 20 % Methanol) bei 40 mA und bei Raumtemperatur für 2 

Stunden verwendet. Im Anschluss wurde die Membran 5 min in TBST (50 mM 

Trizma Base, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, pH 7,6) gewaschen und danach 

mit 5 % Milchpulver in TBST für 30 min bei Raumtemperatur blockiert und 

dreimal je 5 min mit TBST gewaschen. Die Inkubation der Membran mit dem 

primären Antikörper erfolgte bei 4 °C über Nacht. Die primären Antikörper 

wurden entweder in 5 % BSA (Biowest) oder in 5 % Milch in TBST verdünnt. Vor 

der Zugabe des sekundären Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpers wurde die 

Membran dreimal für jeweils 5 min in 1x TBST gewaschen. Die sekundären 

Antikörper wurden in 5 % BSA (Biowest) im Verhältnis 1:7500 verdünnt. Die 

Inkubation mit dem sekundären Antikörper fand bei Raumtemperatur für eine 

Stunde statt. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal für jeweils 5 min 

in 1x TBST gewaschen. Für die Detektion wurde der Odysee CLx verwendet 

und für die Auswertung das Programm Image Studio Lite Version 5.2. 

3.2.3.5 Immunfluoreszenz 

Parentale KPL-1-Zellen, KPL-1-Zellen mit RAI2-Überexpression und KPL-1-

Zellen mit RAI2-Überexpression und CtBP-Bindungsmutation wurden auf 

Kammerobjektträgern (Thermo Fisher Scientific) ausgesät und für 24 Stunden 

inkubiert, um eine ausreichende Adhärenz der Zellen zu erreichen. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4 % (w/v) 

PFA für 15 min, anschließend weiteres zweimaliges Waschen mit PBS. Für die 

Permeabilisierung wurde 0,02 % Triton X100 in PBS für 10 min bei 

Raumtemperatur verwendet. Anschließend erfolgte das dreimalige Waschen mit 

PBS sowie die Blockierung mit 1 % BSA/PBS für 30 min bei Raumtemperatur. 

Im Anschluss erfolgte die Zugabe der primären Antikörper in einer Verdünnung 

von jeweils 1:500 sowie die Inkubation für 90 min bei Raumtemperatur. Nach 

dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Zugabe der sekundären Antikörper 

(Verdünnung 1:1000) sowie die Inkubation für 90 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln. Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Färbung mit DAPI 

für 5 min sowie anschließend weiteres dreimaliges Waschen mit PBS und die 

vorsichtige Entfernung der Kammern. Auf jedes Feld des Objektträgers wurden 

25 µl Mowiol aufgetragen und die Proben mit einem Deckglas eingedeckt. Die 

Versiegelung erfolgte mit Nagellack. Die Aufnahme der Immunfluoreszenzbilder 
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erfolgte mithilfe des Axioplan2 Fluoreszenzmikroskops bei 40x Vergrößerung 

sowie der AxioCam MRm Kamera, die Bildverarbeitung mit AxioVision. 

3.2.4 Statistische Methoden 

Die statistische Auswertung der quantitativen Echtzeit-PCR sowie der MTT-

Assays und der Western Blots erfolgte mittels Students T-Test. Als statistisch 

signifikant wurden Ergebnisse mit  p < 0,05 bezeichnet. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Proliferation von KPL-1- und LNCaP-Zellen nach Behandlung mit 

Zellstress-induzierenden Pharmaka 
Um die Zellproliferation als indirektes Maß für die Toxizität der verwendeten 

Inhibitoren zu erfassen, wurden MTT-Assays durchgeführt. Dazu wurden 

KPL-1- und LNCaP-Zellen mit den genannten Inhibitoren in den 

Konzentrationen 10 nM, 100 nM, 1 µM und 10 µM behandelt, bzw. 10 µM, 100 

µM, 1 mM und 10 mM bei Gentamicin. Als Maß für die Zellproliferation wurde 

die relative Absorption bestimmt und jeweils ins Verhältnis zur unbehandelten 

Kontrolle gesetzt. Eine signifikante Reduktion der Absorption wurde statistisch 

als p < 0,05 im Students t-Test definiert. Aus den Messwerten ließen sich über  

Regressionsanalysen Funktionsgleichungen bestimmen, mithilfe derer 

wiederum die halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) berechnet 

wurde. Diese wurde als Grundlage für die Behandlung der Zellkulturen für die 

Proteinexpressionsanalyse verwendet. 

Die Proliferationsanalyse zeigte bei Behandlung von KPL-1-Zellen mit Etoposid 

eine annähernd proportionale Abnahme der Absorption bei steigender 

Konzentration von Etoposid. Eine signifikante Reduktion der Absorption im 

Verhältnis zur unbehandelten Probe (p < 0,05) zeigte sich bei 1 µM und 10 µM. 

Anhand einer linearen Funktion ließ sich die IC50 mit 14 µM berechnen. Bei der 

Behandlung von LNCaP-Zellen zeigte sich ebenfalls ein antiproportionaler 

Zusammenhang zwischen der Inhibitor-Konzentration und der relativen 

Absorption. Ab 100 nM zeigte sich eine signifikante Reduktion der relativen 

Absorption. Die lineare Funktion ergab eine berechnete IC50 von 1 µM. 

Etoposid wirkt demnach in beiden Zelllinien konzentrationsabhängig 

proliferationshemmend. 
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Abbildung 6: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Etoposid. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 
Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 

Standardabweichung dar. 

Die Behandlung von KPL-1-Zellen mit Camptothecin zeigte bereits ab 10 nM 

eine signifikante Abnahme der Absorption. Die relative Absorption nahm mit 

steigender Konzentration weiter ab. Die IC50 ließ sich mithilfe einer 

logarithmischen Funktion näherungsweise mit 130 nM bestimmen. Eine 

vergleichbare Toxizität ließ sich in LNCaP-Zellen beobachten. Eine signifikante 

Reduktion der relativen Absorption zeigte sich bereits ab 10 nM, die IC50 ließ 

sich nach einer logarithmischen Funktion mit < 10 nM bestimmen. 

Camptothecin zeigt in Anbetracht der geringeren IC50 bei ähnlichem 

Wirkmechanismus wie Etoposid sowohl auf KPL-1- als auch auf LNCaP-Zellen 

eine vergleichsweise stärkere toxische Wirkung. 

!  

LNCaP

R
el

at
iv

e 
A

bs
or

pt
io

n 
[%

]

0

25

50

75

100

K 10 nM100 nM 1 µM 10 µM 

*
* *

KPL-1
R

el
at

iv
e 

A
bs

or
pt

io
n 

[%
]

0

20

40

60

80

100

K 10 nM100 nM 1 µM 10 µM 

*
*

A B 

KPL-1

R
el

at
iv

e 
A

bs
or

pt
io

n 
[%

]

0

25

50

75

100

K 10 nM100 nM 1 µM 10 µM 

* *

* *

LNCaP

R
el

at
iv

e 
A

bs
or

pt
io

n 
[%

]

0

25

50

75

100

K 10 nM100 nM 1 µM 10 µM 

* *

*

*

A B 

!47



Abbildung 7: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Camptothecin. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 
Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Für KPL-1-Zellen zeigte sich unter Behandlung mit 100 nM Flavopiridol und 

höheren Konzentrationen eine signifikante Reduktion der relativen Absorption. 

Die IC50 wurde mit 200 nM bestimmt. In LNCaP-Zellen zeigte sich 

demgegenüber paradoxerweise zunächst eine insignifikante Zunahme der 

relativen Absorption bei 10 nM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die 

Behandlung mit 100 nM, 1 µM und 10 µM zeigte jeweils eine signifikante 

Abnahme der relativen Absorption. Die IC50 wurde hier logarithmisch mit 80 nM 

bestimmt. 
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Abbildung 8: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Flavopiridol. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 
Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Die Behandlung von KPL-1-Zellen mit Tunicamycin zeigte bei 1 µM und 10 µM 

eine signifikante Abnahme der Absorption. Die mithilfe einer linearen Funktion 

bestimmte IC50 betrug ungefähr 3 µM. Demgegenüber zeigte sich bei der 

Behandlung von LNCaP-Zellen mit Tunicamycin bereits bei 100 nM eine 

signifikante Abnahme der relativen Absorption und somit der Zellzahl. Die mit 

einer logarithmischen Funktion berechnete IC50 betrug 50 nM. Daraus kann auf 
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eine höhere Sensitivität von LNCaP-Zellen auf Tunicamycin als in KPL-1-Zellen 

geschlossen werden. 
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Abbildung 9: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Tunicamycin. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 

Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Die Behandlung von KPL-1-Zellen mit Cycloheximid zeigte erst bei einer 

vergleichsweise hohen Konzentration von 10 µM eine signifikante Reduktion 

der relativen Absorption. Die IC50 konnte logarithmisch mit ungefähr 4 µM 

berechnet werden. In LNCaP-Zellen ließ sich ein ähnlicher Effekt beobachten, 

da auch hier erst höhere Konzentrationen ab 1 µM eine signifikanten Abnahme 

der relativen Absorption und somit der Zellzahl herbeiführten. Die IC50 betrug 

ebenfalls 4 µM. Es ist somit von einer ähnlichen Toxizität von Cycloheximid in 

KPL-1- und LNCaP-Zellen auszugehen. 
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Abbildung 10: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Cycloheximid. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 
Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Bei der Behandlung von KPL-1-Zellen mit Olaparib zeigte sich bei 1 µM und 10 

µM eine signifikante Reduktion der relativen Absorption. Die IC50 konnte mit 

ungefähr 14 µM bestimmt werden. Für LNCaP-Zellen ergab die Analyse eine 

signifikante Abnahme der Zellzahl unter Olaparib-Behandlung mit 10 µM. Die 

IC50 konnte näherungsweise mit 14 µM bestimmt werden. Der Vergleich mit 

andereren Inhibitoren legt nahe, dass der PARP-Inhibitor Olaparib eine 

geringere Toxizität gegenüber KPL-1- und LNCaP-Zellen besitzt. 
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Abbildung 11: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Olaparib. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 
Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Gentamicin zeigte in KPL-1-Zellen eine signifikante Reduktion der relativen 

Absorption bei Behandlung mit 1 mM und 10 mM. Der Zusammenhang stellte 

sich antiproportional dar. Die berechnete IC50 betrug 6 mM. In LNCaP-Zellen 

zeigte sich eine signifikante Abnahme der relativen Absorption und somit der 

Zellzahl bei 10 mM. Die IC50 betrug auch in dieser Zelllinie 6 mM. Gentamicin 

zeigte somit insgesamt den geringsten toxischen Effekt auf KPL-1- und LNCaP-

Zellen. 
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Abbildung 12: Proliferation von KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Gentamicin. 
Die relative Absorption wurde mittels MTT-Assay in jeweils drei technischen und drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und bezieht sich auf die unbehandelte Kontrolle (K). 

Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung dar. 

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Pharmaka dosisabhängig zu einer Reduktion 

der relativen Absorption als Maß für die Zellzahl führen. Dabei zeigen sich 

Unterschiede hinsichtlich der Toxizität, welche durch die IC50 erfasst wird. Die 

Unterschiede lassen sich einerseits durch die verschiedenen Wirkmechanismen 

der Inhibitoren erklären sowie andererseits durch eine unterschiedliche 

Resilienz bzw. Sensitivität der Zelllinien. Die MTT-Assays dienen als Vorarbeit 

für die Proteinexpressionsanalysen, welche eine ausreichende Substratmenge 

(Zellzahl) erfordern. Für die Analyse der Proteinexpression von RAI2 wurden 

die Zellkulturen mit annähernd der jeweiligen IC50 des Inhibitors behandelt, um 

eine ausreichende Zellzahl und somit eine suffiziente Substratmenge zu 

gewährleisten. 

4.2 Expression des RAI2-Gens in KPL-1- und LNCaP-Zellen nach 

Behandlung mit Zellstress-induzierenden Pharmaka 

Für die Untersuchung der Expression des RAI2-Gens bei Zellstress wurden die 

parentalen Zelllinien KPL-1 und LNCaP mit Zellstress-induzierenden Pharmaka 

behandelt. Mithilfe der unterschiedlichen Wirkmechanismen der Pharmaka 

wurden so gezielt unterschiedliche Arten von Zellstress erzeugt, die 

verschiedene Signalwege induzieren. Eine erhöhte Expression von RAI2-
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Transkripten unter der Behandlung mit einem spezifischen Inhibitor lässt somit 

möglicherweise Rückschlüsse auf die Funktion von RAI2 im Rahmen der 

zellulären Stressantwort zu. 

Bei Etoposid handelt es sich um ein Zytostatikum, das im Rahmen des PEB-

Schemas (Cisplatin, Etoposid, Bleomycin) in der Hodentumortherapie sowie in 

der Therapie des Bronchialkarzinoms, des Ovarialkarzinoms und bei 

Lymphomen eingesetzt wird (Leitlinienprogramm Onkologie 2018a, 

Leitlinienprogramm Onkologie 2018b, Leitlinienprogramm Onkologie 2019, 

Leitlinienprogramm Onkologie 2020b, Maucher 2020). Durch die Inhibition der 

Topoisomerase II kommt es zu DNA-Doppelstrangbrüchen und somit zu einem 

Verlust der DNA-Replikation (Montecucco et al. 2015). In KPL-1-Zellen zeigte 

sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine signifikante Zunahme der  

relativen RAI2-Expression bei 100 nM, 1 µM und 10 µM, jedoch nicht bei einer 

Konzentration von 10 nM. Bei LNCaP-Zellen zeigte sich eine signifikante 

Zunahme der RAI2-Expression bei 1 µM und 10 µM, jedoch nicht bei 10 nM und 

100 nM. Bei der Behandlung von KPL-1- und LNCaP-Zellen mit Etoposid zeigte 

sich somit eine konzentrationsabhängige, signifikante Zunahme der relativen 

RAI2-Genexpression. 

!  

Abbildung 13: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Etoposid. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 

technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Bei Camptothecin handelt es sich ebenfalls um ein Zytostatikum, das in die 

DNA-Replikation eingreift, indem es die Topoisomerase I inhibiert und dadurch 
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zu Einzelstrang- sowie konsekutiv zu Doppelstrangbrüchen führt (PubChem 

2020c). Klinisch findet Camptothecin heutzutage keine Anwendung. Ein klinisch 

eingesetzter Vertreter der Topoisomerase I Inhibitoren ist Irinotecan, welches in 

der Therapie des kolorektalen Karzinoms verwendet wird (Leitlinienprogramm 

Onkologie 2019b). Bei der Behandlung von KPL-1- und LNCaP-Zellen mit 

Camptothecin zeigte sich in KPL-1-Zellen eine konzentrationsabhängige 

Induktion von RAI2 bis zu einer Konzentration von 100 nM. Bei höheren 

Konzentrationen war keine Induktion, sondern eine signifikante Reduktion der 

Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu beobachten. In 

LNCaP-Zellen zeigte sich bei 10 nM eine signifikant erhöhte RAI2-

Genexpression. Die Behandlung mit höheren Konzentrationen zeigte keine 

signifikante Steigerung der Induktion. 

!  

Abbildung 14: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung  
mit Camptothecin. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 
technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 

Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Bei Flavopiridol handelt es sich um einen CDK-Inhibitor, der einen 

Zellzyklusarrest bewirkt (Sedlacek 2001). Unter der Behandlung von KPL-1- 

und LNCaP-Zellen mit Flavopiridol zeigte sich in KPL-1-Zellen lediglich bei einer 

Konzentration von 100 nM eine signifikante Zunahme der RAI2-Genexpression. 

Eine Behandlung mit der nächst höheren Konzentrationsstufe von 1 µM 

Flavopiridol zeigte demgegenüber eine signifikante Reduktion der Fold Change. 

In LNCaP-Zellen zeigte sich bei einer Konzentration von 10 µM eine signifikante 
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RAI2-Induktion. Bei geringeren Konzentrationen konnte kein signifikanter 

Anstieg der relativen RAI2-Induktion gemessen werden. 

!  

Abbildung 15: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Flavopiridol. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 
technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-

Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Tunicamycin gehört zu den Nukleosid-Antibiotika. Es handelt sich um ein 

Strukturanalogon von UDP-N-Acetylglucosamin, welches als nicht-kompetitiver 

Inhibitor der GlcNAc-1-Phosphat-Transferase wirkt (PubChem 2020d). Diese 

Inhibition führt zu einem Verlust der Glykosylierung von Proteinen und dadurch 

zur Initiierung der Unfolded Protein Response im Endoplasmatischen Retikulum 

(Wang et al. 2015). Bei der Behandlung von KPL-1- und LNCaP-Zellen mit 

Tunicamycin zeigte sich bei KPL-1-Zellen eine signifikante RAI2-Induktion bei 

einer Behandlung mit 100 nM, bei LNCaP für 1 µM und 10 µM. 

!  

Abbildung 16: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Tunicamycin. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 
technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
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Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Bei Cycloheximid handelt es sich um ein Antibiotikum, welches bei Eukaryonten 

durch Inhibition der Peptidyltransferase an der 60S-Untereinheit der Ribosomen 

eine translationshemmende Wirkung entfaltet (Schneider-Poetsch et al. 2010, 

PubChem 2020b). Nach einer 72 stündigen Behandlung von KPL-1-Zellen mit 

Cycloheximid zeigte sich keine signifikante Induktion von RAI2. In LNCaP ergab 

sich eine signifikante Zunahme der RAI2-Genexpression bei Behandlung mit 

einer Konzentration von 10 µM. 

!  

Abbildung 17: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Cycloheximid. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 

technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Gentamicin ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum, welches durch Bindung an die 

bakterielle 30S-Untereinheit am Ribosom zu einer Translationshemmung und 

somit zu einer Inhibition der Proteinbiosynthese führt. Durch diesen 

Mechanismus wirkt Gentamicin bakterizid. In hohen Dosen wirkt Gentamicin 

auch auf humane Zellen zytotoxisch (PubChem 2020a). Da in dieser Arbeit 

Derivate humaner Zelllinien verwendet wurden, wurden die eingesetzten 

Konzentrationen von Gentamicin (10 µM, 100 µM, 1 mM, 10 mM) höher gewählt 

als bei den anderen Pharmaka. Nach der Behandlung von KPL-1-Zellen mit 

Gentamicin zeigte sich bei 10 mM eine signifikante RAI2-Induktion gegenüber 

der unbehandelten Kontrolle. Niedrigere Konzentrationen zeigten keine 

signifikante RAI2-Induktion. Demgegenüber ließ sich in LNCaP-Zellen in keiner 

der behandelten Proben eine signifikante RAI2-Induktion zeigen. 
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Abbildung 18: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Gentamicin. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 

technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Olaparib ist ein PARP-Inhibitor und wird klinisch zur Erhaltungstherapie bei 

Platin-sensitivem Rezidiv eines BRCA-mutierten high-grade serösen 

Ovarialkarzinoms sowie in der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms 

mit BRCA-Mutation eingesetzt (FDA 2017, FDA 2018). Die Behandlung von 

KPL-1-Zellen mit Olaparib 10 µM zeigte eine signifikante Zunahme der RAI2-

Expression. Bei Behandlung mit weniger als 10 µM Olaparib ließ sich keine 

signifikante Zunahme feststellen. In LNCaP-Zellen zeigte sich für 10 µM 

Olaparib eine signifikante RAI2-Induktion. Bei einer Behandlung mit geringeren 

Konzentrationen als 10 µM Olaparib ließ sich hier ebenfalls keine signifikante 

Zunahme feststellen. 

!  

Abbildung 19: RAI2 Induktion in KPL-1 (A) und LNCaP (B) nach 72 Stunden Behandlung 
mit Olaparib. 
Relative Expressionsunterschiede (Fold Change) wurden mittels qPCR in jeweils drei 

technischen sowie drei biologisch unabhängigen Replikaten bestimmt (n=3) und jeweils auf das 
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Haushaltsgen B2M sowie eine unbehandelte Kontrolle (K) normalisiert. Bestimmung des p-
Wertes mit Students t-Test (* p < 0,05). Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es in Gegenwart von 

genotoxischem Zellstress durch Etoposid dosisabhängig zu einer signifikanten 

Induktion der RAI2-Expression kommt. Auch bei einer Behandlung mit Olaparib 

zeigte sich in hoher Konzentration in beiden Zelllinien eine signifikante RAI2 

Induktion. Daraus lässt sich eine potentielle Beteiligung von RAI2 im Rahmen 

von Zellstresswegen bei DNA-Brüchen ableiten. Bei der Behandlung mit 

Camptothecin zeigte sich im Bereich der jeweiligen IC50 eine signifikante 

Induktion der RAI2-Induktion. Bei höheren Konzentrationen zeigte sich in 

KPL-1-Zellen eine signifikante Reduktion bzw. in LNCaP-Zellen nicht 

signifikante Veränderungen mit hohen Standardabweichungen. Diese 

Ergebnisse können als Ausdruck der Zytotoxizität von Camptothecin 

interpretiert werden. Die Exposition gegenüber anderen Formen von Zellstress 

zeigte inkonklusive bzw. nicht-signifikante Ergebnisse. Unter Tunicamycin 

zeigte sich beispielsweise zwar in LNCaP-Zellen eine konzentrationsabhängige 

Induktion von RAI2, diese Beobachtung lässt sich jedoch nicht auf KPL-1-Zellen 

übertragen. 

4.3 Analyse der RAI2-Proteinexpression in KPL-1- und LNCaP-Zellen nach  

Behandlung mit Zellstress-induzierenden Pharmaka 

Für die Charakterisierung der Rolle des RAI2-Proteins in der zellulären 

Stressantwort wurde die Korrelation der Expression von Markern der zellulären 

Stressantwort mit der RAI2-Proteinexpression in KPL-1- und LNCaP-Zellen 

untersucht. Die untersuchten Marker lassen sich jeweils einem zellulären 

Signalweg zuordnen und ermöglichen somit möglicherweise einen Rückschluss 

auf die Funktion des RAI2-Proteins. Um spezifische Signalwege zu aktivieren, 

wurden verschiedene Zellstress-induzierende Pharmaka eingesetzt. Die 

Zelllinien KPL-1 und LNCaP wurden für 72 Stunden mit diesen Pharmaka 

behandelt bevor Ganzzellextrakte hergestellt wurden. Die verwendete 

Konzentration der Pharmaka orientierte sich dabei an der ermittelten IC50-

Dosis (Abbildung A1 im Anhang). Anschließend wurden diese Extrakte in 

Western-Blot-Analysen mit verschiedenen Antikörpern im Hinblick auf die 

Proteinexpression untersucht. Als DNA-Schadensmarker bzw. Zellzyklusmarker 
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wurden p21, p53 und γH2AX verwendet, als Paraspeckle-Marker NONO und 

PSPC1, als Marker für die Antwort auf ungefaltete Proteine pelF2ɑ. Als 

Referenzprotein wurde für die Normalisierung der jeweiligen relativen 

Proteinexpression das Heat shock cognate 71 kDa Protein (HSC70) verwendet. 

Bei HSC70 handelt es sich um ein Haushaltsprotein, das konstitutiv und 

gleichbleibend exprimiert wird, sodass es sich als Referenzprotein eignet 

(Daugaard et al. 2007, National Center for Biotechnology Information 2020). 

4.3.1 Analyse der Marker für DNA-Schäden und Zellzyklusarrest 

Im Falle von DNA-Schädigungen werden je nach Art der Schädigung zelluläre 

Reparaturprozesse induziert, welche bestenfalls den DNA-Schaden beheben 

und somit die genomische Stabilität aufrecht erhalten. Eine wichtige Rolle in der 

Kontrolle der DNA-Stabilität stellt der Transkriptionsfaktor p53 dar, welcher bei 

DNA-Schäden induziert wird und zur Expression von Tumorsupressorgenen 

führt (Vogelstein et al. 2000, Pflaum et al. 2014). Ein Zielgen von p53 ist p21, 

wobei es sich um einen CDK-Inhibitor handelt, der durch einen Zellzyklusarrest 

am G1- oder G2-Checkpoint indirekt zur DNA-Reparatur beiträgt, indem die 

DNA-Reparaturmechanismen den Zellzyklusarrest für die Reparatur nutzen 

können (Abbas und Dutta 2009). Das phosphorylierte Histon γH2AX ist an der 

Rekrutierung verschiedener DNA-Reparaturproteine beteiligt und stellt einen 

sensitiven Marker für DSB dar (Sharma et al. 2012). Von den verwendeten 

Pharmaka spielen an dieser Stelle vor allem Etoposid und Camptothecin eine 

Rolle, da sie zu DNA-Strangbrüchen führen und demnach eine Hochregulation 

von DNA-Schadensmarkern zu erwarten ist (Montecucco et al. 2015, PubChem 

2020c). 

Bei der Behandlung von KPL-1-Zellen zeigte sich gegenüber der 

unbehandelten Kontrolle eine signifikante Induktion des RAI2-Proteins bei 

Etoposid und Camptothecin. Für Tunicamycin, Flavopiridol, Gentamicin,  

Cycloheximid und Olaparib ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression von RAI2 feststellen. Die relative Induktion des Proteins p21 zeigte 

bei der Behandlung von KPL-1-Zellen mit Etoposid und Camptothecin im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine signifikante Zunahme. Bei den 

anderen Behandlungen konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich 
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der p21-Expression festgestellt werden. Die Analyse der p53-Proteinexpression 

zeigte ausschließlich bei der Behandlung mit Camptothecin eine signifikante 

Erhöhung der Proteinexpression. Die Expression des DNA-Schadensmarkers 

γH2AX zeigte sich in KPL-1-Zellen nach Behandlung mit Camptothecin und 

Olaparib signifikant erhöht. Es lässt sich zusammenfassen, dass sich die RAI2-

Proteinexpression am stärksten durch eine Behandlung mit Camptothecin und 

Etoposid induzieren lässt. Bei der Behandlung mit diesen beiden Pharmaka 

kommt es parallel zu einer signifikant verstärkten Expression von p21. 

Zusätzlich kommt es nach der Behandlung mit Camptothecin zu einer 

signifikant erhöhten p53- und γH2AX-Expression und nach einer Behandlung 

mit Olaparib zur einer erhöhten γH2AX-Expression. 
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Abbildung 20: Expression von RAI2 (A) und der DNA-Schadensmarker p21 (B), p53 (C) 
und γH2AX (D) in KPL-1 nach 72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 
Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Expressionsänderung 
(Fold Change) sowie die Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test 

(*p < 0,05). Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 10 µM (E), 
Flavopiridol 100 nM (F), Tunicamicin 1 µM (T),  Camptothecin 100 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM 
(Cy), Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 20 µM (O). Die Doppelbande in (A) wird durch die 

Verwendung verschiedener Antikörper auf einer Membran hervorgerufen. 

Bei der Behandlung von LNCaP-Zellen mit der jeweiligen IC50-Dosis der 

Pharmaka zeigte sich eine signifikante Erhöhung der relativen RAI2-

Proteinexpression bei Etoposid, Camptothecin, Cycloheximid und Olaparib im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die anderen Behandlungen zeigten 

keine signifikante Zunahme der relativen RAI2-Proteinexpression. In LNCaP-

Zellen zeigte sich eine signifikante Zunahme der relativen Proteinexpression 

von p21 bei Behandlung mit Etoposid, Camptothecin und Olaparib. Eine 

signifikante Induktion des p53-Proteins zeigte sich nach der Behandlung mit 

Olaparib. Für keine der Behandlungen zeigte sich eine signifikante Zunahme 

der Phosphorylierung von γH2AX. 
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Abbildung 21: Expression von RAI2 (A) und der DNA-Schadensmarker p21 (B), p53 (C) 
und γH2AX (D) in LNCaP nach 72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 
Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Fold Change sowie die 

Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (*p < 0,05). 
Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 1 µM (E), Flavopiridol 
100 nM (F), Tunicamicin 50 nM (T), Camptothecin 10 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM (Cy), 

Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 14 µM (O). 

In den analysierten LNCaP-Zellen lässt sich die RAI2-Proteinexpression 

effizient mit Etoposid, Camptothecin, Cycloheximid und Olaparib induzieren. 

Etoposid, Camptothecin und Olaparib induzieren ebenfalls signifikant die p21-

Expression, Olaparib induziert zudem signifikant die p53-Proteinexpression. 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4.3.2 Analyse von Paraspeckle-Proteinen 

Paraspeckles werden auch als molekularer Schwamm bezeichnet, da sie in der 

Lage sind, Proteine und RNA temporär aufzunehmen und zu speichern (West et 

al. 2016). Ihnen wird unter anderem eine Rolle in zellulären Stressprozessen 

zugeschrieben (Nakagawa et al. 2018). Als Paraspeckle-Marker wurden in 

dieser Arbeit PSPC1 und NONO verwendet, als Referenz zur Normalisierung 

HSC70. Für den Vergleich der Proteinexpression von NONO und PSPC1 mit 

der Expression von RAI2 wurden die relativen Expressionsunterschiede jeder 

behandelten Probe auf die jeweils unbehandelte Probe (DMEM) normalisiert. 

Anschließend wurde geprüft, in welchen Fällen sich eine Induktion von NONO, 

PSPC1 und RAI2 gegenüber der unbehandelten Probe (DMSO) zeigte und für 

welche Inhibitoren sich vergleichbare Effekte ergaben. 

Bei der Behandlung von KPL-1-Zellen mit der jeweiligen IC50 der Pharmaka 

zeigte sich gegenüber der unbehandelten Kontrolle eine signifikante RAI2-

Protein-Induktion bei Etoposid und Camptothecin. Für Tunicamycin, 

Flavopiridol, Gentamicin, Cycloheximid und Olaparib ließen sich keine 

signifikanten Unterschiede in der Expression von RAI2 feststellen (Abbildung 

20, 22, 24). Nach der Behandlung von KPL-1-Zellen mit Gentamicin zeigte sich 

eine signifikante Induktion von PSPC1. Die Expression von NONO und PSPC1 

zeigte in keiner der anderen behandelten Proben einen signifikanten 

Unterschied im Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle. Bei der 

Behandlung von LNCaP-Zellen mit der jeweiligen IC50-Dosis der Pharmaka 

zeigte sich eine signifikante Zunahme der relativen RAI2-Proteinexpression bei 

Etoposid, Camptothecin, Cycloheximid und Olaparib im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Die anderen Behandlungen zeigten keine signifikante 

Zunahme der relativen RAI2-Proteinexpression (Abbildung 21, 23, 25). Es 

zeigte sich keine signifikante Zunahme der relativen NONO-Proteinexpression. 

Für PSPC1 zeigte sich eine signifikante Zunahme der Proteinexpression nach 

der Behandlung mit Cycloheximid. Zusammenfassend lässt sich weder in 

KPL-1- noch in LNCaP-Zellen eine Assoziation der RAI2-Proteinexpression und 

der Expression der Paraspeckle-Proteine erkennen. Folglich kann anhand 

dieser Analyse kein Hinweis für eine Rolle von RAI2 an der Bildung von 

Paraspeckles festgestellt werden. 
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Abbildung 22: Expression von RAI2 (A) und der Paraspeckle-Marker PSPC1 (B) und 
NONO (C) in KPL-1 nach 72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 

Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Expressionsänderung 
(Fold Change) sowie die Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test 
(*p < 0,05). Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 10 µM (E), 

Flavopiridol 100 nM (F), Tunicamicin 1 µM (T),  Camptothecin 100 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM 
(Cy), Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 20 µM (O). Die Doppelbande in (A) wird durch die 
Verwendung verschiedener Antikörper auf einer Membran hervorgerufen. 
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Abbildung 23: Expression von RAI2 (A) und der Paraspeckle-Marker PSPC1 (B) und 
NONO (C) in LNCaP nach 72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 

Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Fold Change sowie die 
Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (*p < 0,05). 
Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 1 µM (E), Flavopiridol 

100 nM (F), Tunicamicin 50 nM (T), Camptothecin 10 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM (Cy), 
Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 14 µM (O). 

4.3.3 Analyse von UPR-Markern 
Eine Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen im Endoplasmatischen 

Retikulum führt zu Zellstress und resultiert in der Aktivierung der Antwort auf 

ungefaltete Proteine. Die Antwort auf ungefaltete Proteine wurde in dieser Arbeit 

durch eine Behandlung mit Tunicamycin initiiert (Wang et al. 2015). Als Marker 

für die UPR wurde pelF2ɑ verwendet. Für den Vergleich der Proteinexpression 

von RAI2 mit dem Phosphorylierungsstatus von elF2ɑ  wurden die relativen 

Unterschiede der Proteinexpression jeder behandelten Probe auf die jeweils 

unbehandelte Probe sowie HSC70 normalisiert. Anschließend wurde geprüft, in 
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welchen Fällen sich eine Änderung der elF2ɑ-Phosphorylierung und der RAI2-

Expression gegenüber der unbehandelten Probe zeigte und für welche 

Inhibitoren sich vergleichbare Effekte zeigten. Bei der Behandlung von KPL-1-

Zellen mit der jeweiligen IC50 der Pharmaka zeigte sich gegenüber der 

unbehandelten Kontrolle eine signifikante RAI2-Protein-Induktion bei Etoposid 

und Camptothecin. Für Tunicamycin, Flavopiridol, Gentamicin, Cycloheximid 

und Olaparib ließen sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von 

RAI2 feststellen (Abbildung 20, 22, 24). Es konnte keine signifikante 

Veränderung der Phosphorylierung von elF2ɑ festgestellt werden. Bei der 

Behandlung von LNCaP-Zellen mit der jeweiligen IC50-Dosis der Pharmaka 

zeigte sich eine signifikante Zunahme der relativen RAI2-Proteinexpression bei 

Etoposid, Camptothecin, Cycloheximid und Olaparib im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrolle. Die anderen Behandlungen zeigten keine signifikante 

Zunahme der relativen RAI2-Proteinexpression (Abbildung 21, 23, 25). Für 

keine der Behandlungen zeigte sich eine signifikante Veränderung der 

Phosphorylierung von elF2ɑ. Es kann somit weder für KPL-1- noch für LNCaP-

Zellen eine Assoziation zwischen der Expression des RAI2-Proteins und der 

Phosphorylierung von elF2ɑ gezeigt werden. 

!  

Abbildung 24: Expression von RAI2 (A) und des UPR-Markers peIF2α (B) in KPL-1 nach 
72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 
unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 
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Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Expressionsänderung 
(Fold Change) sowie die Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test 
(*p < 0,05). Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 10 µM (E), 

Flavopiridol 100 nM (F), Tunicamicin 1 µM (T),  Camptothecin 100 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM 
(Cy), Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 20 µM (O). Die Doppelbande in (A) wird durch die 
Verwendung verschiedener Antikörper auf einer Membran hervorgerufen. 

!  

Abbildung 25: Expression von RAI2 (A) und des UPR-Markers peIF2α (B) in LNCaP nach 
72 Stunden Behandlung mit Pharmaka. 
Die relative Proteinexpression (Fold Change) wurde mittels Western Blots in drei biologisch 

unabhängigen Replikaten bestimmt und auf HSC70 sowie jeweils auf eine unbehandelte 
Kontrolle (K) normalisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Fold Change sowie die 
Standardabweichungen. Bestimmung des p-Wertes mit Students t-Test (*p < 0,05). 

Unbehandelte Referenz mit DMEM (D). Verwendete Pharmaka: Etoposid 1 µM (E), Flavopiridol 
100 nM (F), Tunicamicin 50 nM (T), Camptothecin 10 nM (Ca), Cycloheximid 4 µM (Cy), 
Gentamicin 5 mM (G), Olaparib 14 µM (O). 

4.4 Bildung von lokalisierten RAI2- und CtBP1-positiven Speckles nach 
Behandlung mit Etoposid und Olaparib 

Vorherige Studien konnten in der Zelllinie MCF-7 bereits eine Colokalisation von 
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es bei Zellstress zur Colokalisation der Proteine RAI2 und CtBP1 kommt, 

wurden KPL-1-Zellen mit genotoxischen Pharmaka behandelt. Anschließend 

wurde die subzelluläre Lokalisation von RAI2 und CtBP1 mittels 

Immunfluoreszenz analysiert. Dafür wurden drei Zelllinien verwendet: KPL-1, 
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KPL-1 mit stabiler Überexpression von RAI2 (RAI2-OE) und KPL-1 mit 

Überexpression einer RAI2-Proteinvariante, bei der beide CtBP-Bindungsstellen 

mutiert sind (RAI2-4A). Jede Zelllinie wurde auf Kammerobjektträgern mit 10 

µM Etoposid, 5 µM Olaparib und einer Kombination aus 10 µM Etoposid und 5 

µM Olaparib behandelt. Als Referenz diente jeweils eine unbehandelte 

Kontrolle. 

Die Färbung von RAI2 und CtBP1 zeigte in parentalen KPL-1-Zellen weder in 

der unbehandelten noch in den behandelten Proben nukleäre Speckles. 

Demgegenüber zeigen repräsentative Immunfluoreszenzaufnahmen von 

KPL-1-Zellen mit RAI2-Überexpression (KPL-1 RAI2-OE) RAI2/CtBP1-positive 

Speckles (Abbildung 26). Diese zeigen sich sowohl in der unbehandelten Probe 

als auch in den behandelten Proben. Die Färbung von RAI2 und CtBP1 in 

KPL-1-Zellen mit Überexpression der RAI2-4A-Variante zeigte keine nukleären 

Speckles in der unbehandelten Probe. Es zeigten sich vereinzelte Speckles in 

der mit Etoposid behandelten Probe. 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass RAI2/CtBP1-positive 

Speckles in KPL-1-Zellen mit einer Überexpression von RAI2 sowohl in 

unbehandelten Proben, als auch nach der Behandlung mit genotoxischen 

Pharmaka auftreten. In Zellen mit gestörter CtBP1/RAI2-Bindung zeigen sich 

keine Speckles, sodass von einer Abhängigkeit der Speckle-Bildung von der 

intakten Bindung zwischen CtBP1 und RAI2 ausgegangen werden kann. 
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Abbildung 26: Immunfluoreszenzaufnahmen von KPL-1 RAI2-OE (A) und KPL-1 RAI2-4A 
(B) nach Behandlung mit Etoposid, Olaparib und Etoposid in Kombination mit Olaparib. 
RAI2 und CtBP1 wurden mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Analyse erfolgte bei 40x 
Vergrößerung und nach 72 Stunden Behandlung mit Etoposid 10 µM, Olaparib 5 µM sowie 
einer Kombination aus Etoposid 10 µM und Olaparib 5 µM. RAI2-OE bezeichnet die 

Überexpression von RAI2, KPL-1 RAI2-4A die Überexpression von RAI2 mit CtBP1-
Bindungsmutation. Der Messbalken entspricht 5 µm. 
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5. Diskussion 

Bei zellulärem Stress werden je nach Art des Zellstresses Signalwege zum 

Schutz der Zelle aktiviert. Dazu gehören unter anderem die DNA-

Schadensantwort sowie die Antwort auf ungefaltete Proteine. Diese 

Reparaturmechanismen sind wichtig, da insbesondere genotoxischer Zellstress 

zur genomischen Instabilität und somit zur Entstehung und Progression von 

malignen Tumoren beiträgt (Hanahan und Weinberg 2011). Die zelluläre 

Stressantwort spielt eine Schlüsselrolle in der Entwicklung verschiedener 

Erkrankungen und steht außerdem im Zusammenhang mit der Ausbildung von 

Chemoresistenzen in malignen Tumoren (Curtin 2012, Chircop und Speidel 

2014, Renovanz und Kim 2014). Ein detailliertes Verständnis zellulärer Stress-

Signalwege, ihrer Regulation und beteiligter Proteine ist demnach wichtig, um 

Krankheitsprozesse und Mechanismen der Chemoresistenz zu verstehen und 

geeignete Therapieansätze zu entwickeln (Chircop und Speidel 2014). Ein 

potentiell an der zellulären Stressantwort beteiligtes Protein könnte RAI2 sein. 

RAI2 besitzt in hormonabhängigen Mammakarzinomen eine tumorsuppressive 

Funktion. Demgegenüber korreliert eine geringe Genexpression von RAI2 bei 

Patientinnen mit ER-positiven Mammakarzinomen mit einer erhöhten Anzahl 

von DTCs im Knochenmark und mit einer signifikanten Reduktion der 

Überlebenswahrscheinlichkeit (Werner et al. 2015). Die molekulare 

Charakterisierung von RAI2 in ER-positiven Mammakarzinomzellen legt eine 

Funktion von RAI2 als transkriptioneller Co-Regulator bei der Differenzierung 

von Mammakarzinomzellen nahe (Werner et al. 2015). Verschiedene Analysen 

am Institut für Tumorbiologie lassen darüber hinaus eine Rolle von RAI2 in der 

zellulären Stressantwort vermuten, da RAI2 in Mammakarzinomzellen durch 

Stressfaktoren wie Hormonentzug und Hypoxie induziert wird (Werner et al., 

unpubliziert). In dieser Arbeit wurde daher eine mögliche Funktion des RAI2-

Proteins in der zellulären Stressantwort untersucht. Dazu wurde die Expression 

des RAI2-Gens sowie des RAI2-Proteins in Mammakarzinom- und 

Prostatakarzinomzellen (KPL-1, LNCaP) nach der Behandlung mit 

verschiedenen Zelllstress-induzierenden Pharmaka untersucht. Dabei wurde 

mit der Grundannahme gearbeitet, dass es bei einer Induktion der RAI2-Gen- 

oder RAI2-Proteinexpression nach einer bestimmten Behandlung zu einer 

ursächlichen Verknüpfung mit dem jeweiligen Signalweg kommt. Für die 
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Untersuchung der Funktion des RAI2-Proteins in zellulären Stress-Signalwegen 

wurden verschiedene Markerproteine der Stress-Signalwege ausgewählt und 

ihre Expression mit der RAI2-Expression nach der Behandlung mit Zellstress-

induzierenden Pharmaka verglichen. Als DNA-Stress- und Zellzyklusmarker 

wurden hierfür p21, p53 und γH2AX verwendet, als Paraspeckle-Marker NONO 

und PSPC1 sowie als Markerprotein der UPR die Phosphorylierung von elF2ɑ. 

Zur Induktion verschiedener Zellstress-Signalwege wurden die Topoisomerase-

Inhibitoren Etoposid und Camptothecin verwendet sowie der PARP-Inhibitor 

Olaparib, der CDK-Inhibitor Flavopiridol, die Translationshemmer Cycloheximid 

und Gentamicin sowie Tunicamycin zur Hemmung der N-Glykosylierung von 

Proteinen und somit zur Induktion der UPR. Nach der Behandlung mit den 

genannten Substanzen wurde die Proliferation der beiden Zelllinien analysiert, 

um die Toxizität auf die Zelllinien zu untersuchen und um die jeweilige IC50-

Dosis für Folgeexperimente zu bestimmen. Darüber hinaus wurde die 

subzelluläre Lokalisation von RAI2 und CtBP1 nach der Behandlung mit 

Etoposid und Olaparib untersucht. 

Es zeigte sich eine signifikante, konzentrationsabhängige Induktion von RAI2 

nach der Behandlung von KPL-1-Zellen und LNCaP-Zellen mit Etoposid. In der 

Proteinexpressionsanalyse ergab sich eine signifikante Induktion von RAI2 

nach der Behandlung von KPL-1- und LNCaP-Zellen mit Etoposid bzw. 

Camptothecin. In LNCaP-Zellen zeigte sich zudem eine signifikante RAI2-

Induktion nach der Behandlung mit Cycloheximid und Olaparib. Signifikante 

Expressionsunterschiede des p53-Proteins ergaben sich in KPL-1-Zellen nach 

der Behandlung mit Camptothecin sowie nach der Behandlung mit Olaparib in 

LNCaP-Zellen. Außerdem zeigten sich signifikante Expressionsunterschiede 

des p21-Proteins in KPL-1- sowie LNCaP-Zellen nach der Behandlung mit 

Etoposid und Camptothecin, in LNCaP-Zellen außerdem nach der Behandlung 

mit Olaparib. Eine signifikante Induktion von γH2AX ließ sich in KPL-1-Zellen 

nach der Behandlung mit Camptothecin und Olaparib feststellen. Eine 

signifikante Induktion von PSPC1 zeigte sich in KPL-1-Zellen nach der 

Behandlung mit Gentamicin und in LNCaP-Zellen nach der Behandlung mit 

Cycloheximid. Für die Marker NONO und pelF2ɑ zeigte sich nach keiner der 

Behandlung eine signifikante Induktion. Darüber hinaus wurde die subzelluläre 
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Lokalisation von RAI2 und CtBP1 nach der Behandlung mit verschiedenen 

Pharmaka analysiert. Hier zeigten sich in KPL-1-Zellen mit einer 

Überexpression von RAI2 sowohl in den unbehandelten als auch in den mit 

Etoposid und Olaparib behandelten Proben colokalisierte RAI2- und CtBP1-

positive Speckles. In KPL-1-Zellen mit RAI2-Überexpression einer CtBP-

Bindungsmutation konnten nur vereinzelt Speckles nachgewiesen werden. 

  

5.1 RAI2-Gen- und RAI2-Proteinexpression im Zusammenhang mit der 
Aktivierung von zellulären Stresssignalwegen 

Um die Funktion von RAI2 in der zellulären Stressantwort zu untersuchen, 

wurden Pharmaka eingesetzt, die verschiedene Arten von Zellstress erzeugen.  

Das Zytostatikum Etoposid ist ein Topoisomerase-II-Inhibitor, der DSB induziert, 

somit genotoxischen Zellstress erzeugt und dadurch DNA-Reparaturwege wie 

die HRR und die NHEJ aktiviert (Montecucco et al. 2015, Maucher 2020). Die 

Analyse der Expression von RAI2-Transkripten in KPL-1- und LNCaP-Zellen 

zeigt, dass es in Gegenwart von genotoxischem Zellstress dosisabhängig zu 

einer signifikanten Induktion der RAI2-Expression kommt. Demgegenüber 

zeigte sich in den Proliferationsanalysen in beiden Zelllinien eine signifikante, 

dosisabhängige Proliferationsabnahme. In den Western Blots zeigte sich nach 

der Behandlung mit Etoposid eine signifikante Induktion des RAI2-Proteins in 

beiden Zelllinien. Zudem zeigte sich eine signifikante Induktion des p21-

Proteins. Bei p21 handelt es sich um einen CDK-Inhibitor, der bei DNA-

Schäden einen Zellzyklus-Arrest bewirkt (Karimian et al. 2016). Es zeigte sich 

eine nicht-signifikante Induktion von γH2AX in KPL-1-Zellen (Fold Change 1,86; 

p = 0,09), welches an der Reparatur von DSB beteiligt ist, indem DSB durch 

eine Phosphorylierung von Histon H2 am Aminosäurerest Serin 139 (γH2AX) 

markiert werden. Diese Markierung bildet als Plattform für DNA-

Reparaturproteine die Grundlage für die Reparatur von DSB (Rogakou et al. 

1999, Sharma et al. 2012). γH2AX stellt somit einen sensitiven Marker für DSB 

dar (Yuan et al. 2010). Die Ergebnisse zeigen, dass DNA-Schäden im Sinne 

von DSB durch Etoposid sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene zu einer 

signifikanten Induktion von RAI2 führen. Darüber hinaus wird der 

Zellzyklusmarker p21 signifikant induziert. Dies könnte auf eine Funktion von 
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RAI2 im Rahmen der zellulären Reparaturwege bei DSB hindeuten bzw. auf 

eine Funktion im Zellzyklus. 

Bei Camptothecin handelt es sich um einen Topoisomerase-I-Inhibitor, der 

ebenfalls genotoxischen Zellstress in Form von DNA-Strangbrüchen induziert 

(PubChem 2020c). In der Echtzeit-PCR zeigte sich für 100 nM (KPL-1) bzw. 10 

nM (LNCaP) eine signifikante Induktion von RAI2, in höheren Konzentrationen 

zeigte sich jedoch in KPL-1-Zellen eine signifikante Abnahme der RAI2-

Expression bzw. in LNCaP-Zellen nicht-signifikante Veränderungen mit hohen 

Standardabweichungen. Dies lässt sich möglicherweise im Zusammenhang mit 

der Proliferationsanalyse erklären, da Camptothecin mit einer IC50 von 100 nM 

in KPL-1-Zellen bzw. 10 nM in LNCaP-Zellen eine hohe Toxizität zeigte und die 

Zellzahl somit in höheren Konzentrationen signifikant abnahm. Die hohen 

Standardabweichungen sowie die Reduktion der RAI2-Expression sind somit 

Ausdruck einer massiv erniedrigten Zellzahl in Folge der Zytotoxizität von 

Camptothecin. In den Protein-Expressionsanalysen wurde nach der 

Behandlung mit Camptothecin sowohl in KPL-1- als auch in LNCaP-Zellen eine 

signifikante Induktion des RAI2- Proteins beobachtet. Darüber hinaus zeigte 

sich in beiden Zelllinien ein signifikanter Expressionsunterschied für das p21-

Protein und in KPL-1-Zellen auch für das p53-Protein. Letzteres führt bei DNA-

Schäden zu einem Zellzyklusarrest und aktiviert DNA-Reparaturmechanismen 

(Vogelstein et al. 2000). Camptothecin erzeugt genotoxischen Zellstress und 

führt somit zu einem Anstieg der genannten Zellzyklusmarker. Darüber hinaus 

zeigte sich in KPL-1-Zellen eine signifikante Induktion von γH2AX, welches 

einen sensitiven Marker für DSB darstellt und unter genotoxischem Zellstress 

durch Camptothecin induziert wird (Furuta et al. 2003, Yuan et al. 2010). In 

LNCaP ließ sich dieses Ergebnis nicht replizieren, hier zeigte sich eine hohe 

Standardabweichung für die γH2AX-Induktion nach Behandlung mit 

Camptothecin. Die Ergebnisse der Behandlungen mit Camptothecin stützen die 

Annahme, dass RAI2 bei genotoxischem Zellstress induziert wird und in diesem 

Zusammenhang eine Funktion besitzt. 

Der PARP-Inhibitor Olaparib inhibiert PARP, das Schlüsselenzym der BER, 

wodurch in Zellen mit einem HRR-Defekt (z. B. BRCA1-/ BRCA2-Mutation) eine 
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synthetische Letalität erzeugt wird (del Rivero und Kohn 2017). Der Begriff 

synthetische Letalität bezeichnet den Zelltod infolge einer Kombination von 

Defekten bei der Expression von mindestens zwei Genen, während ein Defekt 

nur eines dieser Gene nicht letal wäre (Nijman 2011). In der quantitativen 

Echtzeit-PCR zeigte sich eine signifikante RAI2-Induktion in beiden Zelllinien, 

allerdings erst bei vergleichsweise hohen Konzentrationen von 10 µM. Eine 

mögliche Erklärung liefert die Proliferationsanalyse, in der sich erst bei 1 µM in 

KPL-1-Zellen bzw. 10 µM in LNCaP-Zellen eine signifikante Abnahme der 

relativen Absorption und somit der Proliferation zeigte. Dies lässt auf eine 

vergleichsweise geringe Toxizität von Olaparib in beiden Zelllinien schließen. 

Diese kann möglicherweise durch den Wirkmechanismus von Olaparib als 

PARP-Inhibitor erklärt werden, welcher auf der Kombination eines 

vorbestehenden, defekten DNA-Reparaturmechnismus und der PARP-Inhibition 

beruht (del Rivero und Kohn 2017). Wenn Zellen diese Defekte nicht aufweisen 

- wie bei KPL-1- und LNCaP-Zellen vermutet werden kann - zeigt Olaparib eine 

geringere Toxozität. Die anderen Inhibitoren setzen für ihren Wirkmechanismus 

keine konstitutionellen Defekte der Zellen voraus und können somit mutmaßlich 

eine stärkere Toxizität entfalten. In der Proteinexpressionsanalyse wurde in 

beiden Zelllinien eine im Vergleich zu den anderen Substanzen hohe 

Konzentration von Olaparib eingesetzt (14 µM). Hier zeigte sich in KPL-1-Zellen 

eine signifikante Induktion von γH2AX und in LNCaP-Zellen eine signifikante 

Induktion von RAI2, p21 und p53. Diese Ergebnisse lassen sich durch die 

genotoxische Wirkung von Olaparib erklären. 

Als Translationsinhibitor wurde Cycloheximid eingesetzt: Cycloheximid hemmt 

die Peptidyltransferase und führt somit zu einer Inhibit ion der 

Proteinbiosynthese und resultiert in der Apoptose der Zelle (Schneider-Poetsch 

et al. 2010, PubChem 2020b). Für Cycloheximid zeigte sich in der quantitativen 

Echtzeit-PCR in KPL-1-Zellen keine signifikante RAI2-Induktion, in LNCaP-

Zellen zeigte sich eine signifikante RAI2-Induktion für 10 µM. Die 

Proliferationsanalyse zeigte in KPL-1-Zellen eine dosisabhängige, signifikante 

Abnahme der Absorption bzw. Zellzahl bei 10 µM, in LNCaP zeigte sich eine 

signifikante Abnahme bereits bei 1 µM. In den Western Blots zeigte sich nach 

der Behandlung mit Cycloheximid eine signifikante Zunahme der RAI2-
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Expression in LNCaP-Zellen sowie eine signifikante Zunahme der Expression 

des Paraspeckle-Proteins PSPC1. Diese Beobachtungen lassen sich allerdings 

nicht auf KPL-1-Zellen übertragen. Eine Induktion von RAI2 in LNCaP-Zellen 

nach der Behandlung mit Cycloheximid könnte auf eine Rolle von RAI2 im 

Rahmen der zellulären Prozesse bei Inhibition der Proteinbiosynthese und 

Apoptose-Induktion hindeuten. Die Induktion von PSPC1 weist möglicherweise 

auf eine Paraspeckle-Induktion hin, allerdings wird das Paraspeckle-Protein 

NONO nicht signifikant verstärkt exprimiert und der Effekt lässt sich nicht in der 

anderen Zelllinie beobachten. 

Zur Inhibition der Transkription sowie zur Induktion eines Zellzyklusarrestes 

wurde der CDK-Inhibitor Flavopiridol verwendet (Sedlacek 2001). In der 

quantitativen Echtzeit-PCR zeigte sich in KPL-1-Zellen eine signifikante RAI2-

Induktion bei 100 nM, für höhere Konzentrationen zeigte sich hingegen eine 

signifikante Reduktion. Die Proliferationsanalyse legt nahe, dass diese 

Reduktion vermutlich Ausdruck einer massiv erniedrigten Zellzahl bei 

Behandlungen oberhalb der IC50 ist. In LNCaP-Zellen zeigte sich lediglich bei 

der Verwendung von 10 µM Flavopridol eine signifikante RAI2-Induktion. Auch 

hier zeigte die Proliferationsanalyse eine signifikante Abnahme der relativen 

Absorption als Maß für die abnehmende Zellzahl. Die signifikante Reduktion 

von RAI2 in KPL-1-Zellen bei einer Behandlung oberhalb der IC50-Dosis könnte 

sich dadurch erklären, dass RAI2 an Reparaturmechanismen beteiligt ist, die in 

übermäßig gestressten Zellen zugunsten von pro-apoptotischen Signalwegen 

nicht induziert werden. In den Proteinexpressionsanalysen zeigte die 

Behandlung mit Flavopiridol für keinen der untersuchten Marker eine 

signifikante Expressionszunahme. Diese Ergebnisse sind schlüssig, da Marker 

für genotoxischen Zellstress bzw. Zellzyklusmarker sowie Paraspeckle-Marker 

und UPR-Marker untersucht wurden, welche durch den Transkriptionsinhibitor 

Flavopiridol unbeeinflusst bleiben. 

Das Aminoglykosid-Antibiotikum Gentamicin bindet an die bakterielle 30S-

Untereinheit am Ribosom und führt dadurch zu einer Translationshemmung und 

somit zu einer Inhibition der Proteinbiosynthese (PubChem 2020a). Außerdem 

inhibiert Gentamicin die NMD (Linde et al. 2007, PubChem 2020a). Diese dient 
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der Erkennung vorzeitiger Stopcodons in der mRNA und verhindert so die 

Bildung dysfunktionaler Proteine (Holbrook et al. 2004). Indem Gentamcin 

diesen Mechanismus inhibiert, kommt es konsekutiv zur Expression von 

Transkripten mit vorzeitigen Stop-Codons (Linde et al. 2007). Da Gentamicin in 

humanen Zellen erst bei hohen Dosen zytotoxisch wirkt, wurden in dieser Arbeit 

Behandlungen von 10 µM, 100 µM, 1 mM und 10 mM verwendet (PubChem 

2020a). In KPL-1-Zellen zeigte sich nach der Behandlung mit 10 mM 

Gentamicin eine signifikante RAI2-Induktion, in LNCaP zeigte sich keine 

signifikante Induktion. Die Proliferationsanalysen zeigten signifikante 

Reduktionen der Proliferation ab 1 mM (KPL-1) bzw. 10 mM (LNCaP). 

Gentamicin zeigt also wie erwartet erst in vergleichsweise hohen 

Konzentrationen zytoreduktive Effekte. In der Proteinexpressionsanalyse zeigte 

sich lediglich in KPL-1-Zellen für PSPC1 eine signifikante Steigerung der 

Expression. In Zusammenschau der Ergebnisse scheint Gentamicin weder 

eindeutig RAI2 zu induzieren, noch einen der untersuchten Signalwege zu 

aktivieren. 

Die UPR-Aktivierung erfolgte mittels Tunicamycin (Wang et al. 2015). Bei der 

UPR handelt es sich um eine Antwort auf ER-Stress, welcher durch un- bzw. 

fehlgefaltete Proteine hervorgerufen wird. Die UPR stellt den Abbau dieser 

Proteine sicher, kann aber bei starkem ER-Stress auch die Apoptose der Zelle 

einleiten (Hetz 2012, Wang et al. 2015). In der quantitativen Echtzeit-PCR 

zeigte sich in KPL-1-Zellen bei 100 nM eine signifikante RAI2-Induktion. Dieser 

Effekt ließ sich für höhere Konzentrationen jedoch nicht reproduzieren. In 

LNCaP-Zellen zeigte sich für 1 µM und 10 µM eine signifikante RAI2-Induktion. 

Die Proliferation von KPL-1- und LNCaP-Zellen nahm unter Tunicamycin 

dosisabhängig ab. In den Western Blots konnte nach der Behandlung mit 

Tunicamycin keine signifikante Veränderung der Phosphorylierung von elF2ɑ 

festgestellt werden. Dies entspricht nicht den Ergebnissen anderer Studien, da 

Tunicamycin die UPR induziert und somit eigentlich eine verstärkte 

Phosphorylierung von elF2ɑ als Ausdruck der aktivierten UPR nachweisbar sein 

sollte (Wang et al. 2015). Möglicherweise erfolgt die Aktivierung der UPR bei 

Verwendung von Tunicamycin nicht über den PERK-Signalweg, an dem elF2ɑ 

beteiligt ist, sondern über einen der anderen Signalwege (IRE1 oder ATF6). 
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Gleichzeitig muss berücksichtigt werden, dass die Standardabweichungen 

insbesondere in den LNCaP-Zellen groß sind und das Experiment somit nur 

bedingt aussagekräftig ist. Zusammenfassend kann weder für KPL-1- noch für 

LNCaP-Zellen eine Assoziation zwischen der Expression des RAI2-Proteins 

und der verstärkten Phosphorylierung von elF2ɑ gezeigt werden. Daraus kann 

geschlossen werden, dass das RAI2-Protein wahrscheinlich keine Rolle in der 

Antwort auf ungefaltete Proteine spielt. 

Zusammenfassend zeigt die Analyse der Expression der RAI2-Transkripte in 

KPL-1- und LNCaP-Zellen, dass es in Gegenwart von genotoxischem Zellstress 

durch Etoposid, Camptothecin und Olaparib dosisabhängig zu einer 

signifikanten Induktion der RAI2-Expression kommt. Daraus lässt sich eine 

Beteiligung von RAI2 im Rahmen von Zellstresswegen bei DNA-Schädigungen 

ableiten. Dass RAI2 bei der Verwendung genotoxischer Pharmaka hochreguliert 

wird, aber nicht eindeutig bei CDK-Inhibitoren, deutet darauf hin, dass RAI2 

eine Rolle in einem der DNA-Reparaturwege oder in deren Regulation besitzt, 

nicht aber im Zellzyklus. Zu den potentiellen Signalwegen gehören im Falle von 

DSB die HRR und die NHEJ sowie bei ESB die BER. Die Untersuchung der 

Expression des RAI2-Proteins in KPL-1- und LNCaP-Zellen zeigt unter 

Behandlung mit genotoxischen Pharmaka ähnliche Expressionsmuster für die 

DNA-Schadensmarker bzw. Zellzyklusmarker p21, p53 und γH2AX sowie für 

die relative Proteinexpression von RAI2. Demzufolge kann auf eine Funktion 

von RAI2 im Zellzyklus geschlossen werden bzw. auf eine Funktion im Rahmen 

der Reparaturprozesse bei DNA-Schäden. Die Exposition gegenüber 

Pharmaka, die andere Formen von Zellstress induzieren, zeigte in keiner der 

beiden Zelllinien eine signifikante RAI2-Expression. Daraus lässt sich ableiten, 

dass RAI2 vermutlich weder eine Rolle in der UPR, noch im Zusammenhang 

mit der Bildung von Paraspeckles, der NMD oder der Apoptose besitzt. Die 

Ergebnisse der Western Blot Analysen sind stimmig mit den Ergebnissen der 

RAI2-Gen-Expressions-Analyse. Dass RAI2 bei verschiedenen Formen von 

genotoxischem Zellstress induziert wird und nicht ausschließlich bei ESB bzw. 

DSB, könnte auf eine regulierende, übergeordnete und koordinative Funktion 

von RAI2 in diesen Signalwegen hindeuten. Diese Annahme kann durch 

Ergebnisse anderer Studien aus dem ITB gestützt werden: ein Verlust von RAI2 
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führt zu einer verminderten NHEJ-Kapazität sowie vermehrt zu DSB und zu 

einer verlängerten Mitose und Mikronuklei-Bildung (Böttcher 2019). Diese 

Komponenten tragen zur chromosomalen Instabilität in luminalen 

Brustkrebszellen bei. Eine Überexpression von RAI2 führt demgegenüber zu 

einer erhöhten Reparatur-Kapazität von DSB mittels HRR, was eine 

chromosomale Instabilität verhindert (Böttcher 2019). Dass RAI2 sowohl im 

Zusammenhang mit der NHEJ als auch mit der HRR reguliert wird, legt nahe, 

dass RAI2 eine übergeordnete Rolle in der DNA Schadensantwort besitzt und 

nicht speziell einem Signalweg zugeordnet werden kann (Böttcher 2019). 

5.2 Relevanz von genotoxischem Zellstress für die Colokalisation von 

RAI2- und CtBP-positiven Speckles 

Diese Arbeit zeigt, dass sowohl die RAI2-Genexpression als auch die RAI2-

Proteinexpression unter Behandlung mit genotoxischen Pharmaka signifikant 

ansteigt. Im Folgenden wurde untersucht, ob sich diese Beobachtung auch in 

der Bildung von Stress-assoziierten Speckles im Zellkern zeigt. Werner et al. 

identifizierten CtBP1 und CtBP2 als Bindungspartner des RAI2-Proteins und 

stellten in der Zellllinie MCF-7 eine Colokalisation von RAI2 und CtBP1 in 

nukleären Speckles fest (Werner et al. 2015). Um zu untersuchen, ob sich die 

Beobachtungen der MCF-7-Zellen auf eine andere hormonabhängige 

Mammakarzinom-Zelllinie übertragen lassen und ob es bei Zellstress zur  

Bildung von colokalisierten RAI2 und CtBP1 Speckles kommt, wurden KPL-1-

Zellen mit Etoposid und Olaparib behandelt und RAI2 sowie CtBP1 mittels 

Immunfluoreszenz dargestellt. In KPL-1-Zellen mit RAI2 Überexpression zeigen 

sich sowohl in den unbehandelten Zellen als auch in den mit Etoposid und 

Olaparib behandelten Zellen RAI2- und CtBP1-positive Speckles. In KPL-1-

Zellen mit RAI2-Überexpression einer CtBP-Bindungsmutation zeigten sich 

hingegen keine Speckles. Dies weist auf die Abhängigkeit der intakten RAI2/

CtBP-Bindung für die Speckle-Bildung hin. Bei CtBP1 und CtBP2 handelt es 

sich um Corepressoren der Transkription, die im Zusammenhang mit malignen 

Tumoren an Zelldifferenzierung, Migrationsprozessen und der Epithelial-

Mesenchymalen Transformation (EMT) beteiligt sind und deren Überexpression 

die Tumorentstehung und -progression begünstigt (Chinnadurai 2009, Blevins 

et al. 2017). Zudem besteht ein Zusammenhang zwischen CtBP und der DNA-
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Schadensantwort, da CtBP1 auf BRCA1 negativ regulierend wirkt und BRCA 

Bestandteil der HRR ist (Helleday et al. 2007, Di et al. 2010). Aufgrund der 

Interaktion von RAI2 und CtBP sowie der Überschneidung der regulierten Gene 

vermuteten Werner et al. eine Rolle von RAI2 als Co-Transkriptionsregulator in 

der Erhaltung der Differenzierung von Mammakarzinomzellen (Werner et al. 

2015). In einer anderen Arbeit wurde eine erhöhte Zahl von Speckles unter 

Behandlung mit Etoposid beobachtet und vermutet, dass RAI2 CtBP bei DNA-

Schäden in Speckles bindet und so deren Funktion als Co-Repressor 

unterbindet, was die chromosomale Stabilität aufrecht erhält (Böttcher 2019). 

Darüber hinaus wäre die Untersuchung der Speckles in anderen 

Tumorzelllinien, beispielsweise in hormonabhängigen Prostatakarzinomzellen 

und Kolonkarzinom-Zelllinien interessant. Für letztere konnte RAI2 als 

Tumorsuppressor identifiziert werden (Yan et al. 2018). 

5.3 Diskussion der Methoden 

In dieser Arbeit wurden Proliferationsanalysen mittels MTT-Assays, quantitative 

Echtzeit-PCR, Western Blots und Immunfluoreszenzfärbungen durchgeführt. 

Die Experimente wurden nach standardisierten Protokollen und unter möglichst 

konstanten Bedingungen durchgeführt. Die Aussagekraft der Experimente wird 

allerdings teilweise durch methodische Aspekte eingeschränkt, daher werden 

diese im Folgenden diskutiert. 

Die Proliferationsanalyse von KPL-1- und LNCaP-Zellen unter Behandlung mit 

Zellstress-induzierenden Pharmaka zeigte deutliche Unterschiede hinsichtlich 

der Proliferation bzw. Toxizität in Abhängigkeit des eingesetzten Inhibitors sowie 

dessen Konzentration. Es ergaben sich Unterschiede in der Sensitivität der 

beiden Zelllinien gegenüber den Inhibitoren. Die IC50 der Pharmaka wurde in 

den folgenden Untersuchungen der RAI2-Proteinexpression verwendet. Die 

sehr unterschiedliche Sensitivität der Zelllinien gegenüber verschiedenen 

Konzentrationen der Inhibitoren legt nahe, dass die Verwendung der IC50 

möglicherweise auch in der qPCR vorteilhaft wäre, um eine bessere 

Vergleichbarkeit herzustellen. Beispielhaft lässt sich hier die Reduktion der 

RAI2-Induktion bei der Behandlung von KPL-1-Zellen mit Camptothecin 

nennen, die möglicherweise durch eine zu hohe Toxizität aufgrund der 
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Behandlung mit Konzentrationen oberhalb der IC50 zu erklären ist. Eine 

Reduktion der RAI2-Transkripte in der qPCR könnte in diesem Zusammenhang 

Ausdruck einer massiv erniedrigten Zellzahl sein. Hohe Standardabweichungen 

lassen sich in diesem Zusammenhang möglicherweise als Ausdruck der massiv 

reduzierten Zellzahl interpretieren. 

Western Blots ermöglichen qualitative und quantitative Aussagen über die 

Proteinexpression. Zu berücksichtigen ist, dass Western Blots zwar nach einem 

etablierten Protokoll durchgeführt werden, es aber zahlreiche Variablen in der 

Durchführung gibt, welche die Ergebnisse beeinflussen. Beispielsweise lassen 

sich an dieser Stelle die Bindung der primären und sekundären Antikörper 

nennen. Grundsätzlich handelt es sich allerdings um ein etabliertes Verfahren 

zur Detektion von Proteinen, das bei einer ausreichend hohen Stichprobenzahl 

(in dieser Arbeit n = 3) eine statistische Auswertung der Ergebnisse ermöglicht. 

In dieser Arbeit wurde aufgrund insgesamt geringer Standardabweichungen der 

Students T-Test verwendet. Bei einer größeren Heterogenität der Ergebnisse, 

wie beispielsweise beim Marker pelF2ɑ, wäre eine statistische Auswertung mit 

n icht-parametr ischen Tests eine mögl iche Al ternat ive. Bei den 

Proteinexpressionsanalysen mittels Western Blot ist zudem zu berücksichtigen, 

dass Literaturangaben zufolge Tunicamycin die UPR induzieren sollte, was sich 

in dieser Studie nicht zeigte (Wang et al. 2015). Aufgrund der teilweise hohen 

Standardabweichungen ist zudem von einer eingeschränkten Aussagekraft der 

Ergebnisse auszugehen. Es kann demnach nicht ausgeschlossen werden, dass 

RAI2 in der UPR eine Rolle spielt. Darüber hinaus ist die Regulation von 

Paraspeckles zu wenig untersucht, um einzig aufgrund der Expression der 

Paraspeckle-Marker NONO und PSPC1 eine Aussage über die Beteiligung von 

RAI2 an der Bildung von Paraspeckles zu treffen. Zur genaueren Untersuchung 

wäre an dieser Stelle eine Immunfluoreszenz zur Darstellung der fraglichen 

Colokalisation sinnvoll. 

Die Immunfluoreszenz ermöglicht eine spezifische Analyse zellulärer 

Strukturen. In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet, um die 

Colokalisation von RAI2- und CtBP1-Speckles zu untersuchen. In 

Folgeexperimenten wäre eine quantitative Analyse der Speckle-Anzahl unter 
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Behandlung mit genotoxischen Pharmaka sinnvoll, um den Effekt von 

genotoxischem Zellstress auf die Speckle-Bildung auch statistisch zu erfassen. 

5.4 Schlussfolgerungen und Ausblick 

Diese Arbeit zeigt, dass RAI2 in Mamma- und Prostatakarzinomzellen eine 

Rolle in der DNA-Schadensantwort bei genotoxischem Zellstress spielt. Unter 

genotoxischem Zellstress zeigte sich eine signifikante Induktion der Expression 

des RAI2-Gens sowie des RAI2-Proteins. Zudem korrelierte die verstärkte 

Expression des RAI2-Proteins mit dem Expressionsmuster der DNA-

Schadensmarker bzw. Zellzyklusmarker p53 und p21 sowie γH2AX. Außerdem 

zeigten sich unter genotoxischem Zellstress RAI2-/CtBP-positive Speckles, 

deren Zusammenhang mit zellulären Stressprozessen jedoch noch 

unzureichend untersucht ist. 

RAI2 ist ein Suppressor der hämatogenen Metastasierung des 

Mammakarzinoms. Eine erniedrigte RAI2-Expression korreliert mit einer 

verkürzten Überlebenszeit bei Mamma-, Lungen- und Kolonkarzinomen sowie  

Ovarialtumoren (Werner et al. 2015). Vorherige Arbeiten des Institutes für 

Tumorbiologie zeigten eine Induktion von RAI2 unter Hormonentzug in 

hormonabhängigen Mammakarzinomzellen (Werner et al., unpubliziert). Neuere 

Ergebnisse identifizierten RAI2 inzwischen als Corepressor Steroid-regulierter 

Gene in Prostata- und Mammakarziomzellen (Besler 2018) sowie als 

Tumorsuppressor beim kolorektalen Karzinom (Yan et al. 2018). In einer 

weiteren Arbeit konnte RAI2 als wichtige Komponente für die Erhaltung der 

genomischen Stabilität in Mammakarzinomzellen identifiziert werden, indem 

RAI2 die DNA-Schadensantwort fördert und somit potentiell die intratumorale 

Heterogenität vermindert (Böttcher 2019). Die Bedeutung der aus 

chromosomaler Instabilität resultierenden intratumoralen Heterogenität für die 

Tumorprogression wurde in den TRACERx Studien hervorgehoben (Jamal-

Hanjani et al. 2017, Turajlic et al. 2018). Eine durch genomische Instabilität 

induzierte, intratumorale Heterogenität ist beim kleinzelligen Lungenkarzinom 

mit einem erhöhten Rezidiv- und Sterberisiko assoziiert und stellt demnach 

einen potentiellen prognostischen Marker dar (Jamal-Hanjani et al. 2017). Im 

Verlauf der Progression auftretende Treibermutationen sind in dieser 
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Tumorentität häufig auf eine hohe intratumorale Heterogenität zurückzuführen 

und betreffen auch Gene der DNA-Schadensantwort (Jamal-Hanjani et al. 

2017). Auch bei der Progression des Nierenzellkarzinoms spielt die 

intratumorale Heterogenität eine wichtige Rolle: eine hohe Heterogenität geht 

hier mit einem graduellen Erwerb der Metastasierungskompetenz einher 

(Turajlic et al. 2018). Möglicherweise erklärt die Funktion von RAI2 in der 

Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität die tumorsuppressive Wirkung 

von RAI2, indem die intratumorale Heterogenität vermindert wird (Böttcher 

2019). Der genaue tumorsuppressive Wirkmechanismus von RAI2 ist jedoch 

aktuell unbekannt und es sind weitere Forschungsarbeiten notwendig, um den 

Wirkmechanismus von RAI2 zu verstehen und daraus Konsequenzen für RAI2 

als Tumormarker oder für Krebstherapien abzuleiten. 

Da sich diese Arbeit auf zwei hormonabhängige Tumorzelllinien beschränkt, 

wäre eine Analyse der RAI2-Expression in anderen Tumorentitäten interessant. 

Außerdem wäre eine detaillierte Analyse der einzelnen Signalwege bzw. derer 

Komponenten erforderlich, um die Funktion von RAI2 genauer zu untersuchen. 

Zudem bietet sich eine weitere Analyse der RAI2-/CtBP-positiven Speckles an, 

um deren potentielle Rolle in der DNA-Schadensantwort besser zu verstehen. 

An dieser Stelle bietet sich eine statistische Auswertung der Speckle-Anzahl 

nach der Behandlung mit genotoxischen Pharmaka an sowie die Färbung 

anderer Komponenten der Stresssignalwege, z. B. p53 und p21. Da CtBP mit 

Proteinen der HRR interagiert und demnach einen Bezug zur DNA-

Schadensantwort besitzt, könnten auch die RAI2-/CtBP-positiven Speckles in 

diesem Zusammenhang eine Funktion besitzen (Helleday et al. 2007, 

Chinnadurai 2009, Di et al. 2010). Eine weitere Analyse der Funktion und 

Wirkmechanismen von RAI2 im Zusammenhang mi t der DNA-

Schadensantwort, chromosomaler Instabil i tät, hormonabhängigem 

Tumorwachstum und der Rolle von RAI2 als Tumorsuppressor ist für ein 

detailliertes Verständnis wichtig. Möglicherweise ermöglicht dies zukünftig den 

Einsatz von RAI2 als Tumormarker sowie die Identifikation von RAI2 als Target 

für spezifische Tumortherapien. 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6. Zusammenfassung 

Mamma- und Prostatakarzinom sind die häufigsten geschlechtsspezifischen 

Krebserkrankungen in Deutschland und gehören jeweils zu den 10 häufigsten 

Krebstodesursachen. Zu den grundlegenden Eigenschaften von 

Krebserkrankungen zählen die Invasion und Metastasierung im Sinne einer 

Tumorprogression. Sie zählen daher zu den Hallmarks of Cancer. Begünstigt 

werden diese Prozesse durch in Krebszellen häufig beeinträchtigte DNA-

Reparaturmechanismen, die zu einer verminderten genetischen Stabilität der 

Krebszellen beitragen. Krebszellen sind zudem erhöhtem zellulären Stress 

ausgesetzt. Dabei handelt es sich um einen potentiellen Ansatzpunkt 

zielgerichteter Tumortherapien wie der erfolgreiche Einsatz von PARP-

Inhibitoren zeigt. Vorangegangene Studien der Arbeitsgruppe am Institut für 

Tumorbiologie am Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf zeigten, dass ein 

Zusammenhang zwischen Hypoxie und Hormonentzug in hormonabhängigen 

Mammakarzinomzellen und einer Induktion von Retinoic-acid induced 2 (RAI2) 

besteht. Dies legt eine Funktion von RAI2 in der zellulären Stressantwort nahe 

und somit eine potentielle Funktion als Zellstressmarker. 

In dieser Arbeit wurde die Funktion des RAI2-Proteins in der zellulären 

Stressantwort untersucht. Für die Experimente wurden parentale 

Mammakarzinom- und Prostatakarzinomzelllinien verwendet. Es wurde der 

Einfluss verschiedener Zellstress-induzierender Substanzen auf die Gen- und 

Proteinexpression von RAI2 untersucht sowie die subzelluläre Lokalisation von 

RAI2. Im Rahmen dieser Arbeit kann ein Zusammenhang zwischen 

genatoxischem Zellstress und einer Induktion der RAI2-Expression auf Gen- 

sowie Proteinebene gezeigt werden. Es konnte kein eindeutiger 

Zusammenhang zwischen anderen Zellstressmechanismen und RAI2 gezeigt 

werden. Die Analyse der subzellulären Lokalisation zeigt die Bildung von RAI2- 

und CtBP-positiven Speckles bei genotoxischem Zellstress. 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass RAI2 in 

hormonsensitiven Mamma- und Prostatakarzinomzellen bei genotoxischem 

Zellstress eine Rolle in der DNA-Schadensantwort spielt. 
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Summary 

Breast cancer and prostate cancer are the most common gender-specific 

cancer entities in Germany and both of them are listed among the ten most  

frequent causes of cancer death. Invasion and metastasis are considered to be 

important factors in carcinogenesis and tumor progression. Therefore, they are 

also known as part of the hallmarks of cancer. Cancer cells often have reduced 

cell repair functions which leads to impaired genomic stability. Moreover, cancer 

cells are exposed to a high amount of cellular stress. Regarding targeted tumor 

therapy these factors are relevant targets as shown by the use of PARP-

inhibitors in tumors with impaired base-excision-repair. Previous studies of the 

working group at the Institute of Tumor Biology at the University Medical Center 

Hamburg-Eppendorf show an association between hypoxia and hormone-

depletion and up-regulation of Retinoic acid-induced 2 (RAI2) in hormone-

dependent breast cancer cells. This leads to the conclusion that RAI2 might 

play a role in the cellular stress response and thus may function as a marker for 

cellular stress. 

This work analyses the function of RAI2 in the cellular stress response. For this 

purpose, a breast- and a prostate cancer cell line were used. This work 

analyses the effect of different cellular stress inducing substances on the RAI2 

expression as well as the sub-cellular localisation of RAI2. The results 

demonstrate a correlation between genotoxic stress and RAI2 induction, both 

on transcript and on protein-level. There is no clear evidence for a correlation 

between other cellular stress response mechanisms and RAI2 expression. 

Analyses of RAI2 sub-cellular localisation show RAI2-/CtBP-positive speckle 

formation under conditions of genotoxic cellular stress. 

In summary, the results show that RAI2 plays a role in hormone-dependent 

breast cancer and prostate cancer cell lines regarding the DNA damage 

response to DNA strand breaks. 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Abbildung A1: Funktionsgleichungen zur Beschreibung der Proliferation von KPL-1- und 
LNCaP-Zellen bei Behandlung mit Pharmaka sowie daraus berechnete IC50. 
Proliferation bei Behandlung mit Etoposid von KPL-1 (A) und LNCaP (B), bei Behandlung mit 
Camptothecin von KPL-1 (C) und LNCaP (D), bei Behandlung mit Flavopiridol von KPL-1 (E) 

und LNCaP (F), bei Behandlung mit Tunicamycin von KPL-1 (G) und LNCaP (H), bei 
Behandlung mit Cycloheximid von KPL-1 (I) und LNCaP (J), bei Behandlung mit Olaparib von 
KPL-1 (K) und LNCaP (L) und bei Behandlung mit Gentamicin von KPL-1 (M) und LNCaP (N). 

Zur Berechnung der IC50 wurde die mittlere relative Absorption gegenüber der jeweils 
eingesetzten Konzentration aufgetragen und mit Excel eine Regressionsanalyse durchgeführt. 
Bestimmung der IC50 als x bei y = 50. Der Korrelationskoeffizient R² wurde als Gütemaß für die 

Korrelation bestimmt. 
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Abbildung A2: Standardkurven der Primer RAI2(1) (A) und RAI2(2) (B) bei 60,1°C. 
Die Effizienzbestimmung erfolgte mittels qPCR für zwei die RAI2-Primerpaare RAI2(1) und 

RAI2(2) bei 60,1 °C. Für die Auswahl eines effizienten Primers wurde die Cycle Threshold   
gegenüber der logarithmisch auf der x-Achse dargestellten Verdünnungsreihe eines cDNA-
Templates von 1000 ng aufgetragen. Primer RAI2(1) zeigt mit R² = 0,999 eine höhere Effizienz 

als der Primer RAI2(2) mit R² = 0,9818. 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