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1 Einleitung

Die Existenz von iiber 100 verschiedenen Tumorentititen sowie der mehrstufige Prozess der
progressiven Transformation gesunder humaner Zellen in maligne Krebszellen belegen die
Komplexitit von Tumorerkrankungen. Trotz der enormen Vielfalt an Tumoren existieren zell-
physiologische Merkmale, die alle Krebszellen kennzeichnen. Dazu gehodren u.a. die Unab-
hingigkeit von externen Wachstumssignalen, die Insensitivitidt gegeniiber antiproliferativen
Signalen, die unbegrenzte Teilungsfahigkeit, die dauerhafte Angiogenese, die Befdhigung zur
Invasion und Metastasierung sowie die Fahigkeit, den natiirlichen Mechanismus zum Schutz vor

infizierten oder geschédigten Zellen, die Apoptose, zu umgehen [Hanahan & Weinberg, 2011].

1.1 Apoptose — zielgerichteter, regulierter Zelltod
1.1.1 Definition, Morphologie und Signalwege

Die Apoptose, eine Form des programmierten Zelltodes, ist ein essenzieller biologischer Pro-
zess, der durch gezielte Entfernung tiberfliissiger Zellen in der Embryonalentwicklung und
Organogenese eine wichtige Rolle spielt. Durch die entziindungsfreie Eliminierung gesché-
digter Zellen schiitzt Apoptose zudem vor unkontrollierter Zellproliferation und ist ausschlag-
gebend fiir die Erhaltung der Homoostase adulter, ausgereifter Gewebe [Daniel, 2008]. Der
evolutiondr konservierte, energieabhéngige Prozess der Apoptose kann durch physiologische,
aber auch durch eine Vielzahl zytotoxischer Stimuli induziert werden, z.B. durch DNA-Sché-
digung oder Stresseinwirkung infolge Wachstumsfaktormangels, Hypoxie bzw. der Akkumu-
lation missgefalteter Proteine. Fehler in der Apoptoseregulation sind mit der Entstehung zahl-
reicher Krankheiten assoziiert. So ist die Uberaktivierung der Apoptose mit Herzerkrankungen
und neurodegenerativen Krankheiten, wie z.B. Morbus Alzheimer, verbunden [Whelan et al.,
2010; Lukiw & Bazan, 2010]. Im Gegenzug stellt die verminderte Apoptosefahigkeit, welche
die Weitergabe dysfunktioneller Tumorsuppressorgene und aktivierter Onkogene ermoglicht,
einen Schliisselfaktor in der Tumorgenese, der Rezidivierung und der Tumorprogression dar
[Gerl & Vaux, 2005]. Ein funktionsuntiichtiger Apoptosesignalweg ist ebenso eine Ursache
fir die Entstehung von Therapieresistenzen, z.B. gegen Chemo- oder Radiotherapien
[Johnstone et al., 2002; Shangary & Johnson, 2003].



Morphologisch ist die Apoptose gekennzeichnet durch eine Kondensation des Chromatins,
eine Fragmentierung der DNA, ein Schrumpfen der Zelle, das Vorhandensein einer im
Anfangsstadium intakten Zellmembran sowie einer Ausstlilpung von Zellmembranbldschen
infolge der Zerstorung des Zytoskeletts (blebbing) im spiteren Stadium. Die apoptotischen
Zellen sowie die abgeschniirten membranumschlossenen Partikel (apoptotische Korperchen)
werden rasch, ohne Entziindungsreaktionen und Gewebeschiddigung, von Phagozyten durch
Phagozytose entfernt [Burz ef al., 2009].

Effektormolekiile der Apoptose sind spezifische Proteasen, die Cystein im aktiven
Zentrum tragen und im Substratprotein Peptidbindungen vor einem Aspartat spalten — die
Caspasen. Diese werden als Zymogene, die so genannten Pro-Caspasen, synthetisiert [Shi,
2004]. Pro-Caspasen bestehen aus einer groBen (p20) und einer kleinen (p10) Untereinheit
sowie einer Prodomine, die regulatorische Elemente wie eine Caspase-Rekrutierungsdoméne
(CARD) enthalten kann. Infolge eines apoptotischen Stimulus werden die Pro-Caspasen zu
den aktiven heterotetrameren Caspasen, bestehend aus je zwei p10- und p20-Untereinheiten,
prozessiert [Daniel, 2008]. Fiir den regulierten Zelltod sind vor allem die Caspasen-2, -8, -9
und -10 (Initiator-Caspasen) sowie die Caspasen-3, -6 und -7 (Effektor-Caspasen) von
Bedeutung [Taylor et al., 2008]. Initiator-Caspasen werden iiber Signalkomplexe, wie z.B. das
Apoptosom, aktiviert und spalten im Rahmen der Caspase-Kaskade die Effektor-Pro-
Caspasen. Die aktiven Effektor-Caspasen spalten infolgedessen Proteine, die fiir die
Zellfunktionen und -stabilitit von Bedeutung sind.

Die Initiation der Apoptose kann iiber zwei verschiedene Signalwege erfolgen (Abb. 1.1).
Der intrinsische Apoptosesignalweg wird iiber intrazelluldre Signale, z.B. Stresssignale nach
DNA-Schiadigung oder Hypoxie, eingeleitet und tiiber spezifische, organellenvermittelte
Signalwege hauptsédchlich in den Mitochondrien, aber auch im endoplasmatischen Retikulum
ausgefiihrt. Infolge einer Permeabilisierung der duBeren Mitochondrienmembran werden
proapoptotische Faktoren wie Cytochrom C und der Inhibitor of Apoptosis Protein (1AP)-
Antagonist DIABLO aus dem Intermembranraum freigesetzt. Cytochrom C bindet APAF1
und fiihrt zu einer Konformationsédnderung des Proteins, welche die Bindung von ATP/dATP
ermOglicht. Nach einer zweiten energicabhingigen APAF1-Konformationsinderung und einer
Stabilisierung des APAF1-Cytochrom-C-Komplexes lagern sich sieben dieser Komplexe zu
einem Heptamer zusammen. Uber die CARD-Dominen wird Pro-Caspase-9 zum Komplex
rekrutiert, das Apoptosom entsteht. Caspase-9 wird aktiviert und vermittelt die Aktivierung
der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 [Burz et al., 2009; Daniel, 2008]. Bei ATP-Mangel in den
Zellen ist die Aktivierung von Caspasen in diesem Signalweg nicht moglich. Es resultiert
Caspase-unabhéngige Apoptose, welche durch ein Anschwellen der Zelle und den schnellen

Verlust der Zellmembranintegritit gekennzeichnet ist [Daniel, 2008].



Der extrinsische Zelltodsignalweg dient der Erkennung apoptotischer Signale aus der Zell-
umgebung und wird durch Bindung von Zelltodliganden (z.B. TRAIL, FASLG) an die extra-
zelluldare Domidne der transmembranen Todesrezeptoren (z.B. TRAIL-R1, FAS) aktiviert
(Abb. 1.1). Infolgedessen kommt es zur Trimerisierung der Todesrezeptoren, zur Bindung von
Adapterproteinen (z.B. FADD) an die intrazellulire, als Todesdoméine bezeichnete Aminoséu-
resequenz und zur Bildung des Death-Inducing Signaling Complex (DISC). Wéhrend das
Adapterprotein FADD direkt an die Todesdomidne der TRAIL- und FAS-Rezeptoren bindet,
ist fir die Bindung an den TNF-R1-Rezeptor noch zusétzlich das Adapterprotein TRADD
erforderlich. Nach Rekrutierung von Pro-Caspase-8 oder -10 zum DISC erfolgt deren proteo-
lytische Spaltung. Dieser Prozess kann durch FLIP inhibiert werden [Irmler et al., 1997]. Die
aktivierten Caspasen-8 bzw. -10 vermitteln anschlieend die Aktivierung der Effektor-Caspa-
sen-3 und -7 [Burz et al., 2009; Kroemer et al., 2007].

Extrinsischer Apoptosesignalweg

Todes- Todes- Adapter- Initiator- Effektor-
liganden rezeptoren proteine Caspasen Caspasen
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Abb. 1.1: Vereinfachte Darstellung der Apoptosesignalwege. Der intrinsische Signalweg wird durch
Stresssignale, z.B. nach DNA-Schidigung, induziert. Infolge der Oligomerisierung von BAX und/oder BAK und
der damit verbundenen Permeabilisierung der dulleren Mitochondrienmembran (MMP) werden proapoptotische
Faktoren wie Cytochrom C (Cyto C) und der Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP)-Antagonist DIABLO aus dem
Intermembranraum freigesetzt. Die Initiator-Caspase-9 wird energieabhidngig im Apoptosom aktiviert. Die
Stimulation des extrinsischen Signalweges erfolgt durch Bindung von Zelltodliganden an die extrazellulére
Doméne der transmembranen Todesrezeptoren. Durch Trimerisierung der Rezeptoren und Anlagerung der
Adapterproteine wird der Death-Inducing Signaling Complex (DISC) gebildet und Caspase-8 bzw. -10 aktiviert.
Beide Signalwege fithren nach Aktivierung der Effektor-Caspasen zur DNA-Fragmentierung sowie zum Abbau
von Zellkomponenten und miinden in der Phagozytose der apoptotischen Zelle. Mitglieder der IAP-Familie
konnen die Aktivierung der Caspasen hemmen. BID wirkt als Vermittler zwischen beiden Apoptosesignalwegen.
Nach Caspase-8-vermittelter Spaltung transloziert das Spaltprodukt truncated BID (tBID) in die Mitochondrien
und fordert dort die Freisetzung der proapoptotischen Faktoren.
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Beide Zelltodsignalwege fiihren abschlieBend zur Caspase-vermittelten Spaltung zelluldrer
Proteine, welche die Inaktivierung von Zellteilung und Reparaturmechanismen (z.B. DNA-
Reparatur), den Abbau molekularer Strukturen (z.B. Kernmembran, Zytoskelett), die Stérung
von Zell-Zell-Kontakten sowie die Markierung der Zelle fiir die Phagozytose bedingen
[Daniel, 2008]. Eine Verbindung zwischen beiden Apoptosesignalwegen stellt die Caspase-8-
vermittelte Spaltung von zytosolischem BID dar. Das Spaltprodukt truncated BID (tBID)
transloziert in die Mitochondrienmembran, fordert deren Permeabilisierung und infolgedessen
die Freisetzung proapoptotischer Faktoren [Korsmeyer et al., 2000].

Der programmierte Zelltod ist ein komplexer, streng regulierter Prozess. Zwei Protein-
familien, die entscheidende Funktionen bei der Apoptoseregulation innehaben, sind die BCL2-

Familie und die IAP-Familie.

1.1.2 Die Rolle der BCL2-Proteinfamilie im intrinsischen
Apoptosesignalweg

Die BCL2-Proteinfamilie umfasst sowohl anti- als auch proapoptotisch wirkende Vertreter, die
durch ein konserviertes Sequenzmotiv, die BCL2 homology (BH)-Doménen, gekennzeichnet
sind (Tab. 1.1) [Aouacheria et al., 2007]. Wihrend die sechs antiapoptotischen Mitglieder
jeweils vier BH-Domidnen (BH1 bis BH4) besitzen, unterteilen sich die proapoptotischen
Vertreter in effector proteins mit bis zu vier BH-Doménen sowie in BH3-only proteins mit nur

einer BH3-Doméne.

Tab. 1.1: Ausgewiihlte anti- und proapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie.

Antiapoptotisch Proapoptotisch: effector proteins Proapoptotisch: BH3-only proteins
BCL2' BCL2L10' |[BAX' BCL2L13 "' BAD BMF

BCL-XL “? BCL2Al' BAK ' BCL2L14 BID HRK '

BCL-W ' BOK ' BCL2L15 BIK ' NOXA

MCLI1 ' BCL2L12 BIM ' PUMA

"enthalten Transmembrandoméne [Aouacheria ef al., 2007]; > antiapoptotische SpleiBvariante des BCL2LI-Gens

Viele Mitglieder der BCL2-Familie weisen zusétzlich eine Transmembrandomédne auf
(Tab. 1.1) [Aouacheria et al., 2007]. Einige davon, wie z.B. BCL2 und BAK, sind generell in
der Mitochondrienmembran, aber auch in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
oder des Zellkerns lokalisiert [Cory ef al., 2003]. Andere Vertreter wie BAX und BID befin-
den sich im Zytosol gesunder Zellen und translozieren nach einem apoptotischen Stimulus in

die dullere Mitochondrienmembran.



Die Mitglieder der BCL2-Familie regulieren die Integritdt der dufleren Mitochondrien-
membran und somit den intrinsischen Apoptosesignalweg. Das Verhéltnis von pro- und anti-
apoptotischen Faktoren ist dabei entscheidend flir den Ablauf des programmierten Zelltodes.
Nach einem Apoptosestimulus oligomerisieren BAX und/oder BAK in der dufleren Mito-
chondrienmembran, fordern deren Permeabilisierung und somit die Freisetzung von
Cytochrom C (Abb. 1.1) [Chipuk et al., 2010]. Der exakte Mechanismus der BAX/BAK-
Aktivierung ist noch nicht vollstindig geklért. Gesichert ist, dass nach einem Apoptosesignal
die Aktivierung von BH3-only proteins erfolgt. Beispielsweise wird BID gespalten oder die
PUMA-Transkription infolge von DNA-Schiadigung durch den Tumorsuppressor p53 induziert
[Nakano & Vousden, 2001]. Aktivierte BH3-only proteins konnen nun BAX und BAK direkt
durch Bindung aktivieren (z.B. BID, BIM) oder aber antiapoptotische BCL2-Familienmit-
glieder wie BCL2 und BCL-XL, welche BAX und BAK binden und infolgedessen die
Permeabilisierung der dulleren Mitochondrienmembran verhindern, inaktivieren (z.B. BAD,
BIK) [Letai et al., 2002].

1.1.3 Die Rolle der Inhibitor of Apoptosis Protein-Familie beim
regulierten Zelltod

Aufgrund seiner Fahigkeit, Apoptose in infizierten Zellen zu hemmen, wurde 1993 das erste
IAP in Baculoviren identifiziert [Crook ef al., 1993]. Infolgedessen wurden die Mitglieder
dieser Proteinfamilie als Apoptoseinhibitoren bezeichnet. Die humane [AP-Familie umfasst
derzeit acht Mitglieder, die aufgrund ihrer aus etwa 70 Aminosiuren bestehenden und Protein-
Protein-Wechselwirkungen vermittelnden Signaturdoméne baculovirus IAP repeat (BIR) auch
als BIR-containing (BIRC) proteins bekannt sind (Tab. 1.2). Urspriinglich wurde angenom-
men, dass IAPs ihre antiapoptotische Wirkung tiber eine direkte Bindung und Inaktivierung
von Caspasen entfalten [Deveraux & Reed, 1999]. In vivo konnte dies bislang jedoch nur fiir
XIAP nachgewiesen werden [Chai et al., 2001; Riedl et al., 2001; Shiozaki et al., 2003]. Zu-
dem deuten Strukturanalysen darauf hin, dass eine direkte Caspase-Hemmung durch die ande-
ren sieben [APs nicht moglich ist [Eckelman et al., 2006]. Der exakte Mechanismus der IAP-
vermittelten Apoptoseregulation ist noch ungeklart. Einige IAPs wie cIAP1 und cIAP2 besit-
zen eine really interesting new gene (RING)-Finger-Doméne, welche eine E3-Ubiquitin-
Ligaseaktivitdt zeigt und die Ubiquitinierung und somit den proteasomalen Abbau aktiver
Caspasen vermitteln kann (Tab. 1.2) [Dubrez-Daloz et al., 2008]. Fiir Survivin wurde eine
Komplexbildung mit XIAP beschrieben, wodurch XIAP stabilisiert und seine antiapoptotische
Wirkung verstarkt wird [Dohi ef al., 2004].



Tab. 1.2: Humane Mitglieder der IAP-Familie und ihre Strukturdomiinen.

Bezeichnungen Strukturdoméinen

NAIP, BIRC1 BIR1'-BIR2'-BIR3'-NACHT?*-LRR’
cIAPI, BIRC2 BIR1-BIR2-BIR3-CARD*-RING’
cIAP2, BIRC3 BIR1-BIR2-BIR3-CARD-RING
XIAP, BIRC4 BIR 1-BIR2-BIR3-RING

Survivin, BIRC5 BIR1

BRUCE, APOLLON, BIRC6 BIR1-UBC®

LIVIN, ML-IAP, BIRC7 BIR1-RING

ILP2, BIRCS BIRI-RING

! vermittelt Protein-Protein-Wechselwirkungen; ? nukleotidbindende Domine; * dient vermutlich der Liganden-
erkennung; ! vermittelt Protein-Protein-Interaktionen, Bindungspartner noch nicht identifiziert; > E3-Ubiquitin-
ligase; ® E2-Ubiquitin-konjugierende- und E3-Ubiquitinligase-Aktivitit [Dubrez-Daloz et al., 2008; Eckelman
et al., 2006]. Abkiirzungen: BIR — baculovirus IAP repeat, CARD — Caspase-Rekrutierungsdomine, LRR —
leucine rich repeat, NACHT — domain present in NAIP, CIITA, HET E and TP1, RING — really interesting new
gene, UBC — ubiquitin-conjugating

DIABLO und HTRA2, welche im intrinsischen Apoptosesignalweg neben Cytochrom C
aus den Mitochondrien freigesetzt werden, wirken als IAP-Antagonisten (Abb. 1.1). Uber ihr
IAP binding motif binden sie an ausgewdhlte BIR-Doménen der IAPs und verdrangen die dort
gebundene Caspase oder vermitteln den Abbau der IAPs [Yang & Du, 2004]. Interessanter-
weise kann Survivin sowohl die Freisetzung der IAP-Antagonisten inhibieren als auch
DIABLO durch Bindung inaktivieren und infolgedessen indirekt die Wirkung anderer IAPs
verstirken [Caldas ef al., 2005; Song et al., 2003]. Zudem besteht hier eine funktionelle
Verbindung zwischen den beiden apoptoseregulierenden Proteinfamilien, da BCL2 und
BCL-XL, die antiapoptotischen Mitglieder der BCL2-Familie, ebenfalls die Freisetzung der
IAP-Antagonisten aus den Mitochondrien inhibieren [Sun et al., 2002].

Neben ihrer Funktion im programmierten Zelltod spielen IAPs unter anderem wichtige
Rollen in der intrazelluldren Signaliibertragung, der Zellteilung und der Angiogenese. Bei-
spielsweise ist XIAP ein Aktivator des Transkriptionsfaktors NF-kB, welcher in die Regula-
tion von Zellproliferation, Zelltod und Immunantwort involviert ist und auch die Transkription
von IAPs und antiapoptotischen Mitgliedern der BCL2-Familie fordert [Kucharczak et al.,
2003; Lu et al., 2007]. Unter physiologischen Bedingungen spielt Survivin u.a. eine grof3e
Rolle in der Embryonalentwicklung, der Reifung hdmatopoetischer Zellen, der Spermato-
genese sowie der Zellerneuerung in Leber und Pankreas; wird jedoch nicht in gesunden ausdif-
ferenzierten Zellen gebildet [Caldas et al., 2005; Li & Brattain, 2006]. Survivin wird zell-
zyklusabhingig, insbesondere wiahrend der Mitose, exprimiert [Li et al., 1998]. Das Protein
Survivin ist ein essenzieller Bestandteil des chromosomal passenger complex [Ruchaud et al.,
2007]. Aufgrund seiner Funktion als Mitoseregulator fordert Survivin zudem die

Zellproliferation und Angiogenese [Margulis et al., 2008].



1.2 Das Harnblasenkarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Klassifikation

In Deutschland stellt das Harnblasenkarzinom (BCa) mit ca. 19 360 geschitzten Neuerkran-
kungen im Jahr 2006 die vierthdufigste Tumorneuerkrankung und mit 3 549 Sterbefillen die
zehnthéufigste Krebstodesursache bei Mannern dar [Robert Koch Institut, 2010]. Weltweit
traten im Jahr 2008 geschitzt 386 300 BCa-Neuerkrankungen und 150 200 BCa-Todesfille
auf [Jemal ef al., 2011]. Die haufigsten bosartigen Neubildungen der Harnblase sind Urothel-
karzinome (frither: Transitionalzellkarzinome), ihr Anteil liegt bei liber 90 %. Seltener sind
Plattenepithel- oder Adenokarzinome [Pashos et al., 2002].

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 72-74 Jahren. Ménner sind etwa dreimal hiufiger
betroffen als Frauen [Jacobs ef al., 2010]. Risikofaktoren, die zur BCa-Entstehung beitragen,
sind neben Alter und Geschlecht vor allem der Tabakkonsum und eine Exposition gegeniiber
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen oder aromatischen Aminen, die unter ande-
rem in der Farb-, Gummi- und Lederindustrie eingesetzt werden [Jacobs et al., 2010].

Die Klassifikation der Tumorausbreitung erfolgt im Rahmen feingeweblicher Untersu-
chungen nach dem TNM-System (T - Ausdehnung des Priméirtumors, N - Lymphknotenbefall,
M - Fernmetastasierung) [Sobin et al., 2009]. Zuséitzlich werden die Karzinome anhand des
Grades der histologischen Entartung entweder als low-grade oder als high-grade entsprechend
der Kriterien der Weltgesundheitsorganisation aus dem Jahr 2004 unterschieden [Seitz et al.,
2005]. Zum Diagnosezeitpunkt weisen ca. 70-80 % der Patienten ein nichtmuskelinvasives
BCa auf, das entweder auf das Urothel beschréankt ist (Carcinoma in situ [CIS], Ta) oder be-
reits subepitheliales Gewebe (T1) infiltriert (Abb. 1.2) [Jacobs et al., 2010]. In den verblei-

benden Fillen werden bereits muskelinvasive oder metastasierte Tumoren (T2-T4) detektiert.

Lamina
propria Abb. 1.2: Schematische Darstellung
der Harnblase und Klassifikation der
Tumorausbreitung beim Harnblasen-
karzinom. CIS: Carcinoma in situ;
Perivesikales Ta: nichtinvasives papilldres Karzinom;
Fett T1: Tumor infiltriert subepitheliales

Bindegewebe; T2: Tumor infiltriert

Muskulatur; T3: Tumor infiltriert peri-
-> vesikales Gewebe (T3a: mikroskopisch;
T3b: makroskopisch); T4: Tumor infilt-
riert benachbarte Organe (T4a: Prostata,
Uterus, Vagina; T4b: Becken- oder
Bauchwand).

Muscularis

Urothel



1.2.2 Therapie und Prognose

Patienten mit nichtmuskelinvasivem BCa stellen beziiglich des Rezidiv- und Progressionsrisi-
kos und damit auch hinsichtlich der zu wiahlenden Therapie eine sehr heterogene Gruppe dar.
Anhand von Anzahl und GroB3e der Tumoren, des Tumorstadiums und -grades, der bisherigen
Rezidivrate sowie dem Vorhandensein von CIS erfolgt eine Risikoabschédtzung und eine Ein-
ordnung der Patienten in Gruppen mit geringem, mittlerem bzw. hohem Rezidiv- bzw. Pro-
gressionsrisiko. Entsprechend der Gruppeneinteilung variiert das Rezidivrisiko nach 5 Jahren
zwischen 31 % und 78 %, das Progressionsrisiko zwischen 0,8 % und 45 % [Sylvester, 2011].

Nichtmuskelinvasive Urothelkarzinome werden mittels transurethraler Resektion (TUR-B)
organerhaltend aus der Blasenwand entfernt. Zur Rezidiv- und Progressionsprophylaxe wird
nach der TUR-B die intravesikale Instillation eines Chemotherapeutikums (CT) wie z.B.
Mitomycin C (MMC) oder Doxorubicin empfohlen [Babjuk ef al., 2011]. Diese adjuvanten
Chemotherapien konnen das Rezidivrisiko jedoch nur bedingt vermindern (entsprechend einer
Metaanalyse sinkt das Rezidivrisiko von 48,4 % nach TUR-B auf 36,7 % nach TUR-B+CT)
und haben keinen Einfluss auf die Tumorprogression [Sylvester et al., 2004; Chiong &
Esuvaranathan, 2010]. Eine bei Patienten mit hohem Progressionsrisiko, d.h. bei Patienten mit
CIS (hdufig Vorstufe invasiver BCa) oder high-grade Tumoren, durchgefiihrte langfristige
intravesikale Immuntherapie mit Bacillus Calmette-Guérin (BCG) kann zwar die Rezidiv- und
Progressionsrate senken, ist jedoch im Vergleich zur intravesikalen Chemotherapie mit stirke-
ren lokalen und systemischen Nebenwirkungen (bis hin zur Sepsis) verbunden [Jacobs et al.,
2010]. Zudem entwickeln ca. 20 % der Patienten eine BCG-Intoleranz, die zum Therapieab-
bruch fithren kann [Witjes, 2006].

Bei Patienten ohne Ansprechen auf eine BCG-Therapie oder mit muskelinvasivem BCa
der Stadien T2 bis T4a wird eine radikale Zystektomie durchgefiihrt [Novotny et al., 2007,
Stenzl ef al., 2011]. Dabei wird zum Zeitpunkt der Zystektomie bei 30-50 % der Patienten die
tatsdchliche Schwere der Erkrankung unterschétzt [Jacobs et al., 2010]. Es entwickeln
20-30 % der Patienten mit T2-, 40-60 % der Patienten mit T3- und 70-90 % der Patienten mit
T4-Tumoren Fernmetastasen oder Lokalrezidive und versterben an der Krankheit. Die
5-Jahresiiberlebensraten liegen je nach Tumorstadium zwischen 27 % und 66 % [Jacobs et al.,
2010]. Daher empfiehlt sich vor der Zystektomie eine Cisplatin-basierte systemische Chemo-
therapie [Stenzl et al., 2011].

Patienten mit metastasiertem BCa werden mit einer kombinierten, meist Cisplatin-basier-
ten Chemotherapie behandelt, z.B. Methotrexat/Vinblastin/Doxorubicin/Cisplatin (MVAC)
oder Gemcitabin/Cisplatin. Trotz initialem Therapieansprechen rezidivieren die Mehrzahl der

Tumoren, eine Heilung ist nahezu ausgeschlossen, in seltenen Féllen jedoch mdglich [Agarwal



& Hussain, 2009; Froehner et al., 2001]. Das mediane Uberleben von Patienten mit metasta-
siertem BCa liegt bei lediglich 12-15 Monaten [Jacobs ef al., 2010].

Insgesamt ist die Prognose fiir BCa-Patienten, besonders im fortgeschrittenen Stadium, als
schlecht zu bewerten. Das Urothelkarzinom stellt zwar im Vergleich zu anderen soliden Tu-
moren eine eher chemosensitive Erkrankung dar, jedoch ist, bedingt durch die Ausbildung von
Resistenzmechanismen, das Ansprechen auf eine lokale oder systemische Chemotherapie be-
grenzt [Gasion & Cruz, 2006]. Daher stehen die Verbesserung der Wirksamkeit etablierter
Chemotherapeutika sowie die Suche nach neuen, wirksameren Behandlungsstrategien im

Fokus der experimentellen und klinischen BCa-Forschung [Fuessel et al., 2006a].

1.2.3 Molekulare Ursachen der Entstehung und Progression

Es existieren zwei in ihrer Tumorbiologie und Prognose divergente Friihstadien des BCa:
nichtmuskelinvasive, papilldre Ta-Tumoren mit hohem Rezidiv- aber geringem Progressions-
risiko und flache high-grade CIS-Lésionen mit hohem Progressionsrisiko, die infolgedessen
hiufig eine Vorstufe invasiver BCa darstellen [Castillo-Martin et al., 2010; Wu 2005]
(Abb. 1.3).

9
HRAS* low-grade | . | high-grade TP53*, RBI*
FGFR3* Ta Ta \Sp_; 1p, 13q, 14q~
9q
/ , 15 %
Hyperplasie
Urothel T1 | — | Invasives BCa
Dysplasie
RBI* Carcinoma in situ

Abb. 1.3: Molekulare Wege der Harnblasenkarzinomentstehung. Die Pathogenese von Harnblasenkarzino-
men kann {iber zwei verschiedene molekulargenetische Routen erfolgen. Zum einen kdnnen infolge aktivierender
Mutationen im HRAS- oder FGFR3-Gen papilldre Ta-Tumoren mit hohem Rezidiv- und geringem Progressions-
potenzial entstehen. Zum anderen bedingen funktionelle Defekte in den 7P53- und RBI-Tumorsuppressorsignal-
wegen die Entstehung von Carcinoma in situ mit hohem Progressionsrisiko. Abkiirzungen: p / q — Verluste im
kurzen bzw. langen Arm des angegebenen Chromosoms; * kennzeichnen mutierte Gene

Papillére, nichtinvasive Ta-Tumoren kénnen aus gutartigen Urothelverdickungen, so ge-
nannten Hyperplasien, entstehen. Sie sind infolge von Mutationen im FGFR3- oder HRAS-
Gen durch einen konstitutiv aktivierten Rezeptortyrosinkinase/RAS-(rat sarcoma viral
oncogene)-Signalweg gekennzeichnet [Wu 2005]. Dieser Signalweg spielt eine zentrale Rolle
in der Zellproliferation und ist durch Weiterleitung mitogener Signale von der Zelloberfldche
in den Zellkern an der Erneuerung von Epithelzellen beteiligt [Gschwind ef al., 2004].

Aktivierende Mutationen der Rezeptortyrosinkinase FGFR3 werden in 74 % der Ta-Tumoren,
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jedoch nur in 16 % der muskelinvasiven BCa beschrieben [Billerey et al., 2001]. Das Proto-
Onkogen HRAS ist in ca. 54 % der Urothelkarzinome {iberexprimiert [Ye et al., 1993]. Dies
wird durch aktivierende HRAS-Mutationen, die in 10-40 % der BCa auftreten, hervorgerufen
bzw. ist eine Folge der FGFR3-Induktion [Jebar ef al., 2005; Wu 2005]. Die Progression
papilldarer BCa zum invasiven Wachstum ist hdufig mit Deletionen in den Chromosomenarmen
8p, 11p, 13q und 14q verbunden [Wu 2005].

CIS-Lasionen und muskelinvasive BCa sind durch inaktivierende Mutationen der Tumor-
suppressorgene 7P53 und RBI gekennzeichnet [Castillo-Martin et al., 2010]. Das Produkt des
TP53-Gens, p53, ist ein Transkriptionsfaktor, der nach DNA-Schidigung in gesunden Zellen
das Fortschreiten des Zellzyklus inhibiert um eine DNA-Reparatur zu ermodglichen bzw. bei
starkeren Beeintrachtigungen die Expression von Genen, deren Proteine apoptosefordernde
Funktionen besitzen, vermittelt. 7P53-Mutationen reduzieren die sequenzspezifische DNA-
Bindung von p53 und beeintrdchtigen dessen Funktion als Transkriptionsfaktor [Maslon &
Hupp, 2010]. Intaktes p53 kann zudem von MDM2, welches in ca. 30 % der BCa verstérkt
gebildet wird, sowohl durch direkte Bindung als auch durch Ubiquitinierung inhibiert werden
[Haupt et al., 1997, Wu 2005]. RB1 ist ein negativer Regulator des Zellzyklus. Eine Verringe-
rung des RB1-Proteinniveaus in muskelinvasiven BCa korreliert mit einem verkiirzten Uber-
leben dieser Patienten [Cordon-Cardo et al., 1992]. Gleichzeitige Fehlfunktionen in den 7P53-
und RBI-Signalwegen treten in iiber 50 % der invasiven high-grade BCa auf [Wu 2005].
Diese Verdnderungen beeinflussen die genomische Stabilitdt der BCa-Zellen und begiinstigen
die Akkumulation weiterer genetischer Aberrationen. Demzufolge wéchst der Anteil chromo-
somaler Verdnderungen mit zunehmendem Tumorstadium, was mit einer ungiinstigeren Prog-
nose assoziiert ist [Blaveri ef al., 2005].

Urothelkarzinome treten hiufig multifokal, d.h. an mehreren Stellen in der Harnblase, auf
[Wu 2005]. Dies kann durch sich unabhingig voneinander entwickelnde Tumorherde bedingt
sein [Hartmann ef al., 2000] oder aber durch Streuung bzw. Migration von BCa-Zellen aus
einem Tumorklon hervorgerufen werden [Simon ef al., 2001]. Ein generelles, frithzeitiges Er-
eignis in der BCa-Entstehung sind loss of heterozygosity-Ereignisse am Chromosom 9, auf
dem mehrere Tumorsuppressorgene, wie z.B. CDKN24 und TSC1, lokalisiert sind [Wu 2005].
Ebenso tragen Fehlregulationen in den Apoptosesignalwegen entscheidend zur BCa-Entste-
hung und -Progression bei und sind zudem Ursachen fiir die Ausbildung von Therapieresisten-

zen [Duggan et al., 2001].
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1.2.4 Harnblasenkarzinom und Apoptose

Beim BCa sind zahlreiche Verdnderungen in den Apoptosesignalwegen bekannt. Eine
entscheidende Rolle spielt dabei das bereits erwidhnte Tumorsuppressorgen 7P53, welches in
bis zu 61 % der BCa mutiert und mit einem invasiven Phédnotyp verbunden ist [McKnight
et al., 2005]. Das Protein p53, welches aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit in Abwesenheit
von Stresssignalen in gesunden Zellen nur in geringem Mal vorhanden ist, kann sowohl die
Transkription von Genen, deren Proteine proapoptotische Funktionen besitzen, z.B. BAX,
PUMA, NOXA sowie APAF1 [Hickman ef al., 2002], induzieren als auch die Expression von
Genen, deren Proteine antiapoptotisch wirken, z.B. BCL2, BCL-XL und Survivin, inhibieren
[Haldar et al., 1994; Hoffman et al., 2002; Sugars et al., 2001]. Bei BCa-Patienten sind 7P53-
Mutationen bzw. die dadurch hiufig verdanderte Proteinstabilitidt des mutierten p53, welche zu
einer Akkumulation von p53 in den Tumorzellen fiihrt, mit einem héheren Tumorstadium und
-grad sowie mit einer ungiinstigeren Prognose der betroffenen Patienten assoziiert [Karam
etal., 2007a; Sarkis et al., 1993]. Eine postulierte erhohte Chemosensitivitit von 7P53-
mutierten BCa-Zellen konnte in einer multizentrischen klinischen Studie an Hochrisiko-
Patienten mit organbegrenzten, muskelinvasiven BCa bisher nicht bestétigt werden [Stadler
et al., 2009].

Weiterhin sind beim BCa Verdnderungen in den Genen der Todesrezeptoren, deren
Proteine fiir die Erkennung extrazelluldrer Apoptosesignale unerldsslich sind, bekannt. So
werden auf dem Chromosom 8 in der Region der TRAIL-RI- und TRAIL-R2-Rezeptoren
héufig loss of heterozygosity-Ereignisse beobachtet und in 28 % der BCa Mutationen des F'4S-
Rezeptors detektiert [Adams et al., 2005; Lee et al., 1999]. Ein infolgedessen geringeres FAS-
Proteinniveau in den BCa-Geweben ist mit einem hdheren Tumorstadium und -grad sowie
einer schlechteren Prognose assoziiert [ Yamana et al., 2005].

BCL2 und BCL-XL, die wichtigsten antiapoptotischen Mitglieder der BCL2-Familie,
sowie die Vertreter der IAP-Familie tragen ebenfalls zum inkorrekten Ablauf der Apoptose
beim BCa bei. In 28-100 % der BCa werden auf Transkriptebene oder immunhistochemisch
BCL2-positive Tumorzellen detektiert, was haufig mit der Entstehung von Chemo- und
Radiotherapieresistenzen und einer ungiinstigeren Prognose verbunden ist [Cooke ef al., 2000;
Gazzaniga et al., 1998; Glick et al., 1996; Hussain et al., 2003; Liukkonen ef al., 1997; Ong
etal., 2001; Pollack etal., 1997]. Ein in 81 % der invasiven BCa positiver BCL-XL-
Proteinnachweis korreliert mit einem hohen Tumorgrad und -stadium [Korkolopoulou et al.,
2002]. Zudem ist beschrieben, dass die Uberexpression von BCL2 oder BCL-XL in
verschiedenen BCa-Zelllinien eine Chemoresistenz hervorruft [Cho et al., 2006; Lebedeva

etal., 2001; Miyake et al., 1998]. Studien an Leukidmiezellen zeigen, dass die Reduktion des
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BCL2-Proteins durch Induktion von BCL-XL kompensiert werden kann, was fiir die
Ausbildung von Therapieresistenzen von Bedeutung sein konnte [Han et al., 1996].

XIAP-positive Zellen werden in 61 % aller nichtmuskelinvasiven BCa detektiert und sind
mit einem erhohten Rezidivrisiko verbunden [Li ef al., 2007]. Weiterhin bewirkt die stabile
XIAP-Uberexpression in T24-BCa-Zellen eine erhdhte Chemoresistenz [Bilim et al., 2003].
Fir LIVIN wurde gezeigt, dass nur die Isoform a in 23 % der nichtmuskelinvasiven BCa
exprimiert wird, was mit einer verkiirzten rezidivfreien Zeit assoziiert ist [Gazzaniga et al.,
2003; Liu et al., 2009]. Weiterhin wird beschrieben, dass die Uberexpression von cIAP2 in
BCa-Zelllinien zur Ausbildung einer Chemoresistenz fiihrt [Jonsson et al., 2003].

Zahlreiche Studien belegen eine auBlerordentliche Wertigkeit von Survivin beim BCa. So
wird Survivin als geeigneter Marker fiir die BCa-Diagnose und -Prognose als auch fiir das
Ansprechen auf intravesikale und systemische Therapien beschrieben [zusammengefasst in
Margulis et al., 2008]. Wihrend gesundes Urothel keine Expression von Survivin aufweist,
wird dieser Apoptoseinhibitor auf mRNA- und Proteinebene in 53-100 % der BCa gefunden,
was oft mit einem hohen Tumorstadium und -grad sowie einer gesteigerten Rezidiv- und
Progressionsrate korreliert [Karam et al., 2007b; Schultz ef al., 2003; Shariat et al., 2007;
Weikert et al., 2005]. Zudem ist ein hohes Survivin-Niveau im Gewebe oder Urin von BCa-
Patienten mit einem schlechteren Ansprechen auf Radio- und Chemotherapien verbunden
[Hausladen ef al., 2003; Weiss et al., 2009].

Antiapoptotische Proteine wie BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin kénnen also BCa-
Zellen vor dem natiirlichen Zelltod schiitzen und die Wirksamkeit antiproliferativer Therapien
beeintrachtigen. Demzufolge konnte die Hemmung dieser Targets eine Reaktivierung der
Apoptosesignalwege bewirken und infolgedessen das Tumorwachstum reduzieren sowie die
Effektivitdt von neoadjuvanten oder adjuvanten Therapien erhdhen. Eine viel versprechende
Methode zur spezifischen Geninhibition stellen synthetische Nukleinsédurekonstrukte,
insbesondere die small interfering RNAs (siRNAs), dar.

1.3 Small interfering RNAs — Nukleinsidurekonstrukte
zur selektiven Hemmung tumorrelavanter Gene

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein Mechanismus der posttranskriptionellen Geninhibition,
bei dem doppelstrangige RNA die Spaltung sequenzhomologer mRNAs vermittelt oder deren
Translation reprimiert. Dieser evolutionér konservierte Prozess dient insbesondere dem Schutz
des Genoms vor Invasion fremder Nukleinsduren, wie z.B. RNA-Viren oder Transposons

[Dallas & Vlassov, 2006]. Lange doppelstringige RNA wird in der Zelle von der
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Ribonuklease DICERI1 in kurze, 21-23 Nukleotide umfassende siRNAs mit charakteristischen
2 nt-Einzelstrangiiberhdngen am 3’-Ende gespalten (Abb. 1.4) [Zhang et al., 2004].

doppelstringige RNA

I O Abb. 1.4: Mechanismus der

RNA-Interferenz. Lange dop-

l DICER 1 pelstringige ~ RNA-Molekiile

werden in der Zelle von DICER

T [T siRNAs in small interfering RNAs

RITTg (siRNAs) gespalten. Diese
I werden im  RNA-Induced

Abbau des
: Silencing Complex (RISC) von
passenger-Stranges Bildung von RISC \
B —— AGO2 AGO2 entwunden. Der guide-

/ Strang der siRNA vermittelt die
—_——— Interaktion mit der Ziel-mRNA.
Bei Komplementaritit wird die

Target-mRNA durch AGO2
P, sequenzhomologe mRNA gespalten, die  mRNA-Frag.
GO2 RISC mente werden von Exonuklea-
sen abgebaut. Bei Fehlpaa-
vollstindig komplementére partiell komplementare rungen zwischen siRNA-Strang
mRNA / \ und mRNA kann eine Inhibition
der Translation resultieren.

mRNA-Spaltung Inhibition der Translation

Die siRNAs werden im RNA-Induced Silencing Complex (RISC) gebunden und durch
AGO2 entwunden (Abb. 1.4). Der siRNA-passenger-Strang, auch sense-Strang genannt, wird
abgebaut. Der guide-Strang (= antisense-Strang) bindet iiber Watson-Crick-Basenpaarung an
komplementdre mRNA und vermittelt deren Spaltung durch AGO2 [Kim & Rossi, 2007].
Dabei wird die Ziel-mRNA an der Phosphodiesterbindung zwischen den Nukleotiden
gespalten, welche, vom 5’-Ende gezdhlt, den siRNA-Nukleotiden 10 und 11 gegeniiberliegen
[Elbashir ef al., 2001a]. Durch Dissoziation der Target-mRNA-Segmente vom siRNA-Strang
erfolgt die Regeneration des funktionstiichtigen RISC. Die mRNA-Fragmente werden
anschliefend von zelluldren Exonukleasen abgebaut [Orban & Izaurralde, 2005]. Welcher der
beiden siRNA-Stringe in RISC eingebaut wird, hdngt von der thermodynamischen Stabilitét
der Duplex-Enden ab, wobei der Strang mit der schwicheren Basenpaarung am 5’-Ende
favorisiert ist [Schwarz et al., 2003]. Fehlpaarungen zwischen der Ziel-mRNA und dem
siRNA-Strang konnen die endonukleolytische Spaltung supprimieren und eine Inhibition der
Translation bewirken (Abb. 1.4) [Carthew & Sontheimer, 2009].

Synthetische siRNAs, deren Nukleotidabfolge spezifisch an ein gewdhltes mRNA-Target
angepasst ist, konnen in Zellen eingebracht werden und dort unter Ausnutzung der RNAi die
sequenzspezifische Hemmung der Ziel-mRNA vermitteln [Elbashir et al., 2001b]. Dieser
Effekt hilt in sich schnell teilenden Zellen ungefihr eine Woche an [Bartlett & Davis, 2006].
Eine léngerfristige Targetinhibition kann durch Verwendung von short hairpin RNA-

(shRNA)-Vektoren erzielt werden. Diese in die Zielzellen eingebrachten DNA-Vektoren
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exprimieren dauerhaft doppelstrangige, eine Haarnadelschleife enthaltende shRNAs, welche
von EXPORTIN 5 ins Zytosol transportiert und dort von DICER1 zu funktionstiichtigen
siRNAs prozessiert werden [Aagaard & Rossi, 2007].

Da der Einsatz von siRNAs eine schnelle und einfache Generierung von loss-of-function-
Phanotypen erlaubt, liegen wichtige Anwendungsgebiete dieser Konstrukte in der Aufkldrung
der Genfunktion und der Entschliisselung von Signalwegen [Kurreck, 2009]. Dabei ist es
durch entsprechende Sequenzauswahl sogar moglich, selektiv bestimmte Isoformen zu
inhibieren, um deren spezifische Funktion zu erforschen [Warnecke ef al., 2004]. Weiterhin
sind siRNAs auch fiir therapeutische Anwendungen zur Inhibition krankheitsassoziierter Gene
von groflem Interesse. Zahlreiche priklinische und erste klinische Studien belegen die
ZweckmaBigkeit dieses Ansatzes, u.a. in der Behandlung von Krebserkrankungen und viralen
Infektionen [zusammengefasst in Lopez-Fraga er al., 2008 und Phalon et al, 2010]. Zur
Therapie der Augenerkrankung ,,Altersbedingte Makuladegeneration* werden bereits klinische
Phase II/ITI-Studien mit siRNAs, die gegen den Angiogenesefaktor VEGF oder dessen
Rezeptoren gerichtet sind, durchgefiihrt [zusammengefasst in Kurreck, 2009]. Die Eignung
von siRNAs zur Behandlung von Tumorerkrankungen wird in verschiedenen klinischen
Phase I[-Studien evaluiert (Tab. 1.3). Erste Ergebnisse zeigen, dass die nach operativer
Entfernung von Glioblastomen in die entstandenen Kavitéten injizierte, gegen TNC gerichtete
siRNA eine signifikante Verbesserung des Gesamtiiberlebens der Patienten bewirkt [Rolle
etal., 2010]. TNC ist ein Glycoprotein der extrazelluldren Matrix, welches in Hirntumoren

verstirkt gebildet wird.

Tab. 1.3: Klinische Studien zur direkten Applikation von siRNAs bei Tumorerkrankungen.

Tumorentitit Produkt Target Applikation Status
Glioblastoma multiforme ATN-RNA ! TNC p oistop erajuve - Phase I
Injektion in Kavitét

Solide Tumoren CALAA-01%  RRM2 intravenos Phase 1

Fortgeschrittene solide Tumoren = Atu027 * PKN3 intravends Phase I
KRASGI12D

Adenokarzinom des Pankreas siG12D * (Mutation des intratumoral Phase 1
KRAS-Onkogenes)

Quellen: Rolle et al., 2010; US National Institutes of Health, 2010; Firma: ! Senetek PLC; % Calando Pharma-
ceuticals; ® Silence Therapeutics AG; * Silenseed Ltd.

Die Harnblase als Hohlorgan bietet die einzigartige Mdglichkeit einer lokalen Wirkstoft-
applikation durch intravesikale Instillation, bei der das Medikament lokal angereichert wird
und systemische Nebenwirkungen vermieden werden. Klinische Studien mit siRNA-
Therapeutika beim BCa sind derzeit nicht beschrieben. Ergebnisse von Zellkultur- und Tier-
experimenten zeigen jedoch das Potenzial dieser molekularen Behandlungsansitze. Beispiels-

weise bewirkt die siRNA-vermittelte Hemmung der im BCa {iberexprimierten Rezeptor-
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tyrosinkinase EPHB4 eine Reduzierung der Zellviabilitit sowie eine Apoptoseinduktion
invitro [Xia et al., 2006]. Eine Inhibition von ATERT, der katalytischen Untereinheit der
Telomerase, welche entscheidend zur Immortalisierung von Tumorzellen beitragt, verstiarkt in
EJ28-BCa-Zellen das Ansprechen auf eine nachgeschaltete Chemotherapie mit MMC oder
Cisplatin (CDDP) [Kraemer ef al., 2006]. Zudem bewirkt eine kombinierte Hemmung von
hTERT und Survivin oder h'TERT und dem Angiogenesefaktor VEGF in EJ28-Zellen eine sig-
nifikant stirkere Viabilititsreduktion im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehand-
lungen [Kunze et al., 2008]. In vivo wird eine Verringerung des Wachstums humaner BCa-
Zellen im orthotopen Mausmodell nach intravesikaler Instillation einer liposomenverpackten
siRNA gegen den Mitoseregulator PLK/ beschrieben [Nogawa ef al., 2005]. Wichtig fiir einen
effektiven, nebenwirkungsarmen Einsatz von siRNAs in der Tumortherapie ist die Auswahl
von Zielgenen, die in Tumorzellen im Vergleich zu gesundem Gewebe iiberexprimiert sind

und deren Proteine eine essenzielle Funktion in der Tumorbiologie innehaben.
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2 Zielstellung

Die Apoptose ist ein hochkonservierter, streng regulierter biologischer Prozess, welcher der
Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase und der gezielten, entziindungsfreien Eliminierung
geschidigter Zellen dient. Fehlregulationen in den Apoptosesignalwegen stellen ein zentrales
Ereignis in der Tumorgenese dar und tragen auBerdem zur Entstehung von Chemo- und
Radiotherapieresistenzen bei. Eine wichtige Rolle in der Apoptoseregulation spielen die Mit-
glieder der BCL2- und der Inhibitor of Apoptosis Protein (1AP)-Familien, deren wichtigste
antiapoptotische Vertreter BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin hdufig in Tumoren, einschlief3-
lich des Harnblasenkarzinoms (BCa), iiberexprimiert sind.

In der vorliegenden Arbeit soll iiberpriift werden, ob die Hemmung der Apoptoseinhibito-
ren BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin mittels small interfering RNAs (siRNAs) zur Reduk-
tion des BCa-Zellwachstums fiihrt und damit eine Therapieoption zur BCa-Behandlung dar-
stellen konnte. Zur Auswahl geeigneter Modellzelllinien fiir die Inhibition der vier Zielgene
werden die Expressionsniveaus der Targets in verschiedenen BCa-Zelllinien sowie in nicht-
malignen Fibroblastenzellen bestimmt. AnschlieBend erfolgt die Charakterisierung der mole-
kularen und zelluldren Effekte der siRNA-vermittelten Zielgenhemmung in ausgewéhlten
BCa-Zelllinien sowie in den nichtmalignen Kontrollzellen. Da zur Tumorentstehung und
-progression eine Vielzahl von genetischen Verdnderungen beitragen, erscheint der Angriff
eines einzelnen Zielgens unzureichend fiir eine effektive Tumortherapie. Aufgrund dessen
wird untersucht, ob durch simultane Reduktion der ausgewéhlten Apoptoseinhibitoren stirkere
wachstumsinhibitorische Effekte erzielt werden konnen. Ebenso wird iiberpriift, ob die Aus-
schaltung von BCL2, BCL-XL, XIAP und/oder Survivin BCa-Zellen gegeniiber einer nachge-
schalteten Behandlung mit den klinisch beim BCa eingesetzten Chemotherapeutika Mito-
mycin C oder Cisplatin sensitivieren kann. Zur Charakterisierung genomweiter Expressions-
anderungen nach Hemmung der antiapoptotischen Faktoren erfolgen Oligonukleotid-Micro-
array-Analysen. Die zelluldren Effekte einer langfristigen Inhibition der ausgewdihlten Ziel-
gene werden unter Nutzung von short haripin RNA-Vektoren bestimmt. SchlieBlich wird ein
subkutanes BCa-Xenotransplantat-Mausmodell etabliert, an dem die aus den Zellkultur-
analysen hervorgegangenen effektivsten siRNA- und/oder siRNA+Chemotherapie-Behand-
lungen in vivo charakterisiert werden konnen. Dafiir erfolgt zundchst die Etablierung einer
lokalen siRNA-Applikation sowie einer systemischen Chemotherapie in vivo.

Diese Arbeit soll klaren, ob durch siRNA-vermittelte Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP
und/oder Survivin Apoptose in BCa-Zellen induziert werden kann und ob diese Behandlung

die Effektivitdt konventioneller Chemotherapien erhdht.
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3 Material und Methoden

Nach Vorstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Gerite und Verbrauchsmateri-
alien (Kapitel 3.1.1), Reagenzien und Kits (Kapitel 3.1.2) sowie Medien, Puffer und Lésungen
(Kapitel 3.1.3) erfolgt die Einfiihrung der verwendeten humanen Zelllinien (Kapitel 3.2.1)
sowie der applizierten siRNAs (Kapitel 3.2.2.1). Basierend auf diesen Informationen wird an-
schlieBend die alleinige bzw. mit einer Chemotherapie kombinierte siRNA-Transfektion be-
schrieben (Kapitel 3.2.2.2 und 3.2.2.3). Um Langzeiteffekte der Inhibition bestimmter apopto-
seregulierender Gene zu analysieren, wurden EJ28-BCa-Zellen stabil mit shRNA-Vektoren
transfiziert (Kapitel 3.2.3). Zur Charakterisierung der aus den vorgenommenen Behandlungen
resultierenden zelluldren Effekte erfolgten WST-1-Zellviabilititstests (Kapitel 3.3.1), Zell-
zdhlungen (Kapitel 3.3.2), Zellkoloniebildungstests (Kapitel 3.3.3) sowie durchflusszyto-
metrische Bestimmungen von Apoptoseraten (Kapitel 3.3.4) und Zellzyklusverteilungen (Ka-
pitel 3.3.5). Molekulare Effekte der Zellbehandlungen wurden auf mRNA-Ebene mittels
quantitativer Polymerasekettenreaktion (Kapitel 3.4.1) und Oligonukleotid-Microarrays (Ka-
pitel 3.4.2) sowie auf Proteinebene mittels Western Blot (Kapitel 3.4.3) untersucht. Um
schlieBlich die antitumorale Wirkung der siRNAs in vivo zu verifizieren, erfolgten Untersu-

chungen am subkutanen EJ28-Xenotransplantatmodell (Kapitel 3.5).

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Produkt Firma

Affymetrix Expression Console Software 1.1 Affymetrix (Santa Clara, USA)
Autoradiographiefilm BioMax MR; Autoradiographiekassetten | Eastman Kodak (Rochester, USA)
Bz 210 200 B GO0 o

Brutschrank BB6220 Heraeus (Hanau)

Combitips plus (0,5 ml; 5 ml; 10 ml) Eppendorf (Hamburg)
Dampfsterilisator H+P Labortechnik (Oberschleissheim)
Dri-Block DB 2A (Heizelement) Techne (Cambridge, Grof3britannien)
Einfriergerdt NICOOL LM 10 Air Liquide (St. Georges, Frankreich)
Einmalspritzen (5 ml; 10 ml) Braun (Melsungen)

Einwegpipetten (5 ml; 10 ml; 25 ml; 50 ml) Corning (New York, USA)
Elektroblottermodul; Elektrophoresesystem TV100 VWR (Darmstadt)
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Elektrophorese-Netzgerit EPS 3500

FACScan Durchflusszytometer inkl. CellQuest-Software,
FACS-Rohrchen

Filterpapier

Filterspitzen SafeSeal-Tips professional (10 pl; 100 pl; 1000 pl)

Flockeneisbereiter

GeneChip Human Gene 1.0 ST Array; Fluidics Station 450;

Hybridization Oven 640; Scanner 3000 7G; GCOS 1.4

Gewebekulturgefafle (6-, 24- und 96-Well-Mikrotiterplatten,

25 cm?-, 75 cm?-, 175 cm?-Zellkulturflaschen)
Hybond-P PVDF Membrane

Injektionsspritzen (1 ml)
Kaniilen 27 G)

Kodak 1D Image Analysis Software V3.6; Kodak X-OMAT 480

RA Processor (Rontgenfilmentwickler)
Kryordhrchen (2 ml)

Laminiergerit

LightCycler 1.5 inkl. Software 3.5; LightCycler-Kapillaren

Messschieber (digital)

Mikroskop Zeiss Axiovert 40 C
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer AR 8001
Multistepper

PCR Softtubes (0,5 ml)

Pipetboy (Pipettierhilfe)

Pipetten

Pipettenspitzen (10 pl; 100 pl; 1000 pl)
Préazisionskiivetten (Quarzglas)

Prizisionswaage 510

Precise Protein Gels, 8-16 % (Gradienten-Polyacrylamid-Gel)

QiaShredder

Reaktionsgefafie (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)

Rotator SB3

Spektrometer Ultrospec 3000

Spritzenfilter Fitropur S Plus 0,2 uM

Sterilbank Holten LaminAir S 2010 1.2
Thermocycler PTC-100

Vortex-Schiittler Genie 2

winMDI 2.8 (Software fiir FACS-Auswertungen)
Zellzdhlgerit Coulter Z2 Particle Count & Size Analyser
Zentrifuge 5415R; 5810R; MiniSpin
Zentrifugenrohrchen (15 ml; 50 ml)

Zetuvit E — sterile Saugkompressen

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Becton Dickinson (Heidelberg)

Schleicher & Schuell BioScience (Dassel)
Biozym (Hessisch Oldendorf)

Wessamat Eismaschinenfabrik
(Kaiserslautern)

Affymetrix (Santa Clara, USA)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

GE Healthcare (Freiburg)
Terumo Europe (Leuven, Belgien)
Braun (Melsungen)

Eastman Kodak (Rochester, USA)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Severin (Sundern)

Roche Applied Science (Mannheim)
Globaltronics (Hamburg)

Carl Zeiss (Oberkochen)

Anthos Labtec (Salzburg, Osterreich)
Brand (Wertheim)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Integra Biosciences (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)

Nerbe (Winsen/Luhe)

Hellma (Miillheim)

Kern (Balingen)

Thermo Fisher Scientific (Bonn)
Qiagen (Hilden)

Sarstedt (Niimbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Sarstedt (Niimbrecht)

Heto-Holten (Allerod, Déanemark)
MIJ Research (Watertown, USA)
Scientific Industries (Bohemia, USA)
http://facs.scripps.edu/software.html
Beckman-Coulter (Krefeld)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Hartmann (Heidenheim)
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3.1.2 Reagenzien und Kits

Produkt

Firma

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |
Aqua ad iniectabilia

AteloGene Local Use

Beschichtete LightCycler Standardkapillaren
B-Mercaptoethanol

Bicin

Bromphenolblau

Cell Proliferation Reagent WST-1

Cisplatin (CDDP)

Coomassie Brilliant Blue G-250

Coulter Isoton II Diluent

CycleTEST PLUS DNA Reagent Kit
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Desoxyribonukleotid (ANTP)-Mix (je 10 mM)
Dithiothreitol

DOTAP Liposomal Transfection Reagent
Dulbecco’s Mod. Eagle Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
ECL Western Blotting Detection Reagents
Effectene Transfection Reagent

Ethanol (96 %)

Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid

FastDigest Scal

5x First-Strand Buffer

Fotales Kélberserum

Formaldehyd

Gemcitabin (GEM)

GeneChip WT Sense Target Labeling and Control Reagents;
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kit

Geneticin (G-418)

Gentamicin

Giemsa-Ldsung

Glycerol

HEPES (Feststoff)

HEPES-Puffer (1 M)

InviTrap Spin Cell RNA Mini Kit

In vivo-jetPEI inkl. 10 %iger Glukose-Losung
Isofluran

Kohlendioxid (CO,)

LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes;
LightCycler TagMan Master

Magermilchpulver
MEM Non Essential Amino Acids (100x)

BD Biosciences (Heidelberg)

Braun (Melsungen)

Koken (Tokyo, Japan)

Roboscreen (Leipzig)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roche Applied Science (Mannheim)
Klinikapotheke (Dresden)

Bio-Rad (Miinchen)
Beckman-Coulter (Krefeld)

BD Biosciences (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Fermentas (St. Leon-Rot)

Roth (Karlsruhe)

Roche Applied Science (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
GE Healthcare (Freiburg)

Qiagen (Hilden)

Klinikapotheke (Dresden)

J.T.Baker (Deventer, Holland)

Roth (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Klinikapotheke (Dresden)

Affymetrix (Santa Clara, USA)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitek (Berlin)

Peqlab (Erlangen)

Baxter Deutschland (UnterschleiBheim)
Praxair (Disseldorf)

Roche Applied Science (Mannheim)

Heirler Cenovis (Radolfzell)
Invitrogen (Karlsruhe)
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Methanol

Mitomycin C (MMC)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat

Nukleasefreies Wasser

OptiMEM I (serumfreies Medium)

pd(N)s Random Primers

Ponceau S Solution

Real-Time Reagent Mix BCL2/BCL-XL
RNA 6000 Nano Kit

RNeasy Mini Kit; RNase-Free DNase Set
RPMI-1640 (Zellkulturmedium)

Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
Stickstoff (fliissig)

SuperScript II Reverse Transcriptase
SureSilencing shRNA Plasmids
Tris(hydroxyl-methyl)aminomethan (Tris)
10x Trypsin-EDTA (0,5 % Trypsin, 0,2 % EDTA in PBS)
Tween 20

Universal ProbeLibrary Probe #86

Wasser fiir Injektionszwecke

XL1-Blue Electroporations-Competent Cells

Zyppy Plasmid Miniprep Kit

Merck (Darmstadt)

Medac (Wedel)

VWR (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Roche Applied Science (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

AJ Roboscreen (Leipzig)

Agilent (Boblingen)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Air Liquide (St. Georges, Frankreich)
Invitrogen (Karlsruhe)
SABiosciences (Frederick, USA)
Roth (Karlsruhe)

BIOCHROM AG (Berlin)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roche Applied Science (Mannheim)
Serum Werk Bernburg (Bernburg)
Agilent (Boblingen)

Zymo Research (Orange, USA)

3.1.3 Medien, Puffer und Losungen

Losung Zusammensetzung
Zellzucht

440 ml DMEM (4,5 g/l Glucose)

. 50 ml Fotales Kélberserum
Vollmedium DMEM 5 ml HEPES (1 M)
5ml MEM non-essential amino acids (100x)

445 ml RPMI-1640

Vollmedium RPMI 1640 50 ml Fotales Kélberserum
5ml MEM non-essential amino acids (100x)
. 100 ml Trypsin-EDTA (10x)

Trypsin-EDTA-Lsg. 900 ml Ad
Western Blot

200 ul Glycerol

1 V)
Natriumdodecylsulfat- 100 pl Ngtrlumdodecylsulfat (20 %)
. 125 pl Tris (1 M; pH 6,8)
Polyacrylamid-Gelelektro- 525 ul Ad
phorese-Probenpuffer 50 ul B-Mercaptoethanol
1 Spatelspitze Bromphenolblau
121g Tris
238 g HEPES

10x Elektrophorese-Laufpuffer 10g Natriumdodecylsulfat

aufll mit A.d. auffiillen
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6¢g Tris
8,16 ¢g Bicin
Transferpuffer 200 ml Methanol
auf21 mit A.d. auffiillen
11 PBS
o, -
0,1 % PBS-Tween 20 1 ml Tween 20
. S5g Magermilchpulver
0, -
3 % Magermilchpulver-Puffer auf 100 ml mit PBS-T auffiillen
. lg Magermilchpulver
o, -
0,5 % Magermilchpulver-Puffer auf 200 mi mit PBS-T auffiillen
in vivo-Studien
1 ml HEPES (1 M)
876,6 mg NaCl
HEPES/NaCl-Puffer auf 100 ml mit A.d. auffillen

- pH-Wert auf 7,4 einstellen
- durch 0,2 um-Filter steril filtrieren

3.2 Zelllinien und deren Behandlung

3.2.1 Humane Zelllinien und deren Kultivierung

Die Kultivierung der adhdrenten humanen Monolayerzelllinien erfolgte unter sterilen Bedin-

gungen in 75 cm?-Zellkulturflaschen in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO,-Partialdruck

in gesittigter Wasserdampfatmosphére. Nach mikroskopischer Begutachtung wurden die Zel-

len alle 2-3 Tage, nicht ldnger als bis zur 30. Passage, nach folgendem Schema behandelt: (1)

Entfernen des verbrauchten Mediums, (2) zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS, (3)

Trypsin-EDTA-Behandlung (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA) zum Ablosen der Zellen vom

Kulturgefif (5 min, 37 °C), (4) Verdiinnen der Zellen in frischem Medium und (5) Uberfiihren

in neue Kulturflasche. Fiir die Zelllinien EJ28, J82 und Fibroblasten fand das Kulturmedium
DMEM, fiir 5637-Zellen das Medium RPMI-1640 Verwendung (Tab. 3.1). Cisplatin-resistente

Zelllinien EJ28“PP" und J82°PP? wurden nach dauerhafter Kultivierung der Zellen in CDDP-

haltigem DMEM-Kulturmedium (EJ28: 2 pg/ml CDDP; J82: 0,25 ng/ml CDDP) erhalten.

Tab. 3.1: Verwendete humane Zelllinien.

blasten Primérkultur

Name Ursprung und Eigenschaften Bezugsquelle / Nummer der Zelllinie
EJ28 UC, invasiv, entdifferenziert, metastatisch, 7P53-Mutation = Universitit Frankfurt

J82 UC, invasiv, entdifferenziert, TP53-Mutation ATCC /HTB-1

5637 UC, invasiv, maBig differenziert, 7P53-Mutation ATCC /HTB-9

Fibro- Nichtmaligne Fibroblastenzelllinie aus Vorhaut- Kinderklinik, Technische Universitit

Dresden

Abkiirzungen: ATCC — American Type Culture Collection, UC — Urothelkarzinom
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Langfristig erfolgte die Lagerung der Zellen in fliissigem Stickstoff. Zur Kryokonservie-
rung wurden die Zellen nach der Ernte in einem 50 ml-Rohrchen zentrifugiert (450 g, 5 min,
4 °C), mit Kulturmedium gewaschen, in Einfriermedium (Kulturmedium; 40 % Fotales Kal-
berserum; 10 % DMSO; 0,5 % Gentamicin) aufgenommen, in 2 ml-Kryoréhrchen iiberfiihrt
und halbautomatisch unter Verwendung des Einfriergerdtes NICOOL LM 10 abgekiihlt. Zum
Ansatz einer Rekultur wurden die tiefgefrorenen Zellen schnell aufgetaut, in ein 50 ml-Rohr-
chen mit Kulturmedium {iiberfiihrt, zentrifugiert (450 g, 10 min, 4 °C), mit Kulturmedium ge-
waschen und in einer 75 cm?-Zellkulturflasche ausgesit.

Fiir die Durchfiihrung von Experimenten erfolgte die Aussaat der Zellen in 6-, 24- und
96-Well-Mikrotiterplatten (MTP) oder 25 cm?-Zellkulturflaschen. Nach der Behandlung wur-
den bei allen Analysen die Zellen im Kulturiiberstand und die mittels Trypsin-EDTA geernte-

ten adharenten Zellen zusammen untersucht.

3.2.2 Behandlung humaner Zelllinien mit siRNAs

3.2.2.1 Sequenzen der verwendeten siRNAs

Gegen jedes der vier Targets BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin wurden von der Firma
Eurogentec (Seraing, Belgien) entsprechend des firmeneigenen siRNA-Designalgorithmus
jeweils drei siRNAs entworfen und synthetisiert (Tab. 3.2). Fiir Zellkulturexperimente kamen
entsalzte siRNAs, fiir in vivo-Anwendungen HPLC-gereinigte Konstrukte zum Einsatz. Die als
Lyophilisate gelieferten siRNAs wurden steril in einem definierten Volumen A.d. geldst und
bei -80 °C gelagert. Als Kontrolle diente eine non-silencing siRNA (ns-si) ohne Homologie zu
humanen mRNAs (Eurogentec).

Tab. 3.2: Sequenzen der verwendeten siRNA-Konstrukte. Angegeben sind die Targetsequenzen der

verwendeten siRNA-Konstrukte sowie ihre Position im entsprechenden Transkript. Die Identifikationsnummern
der mRNA-Sequenzen sind in Klammern notiert. Alle siRNAs wurden mit 3’-dTdT-Uberhéngen synthetisiert.

siRNA Targetsequenz (5° — 3°) siRNA Targetsequenz (5° — 3°)

Gegen BCL2 (NM_000633.2) Gegen XIAP (NM_001167.2)

B2-1 CGGUGGUGGAGGAGCUCUU X1 CGAGCAGGGUUUCUUUAUA
Position: 888-907 nt Position: 273-291 nt

B2 GCAUGCGGCCUCUGUUUGA X2 CUGGGCAGGUUGUAGAUAU
Position: 1107-1125 nt Position: 556-574 nt

B23 CGGAGGCUGGGAUGCCUUU X3 GGUGAAGGUGAUAAAGUAA
Position: 1069-1087 nt Position: 1005-1023 nt

Gegen BCL-XL (NM_138578.1) Gegen Survivin (NM_001168.2)

BX-1 GGQACAGCAUAUCAGAGCU S-1 GAA.GCAGUUUGAAGAAUUA
Position: 715-733 nt Position: 391-409 nt

BX.2 CAQCUGGAGUCAGUUUAGU 3.2 CCAACAAUAAGAAGAAAGA
Position: 432-450 nt Position: 471-489 nt

BX3 CAGCAUAUCAGAGCUUUGA 3.3 GGA.CCACCGCAUCUCUACA
Position: 719-737 nt Position: 166-184 nt
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3.2.2.2 Transfektion der siRNAs

Die Zellen wurden 1-3 Tage nach Aussaat bei 40-60 % Wachstumsdichte fiir 4 h unter Ver-
wendung des kationischen Lipids DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethyl-
ammoniummethylsulfat) mit den entsprechenden siRNAs transfiziert. In Tab. 3.3 sind Trans-
fektionsprotokolle beispielhaft fiir 40 nM siRNA-Gesamtkonzentration in verschiedenen Kul-
turgefaBen angegeben. In den Kombinationsbehandlungen wurde die siRNA-Gesamtkonzen-
tration von 40 nM beibehalten. Dazu wurden in den Zweier-Kombinationen jeweils 20 nM, in
den Vierer-Kombinationen je 10 nM und in der Achter-Kombination jeweils 5 nM pro siRNA
zusammen in OptiMEM I inkubiert. Die Bezeichnung und Zusammensetzung der verwendeten
siRNA-Kombinationen ist in Abb. 3.1 dargestellt. Unbehandelte Zellen wurden wéhrend des
Zeitabschnitts der Transfektion in OptiMEM I (Gesamtvolumen entsprechend Tab. 3.3) inku-
biert.

Tab. 3.3: Protokoll zur Herstellung der siRNA-Transfektionslosungen. Die siRNA-Gesamtkonzentration
betrigt 40 nM (Stammkonzentration: 2 uM) bei einem siRNA:DOTAP-Verhéltnis von 1:30 (w/w). Die angege-
benen Volumina beziehen sich jeweils auf einen Ansatz (1 Well bzw. 1 Flasche).

25 cm2-Flasche 6-Well-MTP 24-Well-MTP 96-Well-MTP
siRNA- 52,0 ul siRNA 20,0 ul siRNA 6,0 pl siRNA 2,0 ul siRNA
Ansatz 248,0 ul OptiMEM 1 180,0 pul OptiMEM 1 44,0 pul OptiMEM 1 18,0 ul OptiMEM 1
DOTAP- | 41,5 ul DOTAP 16,0 ul DOTAP 4,8 ul DOTAP 1,6 ul DOTAP

Ansatz | 258,5 ul OptiMEM I 184,0 ul OptiMEM 1 45,2 ul OptiMEM 1 18,4 pul OptiMEM 1

TF- 300 pl siRNA-Ansatz | 200 pl siRNA-Ansatz | 50 pl siRNA-Ansatz 20 pl siRNA-Ansatz

Losung 300 ul DOTAP-Ansatz 200 pl DOTAP-Ansatz | 50 ul DOTAP-Ansatz |20 ul DOTAP-Ansatz
— 15 min Inkubation | — 15 min Inkubation |— 15 min Inkubation |— 15 min Inkubation

Vorlage |[2000 pl OptiMEM I 600 pl OptiMEM 1 200 ul OptiMEM 1 60 pl OptiMEM I
Gesamt | 2600 pl 1000 pl 300 pl 100 pl

Abkiirzungen: MTP — Mikrotiterplatte, TF-Losung — Transfektionslosung

Einzelbehandlungen = Kombinationsbehandlungen Bezeichnung
B2-1 B2-1+BX-1 M2-BCLs
B2-2 X-1+8S-1 M2-IAPs
BX-1 BX-2 + S-1 M2-A
BX-2 BX-1+S-2 M2-B
X-1 B2-1 + BX-1 + X-1+ S-1 M4-1
X-2 B2-2 + BX-2 + X-2+S-2 M4-2
S-1 B2-1 + B2-2 + BX-1 + BX-2 M8

+X-1+X-2+8S-1+8S-2
S-2

Abb. 3.1: Bezeichnung und Zusammensetzung der siRNA-Kombinationsbehandlungen. B2 — siRNA gegen
BCL2, BX — siRNA gegen BCL-XL, X — siRNA gegen XIAP, S — siRNA gegen Survivin, Sequenzen der
verwendeten siRNA-Konstrukte siehe Tab. 3.2.
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3.2.2.3 Kombinationsbehandlung mit siRNAs und Chemotherapeutika

Um zu lberpriifen, ob die Inhibition der Targetgene zu einer Sensitivierung von BCa-Zellen
auf eine nachgeschaltete CT fiihrt, wurden die Zellen nach Transfektion mit in Kulturmedium
verdiinnten Chemotherapeutika (EJ28: 2,1 pg/ml CDDP bzw. 0,9 pg/ml MMC; J82: 1,2 ng/ml
CDDP bzw. 1,0 pg/ml MMC) inkubiert (Abb. 3.2). Die CT-Konzentrationen wurden dabei so
an die entsprechende Zelllinie angepasst, dass durch eine CT-Monotherapie méBige zytoto-
xische Effekte hervorgerufen werden, d.h. dass der Anteil apoptotischer Zellen 48 h nach al-
leiniger CT-Behandlung etwa 30 % betrdgt. Proben, die in den folgenden Kapiteln mit ,,nur
CT* bezeichnet sind, wurden im Zeitabschnitt der Transfektion in OptiMEM I inkubiert.

4h MMC DMEM
24-72 h —120h 2h _ 22h | Kultivierung (24-48 h
Aussaat Transfektion 0 » CT - > 8 ( )
24 h — Analysen
CDDP

Abb. 3.2: Schema fiir eine kombinierte Behandlung mit siRNAs und Chemotherapie. Die Zellen wurden
20 h nach siRNA-Transfektion mit Cisplatin (CDDP) fiir 24 h oder Mitomycin C (MMC) fiir 2 h inkubiert. Nach
Kultivierung fiir weitere 24-48 h erfolgte der WST-1-Test bzw. die Ernte der Zellen mit anschlieBender
Zellzéhlung und Apoptosemessung. Abkiirzungen: CT — Chemotherapie, DMEM — Vollmedium DMEM (siehe
Kapitel 3.1.3)

3.2.3 Transfektion mit short hairpin RNA-Vektoren

Um Langzeiteffekte der Inhibition von BCL2, BCL-XL und XIAP zu charakterisieren, wurden
EJ28-BCa-Zellen stabil mit shRNA-Vektoren transfiziert. Die dafiir verwendeten genspezifi-
schen SureSilencing shRNA Plasmids-Kits enthielten jeweils vier targetspezifische shRNA-
Vektoren sowie einen Kontrollvektor, welche iiber eine Neomycin-Geneticin-Resistenz die
Selektion stabil transfizierter Zellen ermdglichten. Entsprechend der Herstellerangaben er-
folgte zundchst die Anfertigung von Vorratslosungen der Vektoren. Dafiir wurden die Plas-
mide einzeln in XLI-Blue Electroporations-Competent Cells amplifiziert und unter Verwen-
dung des Zyppy Plasmid Miniprep Kits gereinigt.

Zur Auswahl der jeweiligen, hinsichtlich der Target-mRNA-Expressionsreduzierung effi-
zientesten shRNA-Sequenz aus den vier im Kit enthaltenen Sequenzen (Tab. 3.4) wurden
EJ28-Zellen transient mit den Plasmiden (supercoiled) transfiziert. Dazu wurden je 40 000
Zellen in 24-Well-MTP ausgesit, nach 24 h Kultivierung einmal mit PBS gewaschen und mit
350 pl frischem Kulturmedium versetzt. Die Transfektion erfolgte mit dem Effectene Trans-
fection Reagent-Kit: 0,2 ng DNA wurden mit Buffer EC auf 60 ul aufgefiillt, mit 1,6 pl
Enhancer versetzt und 5 min bei Rt inkubiert. Nach Zugabe von 5 ul Effectene erfolgte eine
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zehnminiitige Inkubation bei Rt. AnschlieBend wurden 350 pul Kulturmedium hinzugefiigt,
zweimal auf- und abpipettiert und die Transfektionslosung tropfenweise zu den Zellen gege-

ben. Achtundvierzig Stunden spéter erfolgte die Zellernte und quantitative Bestimmung der

Target-mRNA-Expressionsniveaus.

Tab. 3.4: Insert-Sequenzen der verwendeten shRNA-Vektoren.

BCL2

BCL-XL

XIAP

GAGGATTGTGGCCTTCTTTGA
TGCGGCCTCTGTTTGATTTCT

GGGAGGATTGTGGCCTTCTTT
AGCATGCGGCCTCTGTTTGAT

TGACCACCTAGAGCCTTGGAT
AGACAAGGAGATGCAGGTATT
AGAGCCTTGGATCCAGGAGAA
GATGGCCACTTACCTGAATGA

CGAGCAGGGTTTCTTTATACT

GCCACGCAGTCTACAAATTCT
CTGGTTGCAGATCTAGTGAAT
AGGAACCCTGCCATGTATAGT

Mit den effizientesten shRNA-Vektoren (erste Zeile in Tab. 3.4) und dem Kontroll-
shRNA-Vektor (GGAATCTCATTCGATGCATAC, ohne Sequenzhomologie zu humanen
Genen) erfolgte die stabile Transfektion. Hierfiir wurden die Plasmide mit dem FastDigest-
Restriktionsenzym Scal linearisiert: 1 ug DNA wurde mit 2 pul 10x FastDigest buffer sowie
1 pl Restriktionsenzym versetzt, mit A.d. auf 20 ul aufgefiillt, 5 min bei 37 °C und 10 min bei
65 °C inkubiert. In Vorbereitung der Transfektion erfolgten die Aussaat von 200 000 EJ28-
Zellen in 6-Well-MTP, ein einmaliger Waschschritt mit PBS nach 24 h Kultivierung und ein
Auffiillen mit 1600 pl frischem Kulturmedium. Zur Transfektion wurden 0,4 pg DNA mit
Buffer EC auf 100 pul aufgefiillt, mit 3,2 pl Enhancer versetzt und 5 min bei Rt inkubiert. Nach
Zugabe von 10 ul Effectene erfolgte eine zehnminiitige Inkubation bei Rt. Anschlieend wur-
den 600 pl Kulturmedium hinzugefiigt, zweimal auf- und abpipettiert und die Transfektionslo-
sung tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet und 1:10 ver-
diinnt in DMEM mit 600 pg/ml Geneticin ausgesdt. Zur Selektion stabil transfizierter Klone
erfolgte nach einer Woche Kultivierung die Aussaat von stark verdiinnten Zellen (eine Zelle
pro 400 pul Medium) in DMEM+Geneticin in 96-Well-MTP (200 pl pro Well). Die sich aus-
bildenden Kolonien wurden einzeln in immer groflere Kulturgefdale iiberfiihrt bis geniigend
Zellen fiir Expressionsmessungen und zur Kryokonservierung vorhanden waren. Fiir jedes
Zielgen und den Kontroll-Vektor wurde jeweils ein Klon fiir weiterfilhrende Analysen ausge-
wihlt: EJ28-B2 (shRNA gegen BCL?2), EJ28-BX (shRNA gegen BCL-XL), EJ28-X (shRNA
gegen XIAP) und EJ28-K (Kontroll-shRNA).
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3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Zellviabilitatstest

Mit Hilfe des Zellproliferationsreagenzes WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-
5-tetrazolio]-1,3-benzendisulfonat) kann die Viabilitit von Zellen quantitativ bestimmt wer-
den. WST-1 wird durch mitochondriale Dehydrogenasen stoffwechselaktiver Zellen in ein
photometrisch nachweisbares Formazan umgesetzt, welches Licht im Wellenldngenbereich
400-500 nm signifikant stiarker absorbiert als WST-1. Die Menge des gebildeten Formazans ist
dabei direkt proportional zur Zahl metabolisch aktiver Zellen. Die Verwendung des wasser-
l6slichen, ungiftigen WST-1 ermdglicht es, die Zellen nach einem Waschschritt weiter zu kul-
tivieren und den Test zu einem spéteren Zeitpunkt zu wiederholen.

In Vorbereitung des WST-1-Tests wurden die Zellen in 96-Well-MTP ausgesit (EJ28:
1700 Zellen/Well; J82 und Fibroblasten: 2000 Zellen/Well) und nach 72 h entsprechend der
Ausfithrungen in Kapitel 3.2.2 behandelt. Zur Viabilitditsmessung wurden den 100 ul Kultur-
medium pro Well je 10 ul WST-1 hinzugefiigt und die Zellen in Abhdngigkeit von der
Wachstumsdichte 45 min bis 3 h inkubiert. Mit Hilfe des MTP-Spektrophotometers erfolgte
im Anschluss die Messung der bei 450 nm und der Referenzwellenldnge 620 nm transmittier-

ten Lichtintensitdten sowie die Subtraktion der daraus berechneten Absorptionswerte.

3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 100 pl Zellsuspension mit 9,9 ml der elektrisch
leitfdhigen Flissigkeit Coulter Isoton Il Diluent verdiinnt. Die Zahlung erfolgte automatisch
mit Hilfe des Zellzéhlgerites Coulter Z2 Particle Count & Size Analyser. Das Gerét bestimmt
Anzahl und GroéBenverteilung der Zellen in einer Probe nach dem Impedanzverfahren. Hierbei
wird wihrend der Messung iiber zwei Platinelektroden eine Spannung an die Kapillarstrecke
angelegt. Der Durchtritt jeder Zelle durch die Kapillare erzeugt eine Widerstandsdnderung.

Die Anzahl der Signale entspricht dabei der Zellzahl, die Amplitude des Signals der Zellgrofe.

3.3.3 Zellkoloniebildungstest

Um das Langzeitproliferationsverhalten zu charakterisieren, wurde die Fahigkeit der Kolonie-
bildung aus Einzelzellen untersucht. Hierfiir erfolgte die Aussaat stark verdiinnter Zellen (zu je
100 Zellen/Well) als Dreifachbestimmung in 6-Well-MTP. Nach Kultivierung fiir 10-12 Tage

wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 20 min mit 4 %iger Formaldehydldsung fixiert, erneut
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mit PBS gewaschen, 10 min mit frisch filtrierter Giemsa-Lésung (1:20 verdiinnt in A.d.) ange-
farbt und zum Abschluss mehrmals mit A.d. gewaschen. Die manuelle Zéhlung der gefiarbten

Kolonien erfolgte nach Trocknung der Platten unter Verwendung eines Lichtmikroskops.

3.3.4 Durchflusszytometrische Quantifizierung der Apoptoserate

Wihrend der Apoptose bleibt die Zellmembran initial erhalten, jedoch dndert sich ihre Lipid-
zusammensetzung. Ein wichtiges Ereignis ist dabei die Translokation des Phospholipids
Phosphatidylserin von der zytoplasmatischen Innenseite der Plasmamembran auf die Auflen-
seite. Annexin V, welches Phosphatidylserin mit hoher Affinitét bindet, wird im Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit I als Marker fiir diesen friihapoptotischen Prozess genutzt
(FITC: Fluoresceinisothiocyanat). Zusitzlich erfolgt durch Aufnahme des Nukleinséureinter-
kalators Propidiumiodid (PI) der Nachweis des Verlustes der Membranintegritit in der Spét-
phase des Zelltodes, was die quantitative Unterscheidung von viablen (Annexin V-FITC-
negativ, Pl-negativ), friihapoptotischen (Annexin V-FITC-positiv, Pl-negativ), spitapopto-
tischen (Annexin V-FITC-positiv, PI-positiv) und nekrotischen (Annexin V-FITC-negativ,
PI-positiv) Zellen ermoglicht. Nach Anregung der beiden Fluorophore am Fluorescence-
Activated Cell Sorter (FACS) mit monochromatischem Licht der Wellenlédnge 488 nm wird
die Fluoreszenzintensitit des FITC-markierten Annexin V bei 525 nm und die des PI bei
600 nm detektiert.

Die Zellen wurden wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben behandelt und geerntet. Nach einem
zweiten PBS-Waschschritt wurden von jeder Probe 1x10° Zellen in 100 pl Annexin V Bind-
ing Buffer resuspendiert, mit je 5 pl Annexin V-FITC und PI versetzt und fiir 15 min bei Rt im
Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe weiterer 400 ul Annexin V Binding Buffer wurden je
2x10* Zellen am FACScan im Institut fiir Pathologie (Technische Universitit Dresden) gemes-
sen. Die Auswertung, d.h. die Einteilung der Zellen in die oben genannten vier Gruppen,
erfolgte mit Hilfe der Software winMDI 2.8 durch Quadrantenanalyse nach Darstellung der
Fluoreszenzintensititen von Annexin V-FITC versus Pl im density plot. Die Summe der

Anteile an friih- und spétapoptotischen Zellen ergibt dabei die Gesamtapoptoserate.

3.3.5 Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse

Um Aussagen iiber den relativen Anteil der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen zu er-
halten, erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehalts PI-gefarbter Zell-
kerne. Dafiir wurden mindestens 1x10° Zellen in 1 ml Buffer Solution resuspendiert und bis

zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. AnschlieBend erfolgten unter Verwendung des
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CycleTest plus DNA Reagent Kits die Auflosung der Zellmembranen, die Entfernung des
Zytoskeletts und der Kernproteine, der RNA-Abbau, die Stabilisierung des Chromatins und
die Farbung der DNA der isolierten Kerne. Die Messung von 2x10* Zellkernen am FACScan
im Institut fiir Pathologie (Technische Universitit Dresden) ergab jeweils ein Fluoreszenz-
histogramm, aus dem unter Nutzung der Software winMDI 2.8 der prozentuale Anteil von

Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen ermittelt wurde.

3.4 Molekularbiologische und proteinbiochemische
Methoden

3.4.1 Quantitative Polymerasekettenreaktion

3.4.1.1 Isolation von Total-RNA und cDNA-Synthese

Zur Bestimmung der mRNA-Niveaus mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (qQPCR)
wurde die Total-RNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Isolation der
Total-RNA erfolgte dabei nach Herstellerangaben mit dem InviTrap Spin Cell RNA Mini Kit.
Das Prinzip der RNA-Isolation beruht auf der Bindung von Nukleinsduren an die Silikatmatrix
der Sdulen, anschlieBenden Waschschritten zur Entfernung von Proteinen sowie der nachfol-
genden Elution der Total-RNA mit einer Losung geringer lonenstirke.

In Vorbereitung der RNA-Priparation erfolgte die Zellbehandlung wie in Kapitel 3.2.2 be-
schrieben. Nach der Ernte wurden bis zu 5x10° Zellen in 350 pl Lysepuffer, welcher frisch mit
3,5 ul 1 M Dithiothreitol versetzt wurde, aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Bei Rt er-
folgte die Aufarbeitung des Lysats iiber Aufbringen auf die Membran eines DNA-bindenden
Filters, zweiminiitige Inkubation und einminiitiges Zentrifugieren bei 13 400 g. Die DNA-
Saule wurde verworfen. Das Eluat wurde mit 350 ul 70 %igem Ethanol versetzt, auf einen
RNA-bindenden Filter gegeben, 1 min inkubiert und 1 min bei 9300 g zentrifugiert. Das Filtrat
wurde verworfen, die RNA-Siule einmal mit 600 ul Waschpuffer R1 (vor der ersten Verwen-
dung mit einer Volumeneinheit absolutem Ethanol versetzt) und zweimal mit je 700 pl
Waschpuffer R2 (vor der ersten Verwendung mit vier Volumeneinheiten absolutem Ethanol
versetzt) durch Zentrifugieren (30 s, 9300 g) gewaschen. AnschlieBend wurde der Filter tro-
cken zentrifugiert (5 min, 13 400 g). Die RNA-Elution erfolgte mit 40-60 pl A.d. nach zwei-
miniitiger Inkubation auf der Membran (1 min, 9300 g). Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.
Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung erfolgte die Messung der optischen Dichten
der Proben bei 260 nm (ODsg), 280 nm (ODys0) und der Referenzwellenlinge 320 nm
(OD3y). Aus der Gleichung  cpy, =(OD,gy —ODsy ) - &gy, - VF  ergibt sich mit dem
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Konzentrationsfaktor ezys =40 nug/ml und dem Verdiinnungsfaktor VF die RNA-Konzentra-
tion cgyy. Der Quotient der optischen Dichten OD,60/ODsgp bestimmt die Reinheit der Probe
und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Fiir die cDNA-Synthese wurden 500 ng Total-RNA in 10 pl A.d. mit 1 pl pd(N)e-Primern
(200 ng/ul) sowie 1 ul ANTPs (je 10 mM) versetzt, 5 min bei 65 °C und 5 min auf Eis inku-
biert. AnschlieBend wurden 4 pl First Strand Buffer (5x) sowie 2 pl Dithiothreitol (100 mM)
hinzugefiigt und 2 min bei 42 °C inkubiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 1 pl
SuperScript Il Reverse Transkriptase (200 Units/ul). Der Reaktionsansatz wurde folgendem
Temperaturprogramm unterworfen: 10 min 25 °C, 50 min 42 °C und 15 min 70 °C. Die
Proben wurden fiir die Amplifizierung mittels qPCR 1:5 in A.d. verdiinnt und bei 4 °C
gelagert.

3.4.1.2 Durchfiihrung der quantitativen Polymerasekettenreaktion

Die Bestimmung der mRNA-Mengen erfolgte unter Nutzung des Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers mittels real-time-qPCR. Fiir die Expressionsmessung von BCL2 und BCL-
XL wurde der jeweilige Real-Time Reagent Mix-Kit (enthilt Sonde und beide Primer) und der
Kit LightCycler FastStart DNA Master Hybridization Probes verwendet. Die Quantifizierung
der Survivin-mRNA erfolgte unter Nutzung der Hydrolysesonde Universal ProbeLibrary
Probes #86 und des LightCycler TagMan Master. Die Expressionsniveaus von X/4P und dem
Referenzgen TBP wurden mittels Hybridisierungssonden und dem LightCycler FastStart DNA
Master Hybridization Probes-Kit quantifiziert. In Tab. 3.5 sind, soweit bekannt, die
Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden angegeben.

Tab. 3.5: Primer und Sonden fiir die quantitative Polymerasekettenreaktion. Die HPLC-gereinigten Primer

und Sonden wurden von der Firma TibMolBiol (Berlin) synthetisiert. Die Hybridisierungssonden sind mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Fluorescein (FL) und LightCycler Red 640 (LC) markiert.

Primer- und Sondennamen Sequenz (5°— 3’) und Markierungen

Survivin FOR ' GAA CTG GCCCTTCTTGGA G

Survivin REV ! AAG TCT GGC TCG TTC TCA GTG

TBP FOR * GAA TAT AAT CCC AAGCGGTITG

TBP REV ? ACT TCA CAT CAC AGC TCC CC

TBP FL ? TTT CCC AGA ACT GAA AAT CAG TGC C - FL

TBP LC ? LC - TGG TTC GTG GCT CTC TTA TCC TCA TG - PH
XIAP FOR * GTG ATA AAG TAA AGT GCT TTC ACT GT

XIAP REV * GTA GTT CTT ACC AGA CACTCCTCA A

XIAP FL GTG AAG ACC CTT GGG AAC AAC AT -FL

XIAP LC LC - CTA AAT GGT ATC CAG GGT GCA AAT ATC TG - PH

' Roche Applied Science; 2 Linja et al., 2001; > McManus et al., 2004; Abkiirzungen: FL — Fluorescein, FOR —
forward, LC — LightCycler Red 640, PH — 3’-Phosphatgruppe, REV — reverse
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Unter Kiihlung wurden je 18 ul des qPCR-Ansatzes (Tab. 3.6) sowie 2 ul cDNA (vgl. Ka-
pitel 3.4.1.1) bzw. A.d. (Negativkontrolle) in Glaskapillaren pipettiert. Die Kapillaren wurden
1 min bei 180 g zentrifugiert und anschliefend im LightCycler dem entsprechenden Tempe-
raturprogramm (Tab. 3.6) unterworfen. Die Bestimmung der Expression aller Gene erfolgte in
zwel unabhidngigen qPCR-Analysen (mittlere Abweichung <30 %). Als Standards dienten
Glaskapillaren, die mit 50 - 1x10° BCL2-PCR-Produkten bzw. 10 - 1x10° BCL-XL-, Survivin-,
XIAP- oder TBP-PCR-Produkten beschichtet waren. Die Auswertung erfolgte mit der
LightCycler Software Version 3.5 nach der Second Derivative Maximum-Methode. Die relati-
ven Zielgenexpressionsniveaus wurden durch Verhiltnisbildung aus der Zielgentranskript-

menge und dem entsprechenden 7BP-Transkriptwert berechnet.

Tab. 3.6: Pipettierschemata und Temperaturprogramme fiir die quantitativen Polymerasekettenreakti-
onen. Den angegebenen Anséitzen wurden vor der Quantifizierung noch je 2 ul cDNA bzw. in der Negativ-

kontrolle 2 pl destilliertes Wasser (A.d.) zugefiigt.

BCL2-qPCR-Ansatz (1 Reaktion) PCR-Protokoll Temperatur Zeit
13,10 pl A.d. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
2,00 pl Reagent Mix (10x) Amplifizierung: 45 Zyklen
2,40 ul MgCl, (25 mM) 1. Denaturierung 95°C S5s
0,20 pl Primer FOR (50 pM) 2. Annealing/Elongation 59 °C 20 s
0,20 ul Primer REV (50 uM)
0,10 ul Sonde (50 uM) Kiihlen 40 °C 60 s
Fragmentgrofe: unbekannt
BCL-XL-qPCR-Ansatz (1 Reaktion) PCR-Protokoll Temperatur Zeit
13,16 ul A.d. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
2,00 pl Reagent Mix (10x) Amplifizierung: 45 Zyklen
2,40 ul MgCl, (25 mM) 1. Denaturierung 95°C S5s
0,16 pl Primer FOR (50 pM) 2. Annealing/Elongation 61 °C 20 s
0,16 ul Primer REV (50 pM)
0,12 ul Sonde (50 uM) Kiihlen 40 °C 60 s
Fragmentgrofe: unbekannt
Survivin-qPCR-Ansatz (1 Reaktion) PCR-Protokoll Temperatur Zeit
13,30 ul A.d. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
4,00 pl Reagent Mix (10x) Amplifizierung: 45 Zyklen
0,25 pl Primer FOR (20 uM) 1. Denaturierung 95 °C 10s
0,25 ul Primer REV (20 uM) 2. Annealing/Elongation 60 °C 20 s
0,20 pl Sonde (10 uM) Kiihlen 40 °C 60 s
FragmentgroBe: 93 bp
TBP-qPCR-Ansatz (1 Reaktion) PCR-Protokoll Temperatur Zeit
12,40 ul A.d. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
2,00 pl Reagent Mix (10x) Amplifizierung: 45 Zyklen
2,40 pl MgCl, (25 mM) 1. Denaturierung 95°C 10s
0,30 pl Primer FOR (20 uM) 2. Annealing 61°C 15s
0,30 pl Primer REV (20 uM) 3. Elongation 72 °C 10s
0,20 pl Sonde FL (20 pM) Kiihlen 40 °C 60 s
0,40 pl Sonde LC (20 uM)
Fragmentgrofle: 226 bp
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XIAP-qPCR-Ansatz (1 Reaktion) PCR-Protokoll Temperatur Zeit

12,20 ul A.d. Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
2,00 pl Reagent Mix (10x) Amplifizierung: 45 Zyklen
2,40 ul MgCl, (25 mM) 1. Denaturierung 95°C 10s
0,50 pl Primer FOR (20 uM) 2. Annealing 54 °C 10s
0,50 pl Primer REV (20 pM) 3. Elongation 72 °C 8s
0,20 pl Sonde FL (20 uM) Kiihlen 40 °C 60 s
0,20 ul Sonde LC (20 uM)

Fragmentgrofle: 184 bp

Abkiirzungen: A.d. — aqua destillata (destilliertes Wasser), bp — Basenpaare, FL. — Fluorescein, FOR — forward,
LC — LightCycler Red 640, MgCl, — Magnesiumchlorid, (qQ)PCR — (quantitative) Polymerasekettenreaktion,
REV — revers

3.4.2 Microarray-Analysen

Mit den verwendeten GeneChip Human Gene 1.0 ST Arrays kann simultan die Expression von
28 869 humanen Genen quantitativ auf Transkriptebene erfasst werden. Die Detektion der
Genexpression erfolgt dabei anhand von 764 855 auf einem Glastridger immobilisierten perfect
match-Oligonukleotidsonden (25 nt), die iiber die gesamte Linge der zu untersuchenden
Transkripte verteilt sind (whole transcript-| WT]-Abdeckung). Die mRNA der Proben (RNA-
Isolation: Kapitel 3.4.2.1) wird in Form biotinmarkierter cDNA (Biotinylierung: Kapitel
3.4.2.2) auf die Array-Oberfliche aufgebracht. Bei der Farbung der Microarrays wird die
Biotinmarkierung in ein Fluoreszenzsignal iiberfiihrt und detektiert (Kapitel 3.4.2.3). Infolge
der spezifischen Hybridisierung der Transkriptsequenzen an die komplementéren Sonden kann
aus der Position des Fluoreszenzsignals die Identitit der Transkripte und aus der Signalstarke
deren Expressionshohe ermittelt werden [McLachlan efal., 2004]. Im Rahmen der
Auswertung (Kapitel 3.4.2.4) erfolgt die Zusammenfassung der Signale aller Sonden eines
Transkripts zu einem Expressionswert. Fiir die Hintergrundabschitzung sind auf den Arrays

ca. 17 000 Hintergrundsonden enthalten.

3.4.2.1 RNA-Isolation und Qualititskontrolle

EJ28-Zellen wurden wie unter Kapitel 3.2.2 beschrieben in 6-Well-MTP einzeln mit den
siRNAs B2-1, B2-2, BX-1, BX-2, X-1, X-2, S-1 oder S-2 bzw. mit den siRNA-
Kombinationen M4-1, M4-2 sowie M-8 oder nur mit OptiMEM I behandelt und 48 h nach
Transfektion geerntet. Die RNA-Isolation erfolgte bei Rt mit dem RNeasy Mini Kit. Hierfiir
wurden 3x10° Zellen in 350 pl Buffer RLT, dem frisch 3,5 pl B-Mercaptoethanol zugegeben
wurden, lysiert. Zum Homogenisieren wurde das Lysat auf eine QlA4shredder-Séule gegeben
und zentrifugiert (2 min, 16 000 g). Im Anschluss wurde das Lysat mit 350 pl 70 %igem
Ethanol versetzt, auf einen RNA-bindenden Filter gegeben und 30 s bei 8000 g zentrifugiert.
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Der Durchfluss wurde verworfen und die Membran mit 350 ul Buffer RW1 gewaschen (30 s,
8000 g). Fiir den anschlieBenden DNA-Verdau erfolgte das Losen von 1500 Units DNase in
550 pl nukleasefreiem Wasser. Von dieser Stammldsung wurden je 10 pul zusammen mit 70 pl
RDD Buffer auf die Membran des RNA-bindenden Filters gegeben und 15 min inkubiert.
Danach wurde die Sdule je einmal mit 350 pl Buffer RW1 (30 s, 8 000 g), 500 pl Buffer RPE
(vor der ersten Nutzung mit 4 Volumeneinheiten absolutem Ethanol versetzt; 30 s, 8000 g)
und 500 pl Buffer RPE gewaschen (2 min, 8000 g). Die Elution der RNA erfolgte mit 30 pl
A.d. nach einminiitiger Inkubation auf der Membran (1 min, 8000 g). Bis zur Aufarbeitung
wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung von Konzentration und Integritdt der RNA erfolgte bei Rt mit dem RNA
6000 Nano Kit am Bioanalyzer 2100. Zuniachst wurden 550 ul des Gels durch einen Filter
zentrifugiert (10 min, 1500 g) und danach 65 pl des Gels mit 1 pl Farbstoff versetzt, gemischt
und zentrifugiert (10 min, 16 000 g). An der Basisplatte der Priming Station wurde Position
,»C“ und an der Spritzenhalterung die oberste Position eingestellt. Es wurden 9 pl Gel-Farb-
stoff-Mix in die Kavitdt ,,G* des RNA-Nanochips gegeben, die Priming Station geschlossen,
die Spritze nach unten gedriickt und der Druck 30 s aufrecht erhalten. Im Anschluss erfolgte
die Beflillung der beiden Kavititen ,,G* mit jeweils 9 ul Gel-Farbstoff-Mix sowie aller weite-
ren Kavitidten mit je 5 ul RNA 6000 Nano Marker. In die Kavitit fiir den RNA-Leiter wurde
zusétzlich 1 pl RNA-Nanomarker (zuvor 2 min bei 70 °C denaturiert) und in die Analyse-Ka-
vititen jeweils 1 pl Probe pipettiert. Nach dem Mischen des Chips mittels Vortexer (1 min,
2400 min™) erfolgten die Messung und Datenauswertung am Bioanalyzer unter Nutzung der
2100 Expert Software (B.02.02).

3.4.2.2 Synthese, Reinigung und Fragmentierung biotinmarkierter cDNA

Die Prédparation der biotinmarkierten cDNAs erfolgte nach Herstellerangaben entsprechend
des 100 ng Total RNA Labeling Protocols. Zur Amplifikation wurde hierbei vor der Biotiny-
lierung unter Nutzung des GeneChip WT Sense Target Labeling and Control Reagents-Kits
die Total-RNA in cDNA, anschlieend in cRNA und danach wieder in cDNA umgeschrieben.

Zunéchst wurden von jeder Probe 100 ng Total-RNA (vgl. Kapitel 3.4.2.1) mit 2 ul einer
Losung aus poly(A)-RNA-Kontrolle (1 :50 000 verdiinnt) und T7-(N)s-Primern (250 ng/pl)
versetzt, mit nukleasefreiem Wasser auf 5 ul aufgefiillt, 5 min bei 70 °C und 3 min bei 4 °C
inkubiert. Im Anschluss erfolgte das zur Amplifikation der RNA notwendige Umschreiben in
nichtmarkierte cDNA entsprechend des Protokolls in Tab. 3.7.
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Tab. 3.7: Pipettierschemata und Temperaturprogramme fiir die cDNA-Synthese (1. Zyklus).

Erststrang-cDNA-Synthese Zweitstrang-cDNA-Synthese
5,0 pul Total-RNA/T7-(N)s¢-Primer/poly(A)-RNA-Kontrolle | 4,8 pl nukleasefreies Wasser
2,0 ul I* Strand Buffer (5x) 4,0 ul MgCl, (17,5 mM)
1,0 ul Dithiothreitol (0,1 M) 0,4 ul ANTPs (je 10 mM)
0,5 ul dNTPs (je 10 mM) 0,6 pl DNA-Polymerase I
0,5 ul RNase-Inhibitor 0,2 ul RNase H
1,0 ul SuperScript 1l Reverse Transcriptase - zum Erststrang-cDNA-Syntheseansatz geben
Temperaturprogramm: Temperaturprogramm:
25°C 10 min 16 °C 120 min
42 °C 60 min 75 °C 10 min
70 °C 10 min 4°C 3 min
4°C 3 min

In der folgenden in vitro-Transkription erfolgte das Umschreiben der cDNA in cRNA. Da-
fiir wurden 5 pl 10x IVT Buffer, 20 pl IVT NTP Mix und 5 pl IVT Enzyme Mix gemischt, zum
Zweitstrang-cDNA-Syntheseansatz gegeben und die Reaktionsldsung 16 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Reinigung der cRNA bei Rt. Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch
mit 50 pl nukleasefreiem Wasser sowie 350 ul cRNA Binding Buffer versetzt, 3 s mittels Vor-
texer gemischt, mit 250 ul absolutem Ethanol versetzt, auf eine IVT cRNA Cleanup Spin
Column gegeben und zentrifugiert (30 s, 8000 g). Der Durchfluss wurde verworfen. Die Siule
wurde einmal mit 500 ul cRNA Wash Buffer und einmal mit 500 ul 80 %igem Ethanol gewa-
schen (30 s, 8000 g). AnschlieBendes Zentrifugieren der gedffneten Reaktionsgefiafle fiir 5 min
bei 16 000 g fiihrte zur Entfernung von Ethanolresten von der Sdule. Die Elution der cRNA
erfolgte mit 15 pl nukleasefreiem Wasser nach fiinfminiitiger Inkubation auf der Membran
(1 min, 16 000 g). Das Eluat wurde erneut auf die Sdule gegeben und nach fiinfminiitiger In-
kubation zentrifugiert (1 min, 16 000 g). Die Bestimmung der cRNA-Konzentration erfolgte
photometrisch.

Im nichsten Schritt wurde die cRNA in einzelstringige cDNA umgeschrieben (Tab. 3.8)
und die cDNA hydrolisiert: Zugabe von 1 ul RNase H und Inkubation fiir 45 min bei 37 °C,
5 min bei 95 °C und 2 min bei 4 °C. Zur Reinigung der einzelstringigen cDNA wurde das
Reaktionsgemisch mit 80 ul nukleasefreiem Wasser sowie 370 ul cDNA Binding Buffer ver-
setzt, 3 s mittels Vortexer gemischt, auf eine cDNA Spin Column gegeben und zentrifugiert
(1 min, 8 000 g). Der Durchfluss wurde verworfen. Die Sdule wurde einmal mit 750 ul cDNA
Wash Buffer gewaschen (1 min, 8 000 g). Nach Zentrifugieren der gedffneten Reaktionsgefaf3e
(5 min, 16 000 g) wurden zur Elution der cDNA zweimal nacheinander 15 ul ¢cDNA Elution
Buffer auf die Membran gegeben, 1 min inkubiert und zentrifugiert (1 min, 16 000 g). Die Be-
stimmung der cDNA-Konzentration erfolgte photometrisch. AnschlieBend wurde die ein-

zelstringige cDNA fragmentiert und biotinyliert (Tab. 3.9).
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Tab. 3.8: Pipettierschemata und Temperaturprogramme fiir die cDNA-Synthese (2. Zyklus).

cRNA-Priparation

Erststrang-cDNA-Synthese

x ul cRNA (10 pg)
1,5 pl Random Primers (3 pg/ul)
mit nukleasefreiem Wasser auf 8 ul auffiillen

Temperaturprogramm:

70 °C 5 min

25 °C 5 min
4°C 3 min

4,00 ul I* Strand Buffer (5x)

2,00 pul Dithiothreitol (0,1 M)

1,25 ul ANTP+dUTP (je 10 mM)

4,75 ul SuperScript Il Reverse Transcriptase
- zur cRNA geben

Temperaturprogramm:
25°C 10 min
42 °C 90 min
70 °C 10 min
4°C 3 min

Tab. 3.9: Pipettierschemata und Temperaturprogramme fiir die Fragmentierung und Biotinylierung ein-

zelstringiger cDNA.

cDNA-Fragmentierung

Biotinylierung

x ul einzelstrangige cDNA (5,5 ug)
mit nukleasefreiem Wasser auf 31,2 ul auffiillen
10,0 ul nukleasefreies Wasser

4,8 ul cDNA Fragmentation Buffer (10x)

45,0 pl fragmentierte cDNA

12,0 ul 7dT Buffer (5x)
2,0 ul terminal deoxynucleotidyl transferase
1,0 ul DNA Labeling Reagent (5 mM)

1,0 pl uracil-DNA glycosylase (10 Units/pl)
1,0 wl apurinic/apyrimidinic endonuclease 1
(1 000 Units/pl)
- zur cDNA geben

Temperaturprogramm: Temperaturprogramm:

37 °C 60 min 37 °C 60 min

93 °C 2 min 70 °C 10 min
4°C 3 min 4°C 3 min

3.4.2.3 Hybridisieren, Waschen, Firben und Scannen der Microarrays

Unter Nutzung der biotinylierten cDNA wurde der Hybridisierungsmix entsprechend des in
Tab. 3.10 angegebenen Pipettierschemas hergestellt, 5 min bei 99 °C sowie 5 min bei 45 °C
inkubiert und zentrifugiert (1 min, 16 000 g). Im Anschluss erfolgten die Befiillung des auf Rt
erwiarmten GeneChip Human Gene 1.0 ST Arrays mit 80 ul des Hybridisierungsmixes und
eine 17-stiindige Inkubation im Hybridisierungsofen (45 °C, 60 min™). Nach dem Entfernen
des Hybridisierungsmixes wurden die Arrays mit je 100 ul Waschpuffer A befiillt. Das Wa-
schen und Firben der Arrays erfolgte an der GeneChip Fluidics Station 450 unter Nutzung des
GeneChip Hybridization, Wash and Stain Kits. Die Microarrays sowie die Reaktionsgefialle
mit den im Kit enthaltenen Farbelosungen und dem Array Holding Buffer wurden in die Sta-
tion eingesetzt und der Wasch- und Farbeprozess nach dem Protokoll ,,FS450 0007 durchge-
fiihrt (Tab. 3.10). AnschlieBend erfolgte das Scannen der Arrays mittels GeneChip Scanner
3000 7G unter Verwendung der Grundeinstellungen der Software GCOS.
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Tab. 3.10: Pipettierschema zur Herstellung des Hybridisierungsmixes sowie Wasch- und Fiarbeprotokoll.

Hybridisierungsmix Wasch- und Firbeprotokoll FS450_0007
27,0 ul biotinylierte cDNA - Waschpuffer A (10 Zyklen, 30 °C)
1,7 ul Control Oligonucleotide B2 (3 nM) - Waschpuffer B (6 Zyklen, 50 °C)
5,0 ul Eukaryotic Hybridization Controls (20x) ' | - Farbelosung 1 (5 min, 35 °C)
50,0 ul Hybridization Mix (2x) - Waschpuffer A (10 Zyklen, 30 °C)
7,0 ul DMSO - Férbelosung 2 (5 min, 35 °C)
9,3 ul nukleasefreies Wasser - Féarbelosung 1 (5 min, 35 °C)
- Waschpuffer A (15 Zyklen, 35 °C)
- Fiilllen mit Array Holding Buffer

" vor der Verwendung 5 min bei 65 °C inkubiert

3.4.2.4 Datenauswertung

Qualititskontrolle und Primérauswertung erfolgten mit der Affymetrix Expression Console
Software. Zuerst wurde dabei sichergestellt, dass die Hybridisierungs- und Poly(A)-Kontrollen
die erwarteten Signale liefern [Affymetrix, 2004]. Anschliefend wurden die Daten basierend
auf dem Robust Multichip Analysis (RMA)-Algorithmus (beinhaltet Hintergrundkorrektur und
Quantilnormalisierung) korrigiert und die logarithmierten Expressionswerte als *.txt-Datei
exportiert.

Die weitere Datenauswertung erfolgte mit Microsoft Excel. Zur Charakterisierung der
Gene, deren Expression sich durch die Behandlung mit targetspezifischen siRNAs verdndert
hat, wurden die n-fachen Anderungen der Expressionsniveaus aller 28 869 Gene nach Be-
handlung mit der/den jeweiligen targetspezifischen siRNA(s) bezogen auf die Behandlung mit
dem ns-si-Konstrukt berechnet. Als Schwellwert fiir eine relevante Verringerung bzw. Erho-
hung des Expressionsniveaus wurde eine n-fache Anderung von 1,7 festgelegt. Im Anschluss
erfolgten die Identifizierung der Transkripte, die in einem Experiment jeweils von beiden ge-
gen dasselbe Target gerichteten siRNAs moduliert wurden (Bsp. BX-1 und BX-2) sowie die
Bestimmung der Gene, deren mRNA-Niveaus sich in beiden unabhéngigen Experimenten
durch Behandlung mit einem siRNA-Konstrukt verdnderten. Weiterhin erfolgte die
Charakterisierung der Transkripte, welche in beiden Experimenten durch die Kombinations-
behandlungen M4-1, M4-2 und M8 beeinflusst wurden.

3.4.3 Western Blot

In Vorbereitung der Proteinquantifizierung erfolgte die Transfektion der Zellen wie in Kapitel
3.2.2 beschrieben. Von den Proben wurden Pellets 4 5x10* Zellen in je 20 pl Natriumdodecyl-
sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Probenpuffer lysiert, die Proteine 5 min bei 95 °C

denaturiert, auf ein 8-16 %iges Polyacrylamid-Gradientengel aufgetragen und fiir 50 min bei

35



150 V aufgetrennt. Als GroBenstandard diente der Spectra Multicolor Broad Range Protein
Ladder. Die Ubertragung der Proteine auf die Hybond-P-Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Mem-
bran (zuvor fiir 10 s mit Methanol aktiviert und in Transferpuffer dquilibriert) erfolgte mit dem
Tank-Blot-System (90 min, 40 V). Zur Uberpriifung der Blot-Effizienz wurde die Membran
mit Ponceau S Solution (5 min) und das Gel mit Coomassie Brilliantblaulésung (20 min) ge-
farbt. Zum Blocken der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran 90 min in
5 %igem Magermilchpulver-Puffer geschwenkt und anschliefend dreimal je 10 min mit
0,5 %igem Magermilchpulver-Puffer gewaschen. Die Inkubation der in 0,5 %igem Mager-
milchpulver-Puffer verdiinnten primiren Antikorper (Tab. 3.11) erfolgte eingeschweil3t in ei-
ner Plastiktiite fiir 2 h bei Rt. Die Antikorper gegen BCL2, 3-Aktin und XIAP wurden zusam-
men inkubiert. Fiir den Nachweis aller anderen Proteine wurde die Membran geteilt. Nach
dreimaligem Waschen der Membran mit 0,5 %igem Magermilchpulver-Puffer (fiir je 10 min)
erfolgte die einstiindige Inkubation der entsprechenden Sekundirantikorper (BCL2, BCL-XL,
B-Aktin und XIAP: Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP; Survivin: Polyclo-
nal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP; Tab. 3.11). Abschlieend wurde einmal 15 min
und zweimal je 5 min in 0,1 % PBS-Tween 20 sowie zweimal in PBS gewaschen. Die Detek-
tion der Proteinbanden erfolgte mit dem Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kit nach ein-
miniitiger Inkubation in einer Mischung aus je 3 ml Detection Reagent 1 und 2 auf Rontgen-
filmen. Die densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit der Kodak 1D
Image Analysis Software. Die flir ein bestimmtes Protein erhaltenen Werte wurden auf den

Wert des Referenzproteins -Aktin der Probe normiert.

Tab. 3.11: Antikorper fiir Western Blot.

Bezeichnung Klon Wirt Verdiinnung
Bel-xL Monoclonal Antibody ' 2H12 Maus 1:100
Monoclonal Anti-B-Actin * AC-74 Maus 1:20000
Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2 Oncoprotein * 124 Maus 1:150
Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP* - Kaninchen 1:1000
Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP > - Schwein 1:1000
Purified Mouse Anti-XIAP* 28 Maus 1:250
Survivin Antibody * - Kaninchen 1:1000

"QED Bioscience Inc. (San Diego, USA), *Sigma-Aldrich (Steinheim), *DAKO (Glostrup, Dinemark),
* BD Biosciences (Heidelberg), > Novus Biologicals (Littleton, USA); Abkiirzung: HRP — horseradish peroxidase
(Meerrettichperoxidase)
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3.5 Untersuchungen am subkutanen EJ28-Xeno-
transplantatmodell

Um die antitumorale Wirkung der siRNAs im BCa-Xenotransplantatmodell zu testen, wurden
in Kooperation mit dem Fraunhofer-Institut fiir Zelltherapie und Immunologie (Leipzig) tier-
experimentelle Studien nach den giiltigen Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt. Eine entspre-
chende Genehmigung durch die Landesdirektion Leipzig (TVV 10/09) lag vor. Die Zucht und
Haltung der NOD/SCID-Méiuse erfolgte unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen im
Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultit Leipzig. Als humanes
BCa-Modell wurde die Zelllinie EJ28 verwendet. Wihrend der Behandlungs- und Beobach-
tungszeitriume wurden die Tiere alle zwei Tage hinsichtlich Gesamtaspekt und Uberleben
sowie zweimal wochentlich beziiglich Gewicht und Tumorgrofle untersucht, wobei die Be-
stimmung der Tumorausdehnung mittels Messschieber erfolgte. Dabei wurden jeweils Léngs-

und Breitendurchmesser der Tumoren gemessen und daraus der Mittelwert d berechnet. Unter
. o 1
Annahme kugelformiger Tumoren ergibt sich das Tumorvolumen V entsprechend V' = gﬂd >

Fir alle Untersuchungen und Behandlungen wurden die Tiere mit Isofluran
(2,5 Volumenprozent) narkotisiert. Nach Beendigung der Versuchsreihen bzw. beim Auftreten
erheblicher Belastungen erfolgte die Euthanasie der Mause in CO,-Atmosphire. Zum Ab-

schluss der Experimente wurden die Tumoren entnommen und deren Gewicht bestimmt.

3.5.1 Auswabhl eines geeigneten siRNA-Carriers

Zur Verbesserung der siRNA-Aufnahme in die subkutanen EJ28-Xenotransplantattumoren
wurde die Eignung von Atelocollagen (AfeloGene Local Use-Kit) und in vivo-jetPEI als
siRNA-Carrier iberpriift. Fiir einen direkten Nachweis von siRNA-Aufnahme und
-Wirksamkeit in vivo wurde, aufgrund seiner antiproliferativen Wirkung in vitro, das gegen
Survivin gerichtete Konstrukt S-1 (2,75 nmol [36,45 ng] pro Injektion) fiir dieses Experiment
ausgewdhlt (Kapitel 4.2.3 und 4.2.4).

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden je 2x10° EJ28-Zellen in einem Volumen von 200 pl
PBS subkutan in die Nackenfalte von 24 NOD/SCID-M4iusen injiziert. Nach 11 Tagen erfolgte
die Einteilung der Méuse in zwei Gruppen a 9 Tiere (fiir die siRNA+Carrier-Behandlung) und
eine Gruppe a 6 Tiere (fiir die HEPES/NaCl-Puffer-Kontrollgruppe), wobei auf vergleichbare
mittlere Tumorvolumina in allen drei Gruppen geachtet wurde. Die peritumorale Injektion von

je 100 ul Losung erfolgte an den Tagen 14, 21 und 28 nach Tumorzellinokulation.
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Herstellung der siRNA-in vivo-jetPEI-Injektionslosung:

Fiir jeden Injektionstag wurden bei Raumtemperatur 300 pl der 110 uM siRNA-L&sung mit
300 pl 10 %iger Glukoselosung versetzt, mittels Vortexer gemischt und zentrifugiert (10 s,
2000 g). In einem separaten Reaktionsgefdl wurden 52,5 pl in vivo-jetPEl mit 247,5 pl
10 %iger Glukoselosung und 300 pl nukleasefreiem Wasser vermischt, mittels Vortexer ge-
mischt und zentrifugiert (10 s, 2000 g). AnschlieBend wurde die in vivo-jetPEI-Loésung zur
siRNA-Losung gegeben, erneut mittels Vortexer gemischt und zentrifugiert (10 s, 2000 g).
Nach mindestens 15 min Inkubation erfolgte die Injektion von jeweils 100 ul Ldsung
(= 2,75 nmol siRNA) pro Maus.

Herstellung der siRNA-Atelocollagen-Injektionslosung:

Alle Losungen und Reaktionsgefdfle waren eisgekiihlt, um ein Gelieren des Atelocollagens zu
verhindern. Zundchst wurden 600 pul Atelocollagen aus der gelieferten Spritze in ein
2,0 ml-ReaktionsgefaB liberfiihrt. In einem zweiten Reaktionsgefa3 wurden 300 pl der 110 uM
siRNA-Losung mit 60 pl des /0x siRNA Buffer sowie 240 ul nukleasefreiem Wasser gemischt.
Anschliefend wurde die siRNA-Losung auf die Atelocollagen-Losung pipettiert und das
ReaktionsgefdB fiir 20 min bei 4 °C im Rotator bewegt (4 min™). AbschlieBend wurde die
Injektionslosung bei 4 °C zentrifugiert (1 min, 9300 g) und bis zur Applikation von je 100 pl
(= 2,75 nmol siRNA) pro Maus auf Eis gelagert.

3.5.2 Etablierung der intravenosen Chemotherapie

Um in vivo die Wirkung einer kombinierten siRNA+CT-Behandlung untersuchen zu kdnnen,
wurde die intravendse Chemotherapie hinsichtlich des Therapeutikums und der CT-Konzen-
tration optimiert. Die antitumorale Wirkung der applizierten CT sollte moderat sein (ca. 30 %
Tumorwachstumshemmung), um eine mdgliche siRNA-vermittelte Verstirkung der CT-
Effekte nachweisen zu kénnen.

Zur Auswahl eines geeigneten Chemotherapeutikums erfolgte im ersten Experiment die
Analyse der Wirksamkeit von MMC und Gemcitabin (GEM) im subkutanen EJ28-Xeno-
transplantatmodell. Dafiir wurden je 5x10° EJ28-Zellen in einem Volumen von 200 pul PBS
subkutan in die Nackenfalte von 30 NOD/SCID-M4usen injiziert. Nach 11 Tagen erfolgte die
Einteilung der Méuse in drei Gruppen a 10 Tiere, wobei auf vergleichbare mittlere Tumor-
volumina in allen Gruppen geachtet wurde. An den Tagen 15, 22 und 29 nach Tumorzell-
inokulation erfolgte die Injektion von 3 mg/kg MMC oder 60 mg/kg GEM in den beiden Be-

handlungsarmen bzw. von PBS im Kontrollarm (jeweils 200 pl).
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Zur Bestimmung der optimalen CT-Konzentration wurden in einem zweiten Experiment je
2x10° EJ28-Zellen in einem Volumen von 200 ul PBS subkutan in die Nackenfalte von 30
NOD/SCID-Maiusen injiziert. Nach Einteilung der Méuse in drei Gruppen erfolgte an den
Tagen 15, 22 und 29 nach Tumorsetzung die Injektion von 0,75 oder 1,5 mg/kg MMC in den

beiden Behandlungsarmen bzw. von PBS im Kontrollarm (jeweils 200 pl).

3.5.3 Kombinierte Behandlung mit siRNA und Chemotherapie

Folgend wurde die Wirkung einer kombinierten siRNA+Chemotherapie-Behandlung
in vivo analysiert. Die Durchfithrung dieser Untersuchungen erfolgte in zwei Teilexperimenten
mit je 10 NOD/SCID-Miusen pro Behandlungsarm. Entsprechend der in vitro erzielten
Ergebnisse (Kapitel 4.2) wurden im ersten Experiment die beiden siRNA-Einzelbehandlungen
BX-1 und S-2 (je 3 nmol pro Injektion und Maus) und im zweiten Experiment die siRNA-
Kombinationen ,.BX-1+ S-2“ (2x 1,5 nmol) sowie ,B2-2 + BX-1 + X-2 + S-2“ (4x
0,75 nmol) zusammen mit MMC appliziert. Als Kontrollen dienten jeweils die Gruppen
,,HEPES/NaCl-Puffer + MMC* und ,,ns-si + MMC*.

Fiir jedes Teilexperiment wurden den 40 Miusen je 2x10° EJ28-Zellen in einem Volumen
von 200 pul PBS subkutan in die Nackenfalte injiziert. Nach 11 Tagen erfolgte die Einteilung
der Miuse in die vier Untersuchungsgruppen, wobei auf vergleichbare mittlere Tumorvolu-
mina in allen vier Gruppen geachtet wurde. Die siRNA- bzw. Pufferlosungen (je 100 pl) wur-
den an den Tagen 14, 21 und 28 peritumoral, das Chemotherapeutikum (je 2 mg/kg MMC) an
den Tagen 15, 22 und 29 intravends appliziert. Als Carrier fiir die siRNAs diente in vivo-
jetPEI, welches entsprechend der Ergebnisse des in Kapitel 3.5.1 beschriebenen Experimentes

ausgewdhlt wurde.

Herstellung der siRNA-in vivo-jetPEI-Injektionsldosung:

Fiir jeden Injektionstag wurden bei Raumtemperatur 500 ul der 120 uM siRNA-Losung mit
500 pl 10 %iger Glukoselosung versetzt, mittels Vortexer gemischt und zentrifugiert (10 s,
2000 g). In einem separaten Reaktionsgefdll wurden 96 pl in vivo-jetPEI mit 404 pl 10 %iger
Glukoselosung und 500 pl nukleasefreiem Wasser vermischt, mittels Vortexer gemischt und
zentrifugiert (10 s, 2000 g). AnschlieBend wurde die in vivo-jetPEI-Losung zur siRNA-Lsung
gegeben, erneut mittels Vortexer gemischt und zentrifugiert (10 s, 2000 g). Nach mindestens
15 min Inkubation erfolgte die Injektion von jeweils 100 ul Losung (=3 nmol siRNA) pro
Maus.
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4 Ergebnisse

4.1 Zielgenexpression in Harnblasenkarzinomzell-
linien und nichtmalignen Fibroblasten

Um deren Eignung als Modellzelllinien fiir die Hemmung von BCL2, BCL-XL, XIAP und
Survivin zu iiberpriifen, wurden zundchst die Transkriptlevel dieser vier Apoptoseinhibitoren
in den BCa-Zelllinien EJ28, J82 und 5637 sowie in nichtmalignen Fibroblastenzellen mittels
gPCR (vgl. Kapitel 3.4.1) bestimmt. Alle untersuchten BCa-Zelllinien exprimieren die ausge-
wihlten Zielgene, wobei die BCL2-, BCL-XL- und Survivin-Transkripte in den Tumorzell-
linien in hoherem Malle als in den gesunden Kontrollzellen gebildet werden (Tab. 4.1).
Beziiglich der auf das Referenzgen T7BP normierten relativen mRNA-Niveaus ist BCL-XL
durch den grofften Wert charakterisiert, gefolgt von Survivin und XIAP (Tab. 4.1). BCL2 wird
dagegen in deutlich geringerem Male exprimiert. Werden die BCa-Zelllinien untereinander
verglichen, so sind fiir EJ28 und J82 jeweils die hochsten Zielgentranskriptniveaus zu
verzeichnen (Tab. 4.1). Daher wurden diese BCa-Zelllinien fiir die Analysen zur Inhibition
von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin ausgewéhlt.

Tab. 4.1: Relative Target-mRNA-Niveaus in Harnblasenkarzinomzelllinien und Fibroblasten. Die Target-
transkriptzahlen wurden mittels qPCR ermittelt und auf das Referenzgen TBP normiert. Die relativen Target-
mRNA-Niveaus ergeben sich jeweils als Quotient der aus Doppelbestimmungen berechneten Mittelwerte der
Transkriptzahlen von Ziel- und Referenzgen. Die entsprechenden Vertrauensbereiche wurden mittels Fehlerfort-
pflanzungsgesetz aus den Schwankungen der jeweiligen Einzelmessungen bestimmt.

Zelllinie BCL2/TBP BCL-XL/TBP XIAP/TBP Survivin/TBP
EJ28 0,283 + 0,007 27,8+0,7 3,25+ 0,09 4,35+0,14
J82 0,084 + 0,002 240+1,0 2,00 £ 0,03 2,77 £ 0,08
5637 0,058 + 0,004 7,0+ 0,1 1,92 +0,03 1,10 £0,05
Fibroblasten 0,020 + 0,003 6,4+1,2 1,91+0,30 0,62 +0,10

Die stirksten Expressionserhdhungen bezogen auf die nichtmalignen Fibroblasten weisen
EJ28- und J82-Zellen auf (Abb. 4.1). Fiir BCL2, BCL-XL und Survivin konnte in den beiden
BCa-Zelllinien eine deutliche Uberexpression im Vergleich zu den Fibroblasten festgestellt
werden. Das X/AP-Transkript wird dagegen in beiden Tumorzelllinien auf einem #hnlichen

Niveau wie in den untersuchten Fibroblasten gebildet.
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4.2 Effekte der siRNA-vermittelten Inhibition von

BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in Harn-
blasenkarzinomzelllinien

Um die Effekte einer siRNA-vermittelten Reduktion der vier Apoptoseinhibitoren BCL2,
BCL-XL, XIAP und Survivin hinreichend diskutieren zu konnen, wurden zunichst Parameter
der siRNA-Transfektion optimiert (Kapitel 4.2.1). Basierend auf diesen Resultaten erfolgten
nach verschiedenen siRNA-Behandlungen die Bestimmungen von Expression und Protein-
menge der vier Zielgene (Kapitel 4.2.2) sowie die Charakterisierung zelluldrer Effekte, wie
Proliferation (Kapitel 4.2.3), Apoptoserate und Zellzyklusverteilung (Kapitel 4.2.4). Im An-
schluss wurde der Einfluss verschiedener siRNA-Vorbehandlungen auf die Wirksamkeit von
Chemotherapeutika analysiert (Kapitel 4.2.5). Motiviert durch die bereits erzielten Ergebnisse
erfolgte die Untersuchung der Effekte einer simultanen Inhibition von BCL-XL und Survivin
(Kapitel 4.2.6). Transkriptomweite Genexpressionsdnderungen in BCa-Zellen wurden mittels
Microarray-Analysen charakterisiert (Kapitel 4.2.7). Der Abschnitt schlieft mit der Analyse
der siRNA-Wirkung in chemotherapieresistenten BCa-Zellen (Kapitel 4.2.8).

4.2.1 Optimierung der siRNA-Transfektion

Unter Verwendung der siRNAs B2-1, BX-1, X-1 und S-1 wurden zunéchst an der BCa-Zell-
linie EJ28 die Transfektionsbedingungen zum einen hinsichtlich der siRNA-Konzentration
und zum anderen beziiglich des Transfektionsablaufs in den siRNA-Kombinationsbehand-
lungen optimiert. Zusétzlich erfolgten Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der siRNA-

vermittelten Targetexpressionsreduktion.
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Fiir jedes der vier Zielgene wurden von den jeweils drei getesteten siRNAs (vgl. Tab. 3.2)
fiir die weiteren Untersuchungen die beiden Konstrukte ausgewdhlt, die in EJ28-Zellen die
stiarkste Reduktion der entsprechenden Target-mRNA-Niveaus hervorriefen (Daten nicht ge-
zeigt). Bezogen auf die in Tab. 3.2 eingefiihrte Nomenklatur sind das die siRNAs mit den
Endungen -1 und -2, also z.B. fiir BCL2 die Konstrukte B2-1 und B2-2.

Die konzentrationsabhéngigen Verldufe der jeweiligen relativen Targettranskriptzahlen
24 h nach Behandlung mit B2-1, BX-1, X-1 oder S-1 bezogen auf die ns-si-Kontrolle sind in
Abb. 4.2 dargestellt. Im Ergebnis wird fiir die Einzelbehandlungen, d.h. fiir die Inhibition
eines einzelnen der vier Zielgene, bei einer siRNA-Konzentration von 40 nM die stirkste
Targettranskriptreduktion um 69 % (fiir X-1) bis 84 % (fiir S-1) erzielt. Demzufolge wurde fiir
die Kombinationsbehandlungen zur simultanen Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP und
Survivin eine siRNA-Konzentration von 10 nM pro Target gewihlt, so dass sich ebenfalls eine
siRNA-Gesamtkonzentration von 40 nM in den Kombinationen M4 und M8 ergab: 4 x 10 nM
siRNA in M4-1 (B2-1 + BX-1 + X-1 + S-1) und M4-2 (B2-2 + BX-2 + X-2 + S-2) sowie 8 x
5 nM siRNA in M8 (B2-1 + B2-2 + BX-1 + BX-2 + X-1 + X-2 + S-1 + S-2).
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Abb. 4.2: Konzentrationsabhéingige Bestimmung der relativen Target-mRNA-Niveaus nach siRNA-vermit-
telter Inhibition eines bestimmten Zielgens. Relative Transkriptzahlen der Targets BCL2, BCL-XL, XIAP und
Survivin 24 h nach Transfektion von EJ28-Zellen mit entsprechenden targetspezifischen siRNAs verschiedener
Konzentrationen. Die Transkriptzahlen wurden auf 7BP normiert und sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %)
dargestellt.

Das Zeitverhalten der Zielgentranskriptniveaus nach siRNA-Einzelbehandlung ist in
Abb. 4.3 dargestellt. Die siRNA-vermittelte Abnahme der relativen Targettranskriptzahlen
wird bereits 4 h nach Transfektion beobachtet und hilt auch 96 h nach Behandlung noch an.
Die zeitliche Anderung der mRNA-Niveaus ist jedoch fiir die einzelnen Targets verschieden.
Wihrend die relative Transkriptzahl fiir Survivin nur moderat von 17 % nach 4 h auf 29 %

nach 96 h steigt, ist flir BCL2 ein stirkerer Anstieg von 25 % nach 4 h auf 62 % nach 96 h zu

verzeichnen.
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Um den optimalen Ablauf einer Kombinationsbehandlung zur gleichzeitigen Inhibition
aller vier Zielgene zu bestimmen, wurde die simultane Transfektion von siRNAs gegen alle
Targets (M4-1) mit einer sequenziellen Behandlung [4 h Transfektion mit siRNAs gegen
BCL2+BCL-XL (M2-BCLs: B2-1 + BX-1) gefolgt von 4 h Transfektion mit siRNAs gegen
XIAP+Survivin (M2-1APs: X-1 + S-1)] verglichen. Im Ergebnis ist die simultane Behandlung
der sequenziellen vorzuziehen, da im ersten Fall eine deutlich stirkere Reduktion der Target-
mRNA-Mengen, insbesondere fiir Survivin und XIAP, zu verzeichnen ist. Dennoch fillt die
Abnahme der Transkriptniveaus fiir ein bestimmtes Zielgen, insbesondere fir BCL2 und
BCL-XL, nicht so stark aus, wie nach dem Einsatz der entsprechenden Zweierkombination
M2-BCLs (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Relative Target-mRNA-Niveaus nach simultaner bzw. sequenzieller siRNA-Transfektion in
Kombinationsbehandlung zur gleichzeitigen Inhibition aller vier Zielgene. Relative Transkriptzahlen der
Targets BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin 48 h nach Transfektion von EJ28-Zellen mit je 10 nM siRNA pro
Target. Die Behandlung erfolgte mit siRNA-Zweierkombinationen gegen BCL2+BCL-XL (M2-BCLs:
B2-1 + BX-1) oder XIAP+Survivin (M2-1APs: X-1+S-1) bzw. gestaffelt mit M2-BCLs (4 h) gefolgt von
M2-IAPs (4 h) sowie simultan mit der siRNA-Viererkombination M4-1. Die Transkriptzahlen wurden auf TBP
normiert und sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) dargestellt.
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4.2.2 Charakterisierung der Zielgenexpression und -proteinmenge

Zunichst wurde die targetspezifische Wirksamkeit der siRNA-Einzelbehandlungen im Ver-
gleich zum Kontrollkonstrukt ns-si in EJ28- und J82-Zellen untersucht. Die relativen Zielgen-
mRNA-Niveaus 48 h nach Transfektion mit siRNA-Konstrukten einer Gesamtkonzentration
von 40 nM sind in Abb. 4.5 dargestellt. Alle untersuchten siRNAs bewirken auf mRNA-Ebene
eine Reduktion der entsprechenden Targetexpression. Fiir BCL2, BCL-XL und Survivin wird in
beiden Zelllinien eine jeweils vergleichbare Hemmung der Transkriptzahlen um bis zu 85 %
(fir S-2 in J82) bezogen auf die Kontrolle nachgewiesen. XIAP wird in EJ28-Zellen um
61-63 %, in J82-Zellen um 31-44 % reduziert (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Relative Target-mRNA-Niveaus nach siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen in EJ28-
und J82-Zellen. Relative Transkriptzahlen der Targets BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin 48 h nach Transfek-
tion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Die Transkriptzahlen wurden auf 7BP normiert und sind
relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit den aus Doppel- bis Vierfachbestimmungen berechneten mitt-
leren Abweichungen dargestellt.

In den Kombinationsbehandlungen zur simultanen Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP
und Survivin durch ein (M4-1, M4-2) bzw. zwei (M8) siRNA-Konstrukt(e) pro Zielgen
werden die Transkriptniveaus aller Targets reduziert (Abb. 4.5). Fiir BCL2, BCL-XL und
Survivin werden die groiten Hemmraten beobachtet, und zwar um bis zu 63 % in EJ28- bzw.
um bis zu 78 % in J82-Zellen. Das X/4 P-Transkript wird dagegen nur um 28-42 % gesenkt.
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Western Blot-Analysen und deren quantitative Auswertung, wie sie beispielhaft in
Abb. 4.6 und 4.7 dargestellt sind, zeigen sowohl fiir die siRNA-Einzel- als auch fiir die
siRNA-Kombinationsbehandlungen eine starke Reduzierung der Proteinniveaus der entspre-
chenden Targets in EJ28-Zellen. Die Abnahme der Proteinmenge in den transfizierten BCa-
Zellen ist dabei in der Regel groBer als die entsprechende Reduktion auf mRNA-Ebene (vgl.
Abb. 4.5 und 4.7). Insbesondere werden auf Proteinebene fiir alle vier Targets in den Einzel-
behandlungen Hemmraten um 86 % bis 97 % erzielt (Abb. 4.7). Fiir die Kombinationsbe-
handlungen liegt die Targetproteinreduzierung zwischen 47 % und 90 %. Aquivalente Ergeb-

nisse werden nach entsprechenden siRNA-Behandlungen der Zelllinie J82 erzielt (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 4.6: Proteinniveaus der Targets nach siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen in EJ28-
Zellen. Reprisentative Ergebnisse von Western Blot-Analysen zum Proteinnachweis von BCL2 und XIAP (A)
sowie BCL-XL und Survivin (B) 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Als
Referenzprotein diente B-Aktin.
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4.2.3 Effekte auf die Zellproliferation

Um die Auswirkungen der siRNA-vermittelten Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP und
Survivin auf das Wachstumsverhalten der EJ28- und J82-BCa-Zelllinien zu analysieren,
wurden nach der Transfektion WST-1-Zellviabilititstests, Zellzahlbestimmungen sowie
Zellkoloniebildungstests (vgl. Kapitel 3.3.1 — 3.3.3) durchgefiihrt.
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Abb. 4.7: Relative Proteinniveaus von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin nach siRNA-Einzel- und
-Kombinationsbehandlungen in EJ28-Zellen. Relative Proteinniveaus der Targets 48 h nach Transfektion mit
siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Die densitometrisch bestimmten Werte fiir die Targetproteine
wurden auf das Referenzprotein 3-Aktin normiert und sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) dargestellt.

Die Ergebnisse der Zellviabilitdtsbestimmungen sind in Abb. 4.8 dargestellt. Wihrend die
Hemmung von BCL2 und XIAP die Viabilitdt der EJ28-Zellen nicht beeinflusst, fiihrt die
BCL-XL-Inhibition zu einer marginalen, nicht signifikanten Viabilititsreduktion. Eine signifi-
kante Verminderung der Zellviabilitidt von EJ28-Zellen um 29 % wird hingegen durch Trans-
fektion mit den gegen Survivin gerichteten siRNAs erzielt. Die Kombinationsbehandlungen
reduzieren die Viabilitdt der EJ28-Zellen sogar um bis zu 40 %. Die Viabilitit von J82-Zellen
wird — auBer durch B2-2 — durch alle targetspezifischen siRNA-Behandlungen reduziert, am
starksten durch die simultane Inhibition aller vier Zielgene um 36 % (fiir M-8) bis 45 % (fiir
M4-1, Abb. 4.8).

Die Anderung der Zellzahl, einem weiteren MaB der Zellproliferation, wird in Abb. 4.9
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass durch Transfektion von EJ28- und J82-Zellen mit den gegen
Survivin gerichteten siRNAs S-1 und S-2 sowie durch die kombinierte Ausschaltung aller vier
Zielgene in beiden BCa-Zelllinien eine Zellzahlabnahme um bis zu 52 % bezogen auf die

ns-si-Kontrolle erzielt werden kann (Abb. 4.9).
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Abb. 4.8: Effekte der siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen auf die Viabilitit von EJ28- und
J82-Zellen. Relative Viabilitdt 96 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM.
Dargestellt sind die Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit
den 95 %-Konfidenzintervallen. Signifikante Unterschiede der targetspezifischen siRNA-Behandlung gegeniiber
der Kontrolle wurden mit Hilfe des Student’schen t-Tests bestimmt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).
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Abb. 4.9: Effekte der siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen auf die Zellzahl von EJ28- und J82-
Zellen. Relative Zellzahl 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Die Werte
sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit den aus Doppel- bis Vierfachbestimmungen berechneten
mittleren Abweichungen dargestellt.
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Die Inhibition von Survivin reduziert zudem in EJ28-Zellen die Koloniebildung, ein Mal3
fiir die Langzeitproliferationsféhigkeit der Zellen, um 86 % (fiir S-1) bzw. 80 % (fiir S-2, Abb.
4.10). Wihrend alle weiteren siRNA-Monotherapien die Langzeitproliferationsfahigkeit dieser
BCa-Zellen nicht beschrinken, verringert die kombinierte Hemmung aller vier Apoptose-

inhibitoren die relative Koloniezahl um maximal 43 % (fiir M4-2).
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4.2.4 Effekte auf Apoptoserate und Zellzyklus

Um festzustellen, ob die BCa-Wachstumshemmung infolge der einzelnen bzw. simultanen
Inhibition der Zielgene auf eine Apoptoseinduktion zuriickzufiihren ist und ob Alterationen im
Zellzyklus hervorgerufen werden, erfolgten die Bestimmungen von Apoptoseraten (vgl.
Kapitel 3.3.4) sowie Zellzyklusverteilungen (vgl. Kapitel 3.3.5).

Entsprechend der in Abb. 4.11 A dargestellten Apoptoseraten ist zu erkennen, dass die
siRNA-vermittelte Hemmung von Survivin sowie die simultane Inhibition aller vier Zielgene
eine 1,9 bis 2,5fach erhohte Apoptoserate in EJ28-Zellen hervorruft. Beispielsweise steigert
sich die Gesamtapoptoserate von 10 % in der Kontrollbehandlung auf 25 % nach Behandlung
mit der siRNA S-1. In J82-Zellen fiihrt die Transfektion mit siRNAs gegen ein bzw. mehrere
Targets nur zu einer marginalen Erhdhung der Apoptoserate um durchschnittlich das 1,4fache
(Abb. 4.11 B).
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Deutliche Verdanderungen in der Zellzyklusverteilung, d.h. ein G2-/M-Arrest, die Entste-
hung polyploider Zellen sowie die Reduktion des Anteils von Zellen in der G0-/G1-Phase,
treten nach Inhibition von Survivin auf (Abb. 4.12). Beispielsweise steigt der Anteil poly-
ploider Zellen in den EJ28-Proben von 1 % fiir die ns-si-Kontrolle auf 10-13 % und in J82-
Proben von 2 % auf bis zu 11 % an. Die Anzahl an Zellen in der G2/M-Phase erhoht sich rela-
tiv zur ns-si-Kontrolle um 15-61 %. In geringerem Mafe werden fiir beide Zelllinien diese
Effekte auch in den Kombinationsbehandlungen beobachtet. Hier verdoppelt sich die Anzahl
polyploider Zellen im Vergleich zur Kontrolle, die Anzahl an Zellen in der G2/M-Phase steigt
relativ zur ns-si-Kontrolle um maximal 24 %. Die Einzelinhibition von BCL2, BCL-XL oder
XIAP bewirkt in den untersuchten BCa-Zellen keine nennenswerten Zellzyklusalterationen

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.12: Zellzyklusverteilungen in EJ28- und J82-Zellen nach siRNA-Einzel- und -Kombinations-
behandlungen. Dargestellt sind die Zellzyklusverteilungen aus einer reprisentativen Messreihe 48 h nach
Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM.

4.2.5 Einfluss der siRNA-Behandlung auf eine nachgeschaltete
Chemotherapie

Zur Klarung der Fragestellung, ob die Hemmung der vier Apoptoseinhibitoren die Wirksam-
keit von Chemotherapeutika in vitro erhohen kann, wurden BCa-Zellen, die eine mit einer
siRNA-Vorbehandlung kombinierte CT erhalten haben (vgl. Kapitel 3.2.2.3), hinsichtlich
Wachstumsverhalten (z.B. Zellviabilitit und Zellzahl [vgl. Kapitel 3.3.1 und 3.3.2]) sowie
Apoptoseinduktion (vgl. Kapitel 3.3.4) charakterisiert.

Entsprechend der jeweils letzten Saulengruppe in den Abb. 4.13 und 4.14 fiihrt bereits die
alleinige Behandlung mit Chemotherapeutika zu einer deutlichen Reduktion der Zellviabilitét
(mit CDDP bei EJ28-Zellen um 74 % und bei J82-Zellen um 59 %). Die Vorbehandlung der
BCa-Zellen mit dem ns-si-Kontrollkonstrukt beeinflusst die Wirksamkeit der Chemotherapeu-
tika nicht und ruft eine vergleichbare Zellviabilititsinhibition wie die alleinige CT hervor (mit
CDDP bei EJ28-Zellen um 71 % und bei J82-Zellen um 61 %).

Zur Bewertung eines spezifischen Verstarkungseffekts wurden die siRNA+CT-Behand-
lungen mit der jeweiligen ns-si+CT-Kontrolle verglichen. Wahrend die Inhibition von BCL2
oder XIAP bei beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die Effektivitdt der nachgeschalteten CT
hat (Daten nicht gezeigt), rufen Vorbehandlungen mit siRNAs gegen BCL-XL, Survivin oder
BCL2+BCL-XL+XIAP+Survivin in 26 von 28 Proben eine signifikant stirkere Reduktion der
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Abb. 4.13: Viabilitit von EJ28-Zellen nach kombinierter siRNA+Chemotherapie-Behandlung 96 h nach
Transfektion. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbehandelt und 20 h nach
Transfektion mit 2,1 pug/ml Cisplatin (CDDP) bzw. 0,9 ug/ml Mitomycin C (MMC) inkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle bzw. fiir CDDP- und MMC-
Einzelbehandlungen relativ zu unbehandelten Zellen (100 %) zusammen mit den 95 %-Konfidenzintervallen.

Signifikante Unterschiede der siRNA+CT-Behandlung gegeniiber der Kontrolle ns-si+CT wurden mit Hilfe des
Student’schen t-Tests bestimmt (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Abkiirzungen: CT — Chemotherapie
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Abb. 4.14: Viabilitiit von J82-Zellen nach kombinierter siRNA+Chemotherapie-Behandlung 96 h nach
Transfektion. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbehandelt und 20 h nach
Transfektion mit 1,2 pg/ml Cisplatin (CDDP) bzw. 1,0 pg/ml Mitomycin C (MMC) inkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle bzw. fir CDDP- und MMC-
Einzelbehandlungen relativ zu unbehandelten Zellen (100 %) zusammen mit den 95 %-Konfidenzintervallen.
Signifikante Unterschiede der siRNA-+CT-Behandlung gegeniiber der Kontrolle ns-si+CT wurden mit Hilfe des
Student’schen t-Tests bestimmt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001). Abkiirzungen: CT — Chemotherapie
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BCa-Zellviabilitdt hervor als die jeweilige ns-si+CT-Kontrolle (Abb. 4.13, 4.14). Beispiels-
weise kann in EJ28-Zellen die Viabilitidt durch BX-1 bzw. BX-2 in Kombination mit MMC
(um 77 % bzw. 75 % jeweils bezogen auf die ns-si-Kontrolle) signifikant starker als durch die
ns-sitMMC-Behandlung (um 61 %) gehemmt werden. In J82-Zellen unterscheidet sich die
Viabilitdtsreduktion durch S-1 bzw. S-2 in Kombination mit CDDP (um 70 % bzw. 72 %)
signifikant vom Effekt der ns-si+CDDP-Kontrolle (um 61 %). Die Kombinationsbehand-
lungen M4-1, M4-2 und M8 bewirken fiir beide Chemotherapeutika in EJ28- und J82-BCa-
Zellen in der Mehrheit der Proben eine stirkere Reduktion der Zellviabilitit als die untersuch-
ten Monotarget-siRNA+Chemotherapie-Behandlungen (Viabilititsabnahme um bis zu 89 %
fiir M4-2+CDDP und M8+CDDP in EJ28-Zellen; Abb. 4.13, 4.14).

Die weiterfithrende Charakterisierung der zelluldren Effekte der Kombinationsbehandlun-
gen aus targetspezifischen siRNAs plus CT erfolgte 48 und 72 h nach siRNA-Behandlung.
Bereits 48 h nach Transfektion ist die Zahl der EJ28-Zellen durch die siRNA+CDDP-Be-
handlungen um bis zu 58 % (fiir BX-1) bezogen auf die ns-si+CDDP-Kontrolle reduziert
(Abb. 4.15 A). Im Vergleich dazu hatte die alleinige siRNA-Behandlung mit BX-1 nur eine
Zellzahlabnahme um 21 % relativ zur ns-si-Kontrolle ergeben (vgl. Abb. 4.9). Vierundzwan-
zig Stunden spédter wird bei kombinierter siRNA+CDDP-Behandlung eine weitere Reduktion
der Zellzahl festgestellt, insgesamt um bis zu 75 % (fiir M8, Abb. 4.15 A). Fiir MMC werden
die gleichen Tendenzen beobachtet (Abb. 4.15 B): eine deutliche Reduktion der Zellzahl in
Kombination mit gegen BCL-XL, Survivin und BCL2+BCL-XL+XIAP+Survivin gerichteten
siRNAs. Fiir die eingesetzte MMC-Konzentration sind die erzielten Effekte im Allgemeinen

etwas schwicher im Vergleich zu CDDP.
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Abb. 4.15: Wachstumsinhibitorische Effekte nach kombinierter siRNA+Chemotherapie-Behandlung in
EJ28-Zellen. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbehandelt und 20 h nach
Transfektion mit A) 2,1 pg/ml Cisplatin fiir 24 h bzw. mit B) 0,9 pg/ml Mitomycin C fiir 2 h inkubiert. Die Werte
sind relativ zur ns-si+CT-Kontrolle (100 %) dargestellt. Abkiirzungen: CT — Chemotherapie
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Die Gesamtapoptoserate steigt 72 h nach siRNA-Transfektion in EJ28-Zellen von 36 %
(ns-si+CDDP) bzw. 25 % (ns-si+tMMC) auf bis zu 73 % (M4-2+CDDP) bzw. 68 % (M4-1+
MMC, Abb. 4.16). Der Anteil nekrotischer Zellen verbleibt auf dem Niveau der Kontrollen.
Vergleichbare Ergebnisse wurden mit der BCa-Zelllinie J82 erzielt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.16: Apoptoserate nach kombinierter siRNA+Chemotherapie-Behandlung in EJ28-Zellen. Die Zellen
wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbehandelt und 20 h nach Transfektion mit A)
2,1 pg/ml Cisplatin (CDDP) fiir 24h bzw. mit B) 0,9 pg/ml Mitomycin C (MMC) fir 2h inkubiert.
Abkiirzungen: CT — Chemotherapie

4.2.6 Effekte der simultanen Inhibition von BCL-XL und Survivin

Die Inhibition von Survivin in den untersuchten BCa-Zelllinien stellt die effektivste Therapie-
option der analysierten siRNA-Einzelbehandlungen dar (vgl. Kapitel 4.2.3 und 4.2.4). Gleich-
zeitig verstirkt speziell die Hemmung von BCL-XL die antiproliferativen Effekte einer nach-
geschalteten Chemotherapie (vgl. Kapitel 4.2.5). Aus diesen Griinden wurden zusétzliche Un-
tersuchungen zur Wirkung einer kombinierten Inhibition von BCL-XL und Survivin im Ver-
gleich zu den bereits etablierten siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen durchge-
fiihrt. Da in den M4-Kombinationen bereits die siRNAs BX-1 und S-1 (in M4-1) sowie BX-2
und S-2 (in M4-2) zusammen enthalten sind, wurden fiir die folgenden Analysen die Kombi-
nationen BX-2 + S-1 (M2-A) und BX-1 + S-2 (M2-B) — je 20 nM pro siRNA — gewdhlt. Ins-
besondere erfolgten nach Bestimmungen der relativen Target-mRNA- und -Proteinniveaus
Charakterisierungen zum Wachstums- und Apoptoseverhalten von BCa-Zellen, die eine allei-
nige siRNA-Behandlung sowie eine kombinierte siRNA+CT-Behandlung erhalten haben.
Quantitative PCR-Analysen zeigen, dass durch die siRNA-Kombinationsbehandlungen
M2-A und M2-B die BCL-XL- bzw. Survivin-mRNA-Niveaus um maximal 64 % bzw. 81 %
reduziert werden konnen (Abb. 4.17 A). Im Vergleich dazu erzielten die entsprechenden tar-
getspezifischen Einzelbehandlungen mit BX-1/BX-2 bzw. S-1/S-2 nur geringfiigig grofere

maximale Anderungen der relativen Targettranskriptzahlen um 72 % bzw. 85 % (vgl. Abb.
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4.5). Western Blot-Analysen (Abb. 4.17 B) belegen eine durch den Einsatz der Konstrukt-
kombinationen M2-A und M2-B verringerte BCL-XL- und Survivin-Proteinmenge in EJ28-
BCa-Zellen.

>
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Abb. 4.17: Relative BCL-XL- und Survivin-mRNA- und -Proteinniveaus in EJ28- und J82-Zellen. Relative
Transkriptzahlen (A) und repréasentative Ergebnisse von Western Blot-Analysen der Zelllinie EJ28 (B) 48 h nach
Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Die Transkriptzahlen wurden auf 7BP normiert
und sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit den aus Doppelbestimmungen berechneten mittleren
Abweichungen dargestellt. Als Referenzprotein bei den Western Blot-Analysen diente 3-Aktin.

Beziiglich der Zellzahl (Daten nicht grafisch dargestellt) ist durch die simultane Inhibition
von BCL-XL und Survivin eine Reduktion auf das Niveau der Survivin-Einzelausschal-
tungen sowie der kombinierten Ausschaltung aller vier Gene zu verzeichnen. Dabei wird fiir
EJ28 eine Zellzahlminderung um (46 +5) % (M2-A) bzw. (48 £11) % (M2-B) und fiir J82
um (38 £ 8) % bzw. (54 + 3) % beobachtet (vgl. Abb. 4.9). Beziiglich der Viabilitit von EJ28-
Zellen kommt es infolge der BCL-XL+Survivin-Hemmung zu einer Abnahme um bis zu 48 %
(M2-B) (Abb. 4.19 C), die somit stirker ist als fiir die getesteten siRNA-Einzel- und
-Kombinationsbehandlungen (vgl. Abb. 4.8: max. 40 % Viabilitdtsreduktion durch M-8).

Mit einer Verringerung der EJ28-Koloniebildungsfihigkeit um (38 £9) % (M2-A) und
(65 +6) % (M2-B) resultiert die Langzeitproliferationsinderung in den M2-Behandlungen
zwischen den Effekten der Survivin-Einzelhemmung und denen der kombinierten Ausschal-
tung aller vier Zielgene (vgl. Abb. 4.10). Entsprechend Abb. 4.18 A liegt die Apoptose-
induktion in den BCL-XL+Survivin-Kombinationsbehandlungen mit 28-31 % in EJ28 etwas
iiber und mit 14-16 % in J82 auf dem Niveau der M4- und MS8-Kombinationen (vgl.
Abb. 4.11). Der Anteil polyploider Zellen in den M2-Behandlungen liegt mit 5-8 % unter dem
Level der Survivin-Einzelinhibition, aber liber dem der kombinierten Ausschaltung aller vier
Apoptoseinhibitoren (vgl. Abb. 4.18 B mit Abb. 4.12).
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Abb. 4.18: Apoptoseraten und Zellzyklusverteilungen nach kombinierter BCL-XL- und Survivin-Inhibition
in EJ28- und J82-Zellen. Dargestellt sind die Apoptoseraten einer repriasentativen Messreihe unterteilt in frithe
(Annexin V-FITC+, PI-) und spite (Annexin V-FITC+, PI+) Apoptosephase (A) sowie die Zellzyklusvertei-
lungen 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM (B).

Die stirkste chemosensitivierende Wirkung auf EJ28-Zellen wird durch gleichzeitige
Ausschaltung von BCL-XL und Survivin erzielt. Entsprechend Abb. 4.19 A nimmt fiir EJ28-
Zellen die Gesamtapoptoserate 72 h nach Transfektion von 36 % bzw. 25 % in den ns-si+CT-
Kontrollen bis auf 94 % bzw. 84 % in den M2-B+CT-Behandlungen zu. Infolge dieser
deutlichen Apoptoseinduktion werden auch Zellzahl und Viabilitét stidrker reduziert als in den
zuvor untersuchten siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen. Wéhrend durch die
simultane Inhibition von BCL-XL und Survivin in Kombination mit CT die Zellzahl um bis zu
86 % (M2-B+CDDP) gesenkt wird (Abb. 4.19 B), lag die maximale Reduktion zuvor bei 75 %
(M8+CDDP) (vgl. Abb. 4.15). Die Viabilitdtsabnahme verstirkte sich von 89 % (M8+CDDP,
Abb. 4.13) auf bis zu 94 % (M2-B+CDDP, Abb. 4.19 C).

4.2.7 Analyse transkriptomweiter Genexpressionsinderungen in
EJ28-Zellen

Transkriptomweite Genexpressionsdnderungen infolge der einzelnen und kombinierten Hem-
mung der Apoptoseinhibitoren BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin wurden unter Nutzung der
Microarray-Technologie in zwei unabhingigen Experimenten 48 h nach Transfektion in EJ28-
Zellen untersucht (vgl. Kapitel 3.4.2). Um spezifische Einfliisse zu erkennen und damit von
Effekten abzutrennen, die von der Transfektion an sich herriihren, erfolgten zunichst
paarweise Vergleiche der Genexpressionsdaten nach Behandlung mit targetspezifischen
siRNAs und der ns-si-Kontrolle (B2-1 vs. ns-si, etc.). Demzufolge verdndern die Einzel-
behandlungen mit den zielgenspezifischen siRNAs die Expression von 52 - 645 der 28 869 auf
dem Array enthaltenen humanen Transkripte um einen Faktor >1,7 (Abb. 4.20). Jedoch ist die

55



A B

= 120 — 140

= CDDP [48h m72h MMC Q 1 CDDP m48h m72h  MMC
2 100 - 120

g N

= N

B =

n %]

$ -7

120
100 -
80 A

skokck

sdekk skskok kokck koskk

60 -
0 |-y -
o ﬁ% ﬂwﬁ@ -7

=
s
N
Ho'
'S
=
=
<
=3
>
%)
>
=
[
=
D
&

> O » O DR W
;s Q . Q ) Q
IS IS FOS
RPN X X
SN

S ¢ ol ot QD D

Abb. 4.19: Zellulire Effekte der simultanen Inhibition von BCL-XL und Survivin in Kombination mit
Chemotherapie auf EJ28-Zellen. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbe-
handelt und 20 h nach Transfektion mit 2,1 pg/ml Cisplatin (CDDP) fiir 24 h bzw. 0,9 pg/ml Mitomycin C
(MMC) fiir 2 h inkubiert. Dargestellt sind Gesamtapoptoserate (A), Zellzahl relativ zur ns-si+CT-Kontrolle (B),
und Zellviabilitét relativ zur ns-si-Kontrolle (C, Mittelwerte von Vierfachbestimmungen zusammen mit 95 %-
Konfidenzintervallen; signifikante Unterschiede der siRNA+CT-Behandlung gegeniiber der Kontrolle ns-si+CT
wurden mit Hilfe des Student’schen t-Tests bestimmt [* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001]). Abkiirzungen:
CT — Chemotherapie

Anzahl der Transkripte, die von beiden gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs reguliert
werden (9 - 143) sowie die Zahl derer, die in beiden unabhidngigen Experimenten durch ein
siRNA-Konstrukt beeinflusst werden (3 - 41), deutlich geringer. In beiden Experimenten und
von beiden gegen dasselbe Target gerichteten siRNAs werden je nach Zielgen ein bis sechs
Transkripte moduliert, deren Funktion sowie n-fache Expressionsédnderung infolge der siRNA-
Transfektion in Tab. 4.2 angegeben sind.

Analog zu der mittels qPCR detektierten deutlichen Reduktion der mRNA-Niveaus von
BCL-XL und Survivin infolge der Behandlung mit den jeweiligen targetspezifischen siRNA-
Konstrukten (vgl. Abb. 4.5) zeigt sich auch in den Microarray-Analysen eine starke Abnahme
dieser Transkriptlevel (Tab.4.2). Wie bereits fiir die Einzelbehandlungen erkennbar
(Tab. 4.2), sind in den drei Kombinationsbehandlungen M4-1, M4-2 und MS8 in beiden
Experimenten die Gene HISTI/H2BK und STC1 hochreguliert (Abb. 4.21).
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BCL2 BCL-XL

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2

B2-1
Vs. ns-si

74

XIAP Survivin

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2

Abb. 4.20: Venn-Diagramme zur Darstellung der Anzahl differenziell exprimierter Gene nach siRNA-

Einzelbehandlung in EJ28-Zellen. Ergebnis der Microarray-Analysen 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer
Konzentration von 40 nM.
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Tab. 4.2: Expressionsinderung der Gene, die in EJ28-Zellen von zwei gegen dasselbe Target gerichteten
siRNAs in zwei unabhingigen Experimenten im Vergleich zur ns-si-Kontrolle um einen Faktor >1,7
verindert wurden. Ergebnis der Microarray-Analysen 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer Konzentration
von 40 nM. Positive Werte symbolisieren eine Hoch-, negative eine Herunterregulation des Gens.

n-fache Expressionsinderung
Gensymbol Funktion
El E2 El E2

BCL2 B2-1 B2-2 B2-1 B2-1

HISTIH2BK +2,4 +2,5 +2,2 +2,3 Bestandteil der Nukleosomen '

MLLTI1 +1,8 +2,2 +2,1 +3,0 Unbekannt

PAPSS2 - 1,7 -2,1 -23 -2,6 3’-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat-
(PAPS)-Synthese

SEMA3A +1,8 +2,0 +2,1 +2,3 Regulation des Axonwachstum,
Angiogeneseinhibitor

STCI +2,5 +2,8 +1,7 +2,4 Calcium- und Phosphat-Homdostase

BCL-XL BX-1 BX-2 BX-1 BX-1

BCL-XL -2,7 -3,8 -2,4 -3,5 Apoptoseregulation

HISTIH2BK +3.4 +3,6 +3,0 +2,6 Bestandteil der Nukleosomen '

MLLTI] +1,7 +1,8 +1,7 +1,8 Unbekannt

XIAP X-1 X-2 X-1 X-1

HISTIH2BK +1,8 +1,8 +3,8 +4,6 Bestandteil der Nukleosomen '

Survivin S-1 S-2 S-1 S-1

HISTIH2BK +2,5 +2,4 +2,6 +2,6 Bestandteil der Nukleosomen '

IL6 +2,1 +2.5 +1,9 +2,3 Regulation der Immunreaktion

SEMA3A +1,8 +2,0 +1,7 +1,7 Regulation des Axonwachstum,
Angiogeneseinhibitor

STCI +2,1 +1,8 +2,0 +2,1 Calcium- und Phosphat-Homdostase

Survivin -22 -24 -2,0 -34 Apoptose- und Mitoseregulation

TFBIM +1,7 +1,7 +2,0 +1,8 Dimethyltransferase, mitochondrialer
Transkriptionsfaktor

! Regulation von Transkription, DNA-Reparatur, etc.; Abkiirzungen: E1, E2 — Experiment 1 bzw. 2

Insbesondere das Konstrukt B2-1 induziert IL6, IL8 sowie TLR6, drei Gene, die mit der
Antwort einer Zelle auf Stress assoziiert sind (Tab. 4.3). Auch in den Kombinationsbehand-
lungen M4-1 und M8, in welchen die siRNA B2-1 enthalten ist, konnte eine Aktivierung die-
ser Gene festgestellt werden.

Die Microarray-Analysen zeigen, dass die Inhibition eines einzelnen Zielgens (z.B.
Survivin) 48 h nach Transfektion keine Expressionsdnderungen der anderen drei Apoptose-
inhibitoren (im Beispiel: BCL2, BCL-XL, XIAP) bewirkt. Weiterhin konnte sowohl in den
siRNA-Einzel- als auch in den Kombinationsbehandlungen keine transkriptionelle Beeinflus-
sung weiterer Mitglieder der IAP- (NAIP, cIAP1, cIAP2, BRUCE, LIVIN, ILP2) bzw. BCL2-
(u.a. BCL2L2, BCL2A41, BAX, BAD, BID, BOK, MCLI, BIK) -Familien festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).
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EREG 1
HAVCRI |
HISTIH2BK 1
IL8 1
STCI 1

Vs. ns-si

E1&E2: 16

HISTIH2BK 1
PAPSS2 |
STCI 1

MS vs. ns-si

E1&E2: 11

M4-2
Vs. ns-si

E1&E2: 10

HISTIH2BK 1
STCI 1
Survivin |
TNFRSF21 1

Abb. 4.21: Venn-Diagramm zur Darstellung der Anzahl differenziell exprimierter Gene nach siRNA-
Kombinationsbehandlung in EJ28-Zellen. Ergebnis der Microarray-Analysen 48 h nach Transfektion mit
siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Abkiirzungen: E1 — Experiment 1; E2 — Experiment 2

Tab. 4.3: Expression der stressassoziierten Gene IL6, IL8 und TLR6 in EJ28-Zellen 48 h nach Transfektion
mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. Angegeben sind die n-fachen Expressionsédnderungen
infolge der siRNA-Einzel- oder -Kombinationsbehandlungen im Vergleich zur ns-si-Kontrolle. Verdnderungen
um einen Faktor >1,7 sind fettgedruckt. Positive Werte symbolisieren eine Hoch-, negative eine Herunter-

regulation des

Gens.

n-fache Expressionsinderung

Behandlung IL6 IL8 TLR6
E1l E2 E1l E2 E1l E2

B2-1 +2,2 +2,7 +2,2 +2,2 +1,9 +1,7
B2-2 -14 -12 +1,2 +1,1 +1,5 +1,4
BX-1 +1,4 +1,2 +1,6 +1,3 +14 - 1,1
BX-2 - 13 1,0 +1,2 - 1,1 +1,3 - 1,3
X-1 1,0 - 1,2 +1,1 1,0 +1,3 - 1,1
X-2 +1,2 +1,3 +1,1 1,0 +1,3 - 1,1
S-1 +2,1 +2,5 +1,2 +14 +1,7 1,0
S-2 +1,9 +23 +1,2 +1,8 +1,6 1,0
M4-1 +1,6 +2,6 +1,8 +1,9 +1,7 +1,2
M4-2 +1,2 +1,2 +1,3 +1,5 +1,5 1,0
M8 +1,4 +1,7 +1,8 +2,0 +14 1,0

Abkiirzungen: E1, E2 — Experiment 1 bzw. 2
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4.2.8 Zielgenexpression und Effekte der siRNA-Behandlung in
Cisplatin-resistenten Harnblasenkarzinomzelllinien

Da die Ausbildung von Chemotherapieresistenzen mit einer erhohten Expression von
apoptoseinhibierenden Genen verbunden sein kann, wurden CDDP-resistente BCa-Zelllinien
hinsichtlich der Expression von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin charakterisiert. Die nach
langfristiger Kultur in CDDP-haltigem Medium erhaltenen Zelllinien EJ28“°°" und 182°°PF
(vgl. Kapitel 3.2.1) wiesen jedoch keine signifikanten Anderungen der mRNA-Niveaus der
vier Zielgene verglichen mit den Stammzelllinien auf (Daten nicht gezeigt). Beide Zelllinien
waren auch weiterhin einer Therapie mit siRNAs gegen BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin
zuginglich. So wurde die Viabilitit der Zellen durch die siRNA-Behandlung um bis zu 43 %
(M2-B) reduziert (Abb. 4.22). Entsprechende Analysen an nicht-CDDP-resistenten EJ28-
Zellen ergaben vergleichbare Viabilitdtsabnahmen um bis zu 48 % (M2-B, vgl. Abb. 4.19 C).
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Abb. 4.22: Relative Viabilitiit von Cisplatin-resistenten EJ28- und J82-Zellen 96 h nach siRNA-Trans-
fektion. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM behandelt. Dargestellt sind die
Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit den 95 %-Konfidenz-
intervallen. Signifikante Unterschiede der targetspezifischen siRNA-Behandlung gegeniiber der Kontrolle
wurden mit Hilfe des Student’schen t-Tests bestimmt (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001). Abkiirzungen:
n.b. — nicht bestimmt
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4.3 Effekte der siRNA-Behandlung in nichtmalignen
Fibroblasten

Fiir eine weiterfilhrende Charakterisierung der siRNA-Wirksamkeit im Tiermodell sowie fiir
eine potenzielle klinische Anwendung ist es unabdingbar, die siRNA-vermittelten Effekte auf
nichtmaligne Zellen zu untersuchen. Da gesunde Urothelzellen nicht als Zelllinie verfiigbar
waren, wurde hierfiir auf eine Primérkultur humaner Vorhaut-Fibroblasten zuriickgegriffen.
Einhergehend mit der Expression der Zielgene BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in den
verwendeten Fibroblasten, welche auBer fiir X/4P deutlich geringer war als in den BCa-Zellli-
nien (vgl. Abb. 4.1), bewirkt die Transfektion mit den targetspezifischen siRNAs eine Reduk-
tion der entsprechenden mRNA-Niveaus (Abb. 4.23). Der Grad der relativen Expressions-

hemmung ist dabei mit dem in den untersuchten BCa-Zelllinien vergleichbar (vgl. Abb. 4.5).
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Abb. 4.23: Relative Target-mRNA-Niveaus in nichtmalignen Fibroblasten. Relative Transkriptzahlen der
Targets BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin 48 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von
40 nM. Die Transkriptzahlen wurden auf 7BP normiert und sind relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen
mit den aus Doppelbestimmungen berechneten mittleren Abweichungen dargestellt.

Wie aus den Abbildungen 4.24 und 4.25 abgeleitet werden kann, hat die siRNA-vermit-
telte Reduktion von BCL2, BCL-XL bzw. XIAP keinen Einfluss auf das Wachstum der Fibro-
blasten. Hingegen bewirkt die Inhibition von Survivin in den Einzel- und Kombinationsbe-
handlungen dhnliche antiproliferative Effekte wie in den untersuchten BCa-Zelllinien. So re-

sultiert in den Fibroblasten eine um bis zu 30 % verringerte Viabilitit, eine um durchschnitt-
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lich 30 % reduzierte Zellzahl und eine Apoptoseinduktion um das 1,2 bis 1,8fache (Abb. 4.24,
4.25 A, B). Der Anteil an Zellen in der G2/M-Phase steigt um bis zu 39 % (von 15 % in der
Kontrolle auf 21 % in S-2-behandelten Zellen), der Anteil polyploider Fibroblastenzellen von
1 % in der ns-si-Kontrolle auf maximal 3 % nach Behandlung mit S-2 (Abb. 4.25 C).
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Abb. 4.24: Effekte der siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen auf die Viabilitit von nicht-
malignen Fibroblasten. Relative Viabilitdt 96 h nach Transfektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von
40 nM. Dargestellt sind Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle zusammen mit den
95 %-Konfidenzintervallen. Signifikante Unterschiede der targetspezifischen siRNA-Behandlung gegeniiber der
Kontrolle wurden mit Hilfe des Student’schen t-Tests bestimmt (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).

4.4 Effekte einer langfristigen Inhibition von BCL2,
BCL-XL und XIAP in EJ28-Zellen

Eine geeignete Moglichkeit, die Effekte einer langfristigen Zielgeninhibition zu analysieren,
ist die Nutzung von Vektoren, welche eine dauerhafte Ul-Promotor-vermittelte Transkription
von targetspezifischen shRNAs ermdglichen. Diese werden in der Zelle von DICER1 zu
siRNAs prozessiert und wirken anschlieBend iiber den Mechanismus der RNAI.

Zundchst wurde aus den jeweils vier pro SureSilencing shRNA Plasmids-Kit enthaltenen
genspezifischen shRNAs iiber eine transiente Transfektion die hinsichtlich der Target-Expres-
sionsreduzierung effizienteste shRNA-Sequenz ausgewihlt. Die daraus resultierenden drei
shRNAs (je eine gegen BCL2, BCL-XL und XIAP) sowie eine Kontroll-shRNA ohne Homolo-
gie zu humanen Genen wurden anschlieBend stabil in EJ28-Zellen transfiziert (vgl. Kapitel
3.2.3). Anschlieend erfolgte die Charakterisierung der mRNA-Niveaus der Targets in den
stabil transfizierten Zellen direkt nach der Selektion der Zellklone sowie nach Kultivierung

iiber neun Passagen.
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Abb. 4.25: Zellulire Effekte der einzelnen und kombinierten siRNA-vermittelten Inhibition von BCL2,
BCL-XL, XIAP und Survivin in nichtmalignen Fibroblastenzellen. Die Analysen erfolgten 48 h nach Trans-
fektion mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM. (A) Zellzahl relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) mit
mittlerer Abweichung (Doppelbestimmung), (B) Apoptoserate, unterteilt in frithe (Annexin V-FITC+, PI-) und
spéte (Annexin V-FITC+, PI+) Apoptosephase, (C) Zellzyklusverteilung.
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Wie Tab. 4.4 zeigt, wurden die Expressionsniveaus der drei Zielgene, bezogen auf die
EJ28-K-Kontrollzelllinie (stabil mit Kontroll-shRNA-Vektor transfiziert), langfristig um
43-52 % reduziert. EJ28-K-Zellen wiesen dabei vergleichbare Targettranskriptniveaus wie die
Ausgangszelllinie EJ28 auf. Die dauerhafte Inhibition eines Zielgens (z.B. BCL2) beeinflusste
die Expression von Survivin und den anderen beiden Targets (im Beispiel BCL-XL und XIAP)
nicht (Daten nicht gezeigt).

Tab. 4.4 Relative Targetexpression nach shRNA-vermittelter Inhibition von BCL2, BCL-XL und XIAP in
EJ28-Zellen. Die Targettranskriptzahlen wurden direkt nach der Selektion der stabil transfizierten Klone sowie
nach Kultivierung iiber 9 Passagen als Doppelbestimmung mittels gPCR gemessen. Die Werte sind auf das
Referenzgen TBP normiert und relativ zur Kontrollzelllinie EJ28-K (100 %) dargestellt.

Relatives BCL2-
Transkriptniveau in EJ28-B2

Relatives BCL-XL-
Transkriptniveau in EJ28-BX

Relatives XIAP-
Transkriptniveau in EJ28-X

Nach 9 Nach 9 Nach 9
Direkt Direkt Direkt
Passagen Passagen Passagen
48 % 48 % 62 % 57 % 39 % 51%

Das Proliferationsverhalten der generierten Zelllinien variiert stark. Charakterisierungen
der Wachstumsdichte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aussaat einer einheitlichen Zellzahl
ergaben ein vergleichbares Verhalten fiir EJ28-BX und EJ28-K, welches jedoch stirker als das
der Ausgangszelllinie EJ28 war (Abb. 4.26). Der EJ28-B2-Zellklon proliferierte in &hnlichem
Malle wie die urspriinglichen EJ28-Zellen, wihrend die Proliferationsfahigkeit des EJ28-X-
Zellklons deutlich erhoht war. Durchflusszytometrische Messungen (vgl. Kapitel 3.3.4 und
3.3.5) ergaben, dass die Zellzyklusverteilung in allen Proben vergleichbar und die Apoptose-
rate nur in den EJ28-BX-Zellen verdndert ist. In diesem Zellklon wurde eine um das 3,3fache
verstarkte Apoptoseinduktion, d.h. eine Erhdhung der Gesamtapoptoserate von 13 % in
EJ28-K auf 43 % in EJ28-BX (Abb. 4.27) beobachtet. Zusitzlich trat eine nekrotische
EJ28-BX-Zellfraktion auf (21 % der Zellen).
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Eine Behandlung der Zellklone mit Chemotherapie zeigte, dass, analog zur Inhibition mit
den siRNAs, die Ausschaltung von BCL2 und XIAP keinen Einfluss auf die Wirksamkeit von
CDDP und MMC hat (Daten nicht gezeigt). Hingegen fiihrte die stabile Inhibition von
BCL-XL zu einer deutlichen Chemosensitivierung. So waren 72 h nach CT-Behandlung 90 %
(EJ28-BX + CDDP) bzw. 93 % (EJ28-BX + MMC) der Zellen apoptotisch, verglichen mit
71 % bzw. 40 % in der EJ28-K-Kontrolle (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: Apoptoseraten von EJ28-Zellen und -Zellklonen ohne sowie mit Chemotherapiebehandlung.
EJ28-, EJ28-K- (stabil mit Kontroll-shRNA-Vektor transfiziert) und EJ28-BX-Zellen (stabil mit einem gegen
BCL-XL gerichteten shRNA-Vektor transfiziert) wurden mit 2,1 pg/ml Cisplatin (CDDP, fiir 24 h) bzw.
0,9 pg/ml Mitomycin C (MMC, fiir 2 h) behandelt und 72 h nach Behandlungsbeginn geerntet. Nach Zugabe von
Annexin V-FITC und Propidiumiodid (PI) erfolgte die FACS-Messung von je 2x10* Zellen. Die Annexin V-
FITC / PI-Plots zeigen die Verteilung der Fluoreszenzsignale und ermoéglichen die Unterscheidung von
frithapoptotischen (unterer rechter Quadrant: Annexin V-FITC+, PI-), spétapoptotischen (oberer rechter
Quadrant: Annexin V-FITC+, PI+), nekrotischen (oberer linker Quadrant: Annexin V-FITC—, PI+) und viablen
Zellen (unterer linker Quadrant: Annexin V-FITC—, PI-).

65



4.5 Studien im subkutanen EJ28-Xenotransplantat-
modell

Um die erfolgreichen Experimente an BCa-Zellkulturen (vgl. Kapitel 4.2) mit in vivo-Analysen
zu tiberpriifen, wurden Untersuchungen im subkutanen EJ28-Xenotransplantatmodell durchge-
filhrt. Vor der eigentlichen Analyse der Effekte einer kombinierten siRNA+Chemotherapie-
Behandlung im Tiermodell (Kapitel 4.5.3) erfolgte zunichst die Optimierung der jeweiligen
Einzelbehandlungen. Literaturangaben [Urban-Klein ef al., 2005] und eigene Vorarbeiten zur
peritumoralen Applikation unkomplexierter siRNAs im Rahmen dieser Arbeit (Daten nicht
gezeigt) belegen, dass die Aufnahmerate ,,nackter siRNA-Konstrukte in subkutane Tumor-
Xenotransplantate gering ist. Daher wurde die Eignung von Atelocollagen und in vivo-jetPEI
als siRNA-Carrier tiberpriift (Kapitel 4.5.1). Weiterhin erfolgten Untersuchungen zur Wirk-
samkeit zweier intravends applizierter Chemotherapeutika am EJ28-Xenotransplantatmodell
und die Optimierung der MMC-Behandlung hinsichtlich der zu injizierenden Konzentration
(Kapitel 4.5.2).

4.5.1 Auswabhl eines geeigneten siRNA-Carriers

Die Applikation der gegen Survivin gerichteten siRNA S-1 zusammen mit dem Carrier in vivo-
jetPEI bewirkte eine deutliche Reduktion des Tumorendvolumens um 43 % bezogen auf die
Puffer-Kontrollgruppe (Abb. 4.28). Ebenso verringerte sich das Tumorendgewicht von
(1320 +390) mg in der Puffergruppe auf (930 +300) mg in der in vivo-jetPEI-Gruppe. Im
Gegensatz dazu hatte die siRNA+Atelocollagen-Behandlung keinen Einfluss auf das Tumor-
wachstum (Abb. 4.28). Das Allgemeinbefinden der Tiere wurde durch die Behandlungen nicht
beeinflusst. Entsprechend dieser Ergebnisse erfolgte die Auswahl von in vivo-jetPEI als

siRNA-Carrier fur die weiteren Studien.

4.5.2 Optimierung der intravenosen Chemotherapiebehandlung

Basierend auf Literaturangaben [Pirollo et al., 2008; Xin et al., 2005] wurde zunéchst die
Wirkung einer dreimaligen intravendsen Gabe von GEM (60 mg/kg) und MMC (3 mg/kg) auf
das Wachstum subkutaner EJ28-Xenotransplantate untersucht (Abb. 4.29 A). Wihrend die

gewihlte Konzentration an GEM nur eine minimale Wachstumshemmung bewirkte, fiihrte die
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Abb. 4.28: Anderung des Tumorvolumens nach peritumoraler Applikation der gegen Survivin gerichteten
siRNA S-1 in Kombination mit Atelocollagen bzw. in vivo-jetPEIL. An den Tagen 14, 21 und 28 (Pfeile) nach
Inokulation von 2x10° EJ28-Zellen in NOD/SCID-Miuse erfolgte die Injektion von je 100 pul siRNA-
(2,75 nmol) oder HEPES/NaCl-Pufferlosung. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Messschieber be-
stimmten Tumorvolumina fiir die einzelnen Gruppen zusammen mit den 95 %-Konfidenzintervallen.

Behandlung mit 3 mg/kg MMC zu einer Reduktion des Tumorendvolumens um 87 %. Das
Allgemeinbefinden der Versuchstiere wurde nicht beeintrachtigt. Zur Auswahl einer MMC-
Dosis, welche das Tumorwachstum in moderaterem Malle beeinflusst und damit den Nach-
weis einer putativen siRNA-vermittelten Steigerung der CT-Wirkung ermdglicht, wurde eine
zweite Studie mit 0,75 bzw. 1,5 mg/kg MMC durchgefiihrt. Beide CT-Konzentrationen be-
wirkten eine vergleichbare Reduktion des Tumorendvolumens um ca. 36 % (Abb. 4.29 B).
Das Tumorendgewicht wurde von (980=+330)mg (PBS-Puffer) auf (800 + 300)mg
(0,75 mg/kg MMC) bzw. (800 £+ 260) mg (1,5 mg/kg MMC) reduziert.
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Abb. 4.29: Anderung des Tumorvolumens nach intravenéser Chemotherapie im subkutanen EJ28-
Xenotransplantatmodell. Die tumortragenden NOD/SCID-Méiuse wurden an den Tagen 15, 22 und 29 (Pfeile)
nach Inokulation von 5x10° (A) bzw. 2x10° EJ28-Zellen (B) mit den genannten Konzentrationen Gemcitabin
(GEM), Mitomycin C (MMC) bzw. Puffer (phosphatgepufferte Salzlosung) im Kontrollarm behandelt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte der mittels Messschieber bestimmten Tumorvolumina fiir die einzelnen Gruppen
zusammen mit den 95 %-Konfidenzintervallen.
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4.5.3 Effekte einer kombinierten siRNA- und Chemotherapie-
behandlung

Um die Effekte einer kombinierten siRNA+Chemotherapie-Behandlung zu analysieren, wur-
den aufgrund ihrer chemosensitivierenden Wirkung in vitro (vgl. Kapitel 4.2.5 und 4.2.6) die
siRNAs BX-1, S-2 sowie die Kombinationen M2-B und ,,BX-1 + S-2 (= M2-B) + B2-2 +
X-2% ausgewihlt. Entsprechend Abb. 4.30 fiihrt die kombinierte Applikation von BX-1 und
MMC zu einem verlangsamten Tumorwachstum im Vergleich zur Puffer- bzw. ns-si-
Kontrollgruppe. Insbesondere bewirkte die Inhibition von BCL-XL in Kombination mit dem
Chemotherapeutikum am Tag 35 nach Inokulation der EJ28-Zellen in die NOD/SCID-Méuse
eine Reduktion des Tumorendvolumens um 48 % verglichen mit der ns-si+MMC-Kontrolle
(Abb. 4.30). In die Auswertung konnten dabei 9 Tiere in der Puffer-Gruppe, 6 Méause in der
ns-sitMMC-Gruppe und 8 Tiere in der BX-1+MMC-Gruppe einbezogen werden. Infolge
erheblicher Belastungen der Versuchstiere, bedingt durch das Auftreten von Nekrosen am
Schwanz infolge der Chemotherapiebehandlung, war eine vorzeitige Euthanasie der Hélfte der
Tiere unabdingbar und daher nur eine teilweise Auswertung dieses Experimentes moglich.
Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen der signifikanten Reduktion des Tumorvolumens
durch eine gegen Survivin gerichtete siRNA (Abb. 4.28) sowie durch eine kombinierte
BX-1+MMC-Therapie (Abb. 4.30) wird die simultane Behandlung von BCa-Zellen mit
siRNAs gegen die Apoptoseinhibitoren Survivin und BCL-XL zusammen mit

Chemotherapeutika als besonders erfolgversprechend eingeschétzt.
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Abb. 4.30: Anderung des Tumorvolumens nach peritumoraler Applikation der gegen BCL-XL gerichteten
siRNA BX-1 in Kombination mit Mitomycin C. An den Tagen 14, 21 und 28 ( —) nach Inokulation von
2x10° EJ28-Zellen in NOD/SCID-Miuse erfolgte die Injektion von je 100 pl siRNA- (je 3 nmol, Carrier: in vivo-
jetPEI) oder HEPES/NaCl-Pufferlosung. Je 2 mg/kg Mitomycin C wurden an den Tagen 15, 22 und 29 ( ~»)
intravends appliziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittels Messschieber bestimmten Tumorvolumina fiir
die einzelnen Gruppen zusammen mit den 95 %-Konfidenzintervallen. Abkiirzung: n — Anzahl der Tiere
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S5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu liberpriifen, ob die siRNA-vermittelte Reduktion der
Apoptoseinhibitoren BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin eine geeignete Therapieoption zur
Behandlung des Harnblasenkarzinoms darstellen konnte. Dafiir erfolgte zunichst die Quantifi-
zierung der mRNA-Niveaus dieser Zielgene in drei BCa-Zelllinien sowie in nichtmalignen
Fibroblastenzellen. AnschlieBend wurden die molekularen und zelluliren Effekte einer
siRNA-vermittelten Hemmung dieser vier Apoptoseinhibitoren in den BCa-Zelllinien EJ28
und J82 sowie in den Fibroblastenzellen analysiert. Um eine moglichst starke antiproliferative
Wirkung zu erzielen, erfolgten — neben der Einzelinhibition der Zielgene — Experimente zur
simultanen Reduktion verschiedener Apoptoseinhibitoren. Da die Ausschaltung tumorassozi-
ierter Faktoren zu einer Chemosensitivierung von Tumorzellen fiihren kann, wurde untersucht,
ob die siRNA-induzierte Inhibition der vier ausgewihlten Zielgene in BCa-Zellen die Wirk-
samkeit einer nachgeschalteten Chemotherapie mit MMC oder CDDP beeinflusst. Zur Cha-
rakterisierung genomweiter Expressionsdnderungen nach siRNA-Transfektion erfolgten
Oligonukleotid-Microarray-Analysen. Unter Verwendung von shRNA-Vektoren wurden die
zelluldren Effekte nach langfristiger Reduktion von BCL2, BCL-XL und XIAP in EJ28-BCa-
Zellen analysiert. Zudem erfolgten nach Etablierung der peritumoralen siRNA-Applikation
und der intravendsen Chemotherapiebehandlung im subkutanen EJ28-Xenotransplantatmodell
erste Untersuchungen zur siRNA-vermittelten Inhibition von BCL-XL und Survivin in Kombi-

nation mit MMC in vivo.

5.1 Eignung von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin
als Antitumortargets

Die Fehlregulation des natiirlichen Zelltodes, der Apoptose, ist ein Schliisselfaktor der Tumor-
genese [Hanahan & Weinberg, 2011]. Von besonderer Bedeutung sind dabei die Mitglieder
der BCL2- und IAP-Familien, welche wichtige Funktionen in der Regulation der Apoptose-
signalwege innehaben [Tan et al., 2009]. BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin, die vier wich-
tigsten apoptoseinhibierenden Vertreter dieser beiden Familien, sind haufig in Tumoren {iber-
exprimiert, was zudem eine Ursache fiir die Ausbildung von Resistenzen gegen Chemo- und

Radiotherapien zu sein scheint [Hunter et al., 2007; Shangary & Johnson, 2003]. Daher stellen
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diese Zielgene interessante Kandidaten fiir eine molekularbasierte Tumortherapie dar. Die
Inhibition von BCL2, XIAP oder Survivin durch antisense-Oligonukleotide (Kapitel 5.4.5.3)
wird bereits an verschiedenen Tumorentititen in zahlreichen klinischen Studien untersucht
[zusammengefasst in Kunze ef al., 2010].

BCL2 und BCL-XL regulieren den intrinsischen Apoptosesignalweg. Sie beeinflussen die
Integritdt der duBeren Mitochondrienmembran und blockieren die Freisetzung von Cyto-
chrom C [Aouacheria et al., 2007]. Die (Uber)-Expression von BCL2 und BCL-XL in BCa-
Geweben ist mit einer ungiinstigeren Prognose und der Entstehung von Chemo- und Radio-
therapieresistenzen verbunden [Gazzaniga et al., 2003; Hussain et al., 2003; Korkolopoulou
et al., 2002; Pollack et al., 1997]. XIAP ist als direkter Caspase-Inhibitor das potenteste Mit-
glied der IAP-Familie. BCa-Patienten mit positivem XIAP-Nachweis tragen ein deutlich er-
hohtes Rezidiv- und Progressionsrisiko [Li et al., 2007]. Der Apoptoseinhibitor und Mitose-
regulator Survivin stellt in Tumoren das vierthdufigste hochregulierte Transkript dar und wird
auch in 53-100 % der BCa detektiert, was mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und
hohen Tumorgrad sowie einer schlechteren Prognose verbunden ist [Karam et al., 2007b;
Weikert et al., 2005; Velculescu et al., 1999]. Aufgrund ihrer (Uber)-Expression in BCa-
Geweben und ihres in der Literatur diskutierten Einflusses bei der Ausbildung von Therapie-
resistenzen wurden BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin als potenziell geeignete Zielgene flir
eine experimentelle Studie zur siRNA-vermittelten BCa-Therapie ausgewéhlt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte zundchst die Charakterisierung der mRNA-
Niveaus der vier Zielgene BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in den drei humanen BCa-
Zelllinien EJ28, J82 und 5637 sowie in gesunden humanen Vorhaut-Fibroblasten (vgl. Kapi-
tel 4.1), da eine nichtmaligne Urothelzelllinie fiir den Vergleich nicht zur Verfiigung stand.
Mit den Experimenten wurde gezeigt, dass BCL2 und Survivin in allen drei BCa-Zelllinien
sowie BCL-XL in EJ28- und J82-Zellen im Vergleich zu nichtmalignen Fibroblasten iiber-
exprimiert sind. Das X/4P-Transkript wird in den untersuchten gesunden und malignen Zellen
auf dhnlichem Niveau gebildet.

Wihrend fiir BCL2 und BCL-XL ein positiver Proteinnachweis in den BCa-Zelllinien
HT1197, RT112, T24 und UM-UC-3 beschrieben ist [Gabriel et al., 2008], existieren bislang
keine Angaben zu den mRNA- oder Proteinniveaus dieser beiden Apoptoseinhibitoren in den
Zelllinien EJ28, J82 und 5637. Yang et al. (2010a) belegen eine simultane mRNA-Expression
der IAPs LIVIN, Survivin und XIAP in EJ-, T24- und BIU-87-BCa-Ze¢llen sowie eine deutlich
hohere Proteinmenge dieser drei Targets in T24-Zellen im Vergleich zu gesunden SV-HUC-1-
Ureterzellen. Eine Quantifizierung der mRNA-Expression sowie eine Analyse der Zielgen-
mRNA-Mengen in der nichtmalignen SV-HUC-1-Zelllinie wurden jedoch nicht vorgestellt
[Yang et al., 2010a]. Analog zu den nahezu identischen X74P-Transkriptlevels in EJ28-, J82-

und 5637-BCa-Zellen sowie in nichtmalignen Fibroblastenzellen beschreiben Bilim et al.
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(2003) ein vergleichbares XIAP-Proteinniveau in den BCa-Zelllinien HT1376, RT4, SCaBER
und T24. Eine Normalzelllinie wurde in dieser Studie nicht betrachtet, jedoch wurde in den
duBeren Zellschichten von gesundem Urothelgewebe ein mafliges XIAP-Level detektiert
[Bilim et al., 2003]. Weiterhin zeigen Sensintaffar et al. (2010) ein nahezu identisches XIAP-
Proteinniveau in 10 Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs inklusive der BCa-Zelllinie
T24 (weitere Tumorentitdten: Melanom, Kolon-, Mamma-, Pankreas- und Prostatakarzinom).
Beziiglich Survivin beschreiben Fuessel ef al. (2004) ein im Vergleich zu nichtmalignen
Vorhaut-Fibroblasten deutlich erhohtes mRNA-Niveau in acht BCa-Zelllinien, einschlielich
EJ28, J82 und 5637. Aufgrund der hohen Targetexpressionsniveaus (vgl. Tab. 4.1) erfolgten
die weiteren Analysen im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit den Zelllinien EJ28 und J§82.
Obwohl fiir XIAP keine Uberexpression im Vergleich zu den nichtmalignen Fibroblasten
gefunden wurde, konnte X/AP infolge einer Chemotherapiebehandlung in den BCa-Zellen
induziert werden, wie es von Li et al. (2006) in Pankreaskarzinomzellen beschrieben wurde.
Entsprechend fiihrt die stabile Uberexpression von XIAP in T24-BCa-Zellen zu einer Chemo-
resistenz [Bilim et al., 2003]. Da zur Behandlung des BCa routinemifBig Chemotherapeutika
eingesetzt werden (vgl. Kapitel 1.2.2) und deren Effektivitit im Therapieverlauf hdufig durch
auftretende Resistenzen limitiert wird [Fuessel et al., 2006a], konnte die Inhibition von XIAP
langfristig von Bedeutung sein. Daher wurde dieses Zielgen in die weiteren Analysen einbe-

zogen.

5.2 Auswahl geeigneter siRNAs und Optimierung der
Transfektionsbedingungen

In der medizinischen Forschung und insbesondere in der Tumortherapie stellen siRNAs
hochinteressante Wirkstoffkandidaten zur selektiven posttranskriptionellen Inhibition ausge-
wihlter Zielgene dar. Um eine optimale Targetreduktion zu erzielen und um putative Neben-
wirkungen durch Einsatz moglichst geringer siRNA-Mengen zur vermeiden, ist die Nutzung
hochwirksamer siRNA-Sequenzen unerldsslich. Grundvoraussetzung fiir eine effiziente Gen-
inhibition ist bereits die Auswahl einzelstringiger und damit zugénglicher Bereiche in der
Target-mRNA [Ameres et al., 2007]. Weitere Kriterien fiir den Entwurf effektiver und spezi-
fischer siRNAs sind u.a. die Einzigartigkeit der Targetsequenz im humanen Transkriptom und
die Auswahl asymmetrischer siRNAs, bei denen durch eine geringere thermodynamische Sta-
bilitdit am 5’-Ende des siRNA-guide-Stranges der Einbau dieses Stranges in RISC favorisiert
wird [Walton et al., 2010].

Komplexe siRNA-Designalgorithmen erlauben heutzutage eine sehr zuverlissige Vorher-

sage wirksamer Konstrukte. So wurden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten siRNAs
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nach dem Designalgorithmus der Fa. Eurogentec entwickelt. Gegen jedes der Targets BCL2,
BCL-XL, XIAP und Survivin wurden aus den jeweils drei synthetisierten Konstrukten die zwei
siRNAs ausgewdhlt, die in EJ28-Zellen die stirkste Reduktion der entsprechenden Zielgen-
mRNA-Niveaus hervorrufen (vgl. Kapitel 4.2.1), wobei jeweils alle drei getesteten Konstrukte
zu einer Targetinhibition fithren (Daten nicht gezeigt). Experimentell erfolgte anschlieBend
beispielhaft mit den siRNAs B2-1, BX-1, X-1 und S-1 in EJ28-BCa-Zellen die Bestimmung
der Targethemmung in Abhéingigkeit von der Konstruktkonzentration (vgl. Abb. 4.2). Bereits
bei einer Konzentration von 10 nM siRNA wird 24 h nach der Behandlung eine deutliche Re-
duktion der Zielgen-mRNA-Niveaus um 59 bis 77 % erzielt. Eine Vervierfachung der einge-
setzten siRNA-Menge erhoht die Inhibitionsrate nur geringfligig auf 69 bis 84 %. Fiir eine
bestmogliche Vergleichbarkeit der Ansétze sollten sowohl in den siRNA-Einzel- als auch in
den siRNA-Kombinationsbehandlungen einheitliche Konstruktgesamtkonzentrationen und
Transfektionsmittelmengen verwendet werden. Infolgedessen wurde eine siRNA-Gesamt-
konzentration von 40 nM ausgewihlt, weshalb in den Kombinationsbehandlungen 5 nM (MS),
10 nM (M4-1, M4-2) bzw. 20 nM (M2-A, M2-B) pro Konstrukt eingesetzt wurden. Auf diese
Weise konnte in allen Behandlungen — unter Wahrung gleichbleibender Nebeneffekte durch
konstante Mengen an Transfektionsmittel — eine deutliche Targetinhibition gewihrleistet
werden.

Mit der gewiéhlten siRNA-Konzentration von 40 nM in den Einzelbehandlungen werden
auf mRNA-Ebene fiir EJ28-Zellen dhnliche Hemmraten erzielt wie mit den in eigenen Vorar-
beiten in einer Konzentration von 200 nM eingesetzten, gegen BCL2, BCL-XL oder XIAP
gerichteten siRNAs: Wiahrend mit B2-1, BX-1 bzw. X-1 die Targetexpression 96 h nach
Transfektion um 38, 69 bzw. 56 % gesenkt werden konnte (vgl. Abb. 4.3), fiihrte die Verwen-
dung von 200 nM der zuvor getesteten Konstrukte zum gleichen Zeitpunkt zu einer Reduktion
um 41, 63 bzw. 54 % [Kunze et al., 2008b]. Ning et al. (2004) zeigen, dass die Behandlung
von EJ28- und J82-Zellen mit 250 nM einer gegen Survivin gerichteten siRNA 48 h nach
Transfektion eine Verminderung der relativen Survivin-Transkriptzahl um ca. 70 bzw. 50 %
bewirkt. In der vorliegenden Arbeit liegt die Survivin-mRNA-Reduktion bei Einsatz von
40 nM siRNA zum selben Zeitpunkt bei durchschnittlich 76 bzw. 79 % (vgl. Abb. 4.5). Diese
Vergleiche zeigen, dass die hier verwendeten siRNA-Sequenzen bereits in geringen Konzen-
trationen eine effektive, lang anhaltende Targetinhibition hervorrufen.

Untersuchungen zur Optimierung des Transfektionsablaufs fiir die gleichzeitige Inhibition
aller vier Zielgene ergaben, dass die simultane Transfektion der siRNAs einer sequenziellen
Behandlung [4 h Transfektion mit siRNAs gegen BCL2+BCL-XL gefolgt von 4 h Transfektion
mit siRNAs gegen XI4P+Survivin] vorzuziehen ist (vgl. Abb. 4.4). Ursache fiir die reduzierte

Wirksamkeit von X-1 und S-1 in der sequenziellen Behandlung konnte eine Séattigung von
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RISC durch die siRNAs der ersten Transfektion sein, welche die Effektivitdt der Konstrukte
der zweiten Behandlung limitiert.

Zur Charakterisierung der konstruktsspezifischen Wirkung unter Ausschluss transfektions-
bedingter Effekte wurden in dieser Arbeit alle Ergebnisse im Vergleich zur Behandlung mit
dem Kontrollkonstrukt ns-si, welches keine Homologie zu humanen mRNAs aufweist,
betrachtet. Die in allen Experimenten mitgefiihrten nicht transfizierten, unbehandelten Zellen
waren hinsichtlich der molekularen und zelluliren Parameter mit den jeweiligen ns-si-

Kontrollzellen vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

5.3 siRNA-vermittelte Reduktion der Zielgenexpres-
sion in Einzel- und Kombinationsbehandlungen
in humanen Harnblasenkarzinomzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs reduzieren, einzeln und in Kombination, die
mRNA- und Proteinniveaus der entsprechenden Zielgene (vgl. Kapitel 4.2.2). Bedingt durch
den Einsatz verschiedener siRNA-Konzentrationen ist dabei die Targetinhibition in den Ein-
zelbehandlungen (40 nM siRNA pro Zielgen) starker als in den M4- und M8-Kombinationen
(10 nM siRNA pro Zielgen). Es sei erwéhnt, dass eine simultane Transfektion verschiedener
siRNAs das Risiko eines Wettbewerbes zwischen den Konstrukten um den Einbau in RISC
birgt, wodurch einzelne siRNAs in ihrer Wirksamkeit limitiert werden kénnen [Castanotto
et al., 2007]. Dieser Effekt wurde mit den hier verwendeten siRNAs nicht beobachtet. Die im
Vergleich zu den siRNA-Einzelbehandlungen geringere Targettranskriptreduktion in den M4-
und M8-Behandlungen scheint hauptséchlich durch den Konzentrationseffekt bedingt zu sein.
Auffillig ist, dass insbesondere die Inhibition von X/A4P auf Proteinebene starker ist als die
entsprechenden Effekte auf Transkriptebene (vgl. Abb. 4.5 und 4.7). Dies konnte dadurch
bedingt sein, dass die siRNAs X-1 und X-2 trotz vollstindiger Komplementaritit zur Ziel-
mRNA eher eine Inhibition der Translation als eine Spaltung der Target-mRNA bewirken.
Interessanterweise wird in der Literatur zur siRNA-vermittelten Hemmung von X/AP in
humanen Tumorzellkulturen, im Gegensatz zu den anderen Zielgenen, hauptsidchlich eine
Proteinreduktion beschrieben, wohingegen das Transkriptniveau unerwéhnt bleibt [Griffith
etal., 2011; Ohnishi et al., 2008; Sensintaffar ef al., 2010; Yamaguchi et al., 2005]. Nur
Zhang et al. (2007) zeigen — jedoch nicht quantitativ — eine Reduzierung der X74 P-Expression
und -Proteinmenge 24 bis 72 h nach Transfektion von 25 nM einer gegen X/AP gerichteten
siRNA in Osophaguskarzinomzellen. Anhand publizierter Daten ist somit eine Beurteilung der
XIAP-siRNA-Effekte auf das Target-mRNA-Niveau nicht eindeutig moglich.
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5.4 Zelluliare Effekte der Inhibition von BCL2,
BCL-XL, XIAP und Survivin in humanen
Harnblasenkarzinomzelllinien

Eine siRNA-vermittelte Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP oder Survivin bewirkt in ver-
schiedenen in vitro- und in vivo-Modellen unmittelbare antiproliferative Effekte auf Tumor-
zellen unterschiedlichen Ursprungs [Hao ef al., 2007; Miao et al., 2007; Mu et al., 2009; Yano
et al., 2004; Zhang et al., 2007; Zhang et al., 2009]. Ebenso kann die Reduktion dieser Ziel-
gene in Tumorzellen zu einer Chemosensitivierung fiihren [George et al., 2009; Mu et al.,
2009; Yonesaka et al., 2006; Zhang et al., 2009]. In den folgenden Abschnitten werden daher
die zelluldren Effekte der Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in BCa-Zelllinien
detailliert betrachtet.

5.4.1 Survivin

In den hier untersuchten BCa-Zelllinien EJ28 und J82 zeigte von den siRNA-Einzelbehand-
lungen insbesondere die Survivin-Inhibition eine ausgepriagte wachstumshemmende Wirkung
(vgl. Kapitel 4.2.3 und 4.2.4). So ruft die Survivin-Reduktion eine Verringerung der Zellzahl
um durchschnittlich 50 % und eine Reduzierung des Kurz- bzw. Langzeitproliferationsvermo-
gens um durchschnittlich 25 % bzw. 83 % hervor. Ursachen hierfiir sind eine um das 2,3fache
erhohte Apoptoserate in EJ28-Zellen sowie ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase (+ 60 %
im Vergleich zur ns-si-Behandlung in J82-Zellen, + 15 % in EJ28-Zellen) verbunden mit der
Entstehung polyploider Zellen. Survivin spielt, neben seiner Funktion als Apoptoseinhibitor,
auch eine entscheidende Rolle in der Mitose- und Zytokineseregulierung. INCENP,
BOREALIN, AURKB und Survivin bilden zusammen den chromosomal passenger complex,
welcher die Chromosomenseparation wéahrend der Mitose sowie die Zytokinese reguliert
[Jeyaprakash et al., 2007]. Zudem ist Survivin in die Stabilisierung der Mitosespindel invol-
viert [Giodini et al., 2002]. Infolgedessen bewirkt die Survivin-Hemmung neben der Apop-
toseinduktion auch eine Arretierung im Zellzyklus und aufgrund wiederholter, unvollstindig
ablaufender Zellkernteilungen eine Polyploidie, d.h. eine Vermehrung des Chromosomen-
satzes (mitotische Katastrophe).

Alternatives Spleilen des Survivin-Transkripts fithrt zur Bildung mehrerer Splei3varianten,
von denen Wildtyp-Survivin, welches von vier Exons kodiert wird, im BCa die dominierende
Variante ist [Atlasi et al., 2009; Wuttig et al., 2007]. Die medianen Transkriptniveaus der

Spleilvarianten Survivin-AEx3 (Verlust des Exons 3, Leserasterverschiebung in Exon 4) und
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Survivin-2B (Insertion eines kryptischen Exons 2B) liegen in BCa-Geweben bei unter 7 % des
Wildtyp-Survivin-Niveaus. Infolgedessen beruht die stirkste antiproliferative Wirkung in
BCa-Zelllinien auf einer Reduktion von Wildtyp-Survivin, wahrend die Inhibition der anderen
Spleilvarianten von untergeordneter Bedeutung ist [Wuttig et al., 2007]. Die in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten siRNAs S-1, S-2 und S-3 sind alle drei komplementir zur mRNA von
Wildtyp-Survivin und Survivin-2B, die Konstrukte S-2 und S-3 zusétzlich zum Survivin-AEx3-
Transkript. Mittels qPCR und Western Blot wurde die siRNA-vermittelte Reduktion der
dominanten Isoform, Wildtyp-Survivin, nachgewiesen (vgl. Abb. 4.5 und 4.6). Eine Quantifi-
zierung der anderen Spleiflvarianten erfolgte nicht. Obwohl das Konstrukt S-2 zusitzlich
Survivin-AEX3 inhibieren kann, sind die zelluldren Effekte einer Transfektion von S-1 oder
S-2 nahezu identisch (vgl. Kapitel 4.2.3 und 4.2.4), was die geringere Bedeutung dieser Iso-
form im BCa bestitigt.

Ubereinstimmend mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen zeigen Ku et al. (2010)
und Takizawa et al. (2007) eine Apoptoseinduktion und einen G2/M-Arrest infolge einer
siRNA-vermittelten Survivin-Inhibition in T24-BCa-Zellen. In der gleichen Zelllinie wird
nach Survivin-siRNA-Behandlung eine Inhibition des Kurz- und Langzeitproliferationsvermo-
gens beschrieben [Yang et al., 2010a]. Ebenso schildern Ning et al. (2004) nach Transfektion
von 250 nM einer gegen Survivin gerichteten siRNA eine Viabilitdtsreduktion und Apoptose-
induktion in EJ28- und 5637-BCa-Zellen sowie einen G2/M-Arrest plus die Bildung poly-
ploider Zellen in den Zelllinien EJ28, J82 und 5637. Analog zu den mit S-1 und S-2 erzielten
Ergebnissen (vgl. Abb.4.11 und 4.12) wurde in J82-Zellen nach Survivin-Inhibition keine
erhohte Apoptoserate, dafiir aber ein im Vergleich zur EJ28 deutlich groerer Anteil an Zellen
in der G2/M-Phase gefunden [Ning ef al., 2004]. In Abhingigkeit vom 7P53-Status wird ein
unterschiedliches Ansprechen von Sarkomzellen auf eine Survivin-Reduktion beschrieben.
Wihrend in Wildtyp-7TP53-Zellen infolge der siRNA-Behandlung Apoptose induziert wird, ist
dies in einer Sarkomzelllinie mit mutiertem 7P53 nicht der Fall [Kappler ef al., 2005]. Da je-
doch sowohl EJ28- als auch J82-Zellen TP53-Mutationen aufweisen (vgl. Tab. 3.1), miissen
weitere Faktoren existieren, die das Ansprechen der Zellen auf eine Anti-Survivin-Therapie
beeinflussen.

Aufgrund der nach transienter Survivin-Inhibition deutlichen Arretierung der Tumorzellen
in der G2/M-Phase und der sich ausbildenden Polyploidie, welche langerfristig zum Zelltod
fiihrt und somit das Langzeitproliferationsvermdgen der Zellen enorm vermindert (vgl.
Abb. 4.10), wurde auf eine stabile Survivin-Ausschaltung mittels siRNA-Vektoren verzichtet.

Eine langfristige Kultivierung der BCa-Zelllinien in CDDP-haltigem Medium verédnderte
das Survivin-Transkriptniveau nicht (vgl. Kapitel 4.2.8). Entsprechend der in Kapitel 4.2.5
vorgestellten Untersuchungen fiihrt jedoch die Behandlung der beiden BCa-Zelllinien EJ28

und J82 mit S-1 oder S-2 zu einer Sensitivierung der Tumorzellen auf eine nachgeschaltete
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Chemotherapie. Infolge einer deutlichen Apoptoseinduktion (Gesamtapoptoserate 64 % nach
Behandlung mit ,,S-2 + CDDP* in EJ28-Zellen im Vergleich zu 36 % nach Kontrollbehand-
lung ,,ns-si + CDDP*) werden eine stark reduzierte Zellviabilitidt sowie eine signifikante Ab-
nahme der Zellzahl gemessen (vgl. Kapitel 4.2.5). Dieses Resultat steht im Einklang mit der
von Fuessel et al. (2006b) in EJ28- und 5637-Zellen beschriebenen erhéhten Chemotherapie-

wirksamkeit nach Survivin-Inhibition.

54.2 XIAP

In den BCa-Zelllinien EJ28 und J82 konnte nach transienter X/4P-Inhibition keine Beeinflus-
sung des Tumorzellwachstums festgestellt werden (vgl. Kapitel 4.2.3 und 4.2.4). Auch eine
stabile Hemmung des Zielgens mittels shRNA zeigte keine antitumoralen Effekte (vgl. Kapi-
tel 4.4). Vielmehr scheint die langfristige X/4 P-Reduktion die Proliferation der EJ28-Zellen zu
fordern (vgl. Abb. 4.26). Die Sequenz der verwendeten shRNA entspricht dabei der des
siRNA-Konstrukts X-1 und ist von den vier getesteten shRNA-Sequenzen die hinsichtlich der
Targethemmung effizienteste (vgl. Kapitel 3.2.3). Die Eignung dieses mRNA-Abschnitts als
Targetbereich wird durch die beiden voneinander unabhéngigen Ansétze (1) Auswahl effekti-
ver siRNAs nach dem Designalgorithmus der Fa. Eurogentec und (2) Identifizierung der wirk-
samsten shRNA aus vier nach einem experimentell verifizierten shRNA-Designalgorithmus
(SABiosciences) entwickelten Konstrukten bekréftigt. Zusitzlich wurde gezeigt, dass eine
XIAP-Depletion das Ansprechen der untersuchten Tumorzelllinien auf die Chemotherapeutika
CDDP und MMC nicht verdndert (vgl. Kapitel 4.2.5 und 4.4). Zudem war das mRNA-Niveau
von XIAP in den CDDP-resistenen EJ28- und J82-Zellen verglichen mit den Stammzelllinien
unverdndert (vgl. Kapitel 4.2.8).

In vorangegangenen Arbeiten bewirkte die X/AP-Reduzierung nach Transfektion mit
200 nM siRNA zwar eine Abnahme der EJ28-Zellzahl, jedoch konnten, vergleichbar mit den
hier erzielten Ergebnissen, keine Anderungen von Apoptoserate und Zellzyklusverteilung
festgestellt werden. Ebenso wurde die Wirksamkeit nachgeschalteter Chemotherapien durch
die XIAP-Inhibition nicht beeinflusst [Kunze et al., 2008b]. Sensintaffar et al. (2010) zeigen
fiir T24-BCa-Zellen, dass die siRNA-vermittelte Reduktion von X/AP nach 48 h — jedoch
nicht nach 24, 72 und 96 h — eine geringe Reduktion der Zellviabilitit um 13 % bewirkt. Ahn-
lich sind die Effekte nach X/AP-Depletion in den neun weiteren untersuchten Melanom-,
Kolon-, Mamma-, Pankreas- bzw. Prostatakarzinomzelllinien. Nur in drei dieser Zelllinien tritt
zu einem der vier analysierten Zeitpunkte eine Absenkung der Zellviabilitit um maximal 20 %
auf [Sensintaffar et al., 2010]. Hingegen beschreiben Yang ef al. (2010a) ebenfalls in T24-
BCa-Zellen nach Reduktion von XIAP einen Riickgang der Zellviabilitdit und Kolonie-
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bildungsfahigkeit um ca. 30 % sowie eine Erh6hung der Apoptoserate um ca. 5 %. Dabei ist
die Stirke der zelluldren Effekte der X/4 P-Inhibition nahezu identisch mit denen nach siRNA-
vermittelter Survivin- oder LIVIN-Hemmung in der gleichen Zelllinie [Yang et al., 2010a]. Da
die Abnahme des XIAP-Proteinniveaus trotz (1) unterschiedlicher siRNA-Sequenzen, (2)
variierender Konstruktkonzentrationen und (3) verschiedener Transfektionsbedingungen in der
vorliegenden Arbeit und in den Publikationen von Sensintaffar ef al. (2010) und Yang et al.
(2010a) vergleichbar um 80 % liegt, konnen die Unterschiede bei den zelluldren Effekten nicht
auf eine verschieden starke Targetinhibition zuriickzufiihren sein. Moglich wire, dass die von
Yang et al. (2010a) verwendete Kombination aus zwei siRNAs neben X/4AP weitere Gene
inhibiert und dadurch eine antiproliferative Wirkung hervorgerufen wird.

In der Mehrzahl der Studien zur RNAi-vermittelten X/4 P-Reduktion in humanen Tumor-
zellkulturmodellen bewirkt die Inhibition dieses Zielgens keine direkten Effekte auf das
Tumorwachstum, sondern vielmehr eine Sensitivierung gegeniiber exogenen Apoptosestimuli
wie Strahlentherapie oder Behandlung mit rekombinantem TRAIL [Connolly et al., 2009;
Giagkousiklidis et al., 2007; Ohnishi et al., 2008; Yamaguchi et al., 2005]. Die Beeinflussung
der Wirksamkeit von Chemotherapeutika durch X74P-Depletion scheint abhéngig vom Wirk-
mechanismus des Therapeutikums zu sein. Entsprechend McManus et al. (2004) verstarkt die
shRNA-vermittelte Targetreduktion die Wirksamkeit von Docetaxel und Paclitaxel, zweier
Zytostatika aus der Gruppe der Taxane, deren Wirkung auf einer Stabilisierung der Mikro-
tubuli und infolgedessen einer Blockierung der Mitose basiert. Hingegen wird durch X74P-
Hemmung die Effektivitit von Carboplatin und Doxorubicin, beides Interkalantien, welche die
DNA-Replikation und die Transkription behindern, nicht beeintrachtigt [McManus et al.,
2004]. Da die hier verwendeten Chemotherapeutika CDDP und MMC ihre zytostatische Wir-
kung ebenfalls iiber DNA-Interkalation entfalten, konnte dies eine Ursache fiir die nicht
beobachtete chemosensitivierende Wirkung nach X74 P-Reduktion sein. Um diese Theorie zu
iiberpriifen, sollte untersucht werden, welchen Einfluss die X/4P-Hemmung in BCa-Zellen auf
Zytostatika wie Docetaxel und Paclitaxel, welche jedoch klinisch beim BCa nicht von Bedeu-
tung sind [Babjuk et al., 2011; Stenzl et al., 2011], hat.

Eine Ursache fiir die nicht beobachteten antitumoralen Effekte der X/4 P-Inhibition in vitro
konnte darin begriindet liegen, dass diese Experimente an Monolayerzellkulturen durchgefiihrt
wurden. Im Vergleich dazu zeigen Gallardo-Pérez et al. (2009), dass das XIAP-Proteinniveau
in Sphéroiden aus HeLa-Zellen (Zervixkarzinom) infolge NF-kB-Aktivierung deutlich gegen-
tiber dem Wert der Monolayerkultur ansteigt. Da in Monolayerkulturen alle Zellen kontinuier-
lich mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt werden, kdnnte es sein, dass fiir ihre Proliferation

XIAP von geringerer Bedeutung ist als in soliden Tumoren.
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54.3 BCL2

Wie fiir XIAP zeigte auch die durch 40 nM siRNA induzierte BCL2-Reduktion sowohl einzeln
als auch in Kombination mit Chemotherapie keine antitumorale Wirkung auf die EJ28- und
J82-BCa-Zellen (vgl. Kapitel 4.2.3 - 4.2.5 und 4.4). Unter Verwendung von 200 nM eines an-
deren gegen BCL?2 gerichteten siRNA-Konstrukts konnte eine Erniedrigung der EJ28-Zellzahl
um 42 %, eine Erhohung der Apoptoserate um 9 % sowie eine Sensitivierung der Zellen auf
eine nachgeschaltete MMC-, nicht aber CDDP-Behandlung, erzielt werden [Kunze et al.,
2008b]. Die Reduzierung der BCL2-mRNA-Menge 96 h nach Transfektion war dabei ver-
gleichbar mit der nach B2-1-Behandlung und lag bei ca. 40 % (vgl. Abb. 4.3 und Kunze et al.,
2008b). Diese trotz dhnlicher Targetexpressionssenkung unterschiedlichen zelluldren Auswir-
kungen konnten darin begriindet sein, dass die von Kunze et al. (2008b) verwendete siRNA,
moglicherweise auch durch die Sfach hohere Konzentration, targetunabhéngige Nebeneffekte
induziert, die Ursache fiir die antiproliferative Wirkung sind.

Die BCL2-Expression in den CDDP-resistenten EJ28- und J82-BCa-Zelllinien war ver-
gleichbar mit dem Targetexpressionsniveau in den Stammzelllinien (vgl. Kapitel 4.2.8). Im
Gegensatz dazu zeigen Cho et al. (2006) ein im Vergleich zur parentalen BCa-Zelllinie T24
deutlich erhohtes BCL2-Niveau in einer CDDP-resistenten T24-Sublinie. Infolge RNAi-ver-
mittelter BCL2-Inhibition wird die CDDP-Resistenz in dieser Subzelllinie aufgehoben und
Apoptose induziert [Cho et al., 2006].

Die durch siRNA-vermittelte BCL2-Inhibition hervorgerufenen Effekte in anderen Tumor-
entitdten variieren. Wahrend in PC-3- und LNCaP-Prostatakarzinomzellen eine gegen BCL?2
gerichtete siRNA trotz starker Targetinhibition keine Phéanotypverdnderungen hervorruft
[Anderson et al., 2006], wird in Magenkarzinomzellen eine deutliche Beeintrdchtigung des
Tumorwachstums beobachtet [Hao ef al., 2007]. Entsprechend George et al. (2009) werden
Glioblastomzellen durch BCL2-Reduktion gegeniiber Paclitaxel sensitiviert. Von drei Zell-
linien pédiatrischer Lebertumoren wird nur eine infolge siRNA-vermittelter BCL2-Hemmung
gegeniiber einer Chemotherapie mit CDDP, Doxorubicin, Paclitaxel oder Etoposid sensitiviert
[Warmann et al., 2008].

Da der Beitrag eines Apoptoseinhibitors zur Tumorgenese zwischen den Zelltypen vari-
ieren kann, ist es moglich, dass die posttranskriptionelle Inhibition von BCL?2 in verschiedenen
Tumorentititen unterschiedliche Resultate hervorruft. Zudem ist bekannt, dass die Reduktion
von BCL2 in Tumorzellen durch eine Induktion von BCL-XL kompensiert werden kann [Han
et al., 1996]. Dadurch konnte in einigen Zellarten die antiproliferative Wirkung der BCL2-
Hemmung ausgeglichen werden. In den hier untersuchten BCa-Zelllinien bewirkt die BCL2-
Depletion jedoch keine Expressionserhohung von BCL-XL (vgl. Kapitel 4.2.7). Trotz der
deutlich erhohten Expression von BCL2 in EJ28- und J82-Zellen im Vergleich zu nicht-
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malignen Fibroblasten liegt das mRNA-Niveau dieses Zielgens in den BCa-Zelllinien bei
<1 % des BCL-XL-Niveaus (vgl. Kapitel 4.1). Daher kénnte BCL2 in diesen BCa-Zellen von
untergeordneter Bedeutung sein. Ebenso besteht die Mdglichkeit, dass vergleichbar zu XIAP
die BCL2-Expression infolge der Zellkulturbedingungen gering ist. Entsprechend Yang et al.
(2009) ist das Proteinniveau dieses Zielgens, nicht aber das von BCL-XL, in Sphéroiden aus
Bronchialkarzinomzellen gegeniiber dem der Monolayerzellkultur deutlich erh6ht (mRNA-

Niveau nicht vorgestellt).

5.4.4 BCL-XL

Die siRNA-vermittelte Einzelinhibition von BCL-XL zeigte in den BCa-Zelllinien EJ28 und
J82 eine geringfiigige antitumorale Wirkung. Beispielsweise wird die Viabilitdt von EJ28-
Zellen um ca. 14 % reduziert (vgl. Abb. 4.8). Wihrend diese transiente Targetreduktion nur
eine minimale Apoptoseinduktion (+ maximal 5 % in EJ28, vgl. Abb.4.11 A) hervorruft,
wichst der Anteil apoptotischer EJ28-Zellen nach shRNA-vermittelter BCL-XL-Reduktion
von 13 % in der Kontrolle auf 43 % (vgl. Abb. 4.27). Da Apoptose ein energieabhéngiger
Mechanismus ist, z.B. wird fiir die Bildung des Apoptosoms ATP bendtigt (vgl. Abb. 1.1),
geht Apoptose in vitro nach ldngerer Zeit infolge ATP-Mangels in Nekrose tiber [Silva 2010].
Aus diesem Grund tritt in den EJ28-BX-Zellen neben der apoptotischen auch eine nekrotische
Zellfraktion auf (vgl. Abb. 4.27). Obwohl das BCL-XL-mRNA-Niveau der BCa-Zellen durch
langfristige Kultur in CDDP-haltigem Medium nicht beeintrdchtigt wird (vgl. Kapitel 4.2.8),
fiihrt sowohl die transiente als auch die stabile BCL-XL-Inhibition zu einer deutlichen
Chemosensitivierung (vgl. Kapitel 4.2.5 und 4.4). So steigt z.B. die Gesamtapoptoserate 72 h
nach Transfektion von 25 % in der Kontrollbehandlung auf 59 % in der ,,BX-1 + MMC*-
Probe an, die Zellzahl sinkt um 49 % (vgl. Abb. 4.15 B und 4.16 B). In den EJ28-BX-Zellen
sind nach Behandlung mit CDDP bzw. MMC 90 % bzw. 93 % apoptotische Zellen
nachweisbar und damit 19 % bzw. 53 % mehr als in den Kontrollen (vgl. Abb. 4.27).

Die Transfektion mit 200 nM einer anderen gegen BCL-XL gerichteten siRNA bewirkt in
EJ28-Zellen ebenfalls eine Erhohung der Apoptoserate um 10 % sowie eine Chemosensitivie-
rung [Kunze et al., 2008b]. Weitere Studien zur siRNA-vermittelten BCL-XL-Hemmung in
BCa-Zelllinien sind in der Literatur nicht beschrieben. Dafiir werden sowohl in Ovarial- und
Kolon- als auch in Prostatakarzinomzellen direkte wachstumsinhibitorische Effekte sowie eine
Sensitivierung gegeniiber TRAIL- bzw. CDDP-Behandlung infolge siRNA-induzierter
BCL-XL-Depletion nachgewiesen [Mu et al., 2009; Zhu et al., 2005]. Ebenso ruft eine stabile
BCL-XL-Inhibition in Magen-, Osophagus- und Nasopharynxkarzinomzellen eine Apoptose-

induktion und in Hepg2-Zellen (hepatozelluldres Karzinom) zusétzlich eine Chemosensiti-
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vierung hervor, wobei in den drei erstgenannten Tumorentitdten die shRNA-Behandlung nicht
mit einer Chemotherapie kombiniert wurde [Lei et al., 2005; Lei et al., 2006; Liu et al., 2005;
Xie et al., 2006]. Insgesamt scheint BCL-XL bei verschiedenen Tumorerkrankungen, inklusive
des BCa, eine wichtige Rolle bei der Inhibition des natiirlichen Zelltodes zu spielen und stellt

daher generell ein attraktives Target fiir eine zielgerichtete Antitumortherapie dar.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass von den untersuchten Einzeltarget-
behandlungen die siRNA-vermittelte Survivin-Inhibition in den BCa-Zelllinien EJ28 und J82
eine direkte Wachstumshemmung hervorruft. Zudem sensitiviert die RNAi-induzierte
BCL-XL-Reduktion diese Tumorzellen auf eine nachgeschaltete Chemotherapie mit MMC
oder CDDP. Die Apoptoseinhibitoren BCL2 und XIAP scheinen in den EJ28- und J82-Mono-

layerkulturen von untergeordneter Bedeutung zu sein.

5.4.5 Simultane Inhibition verschiedener Apoptoseinhibitoren

5.4.5.1 Simultane Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin

Die Beurteilung der gleichzeitigen Hemmung aller vier Apoptoseinhibitoren erfolgte durch
Behandlung mit drei verschiedenen siRNA-Kombinationen. Zum einen wurden vier siRNAs,
je 10 nM eines Konstruktes pro Target, miteinander gemischt (M4-1 bzw. M4-2), zum anderen
wurden diese acht siRNAs (je 5 nM) zusammen eingesetzt (M8, vgl. Abb. 3.1). Die Verwen-
dung von jeweils zwei siRNAs pro Zielgen, welche hinsichtlich der Targetreduktion dhnlich
effektiv sind und der daraus folgende Einsatz dieser Konstrukte in jeweils halber Konzentra-
tion kann bei gleichbleibender Zielgenbeeinflussung eine Abnahme von siRNA-sequenzspezi-
fischen Nebenwirkungen ermdglichen [Jackson & Linsley, 2010]. Hierbei sei erwidhnt, dass in
dieser Arbeit die grofiten Unterschiede in der targetspezifischen Expressionsreduktion fiir die
beiden gegen BCL2 gerichteten Konstrukte B2-1 und B2-2 festgestellt wurden, und zwar mit
einer Differenz von 9 bzw. 19 % fiir J82- bzw. EJ28-Zellen (vgl. Abb. 4.5).

Insgesamt sind die zelluldren Auswirkungen nach M4-1-, M4-2- oder M8-Behandlung in
EJ28- und J82-BCa-Zellen gleichartig. Die Effekte einer kombinierten Hemmung von BCL2,
BCL-XL, XIAP und Survivin auf die BCa-Zellviabilitdt und -zahl sind in ihrer Starke mit denen
nach Survivin-Einzelinhibition vergleichbar. Beispielsweise sinkt die Viabilitdt von EJ28-Zel-
len in den Kombinationsbehandlungen durchschnittlich um 36 % und die Zellzahl um =42 %
(vgl. Abb. 4.8 und 4.9). Ebenso liegt in EJ28-Zellen die Gesamtapoptoserate flir die Kombi-
nationen mit ca. 23 % auf dem Niveau der S-1- und S-2-Behandlungen (vgl. Abb. 4.11). Hin-
gegen ist der Einfluss auf den Zellzyklus und das Langzeitproliferationsvermogen in den

Kombinationsbehandlungen schwécher als in den Survivin-Einzelbehandlungen (vgl.
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Abb. 4.10 und 4.12). So liegt beispielsweise, bezogen auf die ns-si-Kontrolle, die relative
Erhohung des Anteils an J82-Zellen in der G2/M-Phase bei durchschnittlich 17 % in den M4-
und M8-Proben, wihrend sie in den S-1- und S-2-Proben ca. 60 % betrigt (vgl. Abb. 4.12). Da
von den vier Zielgenen nur Survivin sowohl in die Apoptosemodulation als auch in die
Mitoseregulation involviert ist, sollten die schwicheren Zellzyklusverdnderungen eine Folge
der geringeren Survivin-Expressionsreduktion darstellen, welche in den Kombinations-
behandlungen bei durchschnittlich 57 %, in den Einzelbehandlungen dagegen bei 76 % liegt
(Abb. 4.5). Dass die weiteren zelluldren Effekte wie Zellzahl- und -viabilititsabnahme in den
Kombinationsbehandlungen trotz konzentrationsbedingt schwécherer Survivin-Inhibition eine
anndhernd gleiche Stirke wie fiir die S1- und S2-Behandlungen aufweisen, konnte auf eine
synergistische Wirkung infolge simultaner Reduzierung mehrerer Apoptoseinhibitoren zu-
riickzufithren sein. Auch die Chemosensitivierung infolge BCL2+BCL-XL+XIAP+Survivin-
Depletion ist fiir die Kombinationsbehandlungen teilweise stirker als nach der effektivsten
siRNA-Einzelbehandlung, der BCL-XL-Hemmung (vgl. Kapitel 4.2.5). Somit ist anzunehmen,
dass die antiproliferativen und chemosensitivierenden Effekte der M4- und M8-Behandlungen

insbesondere eine Folge der simultanen Survivin- und BCL-XL-Inhibition sind.

5.4.5.2 Simultane Inhibition von BCL-XL und Survivin

Da von den siRNA-Einzelbehandlungen die Survivin-Reduktion aufgrund ihrer direkten anti-
tumoralen Wirksamkeit sowie die BCL-XL-Hemmung hinsichtlich der Verstirkung der
Chemotherapiewirkung besonders interessant sind (vgl. Kapitel 5.4.1 und 5.4.4) und die
Apoptoseinhibitoren BCL2 und XIAP in den untersuchten BCa-Zellen von untergeordneter
Bedeutung zu sein scheinen (vgl. Kapitel 5.4.2 und 5.4.3) und da anhand der M4- und M8-
Kombinationsbehandlungen gezeigt werden konnte, dass der simultane Einsatz der ausge-
wéhlten siRNAs nicht die Wirksamkeit der einzelnen Konstrukte beeinflusst, wurde {iberpriift,
welchen Effekt eine kombinierte Reduktion von BCL-XL und Survivin auf das Wachstums-
verhalten der EJ28- und J82-Zellen hat. Durch den simultanen Einsatz von je 20 nM einer ge-
gen BCL-XL und einer gegen Survivin gerichteten siRNA wird die Survivin-Expression stirker
als in den M4- und MS8-Behandlungen reduziert, das BCL-XL-mRNA-Niveau ist in diesen
Proben vergleichbar (vgl. Abb. 4.5 und 4.17 A). Die Transfektion von M2-A bzw. M2-B er-
zielt in den BCa-Zelllinien eine ausgeprigtere antitumorale Wirkung als die Behandlung mit
M4-1, M4-2 oder M8 (vgl. Kapitel 4.2.6). Die relative Viabilitdtsreduktion ist in den
BCL-XL+Survivin-Kombinationen stdrker als in den untersuchten Einzel- und Vierer-
Kombinationsbehandlungen (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1: Viabilitiit von EJ28-Zellen nach siRNA-Einzel- und -Kombinationsbehandlungen 96 h nach
Transfektion. Die Zellen wurden mit siRNAs einer Gesamtkonzentration von 40 nM vorbehandelt und 20 h nach
Transfektion mit 2,1 pg/ml Cisplatin (CDDP) bzw. 0,9 ng/ml Mitomycin C (MMC) inkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von Vierfachbestimmungen relativ zur ns-si-Kontrolle (100 %) zusammen mit den 95 %-Konfi-
denzintervallen.

Zudem sind nicht nur die Verminderung des Langzeitproliferationsvermdgens und die Zell-
zyklusarretierung in den M2-A- und M2-B-Proben grof3er als nach simultaner Hemmung aller
vier Apoptoseinhibitoren, vor allem fiihrten diese Zweier-Kombinationsbehandlungen zu einer
deutlich stirkeren Chemosensitivierung. Beispielsweise liegt die Gesamtapoptoserate in EJ28-
Zellen 72 h nach Transfektion bei bis zu 94 % (M2-B+CDDP), wéhrend sie in den M4-/M8§-
Behandlungen nur maximal 73 % betragt (M4-2+CDDP, vgl. Abb. 4.16 und 4.19 A). Infolge-
dessen verstérken sich auch die Viabilitdtsabnahme (vgl. Abb. 5.1) und die Zellzahlreduktion,
z.B. von max. 70 % in M4-1+MMC auf bis zu 81 % in M2-A+MMC (vgl. Abb. 4.15 und
4.19 B). Somit stellt die simultane Hemmung der Apoptoseinhibitoren Survivin und BCL-XL,
je einem Mitglied der BCL2- und IAP-Familien, in Kombination mit Chemotherapie eine
duBerst viel versprechende BCa-Therapieoption dar, deren Wirksamkeit im Tiermodell verifi-

ziert werden sollte (Kapitel 5.7).

5.4.5.3 Weitere Studien zur simultane Inhibition von Apoptoseinhibitoren

Die ersten Publikationen zur simultanen Hemmung verschiedener Apoptoseinhibitoren basie-

ren auf der Verwendung eines bispezifischen antisense-Oligonukleotids (ASO), welches voll-
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stindig komplementdr zum BCL2-Transkript ist und drei Fehlpaarungen zur BCL-XL-mRNA
aufweist [Zangemeister-Wittke et al., 2000]. ASOs sind kurze, 15 bis 20 Nukleotide umfas-
sende, einzelstringige DNA-Molekiile, deren Sequenz — analog dem siRNA-guide-Strang —
komplementéir zum Zielgentranskript gewidhlt wird. Nach Aufnahme dieser Konstrukte in die
Zellen konnen ASOs u.a. liber Watson-Crick-Basenpaarung an die Target-mRNA binden und
die Proteinbiosynthese durch RNase H-vermittelte mRNA-Spaltung oder durch sterische Blo-
ckade des Ribosoms inhibieren [Kurreck 2003]. Aufgrund des in verschiedenen Tumorentita-
ten beobachteten Wechsels zwischen BCL2- und BCL-XL-Expression erscheint eine simultane
Inhibition dieser Apoptoseinhibitoren dulerst sinnvoll [Arriola et al., 1999; Han et al., 1996].
Das bispezifische BCL2+BCL-XL-ASO ,,4625“ bewirkt in Tumorzelllinien unterschiedlichen
Ursprungs (u.a. Melanom, Bronchial-, Mamma- und Prostatakarzinom) eine Expressions-
minderung von BCL2 und BCL-XL sowie infolge einer Induktion von Apoptose eine deutliche
Reduktion der Zellproliferation [Gautschi et al., 2001; Olie et al., 2002; Yamanaka ef al.,
2006; Zangemeister-Wittke et al., 2000]. Zudem werden Mamma- und Prostatakarzinomzellen
durch Behandlung mit 4625 gegenliber nachgeschalteten Chemotherapien sensitiviert
[Simoes-Wiist et al., 2002; Yamanaka et al., 2006]. Auch in vivo ruft das ASO 4625 eine
deutliche Verringerung des Wachstums von Xenotransplantattumoren aus Mamma- bzw.
Kolorektalkarzinomzellen hervor [Gautschi efal., 2001]. In PC-3-Prostatakarzinomzellen
wurde gezeigt, dass dieses bispezifische ASO neben der Reduktion der BCL2- und BCL-XL-
Expression auch eine Herunterregulierung des Transkript- und Proteinniveaus von MCLI,
eines weiteren antiapoptotischen Mitglieds der BCL2-Familie, induziert, wéhrend die Expres-
sion der proapoptotischen Gene BAX, BAD und BAK unverindert bleibt [Yamanaka et al.,
2005]. Zudem werden durch Freisetzung des IAP-Antagonisten DIABLO aus den Mitochon-
drien die Proteinniveaus der IAPs cIAP1, cIAP2, XIAP und Survivin vermindert sowie die
Caspasen-3, -7 und -9 aktiviert [ Yamanaka et al., 2005].

Unter Verwendung von shRNA-Vektoren zeigen Lei ef al. (2007), dass durch die kombi-
nierte Reduktion von BCL2 und BCL-XL Hepg2-Zellen (hepatozellulires Karzinom) starker
gegeniiber einer Chemotherapie sensitiviert werden als durch die Ausschaltung eines einzel-
nen dieser Zielgene. Ebenso bewirkt eine gleichzeitige Hemmung von zwei der drei Apop-
toseinhibitoren BCL2, BCL-XL und XIAP in Chondrosarkomzellen eine Verstirkung der
Radiosensitivitit dieser Zellen [Kim ef al., 2007]. In EJ28-BCa-Zellen hingegen sind die anti-
proliferativen Effekte einer simultanen siRNA-vermittelten BCL2- und BCL-XL-Inhibition mit
denen der Einzelbehandlungen vergleichbar [Kunze et al., 2008b]. Wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt wurde, induziert auch die langfristige BCL2-Depletion in EJ28-Zellen die
BCL-XL-Expression nicht (vgl. Kapitel 4.4). Weitere Studien zur kombinierten Hemmung
dieser Zielgene in BCa-Zellen liegen nicht vor. Aus den eigenen Ergebnissen folgt daher, dass

in BCa-Zelllinien, im Gegensatz zu anderen Tumorentitédten, die antitumorale Wirksamkeit der
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BCL-XL-Reduktion durch eine simultane Inhibition von BCL2 und BCL-XL nicht verstérkt
werden kann.

Unter Verwendung von siRNAs wurden weitere Studien zur gleichzeitigen Ausschaltung
mehrerer Apoptoseinhibitoren an Zellkulturmodellen verschiedener Tumorentitdten durchge-
fiihrt. So beschreiben Riickert ef al. (2010) in Pankreaskarzinomzellen eine im Vergleich zu
den jeweiligen Einzelbehandlungen stirkere Apoptoseinduktion nach gleichzeitiger Reduktion
von BCL2, XIAP und Survivin. Ebenfalls zeigen Gill et al. (2009) in der Prostatakarzinomzell-
linie PC-3 nach kombinierter c/4P1-, cIAP2- und XIAP-Hemmung eine groflere Abnahme der
Zellproliferation und eine stirkere Sensitivierung der Zellen auf eine Behandlung mit rekom-
binantem TRAIL. Yang et al. (2010a) belegen in T24-BCa-Zellen infolge einer deutlichen
Apoptoseinduktion (ca. 30 %) nach kombinierter Inhibition der drei IAPs LIVIN, XIAP und
Survivin eine stirkere Viabilititsinhibition und Chemosensitivierung als in den entsprechenden
Monotargetbehandlungen.

Die Resultate der verdffentlichten Studien sowie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
belegen, dass die simultane Reduktion mehrerer Apoptoseinhibitoren in Tumorzellen deutlich
stirkere antiproliferative Effekte hervorrufen kann als die Inhibition eines einzelnen anti-
apoptotischen Gens. In den untersuchten EJ28- und J82-BCa-Zellen tragen insbesondere
BCL-XL und Survivin zum Wachstum und zum Chemotherapieansprechen der Zellen bei, so
dass die kombinierte Hemmung dieser beiden Apoptoseinhibitoren in vitro im Vergleich zu
den Einzelbehandlungen eine deutlich erhohte antitumorale Wirksamkeit aufweist. Ob BCL2
und X7AP in BCa-Zellen generell von untergeordneter Bedeutung sind oder ob die Kultur der
Zellen als Monolayer mit konstanter Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung diese beiden
Apoptoseinhibitoren flir die Tumorzellen entbehrlich macht, sollte anhand von BCa-Zell-
sphiroiden analysiert werden. Zudem sollte in Folgearbeiten iiberpriift werden, welche Rolle
weitere antiapoptotische Gene, wie z.B. cIAP1, cIAP2, LIVIN oder MCLI, in BCa-Zellen
spielen und ob eine zusdtzliche Ausschaltung dieser Faktoren eine Verbesserung des

Therapieansatzes bewirken kann.

5.5 Transkriptomweite Genexpressionsanderungen
nach siRNA-vermittelter Inhibition verschiedener
Apoptoseinhibitoren

Zur Bestimmung transkriptomweiter Genexpressionsdnderungen in EJ28-BCa-Zellen nach

siRNA-vermittelter Inhibition von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin — einzeln sowie in den
M4- und M8-Kombinationen — wurden Oligonukleotid-Microarray-Analysen durchgefiihrt.
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Diese Untersuchungen, bei denen parallel die Expression von 28 869 humanen Genen in einer
RNA-Probe bestimmt wird, sollten kliren, ob durch Hemmung eines oder mehrerer Zielgene
andere apoptoseassoziierte Gene in ihrer Expression verdndert werden. Ebenso sollte analy-
siert werden, welche weiteren targetabhingigen und -unabhiingigen Anderungen durch die
verwendeten siRNAs hervorgerufen werden. Um siRNA-spezifische Einfliisse zu erkennen
und diese von mdglichen transfektionsbedingten Effekten abzutrennen, wurden alle Expres-
sionsdaten nach siRNA-Einzel- oder -Kombinationsbehandlungen auf die ns-si-Kontrolle be-
zogen.

Bei den siRNA-Einzelbehandlungen zeigte sich, dass in den beiden unabhédngigen Experi-
menten und von beiden gegen dasselbe Zielgen gerichteten Konstrukten nur 1 - 6 Gene gleich-
zeitig in ihrer Expression um mindestens das 1,7fache verdndert wurden (vgl. Abb. 4.20,
Tab. 4.2). Fir BCL-XL und Survivin konnten dabei die mittels qPCR ermittelten starken
Target-mRNA-Reduktionen nach Behandlung mit den entsprechenden siRNAs in den Micro-
array-Analysen bestdtigt werden (vgl. Abb. 4.5, Tab. 4.2). Da B2-1, X-1 und X-2 im Ver-
gleich zu den anderen targetspezifischen siRNAs auf mRNA-Ebene — im Gegensatz zur Pro-
teinebene — schwichere Expressionsdnderungen hervorrufen (vgl. Abb. 4.5) und Microarray-
Analysen eine geringere Sensitivitit als die zuvor verwendeten qPCR-Messungen aufweisen
[Park & Stegall, 2007], konnten fiir BCL2 und XIAP in den Microarray-Untersuchungen keine
den Schwellenwert iibersteigenden Expressionsdnderungen detektiert werden. Die Inhibition
eines einzelnen Zielgens (z.B. BCL-XL) ruft zum analysierten Zeitpunkt, 48 h nach Transfek-
tion, keine Verdnderungen der Transkriptniveaus der anderen drei Targets (im Beispiel: BCL2,
XIAP und Survivin) hervor. Zudem werden keine weiteren apoptoseassoziierten Gene auf
mRNA-Ebene hoch- oder herunterreguliert (vgl. Kapitel 4.2.7).

Analog zu der in dieser Arbeit beobachteten geringen Anzahl differenziell exprimierter
Gene nach siRNA-Transfektion (vgl. Abb. 4.20) zeigen Anderson et al. (2006), dass das Ex-
pressionsmuster nach siRNA-vermittelter BCL2-Hemmung, trotz deutlicher Targetreduktion,
in PC-3-Prostatakarzinomzellen nahezu vergleichbar mit dem der Kontroll-siRNA ist. Ebenso
bewirkt in Kolonkarzinomzellen selbst eine langfristige, shRNA-induzierte X74 P-Reduktion
keine Expressionsdnderungen anderer apoptoseregulierender Gene [Connolly et al., 2009; Dai
et al., 2009]. Unter Nutzung eines speziellen Apoptose-Microarrays wird in T24-BCa-Zellen,
im Gegensatz zu den hier an EJ28-BCa-Zellen erzielten Ergebnissen, 72 h nach siRNA-ver-
mittelter Survivin-Inhibition eine Expressionsminderung von 14 apoptoseassoziierten Genen
gemessen [Takizawa et al., 2007]. Interessanterweise zdhlen dazu jedoch tiberwiegend apop-
tosefordernde Faktoren wie die Todesrezeptoren TNF-RI und TNFRSF25, zwei Caspasen so-
wie proapoptotische Mitglieder der BCL2-Familie: BAK, BIM, BCL2L12 und BCL2LI13
[Takizawa et al., 2007].
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In den Kombinationsbehandlungen M4-1, M4-2 und M8 sind in beiden unabhéngigen Ex-
perimenten 10 - 16 Gene differenziell exprimiert, von denen zwei, HISTIH2BK und STCI, in
allen drei Behandlungen moduliert werden (vgl. Abb. 4.21). Auffillig ist, dass durch alle
targetspezifischen siRNAs HISTIH2BK, ein Bestandteil der Nukleosomen, induziert wird
(vgl. Tab. 4.2, Abb. 4.21). Ein Vergleich zwischen unbehandelten und ns-si-behandelten Zel-
len zeigt, dass HISTIH2BK in den ns-si-behandelten EJ28-Zellen 1,9fach herunterreguliert ist
(Daten nicht gezeigt). Dies legt den Schluss nahe, dass die Expression von HISTIH2BK nicht
infolge der Behandlung mit targetspezifischen siRNAs induziert wird, sondern vielmehr durch
das Kontrollkonstrukt ns-si herunterreguliert wird. Da die Sequenz des Kontrollkonstruktes
von der Fa. Eurogentec nicht verdffentlicht ist, kann nicht tiberpriift werden, ob ns-si teilweise
komplementir zum HIST1H2BK-Transkript ist.

Infolge der BCL2- und Survivin-Einzelinhibition sowie in den Kombinationsbehandlungen
wird STCI induziert (vgl. Tab. 4.2, Abb. 4.21). STC1 ist ein Glykoprotein, welches in die
Calcium- und Phosphat-Homoostase involviert ist. Zudem scheint STC1 in die Apoptose-
regulation einzugreifen. Allerdings variieren diesbeziiglich die bislang verdffentlichten Ergeb-
nisse. So wirkt STC1 in Kolonkarzinomzellen proapoptotisch [Law ef al., 2008]. Ebenso wird
in Knorpelzellen nach Inkubation mit rekombinantem STC1 Apoptose induziert [Wu et al.,
2006]. In Ovarialkarzinomzellen hingegen fiihrt die Uberexpression von STCI zu einer Induk-
tion der antiapoptotischen Proteine BCL2 und BCL-XL [Liu ef al., 2010]. In Anbetracht der
putativen Beteiligung von STC! bei der Apoptoseregulation sollte die Rolle dieses Genes in
BCa-Zellen weiter untersucht werden. Das Semaphorin SEMA3A4 wird ebenfalls nach BCL2-
und Survivin-Depletion hochreguliert (vgl. Tab. 4.2). Neben seiner Rolle in der Steuerung des
Axonwachstums ist SEMA3A ein Angiogeneseinhibitor und beeintrachtigt das Tumorwachs-
tum [Maione et al., 2009; Schmidt & Strittmatter, 2007]. Aufgrund dessen sollte die Funktion
von SEMA3A, insbesondere in Zusammenhang mit der Survivin-Inhibition, in weiterfithren-
den Studien analysiert werden.

Die Behandlung der EJ28-Zellen mit der siRNA B2-1 fiihrte zur Hochregulation der drei
durch Stress induzierbaren Gene /L6, IL8 und TLR6 (vgl. Tab. 4.3). Ebenso induzierten die
Konstrukte S-1 und S-2 das Zytokin /L6. Viele weitere mit einer Stressreaktion der Zelle in
Verbindung stehende Gene wurden nicht beeinflusst, so dass der biologische Prozess der
Stressantwort innerhalb der differenziell exprimierten Gene nicht tiberreprisentiert war (Daten
nicht gezeigt). Obwohl zunichst angenommen wurde, dass nur mehr als 30 Nukleotide umfas-
sende doppelstringige RNAs in der Zelle eine Interferonantwort auslosen konnen, zeigten
weiterfithrende Studien, dass auch siRNAs dazu in der Lage sind [Elbashir et al., 2001b; Sledz
et al., 2003]. Eine wichtige Rolle spielen dabei insbesondere die RNA-sensitiven Immun-
rezeptoren TLR3, TLR7 und TLRS, die doppelstrangige RNA-bindende Proteinkinase PKR
sowie die Helikasen RIG-1 und MDAS [Kurreck, 2009]. Da sich die Expressionsmuster dieser

86



,,SIRNA-Sensoren® zwischen Immunzellen und Nichtimmunzellen wesentlich unterscheiden
[Schlee et al., 2006], ist es zwingend notwendig zu iiberpriifen, ob die in dieser Arbeit ver-
wendeten siRNAs in vivo, in immunkompetenten Versuchstieren, eine Immunaktivierung her-
vorrufen. Dies konnte durch Messung von Zytokinen im Blut der Versuchstiere sowie durch
Quantifizierung des /FITI-mRNA-Niveaus in Organen wie Leber und Niere, welche den Ab-
bau und die Ausscheidung von Medikamenten zur Aufgabe haben, erfolgen [Jackson &
Linsley, 2010]. Durch Vermeidung immunstimulatorischer Sequenzmotive innerhalb der
siRNA wire es moglich, unerwiinschte Effekte auf das Immunsystem zu vermeiden [Kurreck,
2009], wobei diese bei der Behandlung von Tumorerkrankungen auch forderlich sein kénnen
[Schlee et al., 2006].

5.6 Etablierung einer kombinierten siRNA- und
Chemotherapiebehandlung im subkutanen EJ28-
Xenotransplantatmodell

Unter Verwendung eines subkutanen EJ28-BCa-Xenotransplantatmodells in der Maus sollten
die in vitro beobachteten deutlichen antiproliferativen Effekte nach siRNA-vermittelter Hem-
mung ausgewihlter Apoptoseinhibitoren in Kombination mit Chemotherapie (vgl. Abb. 4.13
und 4.19 C) in vivo iberpriift werden. Dafiir war es zunéchst notwendig, die siRNA- und
Chemotherapieapplikation fiir das verwendete Tiermodell zu etablieren.

Aufgrund des hohen Molekulargewichtes (ca. 13 kDa) und der negativen Ladung des
Phosphatriickgrats konnen siRNAs die Zellmembran in der Regel nicht eigenstindig passieren
[Whitehead et al., 2009]. Wiahrend es in vitro unter Verwendung von Transfektionsmitteln,
wie z.B. dem kationischen Lipid DOTAP (vgl. Kapitel 3.2.2.2), vergleichsweise einfach ist,
siRNA-Molekiile effizient in die Zielzellen einzubringen, stellt dies in vivo zurzeit die groBite
Herausforderung dar, da die in der Zellkultur verwendeten Transfektionsmittel in Tier und
Mensch oft toxische Nebenwirkungen induzieren [Kurreck 2009; Tiemann & Rossi, 2009].
In vivo werden lokale, wie z.B. die intranasale Therapeutikagabe bei Lungenerkrankungen,
und systemische Applikationsformen, wie z.B. die intravendse Injektion bei metastasierten
Tumoren, voneinander unterschieden. Lokale Applikationen vereinen mehrere Vorteile. Bei-
spielsweise sind zum Erreichen hoher lokaler Wirkstoffkonzentrationen geringere Therapeuti-
kamengen erforderlich. Zusitzlich ist das Risiko, systemische Nebenwirkungen zu induzieren,
deutlich niedriger [Shim & Kwon, 2010]. Da im Falle des BCa die klinische Anwendung der
siRNA-Therapeutika zur Rezidiv- und Progressionsprophylaxe nach der Tumorresektion lokal

durch intravesikale Instillation in die Harnblase erfolgen konnte, wurde in der vorliegenden
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Arbeit eine lokale siRNA-Gabe etabliert (vgl. Kapitel 3.5.1). Weil in der putativen klinischen
Anwendung nicht solide Karzinome, sondern vereinzelte, nach der BCa-Resektion verbliebene
Tumorzellen das zu therapierende Ziel wiren, erfolgte dabei eine peritumorale Wirkstoff-
applikation.

Eigene Vorarbeiten zur peritumoralen Applikation einer unkomplexierten, gegen Survivin
gerichteten siRNA im subkutanen BCa-Xenotransplantatmodell (Daten nicht gezeigt) besté-
tigten die bereits von Urban-Klein ez al. (2005) fiir eine systemische, intraperitoneale siRNA-
Gabe publizierten Ergebnisse: unkomplexierte, so genannte ,,nackte” siRNAs werden héufig
nicht in ausreichendem Malle in subkutane Tumor-Xenotransplantate aufgenommen. Eine
Moglichkeit zur Verbesserung der siRNA-Aufnahme stellt die Komplexierung der siRNAs mit
synthetischen kationischen Polymeren, z.B. Polyethyleniminen (PEI), oder kationischen Poly-
peptiden, wie z.B. dem aus Kélberhaut extrahierten Kollagen des Typs I ,,Atelocollagen®, dar.
So zeigen Urban-Klein et al. (2005) eine deutliche Wachstumsreduktion von subkutanen Ova-
rialkarzinomen nach intraperitonealer Injektion einer mit dem linearen PEI ,.in vivo-jetPEI*
komplexierten, gegen ERBB2 gerichteten siRNA. Hingegen beeinflusst dieselbe, jedoch un-
komplexiert applizierte siRNA die Tumorzellproliferation nicht [Urban-Klein et al., 2005].
Ebenso fiihrt sowohl die lokale als auch die systemische Applikation eines mit Atelocollagen
komplexierten, gegen BCL-XL gerichteten siRNA-Konstrukts, im Gegensatz zur nackten
siRNA, zur Verminderung des Wachstums subkutaner PC-3-Prostatakarzinom-Xenotrans-
plantate [Mu ef al., 2009]. Basierend auf diesen viel versprechenden Resultaten erfolgte die
Analyse von in vivo-jetPEI und Atelocollagen als siRNA-Carrier im subkutanen EJ28-Xeno-
transplantatmodell. Um die siRNA-Aufnahme und -Wirksamkeit dabei direkt nachweisen zu
konnen, wurde fiir diese Untersuchungen die gegen Survivin gerichtete siRNA S-1, welche
in vitro eine deutliche Reduktion der Tumorzellproliferation bewirkte (vgl. Kapitel 4.2.3),
ausgewdhlt. Widhrend die dreimalige peritumorale Applikation der mit Atelocollagen
komplexierten siRNA S-1 das Tumorwachstum nicht beeinflusste, induzierte diese siRNA in
Kombination mit dem Carrier in vivo-jetPEI eine deutliche Reduktion des Tumorendvolumens
und Tumorendgewichtes um 43 % bzw. 30 % (vgl. Kapitel 4.5.1). Infolgedessen wurde
in vivo-jetPEI als siRNA-Carrier fiir die weiteren Analysen ausgewahlt.

Bedingt durch die Erkenntnis, dass EJ28-BCa-Zellen trotz vorhandener Sensitivitit in vitro
(vgl. Abb. 4.13) in vivo nicht auf eine systemische CDDP-Behandlung ansprechen (Daten die-
ser Vorarbeiten nicht gezeigt), wurde die Wirksamkeit von intravends injiziertem MMC und
GEM im subkutanen EJ28-Xenotransplantatmodell iiberpriift. Die eingesetzten Konzentrati-
onen von 60 mg/kg GEM bzw. 3 mg/kg MMC wurden basierend auf Literaturangaben ausge-
wahlt [Pirollo et al., 2008; Xin et al., 2005]. Wiahrend GEM nur eine minimale Reduktion des
Tumorwachstums bewirkte, verminderte die MMC-Behandlung das Tumorendvolumen um

87 % (vgl. Abb. 4.29). Da diese enorme Wachstumsinhibition den Nachweis einer durch eine
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siRNA-Vorbehandlung verbesserten Chemotherapiewirksamkeit unmoglich macht, wurde ein
zweites Experiment zur Optimierung der MMC-Konzentration durchgefiihrt. Die dabei ver-
wendeten Mengen von 0,75 bzw. 1,5 mg/kg MMC pro Injektion induzierten eine vergleich-
bare Abnahme des Tumorvolumens um jeweils ca. 36 % (vgl. Abb. 4.29 B). Zur Erzielung
einer geringfiigig stirkeren Tumorwachstumshemmung wurde fiir die weiteren Studien eine
MMC-Konzentration von 2 mg/kg festgelegt.

Basierend auf ihrer chemosensitivierenden Wirkung in vitro (vgl. Abb. 5.1) wurden die
siRNAs BX-1, S-2 sowie die Kombinationsbehandlung M2-B fiir die Studien am subkutanen
EJ28-Xenotransplantat-Mausmodell ausgewéhlt. Da die zelluldren Effekte der Behandlungen
M4-1 und M4-2 vergleichbar waren (vgl. Kapitel 4.2.3) und die Mischung M2-B in BCa-Zel-
len starkere antiproliferative Effekte erzielte als M2-A (vgl. Kapitel 4.2.6), wurde zur simulta-
nen Hemmung der vier Apoptoseinhibitoren BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in vivo die
Kombination ,,BX-1 + S-2 (= M2-B) + B2-2 + X-2* eingesetzt. Im Gegensatz zu den zuvor
durchgefiihrten Experimenten zur Etablierung der systemischen Chemotherapie, bei denen das
Allgemeinbefinden der Versuchstiere durch die Behandlungen nicht beeintrichtigt wurde,
traten im Experiment zur kombinierten siRNA+Chemotherapeutika-Applikation infolge der
intravendsen MMC-Injektion Nekrosen am Schwanz der Mause auf. Aufgrund dieser erhebli-
chen Belastungen war eine vorzeitige Euthanasie einzelner Versuchstiere unabdingbar. Die
Auswertung der Daten fiir die verbleibenden Tiere dieses Experimentes bestétigt jedoch die
in vitro nach BCL-XL-Inhibition beobachtete Verstirkung der Chemotherapiewirkung. So ist
das Tumorvolumen durch BX-1+MMC-Behandlung gegeniiber der Kontrollgruppe
ns-si+tMMC am Tag 35 um 48 % reduziert (vgl. Abb. 4.30).

Aufbauend auf der deutlichen antitumoralen Wirkung der Survivin-Inhibition (vgl.
Abb. 4.28) und der starken Reduktion des Tumorvolumens nach BX-1+MMC-Behandlung
(vgl. Abb. 4.30) sollte der Versuch zur siRNA-vermittelten Hemmung beider Apoptose-
inhibitoren in Kombination mit Chemotherapie wiederholt werden. Insbesondere wird, auf-
grund der in vitro beobachteten maximalen BCa-Wachstumshemmung nach simultaner Inhi-
bition von BCL-XL und Survivin (vgl. Kapitel 4.2.6), die kombinierte Reduktion dieser Ziel-
gene zusammen mit einer systemischen MMC-Behandlung als besonders viel versprechend
eingeschitzt.

Publikationen, welche die simultane Hemmung verschiedener Apoptoseinhibitoren in vivo
beschreiben, sind dem Autor nicht bekannt. Jedoch konnten durch Einzelinhibition der aus-
sichtsreichen Kandidaten BCL-XL und Survivin in verschiedenen Tumor-Mausmodellen be-
reits viel versprechende Ergebnisse erzielt werden. Wie bereits erwéhnt, inhibiert eine mittels
Atelocollagen lokal oder systemisch applizierte, gegen BCL-XL gerichtete siRNA signifikant
das Wachstum subkutaner Prostatakarzinome. Zusétzlich bewirkt diese siRNA eine deutliche

Sensitivierung der PC-3-Tumorzellen gegeniiber CDDP [Mu et al., 2009]. Ebenso wird die
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Proliferation subkutaner Kolonkarzinom-Xenotransplantate durch Behandlung mit einem
BCL-XL-inhibierenden shRNA-Vektor vermindert [Zhu et al., 2007]. Die RNAi-vermittelte
Inhibition von Survivin fiihrt in verschiedenen Tumorentititen (hepatozelluldres Karzinom,
kolorektales Karzinom und BCa) zu einer Wachstumsreduktion und kann eine Sensitivierung
der Tumorzellen gegeniiber Radio- und Chemotherapien induzieren [Hou et al., 2006, Shen
et al., 2009; Song et al., 2009; Yang et al., 2010b]. Basierend auf diesen Publikationen und
den eigenen Ergebnissen stellt die siRNA-vermittelte Hemmung der Apoptoseinhibitoren
BCL-XL bzw. Survivin in Kombination mit konventionellen Chemotherapien eine aussichts-
reiche Tumortherapieoption dar, deren Effektivitdt jedoch vor einer klinischen Phase I-Studie
zundchst in weiteren in vivo-Studien bestétigt werden sollte. Insbesondere ist die simultane
Inhibition von BCL-XL und Survivin in Kombination mit Chemotherapie im BCa-
Xenotransplantatmodell zu evaluieren. Ebenso wire zu priifen, ob durch den Einschluss weite-
rer die BCa-Proliferation fordernder Targets, wie z.B. des Angiogenesefaktors VEGF
[Donmez et al., 2009; Roskoski, 2007] oder der an der Immortalisierung beteiligten Telo-
merase-Untereinheit A/TERT [Artandi & DePinho, 2010; Ito et al., 1998], eine Verstarkung der
Therapiewirkung erzielt werden kann. So fiihrte die simultane Inhibition von BCL-XL, hTERT
und VEGF durch einen shRNA-Vektor bereits in in vitro- und in vivo-Studien an Platten-
epithel-Karzinomenzellen des Kehlkopfs zu deutlichen antitumoralen Effekten und einer
starkeren Apoptoseinduktion im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen [Wang
et al., 2008].

5.7 Molekulare und zellulire Effekte der Hemmung
von BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin in
nichtmalignen Fibroblasten

Die als nichtmaligne Kontrollzelllinie ausgewihlten humanen Vorhaut-Fibroblastenzellen
exprimieren drei der vier Apoptoseinhibitoren (BCL2, BCL-XL und Survivin) auf einem deut-
lich geringeren Niveau als die BCa-Zelllinien EJ28 und J82 (vgl. Tab. 4.1). XIAP wird in den
Fibroblasten auf einem dhnlichen Level wie in den untersuchten Tumorzellen gebildet. Die
Behandlung der Fibroblastenzellen mit den targetspezifischen siRNAs induziert eine Vermin-
derung der relativen Zielgen-mRNA-Niveaus, deren Grad mit dem der relativen Expressions-
reduktion in den BCa-Zellen vergleichbar ist. Beispielsweise wird das BCL-XL-Transkript
durch BX-2 in den Fibroblasten um 67 % und in den BCa-Zellen um ca. 71 % gesenkt (vgl.
Abb. 4.23 und 4.5). Da die absoluten Expressionshohen von BCL2, BCL-XL und Survivin in
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der Kontrollzelllinie aber deutlich niedriger als in den BCa-Zellen sind (vgl. Tab. 4.1), ist die
Expressionsminderung dieser Zielgene insgesamt geringer als in den Tumorzellen.

Die siRNA-vermittelte Hemmung von BCL2, BCL-XL und XIAP verdndert das Wachs-
tumsverhalten der Fibroblasten nicht (vgl. Kapitel 4.3). Jedoch induziert die Survivin-Inhibi-
tion infolge einer Apoptoseinduktion und eines Zellzyklusarrestes in der G2/M-Phase eine
Verminderung der Zellproliferation. Eine kombinierte siRNA+Chemotherapie-Behandlung
konnte in den Fibroblasten nicht analysiert werden, da diese nichtmalignen Zellen duflerst
chemosensitiv sind. Trotz vieler verdffentlichter Studien zur siRNA- oder shRNA-vermittelten
Reduktion der vier Zielgene in Tumorzellkulturen unterschiedlichen Ursprungs beschreiben
nur wenige Publikationen, welche Effekte eine RNAi-induzierte Targetdepletion in einer
nichtmalignen Zelllinie hervorruft. So wird die Viabilitdt der untersuchten Fibroblasten durch
eine Behandlung mit einer gegen BCL-XL gerichteten shRNA bzw. mit einer gegen Survivin
gerichteten siRNA nicht beeinflusst [Ning et al., 2004; Zhu et al., 2007]. Eine Ursache fiir das
unterschiedliche Ansprechen von Fibroblastenzellkulturen auf eine Survivin-Inhibition kann
darin begriindet liegen, dass diese Zellen beim Ubergang von der Primérkultur in eine Zelllinie
unterschiedliche genetische Verdnderungen angehéduft haben und daher die Survivin-Expres-
sion in diesen verschiedenen Zelllinien variiert.

Survivin, welches in nahezu jedem humanen Tumor gebildet wird, ist in den meisten
Normalgeweben nicht bzw. nur in sehr geringem Male vorhanden [Caldas et al., 2005]. Ent-
sprechend wird Survivin auch nicht in gesundem Harnblasengewebe detektiert [Ku et al.,
2004; Moussa et al., 2006; Shariat et al., 2007; Weikert et al., 2005]. Infolgedessen sollten,
speziell bei einer lokalen, intravesikalen Anwendung von Survivin-inhibierenden Therapeutika
beim Menschen, sowohl die systemischen Nebenwirkungen als auch die lokalen Nebeneffekte
auf das gesunde Urothel gering sein. Dafiir spricht auch, dass die siRNA-vermittelte Survivin-
Inhibition in vivo keine Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens der Tiere bewirkte (vgl.
Kapitel 4.5.1). Ebenso induziert eine gegen Survivin gerichtete siRNA nach systemischer Ap-
plikation im Tumormausmodell keine signifikanten Toxizititen, wie z.B. Leber- oder Nieren-

schidden [Kunze ef al., 2008a].

5.8 siRNAs als Antitumortherapeutika

Theoretisch kann, bei entsprechendem Design der Konstrukte, jedes beliebige Gen durch
siRNAs inhibiert werden [Whitehead et al., 2009]. Als Targets fiir eine siRNA-vermittelte
Antitumortherapie, welche die unkontrollierte Proliferation der Tumorzellen hemmen soll,
kommen insbesondere Gene in Frage, deren Expression in Tumoren im Vergleich zum

Normalgewebe deutlich erhoht ist und deren Proteine eine essenzielle Rolle in der Karzino-
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genese innehaben. Zu derartigen Targets zdhlen u.a. Gene, deren Proteine die Angiogenese,
die Apoptose, die Immortalisierung oder die Metastasierung beeinflussen [Pai et al., 2006].
Zudem kann die siRNA-vermittelte Geninhibition dazu beitragen, Tumorzellen gegeniiber
konventionellen Chemo- oder Radiotherapien zu sensitivieren [Kurreck, 2009]. Da nicht die
Fehlregulation eines einzelnen Gens sondern die Anhdufung multipler genetischer Verdnde-
rungen zur Tumorentstehung und -progression fiihrt und die Ausschaltung eines einzelnen
Faktors die Abhdngigkeit der Tumorzellen von anderen Signalwegen erh6hen kann, wird eine
effektive und lang anhaltende Tumortherapie voraussichtlich nur durch kombinierte Inhibition
mehrerer tumorassoziierter Faktoren moglich sein [Hanahan & Weinberg, 2011].

Erste klinische Phase I-Studien (vgl. Tab. 1.3) sowie zahlreiche in vitro- und in vivo-Stu-
dien belegen das Potenzial RNAi-basierter Therapieansitze in der Tumorbehandlung [zusam-
mengefasst in Pai et al., 2006 und Phalon ef al., 2010]. Bevor siRNAs jedoch standardméBig
als Therapeutika in Betracht gezogen werden konnen, miissen zwei Kernpunkte geklart wer-
den: (1) die Frage nach der Spezifitit der Konstrukte und (2) die effiziente Verbringung der
siRNAs in die Zielzellen [Kurreck, 2009]. Wie bereits in Kapitel 5.5 erwéhnt, konnen siRNAs
das Immunsystem aktivieren. Zudem ist es moglich, dass diese Konstrukte targetunabhingige
Verdnderungen, so genannte off-target-Effekte, induzieren. Durch partielle Komplementaritét
der siRNA zu einer Nicht-Ziel-RNA — hierbei ist die Ubereinstimmung von 11 aufeinander-
folgenden Nukleotiden ausreichend — kdnnen auch vom Target verschiedene Gene inhibiert
werden [Jackson et al., 2003]. Dabei ist es moglich, dass diese off-target-Effekte phéno-
typische Verdnderungen, wie z.B. eine Beeintrichtigung der Zellviabilitit, hervorrufen
[Fedorov et al., 2006]. Ebenso konnen Gene durch eine vollstindige Homologie zwischen dem
3’-untranslatierten Bereich (3’-UTR) und der siRNA-seed-region (Positionen 2-7 oder 2-8 des
siRNA-guide-Stranges) in ihrer Expression beeinflusst werden [Birmingham et al., 2006].
Eine Analyse zum Auftreten aller 4096 mdglichen Hexamersequenzen im 3’-UTR des huma-
nen Transkriptoms zeigt, dass einige dieser Sequenzen selten, andere hingegen deutlich zahl-
reicher vorkommen und dass siRNAs, deren seed region komplementéir zu den haufigeren
Hexamersequenzen ist, wesentlich stirkere off-farget-Effekte induzieren [Anderson et al.,
2008].

Aufgrund der moglichen immunstimulatorischen Aktivitit von siRNAs gilt es auch zu
iiberpriifen, inwieweit die in tierexperimentellen Studien erzielten siRNA-induzierten antipro-
liferativen Effekte eine Folge der Targethemmung sind. So nutzen zahlreiche Studien als
Kontrollkonstrukt eine gegen GFP gerichtete siRNA, welche im Gegensatz zu den verwende-
ten targetspezifischen siRNAs nur eine geringe immunstimulatorische Wirkung zeigt [Robbins
et al., 2008]. Daher besteht die Moglichkeit, dass die therapeutische Wirksamkeit der tar-
getspezifischen siRNAs nicht eine Folge der Zielgeninhibition ist, sondern die Aktivierung des

Immunsystems zur Ursache hat [Robbins et al., 2008]. Kleinman et al. (2008) belegen, dass,
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analog zu den in klinischen Studien an Patienten mit altersbedingter Makuladegeneration
evaluierten und gegen VEGF oder dessen Rezeptoren gerichteten siRNAs, im Mausmodell zur
choroidalen Neovaskularisation auch zahlreiche unspezifische kleine doppelstrangige RNA-
Molekiile eine antiangiogene Wirkung zeigen. Die Reduktion der Neovaskularisation ist dabei
eine Folge der TLR3-Aktivierung [Kleinman et al., 2008].

Es ist anzunehmen, dass siRNAs nie vollstindig spezifisch sein werden. Jedoch ist es
moglich, durch Einsatz geringer siRNA-Konzentrationen sowie durch ein intelligentes Design
der Konstrukte Nebenwirkungen wie Immunstimulation oder off-target-Effekte zu reduzieren.
So konnen hiufig auftretende seed-region-Sequenzen oder immunstimulatorische Motive in-
nerhalb der siRNA vermieden werden [Kurreck, 2009]. Ebenso kénnen chemische Modifika-
tionen, wie z.B. locked nucleic acid (LNA)-Modifikationen im passenger-Strang oder eine
2’-0O-Methyl-Substitution an der Ribose des zweiten Nukleotids des siRNA-guide-Stranges,
zur Minimierung der Nebenwirkungen beitragen [Elmén et al., 2005; Jackson et al., 2006].
Dabei ist zu beachten, dass durch die chemischen Modifikationen in der siRNA die Tar-
gethemmung nicht beeintrichtigt wird. Die targetunabhéngigen Wirkungen der siRNAs miis-
sen jedoch nicht zwangsldufig unerwiinscht sein. Ahnlich wie bei der Therapie der choroidalen
Neovaskularisation konnten die immunstimulatorischen, antiangiogenen Effekte bestimmter
siRNAs auch in der Tumorbehandlung Vorteile bringen. So kdnnte beispielsweise die Neubil-
dung von BlutgefiBlen und damit die Nahrstoffversorgung der Tumoren reduziert werden.
Dennoch ist es unerldsslich, durch zweckmifBige Kontrollen, z.B. durch die Verwendung ge-
eigneter Kontrollkonstrukte mit zu den Target-siRNAs vergleichbaren immunstimulatorischen
Eigenschaften sowie durch Einsatz verschiedener gegen ein Zielgen gerichteter siRNA-Kon-
strukte, die siRNA-induzierten phianotypischen Verdnderungen zu iiberpriifen und den siRNA-
Wirkmechanismus zu charakterisieren.

Eine zentrale Herausforderung bei der Nutzung intrazelluldr wirkender siRNAs zur Gen-
inhibition in vivo stellt, aufgrund ihrer Gréfe und negativen Ladung, die Verbringung der
Konstrukte in die Zielzellen dar (vgl. Kapitel 5.6). Obwohl nackte siRNAs in vivo nach lokaler
Applikation von einigen Zellen spontan aufgenommen werden, z.B. nach intranasaler
Verbringung in die Lunge [Bitko et al., 2005], wird fiir die effektive Transfektion vieler Ge-
webe ein Carrier bendtigt [Whitehead et al., 2009]. Insbesondere bei der systemischen siRNA-
Applikation sind zahlreiche Hindernisse zu liberwinden. So miissen intravends injizierte
siRNAs unter Vermeidung der Aufnahme durch Phagozyten, der Degradation durch endogene
Nukleasen sowie der Ausscheidung durch die Nieren (1) aus den Blutgefiaflen in die extra-
zelluldre Matrix transportiert werden, (2) zu den Zielzellen diffundieren, (3) von diesen durch
Endozytose aufgenommen und (4) aus den Endosomen freigesetzt werden [Whitehead et al.,
2009].
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Eine Verldngerung der Halbwertszeit von siRNAs im Serum kann beispielsweise durch
LNA-Modifikationen im Konstrukt erzielt werden [Elmén et al., 2005]. Zur Verbesserung der
Aufnahme werden siRNAs hdufig mit neutralen oder kationischen Lipiden in Lipoplexen oder
Liposomen komplexiert, welche zur Erhohung der siRNA-Serumstabilitit und zur Reduktion
toxischer Nebenwirkungen zusitzlich mit Polyethylenglykol modifiziert werden kénnen [Guo
et al., 2010; Kurreck, 2009]. Weitere viel versprechende siRNA-Carrier stellen insbesondere
synthetische kationische Polymere (z.B. Polyethylenimine) und kationische Polypeptide (z.B.
Atelocollagen) dar [Kurreck, 2009; Mu ef al., 2009]. Auch die Bindung von siRNAs an
lipophile Molekiile, wie z.B. Cholesterol, kann die zellulire Aufnahme z.B. in Leber und
Jejunum verbessern [Soutschek et al., 2004]. Die beste Mdglichkeit zum Erreichen hoher
siRNA-Konzentrationen in den Targetzellen und zur Reduktion putativer Nebenwirkungen in
anderen Geweben stellt eine zelltypspezifische siRNA-Verbringung dar. Dabei konnen
siRNAs beispielsweise an Aptamere oder Antikorper gebunden werden, welche ein Protein an
der Oberfliache der Zielzellen erkennen [Chu et al., 2006; Pirollo ef al., 2007]. Dies setzt je-
doch voraus, dass ein Oberflachenprotein existiert, welches von den Targetzellen spezifisch
bzw. in deutlich hoherem Maf3e als von den Nicht-Zielzellen gebildet wird.

Den ersten Nachweis sowohl fiir die siRNA-Verbringung als auch fiir die Induktion der
RNAI in Tumorzellen nach systemischer Applikation einer gegen RRM?2 gerichteten siRNA
im Menschen liefern Davis et al. (2010). In dieser klinischen Studie mit drei Melanom-
patienten wurden die siRNAs in Nanopartikel aus Cyclodextrin-basiertem Polymer und
Adamantan-gekoppeltem Polyethylenglykol verpackt. Fiir einen zielgerichteten Transport wa-
ren die Nanopartikel zudem mit dem Protein Transferrin, welches an den in Tumorzellen ver-
starkt gebildeten Transferrinrezeptor bindet, beladen. In den nach intravendser siRNA-Injek-
tion entnommenen Tumorbiopsien konnten intrazelluldre Nanopartikel nachgewiesen werden,
deren Menge mit der applizierten Dosis korreliert. Zudem konnte sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene eine Reduktion der Expression des Zielgens RRM?2 detektiert werden [Davis
etal., 2010]. Diese viel versprechende Studie zeigt, dass bei einer systemischen siRNA-
Applikation im Menschen eine Aufnahme wirksamer siRNA-Konstrukte in die Zielzellen
erreicht werden kann. Gelingt es, die Kernpunkte der RNAi, d.h. die siRNA-Spezifitidt und
-Aufnahme zu optimieren, konnten siRNAs geeignete Werkzeuge fiir eine spezifische

Tumortherapie darstellen.
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6 Zusammenfassung

Das Harnblasenkarzinom (BCa) stellt in Deutschland die zehnthaufigste krebsbedingte Todes-
ursache bei Minnern dar. Nichtmuskelinvasive BCa werden organerhaltend aus der Blasen-
wand reseziert und zur Rezidiv- und Progressionsprophylaxe mittels intravesikaler Chemo-
oder Immuntherapien behandelt. Trotz dieser adjuvanten Therapien, die mit starken Neben-
wirkungen verbunden sein konnen, ist nur eine bedingte Minimierung des Rezidivrisikos
moglich. Besonders im fortgeschrittenen Stadium weisen Harnblasenkarzinome eine schlechte
Prognose auf. Obwohl das BCa eine chemosensitive Erkrankung darstellt, wird das Anspre-
chen auf lokale oder systemische Chemotherapien durch auftretende Resistenzmechanismen
limitiert. Daher stehen sowohl die Verbesserung konventioneller Chemotherapien als auch die
Suche nach neuartigen Behandlungsstrategien im Fokus der experimentellen BCa-Forschung.
Die Apoptose, eine Form des programmierten Zelltodes, ist ein essenzieller biologischer
Prozess, welcher der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase dient und in Tumoren hiufig
fehlreguliert ist. Eine Ursache dafiir ist die verstirkte Expression von Apoptoseinhibitoren wie
BCL2, BCL-XL, XIAP und Survivin, welche zudem mit dem Auftreten von Chemotherapie-
resistenzen assoziiert sein kann. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass insbesondere
die siRNA-vermittelte Hemmung von BCL-XL und Survivin in den BCa-Zelllinien EJ28 und
J82 antiproliferative Effekte hervorruft und diese Tumorzellen gegeniiber einer nachgeschal-
teten Chemotherapie mit Mitomycin C oder Cisplatin sensitiviert. Hingegen bewirkte sowohl
die transiente als auch die stabile RNAi-induzierte Hemmung von BCL2 und XIAP in den
untersuchten BCa-Monolayerzellkulturen, moglicherweise infolge kontinuierlicher Versor-
gung der Tumorzellen mit Sauerstoff und Néhrstoffen, keine Reduktion des Tumorwachstums.
Eine gegeniiber den Einzelbehandlungen deutliche Verstdrkung der antitumoralen und ins-
besondere der chemosensitivierenden Effekte in den BCa-Zelllinien wurde durch simultane
Hemmung von BCL-XL und Survivin erzielt. Beispielsweise stieg der Anteil apoptotischer
Zellen von 64 % nach Survivin-siRNA+Cisplatin-Behandlung auf 94 % nach gleichzeitiger
BCL-XL+Survivin-Inhibition in Kombination mit Cisplatin. Folglich stellt die simultane Inhi-
bition von BCL-XL und Survivin in Kombination mit Chemotherapeutika eine duflert viel ver-
sprechende BCa-Therapieoption dar. Tierexperimentelle Studien belegen die wachstums-
inhibitorische Wirkung der Survivin-Reduktion und der kombinierten BCL-XL-siRNA+
Chemotherapie-Behandlung, so wurde das Tumorendvolumen im Vergleich zur Kontroll-

behandlung um 43 % bzw. um 48 % reduziert.
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