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Einleitung 1

1 Einleitung

11 Das kolorektale Karzinom

Bosartige Neubildungen des Kolon und Rektum gehéren in Deutschland zu den hiufigsten
Karzinomen. Dabei waren Karzinome des Darms 2016 bei Miannern die dritthaufigste bzw.
bei Frauen zweithdufigste Krebsneuerkrankung. In Hinblick auf die Krebssterblichkeit
stellten Karzinome des Darms in derselben Erhebung die dritthaufigste Krebstodesursache
dar. Etwa zwei Drittel aller bosartigen Neubildungen des Darms sind dabei Karzinome des
Dick- sowie Enddarms (Zentrum fur Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut 2019).
Hiervon wiederum sind etwa zwei Drittel Kolon- und ein Drittel Rektumkarzinome (Siegel
et al. 2018).

Trotz der Kontinuitit des Darms sind zwischen Karzinomen des Kolon und Rektum
distinkte Unterschiede beschrieben worden (Hong et al. 2012). Je nach ILokalisation
unterscheidet sich die therapeutische Strategie sowie die Prognose hinsichtlich
Metastasierung und Ubetleben (Sauer et al. 2004; Rithimiki et al. 2016; van der Sijp et al.
2016). Fur Rektumkarzinome konnten molekulare Pradikatoren der Prognose identifiziert
werden (Liersch et al. 2009; Hu et al. 2018). Die dabei giiltigen Prinzipien finden trotz der
Unterschiede zwischen beiden Entititen hiufig Ubertragung auf Kolonkarzinome, sodass
zusammenfassend auch von kolorektalen Karzinomen geschrieben wird. Auf
makroskopischer Ebene ist eine sequenzielle Entstehung von Karzinomen als sogenannte
Adenom-Karzinom-Sequenz etabliert. In dieser Sequenz entwickeln sich Karzinome aus
Adenomen, die zuvor als Polypen der Darmschleimhaut einzustufen sind (Muto et al. 1975).
Wihrend einer Koloskopie kénnen solche Schleimhautpolypen priventiv entfernt werden,
wodurch sich die Erkrankungsrate von kolorektalen Karzinomen sowie die durch kolorektale
Karzinome bedingte Mortalitit stark reduzieren ldsst. Daher werden mittlerweile
Koloskopien mit endoskopischer Polypektomie zu diagnostischen als auch therapeutischen
Zwecken standardmiBig durchgefiihrt (Winawer et al. 1993; Zauber et al. 2012).
Insbesondere in der Altersgruppe ab dem 50. Lebensjahr kommt es zu einer starken
Zunahme der Anzahl an Polypen und an Karzinomen, die sich im Rahmen einer Koloskopie
nachweisen lassen. Priventionsstrategien zielen daher vor allem auf diese Alterskohorte ab.
Allerdings sind Karzinome sowie Polypen auch schon bei Patienten nachweisbar, die das 50.

Lebensjahr noch nicht erreicht haben (Imperiale et al. 2002).

Verschiedene Risikofaktoren wie z. B. Rauchen, Ubergewicht und eine ballaststoffarme
Erndhrung wurden in Zusammenhang mit der Entstehung von kolorektalen Karzinomen
gebracht. In einer dénischen prospektiven Kohortenstudie ging eine Reduktion der

genannten Risikofaktoren mit einer Reduktion der Krankheitshaufigkeit einher (Kirkegaard
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et al. 2010). Besonders gefahrdet im Verlauf ihres Lebens an einem kolorektalen Karzinom
zu erkranken, sind Patienten, welche an einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung
leiden (Haden et al. 2001; Jess et al. 2005). Dartiber hinaus existieren Personengruppen mit
familidr gesteigertem Risiko. Hierbei handelt es sich um Anlagetriger von verschiedenen
Genmutationen, welche mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko einhergehen (Jasperson et al.
2010).

Anhand von GréBe sowie Infiltrationsgrad des Primértumors, dem Befall von Lymphknoten
und dem Vorliegen von Fernmetastasen wird ein Erkrankungsstadium der TNM-
Klassifikation festgelegt (Brierley et al. 2017). Stark abhingig vom Ausbreitungsstadium der
Erkrankung ist die Prognose des kolorektalen Karzinoms, ebenso bieten sich
unterschiedliche therapeutische Moglichkeiten. Eine chirurgische Resektion des Tumors
steht meist im Mittelpunkt der Therapie. Die als totale mesorektale Exzision bzw. komplette
mesokolische Exzision bezeichnete Operationstechnik orientiert sich an den wihrend der
Embryonalentwicklung angelegten trennenden Strukturen der viszeralen sowie parietalen
Peritonealblitter. Zu den Grundsitzen einer onkologischen Resektion gehort, neben der
kompletten Exzision des Tumors, die zentrale Ligatur versorgender Gefifle und die
Entfernung drainierenden Lymphgefif3e und -knoten (Heald 1988; Hohenberger et al. 2009).
Weiterhin ~ stehen  verschiedene = Kombinationstherapien aus  unterschiedlichen
Chemotherapeutika und auch monoklonalen Antikérpern zur Verfiigung, wobei
Kombinationen aus 5-Fluorouracil und Oxaliplatin oder Irinotecan die am hiufigsten
angewandten primiren Therapieckonzepte darstellen. Etwa die Hilfte der Patienten erhalten

dabei zusitzlich eine Therapie mit einem monoklonalen Antikérper. (Abrams et al. 2014).

Diese vergleichsweise neue Therapieoption mit Antikérpern stellt eine Form der gerichteten,
molekularen Therapie dar. Der fir die Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms
am haufigsten verwendete AntikGrpers ist Bevacizumab, wobei es sich um einen Inhibitor
des vascular endothelial growth factors handelt (Hurwitz et al. 2004; Abrams et al. 2014). Dartiber
hinaus besteht durch selektive epidermal growth factor receptor (EGFR) Antikorper eine zweite
Moglichkeit der gerichteten, molekularen Therapie (Cunningham et al. 2004). Der
therapeutische Effekt dieser Behandlung ist abhingig vom Mutationsstatus von &irstin rat
sarcoma viral oncogene homolog (KRAS ). Dabei handelt es sich um einen intrazelluliren Mediator
des EGFR-Signalwegs. Aktivierende Mutationen von Mediatoren des mitogen-activated
protein kinase (MAPK) -Signalwegs oder Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) -Signalwegs
vermindern die therapeutische Wirkung von EGFR-Inhibitoren (Lievre et al. 2000).

Fir die Entstehung von kolorektalen Karzinomen gilt die Akkumulation einiger somatischer
Mutationen in entscheidenden Genen iber den Zeitraum von mehreren Jahren als
notwendig. Weitere Mutationen, die fiir die Krebsentstehung von geringerer Bedeutung sind,
kommen ebenfalls hinzu (Vogelstein et al. 1988; Tomasetti et al. 2015). Hieraus resultierend
wurde ein genetisches Modell der Entstehung von kolorektalen Karzinomen entwickelt,

welches durch das Auftreten von Mutationen in einigen typischen Genen wie
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adenomatous poliposis coli (APC), KRAS und TP53 geprigt ist (Fearon 2011). Insbesondere
Mutationen von APC scheinen eine der frithsten Verdnderungen darzustellen, die als
Voraussetzung fiir die Entstehung von kolorektalen Karzinomen gelten (Sottoriva et al.
2015; Yang et al. 2019). APC ist entscheidend bei der Regulierung des WNT/B-Catenin-
Signalwegs (Clevers und Nusse 2012). Zu diesen entscheidenden Mutationen, welche als
Voraussetzung fur die Karzinomentstehung und -progression angenommen werden kénnen,

kommen weitere Mutationen in verschiedenen Signalwegen dazu (Feng et al. 2019).

1.2 Der Tumorsuppressor TP53

Der Tumorsuppressor TP53 ist in malignen Tumoren eines der am haufigsten mutierten
Gene, welches in ca. 60 % der kolorektalen Malignome mutiert vorliegt (Giannakis et al.
2016). Der Verlust des Tumorsuppressors TP53 in kolorektalen Karzinomen markiert den
Ubergang vom Adenom zum invasiven Karzinom (Baker et al. 1990). Keimbahnmutationen
von TP53 sind ursichlich fir das Li-Fraumeni-Syndrom. Hierbei handelt es sich um ein
hereditires Tumorsyndrom. Betroffene entwickeln oft schon in einem jungen Alter multiple
solide Tumore wie z. B. Mammakarzinome oder Sarkome (Malkin et al. 1990). Auch im
Mausmodel fithrt der genetische &nock-out zu einem Phinotyp, der sich durch die spontane
Entwicklung von Krebserkrankungen insbesondere malignen Lymphomen auszeichnet,
somit jedoch phinotypisch verschieden vom Li-Fraumeni-Syndrom ist (Donehower et al.
1992).

TP53 codiert fiir den Transkriptionsfaktor p53 (Abbildung 1). p53 gliedert sich in N-
terminale Transaktivierungsdominen, auf welche eine Prolin-reiche Region folgt. Zentral
befindet sich die DNA-bindende Domine. C-terminal sind eine Oligomerisierungs- sowie

eine C-terminale Domine nachweisbar (Kaiser und Attardi 2018).

Proline-rich
damain
Human p53 [ TAD1 | TADZ ) | DNA Binding Domain ] (oD ) m
0 ‘ 100 ' 200 ' 300 " 393aa

Abbildung 1: Struktur von p53. Modifiziert nach Sullivan et al. (2018). Die Verwendung erfolgt unter der

Creative Commons Attribution-Non-Commercial-NoDerivs 4.0 International Licence.

Die transkriptionelle Aktivitit von p53 ist streng reguliert (Abbildung 3). Entscheidend an
der Regulierung beteiligt ist mzouse dounble minute 2 (MDM?2), welches p53 bindet und in seiner
Aktivitit beschrinkt (Momand et al. 1992). MDM2 dient dabei als E3-Ubiquitin-Ligase,
welche die Ubiquitinierung von p53 vermittelt und somit fir den Abbau durch das

Proteasom markiert (Fang et al. 2000). Zusitzlich scheint MDM2 den nukledren Export von
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p53 in das Zytoplasma zu férdern, was zum Abbau von p53 beitrigt (Boyd et al. 2000). p53
selbst reguliert die Expression von MDM2 auf transkriptioneller Ebene positiv, sodass
vermehrte p53-Aktivitit mit einer Zunahme der MDM2-Expression im Sinne einer

negativen Ruckkopplungsschleife einhergeht (Wu et al. 1993).

Zu den Funktionen von p53 gehért die Induktion von Zellzyklusarrest, Seneszenz und
Apoptose. Verschiedene zellulire Stressreize wie DNA-Schidigung, Hypoxie, Nahrstoft-
mangel kénnen eine p53-Aktivierung herbeifithren (Kaiser und Attardi 2018). Daraufhin
akkumuliert p53 rasch, was zunichst mit Zellzyklusarrest in der G1-Phase sowie einem Stopp
der replikativen DNA-Synthese einhergeht (Kastan et al. 1991). Hieran zentral beteiligt ist
das p53-regulierte Gen CDKN7.A4, welches fur p21 kodiert, einem Inhibitor von Cyclin-
abhingigen Kinasen (CDK). Nach p53-Aktivierung induziert p53 die Expression von p21
(el-Deiry et al. 1993). Durch Bindung und Inhibition von CDK-Komplexen kann p21 die
Phosphorylierung des Retinoblastoma Proteins (Rb) verhindern und induziert somit einen
Zellzyklusarrest (Abbildung 2) (Harper et al. 1993).

p21p21
L@ COKNIA —=> @________!

A ‘\o‘\f\f

Abbildung 2: p21 inhibiert CDKs und vermittelt einen p53-abhingigen Zellzyklusarrest. Modifiziert
nach Sullivan et al. (2018). Die Verwendung erfolgt unter der Creative Commons Attribution-Non-

Commercial-NoDetrivs 4.0 International Licence.

CDKss stellen eine diverse Familie von Kinasen dar, welche in der Regulation des Zellzyklus
sowie der Transkription beteiligt sind. Die Aktivitit von CDKs hingt von sogenannte
Cyclinen ab; Proteine, deren Konzentrationen wihrend des Zellzyklus charakteristisch
oszillieren (Malumbres 2014). Verschiedene Inhibitoren stehen fiir die Beeinflussung von
CDKs zu Verfligung. Der Inhibitor PD0332991 hemmt selektiv CDK4/6 und findet unter
dem Namen Palbociclib bereits bei der Therapie von Brustkrebs klinische Anwendung (Finn
et al. 2009). Auch der Inhibitor LEE001 hemmt CDK4/6 selektiv (Ttipathy et al. 2017). Der
Inhibitor RO3306 hemmt selektiv CDKI1, fiir die Verwendung in héheren Konzentrationen
ist jedoch auch die Inhibition anderer CDKs angegeben (Vassilev 2000).

Fir die Aktivierung von p53 ist es notwendig die negative Rickkopplungsschleife zwischen
p53 und MDM2 zu unterbrechen. Dies gelingt z. B. durch MDM2-Inhibition, was p53 aus
dem p53-MDM2-Komplex freisetzt und aktiviert. Eine Aktivierung von p53 kann auch
pharmakologisch durch den Inhibitor Nutlin-3a erreicht werden, der selbst MDM2 bindet
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(Abbildung 3A) (Vassilev et al. 2004). Ein anderer spezifischer MDM2-Inhibitor ist RG7112
(Vu et al. 2013).

Im Kontext von zellulirem Stress wird p53 durch posttranslationale Modifizierung von p53
und MDM2 zusitzlich aktiviert (Abbildung 3B). Verschiedene Proteinkinasen sind
identifiziert worden, die p53 und MDM?2 phosphorylieren und somit zur p53-Aktivierung
beitragen. Ein sehr starke p53-Aktivierung erfolgt durch DNA-Schiadigung. Hierbei werden
eine Vielzahl von Signalwegen aktiviert, die fir die DNA-Reparatur notwendig sind (Shich
et al. 1997; Khosravi et al. 1999; Tibbetts et al. 1999). Nach p53-Aktivierung durch DNA-
Schidigung werden Signalwege zur DNA-Reparatur angestof3en. Gelingt eine Reparatur der
DNA-Schiden nicht, werden p53-abhingig Apoptose-auslosende Gene wie z. B. PUM.A,
NOXA, BAX induziert (Kaiser und Attardi 2018).

Zellulirer Stress
l DNA- Sch'lchgung

CDKNTA

ﬁ MDM2

Abbildung 3: Die Freisetzung von p53 aus dem Komplex mit MDM2 erméglicht eine p53-Aktivierung.
Grafik erstellt nach Vassilev et al. (2004) und Kaiser und Attardi (2018). (A) Der Inhibitor Nutlin-3a bewirkt
die Freisetzung von p53 aus dem Komplex mit MDM2. (B) Verschiedene Reize kénnen eine Phosphorylierung
von MDM2 und p53 bewirken, was zur p53-Aktivierung fiihrt. Die transkriptionelle Regulierung von MDM?2
durch p53 stellt eine negative Riickkopplungsschleife dar.

Zahlreiche Gene werden durch p53 reguliert und tragen zur vielfiltigen Wirkung von p53
nach Aktivierung bei (Abbildung 4). Durch verschiedene Mechanismen, auf welche hier nur
verwiesen werden soll, wie z. B. die Regulation von Ferroptose, die Foérderung zellulirer
Differenzierung und die Inhibition von Glykolyse als Antwort auf chronischen onkogenen
Stress, wirkt p53 ebenfalls als Tumorsuppressor (Kaiser und Attardi 2018). In Tumoren,
welche wildtypisches TP53 aufweisen, ist die vermehrte Expression von p53-regulierten
Genen wie RPS271., CDKN1.A, und ZMAT3 nachweisbar (Parikh et al. 2014).
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Cell Cycle Arrest  Senescence DNA Repair

Cdknla
Pai1
Pml

Abbildung 4: Ubersicht ausgewihlter, p53-regulierter Gene. p53 reguliert ein komplexes Gennetzwerk,

welches an einer Vielzahl von zelluliren Funktionen beteiligt ist. Modifiziert nach (Kaiser und Attardi 2018).
Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlages Springer Nature. Lizenznummer
4780141507808.

Im Mausmodell induziert die p53-Aktivierung in unmittelbarer zeitlicher Folge auf DNA-
Schidigung vor allem Apoptose und Zelluntergang (Christophorou et al. 2006). Lymphome
entstehen in einem dhnlichen Model erst nach p53-Verlust mit einer altersabhingigen Latenz,
sodass das langfristige Vorhandensein sowie eine andauernde basale Aktivitit von
wildtypischem p53 fir die Tumorsuppression notwendig zu sein scheinen (Hinkal et al.
2009).

Im Mausmodell des kolorektalen Karzinoms ist die initiale p53-Aktivierung fir DNA-
Reparatur und Apoptose notwendig und der £nock-out von p53 korreliert mit einer erhéhten
Tumorinzidenz nach Karzinogenexposition (Schwitalla et al. 2013). Zusitzlich kommt es in
der spiteren Tumorentwicklung beim Fehlen von p53 indirekt zur vermehrten Aktivierung
von Signalwegen, die Entziindungsprozesse vermitteln, einem vermehrten infiltrativen
Wachstum der Tumore und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen (Schwitalla et al.
2013).
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1.3 Mutationen von 7P53

Wihrend Mutationen von TP53 in fast allen Krebsentititen nachweisbar sind, unterscheiden
sich die verschiedenen Entititen hinsichtlich der Haufigkeit und Art der Mutationen.
Verindernde Mutationen betreffen hiufig die DNA-bindende Domine und sind ein
Merkmal fortgeschrittener, aggressiver Tumore (Olivier et al. 2010). Hinsichtlich ihres
Genotyps lassen sich neben Tumoren mit wildtypischem TP53, deletierende Mutationen,
welche einen /oss-of-function erzeugen, und sogenannte Missense-Mutationen unterscheiden. Bei
Missense-Mutationen handelt es sich um Punktmutationen, bei denen es nicht zu einem
Abbruch der Translation kommt, aber durch konformationelle Anderung ein aberrantes
Protein entsteht (Parikh et al. 2014).

Fir einige Missense-Mutationen lieB3 sich 7n vivo ein gain-of-function, also der Zugewinn
onkogener Wirkung durch Mutation, demonstrieren. Das Vorhandensein bestimmter
Mutationen scheint gegentber reinen Deletionen von TP53 die Tumorprogression zu
fordern (Olive et al. 2004). Besonders die R248Q-Mutation zeichnet sich durch einen
ausgepragten gain-of-function aus, der im Mausmodel durch das verfrithte Auftreten von
Malignomen und einem verkiirzten Uberleben auffillt (Hanel et al. 2013). Notwendig fiir
diesen Effekt ist eine erhohte Konzentration von p53 durch Proteinstabilisierung des
mutierten p53-Proteins. Hierfiir verantwortlich ist eine vermehrte Aktivitit und Bindung des
Chaperones HSP90 an das aberrante p53-Protein (Alexandrova et al. 2015). Im Mausmodel
des kolorektalen Karzinoms fiihrt die Stabilisierung von mutiertem p53 zu gréfleren und
invasiven Tumoren; dabei kann durch pharmakologische Inhibition von HSP90 die
Stabilisierung von mutiertem p53 verringert werden, was mit dem Verlust der onkogenen

Wirkung von mutiertem p53 einhergeht (Schulz-Heddergott et al. 2018).

1.4  Das stressinduzierte Chaperone-System und der heat-

shock factor 1

Eine Reihe von Proteinen, welche als heat-shock proteins (HSP) bezeichnet werden, fungieren
als molekulare Chaperone. HSPs tragen zur korrekten Proteinfaltung bei und unterbinden
die Fehlfaltung von Proteinen; ist eine korrekte Proteinfaltung nicht mdglich tragen
Chaperone zum Proteinabbau bei (Whitesell und Lindquist 2005). In Zellen existiert eine
basale, konstitutive Expression von HSPs. Daneben gibt es auch eine durch zelluldren Stress
induzierbare Expression von HSPs, welche vom  Jeat-shock factor 1 (HSF1) abhingig ist
(McMillan et al. 1998). Fiir eine korrekte Proteinfaltung ist in normalen Zellen ein Komplex

aus verschiedenen HSPs nétig, der in seiner Funktion maf3geblich von HSP90 bestimmt wird
(Smith et al. 1995).

In malignen Zellen ist die Aktivitit und Funktion von HSPs verindert. Dabei geht der
Komplex aus HSP90 und anderen Co-Chaperonen in einen hoch aktiven Zustand tiber, der

zur Stabilisierung multipler Onkoproteine wie HER-2/EtbB2, Akt oder Ber-Abl beitrigt
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(Kamal et al. 2003). Hierdurch verliert HSP90 seine eigentliche Funktion als Chaperone und
stabilisiert mutierte, fehlgefaltete Onkoproteine, die fiir den malignen Phinotyp entarteter
Zellen notwendig sind (Abbildung 5).

Evading immune

e 1
destruction .i *Epha2
Limitless replicative
potential — Telomerase
—* Src
- —» VEGF
MNutrient stress — . mf;stalm::h o MET
—» HIF
— Other RTKs
i — MMP2
Proteotoxic stress — > Tmiﬁ'&f:ﬂi" & |
: — Urokinase
q HeDRY —e COK4
Hypoxia | . Ins;nsntmt:; toanti- | CDKE
—CyclinD
—* IGF-1R
Genetic . _
ili - — Evading apoptosis —
instability/ :
nstability/aneuploidy iz
—* HERZ
Self-sufficiency in _—"'HIT
— Other RTKs
Reprogramming uf'.'_—l-HlF
el L . L Glycolysis

£ 2012 American Association for Cancer Research

CCR Focus AR

Abbildung 5: HSP90 im stressinduzierten Chaperone-Netzwerk. HSP90 wird durch zelluliren Stress
induziert und stabilisiert eine Reihe von Onkoproteinen (Neckers und Workman 2012). Die Verwendung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung der American Association for Cancer Research. Lizenznummer
4780201199623.

Neben HSPI0 existieren weitere HSPs wie HSP110, HSP70 und HSP27, die als molekulare
Chaperone fungieren und in Krebszellen haufig iiberexprimiert sind (Calderwood und Gong
2010).

Der Transkriptionsfaktor HSF1 reguliert die zellulire Stressantwort auf Reize wie Hitze,

Schwermetalle oder Infektionen. Die zellulire Stressantwort umfasst eine veranderte
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Expression verschiedener Gene (Ritossa 1962). Wihrend ein groBer Teil der HSF1-
regulierten Gene zu den Chaperonen zu zihlen ist, sind unter den regulierten Genen auch
solche, die andere biologische Funktionen erfiillen. HSF1 spielt also nicht nur bei der
Bewiltigung von proteotoxischem Stress eine wichtige Rolle, sondern reguliert auch Gene,
welche in unterschiedlichen zelluliren Prozessen involviert sind (Hahn et al. 2004). Wihrend
in Modellorganismen wie Saccaromyces cerevesiae oder Drosophila melanogaster nur eine
HSF-Isoform vorkommt, besitzen Sdugetierzellen mindestens vier HSF-Isoformen. HSF1
gilt dabei als die funktionell bedeutsamste Isoform. Die stressinduzierte Expression von
HSPs ist stark reduziert und die Tumorentwicklung ist stark abhingig von HSF1 (McMillan
et al. 1998; Dai et al. 2007).

HSF1 gliedert sich in mehrere Proteindominen. N-terminal befindet sich eine DNA-
bindende Domine neben einer Oligomerisierungsdomine. Weiterhin sind eine zentrale,
regulatorische Domine sowie eine Transaktivierungsdomine vorhanden, die sich C-terminal
befindet (Abbildung 6). Reize, die das vermehrte Auftreten von fehlgefalteten Proteinen
hervorrufen, fihren zur Aktivierung von HSF1. Mehrere Mechanismen sind an der
Regulierung von HSF1 beteiligt, die zu einem differenzierten Aktivierungsmuster beitragen
(Anckar und Sistonen 2011).

a

110 130 20? |221 38? 3|84 40? 410 529

15
T | B

Abbildung 6: Proteinstruktur von HSF1. Aus Anckar und Sistone (2011). Die Verwendung erfolgt mit

freundlicher Genehmigung des Verlages Annual Reviews. Lizenznummer 1020857-1.

HSF1 liegt in inaktivierter Form als Monomer vor und ist diffus im gesamten Zytoplasma
verteilt. Durch Stressreize kommt es zur HSF1-Aktivierung, die mit Trimerisierung und
rascher, nukledren Akkumulation von HSF1 einhergeht (Sarge et al. 1993). HSF1 akkumuliert
dabei in distinkten, subnukledren Strukturen, die mit einer Transition von HSF1 zu Orten
der aktivierten Transkription in Zusammenhang gebracht werden (Jolly et al. 1997). HSF1-
Trimere binden sogenannte heat-shock elements (HSE) in der Promotorregion regulierter
Zielgene (Abbildung 7). HSEs bestehen aus repetitiven nGAAn-Sequenzen; die dabei
induzierte Transkriptionsaktivitiat hingt davon ab, ob ein HSF1-Homotrimer oder z. B. ein
Heterotrimer aus HSF1 und dem heat-shock factor 2 bindet (Sandqvist et al. 2009).
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Abbildung 7: HSF1-Trimerisierung und Bindung an HSEs. HSF1-Aktivierung geht mit Trimerisierung
und Bindung an HSEs in der Promotorregion regulierter Gene einher (Anckar und Sistonen 2011). Die

Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlages Annual Reviews. Lizenznummer 1020857-1.

Trimerisierung von HSF1 wird durch HSP90 beeinflusst, dabei werden HSF1-Monomore
durch Komplexbildung mit HSP90 in einem inaktiven, monomeren Zustand gehalten.
Durch den vermehrten Anfall von fehlgefalteten Proteinen kommt es zur Freisetzung von
HSF1 aus dem Komplex, wobei HSP90 durch die anfallenden, fehlgefalteten Proteine
sequestriert wird. Dies wird auch als replacement-model bezeichnet. Dieser Mechanismus trigt
durch das alleinige vermehrte Auftreten von fehlgefalteten Proteinen zu einer Trimerisierung
sowie Bindung von DNA durch eine partielle HSF1-Aktivierung bei (Zou et al. 1998).

Eine erhohte Aktivitit von HSF1 wird zusitzlich durch verschiedene posttranslationale
Modifizierungen reguliert, wobei insbesondere der Einfluss von Phosphorylierungen
beschrieben wurde (Anckar und Sistonen 2011). Zelluliarer Stress fithrt dabei zur
Phosphorylierung an verschiedenen Positionen hauptsichlich im Bereich der regulatorischen
Domine (Abbildung 8). Wihrend verschiedene Phosphorylierungsstellen identifiziert
werden konnten, scheint lediglich die Phosphorylierung des Serinrestes an Position 326
signifikanten Einfluss auf die Aktivitit von HSF1 zu haben und zur Aktivititssteigerung
beizutragen (Guettouche et al. 2005). Die konstitutive Phosphorylierung der Serinreste an
der Position 303 bzw. an Position 307 lisst HSF1 hingegen in einem inaktiven Zustand
verbleiben (Kline und Morimoto 1997).
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PDSM

Abbildung 8: Modifizierungen beeinflussen die Aktivitit von HSF1. Zahlreiche posttranslationale
Modifizierungen sind beschrieben, wobei insbesondere der Einfluss von Phosphorylierungen im Bereich der
regulatorischen Domaine entscheidend die HSF1-Aktivitit beeinflusst (Anckar und Sistonen 2011). Die

Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlages Annual Reviews. Lizenznummer 1020857-1.

Bisher konnte nur fiir einen kleinen Teil der Phosphorylierungen eine vermittelnde Kinase
identifiziert werden. Fir die Phosphorylierung von Ser326 haben sich bisher experimentell
mehrere vermittelnde Kinasen identifizieren lassen. Die HSFI1-Aktivitit nach
Hitzeschockbehandlung und pHSF1 kénnen iz witro  durch  knock-down — des
mammalian target of rapamycin (mTOR) aus dem PI3K-Signalweg inhibiert werden (Chou et al.
2012). Der PI3K-Signalweg kann 7z witro spezifisch durch Ly294002 gehemmt werden
(Gharbi et al. 2007).

Zusitzlich wurde die Regulierung durch die beiden Kinase mitogen-activated protein kinase kinase
(MEK) und extracellular signal related kinase (ERK) beschrieben, die beide zum MAPK-
Signalweg zihlen (Tang et al. 2015). MEK-Inhibition verringert die HSF1-Aktivitat, wahrend
eine ERK-Inhibtion den gegenteiligen Effekt erzielt. Vermittelnd scheinen dabei die
Phosphorylierungen von Ser326 und Ser307 zu sein. MEK bindet HSF1 direkt,
phosphoryliert Ser326 und unterdriickt dadurch die Phosphorylierung von Ser307. ERK
wirkt gegenteilig. Da ERK gleichzeitig in seiner Aktivitit durch MEK reguliert wird, scheint
dieser Signalweg zu einer differenzierten HSF1-Aktivierung beizutragen. Fir eine MEK-
Inhibition konnte zusitzlich eine krebstherapeutische Wirkung nachgewiesen werden, die
mit erhohter intrazellulirer Amyloidablagerung im Mausmodell als Zeichen einer
verminderten Bewiltigung von proteotoxischem Stress einhergeht. Der therapeutische

Effekt ist dabei synergistisch zu Bortezomib (Tang et al. 2015).

1.5 HSF1in der Rolle eines Non-Onkogens

Krebszellen sind gegentiber normalen Zellen in einer Reihe von Eigenschaften verindert
und zeigen ein aberrantes biologisches Verhalten. Eine Reihe von prinzipiellen Kennzeichen
von malignen Zellen wurden von Hanahan und Weinberg (2011) umfassend beschrieben.
Die mit der malignen Transformation in Zusammenhang stehenden Verinderungen

verursachen zelluliren Stress, der Krebszellen vor besondere Herausforderungen stellt
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(Amend und Pienta 2015). Es kommt dabei unter anderem zu veranderter, disproportionaler
Proteinbiosynthese, was als proteotoxischer Stress bezeichnet wird und vermehrter
Zellproliferation durch deregulierte Zellsignalwege. Zusitzlich liegt in Krebszellen hiufig
Hypoxie und Nihrstoffmangel vor. Dies versuchen Krebszellen durch eine erhdhte
Expression von HSPs zu kompensieren (Whitesell und Lindquist 2005; Oromendia et al.
2012).

Die Aktivitit von HSF1 in Krebszellen ist stark erhoht, da Krebszellen unter Stress stehen,
der eine starke HSF1-Aktivierung und Chaperon-Expression herbeifiithrt. Die vermehrte
nukleire Akkumulation von HSF1 konnte als prognostisch relevanter Faktor fiir
Brustkrebspatientinnen identifiziert werden und scheint auch fiir andere Tumore mit dem
Fortschreiten der Erkrankung, dem Auftreten von Metastasen und einer insgesamt
schlechteren Prognose assoziiert zu sein (Santagata et al. 2011; Scott et al. 2011; Fang et al.
2012). Dabei kommt es sowohl zu einer erh6hten quantitativen Expression von HSF1 als
auch zu einer erhohten Aktivitit, gekennzeichnet durch eine Verstirkung von pHSF1 und
vermehrter nukledrer HSF1-Akkumulation. Dies induziert jedoch nicht nur die vermehrte
Expression von Chaperonen, sondern auch die Expression von Genen, die spezifisch in
Tumorzellen durch HSF1 reguliert werden und an einer Reihe von biologischen Funktionen

wie Zellmigration oder Zellzyklusregulation beteiligt sind (Mendillo et al. 2012).

Die  Aktivierung  von  HSFI wird in  Brustkrebszellen, welche den
human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) aufweisen, durch Verstirkung von pHSF1 tiber
die HER2-Akt-mTOR-Achse gesteigert. Dies geht mit vermehrter Expression von
Chaperonen einher (Schulz et al. 2014). HER2 wird wiederum durch HSP9O stabilisiert, was
eine positive Riickkopplungsschleife darstellt. Zusammenfassend tragen mehrere
proliferativ-wirksame Signalwege zur Modifizierung und Aktivierung von HSF1 bei (Anckar
und Sistonen 2011).

Die funktionelle Relevanz von HSF1 wurde in verschiedenen Modellsystemen tiberpriift.
Die Wirkung von HSF1 wurde dabei von Solimini (2007) zusammenfassend als ,,Non-
Oncogen Addiction® bezeichnet. Dies soll ausdriicken, dass HSF1 nicht die Wirkung eines
klassischen Onkogens besitzt und z. B. durch Mutation oder Amplifikation eine maligne
Transformation hervorrufen kann. Nichtsdestotrotz ist HSF1 fiir Krebszellen in seiner
Funktion unertldsslich und fur eine maligne Transformation durch andere Onkogene

unbedingt nétig (Solimini et al. 2007).

Dai (2007) zeigte wie HSF1 fiir die Entstehung von toxisch induzierten Hauttumoren im
Maustiermodell nétig ist. HSF1-defiziente Miuse entwickeln weniger Hauttumore und
Uberleben linger als wildtypische Miuse. Auch tiberleben Mause mit einer knock-in Variante
des mutierten p53, die ansonsten spontan verschiedene Tumore entwickeln und an diesen
versterben, linger, wenn sie gleichzeitig HSF1-defizient sind. Zusitzlich ist der HSF1-Status
fiur die Transformation durch verschiedene Onkogene wie RAS entscheidend (Dai et al.
2007).
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Fir mutiertes p53 wird ebenfalls ein rekurrenter Effekt auf HSF1 diskutiert. Mutiertes p53,
welches durch HSP90 stabilisiert wird, bewirkt eine Aktivierung von HSF1 tber pHSF1 via
der MAPK- sowie PI3K-Signalwege. Dies fithrt wiederum zu vermehrter Stabilisierung von

mutiertem p53 in Sinne einer positiven Ruckkopplungsschleife (Li et al. 2014).

Im p53-knock-out-Mausmodell hat HSF1 eine ambivalente Wirkung. p53-defiziente Mause
entwickeln normalerweise rasch Lymphome und versterben an diesen. Bei gleichzeitiger
HSF1-Defizienz entstehen nur sehr selten primir Lymphome, wihrend es hdufiger zu
anderen Neoplasien wie Sarkomen kommt, sodass HSF1 in diesem Model auch das
Tumorspektrum beeinflusst. Das Uberleben beider Gruppen unterscheidet sich allerdings
nicht signifikant (Min et al. 2007).

Auch in einem Mausmodel des hepatozelluliren Karzinoms zeigt sich die tumorférdernde
Wirkung von HSF1. HSF1-defiziente Tiere zeigen verglichen mit Wildtyp-Tieren nur selten
Tumore, welche auch nur ein geringes Wachstum aufweisen. Damit zusammenhingend ist
die chemisch ausgeloste Entziindungsreaktion in der Leber in HSF1-defizienten Tieren
wesentlich geringer und es kommt zu weniger ausgeprigter hepatischer Fetteinlagerung.
Nicht nur die Tumorentstehung ist in diesem Model durch HSF1 beeinflusst, sondern auch

das Tumormilieu und die -progression férdernden Faktoren (Jin et al. 2011).

Im Zusammenhang mit anderen Tumorsuppressorgenen als p53 ist HSF1 auch beschrieben.
Der Verlust des Tumorsuppressorgens Nexurofibromatosis Typ 1 fihrt zu einer Aktivierung von
HSF1 durch eine Deregulation des MAPK-Signalwegs. Dies geht mit erhéhtem pHSF1 und
vermehrter  Expression von  HSF1-Zielgenen einher. Im  Mausmodell  der
Neurofibromatose 1 entwickeln sich Tumore erst spater und die Mduse tUbetleben linger,
wenn gleichzeitig ein genetischer HSF1 &nock-out vorliegt. Das sich entwickelnde
Tumorspektrum unterscheidet sich hinsichtlich des HSF1-Status (Dai et al. 2012).

1.6  Zielsetzung dieser experimentellen Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war es den Einfluss von wildtypischem p53 auf den durch Stress
aktivierten Transkriptionsfaktor HSF1 zu analysieren. Die Wahl des kolorektalen Karzinoms
als Modell ergab sich aus der Schlisselrolle von p53 fir diese Erkrankung sowie aus

vorausgehenden Experimenten der Arbeitsgruppe.

Es sollte ermittelt werden, ob wildtypisches p53 einen regulatorischen Einfluss auf die HSF1-
Aktivitit hat und die gesteigerte Expression von Chaperonen in Tumoren inhibiert. Durch
die pharmakologische Inhibition verschiedener Signalwege mittels verfiigbarer Inhibitoren
sollte eine Verbindung zwischen p53 und HSF1 identifiziert werden, konkurrierende
Signalwege Uberprift und ein mechanistisches Modell der Regulierung entworfen werden.
Eine p53-Aktivierung wurde durch Behandlung mit dem MDM2-Inhibitor Nutlin-3a

erzeugt.
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Als Mal3 der HSF1-Aktivitit wurden posttranslationale Modifizierungen von HSF1
betrachtet. Der Status von pHSF1 wurde spezifisch in Western Blots iiberpriift, da fir den

Einfluss dieser Modifizierung die meisten Hinweise aus der Literatur vorliegen.

Weiterhin wurde die Transkription verschiedener HSF1-regulierter Gene in mehreren
Zelllinien untersucht. Die Expression wurde auf Ebene der messenger ribonucleic acid (mRNA)

mittels quantitativer rea/-time Polymerasekettenreaktion (QPCR) ermittelt.

Als Arbeitshypothese wurde ein inhibitorischer Effekt des Tumorsuppressors p53 auf HSF1
angenommen. Falls sich ein inhibitorischer Finfluss von wildtypischem p53 auf HSF1
bestitigt, wire mit einer verminderten Expression von durch HSF1 regulierten Genen zu

rechnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.11 Puffer und Lésungen

Tabelle 1: Puffer und Lésungen.

Puffer Bestandteile

6x Laemmli-Puffer 350 mM Tris, pH 6,8
30 % Glycerol
10 % SDS

9,3 % Dithiotreitol
0,02 % Bromphenolblau

Block-Puffer 5 % Milchpulver oder BSA in TBS
0,05 % Tween20

ColP-Puffer 50 mM Tris — HCIL, pH 7,5
150 mM NaCl
1% NP-40

Firefly-Puffer 15 mM K>;HPOy, pH 8,0
25 mM Glyclyglycin

4 mM EGTA

15 mM MgSO,

4 mM ATP

1,25 mM Dithiotreitol
0,1 mM CoA

80 uM Luciferin

Laufpuffer 25 mM Tris — HCI, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % SDS

phosphat-buffered saline 150 mM NaCl, pH 7,4

2,7 mM KCl

1,5 mM KH,PO,

4,3 mM Na,HPO, x 2 H,O

qPCR-Puffer 75 mM Tris — HCI, pH 8,8
530 mM Trehalose

200 mM dNTPs

20 mM (NH4)ZSO4

3 mM MgCl,

0,25 % Triton X-100

0,01 % Tween20

20 U/ml Tag-Polymerase
1:8 SYBR Green in DMSO

Renilla-Puffer 0,22 M KoHPO,, pH 5,1
1,1 M NaCl

2,2 mM Na,EDTA

1,5 mM NaNj3

0,5 mM BSA

1,5 uM Coelenterazine

RIPA-Puffer 20 mM Tris — HCL, pH 7,5
150 mM NaCl

10 mM EDTA

1 % TritonX-100
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Puffer Bestandteile

1 % Desoxycholat

0,1 % SDS
TBST 0,05 % Tween20 in TBS
Transferpuffer 25 mM Tris — HCL, pH 8,3

192 mM Glycin
5 mM SDS
15 % Methanol

tris-buffered saline

0,1 M Tris — HCI, pH 7,5
0,15 M NaCl

2.1.2 Enzyme und Produkte

Tabelle 2: Enzyme und Produkte fiir Proteinbiochemie.

Produkt Hersteller Katalognummer
Complete® Protease Inhibitor | Roche 11836170001
Cocktail

Pierce BCA Protein Assay Kit | Thermo Fisher Scientific 23225
Sepharose CL4B Amersham Bioscience 17-0150-01
PageRuler Prestained Protein | Thermo Fisher Scientific 26619
Ladder, 10 bis 250 kDa

SuperSignal West Femto Thermo Fisher Scientific 34095
Maximum Sensitivity

Substrate

Immobilon Western HRP Merck Millipore WBKLS0500
Substrat

Rotiphorese Gel 30 Carl Roth 3029.1

Tabelle 3: Enzyme und Produkte fiir reverse Transkription & qPCR.

Produkt Hersteller Katalognummer
TRIzol®-Reagenz Thermo Fisher Scientific 15596026
M-MuLV Reverse New England Biolabs MO0253 L.
Transcriptase

Primer Oligo dT23 VN Metabion

Primer (1 mM)

Primer Random Nonamers Metabion

(1 mM)

M-MuLV Reverse New England Biolabs B0253 S
Transcriptase Reaction Buffer

SYBR Green in DMSO Thermo Fisher Scientific S - 7563

RNase Inhibitor New England Biolabs MO307 L

dNTPs (je 100mM) Primetech 1202, 1203, 1204, 1205
Taq Polymerase (5 U/ul) Primetech 1800

Tabelle 4: Reagenzien und Chemikalien fiir den dualen Luciferase-Assay.

Produkt Hersteller Katalognummer
Passive-lysis-buffer (5x) Promega E1941
OptiPlate-96 PerkinElmer 600529
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2.1.3 Primer fiir die qPCR

Primer wurden mittels des Primer-BLAST Programms des National Center for
AG

(Planegg/Steinkirchen) bezogen. Lyophilisierte Primer wurden in Wasser geldst, auf eine

Information entworfen und von Metabion International

Biotechnology

Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt und dann bei -20°C gelagert.

Tabelle 5: Primer fiir die qPCR.

Gen forward-Primer 5°-3° backward-Primer 5°-3"
CDC6 TAAAAGCCCTGCCTCTCAGC TGAGTGAGGGGGACCATTCT
HSPI90AA | GCCCAGAGTGCTGAATACCC GTGGAAGGGCTGTTTCCAGA
HSPA1B TCAAGGGCAAGATCAGCGAG TGATGGGGTTACACACCTGC
HSPB1 GGAGTGGTCGCAGTGGTITAG ATGTAGCCATGCTCGTCCTG
HSPH1 ACTGCTTGTTCAAGAGGGCTGTGA | AACATCCACACCCACACACATGCT
ITGB3BP | TCCCGAATCTCAGAATGCCTG TGACAAGTTCCAGTTGTTGGAG
RPLPO GAT TGGCTACCCAACTGTTG CAGGGGCAGCAGCCACAAA
2.1.4 Zellkulturzubehor
Tabelle 6: Zellkulturzubehor.
Produkt Hersteller
DMSO PanReac AppliChem
Mikroreaktionsgefdl3 (1,5 ml und 2,0 ml) Sarstedt
Fetales Kilberserum (FCS) GIBCO, Thermo Fisher Scientific
Falcon Réhrchen (15 ml und 50 ml) Sarstedt

IL-Glutamin

GIBCO, Thermo Fisher Scientific

Lipofectamine2000

Thermo Fisher Scientific

McCoy’s 5A Medium

GIBCO, Thermo Fisher Scientific

Multiwellplatte (24er-)

Corning

Multiwellplatte (Ger-/12er-/24et-)

Greiner Bio-One

Penicillin, Streptomycin

GIBCO, Thermo Fisher Scientific

RPMI 1640 Medium

GIBCO, Thermo Fisher Scientific

Trypanblau (0,4%)

Thermo Fisher Scientific

Trypsin-EDTA 0,05%

GIBCO, Thermo Fisher Scientific

Zellkulturschalen Durchmesser 10cm/15cm

Greiner Bio-One

Zellschaber (16 cm/25 cm)

Sarstedt

2.1.5 siRNAs und Plasmide

Es wurde ausschlieBlich short interfering ribonucleic acid (stRNA) der Firma Thermo Fisher

Scientific verwendet.

Tabelle 7: siRNAs.

siRNA-Nummer Zielgen Bezeichnet als Selektivitit
Scramble 2 (scr2) Kontroll siRNA

s415 CDKN1A p2l KD #1 silencer select
s417 CDKN1A p2l KD #2 silencer select
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siRNA-Nummer Zielgen Bezeichnet als Selektivitit
$605 TP53 p53 KD #1 silencer select
s607 TP53 p53 KD #2 silencer select
s6951 HSF1 HSF1 KD #1 silencer select
s6952 HSF1 HSF1 KD #2 silencer select

Tabelle 8: Plasmide.

Plasmid Expression Hersteller Katalognummer
pRL Renilla Luciferase | Rluc Promega E2241

Control Reporter

Vector

pcDNA p53 TP53

pSUPER-p53 for shRNA gegen TP53 OligoEngine VEC-P53-0001
shp53

Precision LentiORF Kontrolle Dharmacon

positive control

Precision LentiORF HSF1 Dharmacon OHS5898-
HSF1 w/o Stop Codon 202620209
pGl4.41 luc2P Promega E3751

[/ne2P/ HSE/ Hygro]

Vector

pcDNA3.1 Kontrolle

2.1.6 Chemikalien und Antikérper

Tabelle 9: Chemikalien fiir Zellbehandlung.

Chemikalien Hersteller Katalognummer
Campothecin Sigma Aldrich C9911
Doxorubicin Sigma Aldrich D1515

LEEO11 (Ribociclib) Selleckchem S7440

1.Y294002 Seleckchem S7158

MG132 Calbiochem 474791

Nutlin-3a Sigma Aldrich N6287
PD0332991 (Palbociclib) Sigma Aldrich PZ0199

RG7112 Seleckchem S7030

RO3306 Sigma Aldrich SMI.0569

Tabelle 10: Antikérper.

Zielprotein Wirtstier Klonalitit Hersteller Kataloghnummer
Aktin Maus monoklonal abcam ab6276

CDK4 Kaninchen monoklonal abcam ab68266

HA-Tag Kaninchen monoklonal Cell Signaling | 3724

HSC70 Maus monoklonal Santa Cruz sc7298
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Zielprotein Wirtstier Klonalitit Hersteller Katalognummer
HSF1 Kaninchen polyklonal Santa Cruz sc9144
Kaninchen IgG Esel polyklonal Jackson 711-036-152
(H+ L)-

Peroxidase

gekoppelt

p21 Kaninchen monoklonal Cell Signaling 2974
p53 Maus monoklonal Santa Cruz sc126
Phosho-HSF1 Kaninchen monoklonal abcam ab76076
(8320)

Phospho-AKT Kaninchen monoklonal Cell Signaling | 4060
(8473)

Phospho-Rb Kaninchen polyklonal Cell Signaling 9308
(S807/8011)

Phospho-S6 Kaninchen polyklonal Cell Signaling 2211
(5235/230)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden adhirent in Zellkulturschalen (Durchmesser 10 cm oder
15 em) bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. RKO- und LS513T-Zellen wurden in RPMI-1640-
Medium versetzt mit 10 % fetalem Kilber Serum (FCS), Penicillin/Streptomycin und
Glutamin kultiviert. Fir HCT116- und SW480-Zellen wurde McCoy‘s-5A-Medium versetzt
mit 10 % FCS und Penicillin/Streptomycin verwendet (Tabelle 11). Alle Zellkulturarbeiten
wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank HERASAFE KS
(Heraeus) mit laminarem Luftstrom durchgefithrt. HSF1-tiberexprimierende Zelllinien

wurden vor Beginn der Experimente in unserem Labor generiert.

Tabelle 11: Human Karzinomzelllinien aus Kolonkarzinomen.

Zelllinie p53 Status HSF1 Status Kulturmedium
RKO Wildtyp Wildtyp RPMI-1640
LS513T Wildtyp Wildtyp RPMI-1640
HCT116 Wildtyp Wildtyp McCoy‘s-5A
HCT116 p53 +/+ Wildtyp Wildtyp McCoy‘s-5A
HCT116 p53 -/- Deletion von Exon 2 | Wildtyp McCoy‘s-5A
HCT116 LentiORF- Wildtyp Wildtyp McCoy‘s-5A
Klon 13

HCT116 LentiORF- Wildtyp Wildtyp McCoy‘s-5A
Klon 14

HCT116 LenttHSF1- | Wildtyp Uberexpression McCoy‘s-5A
Klon 12

HCT116 LenttHSF1- | Wildtyp Uberexpression McCoy‘s-5A
Klon 21

SW480 Mutiert Wildtyp McCoy‘s-5A
U208 Wildtyp Wildtyp McCoy‘s-5A
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Initial wurden in 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)/90 % FCS kryokonsetrvierte Zellen
aufgetaut und in Kultur genommen. Die Zellen wurden vorsichtig aufgetaut und mit dem
zehnfachen Volumen des Kulturmediums versetzt. Nach Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 1000 revolutions per minute (RPM) fur 5 min wurde der entstandene
Uberstand verworfen und das Zellpellet fiir die weitere Kultivierung in 10 ml frischem
Medium resuspendiert. Die Zellen wurden bis zur jeweils nichsten Passagierung in einer

Zellkulturschale kultiviert.

Vor dem Beginn von Experimenten wurden die Zellen mindestens dreimal passagiert. Dabei
wurde das Medium verworfen und die adhirenten Zellen mit 10 ml autoklavierter phosphat-
buffered saline (PBS) gewaschen, um FCS-Riickstinde zu entfernen. Weiterhin wurden 2 ml
Trypsin zugesetzt und fir mindestens 5 min bei 37°C inkubiert. Durch vorsichtiges Klopfen
wurden die Zellen anschlieBend von der Kulturschale gelost. Das Trypsin wurde durch
Zugabe von 8 ml frischen Medium inaktiviert, die Zellen durch Pipettieren vereinzelt und
auf eine neue Kulturschale aufgeteilt. Abhingig von der verwendeten Zelllinie wurde dazu
nur ein bestimmter Anteil der Zellsuspension weiterverwendet und mit neuem Medium
verdiinnt. Das Verhiltnis der Volumina von Zellsuspension und frischem Medium ist in

Tabelle 12 dargestellt. Das Medium wurde regelmiBig erneuert.

Tabelle 12: Verdiinnung bei Zellpassage.

Zelllinie Verdiinnung (Zellsuspension: Medium)
HCT116 (alle Zelllinien) 1:20

LS513T 1:5

RKO 1:20

2.2.2 siRNA-Transfektion

Zellen wurden mit siRNA transfiziert. Die verwendeten Zellen wurden wihrend des
Passagierens gewonnen. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal3 geftllt
und bei 1000 RPM fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 10 ml antibiotikafreiem Kulturmedium resuspendiert. Zur Ermittlung der
Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau versetzt. Hiervon wurden 10
ul in eine Zidhlkammer gefullt und die Zellzahl pro Mikroliter Zellsuspension wurde
automatisch mit der Countess Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific) ermittelt.
AnschlieBend wurden die Zellen in 12er-Multiwellplatten kultiviert, hierfur wurde eine
angepasste Zellzahl verwendet. Die verwendeten Zellzahlen sind in Tabelle 13 dargestellt.
Fir eine Kulturschale einer 12er-Multiwellplatte wurde ein Gesamtvolumen von 1 ml
verwendet. Dabei wurde die Zellsuspension zu antibiotikafreiem Kulturmedium zugegeben,

sodass zunichst ein Gesamtvolumen von 800 ul entstand.

Zusitzlich wurden 200 ul Transfektionslésung zugegeben. Diese wurde im Vorfeld erstellt.
Zunichst wurden je 2 pl Lipofectamie2000 mit 100 pl FCS- und antibiotikafreiem
Kutlturmedium gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Auch wurden in

einem zweiten Schritt je 10 pmol siRNA zu weiteren 100 ul FCS- und antibiotikafreiem
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Kulturmedium gegeben. Auch diese Losung wurde gemischt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Beide wurden zur Erstellung der Transfektionslosung zu
gleichen Teilen gemischt. Vor Verwendung wurde dieser fir 20 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Eine Ubersicht der verwendeten siRNAs ist Tabelle 7 gegeben.

Die Zellen wurden fiir 24 h kultiviert. AnschlieBend wurde das Medium durch frisches
Kulturmedium ersetzt. Die Zellen wurden vor der weiteren Verwendung fiir weitere 24 h

oder 48 h kultiviert.

Tabelle 13: Zellzahl fiir siRNA-Transfektion in 12er-Multiwellplatten.

Zelllinie Zellzahl pro Milliliter Zellzahl pro Milliliter
Medium bei 48 h Protokoll Medium bei 72 h Protokoll

HCT116 wt 1,5 *105 1,1 *10°

HCT116 p53 +/+ 1,5*10° /

HCT116 p53 -/- 1,5*10° /

RKO 1,2 *105 /

2.2.3 Zellbehandlung

Fir die Zellbehandlung wurden Zellen wihrend des Passagierens gewonnen. Dazu wurde
zunichst wie in Kapitel 2.2.2 vorgegangen. Die Zellen wurden allerdings zunichst in 12er-
Multiwellplatten fiir 24 h kultiviert. Die verwendeten Zellzahlen sind Tabelle 14 zu
entnehmen. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die adhirenten Zellen mit
1 ml PBS gewaschen. Dann wurde frisches Kulturmedium mit dem jeweiligen Inhibitor
gemischt und dies den Zellen zugegeben. Inhibitoren waren entweder in DMSO oder Wasser
gelost und wurden in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Zellen wurden bis zur
weiteren Analyse mit dem Inhibitor inkubiert. Tabelle 15 gibt einen Einblick in die

verwendeten Inhibitoren und deren Behandlungskonzentrationen.

Tabelle 14: Zellzahl fiir Behandlung mit Inhibitoren in 12er-Multiwellplatten.

Zelllinie Zellzahl pro Milliliter Medium | Zellzahl pro Milliliter
bei 48 h Protokoll Medium bei 72 h Protokoll
HCT116 1,3 %105 /
RKO 1,3 %105 8,0 * 104
Tabelle 15: Inhibitoren zur Zellbehandlung.

Inhibitor Losungmittel verwendete
Konzentrationen

LEEO11 DMSO 500 nm, 1 uM, 5 uM, 10 uM

1.Y294002 DMSO 25 uM

MG132 DMSO 10 uM

Nulin-3a DMSO 20 uM

PD0332991 H,O 1uM, 5uM, 10 uM

RG7112 DMSO 500 nm, 1 uM, 5 uM, 10 uM

RO3306 DMSO 500 nm, 1 uM, 1,5 uM, 2 puM,
5uM, 10 uM
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2.2.4 SILAC-Behandlung

In Vorbereitung fir die massenspektrometrische Analyse wurden Zellen nach dem
Verfahren des stable isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC) konditioniert (Ong et al.
2002). Dazu wurden Zellen der Linie HCT116 LentiHSF1-Klon 12 (HSF1c1) verwendet. Es
wurden drei Populationen geteilt, anschlieBend wurden diese mit je einem Konditionierungs-
medium behandelt. Verwendet wurden drei SILAC-Konditionierungsmedien auf Basis des
RPMI-Mediums. Diese erhielten wir von unseren Kooperationspartnern in der Arbeits-
gruppe von Dr. Petra Beli (Institute of Molecular Biology Mainz). Die Konditionierungs-
medien, die vom Hersteller frei von den Aminosiuren Arginin und Lysin, FCS und
Antibiotika geliefert wurden, sind von unseren Kooperationspartnern mit Penicillin, FCS
und Aminosduren versetzt worden. Die Konditionierungsmedien unterschieden sich
hinsichtlich der zugesetzten Aminosduren Arginin und Lysin, die unterschiedlich schwere,
stabile Isotope enthielten. Durch Verwendung unterschiedlicher Kombinationen der
substituierten Aminosduren entstanden drei verschiedene Konditionierungsmedien /Zght

(Arginin 0, Lysin 0), medium (Arginin 6, Lysin 0) und heavy (Arginin 10, Lysin 8).

Zur Konditionierung wurden die Zellpopulationen ausschliefSlich mit dem jeweiligen
Konditionierungsmedium kultiviert. Die Konditionierung wurde fiir mindestens finf
Zellpassagen durchgefiihrt, sodass eine vollstindige Inkorporation der markierten
Aminosauren erfolgen konnte. Auch fir den gesamten Zeitraum der experimentellen
Verwendung wurden die Zellpopulationen ausschlieSlich mit dem jeweiligen Kondition-
ierungsmedium kultiviert. Vor jedem durchgefiihrten Experiment wurden 2%10° Zellen jeder
Population mit PBS gewaschen und in flassigem Stickstoff schockgefroren. Der Erfolg der

Inkorporation wurde anhand dieser Zellprobe tiberpriift.

2.2.5 Proteinextraktion aus kultivierten Zellen fiir Western-Blot-Analysen

Fir die Proteinextraktion aus kultivierten Zellen wurden diese zuvor in 12er-Multiwellplatten
kultiviert. Vor Beginn der Proteinextraktion wurde der Grad der Konfluenz der Zellen und

ithre Vitalitit in den einzelnen Kulturschalen unter einem Durchlichtmikroskop abgeschitzt.

Die Extraktion wurde gekihlt durchgefihrt, alle Gefile wurden dazu auf Eis gestellt. Mit
einem Zellschaber wurden die adhirenten Zellen vorsichtig vom Boden der Kulturschalen
gelost. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein sauberes Reaktionsgefdl3 Giberfiihrt.
Die Zellen wurden mit 1000 RPM fiir 3 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mehrfach mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen. Es wurde frischer RIPA-Puffer
zugesetzt, der zuvor mit Complete” Protease Inhibitor Cocktail (Roche) versetzt wurde.
Abhingig von Zelllinie und Zellkonfluenz wurde ein angepasstes Puffervolumen zwischen
100 pl und 200 pl verwendet. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurde das
Zellpellet homogenisiert. Die Proben wurden anschlieBend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Alle

Proben wurden zusitzlich mit dem Sonopuls HD 2200 (Bandelin) homogenisiert und dann
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bei 13000 RPM fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Proteinlysat bei -80°C

aufbewahrt.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung eines Proteinlysats

Die Proteinkonzentration der hergestellten Proteinlysate wurde mit dem Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Dabei wurden die Angaben des Herstellers
befolgt. Fur jede Messung wurden 200 pl der Bicinchoninsiure-Reagenz verwendet, diese
wurden den Angaben des Herstellers folgend hergestellt. Pro Messung wurden 10 ul einer
Probe verwendet, diese wurden gut mit der Bicinchoninsiure-Reagenz vermischt und bei
37°C fir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration photometrisch
bestimmt. Im Vorfeld wurde eine Eichgerade im Konzentrationsbereich 0,5 mg/ml bis
2,0 mg/ml erstellt, die fiir die Bestimmung der Probenkonzentration verwendet wurde. Die
Standards der Fichgerade wurden mit vom Hersteller geliefertem bovinen Serum-Albumin
(BSA) erstellt.

Die Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte an technischen Duplikaten. Bei

Konzentrationen aullerhalb des Messbereichs wurden Verdiinnungen der Probe verwendet.

2.2.7 Proteinextraktion aus kultivierten Zellen fiir Ko-Immunprizipitation

Fir die Proteinextraktion zur Ko-Immunprizipitationen (ColP) wurden Zellen in Ger-
Multiwellplatten, Kulturschalen mit 10 cm oder 15 cm Durchmesser kultiviert. Die

Zellqualitit wurde vor Beginn der Proteinextraktion visuell iberpriift.

Die Extraktion wurde gekuhlt durchgefiihrt, dazu wurden alle verwendeten Gefil3e auf Eis
gestellt. Das Kulturmedium wurde vorsichtig aspiriert und verworfen. AnschlieBend wurden
die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Zur Zelllyse wurde frischer ColP-Puffer
zugegeben, der mit Complete® Protease Inhibitor Cocktail (Roche) substituiert wurde. Das
zugegebene Puffervolumen wurde abhingig von Gréfle der Kulturschalen, Zelllinie und -
konfluenz angepasst. Mit einem Zellschaber wurden die adhirenten Zellen vom
Kulturschalenboden gelost und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit dem Puffer
homogenisiert. Die Proben wurden in ein sauberes Reaktionsgefi3 Gbertragen und fur
30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Proben mit dem Sonopuls HD 2200
(Bandelin) homogenisiert und bei 13000 RPM fiir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

in ein neues Reaktionsgefdl3 ibertragen und als fertiges Lysat zur ColP weiterverwendet.

2.2.8 Ko-Immunprizipitation

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit bestimmt wie in
Kapitel 2.2.6 beschrieben. Proben mit einer groBeren Proteinkonzentration als 1 mg/ml
wurden mit Puffer verdinnt. AnschlieBend wurden die Proben aliquotiert, sodass Volumina

mit einem Proteingehalt von 1mg entstanden. Proben, welche fir die spitere
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massenspektrometrische Analyse erstellt wurden, wurden so aliquotiert, dass ein
Proteingehalt von 10 mg mit einer Konzentration von 1mg/ml vorlag. AnschlieBend wurden
50 ul frische Protein-A Sepahrose CL4B (PAS) pro Milliliter Probenvolumen fir die
Vorreinigung zugegeben. PAS wurde zuvor in ColP-Puffer dquilibriert. Die Vorreinigung
wurde fir 1 h bei 4°C durchgefithrt, dabei wurden die Proben rotierend gemischt. Die
Proben wurden bei 1000 RPM fiir 4 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefdl3 Gberfiihrt. Ein 50 pl Aliquot der Proben wurde bei -80°C als sogenanntes
Input gelagert. AnschlieBend wurde der Primarantikorper zugegeben und die Proben tiber
Nacht bei 4°C rotierend gemischt, wobei sich Antigen-Antikérper-Komplexe bilden sollten.
Als  Kontrollantikérper wurde ein gegen Himagglutinin-Tag (HA-Tag) gerichteter
Antikorper oder ein Antikorper spezifisch fiir Maus-Immunglobulin verwendet. Tabelle 16
gibt einen Uberblick iiber die fiir ColP verwendeten Antikérper sowie die eingesetzte

Antikérpermenge.

Tabelle 16: Antikorper fur CoIP.

Zielstruktur Hersteller Katalognummer Verdiinnung (ng
AB/ml Probe)

CDK4 abcam ab68266 4,25

HA-Tag Cell Signalling 3724 2

HSF1 Santa Cruz sc-9144 3

Phospho-HSF1 abcam ab76076 2

(Ser326)

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden 20 ul PAS pro Milliliter Probenvolumen
zugegeben und die Proben fiir 1 h bei 4°C rotierend inkubiert. Hierbei werden Antigen-
Antikérper-Komplexe durch PAS  gebunden, was die anschlieBende Prizipitation
erméglicht. Die Proben wurden bei 1000 RPM fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das entstandene Pellet wurde zweimal mit einem dem Probenvolumen
entsprechenden Volumen ColP-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet einmal
mit einem dem Probenvolumen entsprechenden Volumen ColP-Puffer gewaschen, der mit

Complet®-Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche) versetzt war.

Das Pellet von Proben, die fiir die spitere massenspektrometrische Analyse verwendet
wurden, ist nach vollstindiger Aspiration des Puffers mit fliissigem Stickstoff schockgefroren
und dann bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert worden. Das Pellet von Proben,
die fir Western Blots verwendet wurden, wurde durch Zugabe von 30 ul dreifach
konzentriertem Laemmli Puffer eluiert und dann bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.9 DPolyacrylamidgelelektrophorese

Eine diskontinuirliche, denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese wurde nach dem

erstmals von Ulrich Laemmli beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (Laemmli 1970). Far die
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Elektrophorese wurden entweder das Hoefer-Mini-VE-Vertical-Electrophoresis-System
(Amersham Biosciences) oder das Mini-Protean Tetra Cell System (Biorad) verwendet. Fiir
das zuerst genannte System wurden Polyacrylamidgele mit einer Stirke von 1 mm verwendet,

fiir das zuletzt genannte System wurden Gele mit einer Stirke von 1,5 mm verwendet.

Die Polyacrylamidgele wurden in einer vom Hersteller bezogenen, modifizierten
Rahmenkonstruktion zwischen zwei Glasplatten gegossen. Dazu wurde zuerst das Trenngel
gegossen und mit Isopropanol tberschichtet. Nach vollstindiger Polymerisierung des Gels
wurde der Isopropanol sorgfiltig entfernt und das Sammelgel direkt auf das Trenngel
gegossen. Sofort wurde ein vom Hersteller bezogener Plastikkamm eingebracht, der zehn
Sammeltaschen im Gel formte. Eine Sammeltasche des Hoefer-Mini-VE-Vertical-
Electrophoresis-Systems hatte ein maximales Volumen von ca. 40 pl, wihrend eine
Sammeltasche des Mini-Protean Tetra Cell Systems ca. 60 ul fasste. Die vollstindig
polymerisierten Gele wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C in einer feuchten
Kammer aufbewahrt. Es wurden Trenngele mit einer Acrylamidkonzentration von 10 % bis
12 % eingesetzt. Die Acrylamidkonzentration des Sammelgels betrug 4 %. Die

Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 17 dargestellt.

Zur Elektrophorese wurde Proben mit angeglichenen Proteinmengen eingesetzt. Dazu
wurde die Proteinkonzentration der Proteinlysate zuvor wie in Kapitel 2.2.6 bestimmt und
ein angepasstes Volumen des Proteinlysats verwendet. Zusitzlich wurde das Volumen der
Proben mit Ripa-Puffer untereinander ausgeglichen und mit ausreichend Laemmli-Puffer
gemischt. Vor Verwendung wurden alle Proben vollstindig aufgetaut und nach Zugabe des
Laemmli-Puffers fir 5min bei 95°C denaturiert. Zur Elektrophorese wurden
Probenvolumina mit einem Proteingehalt zwischen 25 bis 40 pug verwendet. Die pageruler
prestained protein ladder (Thermo Fisher Scientific) wurde als Proteingroflenstandard eingesetzt,

leere Geltaschen wurden mit einem Gemisch aus Ripa-Puffer und Laemmli-Puffer gefiillt.

Polyacrylamidgele wurden vertikal in die Kammer eingesetzt, die Kammern mit Laufpuffer
befillt, der Kamm entfernt und die Proben in die vorgesehenen Geltaschen gefiillt. Die
Elektrophorese wurde bei 80 V begonnen und fortgesetzt bis eine sichtbare Auftrennung
des Proteingroflenstandards im Trenngel begann. Die Spannung wurde dann auf 120 V
erhoht und die Elektrophorese fortgesetzt bis ein gewtlinschter Grad der Auftrennung
erreicht wurde. Dieser war nach Herauslaufen der 10 kDa Bande des GroBenstandards, teils

aber auch erst nach Herauslaufen der 25 kDa Bande erreicht.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Acrylamidkonzentration Gelkomponenten Volumen
4% (Sammelgel) 1,5 M Tris — HCL, pH 6,8 0,6 ul
10% APS 50 wl
10% SDS 75l
Rotiphorese Gel 30 0,68 ml
Tetramethylethylendiamin 5ul
Wasser 3,4 ml
10% (Trenngel) 0,5 M Tris — HCI, pH 8,8 4 ml
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Acrylamidkonzentration Gelkomponenten Volumen
10% APS 75l
10% SDS 160 ul
Rotiphorese Gel 30 5,7 ml
Tetramethylethylendiamin 5ul
Wasser 4.8 ul

12% (Trenngel) 0,5 M Tris — HCI, pH 8,8 4 ml
10% APS 75wl
10% SDS 160 pl
Rotiphorese Gel 30 6,7 ml
Tetramethylethylendiamin 5ul
Wasser 3,7 ml

2.2.10 Western Blot & Signal-Detektion

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Polyacrylamidgel aus der Kammer entfernt
und ein Western-Blot-Transfer angeschlossen. Der Transfer wurde im Hoefer-Mini-VE-
Transfer-Tank (Amersham Biosciences) durchgefiihrt. Dazu wurde in dieser Reihenfolge ein
sauberer Schwamm, drei Whatman-Papiere, das Gel, die Membran, drei weitere Whatman-
Papiere und ein Schwamm zwischen zwei Plastikstiicken fixiert. Auf ein luftblasenfreies
Aufbringen der Membran auf das Gel wurde geachtet. Die Membran sowie die Whatman-
Papiere wurden zuvor auf eine dem Gel angepasst Grofle geschnitten, alle Komponenten
wurden sorgfaltig in Puffer getrinkt und so in der Kammer positioniert, dass sich das Gel
zwischen Kathode und Membran befand. Die Rotation von Gel und Membran zueinander
wurde vermerkt. AnschlieBend wurde der Tank zwischen Anode und Kathode der Kammer
mit eiskaltem Transferpuffer gefiillt und alles im Tank befestigt. Der Transfer wurde auf Eis
gekihlt in einer Kihlkammer bei 4°C dutrchgefithrt, wobei eine konstante Spannung
zwischen 80 V und 100 V fiir 2 h angelegt wurde.

AnschlieBend wurde die Membran kurz in TBST gewaschen, dann fir 30 min bei
Raumtemperatur in Block-Puffer inkubiert und noch einmal kurz in TBST gewaschen. Die
Primirantikérperlosung wurde durch Verdinnung des Primirantikrpers in Block-Puffer
hergestellt. Sofern nicht anders vom Hersteller des Antikorpers gefordert, wurde Block-
Puffer mit 5% Milchpulver verwendet. Sofern vom Hersteller gefordert sowie fiir
Antikérper mit phosphorylierter Zielstruktur wurde Block-Puffer mit 5 % BSA verwendet.
Zur Inkubation wurden je 10ml der Primirantikbrperldsung mit Stiicken der
Nitrocellulosemembran in einem Reaktionsgefil3 inkubiert. Die Membran wurde zuvor
anhand des GroBenstandards zerschnitten und nur Stiicke, die den bekannten
GroBenbereich der Zielstruktur des Antikérpers enthielten, wurden zur Inkubation
verwendet. Die Membranstiicke wurden rotierend bei 4°C iber Nacht mit der
Primirantikérperlésung inkubiert, wobei darauf geachtet wurde, dass wihrend der
Inkubation alle Teile der Membran gleichmaf3ig mit Losung bedeckt wurden. Alternativ
wurde die Inkubation auch fir 1 h bei Raumtemperatur durchgefithrt. Nach Abschluss der
Inkubationszeit wurde die Membranstiicke dreimal fiir je 20 min bei Raumtemperatur mit

frischem TBST gewaschen. AnschlieBend wurden die Membransticke mit dem
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Sekundirantikorper inkubiert. Der Sekundirantikérper wurde in Block-Puffer mit 5 %
Milchpulver verdinnt. Die Inkubation erfolgte analog zur Primarantikérperinkubation fir
1 h bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurden die Membranstiicke dreimal fiir 20 min mit
TBST gewaschen.

Als Ladekontrolle wurde Aktin oder HSC70 verwendet. Bei der Inkubation wurden sowohl
Primir- als auch Sekundirantikorper gleichzeitig in Blockpuffer mit 5 % Milchpulver fiir 1 h
bei Raumtemperatur eingesetzt. AnschlieBend wurde die Membran sorgfiltig fir dreimal

20 min mit TBST gewaschen.

Zur Signalentwicklung wurden die Membranstiicke sorgfiltic und gleichmillig mit
Elektrochemolumineszenz-Entwicklungslosung bedeckt. Abhiangig von der Stirke des
erwarteten Signals wurden dazu entweder Immobilon Western HRP Substrat (Merck
Millipore) oder SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Fiir beide Lésungen wurden den Angaben der Hersteller entsprechend
zwel enthaltene Komponenten zu gleichen Teilen gemischt, die entstandene Losung wurde
dann sofort verwendet. Die benetzte Membran wurde blasenfrei in Plastikschlauchfolie
eingeschlagen.  Zur Detektion des Signals wurde ein Chemolumineszenz-
Bildentwicklungssystem (Intas Science Imaging Instruments) verwendet und die
Entwicklungszeit wurde je nach Signalintensitit angepasst. Die Bilder wurden mit Adobe
Photoshop (Adobe) bearbeitet. Dabei wurde das Signal invertiert und die Gesamtintensitat

fiir eine bessere Beurteilbarkeit angepasst.

Tabelle 18: Antikérper fiir Western Blots.

Zielstruktur Hersteller Katalognummer Verdiinnung in
Blockpuffer

Aktin abcam ab6276 1:10000

CDK4 abcam ab68266 1:500

HSC70 Santa Cruz sc7298 1:3000

p21 Cell Signaling 2947 1:1000

p53 Santa Cruz sc—126 1:1000

Phospho-Akt Cell Signaling 4060 1:1000

(Serd73)

Phospho-HSF1 abcam ab76076 1:1000

(Ser320)

Phospho-Rb Cell Signaling 9308 1:1000

(Ser807/8011)

Phospho-S6 Cell Signaling 2211 1:2000

(Ser235/236)

2.2.11 mRNA-Isolierung aus kultivierten Zellen mit Konzentrationsbestimmung

Zur Isolierung von mRNA wurde TRIzol®-Reagenz (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Dabei wurden die vom Hersteller empfohlenen Vorgaben berticksichtigt.

Fir die Extraktion von mRNA wurden Zellen in 12er-Multiwellplatten kultiviert. Vor Beginn

der Extraktion wurden die kultivierten Zellen nach den in Kapitel 2.2.5 beschriebenen



Material und Methoden 28

Qualititsmerkmalen kontrolliert und beim Arbeiten wurde eine Kontamination der Proben
mit fremder RNA streng vermieden. Die Zellen wurden gekihlt zu einer
Sicherheitswerkbank transportiert und die Isolierung wurde hierunter durchgefithrt. Das
Medium wurde verworfen und 1 ml TRIzol*-Reagenz pro Kulturschale zur Inkubation bei
Raumtemperatur zugefugt. Durch Auf- und Abpipettieren wurde eine Homogenisierung der
Probe erreicht und anschlieBend wurden die Proben in ein sauberes Reaktionsgefil3
tberfithrt. Weitere Arbeiten konnten zunichst ungekihlt fortgesetzt werden. Nach 5 min
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden 200 ul Chloroform zugegeben und die Proben
fir 15 sec kraftig geschittelt. AnschlieBend wurden die Proben fir weitere 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dann bei 12000 RPM und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Es
resultierte eine dreischichtige Probe mit einer oberen wissrigen, einer mittleren wei3lichen
Phase und einer unteren phenolhaltigen Phase. Die obere wissrige Phase, welche die RNA

enthielt, wurde in ein neues Probengefil3 iberfithrt und weiterverwendet.

Die Proben wurden mit 500 ul Isopropanol gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie fur 10 min zentrifugiert wurden. Nach diesem Schritt wurde ein
durchsichtiges Pellet aus RNA am GefiBlboden sichtbar. Der Uberstand wurde vorsichtig
aspiriert und das Pellet einmalig mit 75 % Ethanol gewaschen, bevor es in 20 pl nuclease-
und RNAse-freiem Wasser resuspendiert wurde. AbschlieBend wurden die Proben fir
10 min bei 50°C mit gedffnetem Deckel inkubiert, um eine vollstindige Evaporation der

eingesetzten Alkohole zu gewihrleisten.

Die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde mit dem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) durchgefithrt, wozu 2 ul Probe eingesetzt
worden sind. Die Bestimmung erfolgte anhand des Extinktionswertes bei 260 nm, es erfolgte
eine automatische Ausgabe der Konzentration durch die NanoDrop Software. Die isolierte
mRNA wurde bei -80°C gelagert.

2.2.12 Reverse Transkription

Fir jede Synthese von komplementirer DNA (cDNA) mittels reverser Transkription wurde
1 pg isolierter mRNA verwendet und mit RNAse-freiem Wasser auf ein Volumen von 10 pl
verdinnt. AnschlieBend wurde eine erste Reaktionsldsung aus Primern und dNTPs
hergestellt, von dem 6 pl zu jeder Probe zugegeben wurde. Die Proben wurden dann bei
70°C fir 5 min inkubiert, kurz herunterzentrifugiert und dann auf Eis gestellt. Von einer
zuvor hergestellten, zweiten Reaktionslésung wurden 4 pl zugegeben und gut mit den
Proben gemischt, die dann bei 42°C fir 1 h inkubiert wurden. Tabelle 19 gibt einen
Uberblick tiber die verwendeten Reaktionslésungen. Direkt daran anschlieBend wurden die
Proben bei 85°C fur 5 min inkubiert bevor 130 ul RNAse-freies Wasser zugegeben wurden.
Die fertigen Proben wurden bei -20°C aufbewahrt.
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Tabelle 19: Zusammensetzung der Reaktionslésungen fiir cDNA-Synthese.

Reaktionslosung 1 fiir Reverse Volumen (ul) pro Probe
Transkription

Gemischte Primer (50 uM Poly T, 15 uM 2

Zufillige Primer)

2,5 mM dNTPs 4
Reaktionslésung 2 fiir Reverse

Transkription

M-MuLV Reverse Transcriptase Reaction 2

Buffer

RNase Inhibitor 0,25 (10 U)
M-MuLV Reverse Transcriptase 0,125 25 U)

2.2.13 Quantitative real-time PCR

Die Expression ausgewihlter Gene wurde quantitativ analysiert. Hierbei wurde die
Expression spezifischer mRNA quantitativ nachgewiesen. Dazu wurde der interkalierende
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green verwendet. Wihrend der PCR-Reaktion wird die
Fluoreszenz des an doppelstringige DNA gebundenem SYBR-Greens ausgelesen. Die
Fluoreszenzintensitit verhalt sich direkt proportional zur Menge neu amplifizierter DNA.
Die Fluoreszenz von SYBR-Green wurde automatisch durch einen qPCR-Zykler ausgelesen
und protokolliert. Der Beginn des exponentiellen Anstiegs der Fluoreszenzintensitit iiber
den Hintergrundwert wurde als ¢yele threshold (Ct) aufgenommen, dieser markiert den Beginn
der exponentiellen Vervielfiltigung eines spezifischen PCR-Produktes. Wenn zu Beginn der
Reaktion viel der spezifisch nachzuweisenden cDNA vorlag, wurde der Ct frith erreicht, bei
einem geringen Gehalt an cDNA entsprechend spiter. Um die Expression betrachteter Gene
zu normalisieren, wurde diese zu der Expression des Genes RPLP0 ins Verhiltnis gesetzt.
Diese kodiert fur ein ribosomales Protein und dessen Expression ist nahezu unabhingig von
Kultur- und Behandlungsbedingungen. Weiterhin wurde reines Wasser als Negativkontrolle
verwendet. Verglichen wurde die Expression eines Gens zwischen einer Kontrolle und einer

Probe. Dazu wurden folgende, von der AACt-Methode abgeleitete Formeln verwendet:

ACt(Probe) = Ct(Probe: Gene of Interest) — Ct(Probe: RPLO)
ACt(Kontrolle) = Ct(Kontrolle: Gene of Interest) — Ct(Kontrolle: RPLO)
AACt = ACt(Probe) — ACt(Kontrolle)

Normalisierte rel. Expression = 27AACt

Bei Werten > 1 war von einer Uberexpression gegeniiber der Kontrolle auszugehen, bei

Werten < 1 entsprechend umgekehrt.

Zum Nachweis spezifischer cDNA wurden anhand der mRNA-Sequenz Primer entworfen,
wozu das Primer-BLAST Programm des National Center for Biotechnology Information

genutzt wurde. Entworfene Primer dberspannten i. d. R. Exon-Exon-Kontakte, womit
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versucht wurde eine fir Analysezwecke ungewollte Amplifikation von genomischer DNA
auszuschlieBen. Primer wurden von Metabion International AG (Planegg/Steinkirchen)
bezogen. Die Primerqualitit wurde zusitzlich in einem Vorversuch untersucht. Dabei wurde
eine cDNA-Verdunnungsreihe verwendet (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16). Es wurden nur solche
Primerpaare weiterbenutzt, bei deren Verwendung sich ein Anstieg des Ct um 1 pro
Verdunnungsschritt zeigte und deren Reaktionsprodukte eine hohe, gleichbleibende
Schmelztemperatur hatten. Weiterhin wurden nur solche Primerpaare verwendet, deren
theoretisches Reaktionsamplifikat eine Linge von 300 bp nicht signifikant tberschritt.
Hierdurch konnte eine zusitzliche Spezifitit fiur cDNA gegentiber genomischer DNA
erreicht werden, da aufgrund der kurzen Elongationszeit des verwendeten PCR-Protokolls
eine Amplifikation lingerer Produkte vermieden wurde, die z. B. bei unspezifischen

Bindungen der Primer entstehen kénnten.

Die qPCR-Reaktionen wurden auf einer 96er-Multiwellplatte durchgefithrt. Es wurde je 3 pl
cDNA-Probe eingesetzt. Primerpaare wurden im Verhiltnis 1:10 in Wasser verdinnt,
Sforward- und backward-Primer wurden dabei zu gleichen Teilen gemischt. Fir die Reaktionen
wurde ein Reaktionsgemisch aus qPCR-Puffer, verdiinnten und gemischten Primern und
Wasser angesetzt, von diesem wurden je Reaktion 22 ul verwendet. Tabelle 20 stellt die

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fir qPCR dar.

Alle Komponenten wurden unter Kithlung und Lichtschutz zusammengefiihrt, dabei
wurden Verunreinigungen streng vermieden. Fertige 96er-Multiwellplatte wurden mit
optisch klarer Folie versiegelt und in den Thermocycler eingebracht. Verwendet wurde das
CEFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Biorad). Das verwendete Protokoll
begann mit einer initialen Phase bei 95°C fiir 5 min, dann folgten 40 Zyklen bei 95°C fiir
15 sec und 60°C fiur 1 min. AbschlieBend wurden in 0,5°C Schritten Schmelzkurven von

60°C bis 95°C aufgezeichnet.

Tabelle 20: Reaktionsmix fiir qPCR.

Reaktionsgemisch fiir gPCR Volumen (pl) pro Probe
qPCR-Puffer 14

Verdunnte und gemischte Primer 1

ddH,O 7

Totales Volumen 22

2.2.14 Plasmid-Transfektion

Humane Zellen wurden mit Plasmid-DNA transfiziert. Dazu wurden Zellen wihrend des
Passagierens auf einer 12er-Multiwellplatte ausgebracht und fir 24 h kultiviert. AnschlieSend
wurden die Transfektion mit Plasmid-DNA durchgefiihrt.

Zunichst wurde pro Transfektionsansatz 4 ul Lipofectamine2000 und 100 pl zusatzfreies
Medium gemischt und mehrere Male vorsichtig invertiert. AuB3erdem wurde 800 ng Plasmid-

DNA und 100 pl zusatzfreies Medium gemischt. Beide wurden fir 5 min bei Raum-
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temperatur inkubiert, im Verhiltnis 1:1 gemischt und nach sorgfiltigem Invertieren fiir

weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 800 ul antibiotikafreies
Medium und pro Transfektionsansatz je 200 ul der fertigen Transfektionslésung zugegeben.
Die Zellen wurden fir weitere 24 h unter Normalbedingungen kultiviert, jedoch wurde das
Medium bereits nach 6 h verworfen und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Nach

Abschluss von 24 h wurden weitere Experimente angeschlossen.

2.2.15 Hitzeschockbehandlung von humanen Zellen

Humane Zellen wurden einer Hitzeschockbehandlung bei 42°C ausgesetzt. Dazu wurden
vollstindig adhirente Zellen verwendet, die zuvor fur mindestens 24 h in einer 12er-
Multiwellplatte kultiviert und ggf. behandelt wurden. Die Kulturplatten wurden fir 1 h bei
42°C und anschlieend fiir weitere 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Abschluss der Behandlung
erfolgte die Zellaufbereitung.

2.2.16 Dualer Luciferase-Assay

Zur Analyse der HSF1-Aktivitit wurde ein dualer Luciferase-Assay verwendet. Dabei
wurden RKO- und HCT116-Zellen verwendet. Diese wurden in einer 12er-Multiwellplatte
ausgebracht und mit je 800 ng Plasmid-DNA transfiziert (Tabelle 21). Am zweiten

Versuchstag erfolgte die Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren (

Tabelle 22). Von drei Ansitzen, welche zum Transfektionschema-A gehérten, wurde je einer
mit DMSO, 20 uM Nutlin-3a bzw. 10 uM PD0332991 behandelt. Nach insgesamt 48 h
wurden manche Zellen einem Hitzeschock ausgesetzt, die andere Gruppe wurde unter

normalen Bedingungen weiterkultiviert.

Tabelle 21: Schema fiir die Transfektion mit Plasmid-DNA.

Transfektionschema Verwendete Plasmide
A 500 ng pGl4.41

100 ng pR1 - Tk

200 ng pcDNA3.1

B 500 ng pGl4.41

100 ng pR1 - Tk

200 ng pPSUPER-p53 p53
C 500 ng pGl4.41

100 ng pR1 - Tk

100 ng pcDNA p53
100 ng pcDNA3.1
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Tabelle 22: Schema fiir Zellbehandlung nach erfolgter Transfektion.

Transfektionschema Inhibitorbehandlung

A DMSO 20 uM Nutlin-3a 10 uM PD0332991
B DMSO

C DMSO

Kontrollgruppe ohne DMSO Unbehandelt

Transfektion

Nach Abschluss der Transfektion und Behandlung wurden die Zellen fiir einen dualen
Luciferase-Assay verwendet. Da die Expression der Firefly-Luciferase vom Plasmid pGl4.41-
me2P/HSE durch multiple HSEs im Promotor reguliert wird, ist die Expression der
Luciferase direkt von der Bindung von HSF1 an die HSEs abhingig. Um unterschiedliche
Transfektionseffizienz als Ursache fiir Differenzen in der Luciferase-Aktivitit
auszuschlieBen, wurde zusitzlich die Aktivitit der Renilla-Luciferase quantifiziert und der
Quotient aus beiden gebildet. Die Renilla-Luciferase wurde vom Plasmid pRL-TK

konstitutiv durch den Herpes-Simplex-Virus-Thymidinkinase-Promotor exprimiert.

Die Zellen wurden fiir die Durchfithrung des dualen Luciferase-Assays auf Eis gekithlt und
mit einem Zellschaber vom Boden des Kulturgefilles gelost. AnschlieBend wurde das
Volumen in ein sauberes Reaktionsgefal3 iberfiihrt und bei 3000 RPM und 4°C fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen vorsichtig in 100 wl passiv-lysis-buffer
resuspendiert und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden bei
14000 RPM zentrifugiert und der zellfreie Uberstand als Proben weiterverwendet. Je 20 pl
des Probenvolumens wurden fiir eine Messung in ein we// der OptiPlate-96 Gberfiihrt. Die
Messungen wurden in technischen Triplikaten durchgefiihrt und als Kontrolle wurde Wasser
und das Lysat von nicht transfizierten, unbehandelten Zellen verwendet. Die Platte wurden
in das Centro LB 960 Mirkoplatten Luminometer (Berthold Technologies) tiberfithrt, das
Messprotokoll ist in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Messprotokoll fiir den dualen Luciferase-Assay.

Aktion Zeit (s) Volumen (pl)
Zugabe Firefly-Puffer 100
Verzégerung 2

Quantifizierung Firefly 20

Luciferase Aktivitit

Verzégerung 2

Zugabe Renilla-Puffer 100
Verzogerung 2

Quantifizierung Renilla 20

Luciferase Aktivitit
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2.2.17 Bestimmung der Zellproliferation

Um den Einfluss von HSF1 auf das Wachstumsverhalten von humanen Zellen zu
bestimmen, wurde die Zellproliferation mit dem Celigo Cytometer (Nexcelom, Software
Version 2.0) erfasst. Dabei wurden Zellen der Linie HCT116 verwendet, die zuvor lentiviral
transduziert wurden und letztendlich HSF1 Gberexprimierten. Verglichen wurde dabei zwei
Zelllinien, die HSF1 Gberexprimieren, HSF1cl und HCT116 LentiHSF1-Klon 21 (HSF1c2),
mit zwei Zelllinien, die nur das virale Kontrollkonstrukt enthielten, HCT116 LentiORF-
Klon 13 (ORFcl) und HCT116 LentiORF-Klon 14 (ORFc2). Die Zellen wurden fiir 24 h
kultiviert und das Wachstumsverhalten dann fir die folgenden vier Tage mit dem Celigo
Cytometer tberprift. Die Messung wurde jeweils nach 24 h durchgefiihrt und das Medium
wurde zuvor gewechselt, um tote, nicht adhirente Zellen zu entfernen. Mit dem Celigo
Cytometer wurde die Zellkonfluenz in Prozent bezogen auf die Gesamtfliche der

Kulturschale gemessen. Messungen wurden als technische Triplikate durchgefiihrt.

Abbildung 9: Beispielhafte Darstellung des Messprinzips zur Ermittlung der Zellkonfluenz. (A) Bild
der ORFc2- Zellen nach 24 h Kultivierung. (B) Erfassung der Konfluenz (griisner Bereich) nach Einstellen der

Messkriterien.
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3  Ergebnisse

3.1 Eine p53-Aktivierung fiihrt zu einer Verinderung der HSF1-
Phosphorylierung

Zur Uberpriifung des Einflusses des Tumorsuppressors p53 auf HSF1 wurde in Western
Blots pHSF1 untersucht. Wildtypisches p53 wurde durch den MDM2-Inhibitor Nutlin-3a
indirekt durch eine Aufhebung der negativen Rickkopplungsschleife zwischen p53 und
MDM?2 aktiviert.

In verschiedenen Darmkrebszellen mit wildtypischem p53 fiihrte die Aktivierung von p53
durch 20 pM Nutlin-3a fiir 24 h zu einer Verdnderung von pHSF1. Untersucht wurden
HCT116-, RKO- sowie LS174T-Zellen. Beim Nachweis von pHSF1 im Western Blot
entstanden mehrere Banden, die im GroBenbereich von 85 kDa bis 120 kDa detektiert

wurden. Nach p53-Aktivierung war der Verlust einer der oberen Banden zu beobachten

(Abbildung 10).

HCT116 1.§174T RKO
Nutlin-3a Nutlin-3a Nutlin-3a

DMSO 4h 8h 24h DMSO 16h 24h  DMSO  24h

] [ | [ |
| _— ——|| ——| —-— | 53
|'-—- — e - —-||-— -|| E—— |Aktlll

Abbildung 10: p53-Aktivierung fithrt zu einer Reduktion von pHSF1. Mehrere Darmkrebszelllinien mit
wildtypischem p53 (HCT116, LS174T, RKO) wurden mit DMSO oder 20 pM Nutlin-3a fiir 24 h behandelt.
Reprisentative Western Blots. Unabhingige Exprimente fur HCT116 n =3, LS174T n =3, RKO n =2
(biologische Replikate).

Zusitzlich wurde pHSF1 nach Zellbehandlung mit den zwei verschiedenen DNA-
schiadigenden Pharmaka Campothecin und Doxorubicin tiberprift. Eine DNA-Schidigung
fihrte zu einer starken p53-Aktivierung. Die DNA-Schidigung fithrte zu einer Reduktion
von pHSF1 wie die Behandlung mit Nutlin-3a, es kam zum Verlust der oberen Banden.
Dieser Effekt ging ebenfalls mit p53-Akkumulation als Zeichen der p53-Aktivierung einher
(Abbildung 11A).

Weiterhin sollte geklart werden, ob die herbeigefiihrte Reduktion von pHSF1 abhingig vom
p53-Status ist. Dazu wurden SW480-Darmkresbzellen mit mutiertem p53 mit 20 uM Nutlin-
3a behandelt und pHSF1 bestimmt. In SW480-Zellen fithrte eine p53-Aktivierung mit
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Nutlin-3a nicht zu einer Verinderung des p53-Levels. Im betrachteten Zeitrahmen kam es

nicht zu einer Veranderung von pHSF1 nach p53-Aktivierung (Abbildung 11B).

= HCT116 U208
4h 4h
DMSO €CPT Dozo DMSO CPT Doxo
e rarr oy
| —— _| | —— | p53
| | | ] HSC70

SW480 Nutlin-3a

DMSO 2h 4h 8h 20h

pHSF1
(S326)

— R -

| | Aktin

Abbildung 11: pHSF1 wird durch wildtypisches p53 reduziert. (A) Zellen wurden mit 2,87 uM
Campothecin oder 500 nM Doxorubicin fir 4 h behandelt. n = 1. (B) In SW480-Zellen mit mutiertem p53 kam
es nach Behandlung mit 20 pM Nutlin-3a fiir 24 h nicht zu einer Reduktion von pHSF1. n = 1.

In den Versuchen zeigte sich ein p53-spezifischer, regulatorischer Effekt auf HSF1, der mit
einer Reduktion von pHSF1 einherging. Dieser Effekt ist abhingig von wildtypischen,
funktionellem p53. Welchen Einfluss damit p53 auf die Aktivitit von HSF1 hat, kann hieraus

noch nicht sicher abgeleitet werden.

3.2 Eine p53-Aktivierung hemmt die Expression von HSF1-

regulierten Genen

Es konnte gezeigt werden, dass eine p53-Aktivierung mit einer Reduktion von pHSF1
einhergeht. Um zu kliren, welchen Effekt dies auf die transkriptionelle HSF1-Aktivitit hat,
wurde die Expression verschiedener HSF1-regulierter Gene mittels qPCR tiberpruft.

Zunichst wurde verschiedene HSF1-regulierte Gene gewihlt und die Expression nach £nock-
down von HSFT1 tberprift (Abbildung 12). Ausgewihlt wurden sowohl HSF1-regulierte
Gene, die zu den stressinduzierten Chaperonen wie HSPATB zahlen, als auch solche, die
Zellmigration wie ITGB3BP oder Zellzyklusregulation wie CDC6 regulieren. Eine HSF1-
Depletion verringerte stark die Expression aller betrachteten HSF1-Zielgene. Die
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Abhingigkeit der Expression der ausgewihlten Gene HSPATB, CDC6 und ITGB3BP vom
Transkriptionsfaktor HSF1 konnte bestitigt werden, jedoch kam es nicht zu einer

vollstindigen Unterdriickung der Expression.
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Abbildung 12: Analyse ausgewihlter HSF1-Zielgene. HCT116- und RKO-Zellen wurde mit einer
Kontroll-siRNA oder mit zwei HSF7-siRNA fiir 72 h behandelt. Die mRNA-Expression von HSPA7B, CDC6
und ITGB3BP wurde mittels qPCR ermittelt. Expression standardisiert zu RPLP0. Unabhingige Experimente
n = 3. Die Diagrammbalken zeigen den Mittelwert = Standardfehler. Student t-Test: *p<0,05 **p<0,01
*#¥p<0,001 n.s. = nicht signifikant. KD = &nock-down.

Zusitzliche HSF1-Zielgene wurden fir die weiteren Analysen ausgewihlt. Alle HSF1-
Zielgene zeigten sich nach einer Zellbehandlung mit Nutlin-3a reprimiert. Fir die Zielgene
HSPI0AAT und HSPB7 war die Reduktion zwar nicht statistisch signifikant, aber es zeigte
sich eine einheitliche Tendenz (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression von HSF1-regulierter Zielgene nach p53-Aktivierung in HCT116- und RKO-
Zellen. HCT116- und RKO-Zellen wurden mit DMSO oder 20 pM Nulin-3a fiir 24 h behandelt. Expression
standardisiert zu RPL0. Unabhingige Experimente n = 3. Die Diagrammbalken zeigen den Mittelwert *
Standardfehler. Student t-Test: *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 n.s. = nicht signifikant.
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Um einen unspezifischen Effekt von Nutlin-3a auszuschlieBen und die p53-abhingige
HSF1-Regulation zu beweisen, wurden HCT116- und RKO-Zellen mit zwei siRNAs gegen
TP53 transfiziert. Zudem wurde p53 durch Nutlin-3a in den Zellen aktiviert. Eine p53-
Depletion verhindert gréfitenteils die Nutlin-3a-vermittelte HSF1-Inhibition und bestitigt
damit die p53-abhingige HSF1-Regulation (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Die Nutlin-3a-vermittelte Repression von HSF1 ist abhingig von wildtypischem p53.
HCT116- und RKO-Zellen wurden mit Kontrol-siRNA oder mit zwei siRNAs gegen TP53 fiir 72 h behandelt.
Fir die finalen 24 h erfolgte cine Behandlung mit 20 uM Nutlin-3a. Expression standardisiert zu RPLO.
Unabhingige Experimente n = 3. Diagrammbalken zeigen Mittelwert + Standardfehler. Student t-Test:
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 n.s. = nicht signifikant. KD = &nock-down.

3.3 Eine CDK4/6-Inhibition reduziert pHSF1

Nachdem ein reprimierender Effekt von p53 auf HSF1 im verwendeten Modell des
kolorektalen Karzinoms 7 vitro nachgewiesen werden konnte, sollte Klarheit iiber einen

moglichen Signalweg gewonnen werden.

Durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 wird das Gen CDKNT.A, welches fiir den
Zellzyklusinhibitor p21 kodiert, stark induziert. Der Zellzyklusinhibitor p21 inhibiert
verschiedene CDKs und stoppt somit die Zellzyklusprogression. Diese Hochregulation von
CDKN17.A konnte in HCT116- und RKO-Zellen bestitigt werden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: CDKNIA wird durch p53-Aktivierung durch Nutlin-3a stark induziert. HCT116- und
RKO-Zellen wurden fiir 24 h mit DMSO oder 20 uM Nutlin-3a behandelt. n = 1.

Um eine Beteiligung von p21 an der p53-abhingigen HSF1-Repression nachzuweisen,
wurden HCT116- und RKO-Zellen mit zwei siRNAs gegen CDKN7.A transfiziert. Zudem
wurde eine p53-Aktivierung durch Behandlung mit 20 pM Nutlin-3a in den Zellen
herbeigefiihrt. Eine p21-Depletion vermindert die Nutlin-3a-induzierte HSF1-Inhibition
und bestitigt damit eine p53-p21-vermittelte HSF1-Inhibition (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die Nutlin-3a-vermittelte Repression von HSF1 ist abhingig von p21. HCT116- und
RKO-Zellen wurden mit Kontrol-siRNA oder mit einer von zwei siRNAs gegen CDKIN7.A fiir 72 h behandelt.
Fir die finalen 24 h erfolgte cine Behandlung mit 20 uM Nutlin-3a. Expression standardisiert zu RPLO.
Unabhingige Experimente n = 3. Diagrammbalken zeigen Mittelwert £ Standardfehler. Student t-Test: * p <
0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 n.s. = nicht signifikant.

Da CDKs durch p21 direkt gehemmt werden, stellen sie ein mogliches Bindeglied zwischen
p53 und HSF1 dar. Fur die weiteren Untersuchungen wurden daher zwei verschiedene
Inhibitoren von CDKs (PD0332991 und RO3306) mit unterschiedlicher Spezifitit
ausgewahlt. Zusitzlich wurde LY294002 als Inhibitor des PI3K-Signalwegs verwendet.
HCT116-Zellen wurden mit den genannten Inhibitoren behandelt. Nach Abschluss der
Behandlung wurden Proteinlysate erstellt und diese als Proben fiir einen Western Blot

verwendet.

RO3306 inhibierte in hohen Konzentrationen pHSF1, was auf eine Rolle von CDK4
hindeutet. Der spezifische CDK4/6-Inhibitor PD0332991 zeigte ebenfalls eine Reduktion
von pHSF1. Die Wirkung beider Inhibitoren zeigte sich vergleichbar mit Nutlin-3a. Die
Behandlung mit LY294002 fuhrte zu keiner Verinderung von pHSF1. In LS174T-Zellen,
welche wildtypisches p53 exprimieren, zeigt sich die Reduktion von pHSF1 nach Behandlung
mit PD0332991 (Abbildung 17).
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Abbildung 17: CDK4/6-Inhibition reduziert pHSF1. Zellbchandlung von HCT116-Zellen mit
verschiedenen Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen fir 24 h. n = 1. LS174T-Zellen wurden mit

PD0332991 fiir 24 h behandelt. Unabhingige Experimente n = 2. Reprisentative Western Blots.

Der Inhibitor PD0332991 wurde fiir weitere Experimente verwendet und p53-defiziente
Zellen wurden behandelt. PD0332991 reduziert pHSF1 in p53-defizienten HCT116-Zellen
und bestitigt somit, dass CDK4/6 downstream an der HSF1-Regulation beteiligt ist. HCT116-
Zellen, welche wildtypisches p53 exprimierten, wiesen die pHSF1-Reduktion auf und dienten
als Kontrolle. Es kam dabei zu einer Verdnderung des gesamten Intensititsverhiltnisses der
Banden der pHSF1-Firbung. Eine Regulierung von pHSF1 wird durch die p53-p21-
CDK4/6-Achse vermittelt. Als funktionelle Kontrolle der CDK4/6-Inhibition wurde die
Phosphorylierung von Rb gefirbt. Die Abnahme dieser Phosphorylierung bestitigt die
Wirkung des CDK4/6-Inhibitors PD0332991 (Abbildung 18).
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Abbildung 18: CDK4/6 vermittelt die p53-abhingige Reduktion von pHSF1. Zellen wurden mit
PDO0332991 in den angezeigten Konzentrationen fir 24 h behandelt. Reprisentative Western Blots.
Unabhingiger Experimente fur HCT116 p53 +/+ n = 3, fur HCT116 p53 -/-n = 2.

Um den Einfluss von CDK4/6 auf HSF1 zu bestitigen, wurde ein zweiter CDK4/6-
Inhibitor (LEEO11) ausgewahlt. Zusitzlich wurde ein zweiter MDM2-Inhibitor (RG7112)
Uberprift. Die Behandlung mit 5 uM RG7112 zeigte den gleichen Effekt wie die Behandlung
mit Nutlin-3a in den Darmkebszellen und bestitigt wildtypisches p53 als HSF1-Repressor.
Demgegentiber hatte die Behandlung mit LEEO11 keinen Effekt in HCT116-Zellen bzw.
nur einen sehr schwachen Effekt in RKO-Zellen auf pHSF1. Die funktionelle Uberpriifung
der Firbung fir phosphoryliertes Rb bestitigte, dass die CDK-Inhibition durch LEE011
nicht effizient funktioniert hat und damit auch keine HSF1-Reprimierung zu erwarten war

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Eine p53-Aktivierung bzw. CDK4/6-Inhibition fithren reproduzietbar zu einer
Reduktion von pHSF1. Zellen wurden mit den angezeigten Inhibitoren in den genannten Konzentrationen

fiir 24 h behandelt. Unabhingige Experimente n = 2. Reprisentative Western Blots.

3.4 Eine CDK4/6-Inhibition hemmt die Expression von HSF1-

regulierten Genen

Eine CDK4/6-Inhibition fiihrte zu einer Reduktion von pHSF1 (Abbildung 17). Um zu
kliren, ob die Reduktion von pHSF1 durch CDK4/6-Inhibtion ebenfalls zu einer
verminderten HSF1-Aktivitit fihrt, wurde wiederum die Expression von HSF1-Zielgenen
nach CDK4/6-Inhibition uberpruft.

Die Behandlung mit dem CDK4/6-Inhibitor PD0332991 fihrte ebenfalls zum Ruckgang
der Expression von HSF1-regulierten Genen (Abbildung 20). Allerdings zeigte sich das
Ergebnis weniger eindeutig als nach p53-Aktivierung. In HCT116-Zellen kam es teilweise zu
einer Erhéhung der Expression von HSPATB, HSP90AA7 und HSPB7. In RKO-Zellen
zeigte sich mit Ausnahme von HSP90A4A7 die Reduktion der Expression fir alle
betrachteten HSF1-regulierten Gene.
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Abbildung 20: Expression von HSF1-reguliertern Zielgenen nach CDK4/6-Inhibition in HCT116- und
RKO-Zellen. HCT116- und RKO-Zellen wurden mit H2O oder 10 uM PD0332991 fur 24 h behandelt.
Expression standardisiert zu RPL0. Unabhingige Experimente n = 3. Die Diagrammbalken zeigen den
Mittelwert & Standardfehler. Student t-Test: * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 n.s. = nicht signifikant.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse von HSF1-regulierten Genen nach CDK4/6-
Inhibition sprechen fur einen Einfluss von CDK4/6 auf die HSF1-Akdvitit. Die p21-
vermittelte CDK4/6- Inhibition nach p53-Aktivierung fuhrt zu einer verminderten HSF1-
Aktivitit.

3.5 Uberpriifung der HSF1-Aktivitit in einem dualen Luciferase-

Assay

Um die Witkung einer p53-Aktivierung und CDK4/6-Inhibition auf die transkriptionelle
Aktivitit von HSF1 in einer zweiten Methode zu tberpriifen, wurde ein dualer Luciferase-
Assay durchgefithrt. Dabei wurde die HSF1-regulierte Expression der Firefly-Luciferase in

Relation zur konstitutiven Expression der Renilla-Luciferase gemessen.

Das verwendete Plasmid pGl4.41-/uc2P/HSE, welches nach Transfektion durch HSF1-
Bindung an HSEs zur Expression der Firefly-Luciferase fihrt, wurde in einem Vorversuch
Uberprift. In beiden Zelllinien kam es durch die Hitzeschockbehandlung zu einer starken

Zunahme der relativen Luciferase-Aktivitit (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Hitzeschockbehandlung fiihrt zur Steigerung der transkriptionellen Aktivitit von
HSF1. HCT116- und RKO-Zellen wurden fiir einen dualen Luciferase-Assay verwendet. Zellen wurden fiir
24 h kultiviert. Zellen, die einer HS unterzogen wurden, sind abschlieBend fiir 1 h bei 42°C und dann fir 2 h
bei 37°C kultiviert worden. HS = Hitzeschockbehandlung. Anzahl der unabhingigen Versuche n = 3.

Diagrammbalken zeigen den Mittelwert = Standardfehler.

Das Plasmid pGl4.41-/uc2P/ HSE wurde nun fir weitere Versuche verwendet. Dabei wurden
Zellen mit dem Inhibitor Nutlin-3a behandelt, die Expression von TP53 durch short hairpin
ribonncleic acid (ShRNA) mittels Transfektion mit dem Plasmid pSUPER-p53 gehemmt oder
eine vermehrte Expression durch Transfektion mit dem Plasmid pcDNA-p53 erzeugt.

In HCT116- und RKO-Zellen fithrte eine p53-Aktivierung sowohl ohne als auch nach einer
Hitzeschockbehandlung zu einer Reduktion der relativen Luciferase-Aktivitit (Abbildung
22A, roter gegeniiber schwarzem Balken). Eine p53-Depletion mittels shRNA fiihrte
hingegen jeweils zu einer Steigerung der relativen Luciferase-Aktivitit (Abbildung 22A,
gruner gegeniiber schwarzem Balken). In HCT116-Zellen fuhrte eine vermehrte p53-
Expression zu einer verminderten relativen Luciferase-Aktivitit in Zellen, welche nicht
einem Hitzeschock ausgesetzt wurden. Dies lie3 sich in RKO-Zellen sowohl ohne als auch

nach einem Hitzeschock demonstrieren (Abbildung 22A, blauer gegentiber schwarzem
Balken).

In RKO-Zellen fithrte eine CDK4/6-Inhibition sowohl ohne als auch nach einer
Hitzeschockbehandlung zu einer Reduktion der HSF1-abhingigen relativen Luciferase-
Aktivitit (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Die HSFl-abhingige relative Luciferase-Aktivitit wird durch p53 und CDK4/6
beeinflusst. (A) HCT116- bzw. RKO-Zellen wurden passagiert und fiir 24 h kultiviert. AnschlieSend erfolgte
eine Transfektion mit 800 ng Plasmid-DNA fiir 48 h. Fur die finalen 24 h wurden Zellen mit DMSO oder
20 uM Nutlin-3a behandelt. Zellen, welche einer HS unterzogen wurden, wurden abschlieBend zunichst fir
1 h bei 42°C und dann fiir 2 h bei 37°C kultiviert. (B) RKO-Zellen wurden passagiert und fiir 24 h kultiviert.
AnschlieBend erfolgte eine Transfektion mit 800 ng Plasmid-DNA fiir 48 h. Fir die finalen 24 h wurden Zellen
mit H>O oder 10 uM PD0332991 behandelt. Zellen, welche einer HS unterzogen wurden, wurden abschlieSend
zunichst fiir 1 h bei 42°C und dann fiir 2 h bei 37°C kultiviert. HS = Hitzeschockbehandlung. Anzahl der
unabhingigen Versuche n = 3. Diagrammbalken zeigen den Mittelwert = Standardfehler. Student t-test: * p <
0,05 ** p < 0,01 *** p< 0,001.

3.6 Die Untersuchung von HSF1-tiberexprimierenden HCT116-
Zellen

Um den Einfluss von HSF1 besser zu verstehen, wurden HSF1-tiberexprimierende Zelllinien
untersucht. Diese waren vor Beginn der Experimente in unserem Labor generiert worden,
indem HCT116-Zellen mit einem lentiviralen HSF1-Konstrukt transduziert, selektioniert
und einzelne Klone vervielfiltigt wurden. Einzelne klonale Linien wurden per Western Blot
auf ihre HSF1-Uberexpression und den Effekt einer p53-Aktivierung kontrolliert. Zwei
Klone HSF1c1 und HSF1c2 sowie zwei Kontrollen ORFc1 und ORFc2 wurden untersucht.
Es zeigte sich eine deutliche Signalverstirkung der pHSF1 in den HSF1-tiberexprimierenden
Zellen. Gegentiber ORFcl zeigten die HSF1-iiberexprimierenden Klone mehr Banden bei
der Firbung fiir pHSF1, was auf das Vorliegen einer Vielzahl unterschiedlich modifizierter
HSF1-Fraktionen hindeutet. Die Zelllinien wutrden mit Nutlin-3a behandelt und eine
deutliche Abnahme von pHSF1 wurde sichtbar. Dies bestitigt erneut, dass eine p53-
Aktivierung auch hohe HSF1-Levels und eine starke HSF1-Aktivitit hemmen kann
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: HSF1-uiberexprimierende Klone zeigen eine Reduktion von pHSF1 nach p53-
Aktivierung. ORFcl-, HSFlcl- und HSF1c2-Zellen wurden fir 24 h mit DMSO oder 20 pM Nutlin-3a

behandelt. Reprisentative Western Blots. n = 1.

AnschlieBend wurde die Expression von HSF1-regulierten Genen nach p53-Aktivierung
bzw. CDK4/6-Inhibition untersucht (Abbildung 24). In HSF1c1 zeigte sich eine Repression
der Genexpression nach Behandlung mit Nutin-3a bzw. PD0332991. Die Ergebnisse waren

mit den bisher untersuchten Zelllinien vergleichbar.
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Abbildung 24: Expression HSFl-regulierter Zielgene in HSFlcl. HSFlcl-Zellen wurden fir 24 h
Stunden mit DMSO, 20 uM Nutlin-3a oder 10 uM PD0332991 behandelt. Expression standardisiert zu RPLO.
Unabhingige Experimente n = 3. Die Diagrammbalken zeigen den Mittelwert = Standardfehler. Student t-
Test: * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 n.s. = nicht signifikant.

Zudem wurde der Einfluss einer HSF1-Uberexpression auf die Zellproliferation mit dem
Celigo Cytometer erfasst. Alle Linien wiesen eine gleiche Proliferation iiber fiinf Tage auf.

Eine HSF1-Uberexpression hatte keine proliferationsférdernde Wirkung (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Eine HSF1-Uberexpression hat keinen Einfluss auf die Zellproliferation. Vergleich der
Zellproliferation mit dem Celigo Cytometer Uber funf Tage. Die Zellkonfluenz wurde relativ zur Konfluenz
am ersten Versuchstag dargestellt. HSF1c1 und HSF1c2 wurden mit ORFc1 und ORFc2 verglichen. Es zeigte

sich kein Unterschied in der Proliferation. Anzahl der unabhingigen Versuche n = 2.

3.7 Zwischen CDK4 und HSF1 findet keine Komplexbildung statt

Zur Uberpriifung, ob die posttranslationale Modifizierung von Ser326 direkt durch CDK4/6
reguliert ist, wurde eine ColP von HSF1 oder CDK4 durchgefiihrt.

Fir die ColP wurden HCT116-Zellen verwendet. Zuerst wurden Zellen mit 20 uM Nutlin-
3a fur 24 h und fir die abschlieBenden 6 h der Behandlung zusitzlich mit 10 pM MG132
behandelt, um eine verbesserte Nachweisbarkeit von transienten Bindungen zu erreichen.
AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und eine ColP durchgefthrt. Als Primirantikorper
wurde der fir pHSF1-spezifische Antikérper verwendet bzw. ein CDK4-spezifischer
Antikorper, als Kontrolle diente ein HA-Tag-Antikorper.

Es war eine Reduktion von pHSF1 nach Behandlung mit Nutlin-3a verglichen mit der
DMSO-behandelten Kontrolle im Input sichtbar. Es zeigte sich eine starke Prazipitation von
pHSF1. Beim spezifischen Nachweis von CDK4 zeigte sich ein starkes Signal im geschitzten
GroBenbereich von 30 kDa im Input sowie in der CDK4-ColP. Allerdings wurde keine
CDK4-HSF1-Bindung sichtbar. Weder nach Prizipitation von pHSF1 noch nach CDK4-
Prizipitation zeigten sich die entsprechenden Banden auf der richtigen, angenommenen
Héhe (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Eine Bindung von CDK4 und HSF1 ist nicht nachweisbar. HCT116-Zellen wurden fiir
24 h mit DMSO oder 20 uM Nutlin-3a und fiir die abschlieBenden 6 h zusitzlich mit 10 uM MG132 behandelt.
Fir die ColP wurden ein fir pHSF1-, CDK4- oder HA-Tag-AntikSrper verwendet. D = DMSO, N = 20 uM

Nutlin-3a. Die mit * markierten Banden entspricht der leichten Immunglobulin-Kette.

Die ColP wurde mehrmals mit geringfiigie modifizierten Konditionen wiederholt. Es lie3
sich keine Komplexbildung von CDK4 und HSF1 nachweisen. Ebenso wurde die ColP mit
HSF1cl wiederholt, auch hierbei zeigte sich keine Bindung zwischen CDK4 und HSF1.

3.8 Das Interaktom von HSF1

Eine direkte Interaktion von CDK4 und HSF1 konnte mithilfe der CoIP nicht nachgewiesen
werden. Um die Beziehung zwischen p53, CDK4 sowie HSF1 besser zu verstehen, wurde

versucht das Interaktom von HSF1 zu ermitteln.

Dazu wurden bereits zuvor benutzte HSFlcl-Zellen verwendet. Wie in Kapitel 2.2.4
beschrieben, wurden die Zellen zuvor in drei Populationen geteilt und mit je einem SILAC-
Konditionierungsmedium behandelt. Nach Abschluss des Konditionierungsprozesses
wurden die Zellpopulationen, welche mit den Konditionierungsmedia /Zght bzw. medinm
kultiviert wurden, fiir 24 h mit DMSO behandelt, die Zellpopulation, welche mit dem
Konditionierungsmedium heavy kultiviert wurde, wurde mit 20 uM Nutlin-3a behandelt. Die
doppelte DMSO-Behandlung war notwendig, um spezifische Interaktionspartner von HSF1
spater massenspektrometrisch identifizieren zu kénnen und auch Verinderungen durch die
Behandlung mit Nutlin-3a zu registrieren. Zur Uberpriifung des Behandlungserfolges wurde
zuvor ein Western Blot der Proteinproben durchgefiihrt. Es zeigte sich die Reduktion von
pHSF1 nach Behandlung mit Nutlin-3a (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Uberpriifung der Behandlung mit Nutlin-3a vor massenspektrometrischer Analyse des
HSF1 Interaktoms. HSF1cl-Zellen wurden fir 24 h mit DMSO oder 20 uM Nutlin-3a behandelt. Die
Behandlung mit Nutlin-3a zeigte den bekannten Effekt auf die Phosphorylierung von HSF1. L = /ight M =
medinm. H = heavy.

Der Versuch wurde zusitzlich in einem zweiten Ansatz unter Verwendung von PD0332991
zur Behandlung der mit dem Konditionierungsmedium Aeary kultivierten Zellpopulation
durchgefiihrt, sodass in beiden Ansitzen jeweils die Populationen /ght bzw. medium mit
DMSO und die Population heavy mit Nutlin-3a bzw. PID0332991 behandelt wurden.

AnschlieBend wurde mehrere ColPs fiir die Proben durchgefiihrt. Als Primirantikbrper
wurde ein fur total HSF1-spezifischer Antikorper verwendet. In einem Vorversuch wurde
dieser im Vergleich zum bisher verwendeten, pHSF1-spezifischen Antikérper getestet. Bei
der Firbung fur pHSF1 zeigte sich eine vermehrte Anzahl von Banden durch Verwendung
des total HSF1-Antikoérpers zur ColP (Abbildung 28). Aufgrund der hoheren Effizienz bei
der CoIP wurde der total HSF1-spezifische Antikérper weiterverwendet, um maoglichst viele
unterschiedlich modifizierte HSF1-Fraktionen fir die massenspektrometrische Analyse zu

prazipitieren.

HSFic1
IP: pHSF1 HSF1 Input

pHSF1

— e 8320

Abbildung 28: Vergleich zweiter Antikérper zur CoIP. HSFlcl-Zellen wurden fiir 24 h mit DMSO
behandelt. AnschlieBend wurde die ColP angeschlossen.

Als Kontrollantikérper wurde in beiden Ansitzen ein fir den HA-Tag-spezifischer

Antikérper verwendet. Eine Ubersicht iiber den Ablauf der Zellkultivierung und -



Ergebnisse 50

behandlung sowie die Spezifitit der verwendeten Primarantikérper wird in Tabelle 24

dargestellt.

Tabelle 24: Uberblick iiber vorbereitende Schritte fiir die CoIPs zur massenspektrometrischen
Analyse.

ColIP-Ansatz Kultivierungsmedium | Zellbehandlung Primirantikérper
1| light DMSO HA-Tag
medinm DMSO HSF1
heavy Nutlin-3a HSF1
2 | light DMSO HA-Tag
medinm DMSO HSF1
heavy PD0332991 HSF1

Die entstandenen Proben wurden gepoolt und bei -80°C gelagert. Ebenso wurde ein Aliquot

der verwendeten Zellen eingefroren und eingelagert.

Alle  Proben wurden zur massenspektrometrischen  Analyse zu  unseren
Kooperationspartnern in der Arbeitsgruppe von Dr. Petra Beli (Institute of Molecular
Biology in Mainz) gesendet. Dort erfolgte die massenspektrometrische Auswertung der

Proben sowie die statistische Analyse der Ergebnisse.

Es konnten zahlreiche Interaktionspartner von HSF1 identifiziert werden (Abbildung 29).
Aufgrund der zuvor erfolgten SILAC-Behandlung der verschiedenen Zellpopulationen in
zwel Ansitzen sowie der unterschiedlichen Behandlung der Zellen in beiden Ansitzen mit
Nutlin-3a bzw. PD0332991 war eine vergleichende Analyse der Interaktionspartner von
HSF1 zwischen verschiedenen Behandlungsmodalititen moglich. Abbildung 29 zeigt im
Allgemeinen Interaktionspartner von HSF1 im rechten oberen Quadranten, welche
verglichen mit dem Kontrollantikérper in beiden Versuchen eine spezifische Bindung an
HSF1 aufwiesen. Als eut-off wurde fir beide Ansitze eine Anreicherung um den Faktor 2 in

der ColP gegeniiber der Kontrolle gewihlt.
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Abbildung 29: Darstellung des spezifischen HSF1-Interaktoms. Exemplarisch sind dabei
Interaktionspartner dargestellt, die in beiden Ansitzen eine spezifische Bindung an HSF1 gegeniiber der
Kontrolle zeigten. Analyse und Darstellung erstellt durch Matthias Ostermeier, Institute of Molecular Biology,

Mainz.

AnschlieBend wurde der Einfluss einer p53-Aktivierung bzw. CDK4/6-Inhibition auf die
Bindung des HSF1-Interaktoms untersucht (Abbildung 30). Eine vermehrte Bindung durch
p53-Aktivierung wiirde sich hier als Linksverschiebung darstellen. Eine vermehrte Bindung
durch CDK4/6-Inhibition wutde sich als Verschiebung nach oben darstellen. Von den

identifizierten Bindungspartnern kam es nur fiir sehr wenige zu einer Regulierung durch die
Zellbehandlung.
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Abbildung 30: Darstellung des HSF1-Interaktoms nach Zellbehandlung. Dargestellt sind exemplarisch
Interaktionspartner von HSF1 in Abhingigkeit der Zellbehandlung mit 20 uM Nulin-3a bzw. 10 pM
PD0332991 fiir 24 h. Analyse und Darstellung erstellt durch Matthias Ostermeier, Institute of Molecular

Biology, Mainz.

Die Validierung interessanter Bindungspartner soll in Zukunft erfolgen. Eine Regulation der

Bindungsintensitit nach p53-Aktivierung oder CDK4/6-Inhibition an HSF1 konnte nicht

nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu ermitteln, ob der Tumorsuppressor p53 einen regulierenden
Einfluss auf den Transkriptionsfaktor HSF1 im Modell des kolorektalen Karzinoms austbt.
HSF1 hat starken Einfluss auf die Tumorentstehung und Progression, was bereits in
verschiedenen Modellsystemen etabliert werden konnte (Dai et al. 2007; Santagata et al. 2011;
Scott et al. 2011; Fang et al. 2012). An der Regulierung von HSF1 sind unterschiedliche
Mechanismen beteiligt darunter auch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener
posttranslationaler Modifizierungen. Insbesondere der aktivierende Einfluss von pHSF1 auf
die HSF1-Aktivitat ist bekannt und konnte in malignen Zellen vermehrt nachgewiesen
werden (Guettouche et al. 2005; Mendillo et al. 2012). Daher wurde als Ma3 der HSF1-
Aktivierung der Status dieser Modifizierung sowie die Expression HSF1-regulierter Gene

untersucht.

Erstmals wurde in dieser Arbeit ein regulierender Einfluss des Tumorsuppressors p53 auf
die Aktivitit von HSF1 gezeigt. Dabei ging eine Aktivierung von wildtypischem p53 mit einer
Reduktion von pHSF1 einher. Zudem zeigte sich eine verminderte Expression von HSF1-
regulierten Genen. Dies ist abhingig von p21 und CDK4/6. p53 bt somit einen
spezifischen, regulatorisch inhibitorischen Effekt auf HSF1 aus. Die direkte Regulation von
HSF1 durch CDK4/6 wurde jedoch experimentell ausgeschlossen.

4.1 Identifizierung moéglicher HSF1-Regulatoren

pHSF1 wurde mittels spezifischer Antikorper im Western Blot untersucht. Dabei zeigten
sich mehrere Banden bei der Firbung, von denen einige nach p53-Aktivierung in ihrer
Intensivitit abnahmen (Abbildung 10). Hierbei handelt es sich um mehrere HSF1-
Fraktionen, welche aufgrund verschiedener Modifizierungen zwar unterschiedliche
Laufeigenschaften in der Gelelektrophorese aufzeigen, jedoch alle nachweislich durch
Bindung des Antikorpers pHSF1 enthielten. Eine HSF1-Uberexpression zeigte bei der
Farbung fur pHSF1 weitere Banden, die bei normaler Expression nicht detektierbar waren.
Dies legt das Modell einer komplexen Regulierung von HSF1 durch verschiedene
posttranslationale Modifizierungen nahe (Abbildung 8, Abbildung 23).

Nach p53-Aktivierung tritt ein Verlust einiger, oberer Banden der pHSF1-Firbung auf,
wofir ein Verlust von pHSF1 in einer dieser HSF1-Fraktionen oder eine Verinderung
anderer Modifizierungen als mogliche Ursache dienen kénnten. In Zellen, welche mutiertes
p53 exprimieren, lie sich der beschriebene Effekt nicht nachweisen. Es kam in SW480-
Zellen nach Behandlung mit Nutlin-3a zu keiner Verinderung von pHSF1 (Abbildung 11B).
Der regulatorische Effekt ist auf wildtypisches p53 beschrinkt und geht mit dem Auftreten

von p53-Mutationen vetloren.

Verschiedene Kinasen sind an der Regulierung von pHSF1 beteiligt (Chou et al. 2012; Schulz
et al. 2014; Tang et al. 2015). Hierfiir sind bereits der Einfluss des MAPK- sowie des PI3K-



Diskussion 54

Signalwegs beschrieben. Der Einfluss des PI3K-Signalwegs konnte in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen werden. Die pharmakologische Inhibition des PI3K-Signalwegs fiihrte zu
keiner Verminderung von pHSF1 (Abbildung 17). Allerdings muss hierbei das jeweils
verwendete Zellmodell bedacht werden. Im Falle von Schulz (2014) wurde mit HER2-
positiven Brustkrebszellen gearbeitet. Eine HER2-Amplifizierung rekrutiert massiv den
PI3K-Signalweg zur Zellerhaltung und fiihrt hieriiber zu einer HSF1-Uberaktivierung. Es
erscheint daher logisch, dass in diesem Zellmodell eine Inhibition des PI3K-Signalwegs zu
einer HSF1-Inaktivierung fithrt (Schulz et al. 2014). Im Modell des kolorektalen Karzinoms
ist der PI3K-Signalweg jedoch kein Hauptsignalweg der Zellerhaltung und auch nicht an der
Regulierung von HSF1 beteiligt.

Der Einfluss des MAPK-Signalwegs wurde in dieser Arbeit nicht weiter iiberpriift, jedoch
scheint der Mechanismus der HSF1-Regulierung tber den MAPK-Signalweg durchaus
interessant. Wahrend MEK Ser326 direkt phosphoryliert, wird dies durch Phosphorylierung
von Ser307 unterdriickt, sodass sich hieraus ein differenzierter Riickkopplungskreis ergibt.
An dieser Inhibition ist ERK beteiligt, welche Ser307 phosphoryliert (Tang et al. 2015). Die
Beteiligung des MAPK-Signalwegs an der Regulierung von HSF1 im Modell des kolorektalen

Karzinoms stellt eine interessante Fragestellung dar.

Aufgrund der Vielzahl von Phosphorylierungen von HSF1 wurde das HSF1-Interaktom
untersucht. Hierbei konnte ein Einblick in Interaktionspartner und modifizierende Kinasen
von HSF1 gewonnen werden (Anckar und Sistonen 2011). Zahlreiche Interaktionspartner
konnten identifiziert werden (Abbildung 29). Diese mussen in Zukunft validiert und ihr
Einfluss untersucht werden. Weiterhin muss der Aktivititsstatus von neu identifizierten
Interaktionspartner geklirt werden. Bei der Uberpriiffung des HSF1-Interaktoms in
Abhingigkeit einer p53-Aktivierung oder CDK4/6-Inhibition zeigten sich die meisten
Bindungspartner in der Intensitit der Bindung unverindert (Abbildung 30). Eine
Regulierung des Aktivititszustandes der Interaktionspartner statt der Intensitit der Bindung
an HSF1 kann dies erkliren. Auch die mogliche Beteiligung weiterer Phosphorylierungen
neben pHSF1 an der Regulierung von HSF1 durch den Tumorsuppressor p53 erfordert

weitere Untersuchungen.

Neben Phosphortylierungen als Mediatoren der transkriptionellen Aktivitit von HSF1 ist der
Einfluss weiterer posttranslationaler Modifizierungen beschrieben. Abhingig von der
Phosphorylierung von Ser303 kann es zu einer Sumoylation von HSF1 kommen
(Hietakangas et al. 2003). Diese Proteinmodifizierung mit small ubiquitin-like modifier (SUMO)
nimmt inhibitorischen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitit von HSF1 (Hietakangas et
al. 2000). Besonders interessant ist dies, da durch die kovalente Bindung von SUMO eine

starke Verdnderung des Laufverhaltens von HSF1 in der Gelelektrophotrese zu erwarten ist.

Auch der FEinfluss von Acetylierungen auf die HSF1-Aktivitit ist beschrieben.
Acetylierungen haben inhibitorischen Einfluss auf die transkriptionelle HSF1-Aktivitit,

jedoch besteht dieser Effekt insbesondere im Zusammenhang mit der zelluliren
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Stressreaktion nach Hitzeschock. Eine Hemmung der Deacetylase Sirtuin 1 vermittelt eine
verminderte Stressantwort und Expression von HSPs (Westerheide et al. 2009). Inwieweit
ein solcher Mechanismus auf die Aktivitit in malignen Zellen tbertragen werden kann,

welche nicht einem zusitzlichen Hitzeschock ausgesetzt wurden, bleibt fraglich.

Prinzipiell bestitigte sich bei der Untersuchung HSF1-tiberexprimierende Zellen, dass die
tumorfordernde Wirkung von HSF1 nicht quantitativ von der HSF1-Expression abhingt,
sondern vielmehr durch den Status der HSF1-Modifizierung. Eine alleinige HSF1-
Uberexpression fiihrte zu keiner Steigerung der Zellproliferation (Abbildung 25).

Eine p21-vermittelte Inhibition von CDK4/6 fihrte zur Reduktion von pHSF1 (Abbildung
17). Allerdings zeigte sich bei der Uberpriifung des Einflusses einer CDK4/6-Inhibition
diskrepante Ergebnisse (Abbildung 20). Gerade fur HSP90.4.47 erhohte sich die Expression
nach Behandlung mit PD0332991. Wodurch dieser Effekt auf die transkriptionelle Aktivitit
von HSF1 durch CDK4/6-Inhibition zustande kam, konnte nicht abschlieBend geklirt
werden. Allerdings reguliert p53 viele Signalwege, von denen CDK4/6 nur einer ist. Daher
sind weitere Signalwege neben CDKs fur die Regulierung von HSF1 durch p53 denkbar.
Dennoch wurde die Mehrzahl der ausgewihlten HSF1-Zielgene nach CDK4/6-Inhibition
deutlich reprimiert. Eine Komplexbildung von CDK4 und HSF1 wurde jedoch
ausgeschlossen (Abbildung 26), obwohl eine proteomweite iz silico Analyse moglicher
Substrate von CDK4 HSF1 als Substrat identifizieren konnte (Anders et al. 2011). Daher
scheint CDK4 nicht direkt HSF1 im Modell des kolorektalen Karzinoms zu modifizieren.
Eine Interaktion von CDK6 und HSF1 wurde nicht iberpriift.

Aufbauend auf diese Ergebnisse ist daher die Untersuchung der Rb-E2F-vermittelten G1-S-
Phasen-Transition interessant. Durch Phosphotylierung von Rb tragen CDK4/6 zutr
Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F aus dem Komplex mit Rb bei (Malumbres und
Barbacid 2001). Dies ermoglicht die E2F-abhingige Expression von Genen, welche
entscheidend an der Zellzyklusprogression sowie an weitere zellulire Prozesse wie Mitose,
DNA-Reparatur und auch Apoptose beteiligt sind (Polager und Ginsberg 2008) Unter den
E2F-Zielgenen befinden sich eine Vielzahl von Kinasen und Phosphatasen z.B. CDKI,
CDK2 oder PLK1, die HSF1 modifizieren kénnten (Bracken et al. 2004).

4.2  Der Einfluss von wildtypischem p53 auf das tumorférdernde
HSF1-System

HSF1 ist an der Regulierung der Chaperone-Aktivitit, der Zellmigration und -proliferation
beteiligt (Mendillo et al. 2012). Die Expression der untersuchten Gene zeigte sich nach p53-
Aktivierung vermindert (Abbildung 13). Im dualen Luciferase-Assay bestitigte sich ein
inhibitorischer Effekt von p53 auf die HSF1-Aktivitit (Abbildung 22). Die vermehrte
Expression von p53 fiithrte zu einer Minderung der relativen Luciferase-Aktivitit, wihrend

eine p53-Depletion den gegenteiligen Effekt zeigte. HSF1 wird also durch p53 in seiner
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tumorfordernden Wirkung konstitutiv inhibiert. Die HSF1-regulierte Stressantwort wird
zudem durch die p53-vermittelte Stressantwort gegenreguliert. Dabei scheint die p53-
vermittelte Stressantwort einen dominanten Effekt gegeniiber einem Stress, wie z. B.
Hitzeschock, zu haben (Abbildung 22). Dies zeigt deutlich, dass p53 einen Stressmodulator
fur Tumorzellen darstellt und verdeutlicht den Selektionsdruck flir Tumorzellen, den

Tumorsuppressor p53 auszuschalten (Mantovani et al. 2019).

Dies zeigt sich durch den Verlust von wildtypischen p53 beim Ubergang vom kolorektalen
Adenom zum Karzinom (Baker et al. 1990). Die in dieser Arbeit 7z vitro gewonnen Ergebnisse
legen nahe, dass der Tumorsuppressor p53 das HSF1-System wie ein Schrittmacher
begrenzen kann. Tumorzellen, welche wildtypisches p53 exprimieren, sind nicht
vollumfinglich in der Lage tumorférdernde, HSF1-regulierte Gene zu exprimieren, wenn sie
Zellstress durch die Behandlung mit Nutlin-3a ausgesetzt sind. Beim Verlust von
wildtypischen p53 kommt es dann zum Wegfall dieser inhibitorischen Wirkung. Fir
Tumorzellen besteht eine Notwendigkeit die HSF1-Aktivitit durch Eliminierung von p53 zu
entgrenzen. Dies erklirt den vollstindigen Verlust von p53, der sich in aggressiven

Karzinomen zeigt (Alexandrova et al. 2017).

Die in diesem Zusammenhang bereits von mehreren Autoren geduflerte Vermutung, dass
Kenntnisse tiber den p53-Status von soliden Tumoren fir eine gerichtete molekulare
Therapie genutzt werden konnten, kann durch Aufklirung der p53-vermittelten HSF1-
Inhibition um einen weiteren Aspekt erginzt werden. Dabei ist nach Verlust von p53 eine
HSF1-HSP90-abhingige vermehrte Stabilisierung von Tumorproteinen anzunehmen,
welche durch den Einsatz von HSP90-Inhibitoren pharmakologisch gezielt inhibiert werden

kann.

Interessanterweise wird mutiertes p53 selbst durch HSP90 stabilisiert (Li et al. 2011) Die
HSP90-vermittelte Proteinstabilisierung von mutiertem p53 im Tiermodell des kolorektalen
Karzinoms geht mit einer hoheren Anzahl grof3erer sowie invasiver Tumore einher (Schulz-
Heddergott et al. 2018). Durch HSP90-Inhibition oder -Depletion kann die
Proteinstabilisierung von Tumorproteinen beseitigt werden (Li et al. 2011). Daraus ergibt
sich, dass eine Mutation von TP53 eine HSF1-Uberaktivierung und HSP-Expression
zusitzlich ermoglicht. Wenn es sich bei der Mutation von TP53 um eine Missense-Mutation
handelt, kann HSP90 zusitzlich das mutierte p53 stabilisieren und zum gain-of-function
beitragen. Hierdurch kommt es gleichzeitig zum Verlust von wildtypischem p53 und der

Stabilisierung von mutiertem p53.

4.3 Ausblick

Eine regulatorische Verbindung zwischen p53 und HSF1 wurde nachgewiesen. Dabei hat
wildtypisches p53 inhibitorische Wirkung auf die HSF1-Aktivitit. Weiterhin wurde der
Einfluss von p21 und CDK4/6 identifiziert, wobei eine Komplexbildung aus CDK4 und
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HSF1 ausgeschlossen wurde. Wie p53 Einfluss auf HSF1 nimmt, konnte nicht genau geklart
werden. Hierfir sind weitere Experimente notwendig. Aufgrund der tiberragenden Rolle von
posttranslationalen Modifizierungen bei der Regulierung von HSF1 stellt die Identifizierung
von p53-regulierten Modifizierungen eine der Hauptaufgaben dar. AuBlerdem bleibt der
Einfluss downstream der p53-p21-CDK4/6-Achse gelegener Mediatoren offen.

Zusitzlich kann auch der Einfluss von HSF1 bei der Behandlung von Patienten eine Rolle
spielen. Die Therapie des kolorektalen Karzinoms umfasst verschiedene Therapiesdulen.
Von besonderer Bedeutung ist das chirurgische Vorgehen im Rahmen einer nach
onkologischen Grundsitzen durchgefithrten Resektion (Heald 1988; Hohenberger et al.
2009). Dariiber hinaus unterliegt die systemische, medikamentése Chemotherapie einer
bestindigen Weiterentwicklung und ist entscheidend fir die Prognose (Abrams et al. 2014).
Um den Einfluss von HSF1 auf die therapeutische Wirkung von DNA-schidigenden
Chemotherapeutika besser zu verstehen, sollte die HSF1-Aktivitit nach DNA-Schidigung
untersucht werden. Sollte sich hierbei ein Einfluss von DNA-schidigenden
Chemotherapeutika auf das HSF1-System bestitigen, konnte nachfolgend der Einfluss einer
CDK4/6-Inhibition auf die therapeutische Wirkung untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Tumorsuppressors p53 auf den
Transkriptionsfaktor heat-shock factor 1 (HSF1) zu ermitteln. HSF1 reguliert das Stress-
induzierte Chaperone-System, von welchem Tumorzellen in ihrer Entwicklung stark
abhingen. In kolorektalen Karzinomzelllinien konnte eine Regulation der
posttranslationalen Modifizierung des Transkriptionsfaktors HSF1 durch Aktivierung des
Tumorsuppressors p53 gezeigt werden. Es kam zu einer Reduktion der aktivierenden
Phosphorylierung des Serinrests an Position 326 des HSF1. Im Western Blot zeigte sich ein
komplexes Bandenmuster beim Nachweis der Phosphorylierung des Serinrests an Position

326 des HSF1, was auf eine insgesamt komplexe Regulierung des HSF1 hinweist.

Die Reduktion der Phosphorylierung des Serinrests an Position 326 des HSF1 durch p53-
Aktivierung hatte einen negativen Effekt auf die Aktivitit des HSF1. Eine verminderte
Expression von verschiedenen Zielgenen konnte nachgewiesen werden. Ebenso lie3 sich
dies in einem dualen Luciferase-Assay reproduzieren, wobei p53 auch die zellulire

Stressreaktion nach Hitzeschock inhibierte.

Die p53-vermittelte Regulierung des HSF1 zeigte sich abhingig vom Zellzyklusinhibitor p21.
Nach p53-Aktivierung fuhrt die Expression von p21 zu einer Inhibition von Cyclin-
abhingigen Kinasen. Die Inhibition der Cyclin-abhingigen Kinase 4 und 6 verursachte eine
dhnliche Reduktion der Phosphorylierung des Serinrests an der Position 326 des HSF1 wie
p53-Aktivierung. Der Einfluss der Inhibition der Cyclin-abhingigen Kinasen 4 und 6 auf die
Aktivitit des HSF1 wurde wie der Einfluss von p53 zuvor tberprift. Die Inhibition der
Cyclin-abhingigen Kinasen 4 und 6 fithrte wie eine p53-Aktivierung zu einer Inhibition der

Aktivitit des HSF1 und einer verminderten Expression regulierter Zielgene.

Eine direkte Interaktion zwischen der Cyclin-abhingigen Kinase 4 und dem HSF1 wurde
mittels Ko-Immunprizipitation ausgeschlossen. Um Klarheit iiber den Zusammenhang von
p53, dem HSF1 und den Cyclin-abhingigen Kinasen 4 und 6 zu erhalten und einen
eventuellen Signalweg zu identifizieren, wurden vorbereitende Versuche zur
Massenspektrometrie durchgefihrt. Hierfir wurden HSF1-Gberexprimierende Zellen nach
dem Verfahren des stable isotope labeling by amino acids in cell culture konditioniert und
verschiedene Ko-Immunprizipitationen durchgefithrt. Massenspektrometrisch konnten

zahlreiche Interaktionspartner des HSF1 identifiziert werden.

Bei der Untersuchung von HSF1-tuberexprimierenden Zellen zeigte sich der Einfluss von
p53 auf den HSF1 erhalten.
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